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Liste des Abréviations

Ag Antigéne

ADDC Antibody dependent dell mediated Cytotoxicity

AICD Activation Induced Cell Death

Akt Ak mouse strain thymoma

AMM Autorisation de Mise sur le Marché
ASC Aire Sous la Courbe

APC Antibody-producing cell

AutoAc auto-anticorps

ATP Adénosine triphosphate

BAFF B cell activating factor

BCAP B cell adapter for PI3K

BCR B cell receptor

BIM BCL-2 interacting mediator of cell death
BH BTK Homology Region

Blk B-lymphocyte kinase

BMX Bone marrow-expressed kinase
BTK Bruton’s tyrosine kinase

c-Kit c-Jun N-terminal Kinase

c-Src Rous sarcoma oncogene cellular homologue
CD : Cluster Differentiation

CI complexe immun

CIA Collagen-induced arthritis

CLP progéniteur lymphocytaire commun
Cmax concentration maximale

CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité
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CPA Cellule Présentatrice d’ Antigéne
CSH Cellule Souche Hematopoiétique
CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte Antigen 4
Cys cystéine

DAG Diacylglycerol

DN Doubles Négatives

DP Doubles Positives

ECG Electrocardiogramme

ER Endoplasmic reticulum kinase

ErbB érythroblastosis oncogene B

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
ERK Extracellular signal-regulated

FA Fibrillation Auriculaire

FDA Food and Drug Administration
FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor
Foxp3 Forkhead box P3

HER Human Epidermal Growth Factor

GA glatiramer Acétate

GITR Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis factor like receptor

GLT Germline transcripts

GRB2 Growth factor receptor-bound 2

GPVI gycoprotéine de recepteur de collagéne VI

IFN Interferon

Ig Immunoglobulin

IKKa/p Inhibitor of kappa-B kinase subunit o/f3

IL-7 Interleukin-7

IP3 Inositol 1,4,5-trisphosphate
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IPEX Immune Dysregulation Polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome

ITAM Immunoreceptor tyrosine-based activation motif

ITK Inducible T cell kinase

iTreg inductible Treg

JAK Janus Kinase

LLC Leucémie Lymphoide Chronique
LCM Lymphome des Cellules du manteau
LES Lupus Erythémateux Systémique
LMC Leucémie My¢loide Chronique

LNH Lymphome Non Hodgkinien

LYN Lck/Yes novel tyrosine kinase

MALI Maladie Auto-Immune

MAPK Mitogen-activated protein kinase
MBP protéine basique de la my¢line

MEK Mitogen activated protein kinase
NFAT Nuclear factor of activated T cells
NFkB Nuclear factor of kappa B

NK Natural Killer

nTreg natural T reg

ORR Objective Response Rate

P-gp glycoprotéine P

PDGFR Platelet Derived Growth Factor Receptor
PI3K Phosphoinositide 3-kinase

PIP, Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
PIP3 Phosphatidylinositol 3.,4,5,-triphosphate
PH Pleckstrin Homology

PKCB  Protein kinase C 3
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PLCy Phospholipase C y

PRR Pattern Recognition Receptors

PTEN Phosphatase and tensin homologue

PTK Protéines Tyrosine Kinase

PR Polyarthrite Rhumatoide

RAG Recombination Activating Gene

RCP Résumé Caractéristique du Produit

RLK Resting lymphocyte kinase

SCF Stem Cell Factor

SEP Sclérose En Plaque

SH2 domain Src homology 2 domain

SH3 domain Src homology 3 domain

SHIP1 SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase-1
SLC Surrogate light chain

SLP65 SH2 domain leukocyte protein of 65 kD

SYK Spleen tyrosine kinase

TAK TGF-f activated kinase

TCR T Cell Receptor

TEC Tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma
TH domain TEC homology domain

TLR Toll-like receptor

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
vwF facteur de von Willebrand

WASP Wiskott—Aldrich syndrome protein

WT Wild type

Xid X-linked immunodeficiency

XLA X-linked agammaglobulinemi
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Introduction

Les maladies auto-immunes (MAI) surviennent lorsqu’il y a rupture de la tolérance du
soi, et sont associées a une réaction immunitaire vis a vis des constituants du soi provoquant
des 1ésions cellulaires et/ou tissulaires induites par les lymphocytes T et/ou B produisant des

auto-anticorps spécifiques d’auto- antigenes.

Les thérapies actuellement utilisées pour le traitement des MAI, sont les traitements anti-
inflammatoires, immunosuppresseurs non sélectifs, ou cytotoxiques associés a une efficacité
clinique limitée et a des effets secondaires significatifs [1,2]. La recherche thérapeutique s’est
donc orientée vers des thérapies ciblées utilisant des agents biologiques. Les premicres cibles
ayant montré des résultats significatifs ont été les cibles extracellulaires, comme les anti-TNF-
a (I'étanercept Enbrel ®, l'infliximab: Remicade ® et Adalimumab : Humira ®) et les anti-
CD20 (rituximab) inhibant/limitant la prolifération des cellules B pour le traitement de la
polyarthrite rhumatoide (PR), par exemple ou encore le mycophénolate mofétil CellCept ®,
un immunosuppresseur, utilis¢é en traitement de référence pour le lupus érythémateux

systémique (LES).

Cependant, les agents biologiques ne sont pas efficaces chez tous les patients, et
n’entrainent parfois qu’une réponse partielle des patients répondeurs. Un besoin médical
important non couvert a ce jour existe encore pour le traitement des patients atteints de MAI

et les recherches actuelles explorent notamment des voies de signalisation intracellulaire.

La phosphorylation des protéines par les kinases représente un mécanisme
fondamental de la signalisation cellulaire [3,4]. Les analyses biochimiques et les expériences
de ciblage génétique in vivo ont impliqué les tyrosine kinases en tant que régulateurs clés de
la différenciation, de la prolifération, de la survie et de la migration cellulaire dans le

développement et la fonction des cellules B [5].

Le geéne de l'une d'entre elles, la tyrosine kinase de Bruton (BTK), est muté dans
I'immunodéficience primaire de l'agamma-globulinémie liée au X (XLA) chez I'homme et
I'immunodéficience liée au X (Xid) chez la souris [6,7]. Le défaut de base de XLA est une

incapacité du patient a produire des anticorps da a I’absence d’immunoglobulines (Ig) causée
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par un défaut de maturation des précurseurs des lymphocytes B. La BTK est impliquée dans
la signalisation du récepteur des cellules B (BCR, B cell receptor) des cellules B matures (la
stimulation du BCR induit la phosphorylation de la BTK [8]), et joue également un rdle
fondamental dans la lymphopoi¢se B, organisant le développement ordonné et la
différenciation des cellules B immatures en formes matures : stimulation du cycle cellulaire,
des facteurs de différenciation, controle de la prolifération et de la survie des cellules B [9-

11].

Quelques années apres l'identification de BTK, le premier inhibiteur de BTK, 1’ibrutinib, a été
développé et a montré une activité anti tumorale in vitro sur des cellules leucémiques [13,14].
Son développement clinique a conduit a I’obtention d’une autorisation de mise sur le marché
(AMM) par I’agence européenne du médicament (EMEA) pour le traitement du lymphome
du manteau (LCM) en novembre 2013 et de la leucémie lymphoide chronique (LLC) en
février 2014. 1l est aujourd’hui indiqué dans le traitement des adultes atteints d’une leucémie
lymphoide chronique (LLC) ayant recu au moins un traitement antérieur, ou en premiere ligne
en cas de délétion 17p ou de mutation 7P53 chez les patients pour lesquels une immuno-
chimiothérapie est inadaptée ainsi que dans le traitement des adultes atteints d’un lymphome a
cellules du manteau (LCM) en rechute ou réfractaire Il représente aujourd’hui une avancée

majeure dans le traitement de ces maladies [15].

L’expression cellulaire et la fonction de ces kinases ne sont pas seulement
intéressantes dans le traitement des hémopathies malignes, des produits inhibiteurs de la BTK
mais auraient aussi une efficacité potentielle dans le traitement des MAI [12], telles que le

lupus érythémateux systémique (LES), la sclérodermie ou le syndrome de Gougerot Sjogren.

Le role du BCR et de la signalisation des cellules B dans les MAI, suggere que les
inhibiteurs de la BTK pourraient également étre utiles dans le traitement de ces pathologies

[16].

Plusieurs études précliniques ont étudié 1'efficacité de l'inhibition de BTK sur des
mode¢les animaux de maladie inflammatoire comme I’arthrite : modéle CIA, (Collagen Induce
Arthritis). L’ibrutinib a considérablement diminué la gravité des symptomes, de fagcon dose-

dépendante [17].
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L’objectif de ce travail de thése a été de faire I’inventaire des produits inhibiteurs de
BTK actuellement en développement dans des MAI et de comparer leurs caractéristiques. Le
présent document fait un rappel sur 1) les MAI, 2) la structure, le role et les mécanismes de
régulation de la BTK, 3) les inhibiteurs de BTK en oncologie en mettant [’accent sur
I’ibrutinib, premier médicament de cette classe pharmacologique, développé dans le

traitement de certains cancers.

Nous présenterons par la suite, les résultats d’études qui ont été menées, avec
I’ibrutinib et d’autres inhibiteurs de BTK, pour le traitement de MAI. Et nous comparerons les
inhibiteurs de BTK actuellement en développement préclinique et clinique dans des MAI par
d’autres laboratoires pharmaceutiques selon 1) leur profil pharmacologique in vitro/vivo,2)
leurs caractéristiques pharmacocinétique et toxicologique et 3) les résultats obtenus a ce jour

en clinique (volontaires sains et/ou patients).
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1. Le systéme immunitaire et les pathologies auto-immunes

L'immunologie est la science qui étudie les aspects de défense de 1’hdte contre une
agression. Le terme latin immunis, qui signifie « dispensé de, exempté de » est a I’origine du
mot immunité qui indique un état de protection contre telle ou telle maladie infectieuse. Le
systtme immunitaire est un systéme biologique constitu¢ d'un ensemble coordonné

d'¢léments de reconnaissance et de défense qui discrimine le soi du non soi.

1.1 Généralités sur le systéme immunitaire

Bien que I’on fasse référence « au systéme immunitaire » il existe en réalité deux
systemes interconnectés d’immunités : I’innée et 1’adaptative. Ces deux systémes collaborent

pour protéger 1’organisme contre les envahisseurs étrangers [18].

1.1.1 L’immunité innée

Contrairement aux réponses immunitaires adaptatives qui prennent des jours a se
mettre en place, les mécanismes de défense de I’immunité innée interviennent immédiatement
aprés l’invasion par un pathogeéne (virus, bactérie, champignons ou parasites). Ceux-ci
incluent des barriéres physiques et chimiques contre I’infection, de méme que les récepteurs
qui reconnaissent les structures chimiques de nombreux pathogenes, regroupés sous le terme
de récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires ou récepteurs de reconnaissance de
signatures (PRR Pattern Recognition Receptors). Quand les PRR détectent ces structures
chimiques, une cascade d’événements désigne le pathogéne comme la cible a détruire.
L’immunité innée comprend aussi une série de protéines sériques préexistantes, regroupées
sous le terme de complément, qui se lient a des structures communément associées aux

pathogenes et initient une cascade de détection puis de destruction.

Ces lignes de défense précoce sont treés efficaces et permettent la plupart du temps
d’empécher la majorité des pathogeénes de prendre le contrdle de 1’organisme, ou permettent
I’¢limination des agents infectieux dans les heures qui suivent la rencontre. Les éléments de
reconnaissance du systéme immunitaire innée sont rapides, certains agissent dans les secondes
suivant la rupture de barriére, mais ne sont pas trés spécifiques, et sont par conséquent

incapables de distinguer les petites différences de pathogenes.
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1.1.2 L’immunité adaptative

Une seconde forme d’immunité, I’immunité adaptative est bien mieux adaptée aux
petites différences moléculaires. Cette partie du systéme, met beaucoup plus de temps a se
mettre en place, mais est bien plus spécifique de 1’antigéne. Elle nécessite la reconnaissance
spécifique d’un antigéne du non soi par le processus de présentation a 1’antigéne, pour les
lymphocytes T. Typiquement une réponse immunitaire adaptative contre un pathogéne donné
a lieu 5 a 6 jours suivant la rupture de barricre et I’exposition initiale, et est suivie par une
résolution progressive de 1’infection.

L’immunité adaptative est plus lente en partie parce que nettement moins de cellules
possedent les récepteurs adéquats pour le travail. Elle est aussi plus lente car elle repose sur
une rencontre préalable et une « catégorisation » de 1’antigéne assurée par les processus
innés. La capacité a mettre en place ces réponses adaptées est maintenue par des cellules
mémoires.

Les cellules du systétme immunitaire adaptatif sont des leucocytes spécifiques, appelés
lymphocytes. Les cellules T et B sont les lymphocytes majeurs, les lymphocytes T (cellules
T), dérivé du thymus sont impliqués dans I’immunité cellulaire. Les lymphocytes B (cellules
B) sont impliqués dans I’immunité humorale et ont pour site de développement la moelle
osseuse. Les cellules T reconnaissent le non soi seulement qu’aprés un antigene, par exemple
un fragment du pathogéne, ait été reconnu par combinaison avec un récepteur du soi du
complexe majeur d’histocompatibilité. Au contraire, le récepteur antigénique des cellules B
est une molécule d’anticorps a la surface des cellules B qui reconnait 1’ensemble des
pathogeénes sans avoir besoin d’une reconnaissance de 1’antigene. (Figure 1: [18]). Le

fonctionnement de ces cellules est li¢ et dépendant du complexe majeur d’histocompatibilité.

La réponse cellulaire implique différentes sous populations de lymphocytes T assurant
de nombreuses fonctions, dont la sécrétion de messagers solubles qui aident a diriger les
autres cellules du systéme immunitaire et la mise a mort directe des cellules infectées.
La réponse humorale implique 1’interaction des lymphocytes B et des lymphocytes T avec des
antigenes, et leur différenciation en cellules sécrétrices d’anticorps. Ces derniers se lient aux

protéines étrangéres ou aux agents infectieux pour favoriser leur élimination.
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Figure 1 : Grandes lignes de branches humorales et cellulaire du systéme immunitaire

a) Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)

Le complexe majeur d’histocompatibilité est, un systeme de reconnaissance du soi.
Les molécules du CMH sont situées a la surface des cellules présentatrices de 1’antigéne qui
permettent de présenter 1’antigéne aux lymphocytes T afin de pouvoir les activer. Il existe
deux types de molécules de CMH ; de classe I et II [19]. Il s’agit d’un ensemble complexe de
genes, appelé le complexe HLA (Human Leukocyte Antigen) chez ’homme, qui est différent
chez deux individus, excepté les vrais jumeaux. Ces geénes sont trés polymorphiques et
chacune de ces alléles s’exprime en co-dominance, ce qui permet a chaque individu de
disposer d’une grande variété de configurations, et augmente les chances de reconnaitre un
marqueur étranger. D’un point de vue moléculaire, cette information génétique est exprimée
en protéines de surface. Ainsi les molécules de CMH de classe I sont présentes sur toutes les
cellules nucléées, a I’exception des glandes salivaires, des neurones et de certains tissus de la
cornée. Elles permettent de présenter aux lymphocytes cytotoxiques (T CDS8) I’antigeéne et
servent de marqueur de soi pour les lymphocytes Natural Killer (NK). Les molécules du CMH

de classe II permettent aux macrophages et cellules dendritiques de présenter les parties des

MEILLEROUX Carole | Theése d’exercice | Université de Limoges | 2017 27

(@) Bv-Ne-ND | Immu|



corps intrus pour déclencher une réponse immunitaire, par 1I’intermédiaire des lymphocytes T
CD4. (Figure 2 : [20]). Ces molécules participent aux réponses immunitaires, mais peuvent
également dans de rares cas, devenir a leur tour responsables de maladies auto-immunes

indépendamment de I’immunité cellulaire.
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Figure 2 : Réle des CMH de classe I (a) et de classe II (b)

b) Les cellules présentatrices d’antigénes

Le processus de présentation de ’antigéne est réalisé par des cellules qui portent un
antigéne ¢étranger couplé a leur CMH a leur surface, appelées cellules présentatrices
d’antigénes (CPA). Elles sont considérées comme des messagers entre le systéme
immunitaire inné et adaptatif. Ces cellules sont capables d’internaliser les antigénes soit par
des processus d’endocytose liée aux récepteurs, soit par phagocytose. Les lymphocytes
peuvent alors reconnaitre et interagir avec les molécules du CMH liées a I’antigeéne. Puis elles
expriment un ensemble de molécules de costimulation requis pour I’activation des
lymphocytes T. En effet, ces derniéres ne peuvent identifier un antigéne par leur TCR (T Cell
Receptor) que si celui-ci est présenté par une autre cellule. Ces CPAs expriment les molécules
de CMH des deux classes et peuvent stimuler les cellules T auxiliaires (T helper) et T CD8+
cytotoxiques. Il existe trois catégories de CPAs professionnelles : les cellules dendritiques, les

macrophages et certains lymphocytes B tres spécifiques.
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Apres la rencontre avec I’antigeéne, les lymphocytes T et B proliférent. Bien que lentes
a se mettre en place, une fois que ces cellules T et B ont été sélectionnées et ont affiné leur
stratégie d’attaque, elles deviennent des combattants redoutables pour mettre fin a 1’infection.
Les réponses adaptatives impliquent un systéme interconnecté de cellules et de signaux
chimiques qui agissent ensemble pour terminer le travail entamé au cours de la réponse innée

(Figure 3 : [18]).

Figure 3 : Coopération entre I’immunité innée et adaptative

1.Les pathogeénes sont introduits par la surface des muqueuses et sont attrapés par les cellules phagocytaires :
c’est I’immunité innée.2a.La cellule phagocytaire subit des modifications et améne des morceaux du pathogene a
un ganglion lymphatique local pour aider a activer I’immunité adaptative. 2b. les phagocytes résidant sur le site
de I’infection sécrétent des cytokines et chemokines qui entrainent un afflux de sang et aident a recruter d’autres
cellules du systéme immunitaire (inflammation).3. Dans les ganglions les cellules T et B, ayant le récepteur avec
la bonne spécificité, sont sélectionnées clonalement lorsque leur récepteur se lie a I’antigéne ; c’est I’immunité
adaptative. 4. Les cellules T et B coopérent, et la rencontre avec 1’antigéne conduit a la prolifération et la
différentiation des lymphocytes, pour générer des cellules qui peuvent identifier et éradiquer le pathogéne. Sa.
les cellules B sécretent des anticorps spécifiques de 1’antigéne qui vont aider a détruire le pathogéne. 5b. en plus
des cellules T et B mémoires sont générées lors de la réponse primaire, et seront disponibles lors de ’initiation
d’une réponse secondaire, qui sera alors plus rapide et spécifique de 1’antigéne.

1.2 L’ontogénie des lymphocytes

1.2.1 La maturation lymphocytaire

Comme nous 1’avons vu précédemment, une réponse immunitaire efficace dépend de
nombreuse interactions précisément orchestrées et fait intervenir différents types de cellules :
des cellules du systéme immunitaire inné¢ formant une premicre ligne de défense, des CPAs
qui coordonnent la réponse adaptative et induisent la génération de lymphocytes mémoires
pour empécher les infections futures. La grande diversité de reconnaissance des antigénes et
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des anticorps permet aux lymphocytes T et B de réagir contre la majorité des pathogénes.
Cette grande diversit¢ englobe la possibilité de réagir contre les antigénes du soi.
Conséquemment, le systéme immunitaire ¢limine par un principe de sélection, les
lymphocytes réagissant trop fortement ou trop faiblement contre les antigénes du soi. Les
lymphocytes sélectionnés positivement permettent la défense contre les antigénes étrangers
reconnus par le contexte CMH, tandis que la sélection négative est essentielle pour éviter des

réactions auto-immunitaires [ 18]

Le systéme immunitaire est composé¢ de deux grands groupes anatomiques : les
organes lymphoides primaires, permettant le développement des lymphocytes a partir de
précurseur immature, la moelle osseuse pour les cellules B et le thymus pour les cellules T.
Les organes lymphoides secondaires coordonnent la rencontre avec 1’antigéne et les
lymphocytes qui lui sont spécifiques. Ces organes incluent la rate, les ganglions lymphatiques,
certains sites spécialisés de I’intestin et d’autres tissus associé¢s aux muqueuses. Ces organes

sont connectés par des vaisseaux sanguins et le systéme lymphatique.

Toutes les cellules sanguines matures et spécialisées dans une fonction, dérivent d’un
méme type cellulaire, la cellule souche hématopoié¢tique (CSH). Le processus par lequel les
CSH se différencient en cellules matures est appelé hématopoiese. Chez les mammiferes, les
deux organes lymphoides primaires permettent le développement des CSH immunitaires
matures : la moelle osseuse ou les CSH résident et donnent naissance a tous les types
cellulaires ; et le thymus. Tous les lymphocytes sont créés par ce processus a partir d’un type
d’un progéniteur lymphoide commun (CLP) avant d’étre différenciés. La formation des
lymphocytes est appelé lymphopoiese, au cours de ce processus les cellules T migrent dans le
thymus afin de maturer. Une fois leur maturation terminée, les lymphocytes entrent dans la

circulation sanguine et vont se loger dans les organes lymphoides secondaires.

a) Principe de la sélection thymique

Les lymphocytes T immatures migrent de la moelle osseuse vers le thymus. La
migration débute vers le 11° jour chez la souris et entre le 8° et 9° semaine de gestation chez
I’homme. Le thymus continue a se développer durant les 3° et 4° semaines aprés la naissance
chez la souris alors qu’il est complétement formé a la naissance chez I’€tre humain. Apres, la
puberté, le thymus commence a diminuer de taille, di a une production diminuée de nouveaux
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lymphocytes T. Le thymus se compose de plusieurs lobules avec une région corticale externe,

appelée le cortex thymique, et une région interne appelée médulla [21].

Le thymus est un environnement spécialis¢ ou les cellules T géneérent des récepteurs
uniques aux antigenes (récepteurs de cellules T ou TCR) qui sont ensuite sélectionnés sur la
base de leur réactivité vis-a-vis des complexes CMH-peptides du soi exprimé a la surface des
cellules stromales thymiques. Ces cellules T dont les TCR se lient aux complexe-CMH-
peptides du soi avec une forte affinité sont amenées a mourir : c’est la sélection négative,
alors que les thymocytes qui se lient au complexe-CMH-peptides du soi avec une affinité
intermédiaire subissent une sélection positive permettant leur survie, leur maturation et leur
migration vers la medulla thymique. La majorité¢ des cellules meurent en raison d’une trop
faible affinité pour les combinaisons CMH-antigeénes du soi qu’elles rencontrent a la surface
des cellules épithéliales thymiques et ne parviennent pas a passer I’étape de la sélection

positive.

