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INTRODUCTION  

La médecine personnalisée ou médecine de précision est aujourd’hui un enjeu majeur en 

oncologie. Elle consiste à traiter chaque patient de façon individualisée en tenant compte des 

spécificités tumorales, biologiques ou environnementales du patient. Ces dernières décennies, des 

progrès importants ont été réalisés dans la compréhension et l’élucidation des processus 

impliqués dans l’oncogenèse. L’émergence de technologies innovantes (génomique, 

transcriptomique, protéomique, métabolomique…) permettant une caractérisation moléculaire 

des tumeurs ainsi que le développement de bases de données à grande échelle (notamment avec 

le séquençage complet du génome) ont permis d’approfondir ces connaissances. Parallèlement, se 

sont développés des outils informatiques puissants pour l’analyse des données générées, qualifiées 

de « big data » à l’aide de ces technologies haut-débit. Ainsi, l’amélioration des connaissances 

moléculaires tumorales découlant de toutes ces avancées a permis l’identification de cibles 

biologiques conduisant à l’élaboration de nouvelles thérapies moléculaires ciblées, parmi lesquels 

les inhibiteurs de kinases et les immunothérapies. Si l’utilisation des inhibiteurs de kinases est 

devenue courante ces dernières années, celle des inhibiteurs de « checkpoint » (points de contrôle) 

immunitaires est actuellement en plein essor. 

 

Ces deux familles de médicaments constituent une avancée majeure dans la prise en charge 

thérapeutique de divers cancers, en faisant preuve d’une efficacité notable tout en améliorant la 

qualité de vie des patients. Cependant, une variabilité interindividuelle de la réponse est observée 

chez les patients traités par ces molécules, résultant d’une résistance primaire ou d’un 

échappement au traitement. A cela s’ajoutent les effets indésirables qui peuvent s’avérer sévères 

dans certains cas, ainsi que le coût onéreux de ces thérapies. Dans ce contexte de médecine de 

précision, l’identification de biomarqueurs apparait donc primordiale afin de prédire l’efficacité 

ou les toxicités induites par le traitement. Les biomarqueurs sont des paramètres biologiques qui 

peuvent aider au dépistage précoce d’une pathologie, réaliser un diagnostic précis, établir un 

pronostic, choisir un traitement adapté, prédire l’efficacité ou la survenue de toxicités. Ces 

marqueurs peuvent également être utilisés pour étudier les effets pharmacodynamiques d’un 

médicament sur sa cible, ainsi que pour le suivi thérapeutique. 

 
L’approche kinomique est une technologie innovante de plus en plus utilisée dans la recherche de 

biomarqueurs réalisée à partir de tissu tumoral en oncologie. Le principe de la kinomique repose 
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sur la mesure de la phosphorylation de peptide-substrats de kinases afin d’en déduire l’activité de 

kinases. Etant donné que la recherche de biomarqueurs doit être simple, réalisable en routine et 

peu invasive pour le patient, l’utilisation du tissu tumoral comme matrice biologique est à ce jour 

l’un des facteurs limitant l’essor de l’approche kinomique en pratique clinique. Dans ce contexte, 

les cellules sanguines circulantes, et particulièrement les cellules mononucléées du sang 

périphérique (CMSP), représentent une matrice biologique d’intérêt pour se substituer au tissu 

tumoral. Le sunitinib (inhibiteur de tyrosine kinase à visée antiangiogénique) et le nivolumab 

(inhibiteur de checkpoint) ont permis de grandes avancées dans la prise en charge thérapeutique du 

cancer rénal métastatique et du cancer bronchique non-à petites cellules, respectivement. Par 

ailleurs, ces deux molécules présentent toutes les deux des propriétés immunomodulatrices. 

L’objectif de ce doctorat d’université a donc été d’évaluer l’intérêt de l’utilisation de CMSP 

comme matrice biologique pour la recherche de biomarqueurs pharmacodynamiques par 

approche kinomique chez des patients traités par sunitinib ou nivolumab. 

 

Ce manuscrit débutera par une analyse bibliographique. Un premier chapitre abordera les notions 

générales de l’oncogenèse avec l’implication de l’angiogenèse et de l’échappement au système 

immunitaire et des thérapies qui en découlent. Dans ce premier chapitre, sera également décliné 

l’intérêt de l’approche kinomique pour la recherche de biomarqueurs. Le second chapitre de 

l’analyse bibliographique présentera l’utilisation du sunitinib dans le carcinome rénal métastatique 

et celle du nivolumab dans le cancer bronchique non-à petites cellules. Leurs mécanismes 

d'action, leurs propriétés pharmacocinétiques et un état des lieux concernant la recherche de 

biomarqueurs pour ces deux molécules seront décrits. Après une présentation de la 

problématique, les résultats obtenus lors des différents travaux de cette thèse seront présentés. 

Enfin, une discussion générale présentera une analyse critique de ce travail pour dégager ses 

atouts et ses faiblesses ainsi que les perspectives. 
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CHAPITRE 1 : RECHERCHE DE BIOMARQUEURS 
PAR APPROCHE KINOMIQUE DANS LE CANCER 

1 Protéines kinases et oncogenèse 

1.1 Kinome 

A l’instar du génome qui regroupe l'ensemble du matériel génétique d'un individu, le kinome 

représente l’ensemble des protéines kinases, enzymes capables de phosphoryler divers substrats.  

L’étude du kinome peut être envisagée soit sous l’angle de la protéomique (expression des 

protéines), soit sous l’angle de leur fonctionnalité. Nous nous placerons dans ce dernier contexte 

dans le cadre de cette thèse. 

 

La famille des protéines kinases est l'une des plus larges familles de protéines humaines. Le 

phénomène de phosphorylation est un mécanisme bien décrit qui a suscité de nombreux travaux 

de recherche. En effet, la notion de « phosphoprotéines » existe depuis plus d’un siècle. Elles 

étaient alors considérées comme des transporteurs de nutriments.  Lors des études sur la 

glycogène phosphorylase réalisées au cours des années 50 par Krebs et Fischer, les 

phosphoprotéines ont été identifiées comme étant des médiateurs impliqués dans la régulation 

des fonctions cellulaires. Ces travaux permettant l’isolement de la première protéine kinase,  la 

phosphorylase kinase PHK, ont été récompensés par le prix Nobel de physiologie et de médecine 

en 1992 1. Par ailleurs, Burnett et Kennedy ont décrit pour la première fois l’activité de 

phosphorylation en 1954 2. Un an plus tard, les travaux de Wosilait et Sutherland’s ont démontré 

que l’activité de la glycogène phosphorylase est régulée grâce à l’ajout ou la perte d’un groupe 

phosphate. Cette découverte suggère alors que l’activité des enzymes peut être modulée via le 

mécanisme réversible de phosphorylation 3. Par la suite, les recherches sur le mécanisme de 

phosphorylation se sont multipliées, révélant l’importance de ce phénomène. 

 

Les protéines kinases sont des phosphotransférases qui catalysent les réactions de 

phosphorylation par un transfert d'un groupement phosphate d'une molécule d'ATP sur une 

protéine substrat possédant un groupement hydroxyle libre sur un résidu tyrosine (Tyr), sérine 
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(Ser) ou thréonine (Thr) 4 (Figure 1). Ces substrats peuvent être des récepteurs, des protéines de 

la signalisation, des canaux ioniques, des facteurs de transcription, et plus rarement des lipides, 

des sucres ou des nucléotides 4. Cette phosphorylation modifie la conformation, parfois la 

stabilité du substrat cible et par conséquent ses interactions et sa réactivité potentielle. Ce 

phénomène est transitoire et réversible grâce à l'intervention de phosphatases, modulant ainsi 

l'activité des substrats. La transduction du signal découle de ce phénomène de 

phosphorylation/déphosphorylation (Figure 2). 

 

 
Figure 1 : Schéma illustrant l’activité d’une tyrosine kinase. 
ADP : adénosine diphosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; Tyr : résidu tyrosine. 

  

Les protéines kinases sont impliquées via ce phénomène de phosphorylation/déphosphorylation, 

dans la plupart des voies de signalisation, qui régulent les processus physiologiques cellulaires 5 

tels que le métabolisme, la transcription, la croissance, la différenciation, la mobilité cellulaire et 

l'apoptose 6. Elles jouent également un rôle majeur dans la communication intercellulaire pendant 

le développement, les réponses physiologiques et l’homéostasie, ou encore dans le 

fonctionnement des systèmes nerveux et immunitaire 7. Par conséquent, des mutations ou 

dérégulations de ces kinases contribuent au développement de nombreuses pathologies, 

notamment des cancers 8,9. 

 
Figure 2 : Phénomène de phosphorylation/déphosphorylation dans la transduction du signal, adapté 
depuis 4. 
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Le séquençage du génome associé aux recherches de Hank et Hunter 10 et de Manning et al. ont 

permis d’identifier 518 gènes codant des kinases. Ces différents gènes représentent près de 1,7 % 

du génome humain 7. Ce nombre, particulièrement important, souligne la place centrale de cette 

famille. De plus, il est estimé que plus de 75 % du protéome humain est phosphorylé par ces 

enzymes, faisant de la phosphorylation un des processus post-traductionnel les plus importants 11. 

1.2 Classification des protéines kinases 

Les protéines kinases peuvent être classées de différentes manières. La plus ancienne, décrite en 

1995 par Hanks et Hunter 10, repose sur l’homologie ou le degré de similitude du domaine à 

activité kinase. Deux superfamilles ont été ainsi identifiées. Les protéines kinases eucaryotiques 

(ePK), codées par 478 gènes, présentent une similitude de leur domaine catalytique. Néanmoins, 

l’identification de légères variations au sein de ce dernier a permis de déterminer 9 groupes 

phylogénétiques au sein de cette superfamille (Figure 3). La seconde superfamille est celle des 

protéines kinases atypiques (aPK), codées par 40 gènes. Ces dernières ont un domaine kinase 

différent de celui des ePK mais possèdent tout de même une activité enzymatique 7. 

 

La seconde méthode de classification s’appuie sur la nature du résidu phosphorylé. Ainsi deux 

grandes familles de kinases sont distinguées : les sérine/thréonine kinases (STK) et les tyrosine 

kinases (TK). Il existe également des enzymes, plus rares, qui ont la capacité de phosphoryler 

aussi bien les résidus Tyr que les résidus Ser ou Thr, la plus connue étant la protéine MEK 12. 

Les STK représentent la majorité des protéines kinases (~80 %) parmi lesquelles sont retrouvées 

les protéines kinases A, C et G (PKA, PKC, PKG), les protéines kinases Ca2+/calmoduline-

dépendantes (CAMK), les MAP kinases (MAPK : Mitogen-activated protein kinases) et GSK3 

(Glycogen synthase kinase 3) 13. Les TK, quant à elles, sont subdivisées en deux groupes : les 

protéines cytoplasmiques incluant entre autres Src (kinase isolée depuis le viurs Rous Sarcoma), 

ABL (Abelson kinase) et JAK (Janus kinase) et les récepteurs transmembranaires (RTK) tels que 

VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor), PDGFR (platelet derived growth factor receptor) et 

EGFR (epidermal growth factor receptor). 
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des 491 domaines ePK codés par 478 gènes, répartis en 9 groupes, d’après 
7.  
Le groupe « autres » est représenté par les branches les plus claires. CMGC : Contenant les kinases CDK, MAPK, GSK3, CLK ; 
CAMK : Calcium/calmodulin-dependent protein kinase ; AGC : Contenant les familles PKA, PKG, PKC ; CK1 : Casein kinase 1 ; 
STE : Homologs of yeast Sterile 7, 11 and 20 kinases ; TKL : Tyrosine kinase-like ; TK : Tyrosine kinase ; RGC : Receptor 
Guanylate Cyclase. 

1.3 Protéines kinases et transduction du signal 

Les RTK sont formés par un domaine extracellulaire où se fixe le ligand, un segment 

transmembranaire, un domaine kinase intracellulaire composé d'une boucle N-terminale où se 

fixe l'ATP, et d'une boucle d'activation C-terminale dotée d'une activité phospho-transférase et 

un domaine de régulation allostérique qui module l’activité catalytique 14. En absence de ligand, la 
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boucle d’activation empêche l’ATP de se fixer sur la boucle N-terminale et inhibe par conséquent 

l’activité catalytique (Figure 4).  

 
Figure 4 : Structure et activation d'un RTK, d’après 15.  
Gauche : en l’absence de stimulation, le récepteur est dans une conformation qui empêche l’activité kinase.  
Droite : en présence de ligand, le complexe ligand-récepteur se dimèrise. La conformation du récepteur devient active, permettant ainsi 
l’autophosphorylation du domaine kinase. Bleu : conformation de la boucle d’activité empêchant la fixation du substrat. Vert : 
conformation permettant la fixation du substrat. Les régions juxtamembranaire (orange) et C-terminale (rouge) participent à la 
conformation du lobe N et à l’accès du substrat. 

 

A l'état physiologique, la fixation d'un ligand au domaine extracellulaire des RTK résulte en la 

dimérisation du récepteur. Ceci entraîne un changement de conformation du récepteur induisant 

l’activation des domaines kinases et engendre une trans-autophosphorylation de résidus tyrosine 

des domaines intracytoplasmiques des récepteurs. Les tyrosines phosphorylées sur ces récepteurs 

vont ensuite recruter des protéines intermédiaires de la signalisation, via la liaison à des domaines 

SH2 (Src Homology 2) ou des domaines de liaison phosphotyrosine PTB (phosphotyrosine binding 

domains). Cette fixation est suivie d’une activation par phosphorylation. Parmi ces protéines sont 

retrouvées en grand nombre des kinases cytoplasmiques qui vont à leur tour activer d'autres 

protéines par phosphorylation. Ainsi, une cascade de signalisation intracellulaire est mise en place 

(Figure 5) 15,16. 
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Figure 5 : Schématisation de la transduction du signal depuis l’extérieur de la cellule jusqu’au noyau 
intracellulaire. 

1.4 Rôle des protéines kinases dans le développement 

tumoral 

1.4.1 Mécanisme moléculaire d’oncogenèse 

La progression tumorale implique de nombreux mécanismes qui font suite à l'accumulation 

d'altérations de gènes impliqués dans le contrôle de la prolifération cellulaire, de l'apoptose et du 

maintien de l'intégrité génétique. Trois types de gènes contribuent au développement d'une 

tumeur. 

 
Les proto-oncogènes sont des gènes dominants 17 qui acquièrent un pouvoir transformant suite 

à des modifications quantitatives ou qualitatives pour devenir des oncogènes 18. A l’état normal, 

les proto-oncogènes codent pour des protéines impliquées dans divers mécanismes 

physiologiques de la cellule, tels que la croissance, la prolifération, la différenciation, la sénescence 

ou la mort. Leur activation en oncogène, à la suite d'une délétion ou mutation ponctuelle, 

d'amplification génique ou d'une translocation chromosomique, génère en permanence des 

oncoprotéines activatrices du cycle cellulaire aboutissant à une croissance et une différenciation 

cellulaire incontrôlées 17. Ces oncoprotéines peuvent être des facteurs de croissance, des RTK, 

des protéines kinases cytosoliques, des protéines membranaires liant le GTP ou encore des 

protéines à activité nucléaire.  

Les gènes suppresseurs de tumeur sont des gènes récessifs 17 qui codent pour des protéines 

onco-suppressives (comme la protéine p53 ou Rb) qui régulent négativement le cycle cellulaire et 

induisent l'apoptose. Toute inactivation d'un de ces gènes entraîne une perte de fonction onco-

suppressive et favorise par conséquent la prolifération cellulaire et le développement tumoral 17.  

1- Activation du récepteur

2- Transduction
Phosphorylation par kinases

3- Réponse cellulaire
Croissance, multiplication, 
angiogenèse…

Ligand

Signal (kinases)

Noyau Expression 
de gènes
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Enfin, les gènes de réparation de l’ADN interviennent indirectement dans le processus 

d’oncogenèse, mais ne seront pas détaillés dans ce manuscrit. 

 

Le développement d'une tumeur est donc dépendant de l'instabilité génétique qui favorise 

l'émergence d'altérations moléculaires, pouvant procurer aux cellules un avantage sélectif en 

termes de survie, de prolifération et de dissémination métastatique. Hanahan et Weinberg ont 

répertorié l'ensemble des processus responsables du phénotype tumoral sous le nom de 

"Hallmarks of cancer" (Figure 6). Ils incluent l'acquisition de capacités anormales de division et une 

indépendance vis-à-vis des signaux inhibiteurs de prolifération, un échappement au processus de 

vieillissement cellulaire, à l'apoptose et à la réponse immunitaire, une capacité à induire la 

formation de nouveaux vaisseaux spécifiques à la tumeur (néoangiogenèse) et des capacités 

d'invasion et de dissémination à distance (métastases) 19,20. Ces mécanismes vont être accomplis à 

la faveur d'altérations au niveau des cascades de signalisation intracellulaire. Les protéines kinases, 

étant des régulateurs majeurs de ces voies, jouent par conséquent un rôle clé dans le processus 

d'oncogenèse.  

 

Par ailleurs, il est important de souligner que parmi les gènes identifiés comme étant impliqués 

dans le cancer, les gènes de kinases sont fréquemment retrouvés (27 sur 291 gènes du cancer) 21. 
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Figure 6 : Caractéristiques des cellules tumorales responsables du phénotype tumoral, d'après Hanahan et 
Weinberg 20. 
 