A leur arrivée au thymus, les progéniteurs lymphoides n’expriment pas de molécules
de surface caractéristiques aux lymphocytes. Les précurseurs des cellules T entrent dans le
thymus par les vaisseaux sanguins situés a la jonction cortico-medullaire. Cette étape va leur
permettre d’acquérir certaines molécules de surfaces spécifiques des lymphocytes T, dont le
Thy-1 (Figure 4 : [21]). A ce stade, les cellules T immatures, appelées thymocytes (cellules
thymiques) en raison de leur site de maturation, n’expriment pas encore le complexe
CD3/TCR et le co-récepteur CD4 ou CDS8 (qui sont des marqueurs des cellules T matures)
Elles sont donc appelées cellules Doubles Négatives (DN). Ces cellules migrent tout d’abord
vers la région sous la capsule du thymus, appelé cortex sous capsulaire, ou elles proliférent et
commencent a générer des récepteurs de cellules T. Les DN sont subdivisés selon leur
expression des molécules CD25 (récepteurs IL-2), CD44 (molécule d’adhésion) et c-kit
(récepteur du stem cell factor). Lorsque les thymocytes expriment CD44 et CD25, les genes

codant pour la chaine  du TCR se réarrangent pour étre exprimés. Celles qui ne parviennent
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pas a réaliser ce réarrangement meurent et celles qui réussissent a exprimer des TCR,
survivent et perdent 1’expression de CD25. La chaine § s’assemble avec une chaine a substitut
pour former le pré-TCR, accompagné de CD3. L’assemblage CD3/pré-TCR engendre la
prolifération et 1’expression des molécules CD4 et CDS8, devenant ainsi des thymocytes
Doubles Positives (DP). Lorsque que la prolifération s’arréte, les génes codant pour la chaine

a se réarrangent, puis est exprimé avec la chaine B, formant ainsi un TCR fonctionnel.
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Figure 4 : Développement des lymphocytes T au niveau thymique
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1. La sélection positive

La sélection positive permet la survie des thymocytes qui possedent une bonne affinité
avec les CMH de classe I et II exprimés (présentant un peptide du soi) sur les cellules
épithéliales du cortex thymique. Cette sélection est nécessaire pour induire une réponse
immunitaire restreinte aux molécules du CMH. Ainsi les thymocytes DP interagissent avec les
CMH I et II par leur TCR et les molécules CD4 et CDS8. Les thymocytes qui ne se lieront pas
aux CMH mourront par apoptose dans les jours suivants. La sé€lection positive permet aussi de
différencier les lymphocytes en CD4+ ou CDS8+. Suite a leur sélection, les lymphocytes
n’expriment qu’une seule de ces deux molécules. Cette discrimination dépendra du type de
CMH avec lequel le thymocyte aura le plus d’affinité. Une meilleure affinité pour le CMH I
produira des lymphocytes T CDS8+, tandis qu’une meilleure affinit¢ pour le CMH II
engendrera des lymphocytes T CD4+. La plupart des lymphocytes (> 95%) ne survivent pas a
cette sélection positive. Les thymocytes sélectionnés vont migrer ensuite vers la médulla, ou

ils subiront un processus de sélection négative.

2. La sélection négative

Les affinités entre les TCR et les CMH peuvent varier de faible a forte. La sélection
négative permet la discrimination entre les différentes affinités et permet ainsi d’éliminer les
thymocytes qui réagissent trop fortement aux interactions entre le CMH présentant les
peptides du soi. Cette sélection est importante pour développer une tolérance au soi (cf
chapitre suivant). La médulla est composé de différents types cellulaires dont les cellules
dendritiques et les macrophages dérivés de la moelle osseuse. Ces cellules exposent leur
CMH de classe I et II et interagissent avec les thymocytes. Les mécanismes de sélection
négative ne sont pas encore connus, mais les cellules meurent par un processus d’apoptose.
Une fois ces deux sélections terminées, les lymphocytes T sont de petites de taille et dans un
¢état de repos. Ils se retrouveront dans le systétme immunitaire périphérique et migreront dans
les organes lymphoides secondaires ou ils pourront effectuer leur tdche de reconnaissance

d’antigéne.
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b) Principe de sélection des lymphocytes B

Comme nous 1’avons expliqué ci-dessus, le développement des lymphoyctes B se fera
au niveau de la moelle osseuse a partir des CSH. Ces derni¢res formeront les progéniteurs
lymphocytaires communs (CLP) dont une partie migrera vers le thymus pour la formation des
lymphocytes T et ’autre restera dans la moelle pour former les lymphocytes B, on parlera de
cellules pro-B. Au niveau de la moelle osseuse. L’ontogénie des lymphocytes B dépend d’un
contact étroit entre ces dernicres et les cellules stromales constituant la moelle. Elles
permettent 1I’expression de facteurs indispensables a leur maturation.

La maturation des lymphocytes B et I’acquisition de la tolérance au soi sont différentes des
lymphocytes T. En effet, les cellules B n’ont qu’une seule destinée, en dehors des cellules
mémoires et les plasmocytes; il n’y a donc pas d’étapes d’acquisition des clusters de
différentiation CD4 et CDS. En revanche, la maturation des lymphocytes B doit faire face aux
réarrangements des génes des différentes classes de BCR.

On distingue différentes étapes dont chacune est caractérisée par les stades de 1’évolution des

lymphocytes B (Figure 5 : [23].)

* Au stade «pro-B précoce » (progénitrices) appelé¢ aussi pré-pro B : ces cellules
expriment un marqueur spécifique de la lignée B, le CD45R (connut aussi sous le
nom de B220), une tyrosine phosphatase membranaire ainsi que le facteur de
transcription ERBF-1. Ce dernier se lie au geéne d’immunoglobuline et facilite le

réarrangement D-J de la chaine lourde sur les chromosomes.

* Au stade « pro-B tardif » se réalise le réarrangement V-DJ. Apres une prolifération au
niveau de la moelle osseuse, une différentiation subséquente en cellules pré-B
(précurseurs) nécessite une interaction avec les cellules stromales. Ces cellules
assurent alors deux réles fondamentaux : I’interaction directe avec les pro-B et les pré-
B, et la sécrétion de cytokines, telles que IL-7, nécessaires au processus de

développement.

Les cellules pro-B interagissent avec des molécules d’adhésion, comme VLA-4 et
VCAM-1, présents sur la cellule pro-B et la cellule stromale. Aprés ce contact, s’exprime
alors un récepteur sur la pro-B, le c-Kit. Ce dernier, interagit avec son ligand « stem cell

factor » (SCF). C-Kit étant une tyrosine kinase, son activation engendre la prolifération et
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la différentiation des pro-B en pré-B. Cela induit un processus de divisions cellulaires

menant au réarrangement génétique des chaines légeres des Ig.

Dans les cellules pré-B, le réarrangement de la chaine lourde est terming€, permettant
de cette manicre 1’expression associée a une pseudo-chaine légeére constituée deux
protéines la VpréB et AS. La chaine lourde et la pseudo chaine 1égere constitueront le
pré-BCR. Une fois ce dernier exprimé la cellule sera soumise a une premicre sélection,
la sélection positive. Cette derniere permettra a la cellule pré-B, dans le cas ou
I’expression est productive, de recevoir un signal de survie afin de poursuivre sa

maturation en lymphocyte B immature, dans le cas contraire la cellule mourra.

Au stade « B immature », si le réarrangement de la chaine 1égére a été productif, la
cellule exprimera I’immunoglobuline IgM compléte a sa surface. La cellule sera ainsi
soumise a la deuxieme sélection, la sélection négative, qui permettra 1’acquisition de
la tolérance au soi en purgeant les lymphocytes B autoréactifs (cf chapitre suivant).
Cette sélection est possible par la présence, au niveau de la moelle osseuse, de cellules
stromales qui expriment a leur surface les peptides du soi associées a des molécules de
CMH, de la méme maniére que les cellules dendritiques au niveau du thymus. Il y aura

alors trois possibilités :

o Soit la cellule B immature est capable de reconnaitre le peptide présenté par les
molécules du CMH avec une faible affinité, elle sera alors considéré comme

acceptable et poursuivra sa différentiation

o Soit la cellule B immature est capable de reconnaitre le peptide présenté par les
molécules du CMH avec une forte affinité, elle sera alors considéré comme
délétére pour le soi et sera sélectionnée négativement en recevant un signal de

mort

o Soit la cellule B immature n’interagit pas, alors elle recevra un signal de mort

Les cellules B qui survivront a cette sé€lection se retrouveront dans les organes lymphoides
secondaires, ou elles deviendront des lymphocytes B matures, exprimant en plus une IgD a

leur surface et pouvant étre activées par des antigénes exogenes [22].
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* Une fois le lymphocyte B mature, il y aura une co-expression de 1’'IgM et 1’IgD par
épissage alternatif. Le lymphocyte B mature naif est le stade ultime de développement
dans la moelle. Ces cellules vont migrer vers les organes lymphoides secondaires, au

niveau desquels elles rencontreront I’antigéne qui induira I’hypermutation somatique

et la commutation de classe.
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Figure 5 : Le développement complexe des lymphocytes B
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1.2.2 Activation des lymphocytes : exemple des lymphocytes B

Une des premicres étapes nécessaires a la transduction du signal est 1’induction, par
fixation du ligand, d’un changement physique ou chimique du récepteur lui-méme ou bien de
ses molécules associées. Certains récepteurs subissent des changements conformationnels
suite a la liaison du ligand qui aboutissent a un degré de polymérisation bien plus €levé. Les
récepteurs des lymphocytes B sont des formes membranaires de molécules d’anticorps. Il
existe deux types de récepteurs a la surface des lymphocytes B naifs, nommés
immunoglobuline IgM et IgD. La fixation du ligand induit un changement conformationnel
dans une partie de la molécule qui ne se lie pas, ce qui facilite I’agrégation multimérique du

récepteur [18].

L’activation lymphocytaire est un processus complexe et treés régulé. Plusieurs voies
intracellulaires complexes et reliées entre elles sont nécessaires pour activer un lymphocyte.
Lorsqu’un TCR et les molécules CD4 ou CDS s’engagent avec un CMH présentant un peptide
étranger, le complexe CD3 transduit trois types de signaux activateurs, qui sont reliés entre
eux et nécessaires pour stimuler le lymphocyte :

* Laphosphorylation de protéines membranaires et cytoplasmiques
* L’hydrolyse de la phospholipide inositol de la membrane plasmique
* L’augmentation de la concentration en calcium cytoplasmique

Tous ces signaux stimulent la synthése protéique ou la transcription de genes par des
cascades complexes. Ces signaux intracellulaires peuvent induire plusieurs conséquences : la
prolifération, la différentiation, 1’activation, 1’apoptose ou 1’anergie. La signalisation du TCR

ou d’un BCR est similaire et s’applique aux deux types de lymphocytes.

La signalisation intracellulaire, causée par la dimérisation et 1’oligomérisation du
récepteur, est initialement induite par activation des protéines tyrosines kinases (PTK)

cytoplasmiques non-associées aux récepteurs.

Contrairement aux récepteurs de croissance qui ont une activité enzymatique intrinséque
portée par la molécule de récepteur elle-méme, les récepteurs des lymphocytes B et T ont un
domaine cytoplasmique court, et de fait nécessitent 1’aide de chaines associ¢es pour

transmettre le signal. L hétérodimere Iga/Igp (CD79a,B) dans les cellules B, ou le complexe
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héxamérique du CD3 dans les cellules T, sont intimement associés a leur récepteurs respectifs
et sont responsables de la transmission du signal a D’intérieur de la cellule suite a

I’engagement de leurs ligands (Figure 6 : [18]).

(CD790,8)
ITAMs

Figure 6 : Les récepteurs des lymphocytes B et T requierent des molécules accessoires et des
co-récepteurs pour la transduction du signal

Chacun de ces complexes possede deux longues chaines intracytoplasmiques qui
contiennent des copies répétées de motifs d’activation a tyrosine des récepteurs immuns
ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif). Ce sont des séquences répétitives
contenues dans de nombreuses molécules de signalisation du systéme immunitaire, qui
contiennent des tyrosines phosphorylées suite a la transduction du signal induite par les

chaines associées.

D’autres molécules associées aux récepteurs d’antigéne des lymphocytes B et T peuvent
interagir avec I’antigéne ou avec d’autres molécules de la surface du pathogene. Par exemple,
chez les lymphocytes B, le co-récepteur CD21, qui est associ¢ au CDI19, se fixe sur le
composant C3d du complément qui est 1i¢ de facon covalente a ’antigéne. L’ interaction entre
le CD21 sur la cellule B, et le C3d associ¢ a I’antigeéne, maintient le contact entre 1’antigéne et
le récepteur d’antigene, méme si la liaison est relativement faible. La phosphorylation des

résidus tyrosines des ITAM permet le recrutement des molécules adaptatrices en aval et
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facilite la transduction du signal. Le CD19 et les chaines Igo/IgB posseédent ces ITAM

intracytoplasmiques et, avec CD81 (TAPA-1), ils participent aux signaux proximaux en aval.

La fixation du ligand sur le récepteur d’une cellule induit toute une gamme d’événements
en aval, qui, pour la plupart, conduisent a 1’activation de facteurs de transcription. La liaison
du récepteur a son ligand induit 1’agrégation du récepteur et d’autres molécules de
signalisation dans des zones de la membrane, nommé radeaux lipidiques. Cette liaison peut
s’accompagner de la liaison de co-récepteurs sur leurs propres ligands, ce qui induit
I’activation de tyrosines kinases associées aux récepteurs, qui phosphorylent des protéines
associées aux récepteurs. La fixation de protéines adaptatrices sur le groupement phosphate
d’autres molécules adaptatrices en aval, crée une plateforme moléculaire au niveau de la
membrane cellulaire. Ce mécanisme favorise 1’activation de nombreuses enzymes comme la

phospholipase Cy (PLCy), la PI3 kinase, ainsi que d’autres tyrosines kinases.

Le phospholipide phosphatidyl inositol bis-phosphate (PIP2) est un composant de la face
interne de la membrane plasmique des eucaryotes. Cependant PIP2 participe activement a la
signalisation cellulaire. L’enzyme nommée phosphatidyl inositol-3-kinase PI3 kinase, qui est
activée au cours de la signalisation induite via de nombreux récepteurs immuns, phosphoryle
PIP2 pour produire du phosphatidyl inositol tris-phosphate PIP3. Cette derniére sert de
domaine d’interaction pour les protéines qui contiennent un domaine d’homologie pleckstrin
(PH). Ainsi cette phosphorylation permet le mouvement de protéines du cytosol vers la
membrane en prodiguant un site de liaison sur la face interne de la membrane cellulaire. La
localisation des protéines a la membrane les ameéne au contact d’autres membres de la cascade
de signalisation, permettant aux enzymes d’accéder a de nouveaux substrats, ce qui rend
possible la modification des protéines adaptatrices nécessaires a 1’assemblage des complexes

de signalisation.

En plus d’étre phosphorylée par la PI3 kinase, PIP2 peut ¢galement subir un second type
de modification biochimique suite au signal cellulaire. Une seconde enzyme, la phospholipase
C (PLC) est également activée suite a la signalisation antigénique dans les lymphocytes. La
PLC-y joue un role crucial dans I’amplification du signal. Il existe plusieurs isoformes de
I’enzyme : PLCyl est utilisée par les lymphocytes T et la PLCy2 est utilisée par les

lymphocytes B. Cette enzyme sous forme active scinde les molécules de la membrane
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phospholipide PIP2 en deux parties, en dissociant le sucre inositol triphosphate IP3 de la
structure de base diacylglycérol (DAG). L’IP3 est relargué¢ dans le cytoplasme ou il interagit
avec des récepteurs spécifiques présents a la surface des vésicules du réticulum
endoplasmique, provoquant la libération des stocks d’ions calcium (Ca*") dans le cytoplasme.
L’augmentation du calcium intracellulaire active la calmoduline et la calcineurine qui vont
déphosphoryler le facteur de transcription des lymphocytes T activés : NFAT (Nuclear Factor

of Activated T cells) [22]. Ce dernier peut ainsi rentrer dans le noyau.

Le DAG quant a lui reste associ¢ a la surface interne de la membrane plasmique. Le DAG
active les membres de la famille des protéines kinases C (PKC). La PKC phosphoryle et
active d’autres enzymes qui vont finalement détruire I’inhibiteur du facteur de transcription
NF«B. Libéré de son inhibiteur, NF-xB entre dans le noyau et active toute une série de genes

importants pour le syst¢tme immunitaire. (Figure 7 : [18]).

Co-récepteur

Molécules associées Tyrosine-kinase
aux récepteurs associée au récepteur

fomRee fo%es T WW

%m

Phosphorylation

Echange
GDP/GTP

Libération d'ions Ca2*
__4
Activation de la calmoduline 5 L'blquitinafion ‘
et de la calcineurine w et destruction < N “Q

S58088 e o, SERSEE oo DAG
du réticulum
Cascades des
Con®
NFAT

o — ®
PI3
i r@
endoplasmique
) MAP kinases

Cytoplasme

Noyau Activation des génes

ARAn |

Figure 7 : Schéma représentant les principes de la signalisation lymphocytaire
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1.2.3 Transduction du signal BCR

Les cellules B expriment de manicre clonale une forme membranaire des anticorps
appelée récepteur des cellules B (BCR : B Cell Receptor). Sous I’effet d’une stimulation
antigénique, les plasmocytes dérivés des cellules B sécrétent en grande quantité des anticorps
identiques au BCR du clone dont ils dérivent, mais dépourvus de leur région

transmembranaire.

La structure du BCR est identique a ’anticorps que la cellule va sécréter apres avoir
¢été stimulée par I’antigeéne, a I’exception de ’extrémité C-terminale de la chaine lourde. Cette
extrémité est modifiée afin de permettre 1’ancrage du récepteur au niveau de la membrane
plasmique du lymphocyte B. Avant leur rencontre avec I’antigeéne, les cellules B matures qui
résident dans les organes lymphoides secondaires expriment les formes membranaires IgM et

IgD [18].

Comme nous I’avons vu précédemment, chaque molécule de BCR est associ¢e de
facon non covalente a un hétérodimere Igo/IgP, responsable de la transduction du signal vers
I’intérieur de la cellule. Les chaines Igo/IgB contiennent des ITAM, contenant des tyrosines
qui deviennent phosphorylées suite a 1’activation du récepteur, et servent de résidus d’ancrage
pour les autres constituants de la signalisation en aval. De ce fait, le BCR est divisé de fagon
structurelle et fonctionnelle en deux composantes: une structure de reconnaissance (le

récepteur d’immunoglobuline) et une structure de transduction de signal (Igo/Igp).

La liaison de I’antigéne induit une altération de conformation du BCR qui conduit a
I’exposition du domaine C4 présent sur la chaine lourde du récepteur. De fait, les récepteurs
voisins vont interagir via ce domaine, ce qui conduit a leur oligomérisation (formation de
petits clusters de complexe antigene-récepteur) et a leur migration vers des régions
spécialisées présentes au niveau de la membrane des cellules B, les radeaux lipidiques. La, les
résidus ITAM de Iga/Igp sont amenés a proximité des kinases de la famille des Src, Lyn, Fyn
et Blk. La phosphorylation des tyrosines des résidus ITAM de Iga/Igp par les kinases de la
famille Src, et en particulier Lyn, fournit des sites d’interactions pour la molécule adaptatrice
BIk, et pour une tyrosine kinase additionnelle, Syk, qui & son tour est activée et phosphorylée.
La molécule adaptatrice BCAP et CDI19, le corécepteur des cellules B, sont aussi

phosphorylés par ces kinases, recrutant par ce biais I’enzyme PI3 kinase au niveau de la

MEILLEROUX Carole | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2017 41

(@) Bv-Ne-ND | Immu|



membrane plasmique conduisant a la formation de PIP3 et la localisation subséquente de
PKDI1 et Akt au niveau de la membrane. Les signaux de phosphorylation dépendant d’ Akt
augmentent la survie cellulaire et conduisent a 1’activation des facteurs de transcriptions NF -

kB (Figure 8 : [18]).
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Figure 8 : Transduction du signal BCR

En conclusion, la fixation de 1’antigéne au BCR conduit a de multiples changements
dans I’activité transcriptionnelle, ainsi que dans la localisation et la mobilité des cellules B, ce
qui a pour conséquence la survie, la prolifération et la différentiation des lymphocytes B, et
éventuellement la sécrétion d’anticorps. Comme nous le décrivons dans le chapitre suivant,
nous verrons que des anomalies dans les protéines impliquées dans la signalisation du BCR
peuvent conduire a des déficits immunitaires comme par exemple I’agammaglobulinémie li¢e

al’X : XLA.
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1.3 La tolérance immunitaire

Tout au long de leur développement, les lymphocytes doivent également passer par un
processus d’adaptation leur permettant de différencier le soi du non soi afin d’éviter de
confondre le corps lui-méme et les pathogenes. La tolérance immunitaire est I’absence ou
I’inhibition spécifique centrale ou périphérique, totale ou partielle de la réponse immunitaire
vis-a-vis d’un antigéne donné ou de certains de ses €pitopes, consécutive a un contact (la
présentation d’un antigeéne) préalable du systéme immunitaire avec celui-ci, contre lequel il
aurait pu développer une réponse immunitaire [24]. Le terme de tolérance s’applique aux
nombreux niveaux de protection imposé€e au systéme immunitaire pour prévenir les réactions
de ses cellules et anticorps contre les composants de 1’hdte. Des individus sains ne devraient
pas réagir de fagon agressive contre leurs propres antigeénes, alors qu’ils réagiront contre des
agents pathogeénes ou méme des cellules d’un autre individu. L’état de tolérance est aussi
spécifique d’un antigéne que I’est la réponse immunitaire. Sa fonction principale est de

préserver I’individu de I’auto-réactivit¢ immunologique vis-a-vis des antigénes du soi.

Dans les années soixante, les chercheurs ont cru que tous les lymphocytes réactifs
¢taient ¢liminés au cours de leur développement dans la moelle osseuse et le thymus et qu’un
défaut de leur ¢élimination conduisait donc a une auto-immunité. Des preuves expérimentales
plus récentes ont contredit cette théorie. Ainsi, il a été démontré que des individus sains
possedent des lymphocytes autoréactifs matures circulants. Puisque la présence de ces
lymphocytes en périphérie ne conduit pas a des réactions auto-immunes, leur activité doit étre

régulée chez les individus normaux par d’autres mécanismes.

Au cours de I’ontogenese des lymphocytes B et T, se met en place un répertoire dotant
le systéme immunitaire d’un arsenal de récepteurs capables de reconnaitre tous les antigeénes,
et donc de déclencher des réponses immunes appropriées pour les neutraliser. Cela suppose de
développer conjointement des mécanismes de régulation des réponses vis-a-vis des antigénes
du soi, c’est-a-dire considérés comme inappropriés. Dans des circonstances normales, la
rencontre de lymphocytes matures avec un antigene conduit a la stimulation du systéme
immunitaire. Cependant, la présentation de I’antigéne sous une forme différente, a un autre
moment ou a un autre emplacement peut conduire a la tolérance. Les antigénes conduisant a
la tolérance sont appelés tolérogénes plutot qu’immunogenes. Un méme composé chimique

peut en effet étre a la fois immunogene et tolérogéne, en fonction de comment et ou il est
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présenté au systéme immunitaire. Par exemple, un antigéne présenté¢ aux cellules T sans
costimulation appropri¢ conduira a une forme de tolérance appelée anergie (absence de
réponse a tous stimuli antigéniques), alors que le méme antigéne présenté en association avec

des molécules de costimulation peut devenir un puissant immunogene.

Les récepteurs pour I’Ag sont générés par hasard par le processus de recombinaison
des différents segments géniques V, D et J codant pour les domaines variables de ces
molécules. Entre 20 et 50% des TCR et BCR ont une affinité potentiellement dangereuse pour
les Ag du soi. De plus les clones B autoréactifs peuvent aussi €tre générés par hypermutation
somatique lors de leur différenciation dans les centres germinatifs des organes lymphopides
périphériques. L’¢limination des clones autoréactifs implique donc des mécanismes de
tolérance souvent communs aux lymphocytes T et B. Ces mécanismes se scindent en deux
selon leur localisation anatomique I'une centrale survenant dans le thymus et la moelle
osseuse, ’autre périphérique prenant place dans les organes lymphoides secondaires. La

tolérance peut étre acquise selon quatre mécanismes (Figure 9 : [20]) :

e La délétion clonale par apoptose : qui correspond a 1’élimination des cellules

autoréactives, qui intervient dans les organes lymphoides centraux

précocement au cours de leur différentiation.

* Les activités régulatrices qui se traduisent

o par la ré-édition de leur récepteur qui permet la génération de nouveaux

récepteurs ayant perdu leur auto-réactivité.

o par immunorégulation des cellules autoréactives par des cellules a
activité suppressive ou par d’autres facteurs tels que des facteurs de

croissance ou des médiateurs pro-inflammatoires.

* L’anergie clonale correspondant a la neutralisation fonctionnelle, qui se traduit

par I’inaptitude des cellules a répondre a une stimulation par I’Ag.

* L’ignorance ou indifférence lymphocytaire qui se traduit par une régulation

extrinseque des cellules T.
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Figure 9 : Mécanisme de tolérance des lymphocytes T et B

1.3.1 La tolérance des lymphocytes T

a) La tolérance centrale

Comme nous ’avons expliqué plus haut, le répertoire des lymphocytes T exprimé en
périphérie résulte des mécanismes de sélection positive et négative qui ont eu lieu dans le

thymus. Les cellules non sélectionnées meurent rapidement par apoptose. La mort cellulaire
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joue un réle important dans le maintien de la tolérance via les molécules pro-apoptotiques
BCL-2-interacting mediator of cell death (BIM) et Fas. Ceci est mis en évidence chez la
souris par le développement de maladies auto-immunes systémiques lors de mutation dans des
récepteurs de mort cellulaire, Fas ou Fas Ligand (FasL). Les cellules T, ainsi que les cellules
B, qui engagent leurs molécules Fas avec FasL induisent leur mort rapide par apoptose,
connue sous le nom de mort cellulaire induite apres activation (AICD Activation Induced Cell
Death). Les souris portant des mutations inactivant Fas (/pr/Ipr) ou FasL (gld/gld) ne sont pas
capables d’engager la voie de I’AICD et développent précocement une maladie autoimmune

au cours de leur vie [25].

La déletion clonale des lymphocytes T autoréactifs est une étape trés importante dans
les processus de tolérance et se traduit par I’élimination de 90% des thymocytes en
différenciation. Ces derniers ont également la possibilité de ré-éditer leur TCR ayant une forte
affinit¢ pour un Ag du soi. Ainsi, I’expression du TCR est diminuée et grace aux
recombinases RAG (recombination-activating gene) qui permettent le réarrangement des
locus codant pour les chaines a et B. Ce second mécanisme permet in fine, la perte de la

spécificité anti-soi [26].

Le thymus intervient donc dans les processus de tolérance par la délétion et I’anergie
des cellules T autoréactives, ainsi que par les processus de sé€lection positive des lymphocytes
T régulateurs (Tregs). Cette notion a ét€ associée a I’expression de la molécule CD25, dans la
mesure ou les cellules CD4+ CD25+ se sont révélées étre les seules capables de moduler les
réactions autoimmunes, mais ¢également réguler I’immunité contre le non soi.
Les Tregs peuvent se scinder en grandes sous populations : les Tregs naturels (nTregs) et les
Treg induits (iTregs). Les nTregs se développent dans le thymus au cours du processus
normal de 1’ontogenése des lymphocytes T, ils possedent un répertoire polyclonal de
récepteur a I’antigéene TCR et sont capables de reconnaitre les antigénes du soi. Les iTregs se
développent en réponse a une stimulation antigénique a partir des lymphocytes T matures. Ils
possedent un répertoire diversifié de TCR leur permettant de contrdler les réponses auto-
immunes inflammatoires pathologiques déclenchés en réponse a des microbes ou des tissus

implantés.
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Un autre mécanisme de tolérance prenant place dans le thymus est 1’anergie selon
laquelle I’interaction TCR avec le complexe peptide/CMH conduit a I’inactivation intrinséque

du lymphocyte T [27].

b) La tolérance périphérique

Comme nous I’avons dit précédemment il existe quatre mécanismes de tolérance
périphérique susceptibles d’étre exercés sur les lymphocytes T et B. L’anergie consiste en une
altération fonctionnelle des cellules T auto réactives qui se traduit par une incapacité a &tre
activées et a proliférer en réponse a une stimulation antigénique. Ce mécanisme de régulation
intrinséque des lymphocytes T peut résulter de modifications biochimiques diverses. Celles-
ci consistent en la diminution de I’expression des TCR et I’augmentation du seuil d’activation
de la cellule par recrutement, de molécules impliquées dans le controle négatif de la voie de
signalisation du TCR comme CD5 ou CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4). Ces
molécules ont donc un role crucial dans le maintien de 1’anergie périphérique de lymphocytes

T autoréactifs.

La tolérance périphérique fait également intervenir un autre processus qui est celui de
I’indifférence lymphocytaire. Il s’agit d’une régulation extrinséque du lymphocyte T par
limitation des stimuli immunogéniques. Parmi ceux susceptibles d’induire cette levée
d’indifférence, ’interaction de la molécule CD28 exprimée par les cellules T avec les
protéines B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) a la surface des CPA. De fagon générale les CPA, en
particulier les cellules dendritiques et leur activation par 1’intermédiaire des récepteur Toll-
like (TLR), participent étroitement a 1’activation des cellules T autoréactives et donc au

controle de la tolérance T périphérique [28].

Le dernier mécanisme de tolérance, est I’immunorégulation. Ce processus correspond
a la suppression de clones T autoréactifs par d’autres populations lymphocytaires T.
L’autoréactivité physiologique et, de facon plus générale, 1’ensemble des réponses
immunitaires est placé sous le controle de plusieurs populations de cellules T régulatrices,
appelées cellules T suppressives. Cette immunorégulation joue un rdle crucial dans la
tolérance périphérique. Cependant son role est trés complexe et encore mal défini. Elle fait
intervenir 4 la fois des cellules régulatrices naturelles (cellules T CD4+ CD25 "&" et aussi des

cellules NKT et y/ 6+) dont la présence n’est pas secondaire a des stimulations exogeénes ou
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endogenes et des cellules régulatrices adaptatives (comme les cellules Th2, CD4+CD62L+ et

Trl) dont la différentiation est secondaire a la stimulation par un autoAg.

Les expériences in vitro ont montré que les cellules T CD4+ CD25™¢" sont capables d’inhiber
la prolifération et les fonctions effectrices de lymphocytes T CD4+ CD25-. Bien que ces
cellules régulatrices aient une spécificité pour 1’autoAg, il n’est pas établi que leur action
suppressive soit spécifique de I’autoAg reconnu. En revanche, leur action suppressive semble
nécessiter un contact direct avec les cellules cibles et ne semble pas dépendante de la
sécrétion de cytokines. Cependant, le role de I’IL-10 et surtout du TGFB (transforming
growth factor-f) a été évoqué, de méme que l'intervention de molécule membranaire
notamment celle de la molécule CTLA4 et du GITR (glucocorticoid-induced tumor-necrosis
factor like receptor). De plus, le facteur de transcription Foxp3 (forkhead box P3)
constituerait un marqueur spécifique des lymphocytes T régulateurs CD4+ CD25 M€ Des
mutations du géne Foxp3, situé sur le chromosome X, sont responsables chez ’homme de
troubles  dysimmunitaires complexes, tel que I'IPEX (immune dysregulation
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome). Ce syndrome touche principalement
les enfants de sexe masculin qui présentent une sensibilit¢ aux maladies auto immunes et
allergiques. Une étude menée sur des souris a permis de mettre en €¢vidence le rdle important

du Foxp3 dans I’orientation et le développement thymique des cellules T régulatrices [29].
1.3.2 La tolérance des lymphocytes B

a) La tolérance centrale

La sélection négative des lymphocytes B se déroule dans la moelle osseuse, au stade
immature. Lorsque la signalisation intracellulaire et 1’affinité du BCR pour I’Ag exceédent un
certain seuil, les cellules B internalisent leurs BCR et stoppent leur programme de maturation.
Il en résulte alors trois possibilités :

* Les récepteurs « homing », comme le CD62, nécessaire a I’entrée des cellules B dans

les ganglions lymphatiques, ne sont pas exprimés

* Les récepteurs pour le B-cell activating factor (BAFF), une cytokine requise pour la

survie des lymphocytes B, ne sont pas induits

* Les recombinases RAG-1 et RAG-2 sont exprimées
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Les cellules B immatures exprimant un BCR anti-soi de forte affinité ont la possibilité de ré-
éditer leur récepteur (comme pour les lymphocytes T). Si le récepteur des cellules auto-
réactives n’est pas réédité, les cellules meurent aprés 1 a 2 jours. Cette délétion clonale
implique I’induction du facteur BIM ainsi que la répression des récepteurs de la molécule

BAFF.

L’anergie des clones lymphocytaires B dirigée contre 1’antigéne du soi peut également
étre induite au niveau de la moelle osseuse. Les lymphocytes B présentent alors une
diminution soit des signaux d’activation de la voie de signalisation positive, soit de

I’expression du BCR.

b) La tolérance périphérique

La tolérance périphérique des lymphocytes B peut se manifester par différents
processus. La prolifération et la différentiation des cellules B en plasmocytes nécessitent que
celles-ci regoivent différents signaux, I'un de I’Ag se liant au BCR et 1’autre des cellules T
auxillaires, qui ont également reconnu I’Ag. Le lymphocyte T peut délivrer son message par
le ligand CD40 exprimé a leur surface et la sécrétion de cytokines d’IL-2, 11-4, IL-5 et I1-21.

L’absence de ce second signal arréte la différentiation et conduit a la mort cellulaire [30].

Un second processus de tolérance fait intervenir les cellules B régulatrices : les Breg.
[31]. Les effets des B regs sur la modulation des réponses immunitaires ont ¢&té
progressivement caractérisés. Tout d’abord, ils se sont révélés capable de controler la
différentiation des Th1/Th2 des lymphocytes T. La différentiation Thl est le résultat d’une
augmentation de production d’IL-12, elle-méme dépendante de la présence d’Il-10. L’effet

des Breg est donc le résultat d’une production importante d’IL-10.

La propriété régulatrice de ces Breg ne semble pas innée. Un signal activateur est
nécessaire pour induire cette fonction dans les lymphocytes B. Le signal CD40 apparait
prépondérant puisque son blocage, dans des modeles d’arthrite induite par le collagene,
d’arthrite spontanée et dans celui du lupus, empéche D’effet régulateur d’opérer. Il est
intéressant de noter qu’une déficience de la voie de signalisation CD40 chez les patients
atteints de lupus rend les Breg inopérants, ce qui suggere que le CD40 serait aussi impliqué
dans leur mécanisme d’action [32]. Ce défaut de signalisation est dii a une altération de

I’expression du facteur de transcription STAT3 qui est impliqué dans la production d’IL-10.
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En réponse a la stimulation CD40, le taux de phosphorylation de STAT3 est plus faible que
chez les témoins. Les Breg de ces patients produisent moins d’IL-10 et ont une fonction
suppressive altérée qui pourrait avoir un impact sur la réponse immunitaire effectrice au cours

du lupus.

Le BCR est également une voie de signalisation majeure dans le développement des
Breg. Une modification du seuil d’activation du BCR entraine une variation de la fonction
régulatrice. Ainsi, une déficience d’expression de CD19, co-récepteur positif du BCR, dans
un modele murin d’hypersensibilité, provoque une aggravation de la maladie associée a une

diminution de la production d’IL-10 et I’augmentation de la sécrétion d’IFNy [33].

Une troisiéme voie de stimulation des lymphocytes B participe au développement des
Bregs. Les TLR (Toll-like Receptor) sont en premicre ligne dans la réponse immunitaire
innée. Leur activation par des ligands bactériens ou viraux induit une réponse immunitaire
non spécifique polyclonale. Leur activation participe a la mise en jeu des Breg. La
démonstration en a ¢été apportée par un modeéle murin de lupus. Une stimulation des
lymphocytes B de la zone marginale par du CpG-ODN ligand du TLR9, provoque la sécrétion
d’IL-10, capable de réguler la réponse immune [34]. En effet, la stimulation du TLR-9
déclenche la production d’IL-10 par les lymphocytes B qui vient inhiber la sécrétion d’IL-12,
permettant le controle de la réponse immune Thl. Les lymphocytes B exprimant CD5 peuvent

eux aussi exercer une activité régulatrice en réponse a une stimulation de leurs TLR.

Plusieurs ¢léments de la littérature suggerent qu’un dialogue entre les Treg et les
Bregs est essentiel pour qu’une réponse immunitaire soit efficacement controlée. Comme
décrit précédemment les Breg peuvent agir en produisant I’'IL-10 et du TGFp, or ces
cytokines sont connues pour favoriser I’expansion des iTreg Trl et Th3. Des lymphocytes B,
activés par leur antigeéne, favorisent donc la mise en jeu des Tregs. Non seulement ils activent
la fonction cytotoxique des iTregs mais ils produisent des chemokines, dont CCL4, qui
attirent les nTregs (capable de reconnaitre les antigénes du soi). Ces derni€res peuvent
influencer directement la réponse humorale en provoquant I’apoptose des lymphocytes B
autoréactifs grace a I’interaction de leur molécule PD1 ligand (Programmed death 1) avec la
PD1 des lymphocytes B [35]. Ils peuvent également agir de maniére indirecte en supprimant

I’action des T folliculaires helpers indispensable a la différentiation terminale
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des lymphocytes B. Le controle de la production d’auto-anticorps par les nTregs peut
également se faire par 1’induction d’un état d’anergie des lymphocytes B autoréactifs [36].
Des observations indirectes renforcent 1’importance des interactions Bregs/Tregs dans le
controle des réponses immunes. Ainsi, chez des patients lupiques traités par Rituximab, la
déplétion des lymphocytes B entraine I’expansion de la population de Tregs CD4+ CD25+
Foxp3+ [37] le taux de transcrit Foxp3 semble rester stable chez les patients en rémission,
alors qu’il chute chez les patients qui se retrouvent avec une maladie active [38]. Ces
observations cliniques confirment le lien essentiel qu’il existe entre les différentes populations
régulatrices et consolide I’hypothese selon laquelle le contréle des réponses auto-immunes par

les Tregs est lui-méme sous la dépendance des Bregs.

1.4 Un systéme immunitaire pathologique : les maladies auto-immunes

Au début du vingtieéme siecle, Paul Ehrlich a réalisé que le systéme immunitaire pouvait
présenter des dysfonctionnements [18]. Au lieu de réagir uniquement contre les antigeénes
étrangers, il pouvait s’attaquer au Soi. Cet état, qu’il a appelé « horror autotoxicus »
correspond a un syndrome clinique appelé de maniére générique auto-immunité. Cette
réponse inappropriée du systéme immunitaire, dirigeant son activit¢ humorale et/ou son
activité cellulaire, par I’intermédiaire des cellules T, contre des composants du Soi est la
cause des maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide (PR ou Rheumatoid
Arthritis RA), la sclérose en plaque (SEP), le lupus érythémateux systémique (LES ou lupus),
et certains types de diabete.

D’une maniere générale, une maladie auto-immune (MAI) est provoquée par une
défaillance au niveau des mécanismes d’induction de tolérance centrale et/ou périphérique
conduisant a 1’émergence des lymphocytes autoréactifs. Ces maladies résultent de la
destruction de protéines, de cellules et d’organes du soi par des auto-anticorps ou des cellules
T autoréactives. Un exemple bien connu est la polyarthrite rhumatoide (PR), dans laquelle les
cellules T autoréactives attaquent les tissus dans les articulations, ce qui provoque une
réponse inflammatoire se traduisant par un gonflement et une destruction tissulaire et osseuse.
Cependant, la plupart des MAI sont multifactorielles et résultent non pas d’un seul facteur

génétique mais de 1’action conjointe de facteurs génétiques et environnementaux.
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1.4.1 Criteres de classification des pathologies auto-immunes

Ces maladies sont souvent classées en deux catégories :
* soit spécifique d’organes, comme le diabete de type I, la myasthénie, les thyroidites et

les pemphigus

* soit systémiques, caractérisées par une réponse auto-immune dirigée contre des Ag
exprimés spécifiquement par 1’organe cible comme LES, PR ou SEP. Ces pathologies
sont caractérisées par des manifestations plus étendues. La rupture de tolérance

concerne des autoAg ubiquitaires, qui sont exprimés par un grand nombre de tissus.

Une autre méthode de classement consiste a utiliser la composante immunitaire
responsable des principaux dommages. Les mécanismes effecteurs de 1’auto-immunité
peuvent faire intervenir I’immunité cellulaire ou humorale. Les autoAc, les cellules T
cytotoxiques et d’autres effecteurs cellulaires ou moléculaires recrutés par les cellules auto-

immunes constituent des mécanismes lésionnels au cours des MAI.

1.4.2 Les mécanismes lésionnels des effecteurs auto-immuns : les autoanticorps

Le caractére pathogene des autoAc est leur capacité a transférer la maladie par le sérum
des malades atteints d’'une MAI. Les mécanismes par lesquels les autoAc induisent des

l1ésions cellulaires ou tissulaires sont divers et 1’on peut en distinguer quatre : (Figure 10 :

[20])

* La cytolyse directe soit complément dépendante (comme dans le LES) ou cellulaire

dépendante des Ac (ADCC) (myocardite)

* La stimulation fonctionnelle soit d’un récepteur (myasthénie) soit d’une activité

enzymatique (pemphigus, LES)
* Le blocage fonctionnel d’une molécule circulante ou d’une molécule membranaire

*  Un mécanisme inflammatoire par la formation de complexes immuns (LES)
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Figure 10 : Exemple des mécanismes l€sionnels auto anticorps dépendants

Dans le cas des complexes immuns (CI) ceux-ci peuvent se former soit dans la
circulation puis se déposer au niveau des tissus, soit in situ, I’Ag se déposant en premier avant
d’étre reconnu par les autoAc circulants. Ces mécanismes de formation de dépdts des CI
conduisent a I’activation du complément, a la libération d’anaphylatoxines, au recrutement et
a I’activation des polynucléaires neutrophiles qui participent aux 1ésions inflammatoires. Les
autoAc sont également capables de pénétrer I’intérieur d’une cellule vivante, d’atteindre leur

Ag par exemple nucléaire et, ainsi de modifier les fonctions cellulaires.

1.4.3 Le role des autoantigenes

Le role de I’autoAg dans I’initiation de la réponse auto-immune est issus de modeles
animaux au cours desquels 1’ablation de 1’organe cible prévient la mise en jeu de la réponse
auto-immune. Chez [’homme, certaines observations suggerent que la suppression de
I’autoAg s’accompagne de la diminution d’une réponse auto-immune établie. Au vu du role
de I’autoAg dans la survenue du processus auto-immuns, il semblerait que des variations de sa
localisation, son niveau et ses modalités d’expression soient indispensables dans sa capacité a

activer les lymphocytes T et B autoréactifs.
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Il semblerait que certains Ag reconnus au cours du LES subissent des modifications de
concentration, de distribution et de structure au cours de ’apoptose. La vésicule et son
contenu constituent la source des immunogenes majeurs au cours du LES a I’origine de la
réponse autoAc. De plus, il semblerait que certaines autoAg soient des substrats d’enzymes
protéolytiques mis en jeu dans les processus d’apoptose. A cet égard il a ét€ montré au cours
du LES, que les autoAc ciblent fréquemment des protéines phosphorylées durant 1’apoptose
par des sérine/thréonine-kinases et qui correspondent soit a des Ag déja identifiés soit a des
nouvelles protéines [39]. Ces protéines pourraient constituer des néo-€pitopes vis-a-vis
desquels les cellules T ne sont pas tolérées et donc contribueraient a 1’activation des
lymphocytes B spécifiques de ces Ag. De plus les cellules apoptotiques peuvent exercer selon

la CPA, un effet positif ou négatif sur le systéme immunitaire.

1.4.4 Des traitements immunosuppresseurs aux nouvelles thérapies

Idéalement, le traitement des maladies auto-immunes devrait diminuer uniquement la
réponse auto-immune. Leur objectif est alors de contrdler et réduire la réponse immunitaire et
I’inflammation. Les thérapies actuelles sont classées en différentes catégories : les traitements
immunosuppresseurs a large spectre, les thérapies ciblant le processus inflammatoires,
I’immunothérapie spécifique d’antigéne et les mécanismes plus récents ou stratégiques d’un

type cellulaire.

a) Des thérapies a large spectre

La plupart des thérapies de premiere génération ne sont pas curatives mais plutot
palliatives, réduisant les symptdmes pour offrir aux patients une qualité de vie acceptable. Par
exemple, la plupart des traitements immunosuppresseurs généraux (corticoides, azathioprine,
le méthotrexate, la ciclosporine et cyclophosphamide) sont de puissants anti-inflammatoires
qui suppriment les lymphocytes en inhibant leur prolifération ou en tuant ces cellules se
divisant rapidement. Les effets secondaires de ces médicaments incluent une cytotoxicité
générale, un risque accru d’infections incontrolées, et un développement possible de cancer.
Dans certaines MAI, I’¢limination d’un organe particulier ou d’un ensemble de composés
toxiques peut alléger les symptomes. Par exemple, les patients souffrant de myasthénie grave
ont souvent des anormalités au niveau du thymus (hyperplasie thymique ou thymomes),
auquel cas la thymectomie peut augmenter les chances de rémission. La plasmaphérése peut

aussi offrir un bénéfice significatif, bien que temporaire, pour les maladies impliquant des
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complexes antigénes-anticorps (myasthénie grave, LES, PR). Cette technique consiste a filtrer
le sang, de sorte a retenir une fraction riche en immunoglobulines et a réinjecter les globules
blancs et rouges. Cependant, cette stratégie n’a qu’un effet partiel et transitoire.
L’utilisation d’immunoglobulines intraveineuses peut ¢également étre utile dans certaines
situations. Un mélange d’immunoglobulines constitu¢ a partir du sang d’environ 1 000
donneurs sains permet d’obtenir un produit aux propriétés immunorégulatrices efficaces,
susceptible de neutraliser les anticorps pathogénes ou de réguler la production d’auto-
anticorps. Cependant, cette approche n’est pas toujours efficace.