1.4.2 Protéines kinases et cancer 

Les kinases sont des régulateurs importants des voies de signalisation intracellulaire impliquées 

dans de nombreuses fonctions physiologiques indispensables à la cellule. En temps normal, leur 

activité est très contrôlée et régulée par des mécanismes d’autocontrôle assurant l’inhibition des 

domaines catalytiques. Toute dérégulation de l’activité kinase engendre donc une perturbation de 

la signalisation à l’origine du développement tumoral 22. 

Plusieurs mécanismes peuvent être responsables de la dérégulation de l’activité kinase 15,23. Les 

altérations génétiques peuvent avoir pour conséquence de modifier et altérer la structure de la 

protéine. Ainsi des translocations chromosomiques peuvent générer des protéines de fusion 

oncogéniques ayant une activité TK, comme c’est le cas dans la leucémie myéloïde chronique qui 

porte la translocation t(9 ;22) conduisant au gène de fusion Bcr/Abl, qui code une protéine 

cytosolique à activité kinase (Bcr/Abelson) 24. 

Des mutations de type gain de fonction, telles que des délétions, des insertions ou des mutations 

ponctuelles peuvent perturber l’autorégulation des kinases. Par exemple, dans la leucémie 

myéloïde aigüe, la mutation du récepteur Fms-like tyrosine kinase (FLT3) entraîne une activation 
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constitutive du RTK même en l’absence de ligand 25. Dans le mélanome, la mutation du gène 

BRAF, retrouvée dans plus de 60 % des cas 26, résulte en une activation constitutive de la STK. 

Le 3ème mécanisme de dérégulation des kinases est la surexpression de protéines liée à une 

amplification génique, avec pour exemple le cancer du sein qui surexprime le récepteur HER2. 

Enfin, une augmentation de l’activité des kinases peut être le résultat d’une perte de fonction 

d’une protéine inhibitrice telle que la tyrosine phosphatase, PTEN (Phosphatase and TENsin 

homolog), dans de nombreuses tumeurs solides 27. 

 

1.5 Microenvironnement tumoral et angiogenèse tumorale 

Les cellules tumorales se localisent au sein d’un microenvironnement appelé « stroma tumoral ». 

Ce dernier est composé de la matrice extracellulaire et d'une composante cellulaire comprenant 

des fibroblastes associés à la tumeur, des cellules inflammatoires (macrophages, neutrophiles), des 

lymphocytes, des cellules dérivées de la moelle osseuse, des précurseurs angiogéniques (cellules 

endothéliales et péricytes).  

Pour pouvoir croître au-delà d'un certain volume (>1-2 mm3), une tumeur a besoin de 

développer son propre réseau vasculaire à partir de vaisseaux préexistants. Ce processus est 

appelé l'angiogenèse. Cette dernière va permettre d’augmenter l’apport des nutriments et de 

l'oxygène nécessaires à la survie et la croissance des cellules tumorales, ainsi que l'élimination du 

dioxyde de carbone et autres déchets résultant du catabolisme tumoral. Ce processus est régulé 

par un équilibre entre des facteurs pro- et antiangiogéniques. Lorsque la tumeur dépasse une taille 

critique, les cellules tumorales se retrouvent en hypoxie ce qui va induire l’activation du facteur de 

transcription HIF. Ceci a pour conséquence de stimuler la sécrétion de molécules pro-

angiogéniques (VEGF ; Platelet Derived Growth Factor : PDGF, etc) et de rompre l'équilibre, 

entrainant dès lors le "switch angiogénique" à l'origine de l'angiogenèse 28,29. 

La néo-angiogenèse est un processus complexe qui comporte deux étapes : une phase 

d'activation aboutissant à la formation d'un nouveau vaisseau et une phase de maturation qui 

stabilise le vaisseau néo-formé. 

Le VEGF est un facteur pro-angiogénique qui possède un rôle clé dans la formation et le 

développement de nouveaux vaisseaux 28. La famille du VEGF rassemble plusieurs ligands : 

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et PlGF (Placental Growth Factor). Ces ligands 

possèdent une affinité plus ou moins importante pour les trois récepteurs au VEGF (VEGFR) : 

le VEGFR-1, le VEGFR-2 et le VEGFR-3 30 (Figure 7). Ces récepteurs membranaires ont une 
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activité tyrosine kinase et ont un niveau d'expression variable selon les tissus. Les types 1 et 2 

sont exprimés par les cellules endothéliales vasculaires et par diverses cellules hématopoïétiques 

(monocytes, macrophages et lymphocytes) et le VEGFR-3 principalement sur les cellules 

endothéliales lymphatiques. Le VEGFR-1 et le VEGFR-2 sont impliqués dans l’angiogenèse, le 

VEGFR-3 intervient dans la lymphangiogenèse, le tout contribuant à la croissance tumorale, 

l'invasion et la dissémination métastatique 30–33. 

 

 
Figure 7 : Les récepteurs au VEGF et leurs ligands. Adapté d'après Lee M. Ellis & Daniel J. Hicklin 34.  
PlGF : placenta growth factor ; VEGF : vascular endothelial growth factor ; VEGFR : vascular endothelial growth 
factor receptor 
 

Le VEGF-A se lie spécifiquement aux récepteurs de type 1 et 2 avec une affinité beaucoup plus 

importante pour le VEGFR-1 31. L'activation du VEGFR-2 est responsable d'une vasodilatation, 

d'une augmentation de la perméabilité vasculaire, et permet la migration, la prolifération et la 

survie des cellules endothéliales. Les principales voies de signalisation impliquées dans cette 

régulation sont PI3K/Akt, p38 MAPK, PLCγ/PKC, Ras/MEK/ERK (Figure 8). 

 

Vasculogenèse
Angiogenèse

Lymphangiogenèse
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Figure 8 : Voies de signalisation du VEGFR. D'après Rivera S 35. 
ERK : extracellular signal-regulated kinases ; MAPK : Mitogen-activated protein kinases ; MEK : Mitogen-activated 
protein kinase kinase ; mTOR : mammalian target of rapamycin ; p38 : p38 mitogen-activated protein kinases ; PI3K : 
phosphoinositide 3-kinase ; VEGFR : vascular endothelial growth factor receptor 
 

Le PDGF joue également un rôle dans l'angiogenèse puisqu'il est impliqué dans la phase de 

maturation en favorisant le recrutement de cellules (péricytes et cellules musculaires lisses) qui 

vont aider à la stabilisation des nouveaux vaisseaux 36. 

1.6 Échappement au système immunitaire 

Selon le concept de l’immunosurveillance, les cellules du système immunitaire sont capables de 

reconnaître et de détruire les cellules malignes à l’origine des cancers. Les tumeurs qui se 

développent ont donc réussi à échapper au système de surveillance et éviter ainsi leur élimination 

par les cellules immunitaires 20. 

1.6.1 Immunosurveillance et immunoediting 

1.6.1.1 Concept d’immunosurveillance 

Dès le début du XXe siècle, le concept d’immunosurveillance a été évoqué. Il découle de 

différentes observations, dont celles de William Coley qui décrivent une association entre des 

rémissions de sarcomes et la survenue d’une surinfection à streptocoques responsable d’érysipèle 
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37. L’hypothèse était que la réponse inflammatoire induite par l’infection pouvait également 

exercer un effet anti-tumoral.  

Des arguments expérimentaux ont permis d’appuyer cette théorie, avec notamment l’utilisation 

de modèles de souris déficientes pour différents effecteurs de l’immunité qui ont plus de risques 

de développer des tumeurs spontanées ou induites 38,39. Par ailleurs, il a été montré que les 

patients immunodéprimés ont un risque relatif de développement tumoral supérieur 40. En effet, 

chez les patients ayant un déficit immunitaire primitif (syndrome de Wiskott Aldrich 41 ou 

trisomie 21 42 par exemple) ou secondaire (traitement immunosuppresseur, syndrome de 

l’immunodéficience acquise 43 par exemple) une augmentation de la fréquence de l’apparition de 

certaines tumeurs a été décrite. La découverte d’antigènes tumoraux est venue confirmer 

l’hypothèse de l’immunosurveillance. Ainsi, l’expression de ces antigènes associés aux tumeurs 

(TAA, en anglais tumor-associated antigen) permet au système immunitaire de distinguer les cellules 

tumorales de celles du « soi » 44. Enfin, la présence d’infiltrats immunitaires dans le 

microenvironnement tumoral a été rapportée dans différents cancers. De nombreux types 

cellulaires y sont retrouvés : mastocytes, macrophages, les cellules dendritiques (DC) lymphocytes 

T (LT) incluant les LT helpers (Th1, Th2 et Th17), les lymphocytes T régulateurs (Treg), les LT 

cytotoxiques (CTL) CD8+ et les lymphocytes B. L’étude de la relation entre l’infiltrat tumoral et 

le pronostic clinique a permis de mettre en évidence qu’une présence importante de CTL ou de 

cellules Th1 était de bon pronostic 45. Cette association constitue une preuve supplémentaire de 

l’immunosurveillance. 

1.6.1.2 Echappement immunitaire ou « immunoediting » 

Des tumeurs sont également susceptibles de se développer chez des individus 

immunocompétents, ce qui laisse supposer que l’échappement au système immunitaire est un 

processus essentiel permettant l’émergence de tumeurs (Hallmarks of K 2011). Ceci suggère que 

des modifications survenant au cours du développement tumoral permettent aux cellules 

cancéreuses d’échapper à leur destruction. Il en découle le concept d’ « immunoediting » 46,47 liant 

l’immunosurveillance à l’échappement tumoral selon 3 phases 48 (Figure 9). 
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Figure 9 : Les 3 phases de l’immunoediting tumoral, d’après 49 
CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated antigen 4 ; DC : Dendritic Cells ; IDO : Indoleamine 2,3-
DiOxygénase ; IFN : Interféron ; IL : Interleukine ; MDSC : Myeloid-derived suppressor cells ; MHC : Major 
Histocompability Complex, MФ : Macrophages ; NK : Natural killer cells ; PD-1 ; Programmed Death-1 ; TGF : 
Transforming Growth Factor ; Treg : lymphocytes T régulateur. 

 

L’élimination est la phase retrouvée dans la théorie de l’immunosurveillance : les cellules en 

transformation sont reconnues et éliminées par le système immunitaire inné et adaptatif. La phase 

d’équilibre durant laquelle le système immunitaire, par pression de sélection positive, favorise 

l’émergence de variants de cellules tumorales capables d’éviter ou de résister à la réponse 

immunitaire. Ce long processus conduit à la phase d’échappement, où le système immunitaire 

ne peut plus contrôler la croissance de ces variants « immuno-résistants » et des lésions 

cancéreuses sont cliniquement détectables. Différents mécanismes permettent cet échappement 46 
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: la perte d’expression du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 50, la sécrétion de 

molécules immunosuppressives (Transforming growth factor TGF-β, interleukine (IL)-10, IL-6, 

indoleamine 2,3-DiOxygénase IDO) et le recrutement de cellules immunosuppressives dans le 

microenvironnement tumoral (lymphocytes Treg ou Th17, myeloid derived suppressor cell MDSC) 51. 

Ces cellules immunosuppressives sont capables d’inhiber l’action cytotoxique des lymphocytes T 

ou d’avoir un effet pro-tumoral direct en produisant des facteurs de croissances tumoraux ou 

pro-angiogéniques. Enfin, la tumeur est capable d’induire une tolérance immunitaire en rendant 

les lymphocytes anergiques ou non fonctionnels, par le biais d’expression de molécules de co-

stimulation inhibitrices à leur surface (CTLA4 et PD1). 

1.6.2 Points de contrôle et régulation du système 

immunitaire 

1.6.2.1 La réponse immunitaire antitumorale 

Chen et al. ont décrit la réponse immunitaire anti-tumorale sous le terme de « cycle cancer-

immunité » 52. Elle se déroule en 7 étapes distinctes (Figure 10) :  

1) Libération de néo-antigènes tumoraux suite à la mort de cellules tumorales.  

2) Capture et dégradation de ces antigènes par des cellules dendritiques (DC), puis présentation 

par les molécules du CMH.  

3) Migration des DC depuis les tissus périphériques vers les organes lymphoïdes secondaires où 

elles vont l’amorcer (priming) et activer les LT naïfs en LT effecteurs CD8 en leur présentant 

l’antigène 

4) Migration des LT CD8 vers la tumeur 

5) Infiltration de la tumeur par les LT CD8  

6) Reconnaissance des cellules tumorales via le complexe néo-antigène / CMH I présent à leur 

surface par le récepteur des lymphocytes (TCR).  

7) Activation des LT effecteurs en LT cytotoxiques (CTL) capables de lyser la cellule tumorale.  

 

Toutes ces étapes sont régulées par des co-récepteurs activateurs et inhibiteurs afin d’assurer un 

contrôle de la réponse immunitaire. Chacune de ces étapes est régulée par une balance entre 

molécules activatrices et inhibitrices, dont les points de contrôle immunitaire ou « immune 

checkpoints » font partie. Parmi les récepteurs inhibiteurs impliqués, sont retrouvés le cytotoxic T 

lymphocyte antigen (CTLA-4) et le programmed cell death-1 (PD-1). Ainsi, le CTLA-4 empêche 
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l’activation des lymphocytes au niveau des organes lymphoïdes, tandis que PD-1 prévient 

l’activation lymphocytaire en périphérie et au niveau tumoral 53. 

 
Figure 10 : Cycle cancer-immunité, d’après 52 
CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte antigen ; PD-1 : programmed death-1 ; PD-L1 : programmed death ligand-1 

1.6.2.2 Le récepteur PD-1 et tolérance immunitaire 

Le PD-1 est un récepteur transmembranaire exprimé sur un grand nombre de cellules 

immunitaires : lymphocytes T (CD4 et CD8) ainsi que les lymphocytes Treg, lymphocytes B, les 

monocytes activés, les DC et les cellules NK 54–56. Les lymphocytes T naïfs périphériques 

expriment peu le PD-1 à leur surface. Son expression au niveau périphérique est normalement 

transitoire et peut être induite par l’activation des lymphocytes T, par la présence de cytokines 

(IL-2, IL-7) ou en cas d’exposition prolongée à un antigène. De manière physiologique, ceci 

permet de contrôler l’amplitude ainsi que la durée de la réponse immunitaire afin de limiter son 

retentissement sur les tissus sains, notamment lors d’infections 55,57. Les tumeurs détournent ces 

immune checkpoints pour échapper au système immunitaire.  

Le PD-1 possède 2 ligands : PD-L1 (ou B7.H1 ou CD274) et PD-L2 (ou B7-DC ou CD273). Ces 

ligands appartiennent à la famille des protéines transmembranaires B7. PD-L1 est rarement 



 

retrouvé dans les tissus sains mais 

des cancers 58) et immunitaires 

ou infiltrant la tumeur (TIL Lymphocytes infiltrant la tumeur) 

de nombreuses cytokines inflamma

l’activation de voies oncogéniques

expression est de mauvais pronostic dans plusieurs cancers.

L’expression de PD-L2 est 

macrophages et les DC, interviendrait notamment dans la tolérance au niveau pulmonaire

il est peu exprimé au niveau tumoral

 
L’interaction du PD-1 avec PD

phosphatases SHP-1 62 et SHP

un blocage de la cascade de PI3K/Akt 

lymphocytaires tels que la migration, 

résulte une anergie et une apoptose des 

Figure 11 : Mécanisme d’action de l’axe PD
depuis 67.  
MHC : major histocompatibility complex; 
SHP2 : Src homology domain containing tyrosine phosphatase 2

1.7 Stratégies thérapeutiques 

La compréhension des mécanismes d’oncogenèse a permis d’identifier des altérations 

moléculaires clés nécessaires au développement d’une tumeur, qui 

potentielles pour la mise au point de molécules 

donc dirigées contre des protéines

d’une cellule. (Figure 12).  
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dans les tissus sains mais exprimé sur de nombreuses cellules tumoral

 pouvant être présentes au niveau du microenvironnement tumoral 

la tumeur (TIL Lymphocytes infiltrant la tumeur) 59,60. Le PD-L1 peut être induit par 

cytokines inflammatoires (TNFα, IFNγ, VEGF, IL-10) ou de façon innée

l’activation de voies oncogéniques telles que la voie PI3K/Akt par délétion de PTEN

pression est de mauvais pronostic dans plusieurs cancers. 

L2 est plus restreinte. Ce dernier, retrouvé principalement 

interviendrait notamment dans la tolérance au niveau pulmonaire

mé au niveau tumoral  

avec PD-L1 est responsable de la transduction d’un signal inhibiteur 

et SHP-2 (Src homology domain containing tyrosine phosphatase

PI3K/Akt en aval du TCR qui conduit à l’arrêt de mécanismes 

migration, la prolifération ou l’activation de lymphocytes

apoptose des LT 66 (Figure 11). 

Mécanisme d’action de l’axe PD-1 / PD-L1 dans la résistance immunitaire adaptative. 