De nombreuses thérapies actuelles utilisent des biomédicaments pour traiter certaines
maladies auto-immunes. On parle de biomédicaments car leur principe de fabrication repose
sur la biologie et non sur la chimie. Il s’agit de molécules (anticorps monoclonaux ou
analogues de récepteurs solubles) qui ciblent des substances impliquées dans le processus
pathologique. Ces médicaments ont parfois une efficacité spectaculaire. L’ensemble de ces
traitements limitent l'activation du systéme immunitaire mais augmentent le risque d’infection

et nécessitent en conséquence un suivi régulier.

b) Des thérapies bloquant le processus inflammatoire

Puisque I’inflammation chronique est une caractéristique des maladies auto-immunes
invalidantes, les étapes du processus inflammatoire sont des cibles potentielles. Les
médicaments bloquant le TNF-a, 'un des médiateurs précoces du processus inflammatoire,
sont largement utilis€és pour traiter la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis ou la maladie de
Crohn. Un antagoniste du récepteur de I’IL-1 est également autorisé dans la PR, de méme que
des anticorps dirigés contre le récepteur d’IL-6 ou de I’IL-15. D’autres traitements
expérimentaux basés sur des cytokines incluent le ciblage du récepteur de I’IL-2 (CD25 et
CD122), de I'IL-1 et les interférons (IFN) [40]. Les composés bloquant les signaux des
chimiokines ou des molécules d’adhésion controlant les mouvements de lymphocytes dans les
sites inflammatoires peuvent aussi contrecarrer le processus auto-immun. L’inhibiteur le plus
connu est le FTY720. Il s’agit d’un analogue de la sphingosine-1-phosphate (S1P), impliquée
dans la migration des lymphocytes dans le sang et la lymphe [41]. En agissant en antagoniste
du récepteur, il bloque la sortie de toutes les populations de lymphocytes T, ce qui aboutit a
une diminution allant jusqu’a 85% des lymphocytes circulants dans le sang. Le FTY720 est
efficace dans le traitement de la SEP, mais aussi capable d’inhiber les cellules Tyl et Tyl7 et
d’augmenter ’activité des T rgg
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¢) Des thérapies interférant avec la costimulation

Les lymphocytes T ont besoin de recevoir la stimulation antigénique via le TCR
(signal 1) et la costimulation (signal 2) pour étre entierement activés. Sans cela, les cellules T
entrent en apoptose, deviennent anergiques, ou sont induites a devenir des cellules
inhibitrices. Un moyen de contrdler I’activation T est donc de réguler cette costimulation. Une
protéine de fusion a donc été développée, consistant en la combinaison entre le domaine
extracellulaire de CTLA-4 et la région constante des Igl humaines. CTLA-4 se lie a son
partenaire CD80/86 avec une affinité 20 fois plus importante que le CD28. Cette protéine de
fusion appelée abatacept (Orencia ®), et autorisée pour le traitement de la PR, a aussi été
utilisée mais avec un succes limité dans la SEP, le LES. Ce médicament bloque les molécules

CD80/86 sur les CPA et les empéche donc de contacter le CD28 sur les lymphocytes T.

d) L’immunothérapie spécifique d’antigéne

La meilleure thérapie pour traiter une maladie auto-immune serait une stratégie visant
a cibler spécifiquement les cellules autoréactives, épargnant tous les autres leucocytes. Malgré
tout, méme dans le cas ou I’auto-antigéne est connu, comme dans le diabéte ou la SEP, il
existe un fort risque d’aggraver la pathologie en introduisant un tolérogene. Néanmoins la
glatiramer acétate (GA), un polymére de quatre acides aminés basiques trouvés
communément dans la protéine basique de la my¢line (MBP) et autorisé€ pour le traitement de
la SEP, augmente sélectivement le nombre de Treg et module la fonction des CPA, suggérant
que cette stratégie puisse €tre efficace pour le traitement d’autres désordres auto-immuns [42].
Ce médicament est le seul traitement spécifique d’antigéne approuvé par les autorités
américaines pour une MAI, méme si d’autres sont en cours de développement. Les chercheurs
tentent ¢galement d’identifier de nouveaux biomarqueurs, le plus souvent des auto-anticorps
spécifiques d’une maladie, pour améliorer le diagnostic de ces pathologies et mieux évaluer

P’efficacité des traitements.

e) Des thérapies cellulaires spécifiques

Des équipes travaillent également sur une autre stratégie thérapeutique : la thérapie
ciblant des types cellulaire spécifique. La plupart des composés spécifiques de cellules
utilisés ciblent les lymphocytes T ou leurs produits vu que les cellules sont soit directement

pathogenes ou fournissent une aide aux lymphocytes B auto réactifs. Le premier anticorps
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anti-lymphocyte T utilisé ciblait la molécule CD3 et était congu pour dépléter les lymphocytes
T sans les activer. Bien que partiellement efficace, cette méthode induisait quand méme une
immunosuppression a large spectre. Des anticorps anti-CD4 ont ¢ét¢ en mesure de guérir des
animaux atteints de SEP mais n’ont pas montré d’efficacité lors des tests cliniques [18]. Cela
pourrait s’expliquer par le fait que les anticorps anti-CD4 peuvent interférer avec I’activité des

lymphocytes T régulateurs, qui jouent un réle clé dans la tolérance.

Lorsque des anticorps et/ou des complexes immuns sont fortement impliqués dans une
pathologie auto-immune, les stratégies ciblées sur les lymphocytes B peuvent améliorer les
symptomes cliniques. En effet, les cellules B jouent un réle cl¢ dans la pathogenése de la PR
et d’autres MAIL. Un certain nombre d’agents biologiques qui ciblent les cellules B ont été
testés. Ces agents épuisent les cellules B en ciblant les antigeénes de surface tels que le CD20,
ou la fonction de bloc cellulaire, par exemple en inhibant I’activité des facteurs de survie des
cellules B tels que BLys. Le traitement spécifique des lymphocytes B le plus connu est le
Rituximab, un anticorps monoclonal chimérique contre I’antigéne spécifique des lymphocytes

B CD20. Ce dernier déplete les lymphocytes B et offre un bénéfice a court terme pour la PR.

Les roles pathogénes multiples des cellules B auto-immunes sont également renforcés
par leur capacit¢ a s’auto-perpétuer. Les anticorps reconnaissant un antigéne étranger
devraient fournir des signaux de survie a la cellule B, tandis que les anticorps reconnaissant le
soi devraient fournir des signaux de mort. Par conséquent, une cellule B portant un anticorps
inutile ou dangereux devrait normalement mourir. Cependant, dans [’auto-immunitg,
I’anticorps-soit en tant que récepteur de cellule B (BCR) et/ou sous forme soluble-interagit
avec 1’antigéne de manicre a subvertir des signaux de survie normaux dépendant d’anticorps.
Récemment, on montre une attention croissante pour les transducteurs de signaux
fonctionnant en aval du BCR, qui régulent de multiples processus incluant le développement
et la survie des lymphocytes B. La Tyrosine kinase de Bruton (BTK) est positionnée dans une
position apicale a I’intérieur de la cascade de signalisation BCR, présentant ainsi une cible

attractive pour I’inhibition sélective des lymphocytes B [43].
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2. La Tyrosine kinase de Bruton : (BTK)

Des analyses biochimiques et des expériences de ciblage de génes in vivo ont permis
d’identifier les tyrosines kinases comme régulateurs clés de la différenciation, la prolifération,
la survie et la migration dans le développement et la fonction des lymphocytes B. L’une
d’entre elles, la tyrosine de Bruton Kinase (BTK) a été¢ identifiée comme le géne défectueux
dans I’immunodéficience primaire agammaglobulinémie liée a ’X (XLA) chez I’homme et

I’immunodéficience liée a I’X (Xid) chez la souris [44].

Décrite par Ogden Bruton en 1952, I’agammaglobulinémie congénitale (XLA) est le
premier déficit immunitaire identifié [45]. La maladie se caractérise par une défaillance des
précurseurs de lymphocytes B et du réarrangement des chaines lourdes d’immunoglobulines
(Ig) conduisant a I’absence de production d’Ig. Le défaut de base de XLA est une incapacité
du patient a produire des anticorps. Chez ces patients, le défaut de maturation des
lymphocytes B se situe au stade pré-B1 de la lymphogénése B [46], ces patients ont donc une

population pro-B normale mais un défaut des autres populations.

Les patients atteints de XLA ont des mutations dans un geéne qui est nécessaire au
développement normal des lymphocytes B. Ce géne, découvert en 1993, est celui de la
Tyrosine Kinase de Bruton (BTK) et est situé¢ sur le chromosome X. Puisque XLA est un
trouble li¢ a I’X, seuls les garcons sont touchés. Les patients atteints d’XLA sont enclins a
développer des infections car ils manquent d'anticorps. Les infections se produisent
fréquemment pres des surfaces des muqueuses, telles que 1'oreille moyenne (otite), les sinus
(sinusite) et les poumons (pneumonie ou bronchite), mais dans certains cas, les infections
peuvent également envahir le flux sanguin et se propager aux organes internes. Les infections
chez les patients XLA sont généralement causées par des microorganismes qui sont tués ou
inactivés de maniere trés efficace par des anticorps chez des personnes normales. Les
bactéries les plus fréquentes causant ces infections sont le pneumocoque, le streptocoque, et le
staphylocoque. Certains types spécifiques de virus, comme [’Hemophilus influenzae, et de
parasites, comme le Giardia, peuvent également causer des infections graves chez ces

patients.
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Chez ces patients XL A, le défaut des cellules B est présent a la naissance et les infections
peuvent commencer a tout age. Cependant, la fréquence d’apparition de ces infections n’est
pas inhabituelle jusqu'aux ages de 6 a 18 mois, les nourrissons étant alors encore protégés par

les anticorps acquis pendant la grossesse [47].

L’identification de mutations du géne codant pour BTK comme cause de XLA chez 85%
des enfants atteints d'agammaglobulinémie et de cellules B absentes, a permis de montrer le
role indispensable de la BTK dans la lymphogenése B chez I’homme [46]. Peu de temps,
apres sa découverte, il a été montré que BTK était crucialement impliqué dans la signalisation

du récepteur B (BCR) des cellules B matures [48].

Le role central de la BTK est moins marqué dans les modeles murins (Xid). Les souris
XID ont une mutation inactivatrice de BTK et possédent une population de lymphocytes B
diminuée seulement de moiti¢ par rapport aux souris sauvages (Wild-type, Wt). Une
hypothése selon laquelle un remplacement de la fonction de BTK par la protéine tyrosine
kinase TEC serait possible chez la souris, alors que chez ’homme la présence de cette kinase

ne permettrait pas de restaurer cette fonction [49].

2.1 Structure de la BTK

BTK est une protéine tyrosine kinase non réceptrice, cytoplasmique de la famille des
tyrosines kinases TEC [50]. Il s’agit de tyrosine kinase non réceptrice, qui comprend, en plus
de BTK, quatre membres supplémentaires : la tyrosine kinase hépatocellulaire (TEC tyrosine
kinase expressed in hepatocellular carcinoma), la kinase de lymphocyte T inductible (ITK IL-
2 inductible T-cell kinase), RLK : Resting lymphocyte kinase, et la kinase exprimée par la
moelle osseuse (BMX bone marrow tyrosine kinase gene in chromosome X) [51]. Ces
protéines sont exprimées principalement par les cellules hématopoiétiques et interviennent
dans les voies de signalisation intracellulaire soit en réponse aux récepteurs cytokiniques, soit
en réponse aux récepteurs lymphocytaires TCR et BCR [52]. Dans la lignée lymphoide,
I’expression de BTK est limitée aux cellules B et ne se retrouve pas dans les lymphocytes T
ou les cellules Natural Killeur (NK). En revanche, elle est également exprimée par d’autres
lignées comme les cellules spécifiques de la lignée myéloide (monocytes et macrophages)

[53].
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La protéine BTK comporte 659 acides aminés et contient cinq domaines de signalisation

(Figure 11 : [5]).

» Les kinases de la famille TEC sont caractérisées par un domaine d’homologie de
la pleckstrin N-terminale (PH) capable de se lier aux phospholipides
membranaires (permettant le recrutement des membranes) ainsi qu’aux protéines
comme les protéines G hétérodimeres, les isoformes PKC, Stat3, F-actine et Fas

[54]. Ce domaine est essentiel pour la localisation de la membrane BTK.

» Une région d’homologie Tec ou Tec Homology (TH) qui regroupe les régions BH
(BTK Homology Region) et PRR (Poly Proline Region) impliquée dans

I’autorégulation de Tec-kinases.

» Des structures assez similaires a celle des kinases de la famille des SRC, avec des
régions SH3 et SH2, riches en proline impliqué dans les interactions protéines-
protéines ou pour la liaison a des séquences hébergeant des résidus tyrosines
phosphorylés. SH3 et SH2 contiennent le site de phosphorylation tyrosine 223,

nécessaire au mécanisme de régulation de BTK.

» Un domaine de kinase C-terminale SH1, comportant le domaine tyrosine kinase.

Le SH1 a une fonction catalytique et contient le site de phosphorylation tyrosine

551.
PIP3 Zn-cofactor BLNK
NH2 PH TH SH3 SH2 SH1/TK COOH
BAP-135 PINI PKC-B NES Syk PLC-y2
IBTK Lyn NFAT
CAV1 NF-kB
STAT3

Figure 11 : Les différents domaines de la protéine de la BTK
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Contrairement aux kinases de la famille SRC qui sont constitutivement associées a la
membrane cellulaire, BTK est cytoplasmique et seulement transitoirement recrutée sur la
membrane plasmique. Par conséquent, sous sa forme non phosphorylée, la protéine BTK se
localise dans le cytoplasme a proximité du noyau cellulaire. Sa stabilité nécessite la présence
de zinc se fixant au niveau du domaine TH de la protéine ; des mutations dans la région de
fixation au zinc ameénent a la génération d’une protéine BTK trés instable et rapidement
dégradée [55]. Grace a ces différents domaines, la protéine BTK pourra étre activée par
phosphorylation et interagir avec de nombreuses protéines intervenant dans le processus

complexe de transduction du signal.

2.2 Régulation de I’expression

L’activation de BTK en réponse a I’engagement BCR par des antigénes induit une gamme
d’interactions entre protéines et le recrutement de molécules de signalisation, permettant la
survie des cellules B, la prolifération, la différentiation et la production d’anticorps. BTK est
présente sous sa forme inactive dans le cytoplasme a proximité du noyau cellulaire.
L’activation du BCR soit par fixation antigénique soit par maturation va permettre le
recrutement a la membrane cellulaire des kinases en amont de la famille des Src : Blk, Lyn et

Fyl [56].

L’une des premicres étapes aprés I’engagement du BCR est le regroupement des
molécules de transduction de signal Ig (CD79a et CD79b) et la phosphorylation dans les
queues cytoplasmiques de leurs motifs d’activation ITAM. Cette phosphorylation est médi¢e
par des tyrosines kinases non réceptrices telles que Lyn. Par la suite une tyrosine kinase
splénique Syk se lie aux ITAM, dans laquelle elle sera activée, et va a son tour phosphoryler
BTK et CD19, ce qui conduit a I’activation de la protéine phosphatidyl inositol-3-kinase
(PI3K). Une fois PI3K activé elle va pouvoir phosphoryler le phospholipide phosphatidyl
inositol bis-phosphate (PIP2) en phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PIP3). (Figure 12 :
[57]).

La deuxieme étape clé dans la régulation de I’activation de BTK est la modification
spatiale de BTK. Apres stimulation cellulaire via la voie TLR ou BCR, la BTK se déplace

vers la surface cellulaire et sera phosphorylée au niveau de la tyrosine 551 du domaine SH1
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par Lyn. Cette phosphorylation entrainera 1’auto-phosphorylation au niveau de la tyrosine 223

du domaine SH3.
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Figure 12 : Regroupement des molécules de transduction du signal suite a I’engagement du
BCR

Ces phosphorylations permettront 8 BTK d’adopter une conformation tridimensionnelle
favorable a I’exposition de son domaine PH et a Dl’interaction avec PIP3 entrainant la
phosphorylation de la phospholipase C ou PLCy recrutant la protéine kinase PKC. Une fois la
phosphorylation effectuée, PLCy déclenche la conversion de PIP2 dans les molécules inositol
1,4,5-triphosphate et diacylglycérol (DAG), induisant une augmentation des concentrations

intracellulaires de calcium (Ca>"). PKC, quant 4 elle, intervient & deux niveaux de la voie de
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signalisation : en levant I’inhibition d’IxB sur NF-kB, et en entrainant I’activation de la

protéine phosphatase CaN et I’activation du facteur de transcription NFAT (Figure 13 : [58]).

Antigen
BCR
CDTQ Wr extracellular
......... > m intracellular
‘ PI3K6 b Afr mTOR
S P ......... %
LYN K Po. | ~Yp PLCy2 ?
T . s6
Fostamatinib Idelalisib e, DAG o . P
GS-9973 IPI-145 @ ¥
AMG'31 9 SOS ............ PKCB ‘
»
Ibrutinib CARD11
CC-292 P il g BCL10
ONO-4059 A MEK
ACP-196  MEK . ; MALT1
ERK ‘
R "
3
NF-xB

Figure 13 : voie de régulation de la BTK et les inhibiteurs de kinase

2.3 Le role de BTK dans les cellules B

Comme nous I’avons expliqué dans le paragraphe précédent, 1’activation de BTK permet
le recrutement de deux facteurs de transcription majeurs NF-kB et NFAT, régulant la synthése
de nombreuses protéines intervenant dans la prolifération, la maturation et la survie cellulaire.
Les lymphocytes B déficientes pour la protéine BTK ont une activit¢ NF-xB nettement
diminuée, montrant I’importance de cette interaction. La contribution principale, mais non
exclusive, du NF-kB au développement des lymphocytes est d'assurer la survie cellulaire [59].
Les fonctions anti-apoptotiques de NF-kB sont cruciales pour la santé¢ des lymphocytes, méme
apres leur maturité. Malheureusement, ces fonctions aident également a la tumorigénése

lorsque NF-kB est dérégulée [60].
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Avec la découverte de XLA, des modeles souris Xid de cette pathologie ont été
développés et ont permis d’étudier le role de BTK in vivo. Les analyses des différents
modeles de souris générés montrent que BTK est exprimée dans le développement de cellules
B et que les cascades de signalisation activées par BTK sont critiques a plusieurs points de
controle tout au long de la différenciation des cellules B. En 1'absence de BTK, et plus encore
dans le cas d'une activation constitutive, le développement des cellules B est altéré. Les
mécanismes moléculaires, par lesquels BTK sert a la médiation du développement des
cellules B, de l'activation cellulaire et de la mort cellulaire, doivent encore étre élucidés et
attendent une caractérisation détaillée des cibles et des voies de signalisation en aval. Tres
probablement, les protéines qui interagissent avec les différents domaines de BTK varient

entre les étapes individuelles du développement des cellules B [61].

2.3.1 BTKetle BCR

La signalisation a travers le BCR transmet non seulement des signaux pour des
réponses immunitaires adaptatives, aprés contact avec un antigéne spécifique, mais elle joue
¢galement un role fondamental dans le développement de lymphocytes B en favorisant la
maturation des cellules B indépendantes de 1'antigéne, aboutissant a la présence de cellules B
matures dans le sang périphérique. BTK joue un role important dans la signalisation BCR

induite par I'antigéne.

En DI’absence de BTK, la signalisation BCR est insuffisante pour induire les
lymphocytes B matures. Les cellules déficientes en BTK sont défectueuses dans leur réponse
a la signalisation BCR, entrainant un défaut de mobilisation du Ca®" conduisant a une réponse
fonctionnelle inadaptée, dont la prolifération cellulaire, I’expression des marqueurs
d’activation, la production de cytokines et d’anticorps. De manic¢re intéressante, la
surexpression de BTK dans les cellules B entraine la formation spontanée de centres
germinatifs, 1’augmentation du nombre de cellules plasmatiques et la production d’auto-
anticorps antinucléaires tel qu’observé dans une MAI de type Lupus Erythémateux

Systémique (LES) [61].
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2.3.2 BTK et les autres voies

La prolifération et la survie des lymphocytes B dépendent également d’autres voies de
signalisation, comme celle du récepteur BAFF-R. Il s’agit d’un récepteur de la famille des
TNFa, qui est exprimé par tous les lymphocytes B a I’exception des plasmocytes de la moelle

0OSscuse.

La BTK joue également un réle dans la signalisation d’une grande variété¢ de molécules
de cellules B telles que les récepteurs de cytokines (CD19, CD38, CD40), les récepteurs de
facteur de nécrose tumorale et les TLRs. Ces dernieres sont des protéines transmembranaires.
Il existe 10 TLRs fonctionnels qui ont été identifiés chez I’homme. Les récepteurs TLR
présentent un caracteére ubiquitaire au niveau des cellules immunitaires acquises et innées. Le
role de BTK dans cette régulation sera impliqué a la fois aux lymphocytes B et aux
monocytes, polynucléaires et macrophages. De nombreuses études ont permis de montrer le
role de BTK dans la réponse aux TLR3 et TLR4 [62] ainsi que son réle dans la réponse aux
TLR8 [63] et TLR9 [64]. L’activation de BTK induite par TLR9 semble provoquer une

production excessive d’auto-anticorps et donc une auto-immunité [65].

De nombreux rapports ont décrit 1’effet de la BTK dans le développement d’autres
types cellulaires, comme les plaquettes, les macrophages [66] et les ostéoclastes [66].
Aujourd’hui des approches thérapeutiques visent a agir sur ces voies de régulation. En
bloquant la BTK, on agit sur le BCR et donc sur les lymphocytes B impliqués dans de

nombreuses pathologies.
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3 Les inhibiteurs de la BTK utilisés en oncologie, vers une
utilisation en immunologie

Plus de 400 maladies sont associées directement ou indirectement avec des protéines
kinases. Elles sont donc considérées aujourd’hui comme 1’un des groupes de pathologies les
plus important dans le développement de médicaments. Ces kinases peuvent étre ciblées par
des petits composés, capables d’inhiber la phosphorylation des protéines, ce qui empéche leur
activation. Ces inhibiteurs peuvent interférer avec 1’activité de la kinase soit (1) en bloquant la
liaison a I’ATP, soit (2) interférant avec les interactions kinases-protéines ou (3) en régulant la

kinase par I’utilisation d’ARN stratégie de brouillage.

Les premiers travaux visant a inhiber I’effet des tyrosines kinases remontent au
début des années 1980, la découverte de médicaments inhibiteurs est relativement récente. Un
certain nombre d’inhibiteurs de la kinase ont été approuvés par la Food and Drug
Administration (FDA) pour une utilisation thérapeutique dans des indications oncologiques et

constituent un ajout important a 1’arsenal thérapeutique pour combattre le cancer (Tableau 1).

Année
Dénomination d’approbation laboratoires indications Kinase cible
par la FDA
Leucémie
Imatinib My¢éloide Abl, c-Kit,
2001 Novartis
GLIVEC® Chronique PDGFR o/
(LMC)
Dasatinib Bristol-Myers- Abl, c-Kit,
2006 LMC
SPRYCEL® Squibb (BMS) PDGFR, Src
Nilotinib Abl, c-Kit,
2007 Novartis LMC
TASIGNA® PDGFR, Src
Abl, c-Kit,
Vemurafinib Roche,
2011 LMC PDGFR, Sre,
ZELBORAF® Plexxicon _
ephrin

Tableau 1 : Les inhibiteurs de protéines kinases approuvés par la FDA (au cours des
années 2000)
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De nombreuses cibles ont abouti au développement d’inhibiteurs de la tyrosine kinase. De
plus, certains de ces médicaments frappent a la fois la kinase cible et une ou plusieurs kinases
hors cible. C’est le cas de 1'Imatinib qui atteint également la kinase réceptrice du (PDGF) et le
c-kit, ou encore le Dasatinib, l'inhibiteur de la kinase le plus récemment approuvé, qui

marque BCR-ABL, mais inhibe également de facon importante la c-Src et la BTK.