: major histocompatibility complex; PD-1 : Programmed Death-1 ; PD-L1/PD-L2 : Programmed Death Ligand 1/2
: Src homology domain containing tyrosine phosphatase 2 ; TCR : T cell receptor 

Stratégies thérapeutiques en oncologie 

La compréhension des mécanismes d’oncogenèse a permis d’identifier des altérations 

moléculaires clés nécessaires au développement d’une tumeur, qui constituent autant de cibles 

potentielles pour la mise au point de molécules thérapeutiques. Ces thérapies d

protéines impliquées dans le processus de transformation néoplasique 

cellules tumorales (dans 20 à 50 % 

être présentes au niveau du microenvironnement tumoral 

L1 peut être induit par 

de façon innée grâce à 

Akt par délétion de PTEN 61. Sa forte 

retrouvé principalement sur les 

interviendrait notamment dans la tolérance au niveau pulmonaire. Enfin, 

est responsable de la transduction d’un signal inhibiteur via les 

Src homology domain containing tyrosine phosphatase) 63. Il en résulte 

conduit à l’arrêt de mécanismes 

lymphocytes 64,65. Il en 

 
L1 dans la résistance immunitaire adaptative. Adapté 

: Programmed Death Ligand 1/2 ; 

La compréhension des mécanismes d’oncogenèse a permis d’identifier des altérations 

constituent autant de cibles 

thérapeutiques. Ces thérapies dites « ciblées » sont 

dans le processus de transformation néoplasique 
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Figure 12 : Exemples de thérapies ciblées utilisées en cancérologie. D’après 20.  
BH3 : BCL-2 Homology 3; CDK : Cyclin-dependent kinases; CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated antigen 4 ; EGFR : 
epidermal growth factor receptor ; HGF : Hepatocyte growth factor; PARP : poly(ADP-ribose) polymerase ; PD-1 : Programmed 
Death-1 ; VEGF : vascular endothelial growth factor 

1.7.1 Thérapies ciblant les protéines kinases 

1.7.1.1 Addiction oncogénique 

Weinstein et Joe ont introduit le concept d'addiction oncogénique selon lequel les cellules 

tumorales sont dépendantes des modifications apportées par des oncogènes pour pouvoir 

maintenir leur phénotype tumoral 68. La mise en évidence de ce phénomène ainsi que la meilleure 

connaissance des voies moléculaires impliquées dans l'oncogenèse a permis le développement de 

thérapies ciblées, qui ont révolutionné la prise en charge de nombreux cancers. 

1.7.1.2 Anticorps monoclonaux 

Les anticorps monoclonaux sont des macromolécules de haut poids moléculaire. Ils inhibent de 

manière compétitive l’interaction ligand/récepteur par encombrement stérique en se fixant avec 

une grande spécificité au ligand ou au récepteur. Leur action est donc uniquement extracellulaire 

et ils présentent un intérêt majeur en cas de surexpression du ligand ou du récepteur sauvage. 

Pour exemple, le bevacizumab (Avastin®) qui cible le VEGF est indiqué en monothérapie dans le 

traitement du cancer métastatique du colon ou du rectum, en association dans le traitement du 

cancer du sein métastatique, du cancer bronchique non à petites cellules (CBNPC), du cancer du 
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rein avancé et/ou métastatique et du cancer épithélial de l’ovaire. Le ramucirumab (Cyramza®) est 

aussi un anticorps monoclonal anti-VEGF qui est utilisé dans le cancer gastrique ou de la 

jonction œsogastrique. Le trastuzumab (Herceptin®) qui cible les tumeurs surexprimant le 

récepteur HER2 est utilisé dans certains cancers du sein (métastatique ou précoce) et du cancer 

gastrique métastatique 69. Le cetuximab (Erbitux®) et le panitumumab (Vectibix®), deux anti-

EGFR, sont indiqués en l’absence de mutation de Ras dans le cancer colorectal. Les principaux 

inconvénients des anticorps monoclonaux sont liés à l’immunogénicité qu’ils peuvent induire et à 

leur modalité d’administration par voie injectable. 

1.7.1.3 Les inhibiteurs de protéines à activité kinase 

Les inhibiteurs de protéines kinase, telles que le sunitinib, le sorafenib ou le pazopanib, sont de 

petites molécules capables de franchir facilement la membrane cytoplasmique. Au niveau du site 

actif des kinases ils se fixent dans la poche à ATP entrant ainsi en compétition avec l'ATP 

nécessaire à la réaction de phosphorylation. Ils inhibent de cette manière l’activation de la 

protéine kinase et par conséquent la transduction du signal intracellulaire qui en découle. 

Malgré leur dénomination de « thérapies ciblées », ces mimétiques de l’ATP sont relativement peu 

spécifiques en raison de la similarité de structure des sites catalytiques des diverses kinases 7, 

directement lié à la filiation phylogénétique des kinases 7. Ils agissent donc sur différentes kinases 

avec une affinité plus ou moins forte, définissant un spectre d’activité propre à chaque inhibiteur 
70 (Figure 13). Ce manque de spécificité présente l’avantage de pouvoir les utiliser en 

monothérapie mais l’inconvénient d’être responsable de nombreuses toxicités. La sévérité des 

effets secondaires reste tout de même moindre que celle induite par les chimiothérapies 

classiques. 

L’imatinib (Glivec®) est le pionnier des inhibiteurs de kinases en ciblant la protéine TK Brc-Abl 

dans les leucémies myéloïdes chroniques. 
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Figure 13 : Profils d’affinité de différents inhibiteurs de tyrosine kinases pour le kinome, d’après 70.  
Le diamètre des cercles rouges est indirectement corrélé à l’affinité avec laquelle l’inhibiteur de tyrosine kinase se lie à la protéine kinase ; le 
cluster dans la partie en haut à gauche correspond à la famille des tyrosines kinases.  

1.7.2 Les immunothérapies 

Les progrès de la connaissance des mécanismes de l’immunité antitumorale ont permis de 

développer différentes stratégies d’immunothérapie. Il existe ainsi des immunothérapies passives 

et actives. 

� Immunothérapies passives 

Ces thérapies reposent sur l’apport d’effecteurs cytotoxiques via l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux dirigés contre les antigènes tumoraux, comme le rituximab (Mabthera®) qui est un 

anti-CD20 utilisé dans les lymphomes non-Hodgkiniens. L’immunothérapie adoptive consiste à 

administrer directement des cellules immunitaires au patient, telles que des LT, des NK, des 

CARs (Chimeric Antigen Receptor) qui sont les LT avec un récepteur antigénique chimérique. 

� Immunothérapies actives 

L’immunothérapie active consiste à induire une réponse immunitaire chez le patient. Pour ce, les 

vaccins anti-tumoraux sont constitués de peptides dérivés d’antigènes tumoraux liés à des cellules 

présentatrices d’antigènes ou des exosomes. L’objectif de cette vaccination est d’induire une 

réponse lymphocytaire spécifique de la tumeur, avec la potentielle mise en place d’une mémoire 

immunologique. Cependant ces vaccins thérapeutiques sont encore du domaine de la recherche, 

nécessitent de disposer d’antigènes spécifiques de tumeurs et requièrent souvent une technologie 

complexe pour individualiser le traitement. Par ailleurs, les anticorps monoclonaux inhibiteurs des 

immune checkpoints ont permis de grandes avancées dans la prise en charge de certains cancers tels 

que le mélanome et le carcinome urothélial, en rétablissant les capacités fonctionnelles des LT 

Sorafenib Sunitinib Imatinib Dasatinib
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anergiques. Différents anticorps monoclonaux sont actuellement commercialisés : les inhibiteurs 

du CTLA-4 avec l’ipilimumab (Yervoy®), les inhibiteurs du PD-1 tels que le nivolumab 

(Opdivo®) et le pembrolizumab (Keytruda®) ou de son ligand PD-L1 avec l’atezolizumab 

(Tecentriq®). 

1.7.3 Problématiques des thérapies ciblées 

Les inhibiteurs de kinases ainsi que plus récemment l’immunothérapie ont fait preuve d’une 

grande efficacité clinique, révolutionnant la prise en charge thérapeutique de certains cancers. La 

qualité de vie des patients a été considérablement améliorée par l’utilisation de ces thérapies. En 

effet, les inhibiteurs de kinases s’administrent quotidiennement par voie orale, permettant un 

traitement ambulatoire. Par ailleurs, l’administration d’immunothérapie est réalisée toutes les 2 ou 

3 semaines en hôpital de jour. Ces thérapies agissent de façon spécifique sur des cibles 

moléculaires et présentent par conséquent moins d'effets indésirables que les chimiothérapies 

conventionnelles.  

Bien que réduites, ces toxicités ne sont pas négligeables et peuvent être responsables d’une 

diminution voire d’un arrêt transitoire ou définitif du traitement. Par ailleurs, des décès liés à ces 

toxicités ont déjà été rapportés avec les immunothérapies. Enfin, des phénomènes de résistances 

primaires ou secondaires au traitement ont été observés chez certains patients.  

Les toxicités ainsi que les résistances, associées au coût très élevé de ces thérapies ciblées, 

soulèvent la question de la sélection des patients les plus à même de bénéficier de ces traitements. 

Dans ce contexte, l’identification de biomarqueurs pourrait aider à l’optimisation de la prise en 

charge thérapeutique des patients traités par thérapies ciblées.  
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2 Identification de biomarqueurs et approche kinomique 

2.1 Généralités sur les biomarqueurs 

Selon la définition proposée par le National Institute of Health (NIH), un biomarqueur est "une 

caractéristique qui est objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur de processus 

biologiques normaux ou pathologiques, ou de réponses pharmacologiques à une intervention 

thérapeutique" 71. Cette mesure doit être effectuée par des techniques robustes et reproductibles. 

Les domaines d'application des biomarqueurs sont multiples. Ils peuvent concerner les phases de 

recherche et de développement d'un médicament ou encore l'utilisation en pratique courante 

clinique. 

Il existe différents types de biomarqueurs 72 :  

- physiopathologiques qui expliquent les modifications des fonctions de l'organisme 

- diagnostiques qui identifient une pathologie 

- pronostiques qui déterminent la probabilité d’évolution de la maladie 

- prédictifs qui déterminent la probabilité de réponse à un traitement donné 

- pharmacodynamiques qui reflètent l'effet d'un traitement sur les cellules 
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Tableau 1 : Définition des biomarqueurs selon le National Institute of Health (NIH), d'après 71,73. 

 

 

En pratique clinique, un biomarqueur peut être utilisé pour le diagnostic, l'évaluation de 

l'efficacité ou de la toxicité d'un médicament, ou encore la progression de la maladie. Il peut être 

indirect : un ou plusieurs paramètres biologiques (caractéristique génétique, protéines, 

métabolites) peuvent caractériser un état physiologique ou pathologique, l'évolution d'une 

maladie ou la réponse à un traitement. 

2.2 Biomarqueurs en cancérologie 

Avec l’émergence des thérapies ciblées, l’identification de nouveaux biomarqueurs est devenue 

une priorité en cancérologie. Dans le cadre d’un objectif de médecine personnalisée, il est 
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essentiel d’adapter les traitements des patients en fonction de leurs caractéristiques individuelles 
74. Pour ce faire, l’identification de facteurs prédictifs est déterminante. 

2.2.1 Nécessité de biomarqueurs  

Les biomarqueurs permettraient de sélectionner les patients susceptibles de bénéficier de ces 

thérapies, ainsi que d’en optimiser la dose et le rythme d’administration. Ils pourraient également 

aider à l’identification des patients d’emblée résistants ou présentant un risque d’échappement 

thérapeutique, ainsi que ceux susceptibles de développer des toxicités. L’identification de 

marqueurs précoces de réponse au traitement serait également très utile pour la proposition 

d’alternative thérapeutique en cas d’échec. Enfin, de tels marqueurs permettraient de diminuer le 

coût de ces thérapies en choisissant initialement le bon traitement pour le bon patient et à la 

bonne posologie. Dans ce contexte, de nombreuses équipes cherchent à identifier des 

biomarqueurs pharmacodynamiques, prédictifs, pronostics ou encore des surrogate biomarqueurs 
75. Cette recherche peut être menée au sein de la tumeur ou dans les fluides biologiques, du 

diagnostic de la maladie jusqu’à la progression de cette dernière 76,77. 

 

Certains biomarqueurs sont utilisés en test compagnon en pratique quotidienne par les cliniciens 

pour le choix du traitement. Par définition, un test compagnon est un test diagnostique 

permettant de sélectionner, en fonction de leur statut pour un marqueur prédictif identifié par ce 

test, uniquement les patients chez lesquels le traitement est susceptible d’apporter un bénéfice 

parmi ceux diagnostiqués pour une maladie donnée 78. Le test est donc « compagnon » 

d’utilisation de l’administration du traitement. A ce jour, différents tests compagnon permettent 

de sélectionner les patients susceptibles de recevoir un bénéfice d’une thérapie ciblée. Pour 

exemple, seuls les patients présentant un cancer du sein ou gastrique surexprimant HER2+ 

bénéficient d’un traitement par trastuzumab (Herceptin®). De la même manière, les patients 

atteints d’un cancer du poumon avec une mutation activatrice de l’EGFR sont éligibles au 

traitement par inhibiteurs de l’EGFR tels que l’erlotinib (Tarceva®), le gefitinib (Iressa®) ou 

l’afatinib (Giotrif®). Les patients présentant une tumeur ayant la mutation BRAF (mélanome, 

thyroïde) sont traités par inhibiteur de BRAF tels que le vemurafenib (Zelboraf®) ou le dabrafenib 

(Tafinlar®). Enfin, l’utilisation du cetuximab (Erbitux®) est indiquée chez les patients atteints d’un 

cancer colorectal métastatique ayant un statut RAS non muté (KRAS et NRAS). Des plateformes 

de génétique moléculaire des cancers ont été créées afin de réaliser ces tests moléculaires 

innovants. En France, en 2015, 76200 patients ont bénéficié via ces plateformes d’un test 
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génétique moléculaire déterminant l’accès à une thérapie ciblée 79. Ces marqueurs prédictifs sont 

donc pour la majorité des marqueurs tissulaires détectés au niveau de la tumeur. L’osimertinib 

(Tagrisso®) a été commercialisé récemment dans le traitement des cancers du poumon présentant 

la mutation EGFR T790M, qui est une mutation de résistance aux inhibiteurs de première et 

deuxième génération de l’EGFR. Ainsi les patients qui progressent après un traitement par 

inhibiteur de l’EGFR de première génération doivent avoir une nouvelle biopsie pour cette 

analyse. A l’heure actuelle quand cette biopsie n’est pas réalisable, la possibilité de rechercher 

cette mutation sur une biopsie liquide 80 a été validée et permet de justifier un traitement par 

osimertinib. Ainsi l’utilisation de biomarqueurs circulants prédictifs de la réponse à une thérapie 

ciblée est en train d’émerger 81. 

Cependant, pour les thérapies antiangiogéniques et les immunothérapies, aucun biomarqueur n’a 

été validé à ce jour, malgré de nombreux travaux de recherche sur le sujet. 

2.2.2 Biomarqueurs de l’angiogenèse 

De nombreux paramètres ont été étudiés afin de définir un biomarqueur prédictif, pronostique 

ou pharmacodynamique chez les patients traités par antiangiogéniques 82. 

Les divers biomarqueurs explorés incluent la mesure de la pression artérielle, la quantification 

plasmatique de marqueurs circulants tels que le VEGF, le PlGF ou le VEGFR solubles, ou 

encore les cellules endothéliales circulantes ou leur précurseurs dérivées de la moelle osseuse. La 

mesure de marqueurs tissulaires avec l’expression du VEGF ou du VEGFR2 a également été 

testée. Les progrès de l’imagerie ont permis dernièrement de pouvoir estimer la densité des 

micro-vaisseaux 83 ou encore la constante Ktrans mesurée par imagerie par résonnance magnétique 

(constante de transfert de volume de gadolinium depuis le plasma jusqu’au compartiment 

extravasculaire et extracellulaire) qui reflète en partie la perméabilité, le flux vasculaire et bien 

l’architecture vasculaire 84–86. Enfin, les analyses génotypiques avec l’étude du polymorphisme du 

VEGF ou de l’interleukine IL-8 ainsi que les miRNA se sont avérées être des pistes intéressantes. 

 

Une fois les biomarqueurs identifiés, l’enjeu est de démontrer par la suite leur caractère prédictif. 

Ceci équivaut à définir son aptitude à améliorer le devenir clinique des patients en aidant à la prise 

de décision thérapeutique. Cependant, à ce jour, aucun biomarqueur prédictif, 

pharmacodynamique ou pronostique de thérapies antiangiogéniques n’a pu être cliniquement 

validé. 
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2.2.3 Biomarqueurs et immunothérapies 

La recherche de biomarqueurs pour les immunothérapies ciblant la voie du PD-1/PD-L1 est 

nécessaire pour prédire la réponse à ces thérapies. Par ailleurs, elle est aussi primordiale pour 

l’élucidation des mécanismes impliqués dans cette voie et le développement de stratégies 

thérapeutiques combinées. 