Le role crucial de BTK dans la signalisation BCR contribue également a plusieurs cas
de malignit¢ des cellules B, telles que la leucémie lymphocytaire chronique (LLC), le
lymphome de la cellule du manteau (LCM) [67]. Cependant, jusqu'a récemment, les thérapies
qui ciblent les cellules B ont entrainé 1'épuisement du répertoire des cellules B, tandis que les
stratégies thérapeutiques qui réduisent l'activit¢ BCR sont relativement nouvelles pour le
traitement de ces maladies. La connaissance des détails structuraux et fonctionnels de la
molécule BTK a conduit a la conception d’inhibiteurs efficaces avec une large gamme de
profils de sélectivité de kinase [5]. Des niveaux accrus de protéine BTK ont ét¢ détectés dans
des cellules de la LLC [68]. Or la BTK dans les LLC peut étre activée par déclenchement de
BCR et CD40 [68]. L'inhibition de BTK en utilisant 1l'inhibiteur de BTK permettrait de

diminuer la synthése d'ADN et le signal de survie des cellules stromales.

La connaissance des détails structuraux et fonctionnels de la molécule de BTK a conduit a
la conception d'inhibiteurs efficaces avec une large gamme de profils de sélectivité de kinases
[5]. Les inhibiteurs de kinase peuvent fonctionner comme des agents compétitifs d'adénosine
triphosphate réversibles (ATP) qui ciblent le site de liaison d'ATP des protéines kinases. Les
inhibiteurs de kinase irréversibles qui se lient de fagon covalente a leur cible, sont tres
sélectifs, et puissants avec un effet pharmacodynamique prolongé limitant la compétition

endogene de I'ATP [69-71].

3.1Le premier inhibiteur de BTK en oncologie : I’Ibrutinib

Le premier inhibiteur de BTK a é&tre entré en développement clinique fut
I’Ibrutinib (IMBRUVICA® = PCI-32765) par Pharmacyclics. Il s’agit d’un inhibiteur sélectif
trés puissant administré par voie orale avec une activité inhibitrice (ICsp), de 0,5 nM contre
BTK. Il se lie de fagon irréversible au résidu Cys-481 dans le segment inhibiteur allostérique
de BTK (domaine TK / SHI) et bloque son activité enzymatique [72-74]. Seul un petit sous-

ensemble de tyrosines kinases (une dizaine) dans le génome humain contient un résidu
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cystéine homologue a Cys-481. Les kinases contenant des Cys comprennent EGFR, HER2,
HER4, ITK, BMX, JAK3, TEC et BLK. L'inhibition d'une ou plusieurs de ces kinases

alternatives pourrait aussi contribuer a I'efficacité et/ou a la toxicité de I'ibrutinib.

Pour la LLC, I'ibrutinib est administré par voie orale une fois par jour (420 mg) sur un
programme continu jusqu'a une amélioration de la pathologie ou jusqu’a I’apparition d’effets
secondaires. L'ibrutinib est rapidement absorbé et rapidement éliminé aprés administration
orale. Sa demi-vie effective aprés administration orale chez 'homme est de 2 a 3 heures (et la
pharmacocinétique est similaire chez les patients atteints de LLC et de LCM. L’Ibrutinib est
presque exclusivement métabolisé par le CYP3A4/5, en métabolite dihydrodiol (PCI-45227),

qui est également dosé chez les patients inclus dans les études cliniques [14].

Les résultats prometteurs de 1'ibrutinib ont conduit les chercheurs a explorer leur efficacité
synergique en combinaison avec des schémas de chimio-immunothérapie établis dans le but
d'améliorer et d'obtenir des réponses durables. L'une des premieres études cliniques dans cet
objectif but était une ¢tude de phase II qui a montré 1’efficacité d’ibrutinib en association avec
le rituximab (IR) (Objective Response Rate ORR = 85 %) et raccourcit la durée de la
distribution de lymphocytose chez les patients atteints de LLC présentant des caractéristiques
a haut risque [74]. L'ajout d'ibrutinib a BR (bendamustine et rituximab) semble produire une
meilleure réponse clinique (ORR = 93%) que l'assocation IR chez les patients récurrents /
réfractaires LLC [74]. Dans un rapport récent d'une autre étude de phase Ib / II,
I'administration d'ibrutinib en association avec ofatumumab a démontré une activité anti-
leucémique puissante et un profil de toxicité acceptable chez des patients & LLC réfractaires
[73]. Des expériences précliniques et des essais cliniques supplémentaires ont ét€ menés pour
approfondir cette stratégie dans d'autres troubles des cellules B [NCT01829568,
NCT01569750, NCT01479842].

Compte tenu des données actuelles, 1’ibrutinib semble étre I'un des agents les plus actifs
dans le traitement de la LLC et la LCM. 1l est aujourd’hui indiqué dans le traitement de la
LLC chez les patients qui ont recu au moins un traitement antérieur, ou dans le traitement de
premicre intention de la LLC en présence d’une délétion 17p et une AMM conditionnelle (en
attendant les résultats d’études confirmatoires) dans le traitement du LCM en rechute ou

réfractaire.

MEILLEROUX Carole | Theése d’exercice | Université de Limoges | 2017 68

(@) Bv-Ne-ND | Immu|



3.2 Les limites de son utilisation

Dans un contexte de prise charge de pathologies graves menagant le pronostic vital des
patients telles que le cancer, I’ibrutinib est considéré comme globalement bien toléré par les
patients et dépourvu d’effets secondaires sévéres tels que I’immunosuppression et un risque
infectieux faible. Cependant, malgré ce profil de toxicité favorable, certaines particularités

doivent étre soulignées.

3.2.1 Les effets indésirables

L’innocuité de I’ibrutinib a été évalué¢e dans une population regroupant 504 patients
traités par 1’ibrutinib [69-75]. Une étude clinique contrdlée, randomisée (étude PCYC-1112-
CA) qui incluait 195 patients atteints de LLC, a été réalisée. Les patients recevaient 420mg
d’ibrutinib par jour et avait regu au moins un traitement antérieur. Dans cette étude les effets
indésirables les plus fréquents (survenus chez > 20% des patients) ont été la diarrhée, les
douleurs musculo-squelettiques, les nausées, les éruptions cutanées, la pyrexie, I’anémie, la
neutropénie et les ecchymoses. Environ 4% des patients recevant 1’ibrutinib dans cette étude
PCYC-1112-CA ont abandonné le traitement en raison d’événements indésirables qui
comprenaient des infections, de la diarrhée, une fibrillation auriculaire (FA) et des hématomes
sous-duraux. Chez environ 4% des patients, la survenue d’événements indésirables a donné

lieu a une réduction de dose [69-75].

Une autre étude clinique, en ouvert (¢tude PCYC-1104-CA) a ¢été réalisée chez 111
patients atteints de LCM en rechute ou réfractaires. Le méme type d’événements indésirables
a été rapporté. 14% des patients ont di subir une réduction de dose et 10% des patients ont

arrété le traitement en raison des effets, le plus souvent ’hématome sous-dural (1,8%) [69-
75].

Etant donné que les études cliniques sont menées dans des conditions particuliéres, le
taux d’effets indésirables observés peut ne pas refléter les taux observés dans la pratique
courante. Dans le paragraphe suivant, nous présenterons les effets indésirables considérés
comme ¢étant raisonnablement associés a I’utilisation de I’ibrutinib a la suite d’une évaluation
exhaustive des données disponibles sur les événements indésirables. Une relation de cause a

effet avec I’ibrutinib ne peut cependant pas étre établie de fagon fiable dans tous les cas [69-
75].
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» La diarrhée et les troubles cutanées liés a '’EGFR

La diarrhée est I'un des événements indésirables les plus courants liés a 1'ibrutinib. Il
est considéré comme un effet hors cible, résultant du blocage d’autre tyrosine kinases, tels que
EGFR. La diarrhée a ét¢ enregistrée chez la majorité des patients dans toutes les études. Cet
événement avait généralement lieu durant les 4 premiéres semaines de traitement, et était de
gravité légére (grade < 2, soit < 6 selles par jour). De plus I’inhibition de I’EGFR est

également décrite dans la littérature peut-étre responsable de troubles cutanées séveres.

> Les troubles musculo-squelettiques

Bien qu’il ait ét¢ démontré que l1'ibrutinib améliore les symptomes de l'arthrite auto-
immune (que nous détaillerons dans le paragraphe suivant) [75], des arthralgies (avec ou sans
gonflement des articulations) sont fréquentes chez les patients traités par cet agent. Elle peut

étre associée a une géne importante et, dans certains cas, entrainer l'arrét du traitement.

> Les événements hémorragiques

L’apparition d’événements hémorragiques a €té rapportée chez un sous-groupe de patients
traités par ibrutinib [76]. La plupart des événements étaient de grade 1 a 2 (ecchymoses
spontanées ou pétéchies), mais chez 5% des patients, ils étaient de grade 3, y compris des
hématomes sous duraux, des saignements gastro-intestinaux, des hématuries, des hémorragies
post-interventions. Bien que la BTK soit exprimée dans les plaquettes, les mécanismes des
événements hémorragiques demeurent mal compris. Cependant, certaines hypothéses ont été

émises, notamment d’un point de vue de la sélectivité de la cible [69-75].

Les plaquettes sont les cellules sanguines les plus importantes pour prévenir des
saignements apres une lésion vasculaire. Or deux kinases de la famille des TEC, BTK et Tec
participent a 1’activation des plaquettes en aval de la glycoprotéine de récepteur de collagene
VI (GPVI) par phosphorylation et activation de la PLCy2. Dans un mod¢le de souris, BTK a
montré un role dans I’activation plaquettaire induite par le facteur de von Willebrand (vwF) et
GPIb-IX-V. En plus de BTK, I’ibrutinib inhibe Tec ce qui suggere que I’inhibition de ces 2
kinases importantes en aval des récepteurs plaquettaires peut-€tre responsable de 1’effet
observé. D’apres des données in vitro, 1’association d’un inhibiteur de la BTK a un inhibiteur

de la P2y12 comme le Plavix® n’est pas recommand¢ [77].
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> La fibrillation auriculaire

Des cas de fibrillation auriculaire (FA) (y compris des événements de grade >3) et de
flutter auriculaire ont été signalés chez des patients traités par 1’ibrutinib, notamment chez
ceux présentant des facteurs de risque cardiaque, des infections aigués ou des antécédents de
FA. Dans le cadre de I’étude clinique randomisée PCYC-1112-CA, des cas de FA ont été
rapportés a une fréquence supérieure chez les patients atteints de LLC traités par 1’ibrutinib a
420mg par jour (5% ; grade 3 et 3% de grade 4) que dans le groupe témoin (1% grade 3 et 0%
grade 4) [75]. Dans I’essai RESONATE, I’apparition de FA était plus fréquente chez les
patients traités par ibrutinib que par 1I’ofatumumab ARZERRA® (un anticorps monoclonal
humain anti-CD20) [69-75]. D’aprés Mc Mullen et al. [78], la FA induite par ibrutinib
pourrait étre due a ’inhibition de la BTK et des kinases apparentées telles que Tec dont les
transcrits sont plus €levés dans le tissu auriculaire dans des conditions de FA qu’en rythme
sinusal. En effet, BTK et Tec régulent la voie PI3K (p100a )/Akt et maintiennent le rythme
sinusal. En cas de diminution de cette voie de protection, le risque de AC/FA et de
cardiomyopathie augmente. Un suivi clinique périodique de tous les patients doit étre fait afin
de déceler une FA. En cas d’apparition de symptomes d’arythmie (palpitations, sensation de
téte légere) ou de survenu de dyspnée, les patients doivent faire 1’objet d’une évaluation
clinique et subir un ECG. En présence de FA persistante, il faut tenir compte de la balance

bénéfice/risque et suivre les directives relatives a 1’ajustement posologique.

En conclusion, il semble que la plupart des événements indésirables observés lors d’un
traitement par 1’ibrutinib soient liés a un effet hors-cible du traitement. Le manque de
spécificité de I’inhibiteur sur sa cible, BTK, et par conséquent I’inhibition d’autres kinases

semble étre a I’origine des troubles observés.

3.2.2 Les interactions médicamenteuses

L’ibrutinib est métabolisé principalement par 1I’enzyme 3A du cytochrome P450. C’est un
inhibiteur de la glycoprotéine P (P-gp) et de la protéine BCRP (une protéine de résistance du
cancer du sein). Certains agents sont donc susceptibles d’augmenter, de diminuer ou de

modifier le niveau des concentrations plasmatiques de I’ibrutinib.

> Les agents pouvant augmenter les concentrations plasmatiques de 1’ibrutinib

L’administration concomitante de kétoconazole, un inhibiteur puissant de CYP3A4, a

entrainé une augmentation de la concentration de [I’ibrutinib, soit une concentration
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plasmatique maximale (Cmax) et une aire sous la courbe (ASC), 29 a 26 fois supérieure. En
conclusion, la co-administration d’inhibiteurs puissants du CYP3A4 (e.g., le kétoconazole,
I’indinavir, le nelfinavir, le ritonavir, le saquinavir, la clarithromycine, 1’itraconazole...) et
d’inhibiteurs modérés (e.g., voriconazole, I’erythromycine, 1’apépritant, 1’atazinavir, la
ciprofloxacine, le diltiazem, le fluconazole, le fosamprénavir, 1I’imatinib, le vérapamil et le
pamplemousse...) avec I’ibrutinib doit suivre les recommandations suivantes :
1) Si la prise d’inhibiteur puissant est nécessaire, le traitement par ibrutinib doit
étre interrompu temporairement pendant la durée du traitement.
1) Dans le cas d’inhibiteurs modérés, la dose d’ibrutinib doit étre diminuée a
140mg pendant toute la durée du traitement.
111) Dans tous les cas, les patients doivent faire 1’objet d’une surveillance étroite

afin de déceler tout signe de toxicité [69-75].

> Les agents pouvant diminuer les concentrations plasmatiques de 1’ibrutinib

A P’inverse, 1’administration d’inducteurs puissants du CYP3A4 (e.g., la rifampicine,
la carbamazépine, la phénytoine et le millepertuis...) réduit ASC de I’ibrutinib d’environ 10
fois. Il est recommandé d’envisager des agents dont I’effet inducteur sur le CYP3A est moins

important afin d’éviter un échappement thérapeutique [69-75].

> Les agents pouvant modifier les concentrations plasmatiques de 1’ibrutinib

L’ibrutinib, étant un inhibiteur de la P-gp in vitro, il est susceptible de modifier
I’absorption de médicaments substrats de la P-gp (e.g., l’aliskiréne, la digoxine, la
fénofénadine...). Cependant, aucune donnée clinique d’interaction n’existe (RCP). De la
méme fagon, I’ibrutinib inhibe la BCRP (intestinale et hépatique), donc tous les médicaments
qui sont des substrats de la BCRP (e.g., le méthotrexate, le topotécan, 1’imatinib...) peuvent
voir leur exposition plasmatique (ASC) augmenter. Afin d’éviter toute interaction possible
dans le tractus gastro-intestinal avec la prise d’ibrutinib, tout substrat de la P-gp et/ou de la
BCRP a marge thérapeutique étroite doit €tre pris au moins 6 heures avant ou apres 1’ibrutinib

[69-75].
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> Autres interactions a prendre en considération

Comme nous I’avons vu précédemment, des événements hémorragiques peuvent survenir lors
de la prise d’ibrutinib. Par conséquent, I’ibrutinib ne doit pas étre co-administré avec de la
warfarine ou d’autres antagonistes de la vitamine K. L’utilisation d’ibrutinib chez les patients
ayant besoin de prendre d’autres anticoagulants ou des inhibiteurs de la fonction plaquettaire

peut augmenter le risque de saignement.

3.2.3 Les problémes de résistances

La résistance aux médicaments est un probléme courant pendant le traitement du cancer.
Or, bien que I’ibrutinib soit reconnu comme extrémement efficace dans la LLC en rechute,

certaines formes de résistances a ce nouveau médicament ont été décrites.

Woyach et al [79] ont tenté¢ de décrypter les anomalies génétiques en cause dans ces
résistantes. Les auteurs ont séquencé ’ADN des cellules de six patients présentant une
résistance acquise a I’ibrutinib, en comparaison avec de I’ADN prélevé avant traitement. Ils
ont ensuite réalisé¢ des études in vitro pour approcher les mécanismes impliqués dans cette
résistance. Le séquencage complet de I’exome chez les 6 patients a alors ét¢ étudié. Dans 5
cas, il s’agissait de la méme mutation consistant en un remplacement d’une cystéine par une
sérine en position 481 de BTK (C481S), modifiant le site de fixation de I’ibrutinib. La
mutation C481S de BTK entraine une diminution de 1’affinité de 1’ibrutinib pour le BTK ce
qui le rend moins efficace pour bloquer 1’autophosphorylation du BCR. Dans un cas, il
s’agissait d’une mutation en position 665 d’une arginine par le tryptophane (R665W) de la

PLCy2, qui agit en aval du BCR pour la transmission du signal d’activation.

Une autre étude s’est ¢galement intéressée aux autres variations BTK pouvant causer une
résistance a 1’ibrutinib, en évaluant toutes les substitutions possibles d’acides aminés résultant
de I’événement mutationnel le plus fréquent, a savoir les changements de nucléotides uniques
au codon C481 dans BTK. Au vu de la similarité structurelle fonctionnelle de la thréonine a la

sérine, le remplacement de C481 par la thréonine a ¢galement été¢ évoqué [80].
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3.3 Le développement d’inhibiteurs de BTK de seconde génération

En conclusion, le développement des inhibiteurs de BTK a permis d’améliorer de facon
considérable la qualité de vie des patients atteints de malignités de cellules B. Méme si la
LLC reste incurable a ce jour, de plus en plus d'options de traitement apportent des avantages
cliniques aux patients ayant une plus longue durée de la réponse et moins d’effets indésirables

qu’observés avec des agents chimio-thérapeutiques classiques [5].

Le premier inhibiteur de cette classe pharmacologique, I’ibrutinib, a ¢été utilisé en
clinique pour le traitement de la LLC, le LCM et la maladie de Waldenstrém [69-
75]. Cependant, I’ibrutinib a des effets indésirables, tels que des saignements, des éruptions
cutanées, et la fibrillation auriculaire, qui pourraient étre dii en partic a un manque de
sélectivité pour la cible BTK [10,13,15,17,18]. Par conséquent, des inhibiteurs de BTK plus
sélectifs dits de « seconde génération », tels que ACP-196, ONO / GS-4059, BGB-3111 et
CC-292, sont actuellement a I'étude [86].

> L’ACP-196 : I’ Acalabrutinib

L’Acalabrutinib, également connu sous ACP-196, est un inhibiteur irréversible BTK
de seconde génération qui a été rationnellement congu pour €tre plus puissant et sélectif que
I’ibrutinib [ 81-85]. Les données précliniques ont confirmé que l'acalabrutinib est un
inhibiteur hautement sélectif de la BTK. Il n'inhibe pas la kinase TEC et l'agrégation
plaquettaire qui serait un avantage préféré par rapport a l'ibrutinib et aurait réduit le risque de
saignement. L'acalabrutinib n'inhibe pas I'EGFR, donc pourrait réduire les événements
indésirables sur I'éruption cutanée et la diarrhée sévere. Les maux de téte transitoires ont été
signalés comme un événement indésirable fréquent de 1'acalabrutinib et semblaient étre plus
fréquemment observés que chez les patients traités par ibrutinib a partir de données
historiques.Un plus grand nombre de patients et un suivi plus long de 1'étude clinique de phase
I/ II en cours sont nécessaires pour déterminer ces avantages potentiels. Il sera également

intéressant de voir si les mécanismes de résistance seront différents de ceux de l'ibrutinib.

Enfin, les inhibiteurs sélectifs supplémentaires BTK, a savoir, ONO / GS-4059 et
BGB-3111, sont en cours de développement clinique actif [87-89]. Plus d'options de

traitement peuvent étre disponibles pour les tumeurs malignes B.
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» ONO /GS-4059

ONO PHARMACEUTICAL et Gilead Sciences ont annoncé la signature d’un accord
de licence exclusif pour le développement et la commercialisation de ’ONO-4059, inhibiteur
oral de BTK d’ONO destiné au traitement des hémopathies malignes B. L’ONO-4059 est un
inhibiteur sélectif de BTK, un traitement oral en 1 prise par jour. ONO a présenté au cours de
plusieurs conférences scientifiques des données préliminaires de phase 1 qui montrent

I’activité clinique du produit chez les patients présentant une LLC et un LNH [86].

Jusqu’a récemment, la prise en charge thérapeutique de la LLC reposait sur une
chimiothérapie intensive. Les patients pouvaient la recevoir, avec des alkylants ou des
analogues de la purine, associés a un anti-CD20, ou sur une chimiothérapie classique, moins
agressive, avec chlorambucil. Pour les patients en rechute, le traitement est la bendamustine
associée au rituximab. Derniérement, de nombreux anti-CD20 sont venus s’ajouter a 1’arsenal
disponible (ofatumumab et obinutuzumab). Récemment des petites molécules inhibitrices de
kinases, administrables par voie orale, en particulier I’ibrutinib se sont ajoutés a cet arsenal
thérapeutique. En effet, bien que I’ibrutinib présente de nombreux effets secondaires,
I’évaluation du ratio bénéfice/risque de I’ibrutinib a montré que les résultats obtenus sur les
hémopathies malignes permettaient de donner un avis favorable de '’EMA pour son AMM en
2014 dans la LLC. Aujourd’hui malgré le développement d’inhibiteurs de seconde génération,
plus sélectifs envers BTK, 1’ibrutinib est le seul des inhibiteurs de BTK a avoir aujourd’hui
une AMM en oncologie. Malgré tout, au vu des résultats trés encourageants des inhibiteurs de
la BTK en oncologie et surtout au vu du role de BTK dans la signalisation d’une grande
variété de molécules de cellules B, les laboratoires pharmaceutiques se sont lancés dans le

développement d’inhibiteurs de BTK dans d’autres pathologies en particulier les MAL.

La connaissance des détails structuraux et fonctionnels de la molécule de BTK a
conduit a la conception d’inhibiteurs efficaces avec une large gamme de profils de sélectivité
[90]. Les inhibiteurs de kinase peuvent fonctionner comme des agents compétitifs d’ATP
réversibles qui ciblent le site de liaison d’ATP des protéines kinases. L’avantage de ces
inhibiteurs réversibles est I’absence de modification irréversible de protéines hors cible, mais
une mauvaise sélectivité et une faible compétition du site de liaison restent des défis majeurs

pour cette classe d’inhibiteurs.
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Nous allons détailler dans la derniére partie de cette theése, la comparaison des
inhibiteurs de BTK actuellement en développement préclinique ou clinique par différents
laboratoires pharmaceutiques dans le traitement de pathologies auto-immunes. Plus
particuliérement, nous verrons quels sont les différents critéres et le cahier des charges a

respecter en termes de sécurité.
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4 Le développement des inhibiteurs de la BTK dans les MAI

Le réle majeur de la BTK dans la signalisation des cellules B met en évidence le
potentiel des inhibiteurs de BTK dans le traitement des maladies a médiation par cellules B.
Un intérét particulier s'est concentré sur leur potentiel dans le traitement des tumeurs malignes
des cellules B [91]. Cependant, ces nouvelles thérapies ne sont pas seulement intéressantes
dans le traitement de cancers. Le role des récepteurs des cellules B et de la signalisation des
cellules B dans une MAI suggere que les inhibiteurs BTK peuvent également étre utiles dans
le traitement de ces pathologies [92], comme la polyarthrite rhumatoide (PR), [93] le lupus
(LES) [94] et plus particulierement la glomérulonéphrite lupique [95].

Les ¢études cliniques utilisant le rituximab (un anticorps anti-CD20) pour appauvrir les
lymphocytes B ont mis en évidence le réle des lymphocytes B dans la pathogenése des MAI
comme celles citées précédemment. L’utilisation d’une molécule agissant sur les cellules B,
comme la BTK via la voie BCR, semble étre une voie thérapeutique intéressante [96] dans le
traitement d’une MAI. De nombreux laboratoires pharmaceutiques ont donc développé des
inhibiteurs de la BTK dans des indications telles que la PR, le LES... Actuellement, il y a 52
BTK inhibiteurs recensés dans les bases de données ADIT, Pharmaprojects (Tableau 2 : [97])
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Tableau 2 : Les inhibiteurs de BTK en développement (et leur stade de développement en
juillet 2016)

Parmi ces 52 inhibiteurs, certains ont montré une efficacité préclinique mais de
nombreux laboratoires pharmaceutiques ont di stopper leur développement suite a

I’apparition de certains problémes. On retrouve parmi eux, le laboratoire Pharmacyclics

MEILLEROUX Carole | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2017 77

(@) BY-NC-ND | ImeN



(racheté par Abbvie) qui a montré que I’ibrutinib (PCI-32765) était actif dans un modé¢le

d’arthrite avant que son développement ne soit axé sur des indications oncologiques.

Le laboratoire Genentech avait développé deux inhibiteurs le RN-486 et le de GDC-
0834 qui ont di arréter leur développement:
- Le GDC-0834 est un inhibiteur irréversible de la BTK. Bien qu’il ait progressé vers des
¢tudes de phase I précoces, le laboratoire a interrompu le développement du GDC-0834 en
raison d’une instabilité métabolique [99].
- Le RN-486 est un puissant inhibiteur de la BTK et posséde un mode de liaison réversible
avec une bonne sélectivité pour la BTK par rapport aux autres kinases de la famille des TEC.
Ce produit a montré une activité a la fois chez la souris CIA et la glomérulonéphrite dans un
modele lupique. Cependant, bien que le RN-486 ait montré une efficacité préclinique il n’a
pas progressé dans le développement clinique. Aujourd’hui Genentech est en partenariat avec
Roche, et développe un inhibiteur de BTK le GDC-0853 (une version amélioré du GDC-
0834).

En 2006, Genentech était en partenariat avec CGI Pharmaceutical, et la collaboration a
pris fin en 2010, apres 1’acquisition par Gilead en 2010. Cependant, ce partenariat a permis
d’identifier plusieurs inhibiteurs de BTK, tels que CGI-1746, un puissant inhibiteur de la BTK
(ICso = 1,9 nM) qui s’est révélé avoir un nouveau mode de liaison et pouvait inhiber a la fois
les étapes d’auto et de transphosphorylation [100]. Aujourd’hui le CGI-1746 n’est pas en
développement, malgré tout Gilead posséde un BTK inhibiteur dans son portefeuille : le GS-
4059.

Nous avons résumé les différents inhibiteurs de BTK ayant arrété leur développement,
dans le tableau suivant. Et nous avons indiqué si les laboratoires ont poursuivi leur

développement. (Tableau 3).
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Autres

composés en

Sociétés Indications Composés Status
développement
GNE- Arrét du
Genentech PR (co-développement
309/GNE-504 développement
Roche
(co-
Gilead Arrét du
PR, Lupus CGI-1746 développement
Sciences développement
Gilead)
Arrét du
Roche Lupus RN-486 (co développement
développement
Roche
Pharmacyclics
PCI-45261/PCI- Arrét du
(racheté par PR, Lupus NON
45292 développement
Abbvie)
Arrét du Récent brevet
Taiho PR TAS-5315
développement W02016121953
Arrét du
développement
Roche PR GDC-0834 (co développement
(hydrolyse de
Roche
la molécule
Carna Arrét du
o MAI AS-550 NON
Bioscience développement

Tableau 3 : Laboratoires pharmaceutiques ayant arrété le développement d’inhibiteurs de la

BTK dans les MAI

Le développement de thérapie dans des maladies chroniques telles que les MAI

nécessite un niveau de sécurité plus important. En particulier, 1’émergence d’effets

secondaires hors cibles a poussé le développement d’inhibiteurs de BTK de seconde

génération, avec des criteres de sélectivité plus accrue pour la BTK. L’autre axe

d’amélioration potentielle serait de développer des inhibiteurs de BTK se liant de facon
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réversible et non irréversible (comme c’est le cas de 1’ibrutinib) a la cible BTK. A I’heure
actuelle, certains laboratoires pharmaceutiques ont axé leur développement sur des inhibiteurs
de la BTK ayant un mode de liaison irréversible, tandis que d’autres ont cherché a développer

des inhibiteurs réversibles.

e Des inhibiteurs de BTK irréversibles

Parmi les plus avancés dans leur développement, nous en avons identifi¢ 3 : Le
Spebrutinib (CC-292) développé par Celgene, le ACP-196 développé par Acerta Pharma et
I’Olumitinib (HM-71224) développé par Hanmi/Eli Lilly. Nous avons indiqué dans le tableau
suivant (Tableau 4), les trois laboratoires pharmaceutiques développant ces inhibiteurs
irréversibles pour des indications immunologiques. Nous avons indiqué, leur stade de
développement et I’estimation de la fin de 1’étude, grace au site clinicaltrials.gov, ainsi que

leur ICso. De cette facon, nous avons une premiere idée de leur puissance inhibitrice et de leur

sélectivité.
Estimation | BTK
Sociétés Composés Stade de développement de la date de | IC50
fin d’études | (nM)
Celgéne Echoué (ACR
CC-292 Ph2a PR (n=47, 45) =6
2016)
Acerta ACP-196 Ph2a PR (n=31, 45) Juin 2016 =5
Bonnes
Hanmi/ Ph1 (volontaires sains,n=62, 2S) données de
HM-71224 =2
Lilly Ph2a PR (n=182, 12S) sécurité
Juin 2018

Tableau 4 : Inhibiteurs irréversibles en développement dans les MAI

D’apres les données fournies par le site clinicaltrials.gov, I’un des inhibiteurs irréversibles
le CC-292 n’a pas montré de résultats positifs lors de son étude de phase 2 dans la PR, et donc
I’é¢tude a dia s’arréter. Il ne reste donc aujourd’hui que deux inhibiteurs irréversibles en
développement pour des indications immunologiques. En effet, les autres laboratoires se sont

concentrés sur le développement d’inhibiteurs avec un mode de liaison réversible afin de se
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différencier de 1’ibrutinib et assurer une plus grande sécurité des produits pour des indications

immunologiques.

e Des inhibiteurs de BTK réversibles

Parmi les laboratoires pharmaceutiques développant des inhibiteurs de la BTK ayant un mode
de liaison réversible, nous en avons identifi¢ 4 en phase de développement clinique : le GS-
4059 développé par Gilead, le GDC-0853 de Genentech, le BMS-986142 de Bristol-Myers-
Squibb et le M-2951 développé par Merck. Nous avons réalis¢ le méme tableau que

précédemment, ce qui nous a permis de comparer les inhibiteurs de BTK (Tableau 5).

BTK
Stade de Estimation de la date
Sociétés Composés ICs
développement de fin d’études
(nM)
Redex Pharma REDX-05194 préclinique / =~ 3,7
KBP Biosciences KBP-7536 préclinique / ?
Boehringer
BIBTK-1 préclinique / =~ 13
Ingelheim
Phl (volontaires sains,
Takeda TAK-020 Mai 2017 ~ 2
n=128)
) . Phl (volontaires sains,
Gilead Sciences GS-4059 Septembre 2016 ~ 22
n=42)
Phl (volontaires sains, Bonnes données de
n=111, 2S) sécurité
Genentech/Roche GDC-0853 ] =3
Ph2a PR (n=408, 12S) Juillet 2018
Ph2 LES (n=241, 48S) Juin 2019
Phl (volontaires sains,
Bonnes données de
. n=80, 2S)
Bristol-Myers sécurité
BMS-986142 Ph2 PR (n=580, 12S) = (0.5
Squibb Septembre 2018
POC SEP (n=80, 128S)
Janvier 2024
Complétée en octobre
Ph1b LES (n=24, 4S)
2016
Ph2a PR (n=64, 12S)
Merck M-2951 Septembre 2017 ~ 0.27
Ph2a SEP (n=250, 24S)
Décembre 2018
Ph2a LES (n=432, 52S)
Décembre 2019
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Tableau 5 : Inhibiteurs réversibles en développement dans les MAI
Ce tableau, permet de mettre en évidence un premier critere de comparaison entre les
inhibiteurs réversibles et irréversibles. En effet, les ICso des inhibiteurs réversibles sont
beaucoup plus faibles que ceux des inhibiteurs irréversibles. Outre leur réversibilité, ces
inhibiteurs semblent étre plus puissants vis-a-vis de la cible BTK et donc plus intéressant pour

un développement dans des MAL.

4.1 Critéres d’évaluation d’un laboratoire pour le développement des

inhibiteurs de BTK pour des indications immunologiques

4.1.1 L’efficacité de I’inhibiteur vis-a-vis de la cible BTK

Les premiers critéres analysés et comparés sont leur mode de liaison a la cible, et leur

test de sélectivité.

a) La notion de sélectivité

Le kindme humain compte prés de 518 protéines kinases. Ainsi, la famille des kinases
représente environ 1,7% du génome humain. De manic¢re générale, les relations entre
protéines kinases sont représentées par un arbre phylogénétique, rendu célebre par les travaux

de Manning et al. (Figure 14 [101]).

/

x‘fﬁ o 4

BTK

>90% @ 1uM 7
>90% @ 0.1 uM

Conserved cysteine
Figure 14 : Arbre phylogénétique représentant les relations phylogénétiques entre les
domaines de kinases
Cependant, bien que le kindme contienne 518 kinases, la majorit¢ des sociétés
développant des inhibiteurs de kinases n’ont testé leur sélectivité que sur un panel d’environ

200 kinases et plus particulierement, celles qui étaient concernées par un résidu cystéine.
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Les molécules candidates sont soumises a des tests permettant d’évaluer
successivement deux critéres principaux, leur efficacité et leur sélectivité. L’efficacité
s’effectue par un dosage d’activité kinase in vitro en présence de concentrations croissantes de
la molécule candidate (1 et 10 uM). Dans ce test, ’enzyme purifiée (native ou recombinante)
est incubée en présence de son substrat et d’ATP radio-marqué. L’activité de I’enzyme est
évaluée en mesurant la quantité de phosphate radioactif incorporé dans le substrat. L’addition
de concentrations croissantes de la molécule a tester permet d’obtenir une courbe dose-
réponse et de déterminer 1’ICsy de la molécule, c’est a dire la concentration de molécules qui
inhibe 50% de I’activité maximale de I’enzyme. Cette ICso permet d’évaluer la puissance du
composé. Plus I’'ICsg est faible plus le produit est puissant et la sélectivité ¢levé. Un composé
ayant une ICsg ¢levée aura de fortes chances d’étre moins sélectif et donc de pouvoir inhiber
d’autres kinases. Cependant, il convient de rester prudent lors de la comparaison des ICsy d’un
compos¢ a ’autre. En effet, cette valeur dépend de la concentration en ATP utilisée dans le

dosage et cette concentration peut varier selon les études.

La sélectivité d’'un composé mesure sa capacité ou non a inhiber d’autres kinases que
celles sur lesquelles il a été initialement identifié. Le plus souvent elle se mesure en testant
I’efficacité du composé sur un panel de kinases purifiées. Un composé est dit non sélectif s’il
inhibe un grand nombre de kinases sans montrer de préférence particuliere pour une famille
plutét qu'une autre. En revanche, un composé est dit sélectif s’il est capable d’inhiber plus
efficacement une famille de kinases plutdt qu’une autre ou méme au sein d’une famille, un
membre plutdt qu’un autre. A la différence de 1’efficacité, la sélectivité ne se mesure pas de
manicre stricte et son appréciation est soumise a de grandes variations selon I’importance des
moyens mis en ceuvre pour I’évaluer (nombre de kinases testées et ¢loignement de ces kinases
de la cible initiale). En d’autres termes, plus on teste le composé sur des kinases différentes,

plus I’évaluation de sa sélectivité sera compléte.

Ces différents tests in vitro biochimiques et cellulaires ont donc permis de tester le
profil de sélectivité du produit vis-a-vis des autres kinases du kindme. Nous avons ainsi pu
comparer les ICsy et nous nous sommes intéressés plus particuliérement aux kinases dont

I’ICs était plus basse que celle de BTK.
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Nous I’avons donc utilis¢é comme critére de sélection et nous avons comparé, grace aux
données trouvées dans la littérature [102-104], les ICsy des concurrents vis-a-vis des autres

kinases. (Tableau 6 : [67, 106-109]).

CC- BMS- M- TAK- GDC- HM-
RN-486 ACP-
292 986142 2951 020 0853 71224
Tec family | kinase ICs 196 1C5
(nM) (nM)
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM) (nM)
BTK 5,9 8.0 0,27 2 3.1 3 5.1 1,95
Bmx 0,7 37 28 36 ND 14 46 0,64
TEC [tk 36 52 ND 320 240 ND >1000 103
Tec 6,2 14 167 57 64 230 93 4,57
Txk 8,9 55 49 ND ND ND 38 4,69
ND ND ND ND ND ND >1000 4,96
No TEC
ND ND ND ND ND ND >1000 14,6

Tableau 6 : Valeurs des IC50 de certains inhibiteurs de BTK en développement dans les MAI

On constate d’apres le tableau 5, que bien que le ciblage de ce résidu offre une
sélectivité¢ sur de nombreuses kinases, le spebrutinib CC-292 est un inhibiteur puissant de
toutes les kinases de la famille Tec, comme indiqué dans le tableau 5. En outre, il inhibe
également les kinases Blk, JAK3 et Aurora A. L'acalabrutinib ACP-196 a été décrit comme
présentant une s€lectivité supérieure et une puissance in vivo par rapport a ibrutinib. Il se lie
au résidu Cys-481 de la kinase BTK mais, contrairement a ibrutinib, il n'inhibe pas Itk ou Txk

kinases. [111]

Il est important de connaitre les ICsy des autres kinases, comme EGFR et TEC
(reconnu pour étre responsable des effets hors-cible de I’ibrutinib). Si les ICsy des inhibiteurs
sont inférieurs vis-a-vis de TEC ou EGFR par rapport a BTK une action sur ces cibles peut-
étre envisageable. Cependant la sélectivité¢ in vivo reste une question ouverte, méme si

I’inhibiteur montre une grande sélectivité enzymatique in vitro.
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b) La notion de réversibilité

La liaison entre la cible et I’inhibiteur peut conduire a 1’établissement d’un lien entre elles.
Ce lien peut étre fort, généralement irréversible, de type liaison covalente ou plus faible,
transitoire, mettant en jeu des interactions de faible énergie, c’est la liaison réversible. Les
médicaments avec une action prolongée sur la cible, dii a un mode de liaison irréversible
montrent souvent une efficacité supérieure. Comme nous ’avons vu, précédemment trois
laboratoires ont développé des inhibiteurs de BTK avec un mode de liaison irréversible
identique a I’ibrutinib. C’est le cas notamment du spébrutinib (CC-292) développé par
Celgene, 1’acalabrutinib (ACP-196) développé par Acerta et 1’olmutinib HM-71224
développé par Hanmi. Cependant, ce type de liaison peut €galement provoquer des effets
indésirables ou des phénoménes de résistances. Ainsi des stratégies pour l'optimisation du
mode de liaison ont été développées. Nous avons identifié des inhibiteurs puissants et sélectifs
BTK qui démontrent une occupation de la cible allant de quelques minutes a 7 jours. [112]
comme par exemple le BMS-986142, le PRN-1008 ou M-2951. De plus leur puissance

inhibitrice est supérieure a celle des inhibiteurs irréversibles.

D’autres tests cellulaires peuvent étre réalisés en vue de déterminer la liaison du
candidat a BTK. Comme par exemple pour un candidat inhibiteur de la BTK ou la liaison de
BTK a été évaluée dans des cellules B de Ramos, des PBMC humaines et des splénocytes de
rat (pour des études pharmacocinétiques/pharmacodynamies PK / PD) en utilisant un dosage
d'occupation basé sur la sonde fluorescente (Tableau 7 : [112]). Les effets de 1’inhibiteur sur
la fonction des lymphocytes B étaient généralement évalués par l'expression de CD69 de
cellules B (marqueur d’activation des cellules B) dans le sang total humain (HWB) et la
prolifération de cellules B primaires humaines purifiées induites par anti-IgM. De la méme
facon en comparant les ICsy des inhibiteurs vis-a-vis de CD69, il est possible de déterminer

celui qui a le meilleur effet inhibiteur vis-a-vis des cellules B.
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Cellular efficacy assays

B cell activation in HWB (ICsq) * 123 £38 nM
Occupancy of BTK in PBMC (HWB) (ICs) 2 233+ 75 nM
Basophil activation in HWB (ICso) 3 490 £ 130 nM
Human primary B cell proliferation (1Cso) * 5+2.4nM
Human Ramos B cell occupancy (ICs) 2 8+2nM

1Anti-lgM-induced CD69 expression on CD20+ cells after 18h following 1h incubation with cmpd.
20ccupancy was measured by binding of an irreversible fluorescent probe to unbound BTK.
3Anti-IgE-induced degranulation of basophils by CD63 expression.

4Anti-lgM-induced proliferation of purified human B cells after 48 h in culture.

Tableau 7 : Test d’efficacité cellulaire d’un inhibiteur de la BTK

4.1.2 Tests de pharmacologie et modeles animaux : in vivo

Pour la réalisation des tests pharmacologiques, différents systemes d’essais peuvent
étre utilisés. Les systémes ex vivo et in vitro peuvent comprendre les organes et tissus isolés,
les cultures cellulaires, les fragments cellulaires, les récepteurs et canaux ioniques, enzymes...
[113]. Quelle que soit la molécule, une partie des essais pourra €tre réalisée in vitro, mais le
recours a I’animal, « systéme intégré », reste nécessaire pour certaines étapes. Afin de mettre
en évidence I’efficacité des inhibiteurs, des tests in vivo ont été réalisés en utilisant des
modeles animaux pertinents. Plusieurs modeles de MAI induites ont été développés chez
I’animal, dans différentes espéces, en leur injectant des extraits d’organe ou des auto-Ag

purifiés en présence d’adjuvant.

Le mode¢le le plus étudié est I’arthrite induite par le collagéne de type II (Collagen
Induced Arthritis CIA). Chez la souris, I’administration de collagéne hétérologue (administré
par voie intraveineuse) entraine une seule poussée tres destructrice, alors que 1’administration
de collagéne autologue provoque une atteinte articulaire moins importante, mais chronique
avec possibilit¢ de poussées. Les Iésions articulaires ont les mémes caractéristiques
histologiques que la polyarthrite rhumatoide. Le modé¢le CIA permet de décrire plusieurs
possibilités thérapeutiques dans les pathologies auto-immunes. Il est donc trés souvent
employé. Pour cela ils ont testé certaines souris ont été testées avec un témoin contrdle et
d’autres avec les inhibiteurs de la BTK a différentes doses. Les chercheurs ont ensuite, a
I’aide d’images radiologiques (Figure 15 : [112]) ou en mesurant le score clinique, pu montrer

une différence significative entre les souris CIA non traitées et les souris traitées.
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Joint damage prevented by treatment with PRN1008

Micro CT scans Histopathology images
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Figure 15 : Image radiologique d’une patte de souris non traitées versus traitées

par un inhibiteur de la BTK

Par exemple le composé de chez Roche GDC-0834 a été testé dans les modeles de rat
de l'arthrite induite par le collagéne (CIA), le traitement par voie orale GDC-0834 administré
a 30-100 mg / kg a démontré un effet anti-arthrite robuste caractérisé par une réduction dose-
dépendante significative de I'enflure de la cheville et accompagné d'une forte inhibition de

I'autophosphorylation de BTK [114].

Pour tester I’effet de I’ibrutinib in vivo, les chercheurs se sont concentrés initialement
sur deux mode¢les auto-immuns dans lesquels BTK été impliqué. Un modele CIA : Collagene
Induced Arthritis et un modele MRL-Fas (Ipr) lupus [17], [116] et [117]. Bien que des
résultats ont pu étre observés avec des modeles animaux de MAI, ces expériences génétiques
ne permettent pas de distinguer le role de développement de BTK, de son role dans la fonction
des lymphocytes B matures responsable de la production d’auto-immunité. Le traitement par
ibrutinib a entrainé une diminution dose-dépendante de la manifestation de la maladie dans

des mod¢les CIA et de lupus MRL-Fas (Ipr).

Le composé RN-486 a été test¢ dans deux modeles murins de PR. Le composé
démontre de puissants effets anti-inflammatoires, caractéris€s par une réduction de la
formation de pannus, des Iésions du cartilage et de la résorption osseuse [118]. Il abroge
également les réponses d'hypersensibilit¢ de type I et de type III chez les rats. RN-486

supprime la sécrétion d'IgG anti-dsDNA, bloque I'expression de CD69 en réponse a la
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réticulation de BCR et inhibe complétement la progression de la néphrite glomérulaire dans

les modeles de souris NZB / W preneuses de lupus érythémateux systémique (SLE) [119].

Dans les modéles de souris CIA établis, le traitement avec CC-292 administré a 3, 10
et 30 mg / kg a produit une résolution dose-dépendante des signes cliniques et des
caractéristiques histopathologiques de la maladie inflammatoire articulaire, y compris la

réduction des gonflements et des rougeurs, et la régression de la formation de pannus [120].

Pour I’olmutinib HM-71224, l'activit¢ antiarthritique a été démontrée dans des
modeles CIA utilisant des souris DBA1 et des rats Lewis donnant une valeur ED90 calculée
de 6 mg / kg / jour. [121] On a également constaté que I'olmutinib inhibait les dommages
rénaux et l'infiltration des lymphocytes dans un modele murin de SLE en utilisant des souris

MRL / Ipr avec la mutation de lymphoprolifération ou la souche NZB /W F1 [122].

4.1.3 Critéres de jugement : notion de sécurité des études non
cliniques

Avant qu’un candidat-médicament puisse €tre administré & I’Homme dans un essai
clinique, usuellement en priorité chez des sujets volontaires sains (i.e., ¢tude de phase 1), il
doit subir des tests rigoureux d’efficacité et d’innocuité dans des études non cliniques, in vivo
chez I’animal et in vitro. La conférence Internationale sur I’Harmonisation (ICH) a énoncé les
exigences qui doivent étre satisfaites par le programme non clinique avant qu’un composé

puisse étre administré chez I’Homme.