 

A ce jour, l’expression du ligand PD-L1 sur les cellules tumorales ou immunitaires est le 

marqueur le plus étudié. De nombreux essais cliniques utilisant des agents ciblant le PD-1 ou le 

PD-L1 dans divers cancers ont montré que les tumeurs PD-L1 positives (PD-L1 +) présentaient 

un meilleur taux de réponse aux inhibiteurs de la voie du PD-1/PD-L1 87. Cependant, une 

proportion non négligeable de cancers ayant un statut immunohistochimique PD-L1 négatif (PD-

L1 -) répond tout de même au traitement, ce qui suggère que d’autres ligands du PD-1 tels que le 

PD-L2 pourraient être intéressants à explorer afin d’identifier les futurs répondeurs ou non au 

traitement. Ainsi, il a été récemment montré que des types tumoraux pouvaient exprimer 

seulement chez certains patients du PD-L2, ce qui pourrait expliquer leur réponse clinique aux 

inhibiteurs de la voie du PD-1/PD-L1 tout en présentant un statut PD-L1 88. Ces résultats 

montrent que l’expression seule du ligand PD-L1 ne peut à ce jour être utilisée comme test 

compagnon pour sélectionner les patients qui pourraient bénéficier des inhibiteurs de la voie PD-

1/PD-L1. Par ailleurs, il est important de souligner que le statut PD-L1 souffre actuellement d’un 

manque de standardisation technique, en terme de cellules à étudier ou de méthode pour le 

marquage par immunohistochimie (IHC), ainsi que de l’absence de référence concernant le seuil 

de positivité du ligand PD-L1 à utiliser 87. Au final, tous ces différents éléments sont clairement 

des facteurs limitant à la validation clinique de l’expression du ligand PD-L1 comme test 

compagnon pour les inhibiteurs de la voie PD-1/PD-L1. 

 

Plusieurs marqueurs du microenvironnement tumoral ont également été étudiés. Ainsi, de récents 

travaux ont montré que le taux d’expression de PD-L1 est associé à la présence de lymphocytes 

infiltrant la tumeur (TIL) 89,90. Chez des patients atteints de mélanome traité par pembrolizumab, 

une association a été décrite entre le taux de lymphocytes T CD8 intra-tumoraux et le taux de 

réponse. L’étude de la Phase II de l’atezolizumab dans le traitement du cancer urothélial a 

récemment rapporté la même association 90. 
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Chez des patients atteints de mélanome ou CBNPC et traités par MPDL3280A (anticorps dirigé 

contre le PD-L1), Herbst et al. ont rapporté qu’une forte expression en baseline du gène de 

l’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) et du CLTA-4 était corrélée à une meilleure réponse 

clinique 91. Chez les patients atteints de mélanome, les patients répondeurs au MPDL3280A 

présentaient un taux élevé d’IFN circulant 91 et un taux important de gènes liés à l’IFN 92. 

Le statut IHC du PD-L2 a aussi montré des résultats intéressants dans le cancer pulmonaire traité 

par pembrolizumab 88.  

Enfin, la surexpression au niveau des LT CD8 circulants de Bim (Bcl2 interacting mediator of cell 

death), protéine impliquée dans l’apoptose des LT, est prédictive de la réponse aux inhibiteurs de 

la voie PD-1/PD-L1 chez patients atteints d’un mélanome métastatique 93.  

 

D’autres travaux se sont focalisés sur les mutations somatiques. Ainsi, une association entre 

l’expression de PD-L1 et le taux de mutations génétiques a été mise en évidence 94. De plus, une 

association entre la charge mutationnelle et la réponse aux immunothérapies a été décrite, 

notamment au cours des essais menés dans le CBNPC traité par pembrolizumab 95 et les 

carcinomes urothéliaux traités par atezolizumab 90. De la même façon, une association entre taux 

de mutations somatiques (liée à une déficience du système de réparation des mésappariements de 

l’ADN (« mismatch-repair ») et réponse, a été décrite chez des patients atteints de cancer colorectal 
96. Au travers de plusieurs essais, une corrélation entre la charge mutationnelle et le bénéfice des 

immunothérapies a pu être démontrée parmi les différents types tumoraux 97. 

2.3 Intérêt de la kinomique 

Les progrès des nouvelles technologies ont permis l’émergence de stratégies pour la découverte 

de biomarqueurs dans le cancer. Les techniques à haut débit utilisées en génomique, 

transcriptomique, protéomique ou encore en métabolomique permettent d’étudier des centaines 

de gènes, protéines ou métabolites contenus dans des matrices biologiques tels que les tissus ou 

les liquides biologiques. Les approches « traditionnelles » qui permettaient jusque là d’identifier un 

gène ou une protéine « candidat » sont désormais concurrencées par ces nouvelles approches qui 

déterminent des « signatures », utiles pour le diagnostic et la classification de tumeurs aussi bien 

que pour prédire la réponse à un traitement donné 98,99. 

 

Comme précédemment évoqué, les kinases jouent un rôle primordial dans la régulation et la 

transmission des signaux intra-cellulaires. D’ailleurs, leur dérégulation a été clairement démontrée 
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comme étant impliquée dans diverses pathologies dont le cancer 100 et les mutations au sein des 

domaines à activité kinase sont fréquemment associés à la tumorigenèse 21. Différentes approches 

sont actuellement disponibles pour étudier leurs caractéristiques (Figure 14). L’approche 

génomique permet de savoir si un gène est muté. Cependant, cette technique ne permet pas 

toujours de prédire la fonctionnalité ou non de la protéine kinase dérivée. Il en est de même 

concernant la protéomique qui mesure l’expression d’une kinase sans en déterminer sa 

fonctionnalité 101. En effet, des évènements transcriptionnels ou post-transcriptionnels (gène 

silencieux, ARNm stable, séquestration d'enzymes loin de leur substrat, etc) peuvent être 

responsables d'une modulation de l'activité des protéines kinases, ce qui n’est pas identifiable avec 

la protéomique 102–104. 

 

Le terme de kinomique a été employé pour la première fois en 2005 par Jonhson et Hunter 105. 

L’approche kinomique s’intéresse directement à la fonctionnalité des kinases, en étudiant leur 

activité de phosphorylation 106–108. En effet, l’expression d’une protéine peut correspondre à une 

forme fonctionnelle ou non-fonctionnelle et n’a pas toujours un retentissement en terme 

d’activité dans la cellule. Le profil kinomique d’une cellule consiste donc à déterminer l’activité 

enzymatique de l'ensemble des kinases et reflète donc le phénotype cellulaire 109. 

 

 
 
Figure 14 : Facteurs impliqués dans l’activité des kinases et techniques « omiques » (non exhaustif) 
utilisées pour la caractérisation des protéines kinases, adapté depuis 110.  
La protéine kinase peut subir des modifications à 4 niveaux: modifications transcriptionnelles, post-transcriptionnelles, contrôle de la 
traduction, modifications post-traductionnelles. 
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Dans ce contexte, l'analyse du kinome pourrait permettre d’affiner notre compréhension des 

mécanismes cellulaires en jeu lors d’un traitement antitumoral et représente une source 

prometteuse de biomarqueurs dans le cancer 7,107. 

2.3.1 Généralités sur l’approche kinomique 

Depuis les années 2000, une étude approfondie de la phosphorylation des protéines a été menée 

afin d’analyser la signalisation cellulaire. Dans ce but, deux approches complémentaires ont été 

utilisées : la phosphoprotéomique et la kinomique (Figure 15). Alors que la phosphoprotéomique 

consiste à étudier simplement les protéines phosphorylées (donc les substrats des kinases), la 

kinomique s’intéresse à la fonctionnalité des kinases. Bien que ces approches soient fortement 

liées, puisqu’elles traduisent un même phénomène, les techniques permettant de les étudier sont 

bien différentes. La spectrométrie de masse est aujourd’hui la technique la plus utilisée en 

phosphoprotéomique 111. Cependant l’analyse du phosphoprotéome est plus délicate d’un point 

de vue expérimental. En effet, le nombre d’éléments constituant le phosphoprotéome est 

relativement faible puisque seulement 1 à 2 % de phosphoprotéines sur l’ensemble des protéines 

d’une cellule sont retrouvés. Deux facteurs peuvent expliquer ce résultat : la nature dynamique du 

phénomène de phosphorylation (rapide et transitoire) et la taille du protéome qui supplante la 

faible quantité de phosphoprotéines, rendant ainsi leur détection difficile 112–115. Cette faible 

sensibilité de la phosphoprotéomique peut représenter un facteur limitant à son utilisation, 

particulièrement pour la détection de phosphoprotéines faiblement exprimées au sein de la 

cellule. 

Concernant l’approche kinomique, différentes techniques peuvent être employées afin de 

mesurer l’activité des protéines kinases. Cependant, seule la technologie par microarray sera 

développée dans ce manuscrit. 

 

 
Figure 15 : Principes de la phosphoprotéomique et de la kinomique, d’après 110 
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2.3.1.1 Principe de l’approche kinomique par peptide array  

Le principal obstacle concernant l’analyse globale du kinome est la nature des substrats employés. 

Bien que les protéines soient les substrats biologiques des kinases, leur synthèse à grande échelle 

est difficile et elles sont instables sur des arrays. Une alternative a donc été d’utiliser des peptides 

qui représentent des séquences comprenant un site de phosphorylation (arsenault 2011). 

La synthèse des peptides est compatible avec les technologies à microarrays 116. Ces arrays sont 

donc composés de centaines voire de milliers de peptides synthétisés et immobilisés sur une 

membrane 117, permettant d’évaluer ainsi à partir d’un seul test le profil phénotypique d’une 

cellule en déterminant l’activité de centaines de kinases (profil kinomique). 

Lorsqu’un échantillon contenant des kinases actives est appliqué sur l’array en présence d’ATP, 

ces dernières vont phosphoryler leurs peptides cibles. La quantification de la phosphorylation de 

ces peptides, permet de déduire l'activité des kinases cellulaires. Elle peut se faire de différentes 

manières incluant, entre autres l’utilisation d’anticorps spécifiques du résidu phosphorylé, d’ATP 

radiomarqué ou de coloration des sites phosphorylés 107. Une fois les peptides identifiés, la 

difficulté réside dans l’identification des kinases actives. En effet, généralement, un peptide est 

substrat de différentes kinases, ce qui oblige l’utilisation de logiciels de déconvolution permettant, 

par des méthodes statistiques, l’identification des kinases impliquées. Il est également possible de 

remonter ainsi à des voies de signalisation. 

2.3.1.2 La technologie PamGene® 

Différentes compagnies ont développé des techniques microarray pour l’analyse kinomique 

(Tableau 2). Ces microarrays peuvent contenir des dizaines à des milliers de peptides qui sont 

substrats de kinases et qui présentent un ou plusieurs sites de phosphorylation 107,118. Concernant 

les techniques de quantification de la phosphorylation, plusieurs approches sont disponibles telles 

que la fluorescence et l’utilisation de radio-isotopes qui reposent sur l’incorporation de cet 

isotope à la cible 107. L’incorporation d’isotope est cependant lente, rendant cette technique peu 

sensible. 
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Tableau 2 : Différentes techniques peptides arrays commercialisés, d’après 107 
Nom Technologie Compagnie Nombre de 

substrats 
Méthode de 
visualisation 

PepScan « Peptide array » en spots PepScan 

Therapeutics 
10 000-100 000 Variable 

PepStar  « Peptide array » en spots 

sur mesure 
JPT 100-1000 Variable 

PamChip Peptides immobilisés sur 

une surface poreuse 
Pamgene 50-150 Fluorescence 

Peptide array « Peptide array » en 96 puits ChemPep 96 Radiomarquage 

CellulSpots  «Peptide array» sur une 

membrane cellulose 
Intavis AG 1-384 Variable 

Reverse-phase 

protéine array RPPA 

«Peptide array» sur sample 

blotting 

Theranostics 

Health 
100s Fluorescence 

 
 

La plupart des technologies par microarrays utilise une surface à deux dimensions pour 

l’immobilisation des peptides. La technologie PamGene® utilise une membrane poreuse en oxyde 

d’aluminium en trois dimensions (3D) 119, sur laquelle les peptides-substrats purifiés sont 

immobilisés de façon covalente. La nature unique de ces arrays provient de cette membrane 

contenant des canaux (ou pores) (Figure 16B) qui permet d’augmenter jusqu’à 500 fois la surface, 

ce qui résulte en la fixation d’un très grand nombre de peptides et par conséquent en une très 

grande sensibilité de la technologie. De plus, l’échantillon est pompé activement de haut en bas à 

travers ces pores (Figure 16C), permettant ainsi de s’affranchir du phénomène de diffusion de 

l’échantillon à travers la membrane habituellement observé. Ceci diminue par conséquent le 

temps de réaction tout en augmentant la sensibilité par rapport aux autres systèmes connus. La 

phosphorylation des peptides est détectée en utilisant d’un anticorps spécifique de la 

phosphorylation directement marqué par un fluorochrome pour les tyrosines phosphorylées ou 

révélée par un anticorps secondaire fluorescent pour les sérines/thréonines phosphorylées. La 

quantification s’effectue ensuite à l’aide d’une caméra CCD (charged-couple device) (Figure 17).  

 
Figure 16 : A. Puce à microarray de la société PamGene. B. Membrane poreuse d’un array, vue de dessus (à 
gauche) et vue en coupe transversale (à droite) 120. C. L’échantillon est pompé activement de haut en bas à 
travers la membrane poreuse. 

A B C
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Enfin, le suivi en temps réel de la phosphorylation représente également un autre intérêt de cette 

technologie. Ainsi, à chaque fois que l’échantillon est pompé à travers la membrane, la 

fluorescence est mesurée, l’intensité de phosphorylation augmentant à chaque cycle. Au final, ce 

suivi permet de caractériser les cinétiques de phosphorylation de chacun des peptides. 

 

 
Figure 17 : Principes de détection de la phosphorylation des peptides sur les puces à microarrays 
PamChip® l’aide d’anticorps marqués par un fluorochrome.  
A gauche : détection de l’activité de protéines tyrosine kinases (PTK), à droite : détection de l’activité de protéines sérine/thréonine kinases 
(STK). Y : résidu tyrosine ; S/T : résidus sérine/thréonine 

 

2.3.2 Approche kinomique en cancérologie fondamentale 

L’approche kinomique peut être utilisée pour différents objectifs. Elle peut être utile pour 

identifier des substrats de nouvelles kinases, de kinases mutées ou modifiées post-

traductionnellement. Ainsi, elle a permis de caractériser les propriétés fonctionnelles de la 

tyrosine kinase JAK2 mutée (V617F) impliquée dans les syndromes myéloprolifératifs 121,122 et de 

distinguer les différences intrinsèques entre les propriétés catalytiques des protéines de fusion 

NUP214-ABL1 et BCR-ABL1 qui jouent un rôle dans la survenue de leucémies lymphoblastiques 

aiguës T 123. L’approche kinomique permet aussi d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques à 

partir de lignées cellulaires, de modèles murins de xénogreffes et de tissus humains. Ainsi, Kuijer 

et al. ont montré à partir de lignées cellulaires que l’inhibition de la voie PI3K/Akt/mTORC1 

pourrait être une cible thérapeutique intéressante dans le traitement des ostéosarcomes 124. De 

même, il a été rapporté à partir de 67 biopsies tumorales de patients atteints d’un cancer du 

rectum avancé, qu’une activité accrue de la voie de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase 

(PI3K) était associée à une maladie plus agressive caractérisée par une survie sans progression 

plus courte 125. Ces résultats suggèrent que cibler la voie de signalisation PI3K pourrait être une 
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nouvelle option thérapeutique dans le traitement du cancer rectal avancé. Enfin, Maat et al. ont 

montré à partir de lignées cellulaire l’implication majeure de Src dans le développement du 

mélanome uvéal 126.  

 

L’approche kinomique peut être également utile pour l’identification des voies de signalisation 

impliquées dans la tumorigenèse et la résistance tumorale, ainsi que pour caractériser l’effet d’un 

nouvel agent antitumoral sur les kinases cellulaires. Roe et al. ont observé qu’une augmentation de 

l’activité de phosphorylation de STAT5 induite par HIF (facteur d’hypoxie) dans des cellules 

cancéreuses de prostate favorisait le développement des cancers de la prostate résistants à la 

castration 127. Vivenco et al. ont montré que l’inactivation de PTEN causait une augmentation de 

la phosphorylation de l’EGFR, ce qui confère aux cellules un phénotype de résistance aux 

inhibiteurs de l’EGFR 128. Enfin, Eriksson et al. ont rapporté pour deux lignées cellulaires de 

leucémie myéloïde aigue que l’effet cytotoxique de l’inhibiteur de tyrosine kinase AKN-028 

dépendrait de l’activité basale de l’ensemble des tyrosine kinases. Ainsi, les cellules présentant une 

activité globale élevée des tyrosine kinases seraient plus sensibles à l’effet cytotoxique de AKN-

028 129.   

 

2.3.3 Recherche de biomarqueurs par approche kinomique 

L’approche kinomique a largement été utilisée pour la recherche de biomarqueurs qui repose sur 

la mise en évidence de groupes de patients établis à partir des profils kinomiques. La plupart des 

études menées ont appliqué une méthodologie appelée communément « on-chip » qui consiste à 

mettre l’échantillon du patient en contact avec un inhibiteur de kinases dont la spécificité est bien 

sûr liée à l’étude des tyrosine kinases ou des sérine/thréonine kinases. L’objectif final est d’évaluer 

comme biomarqueur le « profil d’inhibition », qui correspond à la différence entre le profil 

obtenu ex vivo en présence ou non de l’inhibiteur de kinase. 