Le module 3 ICH décrit plusieurs études a mener:

* des études de pharmacologie dans des modeles animaux in vivo ou des mode¢les in
vitro de I’indication visée, légitimant ainsi [’utilisation du produit dans cette
indication,

* de pharmacologie de sécurité¢ a des doses proches des doses pharmacologiques (i.e.,
potentiellement efficaces dans un modele pertinent de la pathologie visée),

* de toxicologie générale utilisant des doses ¢élevées du produit, en administration

unique ou répétées selon la voie d’administration envisagée plus tard chez I’Homme
(Tableau 8).
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Lors de ces études, les concentrations circulantes du produit (et de ses métabolites, le cas
échéant) dans le plasma des animaux est toujours mesuré ; permettant ainsi de définir les
profils pharmacocinétiques et toxicocinétiques du produit (et de ses métabolites) selon que le

dosage est fait dans des études de pharmacologie ou de toxicologie.

Types d’études Objectifs de I’étude

Pharmacologie de
sécurité : Etudes

principales Evaluation des effets sur le systéme cardiovasculaire, 1’appareil respiratoire

d’innocuité a des ou le systéme nerveux

doses
pharmacologiques
Pharmacologie :
Etudes de Etudes in vivo et/ou in vitro qui évaluent le mode d’action/les effets du
pharmacodynamiques composé¢ candidat sur la cible

primaires

Les données recueillies au cours des études in vitro sur le métabolisme et les
Etudes pharmaco-

. . données de liaison des protéines du sang pour les animaux et les humains.
cinetiques et toxico-

Données d’exposition systémiques provenant d’études de toxicologie et de

cinétiques .
4 pharmacologie

C Etudes de toxicité en dose unique chez deux espéces de mammiféres, mais
Etudes de toxicité ; R o ., R
qui peuvent étre complétées en cours d’études et qui définissent une dose

aigué : o o ) o
maximale tolérée dans les espéces étudiées pour les essais de toxicité

Varient en longueur, en fonction de la durée, de I’indication thérapeutique et

Etudes de toxicité .. .. ..
ues de foxietie en du champ d’application du programme clinique. Durée minimale de 2

doses répétées . \ , ,
semaines chez deux espéces (dont I'une n’est pas un rongeur)

Autre études mise en Par exemple, étude dephoto-toxicité (provoquant une réaction de la peau),
place au cas par cas lorsque celle-ci est exposée a la lumiére

Tableau 8 : Tableau récapitulant les études non-cliniques nécessaire avant tout premiere
administration chez I’Homme, et leurs objectifs

a) Les études pharmacologiques

Les études non cliniques telle que la pharmacologie de sécurité sont réalisées selon la
norme de qualité la plus élevée et répondent aux exigences réglementaires internationales
requises (EMEA, FDA, OCDE, ICH), selon la norme ICH S7A. En revanche les études
pharmacologiques/pharmacodynamiques qui permettent de mettre en évidence I’effet du
produit dans un mod¢le de pathologie cible ne sont pas toujours réalisées conformément aux
Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL), car ces modeles n’existent et doivent E&tre
développés. Le plus important pour les laboratoires est de pouvoir garantir la qualité et la
fiabilité des études non cliniques d’innocuitg.
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Afin de prédire I’effet du produit sur les différents organes, il est important de
connaitre 1’action de sa liaison sur les récepteurs physiologiques tels que les récepteurs
cholinergiques, muscariniques...Des tests sont alors réalisés en utilisant différents méthodes
comme par exemple la méthode de « binding » in vitro. Ce test est réalisé sur des préparations
subcellulaires (par ex. les membranes). Le principe est d’alors de marquer les récepteurs par
un ligand radioactif et étudier la cinétique de la réaction ligand - récepteur en suivant la
quantité de ligand radioactif fixé. Ces tests permettent d’étudier la sélectivité des composés
pour leur cible et s’ils ne se lieraient pas également a d’autres cibles/recepteurs pouvant

engendrer ainsi des effets dits « hors-cible » qui pourraient étre déléteres, par exemple.

Ensuite, une batterie de tests d’évaluation pharmacologique de sécurité in vivo est réalisée.
Son but est d’¢tudier les effets de la substance sur les fonctions vitales. On considére que les
systétmes organiques vitaux comprennent 1'évaluation des effets sur le systeme
cardiovasculaire, le systétme nerveux central et les voies respiratoires. Ces tests doivent
généralement Etre effectués avant toute administration a I’Homme, conformément aux normes
ICH S7A et S7B.
> Ftude du systtme nerveux central: D’activit¢é motrice, les modifications du
comportement, la coordination, les réactions réflexes sensori-motrices et la
température corporelle. On peut, par exemple, utiliser une batterie d’observation
fonctionnelles (BOF) [120], le test modifié d’Irwin [121] ou d’autres tests appropriés
[122].

> FEtude du systéme cardiovasculaire : le débit cardiaque, la contractilité ventriculaire, la
résistance vasculaire, etc. sont évalués chez des animaux conscients ou anesthésiés. 1l
existe également des tests in vitro de la fonction cardiovasculaire comme le test de

hERG et sur cellules de Purkinje.

> FEtude de la fonction respiratoire: la résistance des voies aériennes, la pression
artérielle pulmonaire, les gaz du sang, le pH sanguin [123] sont mesurés chez les

animaux.

b) Les études de pharmacocinétique (PK)

Des études in vitro sont réalisées afin de connaitre les parametres pharmacocinétiques

du composé candidat, en particulier les parametres ADME (Absorption, Distribution,
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M¢étabolisme, Elimination). On procede souvent a 1’évaluation des principaux métabolites
dans le cadre d’étude du composé d’origine chez les animaux. En effet, le métabolisme est un
parametre indispensable pour la sécurité et 1’efficacité du produit surtout en ce qui concerne,
le cytochrome P450 3A4. En effet, I’ibrutinib est métabolisé¢ par le CYP3A4, or cette voie
peut-étre inhibée ou induite par d’autres médicaments, et modifier la concentration de
I’inhibiteur. De plus, dans les MAI ou le patient prend souvent plusieurs médicaments, le
risque d’interactions médicamenteuses en donc largement augmenté. Ainsi ce métabolisme

pourrait représenter un véritable frein au développement pour une indication en immunologie.

¢) Les études de toxicité générale

Les informations concernant la toxicité aigu€ sont obtenues a partir d’é¢tudes de
toxicité a dose unique chez deux especes de mammiferes (rongeurs : rats, souris ; et non-
rongeurs : chien ou singe) en utilisant la voie d’administration parentérale. Il s’agit d’études
qualitatives et quantitatives des phénomeénes toxiques qui se manifestent pendant une période
donnée. L’étude consiste en une administration puis une observation périodique de I’animal
(consommation alimentaire, hydrique, perte de poids (1° indice de toxicité), comportement,
symptomatologie, date de la mort)) pendant 14 jours. Cette durée est variable selon I’animal,
il existe des études de 4, 13, 26 et 39 semaines. Le but est de prévoir la symptomatologie
apres une exposition massive chez ’homme, la dose 1étale DLsy, afin de prévoir la conduite a
tenir en cas d’intoxication. On réalise par la suite une autopsie afin d’effectuer des examens
macroscopiques et anatomo-pathologiques des organes. Pour les produits chimiques on utilise
la méthode de la dose fixée. Celle-ci nécessite une étude préliminaire avec 4 doses pré fixées,

ou I’on recherche la dose qui n’entraine pas la mort mais une toxicité manifeste.

Les études en administrations répétées permettent de mimer une exposition dans le
temps et donc de définir une toxicité sub-aigué (<1 mois) ou chronique (>3mois). Ces études
animales doivent avoir une durée supérieure a celle des essais cliniques chez I’humain. Les
recommandations pour la durée des études de toxicité en doses répétées nécessaire pour la

conduite d’un essai clinique chez ’Homme sont représentées dans le tableau 9 [124].
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Durée de traitement indiqué Rongeurs (mois) Non-rongeurs (mois)

Jusqu’a 2 semaines 1 1

Plus de 2 semaines a 1 mois

3 3
Plus d’1 mois a 3 mois 6 6
6 9

Plus de 3 mois

Tableau 9 : Durée recommandée des ¢tudes de toxicité en doses répétées, adapté de I'ICH
(2009) M3 (R2)

Ces ¢études permettent de déterminer la limite d’innocuité expérimentale que 1’on
appelle la NOAEL = No Observe Adverse Effect Level ou DES Dose sans Effet qui
correspond a la valeur toxicologique de référence. Plus précisément, elle correspond a la dose
la plus ¢élevée pour laquelle on n’observe pas d’augmentation statistiquement (ou
biologiquement) significative en fréquence ou en sévérité d’un effet nocif, dans un groupe

expos¢ a la substance par rapport a un groupe non exposé.

L’¢étude nécessite au moins 2 especes (dont 1 n’est pas un rongeur : chien ou primate).
Il faut au moins 3 doses (faible : concentration plasmatique, intermédiaire : moyenne, et une
forte : dose maximum tolérée) plus 1 lot témoin (excipient). Une fois la NOAEL et sa zone
sous la courbe AUC défini pour les deux especes, on se réfere a I'échelle en utilisant une
allométrie simple sur la base de la surface corporelle pour obtenir la «dose équivalente chez
I'homme» (HED) (USA FDA 2005). Ceci permettra ainsi de définir la marge de sécurité

thérapeutique du composé.

d) La génotoxicité

Un test de mutation génétique est généralement considéré comme suffisant pour soutenir
un essai de développement clinique. Le but de ces tests est alors de prédire la cancérogenese
et les atteintes de ’ADN. Ce sont des tests in vitro et in vivo parmi lesquels on trouve: le test
d’Ames et le test du micronoyau. Le test d’Ames est un test biologique permettant de
déterminer le potentiel mutagéne d’un composé. Il consiste a examiner si le composé est
capable d’induire des mutations spécifiques chez différentes souches de bactéries (Salmonella
typhimurium modifiées). Les souches utilisées dans le test sont des souches porteuses d’une
mutation (His+). Cette mutation rend les souches incapables de pousser dans un milieu sans
histidine.
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Ces différentes études doivent impérativement étre réalisées avant de pouvoir étre testées

chez I’Homme. Une fois ce dossier non clinique complété et si les résultats obtenus sont

compatibles avec une premicre administration chez ’Homme en contrélant les risques

potentiels, le développement clinique s’effectue en plusieurs phases :

La phase I : permet de définir la tolérance du produit. Elle est réalisée dans des
petits effectifs de sujets sains (sauf dans le cas ou le produit ne peut étre
administré chez I’homme sain, comme par exemple en oncologie). L'accent est
mis tout d'abord sur les études de 'homme avec :
o une dose ascendante unique et une dose croissante multiple identifiant
la tolérance, y compris la dose maximale tolérée (MTD) et la sécurité.
o ainsi que les propriétés pharmacocinétiques (PK) du compos¢ testé. Les
¢tudes initiales sont souvent suivies par d'autres études de PK telles que
la biodisponibilité, la bioéquivalence, la formulation ou les études

ADME radiomarquées

La phase II : défini la relation dose-effet. Elle se réalise sur un petit groupe de
patients trés sélectionnés afin d’éviter la variabilité de la réponse pour chaque
dose étudi¢e. En revanche celle-ci est plus longue que la phase I, et peut durer
2 ans, selon les indications visées. On parle également de phase Ila ou d’étude

de preuve de concept (PoC)

La phase IIl: ¢étude pivot, permet une démonstration d’efficacité et de
tolérance dans la population cible afin de déterminer le ratio bénéfice/risque du
médicament. Il s’agit d’une étude a grande échelle sur la population cible, qui
effectue une comparaison du produit versus placebo ou du traitement de

référence. A I’issu de cette phase, il y aura une la demande d’AMM

Des études de phase IV post-AMM : pouvant avoir différents objectifs,
principalement la réévaluation réguliere du ratio bénéfice/ risque (i.e., suivi des
effets secondaires survenus en dehors d’essais cliniques et maintien de

I’efficacité).
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4.2 Exemples de résultats cliniques

Six inhibiteurs BTK sont actuellement en développement clinique dans la PR, un septi¢éme
est actuellement en développement dans les troubles immunitaires. Ceux-ci englobent a la fois
des inhibiteurs irréversibles et réversibles comme le montre le tableau 10. Les plus avancés de
ces six inhibiteurs progressent uniquement dans les études de phase Ila. Des études courtes
avec spebrutinib (CC-292) et acalabrutinib (ACP-196) ont commencé en octobre 2013 et avril
2015, respectivement, alors qu'une €tude similaire avec M-2951 a débuté au premier semestre
de 2016, d’apres le site clinicaltrials.gov (Tableau 10 : [124]). En conséquence, il n'existe

aucune donnée d'efficacité clinique disponible pour l'un de ces inhibiteurs dans la PR.

Drug Developer(s) Action Status Clinical trial
Spebrutinib Celgene Irreversible Phase lla NCT01975610
Acalabrutinib Acerta Irreversible Phase lla NCT02387762
M-2951 Merck KgAa Not reported Phase lla (2016) NCT02537028
Olmutinib Hanmi, Eli Lilly Irreversible Phase | NCT01765478
PRN-1008 Principia Reversible Phase | Not listed

TAK-020 Takeda Reversible? Phase | NCT02413255
BMS-# Bristol-Myers Squibb Reversible Phase | Not listed

Tableau 10 : Les inhibiteurs de BTK en développement clinique pour le traitement de la PR

e Le Spebrutinib : CC-292

Le spebrutinib est un inhibiteur de BTK irréversible a 1'origine développé par Avila
Therapeutics et c'était le médicament le plus avancé dans le pipeline de l'entreprise lorsque
Avila a été acquis par Celgene en 2012. Spebrutinib a été¢ le premier inhibiteur de BTK a
progresser dans une étude de phase II dans la polyarthrite rhumatoide. Une étude de phase Ila
de 80 patients et 4 semaines a débuté en octobre 2013 chez des patients stables traités par
méthotrexate. Cette étude administre spebrutinib deux fois par jour , avec 250 mg administré
le matin et 125 mg dans la soirée.. En plus de cette étude, quatre études de phase précoce sont

en cours de lymphome et une étude initiale de phase I a été achevée.

e [ ’acalabrutinib : ACP-196

L’ Acalabrutinib est un inhibiteur de BTK irréversible de deuxiéme génération congu par
Acerta Pharma qui est principalement développé pour les indications d'oncologie. A partir de
janvier 2016, vingt études cliniques sur les indications oncologiques sont listées pour ce

médicament a partir des données clinical.gov. La seule étude sur l'arthrite rhumatoide a
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débuté en avril 2015, chez 70 patients traité par méthotrexate. L'étude a comparé une dose
unique d'acalabrutinib au placebo et s’est terminée en janvier 2017. Aucune donnée
préclinique n'a été rapportée sur les effets de I'acalabrutinib dans les modéles de polyarthrite

rhumatoide ou d'autres maladies auto-immunes.

e M-2951

Merck KgAa développe deux inhibiteurs BTK. M-2951 (MSC2364447C) est le plus avancé
pour les indications auto-immunes, avec un compos¢ différencié, M-7583, développé pour les
indications d'oncologie. En octobre 2015, la société a indiqué que les études initiales de phase
I, de M-2951, avaient été complétées. Une étude de phase Ib lupus érythémateux systémique
(SLE) a commencé en octobre 2015 avec une étude de phase Ila dans la polyarthrite
rhumatoide commencée au premier semestre de 2016. Les seules données publiées a ce jour
par Merck sur cet inhibiteur proviennent d'une présentation corporative de 2014 [126]. Ces
données ont montré que le M-2951 avait une sélectivité kinase beaucoup plus ¢élévée qu'un
compos¢ concurrent sans nom (probablement ibrutinib) et qu'il produisait une inhibition des
symptomes associée a la dose, a des doses de 0,1-30 mg / kg, dans des mod¢les murins de
polyarthrite rhumatoide et lupus. Le M-2951 a également montré une sélectivité pour les

effets sur des cellules B et T en utilisant le systéme de profilage BioMAP

e [’olmutinib : HM-71224

Hanmi développe l'inhibiteur BTK olmutinib pour le traitement des troubles auto-immuns.
En mars 2015, Hanmi a signé un accord de codéveloppement avec Eli Lilly avec cette
dernicre autorisant les droits de tous les marchés en dehors de I'Extréme-Orient. Une étude de
phase I avait été achevée en novembre 2014. Les études de phase II dans la PR ont été
décrites comme imminentes en juin 2015 mais doivent encore €tre annoncées. Les ¢tudes de
phase I ont montré que 1'olmutinib est bien toléré lorsqu'il est administré une ou deux fois par
jour sur 14 jours (10-120 mg q.d. ou 5-60 mg b.i.d.) avec des effets indésirables seulement a
des doses >80 mg q.d. Olmutinib a montré une bonne absorption et a produit> 90%

d'occupation de BTK a 20 mg b.i.d. [127].

MEILLEROUX Carole | Theése d’exercice | Université de Limoges | 2017 95

(@) Bv-Ne-ND | Immu|



e Le PRN-1008

Le PRN-1008 de Principia est un inhibiteur BTK covalent, mais réversible, qui a complété
avec succes une étude de phase I en 2015. En janvier 2016, la société a annoncé qu'elle initiait
une ¢tude de phase II de 3 mois dans la maladie orpheline pemphigus vulgaris. Elle a
également indiqué son intention de développer le PRN-1008 pour d'autres maladies auto-
immunes. Ceux-ci incluent probablement la PR puisque la société a signalé des données in
vivo avec PRN-1008 dans des modeles animaux d'arthrite. Les études de phase I ont montré
que 90% de couverture cible étaient atteintes avec des doses > 300 mg. [128] PRN-1008 a été

bien toléré a des doses allant jusqu'a 600 mg g.d. ou 450 mg b.i.d.

e Le TAK-020

Le TAK-020 de Takeda a commencé une étude de phase I de 88 cas en avril 2015, avec
une date d'achévement programmée en février 2016. Takeda a indiqué que la PR est
l'indication préférée mais n'a encore révélé aucune autre information sur le TAK-020. Les
données disponibles sont celles qui figurent dans deux demandes de brevet et deux

présentations de réunion.

e BMS-986142

Bristol-Myers Squibb poursuit 1'identification d'inhibiteurs de BTK réversibles pour le
traitement des MAI et décrit une série de composés a base d'un scénario de purines, suite a
des dépdts de brevets par d'autres revendiquant des dérivés d'imidazo [1,2-a] pyrazine. [14]
En décembre 2014, un inhibiteur de BTK non identifié avait débuté des études de phase I pour

une indication non précisée.
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5 Discussion

L’objectif de cette évaluation était de comparer les résultats obtenus avec différents
inhibiteurs de la BTK développés par différents laboratoires pharmaceutiques. La premicre
¢tape de ce travail fut d’évaluer I’intérét potentiel du développement d’inhibiteurs de BTK
dans le traitement de maladies auto-immunes. L’analyse des données non-cliniques et
cliniques des inhibiteurs de BTK actuellement en développement, ont mis en évidence la
difficult¢ qu’il existe pour développer des traitements pour des maladies chroniques par
opposition aux ¢états aigus engageant un pronostic vital tels que les cancers. En effet

I’estimation de la balance bénéfice-risque est totalement différente.

En langue anglaise, on trouve parfois I’expression “harm-benefit balancing” [129]. Elle
peut étre traduite par “comparaison des inconvénients et des avantages”, ce qui est plus
pondéré que I’expression “balance bénéfices-risques”; en francgais, un “bénéfice” est considéré
a priori comme réel et avéré, alors qu’un “risque” est ressenti comme virtuel et hypothétique
(128). L’une des étapes dans la détermination de la balance bénéfices-risques consiste a

évaluer ’efficacité de la molécule dans des essais cliniques bien conduits.

5.1 L’évaluation de ’efficacité

La balance bénéfice-risque est évaluée chez I’homme. Le bénéfice regroupe tous les
critéres primaires et secondaires définis dans les essais cliniques permettant de conclure a un

bénéfice du produit pour le traitement de la pathologie visée. [131-133].

5.1.1 Démonstration pharmacologique in vitro

Dans les données reportées, la majorité des laboratoires pharmaceutiques développant
des inhibiteurs de BTK ont démontré 1’efficacité¢ de leur candidat dans un premier temps sur
des mode¢les in vitro. Par exemple, des tests cellulaires ont été réalisés en vue de déterminer la
liaison du candidat & BTK, comme par exemple pour le PRN-1008 ou la liaison de BTK a été
évaluée dans des cellules B de Ramos, des PBMC humaines et des splénocytes de rat. Tous
les candidats ont déterminé leur ICsp, pour démontrer celui qui avait le meilleur effet
inhibiteur. La plupart des ICsy des candidats sont compris entre 2 et 8nM, seul un candidat, le
M-2951 de Merck révele une puissance plus importante avec une ICsy de 0,27nM.

Au terme de ces résultats un premier classement positionnait le M-2951, comme celui qui

avait I’'ICso la plus faible et donc I’inhibition de BTK la plus forte. Cependant, de telles
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mesures ne sont pas suffisantes pour établir la puissance de ces inhibiteurs car ils dépendent
de la durée d’incubation entre la protéine et I’inhibiteur. Par conséquent, la plus grande

prudence est de rigueur lorsque 1’on compare les ICsy des différents inhibiteurs.

5.1.2 Démonstration pharmacologique in vivo

L’autre preuve, utilis¢ par les laboratoires pour démontrer 1’efficacit¢ de leurs
molécules était de montrer leur bénéfice sur des modeles CIA. Que ce soit, 1’ibrutinib, le
GDC-0834, le CC-292, M-2951 ou HM-71224, tous ont pu montrer un effet anti-arthrite
robuste caractérisé par une réduction dose-dépendante significative de 1'enflure de la cheville

et accompagné d'une forte inhibition de 1'autophosphorylation de BTK.

Les modeles animaux d'arthrite auto-immune se sont révélés étre des outils de
recherche précieux pour 1'étude des mécanismes pathogeénes de cette maladie ainsi que pour
tester de nouvelles thérapies. Chez la souris, les symptomes de la CIA commencent vers le
jour 21 apres la vaccination, les articulations affectées ont des conséquences dévastatrices. La
synoviale normalement hypocellulaire devient infiltrée avec des cellules immunitaires
(cellules T, cellules B, macrophages et neutrophiles). Cela conduit a la formation d'un pannus,
une membrane hyperplasique de synoviocytes qui présente un caractére invasif en tissu,
ciblant l'os et le cartilage. Beaucoup d'auteurs consideérent le modele CIA comme une
maladie auto-immune spécifique a l'antigéne (principalement) dans laquelle les auto-anticorps
et / ou les lymphocytes T jouent un réle prédominant [134]. Les mode¢les variant a I'aide de
I'adjuvant de Freund nous ont appris qu’en fait, ces effets systémiques de l'adjuvant, en
particulier la my¢lopoieése accrue, revétent une importance cruciale pour provoquer des
changements inflammatoires destructifs dans les articulations. Une partie de la réaction
systémique est provoquée par des signaux «dangereux» présents dans l'adjuvant, de sorte que
dans sa phase initiale, la CIA pourrait étre considérée comme une maladie auto-inflammatoire
plutét que auto-immune. [135]. Par conséquent, les bénéfices démontrés dans ce type de
mode¢les animaux ne sont pas toujours pertinents pour des pathologies auto-immunes, comme

le LES, la sclérodermie, ou le syndrome de Gougerot Sjogren.