 

Cette méthode « on-chip » a été élaborée pour répondre à une problématique largement rencontrée 

en kinomique, celui de la large variabilité interindividuelle des profils kinomiques bruts (sans 

inhibiteur). Lorsque les variations interindividuelles de ces profils sont trop importantes, il 

devient impossible de distinguer des groupes parmi la population de patients étudiée et par 

conséquent d’en déduire un biomarqueur. Les profils d’inhibitions obtenus suite à l’utilisation on-

chip d’un inhibiteur de kinase permettent ainsi de diminuer la variation interindividuelle trouvée 
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initialement chez les patients et dans de nombreux cas, si l’inhibiteur est pertinent, de distinguer 

des groupes au sein des patients 130. L’hétérogénéité inter-patient est alors contournée en utilisant 

chaque échantillon comme son propre témoin. 

 

Versele et al. ont été les pionniers dans la recherche de biomarqueurs à l’aide de l’approche 

kinomique 131. En effet, ils ont montré à partir de lignées cellulaires et de modèles murins de 

xénogreffes que la signature phénotypique des tyrosine kinases pouvait prédire la réponse à un 

traitement par un inhibiteur multikinase. Cette étude a permis d’ouvrir la voie pour ce type 

d’approche chez les patients atteints d’un cancer. Chez 55 patients atteints d’un cancer rectal 

avancé, Saelen et al. ont étudié le profil kinomique des tyrosine kinases à partir de biopsies 

tumorales avant traitement 132. La détection de cellules tumorales disséminées a pu être mise en 

évidence chez 60 % des patients qui en outre ont présenté ultérieurement une survie sans 

progression plus courte. Chez les patients n’ayant pas de cellules tumorales disséminées, la 

phosphorylation de 31 peptides était fortement inhibée ex vivo en présence de sunitinib. Ces 

résultats suggèrent donc qu’un phénotype de faible inhibition en présence de sunitinib est associé 

à une dissémination systémique plus rapide des cellules tumorales chez les patients atteints d’un 

cancer rectal avancé. Chez 66 patients atteints d’un cancer rectal avancé traités en néoadjuvant 

par chimiothérapie (5-fluorouracile, oxaliplatine et acide folinique) puis radiothérapie, Folkvord et 

al. ont étudié le profil d’activité des tyrosine kinases de biopsies tumorales avant chimiothérapie 
133. Les profils kinomiques des 7 patients non répondeurs (tumor regression grade, TRG4) et de 12 

patients bons répondeurs (TRG1-2) ont été utilisés pour construire un modèle de prédiction de la 

réponse. Les profils kinomiques des 47 patients restants (bons répondeurs ou répondeurs 

intermédiaires) ont été utilisés pour valider la robustesse du modèle. Pour 86 peptides, la 

phosphorylation était plus importante dans le groupe des non répondeurs. Au sein de la cohorte 

de validation externe, la prédiction du modèle s’est avérée juste dans 86 % des cas chez les bons 

répondeurs et 80 % des cas chez les répondeurs intermédiaires. Enfin, l’inhibition ex vivo par le 

sunitinib des tyrosine kinases était globalement plus significative dans le groupe des non 

répondeurs. Cependant, l’analyse on-chip n’a pas permis d’augmenter la justesse du modèle de 

prédiction. Ce type de modèle a également été décliné pour prédire la réponse à l’erlotinib chez 

des patients traités pour un CBNPC 134,135. Chez 47 patients atteints d’un cancer rénal à cellules 

claires, Anderson et al. ont étudié le profil d’activité des tyrosine kinases de biopsies tumorales 

avant chirurgie 136. L’approche kinomique a permis de stratifier la cohorte de patients en 3 

groupes distincts dont le taux de rechute dans les 3 groupes était respectivement 25 %, 6,3 % et 
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38 %. Néanmoins, ces résultats sont à interpréter avec précaution en raison de l’absence de 

données sur le traitement administré après chirurgie. 

 

Enfin, différentes études ont été conduites pour la recherche de biomarqueurs, mais l’absence de 

données cliniques riches pour corroborer les résultats de l’approche kinomique reste un facteur 

limitant à leur interprétation. Ainsi, Anderson et al. ont pu identifier des signatures phénotypiques 

de tyrosine kinases pour caractériser les tumeurs résistantes à la radiothérapie ou au 

temozolomide 137. La même équipe a identifié les tyrosine kinases FAK et BMX comme 

potentiels biomarqueurs chez des patients atteints de méningiome 138. Enfin, Tahiri et al. ont 

étudié l’effet ex vivo du vemurafenib (inhibiteur spécifique de BRAF) sur le profil kinomique 

(tyrosine kinases) de tumeurs de mélanome sauvages ou mutées BRAFV600E 139. Ils ont pu ainsi 

identifier pour 40 peptides une différence significative de phosphorylation entre les tumeurs 

sauvages et mutées BRAFV600E, bien que pour un faible nombre de tumeurs sauvages, le profil 

kinomique n’était pas distinct.  

 

Au final, ces différentes études montrent le potentiel de l’approche kinomique pour la recherche 

de biomarqueurs. Néanmoins, l’utilisation d’une biopsie tumorale comme matrice biologique 

représente à terme un facteur limitant pour le développement de l’utilisation de l’approche 

kinomique en pratique clinique, tout particulièrement après l’instauration du traitement. 

2.3.4 Intérêt des cellules mononucléées du sang 

périphérique pour la recherche de biomarqueurs 

Dans une perspective de médecine de précision, la recherche de biomarqueurs doit être réalisable 

facilement, de façon à pouvoir guider le clinicien lors de la prise en charge en routine des patients 

traités pour un cancer. Le matériel sur lequel la recherche de biomarqueurs s’effectue, doit donc 

être facilement accessible et peu invasif pour le patient. De ce fait, la réalisation de multiples 

biopsies au cours du traitement apparait inenvisageable aussi bien sur un aspect pratique 

qu’éthique. Par ailleurs, une des difficultés ultérieures à la biopsie est d’isoler de façon la plus fine 

possible les cellules tumorales par rapport au stroma. Dans ce contexte, l’identification d’une 

matrice biologique de substitution à la biopsie tumorale représente actuellement un enjeu majeur. 

 

Les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) qui constituent une fraction des cellules 

sanguines facilement accessibles par une simple prise de sang, de façon peu invasive et répétable. 
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Elles rassemblent 70 à 90 % de lymphocytes (lymphocytes B et T et cellules natural killer) ainsi 

que 10 à 30% de monocytes et très peu de cellules dendritiques 140. 

 

Des études utilisant des analyses génomiques par microarrays ont montré que les CMSP 
exprimaient une large proportion de gènes codés par le génome humain, et que leur expression 
pouvait varier face à des stimuli internes ou externes et reflétaient les adaptations métaboliques et 
physiologiques 141,142. Par ailleurs, des différences d’expression moléculaires au sein des CMSP 
peuvent apparaitre très tôt dans le processus néoplasique, dès que les mécanismes de 
reconnaissance tumorale ou d’échappement immunitaire sont mis en jeu. En effet, ces 
changements moléculaires ont été retrouvés chez des patients atteints de différents cancers de 
stades précoces 143–145. Il est important de noter que ces variations au sein des CMSP ne sont pas 
dépendantes de la charge tumorale, ce qui est actuellement l’inconvénient majeur des cellules 
circulantes utilisées comme biomarqueur 145. Enfin, les CMSP présentent l’avantage de mesurer à 
différents moments les changements pharmacodynamiques liés à des thérapies 99. Dans ce 
contexte, les CMSP semblent être un matériel de substitution ou « surrogate tissue » de choix pour 
la recherche de biomarqueurs chez des patients atteints de cancer.
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CHAPITRE 2 : ENJEUX DE DEUX NOUVELLES 
THERAPIES CIBLEES ANTITUMORALES : LE 
SUNITINIB ET LE NIVOLUMAB  

1 Le sunitinib dans le traitement du cancer du rein 

métastatique 

1.1 Généralités sur le cancer du rein 

1.1.1 Epidémiologie 

Le cancer du rein représente 3 % des cancers de l'adulte dans les pays occidentaux. En France, il 

se situe au 7ème rang des cancers, tout sexe confondu. En 2012, environ 11600 nouveaux cas ont 

été estimés, dont 67 % chez l'homme. L'incidence du cancer du rein est en augmentation 

constante depuis 1980. En effet, le taux d’incidence standardisé augmente chez l’homme de 2,0 % 

par an et chez la femme de 1,7 % par an depuis 1980. Le cancer rénal se situe au 9ème rang des 

décès par cancer avec 3957 décès recensés en 2012 146. Le tabagisme, l'hypertension artérielle ainsi 

que l'obésité sont les principaux facteurs de risque du cancer rénal. Enfin, 2 à 3 % des cancers 

rénaux correspondent à des formes familiales héréditaires 147. 

1.1.2 Types histologiques 

L'organisation mondiale de la santé (OMS) identifie différents sous-types histologiques de 

carcinome à cellules rénales (CCR). Les plus fréquemment observés sont les suivants 148 : 

 - les carcinomes rénaux à cellules claires (CCRcc) (70-85 %) 

 - les carcinomes tubulo-papillaires (7-15 %) 

 - les carcinomes chromophobes (5-10 %) 

 

Ces dernières années, l’apport de la cytogénétique a permis la distinction de nouveaux sous-types 

de carcinomes rénaux, répertoriés dans la classification de Vancouver établie par l'International 
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Society of Urological Pathology 149. La caractérisation de la tumeur est essentielle à l'évaluation du 

pronostic des patients et au choix du traitement. 

Il est difficile d'évaluer le nombre de tumeurs rénales d'emblée métastatiques. Toutefois, il est 

estimé que 10 à 40 % des patients présentent des métastases au moment du diagnostic. Le CCRcc 

est le sous-type histologique le plus souvent responsable de métastases 150. 

Le pourcentage de métastases faisant suite à la chirurgie est compris entre 30 et 40 % avec un 

délai médian d'apparition de 15 mois. D'autre part, il est décrit que 43, 80 et 93 % des métastases 

se développent respectivement après 1, 3 et 5 ans 151. 

La dissémination métastatique se fait principalement au niveau pulmonaire et également au 

niveau du foie, des os, du cerveau et des glandes surrénales. 

1.1.3 Physiopathologie du cancer du rein 

1.1.3.1 Anomalies moléculaires dans le cancer du rein 

� La voie VHL-HIF-VEGF 

La perte de fonction du gène suppresseur de tumeur Von Hippel-Lindau (VHL) est retrouvée 

dans environ 50 % des CCRcc sporadiques 152. 

Ce gène code pour la protéine VHL (pVHL) qui joue un rôle important dans la réponse cellulaire 

face à l'hypoxie en régulant le facteur de transduction HIF (hypoxia-inducible factor). HIF est un 

hétérodimère composé de deux sous-unités α (HIFα) et β (HIFβ). La sous-unité β est exprimée 

de façon constitutive 153.  

En condition de normoxie (Figure 18), HIFα est hydroxylée par la propyl-hydroxylase (PHD) 

en présence d'oxygène. Puis, elle se fixe au complexe E3 ubiquitine ligase, dont fait partie la 

pVHL. Ceci induit la poly-ubiquitinylation de HIFα qui est alors reconnue puis dégradée par le 

protéasome. 

En condition d'hypoxie ou d'inactivation de VHL, la PHD est inactive et la dégradation de 

HIFα est ralentie. Ceci conduit à l'accumulation cytoplasmique de HIFα qui se dimérise avec 

HIFβ. Le complexe se transloque dans le noyau cellulaire et se lie à une courte séquence d'ADN 

appelée HRE (Hypoxia Response Element), résultant en la transcription de nombreux gènes dont 

ceux des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et le PDGF 154. Ceci a pour conséquence 

l'initiation de l'angiogenèse. 
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Figure 18 : Mécanismes impliqués dans l’accumulation d’HIF, d’après 155.  
En condition de normoxie (à gauche), l'HIFα est dégradée par le protéasome. En condition d'hypoxie ou anomalie de la protéine VHL, 
l'HIFα s'accumule et induit l’activation d’une centaine de gènes (HRE) dont VEGF et PDGF Cul2 : cullin2, HIF : hypoxia-
inducible factor, HRE : hypoxia response element, PDGF : platelet derived gowth factor, Rbx1 : RING-box protein 1, Ub : 
ubiquitine, VEGF : vascular endothelial growth factor, VHL : von Hippel Lindau,  
 

� La voie PI3K-Akt-mTOR 

La voie PI3K-Akt-mTOR (Figure 19) joue également un rôle dans le processus d'oncogenèse 156. 

Elle peut être activée par des facteurs de croissance, suite à une mutation ou surexpression de 

PI3K ou d'Akt ou suite à une perte de fonction de PTEN qui est un régulateur négatif de cette 

voie 157,158. Ceci entraîne une augmentation globale de la synthèse de protéines, notamment des 

cyclines, impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire 159. De la 

même manière, l'activation de mTOR augmente l'expression d'HIFα, ce qui stimule la sécrétion 

de VEGF 160. Par conséquent l'activation de cette voie est indirectement responsable de 

l'angiogenèse.  
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1.1.4 Prise en charge thérapeutique 

La prise en charge thérapeutique du CCR est déterminée en fonction de l'état général du patient 

ainsi que de la localisation, de l'histologie et du stade de la tumeur. Ce dernier est déterminé selon 

la classification TNM (tumor node metastasis) de l'Union for International Cancer Control (UICC).  

Les recommandations actuelles pour le traitement des tumeurs rénales sont celles de l'European 

Association of Urology (EAU) 161 et de l'European Society for Medical Oncology (ESMO) 147 au niveau 

européen, et celles du Comité de Cancérologie de l'Association Française d'Urologie (CCAFU) au 

niveau national 151. 

Le CCR est peu sensible à la radiothérapie ainsi qu’à la chimiothérapie. Sa prise en charge repose 

donc principalement sur la chirurgie, qui constitue le traitement de référence pour les formes 

localisées ou localement avancées. En revanche, les thérapies systémiques représentent le « gold 

standard » pour le traitement des stades métastatiques. 

1.1.4.1 Le score de Heng 

Dans le cas d'un CCRm, le choix du traitement se fait également en fonction du groupe 

pronostique auquel appartient le patient (Tableau 3). Ce dernier est défini grâce à la classification 

de Heng qui tient compte de 6 facteurs de risque 162 :  

- Etat général mauvais (Index de Karnofsky inférieur à 80 %) 

- Hémoglobinémie inférieure à la normale 

- Délai entre le diagnostic et l'instauration du traitement inférieur à un an 

- Calcémie corrigée supérieure à la normale 

- Thrombocytémie supérieure à la normale 

- Taux de neutrophiles supérieur à la normale 

 

Tableau 3 : Classification de Heng et survie globale 162. 

Nombre de 

facteurs de risque 

Groupe 

pronostique 

Médiane de la survie 

globale (mois) 

Survie globale 

à 2 ans (%) 

0 Bon 43 75 

1-2 Intermédiaire 27 53 

3-6 Mauvais 8.8 7 

 

Le CCR est un cancer résistant à la chimiothérapie cytostatique classique. Une meilleure 

compréhension des mécanismes moléculaires du cancer du rein a permis la mise au point de 

thérapies dites "ciblées", qui représentent une avancée majeure dans la prise en charge du CCRm. 
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Les traitements médicamenteux utilisés incluent l'immunothérapie et les thérapies ciblées. La 

stratégie thérapeutique médicamenteuse pour le CCR est résumée dans le Tableau 4. 

 

Tableau 4 : Résumé de la stratégie thérapeutique médicamenteuse du carcinome rénal métastatique, selon 

les recommandations européennes.  

Histologie 

 

Ligne de 

traitement 

Groupe pronostique Standard Option 

Carcinome rénal à 
cellules claires 

 

Première ligne Bon et intermédiaire Sunitinib  IL-2 à haute dose 

  Bevacizumab +IFNα Sorafenib 
  Pazopanib Bevacizumab + faible 

dose IFNα 
 Mauvais Temsirolimus Sunitinib 
   Sorafenib 

Seconde ligne 
 

 
 

Post antiangiogénique 
Tous 

 
Post cytokines 

 
 

Nivolumab 
Axitinib 
Sorafenib 
Pazopanib 

Sunitinib 

 Tous 
post ITK 

Axitinib Sorafenib 
 Everolimus  

Carcinome rénal 
non à cellules claires 

 Tous  Sunitinib 

  Sorafenib 

  Temsirolimus  

 

1.1.4.2 Les thérapies ciblées 

Les molécules utilisées en thérapie ciblées possèdent une action spécifique sur des cibles 

cellulaires impliquées dans la croissance tumorale et présentent par conséquent moins d'effets 

indésirables que les chimiothérapies conventionnelles. La Figure 19 décrit les différentes thérapies 

ciblées en relation avec les anomalies moléculaires retrouvées dans le carcinome rénal, décrites 

précédemment. 
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Figure 19 : Mécanisme d'action des thérapies ciblées dans le cancer du rein métastatique 163.  
Akt : protein kinase B, HIF : hypoxia-inducible factor, mTOR : mammalian target of rapamycin, PDGF : platelet derived gowth 
factor, PI3K : phosphoinositide 3-kinase, PTEN : Phosphatase and TENsin homog, Raptor : regulatory-associated protein of mTOR, 
VEGF : vascular endothelial growth factor, VHL : von Hippel Lindau, 
 

� Inhibiteurs de l'angiogenèse 

L'angiogenèse tumorale étant indispensable à la croissance et à l'extension tumorale, la voie du 

VEGF apparait donc comme une cible thérapeutique de choix. 

• Inhibiteur du VEGF 

Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF-A, 

empêchant ce dernier de se fixer à son récepteur. Il est utilisé en bithérapie avec l’IFNα. 

• Inhibiteurs du VEGFR 

En 2007, la prise en charge du CCRm a été révolutionnée par l’arrivée des inhibiteurs de tyrosine 

kinases (ITK). Ils agissent sur la partie intracellulaire des récepteurs au VEGF. Ils se fixent dans 

la poche à ATP du VEGFR et entrent ainsi en compétition avec l'ATP nécessaire à la réaction de 

phosphorylation. Ces molécules passent en général assez bien les membranes. En raison de leur 

faible spécificité, elles sont capables d'inhiber différentes kinases. On peut ainsi les qualifier 

d'inhibiteurs multikinases et sont par conséquent utilisées en monothérapie. Le sunitinib 
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(Sutent®), le pazopanib (Votrient®), le sorafenib (Nexavar®) et l'axitinib (Inlyta®) sont les 

molécules ayant l'Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) pour le traitement en 1è ou 2è ligne 

du carcinome rénal avancé ou métastatique. Le cabozantinib (Cometriq®, Cabometyx®) a été 

récemment approuvé par la FDA en 2è ligne du carcinome rénal avancé ou métastatique. 

� Inhibiteurs de mTOR 

Le temsirolimus (Torisel®) et l'évérolimus (Afinitor®) sont des dérivés de la rapamycine inhibant 

mTOR. Ils agissent via la formation d'un complexe avec la protéine intracellulaire FKBP-12 (FK-

Binding Protein 12). Ce dernier est alors capable d’inhiber l'activité du mTOR complex-1 

(mTORC-1) et ainsi d’inhiber la progression du cycle cellulaire ainsi que l'angiogenèse, de 

manière indirecte 164. 

1.1.5 L'immunothérapie 

Le CCR est considéré comme étant une tumeur immunogène. C’est un cancer infiltré par de 

nombreuses cellules immunitaires comprenant des lymphocytes T, des NK, des cellules 

dendritiques ainsi que des macrophages. Malgré cette infiltration importante, le CCR n’est 

généralement pas éliminé par ces cellules immunitaires. En effet, il a été démontré que cette 

tumeur mettait en jeu différents mécanismes pour échapper au système immunitaire de l’hôte et 

ainsi empêcher la réponse anti-tumorale 165. Des changements au niveau de la différentiation des 

cellules dendritiques ainsi que l’induction de gènes associés à l’anergie au sein des lymphocytes, 

semblent être en partie impliqués dans l’altération de la réponse tumorale 166. 

 

Jusqu'en 2007, le seul traitement disponible pour traiter le CCRm était l'immunothérapie incluant 

l'interféron alpha (IFNα, IntronA®, Roféron®) et l'interleukine 2 (IL-2, Proleukin®). Ces 

traitements ne possédaient qu’une activité très limitée, avec une réponse objective obtenue chez 

seulement 5 % des patients. Seulement 10 % des patients traités par IL-2 présentaient une 

stabilisation voire une rémission de leur maladie, de longue durée 167. Par ailleurs, ces molécules 

sont responsables de nombreuses toxicités qui altèrent la qualité de vie des patients 168. A ce jour, 

l'IFNα est toujours utilisé en association avec le bevacizumab.  

Récemment, une meilleure compréhension de l’immunité pro-tumorale a permis de montrer que 

la tumeur était capable d’activer un système de contrôle « checkpoint » capable de stopper 

l’activation des lymphocytes, ceci résultant en un échappement au système immunitaire. Il a été 

ainsi montré que les cellules tumorales de CCR exprimaient fortement le PD-L1 (ligand du 



 

programmed death 1) à leur surface. 

dirigé contre le récepteur PD-1 (

clinique randomisé de Phase III

avancé ou métastatique ayant préalablement

une survie globale supérieure à celle de l'évérolimus

ratio était de 0,73 [intervalle de confiance

indésirables sévères (19 % vs 37 % de toxicité de grade 3 ou 4, respectivement) 

résultats, le nivolumab a obtenu son AMM en

après traitement antiangiogénique

D'autres essais sont en cours afin d'évaluer l'association du nivolumab avec un 

tyrosine kinase ou l'ipilimumab (Yervoy

1.2 Le sunitinib

1.2.1 Structure chimique

Le sunitinib (Sutent®) appartient à la classe chimique des indoline

formule brute C22H27FN4O2 et son poids moléculaire est de 398,5 g/mo

IUPAC, il s'agit du N-[2-(diethylamino)ethyl]

ylidene]methyl}-2,4-dimethyl-1H

partie diethylaminoéthyle n'a été introduit

absolument pas indispensable pour la fixation au VEGFR2. Il est ainsi commercialisé sous forme 

de malate. 

Figure 20 : Structure chimique du sunitinib.
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ace. Ainsi, le nivolumab (Optivo®), anticorps monoclonal humain 

1 (programmed death 1), a été comparé à l'évérolimus lors d'un essai 

clinique randomisé de Phase III chez des patients atteints de carcinome rénal à cellules clai

préalablement reçu un antiangiogénique. Le nivolumab a montré 

ieure à celle de l'évérolimus  25,0 vs 19,6 mois respectivement (

intervalle de confiance 98,5 %, 0,57–0,93 ] ; p=0,002), ainsi que moins d'effet

37 % de toxicité de grade 3 ou 4, respectivement) 

résultats, le nivolumab a obtenu son AMM en 2016 dans le traitement du CCRm

après traitement antiangiogénique. 

D'autres essais sont en cours afin d'évaluer l'association du nivolumab avec un 

ou l'ipilimumab (Yervoy®) (anticorps anti-CTLA-4). 

Le sunitinib 

Structure chimique 

) appartient à la classe chimique des indoline-2-ones (Figure 

et son poids moléculaire est de 398,5 g/mole. Selon la nomenclature 

(diethylamino)ethyl]-5-{[(3Z)-5-fluoro-2-oxo-2,3-dihydro

1H-pyrrole-3-carboxamide. Il est intéressant de souligner que la 

partie diethylaminoéthyle n'a été introduite que pour permettre la formation de sel et n'est 

absolument pas indispensable pour la fixation au VEGFR2. Il est ainsi commercialisé sous forme 

 
: Structure chimique du sunitinib. 

), anticorps monoclonal humain 

rolimus lors d'un essai 

chez des patients atteints de carcinome rénal à cellules claires 

reçu un antiangiogénique. Le nivolumab a montré 

19,6 mois respectivement (le hazard 

0,002), ainsi que moins d'effets 

37 % de toxicité de grade 3 ou 4, respectivement) 169. Suite à ces 

Rm en seconde ligne 

D'autres essais sont en cours afin d'évaluer l'association du nivolumab avec un inhibiteur de 

ones (Figure 20). Il a pour 

le. Selon la nomenclature 

dihydro-1H-indol-3-

. Il est intéressant de souligner que la 

e que pour permettre la formation de sel et n'est 

absolument pas indispensable pour la fixation au VEGFR2. Il est ainsi commercialisé sous forme 
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1.2.2 Activité pharmacologique 

Le sunitinib possède différentes cibles incluant entre autres les VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3, 

le PDGFR, le facteur de croissance des cellules souches (Kit), la Fms-like tyrosine kinase (Flt-3), 

le récepteur 1 au facteur de stimulation de colonies (CSF-1R) et RET. Les différentes 

concentrations de sunitinib capables d’inhiber 50 % de l’activité tyrosine kinase, déterminées à 

partir de protéines purifiées sont résumées dans le Tableau 5 170. A noter cependant que, malgré 

ce qui peut être lu dans la littérature, ces IC50 ne sont pas comparables entre elles puisqu’il s’agit 

d’enzymes différentes. 

 

Tableau 5 : Concentration de sunitinib capable d’inhiber 50 % de l’activité tyrosine kinase (IC50) sur les 

principales protéines kinases cibles 170. 

Cible IC50 (nM) 

VEGFR1 15 

VEGFR2 38 

VEGFR3 30 

PDGFRα 69 

PDGFRβ 55 

CSF-1R 35 

Flt-3 21 

c-Kit 5 

Ret 224 

c-Kit : facteur de croissance des cellules souches ; CSF : Colony stimulating factor 1 receptor ; Flt-3 : Fms-like 
tyrosine kinase 3 ; IC50 : Concentration inhibitrice 50 ; PDGFR : Platelet-derived growth factor receptor ; RET : 

rearranged during transfection ; VEGFR : vascular endothelial growth factor receptors. 

1.2.3 Indications thérapeutiques 

Le sunitinib a obtenu son AMM en janvier 2006. Il est indiqué en monothérapie dans le 

traitement en 1ère ligne du cancer rénal localement avancé ou métastatique, à la posologie de 50 

mg/j durant 4 semaines suivies de deux semaines de fenêtre thérapeutique. 

De par son pouvoir inhibiteur de c-Kit, il est également approuvé à la même posologie dans le 

traitement des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) résistantes à l'imatinib (Glivec®) ou 

chez les patients intolérants à l’imatinib. Dans les tumeurs neuroendocrines du pancréas, le 

schéma posologique est différent puisque les patients sont traités en continu à la posologie de 

37,5 mg/j. 
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1.2.4 Pharmacocinétique  

Le sunitinib est administré par voie orale. Il est lentement absorbé au niveau du tractus digestif. 

La concentration plasmatique maximale est obtenue entre 6 et 12 heures 171 après l’ingestion du 

médicament. Sa biodisponibilité absolue n’est pas connue en raison de l’absence de la forme 

intra-veineuse. Cependant, elle ne semble pas être affectée par la prise concomitante de 

nourriture. Il possède un large volume de distribution (2230 L) 172 indiquant une distribution 

tissulaire. Le sunitinib est fortement métabolisé par monodééthylation par le cytochrome P450 

3A4 (CYP3A4) en un métabolite actif, le N-deséthyl-sunitinib (SU12662), qui est à son tour 

métabolisé par le CYP3A4 en métabolites inactifs. Le sunitinib et le SU12662 se fixent fortement 

aux protéines plasmatiques (95 et 90 %, respectivement), principalement à l’albumine. Le 

sunitinib et le SU12662 sont lentement éliminés par la voie hépato-biliaire avec des demi-vies 

d’élimination respectives de 40-60 heures et de 80-110 heures 173. La pharmacocinétique du 

sunitinib est sujette aux variations circadiennes. Kloth et al. ont observé chez 12 patients que la 

concentration résiduelle de sunitinib était significativement plus élevée quand le médicament était 

administré à 13h00 ou 18h00 plutôt qu’à 8 h du matin 174. Ainsi, les concentrations résiduelles de 

sunitinib étaient de 66,0 ng/mL, 58,9 ng/mL et 50,7 ng/mL, respectivement (p=0,006). En 

revanche, aucune différence significative n’a été observée pour l’aire sous la courbe (ASC) entre 

les 3 heures de prise. 

 

Le sunitinib présente une large variabilité interindividuelle de sa pharmacocinétique. Une méta-

analyse réalisée à partir de données issues de volontaires sains et de patients atteints de tumeurs 

solides avancées traités par sunitinib a permis d’estimer par une approche de population 

l’ensemble des paramètres pharmacocinétiques du sunitinib et du SU12662 (Tableau 6) 175. 

 

Tableau 6 : Valeurs estimées des paramètres pharmacocinétiques du sunitinib et de son métabolite 

SU12662 175. 

Paramètres Valeur estimée (CV) 

 Sunitinib SU12662 

ka (h
-1

) 0,20 (80 %) 0,29 (86 %) 

CL (L.h
-1

) 51,8 (38 %) 29,6 (47 %) 

Vd (L) 2030 (43 %) 3080 (59 %) 

t1/2 (h) 69 (9 %) 80 (28 %) 

CL, clairance ; CV, coefficient de variation ; h, heure ; L, litre ; L.h-1, litre/heure ;  
ka, constante d’absorption ; Vd, volume de distribution ; t1/2, demi-vie d’élimination 
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Récemment, un modèle pharmacocinétique semi-physiologique a été proposé pour décrire la 

pharmacocinétique du sunitinib et du SU12662 176. La variabilité interindividuelle de la clairance 

du sunitinib et du SU12662 était de 34 % et 42 % respectivement. 

 

En pratique clinique quotidienne, cette large variabilité interindividuelle de la pharmacocinétique 

du sunitinib et du SU12662 se caractérise, respectivement, par des coefficients de variation de 

l’ordre de 50 % et 40 % pour la concentration plasmatique composite (sunitinib + SU12662) 

résiduelle et l’aire sous la courbe (ASC) 177. 

1.2.5 Efficacité clinique 

Le sunitinib a été comparé à l'IFNα lors d'une étude internationale randomisée multicentrique de 

Phase III chez des patients atteints d’un CCRm 178. Les sept cent cinquante patients inclus 

recevaient soit du sunitinib par voie orale à la posologie de 50 mg par jour pendant 4 semaines 

suivies de 2 semaines de fenêtre thérapeutique (n=375) ; soit 9MU d'IFNα 3 fois par semaine 

(n=375). Les patients ont été traités jusqu’à progression de la maladie ou jusqu’à la sortie de 

l’étude.  

L'analyse comparative a montré pour le groupe ayant reçu le sunitinib une augmentation 

statistiquement significative de la survie sans progression (11 vs 5 mois, p<0,001). Selon les 

critères RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), les patients traités par sunitinib 

présentaient également une meilleure réponse objective (réponse partielle + réponse complète) 

que les patients traités par IFNα (47 vs 12 %, p<0,001) (Tableau 7). Enfin, la survie globale était 

plus longue dans le bras sunitinib (26,4 vs 21,8 mois, p=0,051) 178. 

 

Tableau 7 : Réponse tumorale et survie sans progression. Sunitinib versus IFNα, d'après Motzer et al 178. 
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 Sunitinib 
(n=375)  

 IFNα  
(n=375) 

 

Réponse Nombre patients % Nombre patients % 

Réponse objective 176 47 46 12 

- Réponse complète 11 3 4 1 

- Réponse partielle 165 44 42 11 

Maladie stable 150 40 202 54 

Progression 26 7 69 18 

Données manquantes 23 6  58 15 

Survie sans progression     

- Médiane, mois 11  5 

- IC 95%, mois 11 à 13  4 à 6 

IC95 % : Intervalle de confiance à 95 % 

1.2.6 Tolérance 

Cette étude de Phase III pivot a également permis d'évaluer le profil de tolérance des patients 

traités par sunitinib selon le NCI-CTCAE v 3.0 (National Cancer Institute Common Terminology 

Criteria for Adverse Events) 178.  

Des effets indésirables graves (grade 3 ou 4) ont été rapportés chez 24 % des patients recevant du 

sunitinib et chez 7 % des patients recevant l'IFNα 173. Le taux d'arrêt du traitement lié à ces 

toxicités sévères était de 19 % dans le bras sunitinib et 23 % dans le bras IFNα. Enfin, des 

réductions de doses ont eu lieu chez 50 % des patients traités par sunitinib et chez 27 % des 

patients traités par IFNα 178. 

Les effets indésirables du sunitinib gradés selon le NCI-CTCAE v 3.0 sont résumés dans le 

Tableau 8. Les toxicités sévères les plus fréquemment observées sont : la fatigue, le syndrome 

mains-pieds, l’hypertension artérielle, l’hypothyroïdie, la diarrhée et la thrombopénie. Parmi ces 

toxicités, sont retrouvés des effets indésirables dits de « classe », communs aux inhibiteurs de 

l'angiogenèse : hypertension artérielle, thrombose et toxicité rénale. 
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Tableau 8 : Effets indésirables du sunitinib les plus fréquents et gradés selon le NCI-CTCAE v 3.0, d'après 

Motzer et al 178. 

Effets indésirables  Tous grades (%)  Grade 3 (%)  Grade 4 (%)  

Diarrhée  61  9  0  

Fatigue  54  11  0  

Hypertension artérielle  30  12  0  

Mucite  30  1  0  

Syndrome mains-pieds  29  9  0  

Modification couleur peau  27  <1  0  

Modification couleur cheveux  20  0  0  

Hypothyroïdie  14  2  0  

Toxicité cardiaque (diminution 

fraction d’éjection)  

13  3  0  

Leucopénie  78  8  0  

Neutropénie  77  16  2  

Anémie  79  6  2  

Thrombopénie  68  8  1  

Lymphopénie  68  16  2  

Elévation de la lipase  56  15  3  

Elévation de la créatinine  70 <1 <1 

 

1.2.7 Relation pharmacocinétique/pharmacodynamie 

Plusieurs études cliniques ont pu mettre en évidence l’existence d’une relation entre la 

concentration plasmatique et la réponse (efficacité ou toxicité) au traitement par sunitinib chez 

des patients traités pour CCRm 179. 