En ce qui concerne l'auto-immunité, on a récemment signalé que BTK contrdle le
phénotype autoréactif des cellules B chez la souris, que sa surexpression in vivo conduit a une
auto-immunité systémique et qu'aucun anticorps anti-ADN double (anti-ADND) n'est présent

chez les souris déficients en BTK [136], ce qui rend la BTK une cible attrayante pour le
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traitement de la néphrite lupique. Certains groupes pharmaceutiques ont alors cherché a
montrer leur efficacit¢ sur des modeles auto-immuns. On pense actuellement que la
pathogénie du LES chez ’homme et chez la souris implique la génération d’auto-anticorps
qui forment des complexes immuns qui se déposent dans les tissus et provoquent

I’inflammation et les dommages aux organes [137,138].

Une étude a analysé l'effet thérapeutique du RN486, un inhibiteur hautement sélectif
de BTK, sur la progression de la maladie dans un mod¢le murin NZB / NZW, un syndrome
du lupus semblable au LES humain. Les souris NZB / NZW ont des défauts de cellules B
intrinséques et un nombre accru de cellules sécrétrices d'anticorps, accompagnée d'une
diminution de la migration des cellules plasmatiques vers la moelle osseuse [139, 140]. Le
traitement avec un agent appauvrissant les cellules B le RN-486, prolonge la survie et retarde
l'apparition de la protéinurie dans ce modele [141]. Cependant, au niveau rénal (notamment
l'infiltration et 'activité des cellules mononucléaires), 1’étude révele des résultats médiocres
chez I'homme et la souris [142-144] et donc remet en question la possibilité d'étre affecté par

I'inhibition de BTK.

Bien que le blocage de BTK n'ait pas encore été testé dans le lupus humain, son effet
bénéfique dans le modéle de lupus MRL de souris a déja été rapporté en particulier avec

I’ibrutinib [24], méme si le mécanisme d'action n'a pas été exploré en détail.

Enfin, le candidat qui semble le plus puissant est le candidat de Merck, car il a réussi a
déterminer ’efficacité thérapeutique de son candidat sur deux modeles de lupus de souris.
Chez les souris BXSB-Yaa lupus, I’inhibition de BTK a réduit les auto-anticorps, la néphrite
lupique ainsi que la mortalité. Dans un autre modele de lupus pristane-DBA/1 1’inhibition de
BTK a permis de supprimer I’arthrite mais le taux d’auto-anticorps n’a pas été
significativement affecté. [145]. Etant donné 1’hétérogénéité des symptomes du lupus et de sa
pathogenése, ces modeles précliniques ne représentent pas tous les sous-groupes de patients
lupiques, il y a donc un manque de connaissance sur la facon dont I’inhibition de la BTK peut

affecter la maladie.

En pratique, déterminer 1’efficacit¢ d’un traitement a 1’aide d’un critére intermédiaire

ne garantit pas son utilité pour les patients. Par exemple, des essais cliniques ont montré que
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chez les patients diabétiques de type 2, les gliptines diminuent la glycémie plus qu’un placebo
[139]. Mais en 2014, rien ne prouve que ces médicaments diminuent les risques de
complications graves du diabéte, ni qu’ils allongent la durée de vie. En somme, rien ne prouve
qu’ils apportent un réel bénéfice pour les patients diabétiques [139,140]. Ainsi, la simple
preuve de diminution du gonflement de I’articulation de la patte des souris ne permet pas de
montrer le réel bénéfice que pourrait apporter les inhibiteurs de BTK, sur des patients atteints

de PR par exemple.

Pour conclure, bien que les démonstrations pharmacologiques in vitro et in vivo dans
des modéles animaux aient démontré leur efficacité sur certains modéles, la relevance de ces
modeles pour des pathologies auto-immunes n’est pas parfaite. Mais parfois, les critéres
d’évaluation intermédiaires sont a prendre en compte, faute de mieux, et a condition que des
¢léments concordants aillent dans le sens d’un lien entre ces critéres et des bénéfices cliniques
concrets [136]. Mais la démonstration d’une efficacité sur un critére clinique pertinent vaut

toujours mieux qu’une démonstration d’efficacité sur des criteres intermédiaires.

5.2 L’évaluation de la sécurité

Les critéres de jugement, en particulier 1’évaluation des effets indésirables et des
interactions médicamenteuses est une autre étape clé dans la détermination de la balance
bénéfices-risques pour le développement d’un médicament [18]. On utilise plutot I’expression
« balance » au lieu de « rapport» car le mot “rapport” évoque une donnée mathématique,
scientifique, tandis que le mot “balance” souligne concrétement qu’il s’agit de peser le pour et

le contre, les avantages et les inconvénients pour chaque patient, sans préjuger du résultat.

En ce qui concerne le risque d’interaction, il est important de connaitre le profil
ADME des candidats. En effet, on sait d’aprés le RCP de I’ibrutinib que cet inhibiteur
présente un métabolisme de type CYP3A4. On sait qu’il existe un grand nombre de
médicaments interagissant avec ce type de métabolisme. Or les maladies chroniques
nécessitent souvent une polymédication, augmentant ce risque d’interactions. Il est donc
préférable de développer des inhibiteurs ne possédant pas ce type de métabolisme ou ayant au
moins une voie alternative avec par exemple un métabolisme de type CYP2CS8. Ce type
d’informations n’était pas fourni par les données de la littérature, pour nos différents

candidats, il était donc difficile de juger sur leur profil de sécurité.
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L’autre préoccupation, concerne 1’¢tude de toxicité et plus particulierement la
détermination des NOAEL lors des études de toxicologie chez I’animal afin de pouvoir
déterminer des doses chez ’Homme conduisant a une efficacité thérapeutique combinée a des
marges de sécurité¢ acceptables pour les patients.. Une fois encore, ne disposant pas des
données des études de toxicologie pour ces produits, aucune information n’a pu étre rapportée

sur ce sujet, il est donc difficile de comparer les différents candidats en utilisant ce critere.

5.3 L’évaluation de la sélectivité et de la réversibilité

Le développement des inhibiteurs de BTK dans les MAI nécessite des exigences
beaucoup plus strictes, en particulier, d’un point de vue de la sélectivité a la cible afin d’éviter
des effets délétéres « hors-cible ». En effet, les effets secondaires considérés comme
acceptables avec un inhibiteur d’'une méme cible pharmacologique pour le traitement d’un
cancer, le seraient beaucoup moins pour le traitement chronique d’'une MAI. La sélectivité et
la réversibilité d’un inhibiteur de BTK peuvent conditionner son profil de sécurité. Ainsi,
comme de nombreux inhibiteurs de la BTK en cours de développement sont des inhibiteurs
irréversibles, la sélectivité peut-€tre une cause importante de préoccupation. Les maladies
telles que la PR et le LES nécessitent habituellement un dosage chronique et une marge de
sécurité élevée, favorisant des médicaments hautement sélectifs avec des effets hors cible
minimes. Or, de nombreux inhibiteurs de BTK ciblent le méme résidu de cystéine que

d’autres kinases, il est donc trés difficile d’obtenir une sélectivité limitant les effets hors cible.

Tout comme pour 1’engagement de la cible, la sélectivité des différents inhibiteurs est
démontrée par leur ICsy envers les autres kinases. Le plus grand défi est de concevoir de
nouvelles stratégies pour améliorer la sélectivité des inhibiteurs. La maniére la plus évidente
pour atteindre cet objectif est d’améliorer la puissance de I’inhibiteur grace a I’optimisation de
la liaison réversible (Kj) et de I’efficacité¢ de la formation de la liaison covalente (ki..). La
plus grande prudence est de rigueur lorsque I’on compare les ICsy des différents inhibiteurs.
La méthode la plus appropriée pour évaluer I’inhibition est la « spécificité constante » Kinqer/

K. plus cette valeur est élevée, plus I’inhibition sera efficace [102].

En plus d'inhiber la BTK et les kinases liées a la famille Tec, 1’ibrutinib cible des kinases plus
¢loignées, y compris EGFR, MKK7, ITK et JAK3, qui ont une cystéine équivalente a BTK.
En utilisant, I’ibrutinib comme référence, les différents laboratoires ont développé des

inhibiteurs de BTK ayant le moins d’action sur les autres kinases, comme Tec ou EGFR
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[21].D’apres les données de la littérature, le candidat le plus sélectif était I’ACP-196, un
inhibiteur de BTK de deuxiéme génération irréversible. Il a une spécificité cible améliorée et
une puissance accrue pour BTK grace a une ICsy plus faible que I’ibrutinib. De plus il s’est
montré plus intéressant que ce dernier en raison de l'activité réduite hors cible sur EGFR,
TEC. Cependant, ces résultats n’étaient que des résultats in vitro, et une sélectivité in vivo

aurait ¢ét¢ préférable [102].

En outre, il est intéressant de savoir si la haute sélectivité de ces inhibiteurs est
réellement un atout et si le fait que I’inhibiteur soit capable d’agir sur plusieurs kinases n’est
pas en lien avec son efficacité sur la cellule B. Aujourd’hui certains laboratoires développent

des inhibiteurs ciblant deux kinases comme par exemple BTK et JAK [147].

L’autre incertitude, est de savoir si la réversibilité est un point clé pour le
développement de médicaments destinés aux MAI. La modification irréversible des cystéines
hors cible peut étre particulicrement problématique dans les tissus exposés a des
concentrations €levées aprés administration orale, comme le tractus gastro-intestinal et le foie.
En ¢éliminant la possibilité d'une liaison irréversible aux protéines hors cible, une molécule
covalente réversible peut réduire le risque de réactions pharmacologiques idiosyncratiques et
peut donc étre plus siire qu'un inhibiteur irréversible analogue [102]. Cependant, une étude a
montré que les inhibiteurs covalents réversibles se liant au résidu cystéine de la BTK,
pouvaient avoir des temps de séjour de quelques minutes a plusieurs jours. Pour le cas ou I’on
souhaite un temps de séjour prolongé sur une cible, les inhibiteurs covalents réversibles
peuvent imiter 1’activité a long terme d’inhibiteurs irréversibles, avec des taux de
dissociations in vivo qui se rapprochent du taux de dégradation de la cible et de re-synthése
[102]. 1l est donc essentiel de savoir, quel est le taux de renouvellement de la kinase et dans
quelle mesure le risque de résistance peut apparaitre pour savoir si la réversibilité est
véritablement un avantage pour le développement d’inhibiteurs de BTK a visée

immunologique.

On s'attend a ce que, parallelement aux résultats chez la souris, et également chez
I'homme, I’expression de la protéine BTK varie lors de I'activation des cellules B. Cependant,
a l'heure actuelle, on ne sait pas si la protéine BTK est exprimée différemment dans les

diverses sous-populations de cellules B du sang périphérique ou si son expression ou son
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activité est augmentée dans les cellules B présentes dans les tissus enflammés dans le contexte
de l'auto-immunité [51].

L’estimation de la balance bénéfice-risque dans le développement d’un médicament
est un ¢lément central de la décision médicale. Elle n’est pas immuable. Dans chaque
situation clinique, de nouveaux ¢léments scientifiques apparaissent au fil du temps. Ces
¢léments concernent 1’efficacité ou les effets indésirables. Il est donc indispensable de
réévaluer en permanence la balance bénéfice-risque des médicaments en développement, au
vu des nouvelles données d’efficacité et de sécurité du produit (PK et risque d’interactions
médicamenteuses, données précliniques et cliniques) afin de confirmer régulierement que ce

ratio reste positif.

Il faut donc retenir que quel que soit le candidat médicament, 1’évaluation se fait
toujours selon un cahier des charges précis et plus ou moins standard. L’évaluation du ratio
bénéfice-risque reste déterminante et se base sur I’ensemble des données disponibles au cours
du développement et apres la mise sur le marché. Par exemple, certains critéres peuvent &tre
considérés comme des problémes de sécurité en préclinique, mais ces données peuvent &tre
suivies en clinique, ou encore le risque d’interaction peut étre grand mais la marge de sécurité

suffisante.

Pour conclure sur notre travail d’évaluation, on a pu montrer que les différents candidats,
qu’ils soient irréversibles (comme 1’ACP-196, ou HM-71224) ou réversibles (M-2951) ont
montré leur efficacité sur des modeles plus inflammatoires qu’immunitaire. Le composé de
Merck M-2951 est celui qui présente la sélectivité la plus forte, mais comme nous I’avons dit
seules les données cliniques comptent. Or pour I’instant ce composé€ n’est qu’en phase 2, et
ces résultats sont attendus pour septembre. Il faut donc attendre les résultats de la clinique afin
de voir si les problemes de sécurité rencontrés avec d’autres inhibiteurs comme, le CYP3A4,
ou des NOAEL et des données non-cliniques peu rassurantes permettent d’aboutir a une

balance.
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6 Conclusion

L’arrivée de thérapie plus ciblée a modifié la prise en charge de certaines MALI,
comme les anti-TNF (rituximab) dans le traitement de la PR, ou le mycophénolate mofétil
CellCept ® , utilisé¢ en traitement dans le LES. Cependant, tous ces agents nécessitent une
administration par injections périodiques contraignantes pour le patient et un besoin médical
non couvert a ce jour demeure pour les patients atteints de MAIL Le développement
d’inhibiteurs de kinases, petites molécules administrées par voie orale, €largirait 1’arsenal
thérapeutique potentiel pour les patients et offrirait 1’opportunit¢ d’un traitement plus

commode.

L’activation des lymphocytes B est un processus complexe impliquant une
transduction de signal dépendante de BTK, initié¢ par la stimulation de BCR. Les inhibiteurs
de BTK se présentent comme une approche thérapeutique trés intéressante, du fait de leur
capacité a cibler les cellules B, responsable de production d’auto-anticorps, ainsi que les
cellules my¢loides médiatrices de I’inflammation. Le développement du premier inhibiteur de
la BTK en oncologie, I’ibrutinib a permis de révolutionner le traitement de la LLC, le LCM et
les lymphomes a cellules B. Il a ét¢é montré que I’ibrutinib était un inhibiteur de BTK
puissant, sélectif et irréversible qui bloque la signalisation en aval du BCR dans les cellules B
humaines. Malgré sa grande efficacité, la recherche s’oriente aujourd’hui vers des inhibiteurs
de seconde génération, comme [’acalabrutinib (ACP-196) visant a améliorer le profil de
sécurité et donc le nombre d’effets indésirables. Cependant, aucun résultat clinique n’a
démontré leur supériorité dans le traitement des tumeurs malignes. L’ibrutinib, reste donc
aujourd’hui, le seul inhibiteur de BTK ayant une AMM dans ces indications. L’ibrutinib a
¢galement montré des données trés prometteuses dans des modeles animaux d’arthrite avec
des modéles CIA rongeurs mais aussi sur des modeles lupiques BXSB-Yaa et pristane
DBA/I. Ces études confirment donc que la régulation pharmacologique de la BTK peut
constituer une nouvelle stratégie thérapeutique efficace dans le traitement des maladies auto-

immunes telles que la PR et le LES.

Un grand nombre de laboratoires pharmaceutiques se sont donc lancés dans le
développement d’inhibiteurs de BTK a visée immunologique. Bien que la plupart sont en
développement clinique dans la PR, certains ont été signalés comme étant actuellement en
développement clinique pour d’autres troubles immunitaires. L’olmutinib (HM-71224),
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développé par Hanmi, est actuellement en phase 2 dans la PR. Le composé de
Roche/Genentech, GDC-0853 est en phase 2 dans la PR et dans le LES. Bristol Myers Squibb
effectue une ¢tude de phase 2 pour son inhibiteur BMS-986142 dans la PR. Merck a terminé
une ¢tude phase 1b dans le LES avec M-2951 et réalise également une étude de phase 2a dans
la PR. La société Principia a annoncé en janvier 2016 qu’elle entreprenait une étude de phase
2 de 3 mois sur la maladie orpheline Pemphigus vulgaris et a indiqué son intention de

développer son inhibiteur PRN-1008 dans d’autres MALI.

Cependant les développements d’inhibiteurs de BTK dans les MAI, est beaucoup
plus exigent que pour un développement en oncologie. En effet, la balance bénéfice-risque
nécessite un cahier des charges précis basé principalement sur les données d’efficacité et de
sécurité du produit. Ainsi, les différents composés ont tous tenté de montrer leur efficacité sur
des données in vitro et in vivo en utilisant des mode¢les animaux. La sécurit¢ du produit a
quant a elle était démontrée en misant sur la sélectivité de leur inhibiteur vis-a-vis de la cible
BTK. Un produit plus sélectif, réduirait le risque d’effet hors cible et donc les effets
indésirables causés par ces cibles. Certains laboratoires ont également cherché a se
différencier de 1’ibrutinib, en misant sur un mode de liaison réversible plutot qu’irréversible.

Les effets observés semblent comparables entre un inhibiteur réversible ou irréversible.

Au dela des aspects de sécurité qui sont pris en compte lors du développement d’un
produit des le stade préclinique, seules les données cliniques permettent de définir si le
produit présente une balance bénéfice-risque positive. Or, a ce jour, aucune preuve clinique
n’a encore été apportée pour démontrer 1’efficacité de I’inhibition de la BTK chez des patients
atteints de MAI. Bien que son efficacité soit reconnue pour les patients atteints d’hémopathies
a cellules B, il est important de souligner que le comportement de cellules B leucémiques et
celui des cellules B dans les pathologies auto-immunes est différent. Il est donc difficile de
transposer 1’efficacité de cette thérapie pour des pathologies aussi complexes que les MAI,

¢tant donné I’hétérogénéité des symptomes et de la pathogenese.

En I’absence de données cliniques positives avec un inhibiteur de BTK, il n’est pas
possible de dire si ces nouvelles thérapies sont en mesure de concurrencer les thérapies
actuelles. Au vu de I’¢tat de développement actuel des inhibiteurs de la BTK, il est peu
probable que nous soyons en mesure de répondre a ces questions avant fin 2017. Malgré tout,

le nombre d’inhibiteurs ainsi évalués et leur diversité augmentent les chances d’obtenir des
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réponses claires. De plus 1’évaluation de I’inhibition de BTK dans les différentes études
précliniques a apporté de nouvelles informations sur les mécanismes de la pathogenése et en
outre ces résultats ont permis une caractérisation accrue des modeles CIA ou lupiques qui

peuvent faciliter leur utilisation dans les futures études thérapeutiques.

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence, que bien que I’inhibition de la BTK soit
une cible tres intéressante dans les pathologies a cellules B, il est essentiel de garder a I’esprit
qu’il est trés difficile de développer des médicaments dans des MAI. Ces pathologies, bien
qu’handicapantes, ne mettent pas en jeu le pronostic vital immédiat des patients,
contrairement a certains cancers. Le risque encouru doit donc étre beaucoup plus faible, la
sécurité du médicament doit étre maximale, et le bénéfice doit €tre supérieur aux thérapies
actuelles. Les inhibiteurs de BTK n’ont pas encore démontrés cette efficacité clinique chez
des patients atteints de MAI. Une nouvelle piste pourrait étre envisagée quant a la sélectivité
des inhibiteurs. L’efficacité des inhibiteurs de BTK dans les MAI, devraient-ils uniquement
agir sur les cellules B et épargner les cellules T ? Le composé de Merck M-2951, a montré
une sélectivité pour les effets des cellules B et T [146]. Cela a conduit un intérét considérable
pour le développement d’inhibiteurs ciblant plusieurs kinases en plus de BTK, avec par

exemple des associations avec JAK [147, 148].
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L’EVALUATION DES INHIBITEURS DE LA BRUTON TYROSINE KINASE DANS LE
TRAITEMENT DES MALADIES AUTO-IMMUNES

Le systeme immunitaire est chargé de lutter contre les agressions extérieures et tolere
ses propres constituants. L’auto-immunité résulte d’un défaut dans le maintien de la tolérance au
soi. Les maladies auto-immunes (MAI) surviennent quand la rupture de la tolérance au soi
entraine des Iésions cellulaire ou tissulaire induites par des lymphocytes T et/ou B produisant des
auto-anticorps. Depuis quelques années une meilleure connaissance de I'immunopathologie a
permis I'émergence de nouvelles thérapies. Des études cliniques ont mis en évidence le role des
lymphocytes B dans diverses MAI. La tyrosine kinase de Bruton (BTK) est un composant clé de
la signalisation des récepteurs des cellules B (BCR) et fonctionne comme un régulateur important
de la prolifération et de la survie cellulaire dans diverses tumeurs malignes de la cellule B. C’est
une cible évidente pour la thérapie des maladies malignes et auto-immunes a cellules B.
L’ibrutinib, un inhibiteur irréversible de la BTK, a déja été approuvé pour le traitement du
lymphome du manteau et de la leucémie lymphocytaire chronique. Le développement
d’inhibiteurs avec une spécificité plus grande ou différente pourrait étre bénéfiques pour des
indications auto-immunes. Les inhibiteurs de BTK qui ont progressé vers le développement
clinique précoce, et ceux qui démontrent une activité dans les modeles d'arthrite de rongeurs
sont examinés. Ceux-ci incluent a la fois des inhibiteurs réversibles et irréversibles de la kinase,
dont la plupart ciblent le résidu cysteine-481 de BTK. Cependant, le développement d'inhibiteurs
de kinase pour traiter des MAI s'est avéré problématique a la fois sur l'efficacité et la sélectivité.
On s'attend a ce que les inhibiteurs de BTK plus sélectifs se révelent plus utiles, et I'utilisation
d'inhibiteurs réversibles une meilleure stratégie dans le traitement des MAI. En fin de compte,
seuls les essais sur I'hnomme nous aideront a comprendre les risques et les avantages potentiels
de ces nouvelles thérapies.

Mots-clés : BTK, cellules B, BCR, maladie auto-immune, inhibiteurs de tyrosine kinase

EVALUATION OF BRUTON TYROSINE KINASE INHIBITORS IN THE TREATMENT OF
AUTOIMMUNE DISEASES

The immune system is responsible for fighting against external aggression and tolerating
its own constituents. Autoimmunity results from a defect in maintaining self-tolerance.
Autoimmune diseases (AID) occur when rupture of self-tolerance results in cellular or tissue
damage induced by T and / or B-lymphocytes producing autoantibodies. In recent years a better
knowledge of immunopathology has allowed the emergence of new therapies. Clinical studies
have demonstrated the role of B lymphocytes in various AID. Bruton tyrosine kinase (BTK) is a
key component of B-cell receptor signaling (BCR) and functions as an important regulator of cell
proliferation and survival in various malignant B cell tumors. An obvious target for the therapy of
malignant and autoimmune B-cell diseases. Ibrutinib, an irreversible inhibitor of BTK, has already
been approved for the treatment of mantle cell ymphoma and chronic lymphocytic leukemia. The
development of inhibitors with greater or different specificity may be beneficial for autoimmune
indications. BTK inhibitors that have progressed to early clinical development, and those that
demonstrate activity in rodent arthritis models are examined. These include both reversible and
irreversible kinase inhibitors, most of which target the BTK cysteine-481 residue. However, the
development of kinase inhibitors to treat AID has proved problematic both on efficacy and
selectivity. It is expected that more selective BTK inhibitors will prove to be more useful, and the
use of reversible inhibitors a better strategy in the treatment of AID. Ultimately, only human trials
will help us understand the risks and potential benefits of these new therapies.
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