1.2.7.1 Efficacité 

Concernant l’efficacité du sunitinib dans le traitement du CCRm, Houk et al. ont rapporté une 

relation entre l’ASC composite (sunitinib+SU12662) et la réponse objective (réponse partielle ou 

complète) chez 146 patients traités pour CCRm 180. Ainsi, une ASC composite de 1500 ng/mL.h-1 

permettrait d’avoir une réponse objective dans 80 % des cas. De plus, les mêmes auteurs ont 

montré qu’une ASC de sunitinib ≥ 800 ng/mL.h-1 augmentait significativement le temps jusqu’à 

progression (p=0,001) et la survie globale (p=0,01) 180. Récemment, Narjoz et al. ont confirmé 
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que la survie globale était approximativement deux fois plus longue chez les patients présentant 

une ASC composite > 1973 ng/mL.h-1 à J21 après l’initiation du traitement (35,2 mois vs 16,7 

mois, p=0,0051) 181. Enfin, Faivre et al. ont rapporté une efficacité thérapeutique moindre du 

sunitinib chez des patients caucasiens présentant une concentration résiduelle composite 

inférieure à 50 ng/mL 182. Enfin, les patients présentant une concentration résiduelle composite 

supérieure à 100 ng/mL avaient une SSP plus courte que ceux présentant une concentration 

inférieure à 100 ng/mL. (médiane SSP 748 vs 238 jours, p=0,02) en raison de l’arrêt précoce du 

traitement pour des toxicités sévères 183.  

1.2.7.2 Toxicité 

Diverses études cliniques ont rapporté que la survenue de toxicités de grade ≥ 3 était plus 

fréquente chez les patients fortement exposés au sunitinib et au SU12662 181–184. Par ailleurs, il 

existerait une relation entre l’ASC du sunitinib et la survenue d’effets secondaires tels que la 

neutropénie, la fatigue, l’hypertension artérielle, des mucites et l’anorexie 180,183,185. Les 

thrombopénies de grade ≥ 2 seraient plus fréquentes chez les patients fortement exposés au 

SU12662 (Odd ratio : 1,27 ; p=0,028) 181 ou présentant une concentration résiduelle de sunitinib 

≥ 90 ng/mL 186. Enfin, une concentration résiduelle composite supérieure à 100 ng/mL serait un 

facteur de risque de thrombopénie de grade ≥ 2 chez les patients asiatiques 187. 

1.2.8 Variabilité interindividuelle de réponse 

Les données obtenues lors des différents essais cliniques ont permis de mettre en évidence 

l'existence d'une variabilité interindividuelle de la réponse clinique, en termes d'efficacité ou de 

toxicité, chez les patients traités par sunitinib. Ainsi, environ 30 % des patients traités par 

sunitinib possèdent une résistance primaire intrinsèque 188. Parmi les 70 % de patients présentant 

une réponse initiale au traitement, une variabilité interindividuelle de réponse est observée 178. 

Cette dernière est d’autant plus importante en pratique quotidienne chez des patients non 

sélectionnés qui sont plus fragiles (âge avancé, nombreuses comorbidités) et à risque en termes 

d’interactions pharmacocinétiques. De plus la majorité des patients développe une résistance 

secondaire après 6 à 15 mois de traitement par sunitinib 163. Par ailleurs, certains patients 

présentent des toxicités sévères, décrites plus haut, menant à un arrêt définitif dans 8 % des cas 

ou à une diminution de la dose dans 32 % des cas 189. Ces toxicités sont d’autant plus fréquentes 

et sévères chez les patients en dehors des essais cliniques en raison de leur plus grande fragilité. 
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Cette variabilité interindividuelle de réponse au traitement peut être due à la large variabilité 

interindividuelle pharmacocinétique du sunitinib et de son métabolite actif, le SU12662 

ou à des altérations au niveau moléculaire. 

1.2.8.1 Facteurs de variabilité pharmacocinétique 

Etant donné qu’une relation pharmacocinétique/pharmacodynamique (PK/PD) a été clairement 

rapportée dans la littérature 179,190, une sous-exposition plasmatique au traitement peut résulter en 

une mauvaise réponse au traitement, tandis qu’une surexposition peut induire la survenue 

d’épisodes toxiques sévères. La large variabilité interindividuelle pharmacocinétique du sunitinib 

et du SU12662 contribue donc probablement à la différence des résultats cliniques observés d’un 

patient à l’autre. 

Différents facteurs peuvent influencer l’absorption digestive, le métabolisme ou encore 

l’élimination du sunitinib et du SU12662. 

� Caractéristiques démographiques, cliniques et biologiques du patient 

Une étude de pharmacocinétique de population a permis d’identifier le poids total, le sexe, 

l’ethnie, le type de tumeur et l’indice de performance ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) 

comme des facteurs contribuant à la variabilité pharmacocinétique interindividuelle 175. 

Cependant, l’impact de ces différents facteurs sur la pharmacocinétique du sunitinib et du 

SU12662 semble au final négligeable. En revanche, Narjoz et al. ont récemment rapporté que la 

masse maigre est un paramètre expliquant 24 % de la variabilité interindividuelle de l’exposition 

composite 181. Ainsi, une faible masse maigre résulte en une exposition plus importante au 

sunitinib et au SU12662, ce qui corrobore l’incidence plus élevée de toxicités dose-limitantes chez 

les patients sarcopéniques 191. Enfin, Chae et al. ont récemment montré que la surface corporelle 

influençait significativement la clairance apparente du sunitinib chez des patients asiatiques traités 

à la dose de 37,5 mg/j pour CCRm 192. 

� Polymorphismes génétiques 

La fréquence d’expression du CYP3A5, dont le sunitinib est substrat 184,193, est de l’ordre de 20 % 

chez les patients caucasiens, 40 à 50 % chez les patients asiatiques et de 90 % chez les patients 

africains 194. Dans ce contexte, l’expression du CYP3A5 chez certains patients pourrait causer une 

augmentation de la clairance d’élimination du médicament et donc une sous-exposition 
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plasmatique au médicament. Ainsi, une étude récente a montré que la clairance au sunitinib était 

augmentée de 22,5 % chez les patients qui expriment du CYP3A5 184.  

Par ailleurs, le sunitinib est un substrat de la P-glycoprotéine (Pgp), protéine d’efflux appartenant 

à la superfamille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette), et de la breast cancer resistance protein 

(BCRP), codées par les gènes ABCB1 et ABCG2 respectivement 195. Ces protéines d’efflux sont 

localisées notamment au sein de l’épithélium digestif et de la membrane canaliculaire des 

hépatocytes. Des polymorphismes génétiques de ces protéines peuvent engendrer des 

modifications significatives de leur fonctionnalité et de ce fait altérer l’absorption et l’élimination 

du sunitinib et du SU12662 chez les patients porteurs d’une telle mutation. 

Ainsi, différentes équipes ont montré que le génotype d’ABCG2 (421C>A) influençait 

significativement la pharmacocinétique du sunitinib et du SU12662, en augmentant l’exposition 

plasmatique au sunitinib 181,186. Enfin, le génotype d’ABCB1 (rs2032582) a récemment été identifié 

comme influençant la clairance apparente du sunitinib chez des patients asiatiques traités à la dose 

de 37,5 mg/j pour CCRm 192. 

� Interactions médicamenteuses 

Du fait des voies métaboliques du sunitinib, des interactions pharmacocinétiques sont à prévoir 

avec les inhibiteurs ou les inducteurs du CYP3A4 196,197, avec pour conséquences respectives 

l'augmentation ou la diminution de l’exposition plasmatique des patients au médicament. Ainsi, 

l’administration concomitante d’inducteurs enzymatiques du CYP3A4 tels que l’ifosfamide ou la 

rifampicine résulte en une diminution significative de l’exposition plasmatique du sunitinib 198,199. 

Enfin, Da Silva et al. ont rapporté que l’administration concomitante de nicardipine (inhibiteur 

modéré du CYP3A4) augmentait de près de 50 % la concentration plasmatique du sunitinib200. 

En revanche, la prise d’inhibiteurs de la pompe à protons, d’anti-acide ou d’anti-histaminique H2 

n’entraîne pas de variations significatives de la biodisponibilité du sunitinib 201. 

� Observance  

Les thérapies ciblées antitumorales administrées par voie orale sont des traitements longs et 

ambulatoires, le patient doit donc gérer seul son traitement ainsi que les éventuels effets 

indésirables liés à ces thérapies 177. Il en découle une observance variant de 16 à 100 % 202 et 

difficilement prévisible. L'étude ADAGIO pour l’imatinib décrit une non adhérence au 

traitement, inattendue et élevée, d’environ 30 % associée à une réponse moindre chez les patients 

traités pour des GIST ou leucémies myéloïdes chroniques 203,204. 
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De la même manière, une variabilité de l'observance pourrait être en partie responsable de la 

variabilité interindividuelle de réponse observée avec le sunitinib. Cependant, aucune donnée 

n’est actuellement disponible dans la littérature. 

1.2.8.2 Résistance au sunitinib 

Le taux de réponse initiale au sunitinib est estimé à 30 %. De plus, la maladie progresse après 6 à 

15 mois de traitement par sunitinib 163 soulevant l’existence de résistances primaires et 

secondaires. Les mécanismes de résistance au sunitinib ne sont pas complètement élucidés. 

Plusieurs mécanismes ont été évoqués : up-régulation des voies de signalisation pro-

angiogéniques, résistance via le microenvironnement tumoral, activation de voie de signalisation 

alternative ou inhibition inadéquate de la cible sont les principaux.  

Le premier grand type de mécanisme concerne la restauration de l'angiogenèse. Il s’agit de la 

surexpression de facteurs pro-angiogéniques (PlGF, FGF, IL-8) 205–207 faisant suite à l'hypoxie 

tumorale induite par le traitement antiangiogénique. Cette hypoxie entraine, comme décrit 

précédemment, l'accumulation d'HIFα conduisant à la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques. 

Ainsi, dans un modèle murin de carcinome pancréatique, la résistance aux antiangiogéniques était 

associée à une augmentation des facteurs pro-angiogéniques, dont le FGF. L’utilisation d’un 

FGF-trap permettait à nouveau de ralentir la croissance tumorale et l’angiogenèse. In vitro, le 

FGF2 stimulait la prolifération des cellules endothéliales et la formation de tubules malgré la 

présence de sunitinib 206. Au niveau clinique, une forte proportion de carcinomes rénaux 

exprimait fortement le FGF2, soulignant son rôle potentiel dans la résistance au sunitinib. 

 

La résistance au sunitinib pourrait également être induite par le microenvironnement tumoral : les 

fibroblastes associés aux tumeurs (TAF), les myeloid derived suppressor cells (MDSC) ou les péricytes. 

En effet, les TAF contribuent à la croissance tumorale et à l'angiogenèse en sécrétant notamment 

des facteurs de croissance, des cytokines et des hormones comme HGF, EGF, SDF-1 ou IL-6 208. 

Par ailleurs, les MDSC (population hétérogène de cellules myéloïdes immatures qui ont été 

définies comme CD11b+Gr1+ chez la souris) peuvent induire l’angiogenèse par deux 

mécanismes distincts. Elles entrainent un relargage de VEGF par la matrice extra cellulaire en 

produisant des taux élevés de MMP-9 209. De plus, ces cellules peuvent se différencier en cellules 

endothéliales afin de former de nouveaux vaisseaux. Il a été démontré, au sein de tumeurs 

résistantes aux thérapies antiangiogéniques, une plus forte expression des gènes de cytokines 

impliquées dans la mobilisation et le recrutement de ces cellules MDSC, notamment le G-CSF 209. 
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Enfin, les péricytes pourraient également contribuer directement à la formation de vaisseaux 

sanguins en favorisant la survie des cellules endothéliales via PDGF 210.  

D’autres mécanismes de résistance au sunitinib ont été évoqués tels que l’activation de voie de 

signalisation alternative, Gao et al. ont ainsi observé une activation de sphingosine kinase 1 (SK1) 

et ERK dans des lignées cellulaires de carcinome rénal résistantes au sunitinib. L’utilisation 

d’inhibiteurs de SK1 et ERK permet alors de restituer la sensibilité au sunitinib 211. 

 

Une inhibition inadéquate de la cible liée à des polymorphismes génétiques ou à une 

séquestration lysosomale du sunitinib a également été envisagée comme mécanisme potentiel de 

résistance au sunitinib. Les single nucleotide polymorphism (SNPs) de gènes qui régulent la 

pharmacodynamie du sunitinib (VEGFR et PDGFR) pourraient effectivement être impliqués 

dans la résistance au sunitinib. De façon intéressante, les SNPs rs307826 et rs307821 du VEGF-

R3 étaient associés à une diminution de la survie dans 2 études indépendantes 212,213.  

Enfin, comme l’augmentation de l’efflux du médicament est un mécanisme classique de 

résistance, les concentrations intracellulaires de sunitinib dans des lignées de carcinome rénal et 

de colon ont été déterminées 214. De façon étonnante, la concentration intracellulaire de sunitinib 

était 10 fois supérieure dans les cellules résistantes au sunitinib comparées aux cellules sensibles. 

La microscopie à fluorescence a permis d’observer une augmentation de la séquestration 

lysosomale du sunitinib dans les cellules résistantes au sunitinib. Cette séquestration lysosomale 

serait réversible, supportant ainsi l’intérêt en clinique d’un rechallenge par sunitinib chez des 

patients qui progressent après un premier traitement par ce médicament. 

1.2.9 Suivi thérapeutique pharmacologique 

L’existence d’une relation PK/PD, d’un faible index thérapeutique, d’une large variabilité 

interindividuelle de l’exposition plasmatique au sunitinib et à son métabolite SU12662 associée à 

une faible variabilité intraindividuelle sont des arguments en faveur du suivi thérapeutique 

pharmacologique (STP) du sunitinib. Un panel européen d’experts a récemment pris position en 

faveur de la réalisation du STP pour optimiser la prise en charge individuelle de leurs patients 

sous sunitinib 190. La fourchette thérapeutique proposée pour le STP est une concentration 

résiduelle composite située entre 50 et 100 ng/mL. Dans un contexte de médecine personnalisée, 

les objectifs de ce suivi sont d’une part, de diminuer les taux d’échecs thérapeutiques liés à une 

exposition plasmatique subthérapeutique, d’autre part de réduire la fréquence et la sévérité des 

effets indésirables liées à une surexposition plasmatique. De plus, le STP est également utile pour 
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le contrôle de l’observance des patients et l’identification d’interactions de type 

pharmacocinétique. A ce jour, il n’existe pas de preuve formelle de l’intérêt du STP en routine 

même si une étude pilote récente tend à montrer les bénéfices apportés par le STP 215.  

 

Cependant, la concentration plasmatique composite du sunitinib et de son métabolite 

actif n’est pas toujours le juste reflet de l’effet du médicament sur la cible. En effet, les protéines 

d’efflux PgP et BCRP sont également exprimées au sein de la cellule tumorale 216. Par conséquent, 

leur niveau d’expression ou de fonctionnalité lié à la présence de polymorphismes génétiques 

peuvent altérer la diffusion intracellulaire du sunitinib et du SU12662, ce qui peut résulter en une 

inefficacité du médicament ou une toxicité importante au sein des cellules saines. Dans ce 

contexte, la pharmacogénétique peut être utile pour identifier ces facteurs, mais cette dernière 

doit être couplée à la recherche de biomarqueurs tumoraux de réponse et/ou de toxicité. 

1.2.10 Biomarqueurs et sunitinib  

Comme décrit précédemment, un sous-groupe de patients est résistant intrinsèquement ou 

développe des résistances sous traitement par sunitinib. Des marqueurs identifiant ces patients 

aideront à optimiser la prise en charge de la maladie. 

Différents effets indésirables induits par le sunitinib tels que l’hypertension 217,218, la leucopénie 
218,219, le syndrome main-pied 220 ou encore la thrombocytopénie 221 ont été suggérés comme des 

marqueurs cliniques potentiels de réponse au traitement. En revanche, il n'existe pas actuellement 

de marqueurs cliniques validés par la communauté scientifique pouvant prédire la réponse 

clinique au sunitinib.  

Différentes équipes ont essayé d’identifier des biomarqueurs circulants d’efficacité du sunitinib, 

tels que les cellules endothéliales circulantes (CEC). Comme les CECs sont relarguées dans la 

circulation suite aux dommages vasculaires, elles pourraient représenter un marqueur d’efficacité 

des traitements antiangiogéniques 222. En effet, chez des patients atteints de CCR métastatique, un 

niveau de CECs augmenté durant le traitement par sunitinib était associé à une survie sans 

progression plus longue, comparée aux patients avec une diminution du nombre de CECs. Les 

CECs pourraient donc potentiellement être utilisées comme biomarqueur de réponse au 

traitement par sunitinib 223. Afin de prédire l’efficacité du sunitinib, de nombreuses études ont 

ciblé les ligands solubles des récepteurs au VEGF (VEGF-A, VEGF-C, PlGF) et les récepteurs 

solubles (sVEGFR-1/2/3) 224–226 ou encore des cytokines (IL-8, TNFα, MMP-9) 226 mais les 

résultats restent contradictoires dans la littérature. 
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Les progrès technologiques de ces dernières années, notamment la génomique et la 

méthylomique, ont également permis la mise en évidence de potentiels marqueurs génétiques ou 

épigénétiques. Ainsi, certains polymorphismes nucléotidiques de gènes (VEGF-A, VEGFR, 

ABCB1, CYP3A5) impliqués dans la régulation pharmacocinétique et pharmacodynamique du 

sunitinib sont corrélés à la survie sans progression ou la survie globale 226. De même, il a été 

suggéré que le degré de méthylation de promoteurs de certains gènes pouvait permettre de 

prédire la réponse au sunitinib. Ainsi, les patients atteints de CCR présentant une 

hyperméthylation du promoteur de NEFH (Neurofilament heavy polypeptide) avaient une survie 

globale de 9,8 mois versus 29,8 pour les patients avec une faible méthylation (p=0,028) 227. De 

même une faible méthylation des promoteurs de CST6 (cystatin E/M) et LAD1(ladinin 1) était 

associée à une augmentation de la survie sans progression et de la survie globale 221. Toutefois, le 

nombre de patients de ces études était faible et une validation supplémentaire de la méthylation 

de promoteurs de NEFH, CST6 et LAD1 comme biomarqueur prédictif de la réponse aux ITK 

anti-VEGFR est nécessaire. 

Enfin, des études récentes ont dressé des profils d’expression différents des micro-ARN 

(miRNA) chez les patients atteints de CCR traités par sunitinib. Les micro-ARN sont des ARN 

non codants qui contrôlent l’expression de gènes au niveau post-transcriptionnel. Une des études 

visant à montrer l’effet des miRNA dans la résistance au sunitinib a déterminé l’expression des 

miRNA au niveau du sang périphérique de patients atteints de CCR traités par sunitinib. La 

comparaison des mauvais répondeurs (SSP<6mois) versus bons répondeurs (SSP>18mois) a 

révélé une différence significative dans l’expression de 28 miRNA 228. Ainsi plus spécifiquement, 

Prior et al. ont observé une expression élevée de miR-942, -628-5p, -133a et -484, associée à une 

diminution du temps à progression et de la survie globale chez les patients atteints de CCRm. 

Une surexpression de miR-942 était le meilleur marqueur prédictif de l’efficacité du sunitinib chez 

les patients atteints de CCR 229. Le potentiel des miRNA comme biomarqueur prédictif de 

l’efficacité du sunitinib mérite donc d’être confirmé. 

 

Malgré les nombreux travaux effectués, aucun biomarqueur prédictif de la réponse au sunitinib 

n'a été validé chez les patients atteints d'un carcinome rénal. En effet, la plupart des études ont 

été menées sur un faible nombre de patients et n’ont pas été construites avec un bras contrôle. 

Une validation sur de plus grandes cohortes de patients et des études prospectives est donc 

nécessaire afin de pouvoir valider ces potentiels marqueurs prédictifs, en vue d'une pratique 

clinique. 
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2 Le nivolumab chez les patients atteints de cancer 

bronchique non-à petites cellules 

2.1 Généralités sur le cancer bronchique non-à petites 

cellules 

2.1.1 Epidémiologie 

Le cancer broncho-pulmonaire est le 2ème cancer le plus répandu et est le cancer le plus mortel 

dans le monde 230. La survie globale à 5 ans est estimée à 16 % 231. En France, il se situe au 4ème 

rang des cancers et au 1er rang des décès par cancer, tout sexe confondu. En effet, l’institut 

national de veille sanitaire (InVS) a estimé 39495 nouveaux cas ainsi que 29949 décès en 2012, 

dont 71 % survenant chez l’homme. Bien que l’incidence du cancer du poumon soit stable chez 

l’homme, elle est en forte augmentation chez la femme depuis 1980 avec un taux d’incidence 

standardisé de 5,3 % par an. L’âge moyen du diagnostic est de 65 ans chez la femme et 66 ans 

chez l’homme 146. Le tabagisme (actif ou passif) représente le principal facteur de risque de cette 

pathologie. Plusieurs autres facteurs environnementaux ou professionnels sont reconnus comme 

cancérogènes, tels que l’amiante, l’arsenic, le radon ou les hydrocarbures polycycliques 

aromatiques 232. Enfin, la pollution atmosphérique a récemment été identifiée comme facteur de 

risque 233.  

2.1.2 Types histologiques 

Deux grands types de carcinomes pulmonaires sont distingués à ce jour : les cancers broncho-

pulmonaires à petites cellules (CBPC) (15 %) et les cancers bronco-pulmonaires non-à petites 

cellules (CBNPC) (85-90 %) 234. Il existe différents sous-types histologiques de CBNPC dont les 

plus fréquents sont 235: 

• l’adénocarcinome (~43 %), 

• le carcinome épidermoïde (~23 %), 

• le carcinome à grandes cellules (~2 %). 
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La récente classification histologique des cancers broncho-pulmonaires élaborée par 

l’organisation mondiale de la santé (OMS) décrit un grand nombre de sous-types, mettant en 

évidence le caractère hétérogène de cette pathologie 236.  

2.1.3 Anomalies moléculaires 

Différentes altérations génétiques ont été identifiées dans certains sous-types de CBNPC. Parmi 

elles, les deux altérations les plus importantes sont : la mutation activatrice du gène codant le 

récepteur de l’epidermal growth factor (EGFR) ainsi que le réarrangement du gène ALK (anaplastic 

lymphoma kinase). 

La mutation de l’EGFR et le réarrangement de ALK sont respectivement présents dans 30 % 237 

et 2-8 % 238 des patients. Ces anomalies moléculaires sont plus fréquentes chez les patients 

n’ayant jamais fumés et dans les adénocarcinomes. La mutation de l’EGFR est également plus 

fréquemment retrouvée chez les femmes, alors que le réarrangement de ALK a tendance à être 

plus observé chez les patients jeunes. 

2.1.3.1 Mutation de l’EGFR 

Les mutations du gène de l’EGFR sont trouvées au sein des exons 18 à 21 239. La délétion de 

l’exon 19 et la mutation ponctuelle L858R de l’exon 21 représente 85 % des mutations de 

l’EGFR et entraine une activation constitutive du récepteur à l’EGF. Ceci a pour conséquence, 

l’activation de différentes voies de signalisations telles que la voie des MAP kinases 

(RAS/RAF/MEK) qui sont impliquées dans la prolifération et la différentiation cellulaire ; ou 

encore les voies JAK/STAT et PI3K/Akt/mTOR qui jouent un rôle dans l’inhibition de 

l’apoptose (Figure 21) 164. L’activation de ce récepteur est donc double, avec une balance plutôt 

en faveur de la prolifération cellulaire 240.  

Les cellules ayant ce type de mutation présente une addiction oncogénique vis-à-vis de l’EGFR, 

faisant des molécules inhibitrices de l’EGFR, des thérapies de choix pour la prise en charge des 

CBNPC exprimant une telle anomalie moléculaire. Toutefois, il est important de souligner que 

ces tumeurs peuvent également présenter une résistance secondaire au traitement, avec dans 50-

60 % des cas une résistance liée à la mutation T790M de l’exon 20 241,242. L’amplification de Met 

est un autre mécanisme d’échappement au traitement retrouvé dans 20 % des cas de résistance 

secondaire, cependant dans 50 % des cas, la mutation T790M de l’exon 20 coexiste 243. Enfin, 

d’autres mutations secondaires telles que D761Y, L747S et T854A peuvent être retrouvées mais 

de façon beaucoup plus rare 244.  



 

78 
 

 

 
Figure 21 : Voies de signalisation de l’EGFR, d’après 245. 
EGF, epidermal growth factor; GRB2, growth factor receptor-bound protein 2; K, kinase domain; MAPK, mitogen-activated protein 
kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; PTEN, phosphatase and tensin homolog; SOS, 
son of sevenless; STAT, signal transducer and activator of transcription; TGF-α, transforming growth factor alpha 

2.1.3.2 Réarrangement de ALK  

Dans le CBNPC, le remaniement de ALK le plus fréquent résulte de la translocation entre les 

gènes ALK et EML4 (Echinoderm Microtubule associated protein Like 4) sur le chromosome 2, 

aboutissant à la formation du gène de fusion EML4-ALK. Cette anomalie est responsable d’une 

activation constitutive de la cascade de signalisation des MAP kinases, entraînant la prolifération 

cellulaire (Figure 21) 246. De la même manière que pour les mutations de l’EGFR, des thérapies 

ciblant spécifiquement ALK peuvent être utilisées (crizotinib, Xalkori® ou céritinib, Zykadia®) 

2.1.3.3 Autres mutations 

On retrouve des fusions de ROS1 dans environ 2 % des cancers du poumon 247. De même que 

pour les fusions ALK, les fusions ROS1 sont plus souvent trouvées chez les fumeurs légers et/ou 

les non-fumeurs. 

Il existe des mutations du gène KRAS, retrouvées dans près de 25 % des cas de cancers du 

poumon 248. Ces mutations sont associées au statut tabagique (5 fois plus présentes chez les 

fumeurs). Des mutations BRAFV600E sont détectées dans moins de 2 % des CBNPC. Des 

mutations HER2 sont également retrouvées dans environ 2 % des cas. Une amplification de 

MET est retrouvée dans moins de 1 % et un réarrangement de RET est observé dans 1 à 2 % des 

adénocarcinomes 249. D’autres altérations sont en cours d’identification et pourraient à leur tour 

représenter des cibles thérapeutiques potentielles 
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2.1.3.4 Recommandations 

La recherche d’une mutation du gène de l’EGFR ou un réarrangement du gène ALK doit 

systématiquement être demandée : 

- en cas de cancer non-épidermoïde de stade avancé ou métastatique ; 

- en cas de cancer épidermoïde chez des non-fumeurs de stade avancé ou métastatique. 

En revanche, la recherche systématique d’altérations moléculaires des gènes KRAS, BRAF, 

HER2, ROS1 ou encore RET est en cours d’évaluation et donc n’est actuellement pas 

systématiquement recommandée 81. 

2.1.4 Prise en charge thérapeutique 

Les modalités de prise en charge thérapeutique, présentées dans la Figure 23, tiennent compte de 

différents facteurs tels que l’âge, l’état général, les comorbidités du patient, le stade TNM, 

l’histologie et les anomalies moléculaires de la tumeur que nous venons de décrire. 

Le stade du cancer broncho-pulmonaire est évalué selon la classification TNM 7éme édition de 

l’American Joint Commitee on Cancer (AJCC) et de l’UICC 236.  

2.1.4.1 Stades précoces ou localement avancés 

Le CBNPC est peu sensible aux chimiothérapies ainsi qu’à la radiothérapie. Les stades précoces 

ou localement avancés de la maladie sont donc préférentiellement traités par une chirurgie 

toujours accompagnée d’un curage ganglionnaire. Un traitement adjuvant par radio et/ou 

chimiothérapie est souvent mis en place. La chimiothérapie est préconisée 4 à 8 semaines après 

l’intervention, avec 4 cycles d’une bithérapie associant du cisplatine et de la vinorelbine suivant un 

schéma d’administration de 21 jours.  

Lorsque la chimiothérapie est administrée de façon concomitante ou séquentielle à la 

radiothérapie, la chimiothérapie est alors composée d’un sel de platine associé à une autre 

molécule (la vinorelbine, l’étoposide ou le paclitaxel) pendant 2 à 4 cures 250. 

2.1.4.2 Stades métastatiques 

On estime qu’au moment du diagnostic 40 à 55 % des CBNPC sont à un stade métastatique 251 et 

que 15-20 % le deviendront par la suite 252. Durant les dernières décennies, la découverte de 

l’hétérogénéité moléculaire du CBNPC a radicalement modifié le diagnostic de cette pathologie et 
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par conséquent les stratégies thérapeutiques. La prise en charge du cancer métastatique repose 

uniquement sur l’utilisation de thérapies systémiques telles que la chimiothérapie, les thérapies 

ciblées et plus récemment l’immunothérapie. 

� La chimiothérapie 

La chimiothérapie est indiquée en première intention. L’utilisation d’un sel de platine associé à 

une autre molécule de 3ème génération (la vinorelbine, l’étoposide, la gemcitabine, le pemetrexed 

ou le paclitaxel) pour 4 à 6 cycles, permet d’augmenter significativement la survie globale 253–255. 

Une chimiothérapie de seconde ligne ou de ligne ultérieure est recommandée, que le patient ait 

répondu ou non à la première ligne de traitement métastatique. Le traitement dépendra des 

molécules utilisées lors des cures précédentes. 

� Les thérapies ciblées 

L’association du bevacizumab (Avastin®), anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF-A 

circulant, en association à une chimiothérapie améliore le taux de réponse, la survie sans 

progression ainsi que la survie globale chez certains patients par rapport à l’utilisation de la 

chimiothérapie en monothérapie.  

Ces dernières années, la mise en évidence de certaines anomalies moléculaires au sein de la 

tumeur a permis l’émergence des thérapies ciblées. Pour les tumeurs présentant une mutation 

activatrice de l’EGFR, il est recommandé d’utiliser en première ligne un inhibiteur de tyrosine 

kinase en monothérapie tel que l’erlotinib (Tarceva®), le gefitinib (Iressa®) ou l’afatinib (Giotrif®). 

En effet, ces molécules ont montré une efficacité supérieure à la chimiothérapie en première ligne 

en termes de taux de réponse et de survie sans progression, tout en améliorant la qualité de vie 

des patients 256–259. Chez les patients qui développent la mutation de résistance de l’EGFR 

T790M, l’osimertinib (Tagrisso®), un inhibiteur de 3e génération de l’EGFR actif contre cette 

mutation devient le traitement de référence dans cette situation. Les inhibiteurs de ALK tels que 

le crizotinib (Xalkori®) et le ceritinib (Zykadia®) peuvent être utilisés en première et deuxième 

ligne, respectivement dans les CBNPC ayant un réarrangement de ALK. 

� L’immunothérapie 

Récemment, de nouvelles molécules immuno-modulatrices ont été développées. Ces thérapies 

ciblent les « immune checkpoints », ce qui a pour but de stimuler le système immunitaire de l’hôte et 

d’augmenter la réponse contre les cellules tumorales. Le premier type d’immunothérapie  

développé a été un anticorps anti-CTL4, l’ipilimumab (Yervoy®). Mais pour les patients atteints 
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de CBNPC, les meilleurs résultats ont été obtenus avec des inhibiteurs du PD-1/PD-L1 qui ont 

probablement une activité supérieure dans les tumeurs avec haut taux de mutation 260. De plus, 

dans les CBNPC une surexpression du PD-1 à la surface des lymphocytes T CD8 circulants et 

infiltrants la tumeur a été observée 261. Le nivolumab (Opdivo®) est ainsi préconisé en Europe en 

deuxième ligne chez les patients ayant progressé sous chimiothérapie. Par ailleurs, le 

pembrolizumab (Keytruda®) qui cible également le récepteur PD-1, est indiqué aux Etats-Unis 

dans le CBNPC après échec d’une première ligne de traitement. 
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Figure 22 : Stratégies de prise en charge en première ligne des CBNPC épidermoïdes et non-épidermoïdes. 
D’après 81. 
ALK : anaplastic lymphoma kinase ; EGFR : epidermal growth factor receptor ; IHC : immunohistochimie ; nab: nanoparticle 
albumin-bound ; PA : paquet/année ; PS : performance status. 
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2.2 Le nivolumab 

2.2.1 Structure 

Le nivolumab est un anticorps monoclonal humanisé de type immunoglobuline G4 (IgG4) 

composé de 2 chaînes lourdes et de 2 chaînes légères. Cet anticorps est obtenu à partir de souris 

transgéniques immunisées. Son fragment Fc (fragment cristallisable) a été modifié dans le but 

d’éviter la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC Antibody Dependant Cell-mediated 

Cytotoxicity). 

2.2.2 Activité pharmacologique 

Le nivolumab se lie spécifiquement au récepteur PD-1 et possède une grande affinité pour celui-

ci. La fixation du nivolumab sur le PD-1 empêche ainsi l’interaction avec ses 2 ligands PD-L1 et 

PD-L2. Ceci a pour conséquence une levée de l’inhibition des lymphocytes qui rétablit et amplifie 

la réponse immunitaire anti-tumorale 262. 

 

Le nivolumab se fixe avec une grande affinité au PD-1 des lymphocytes T effecteurs à mémoire, 

et des lymphocytes Treg. En revanche, le nivolumab ne se fixe ni sur les CD4 naïfs ni les CD8 

naïfs 263, ce qui montre que le PD-1 est surexprimé chez les cellules T activés dans les tissus 

périphériques.   

 

Lors des essais pré-cliniques cellulaires, la concentration efficace 50 % du nivolumab sur le PD-1 

de lymphocytes T CD4 activés était de 0,64 nmol/L et les concentrations nécessaires pour 

inhiber 50 % de l’interaction du PD-1 avec les ligands PD-L1 et PD-L2 étaient respectivement 

2,52 et 2,59 nmol/L. Cette forte affinité a été confirmée lors d’un essai de Phase I qui a montré 

que le taux d’occupation des récepteurs PD-1 des lymphocytes T circulants par le nivolumab était 

indépendant de la dose 263. Le pic moyen d’occupation était de 85 % (bornes 70-97 %) et le taux 

moyen d’occupation de 72 % (extrêmes 59-81 %). L’occupation du récepteur par le nivolumab 

pouvait être détectée dès la 4ème heure après la première perfusion et jusqu'à 57 jours après la 

perfusion 262. Enfin, le récepteur pouvait être encore occupé par le nivolumab alors que ce dernier 

était indétectable dans le sérum (<1,25 µg/mL) 262.  
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2.2.3 Indications 

Depuis 2014, le nivolumab a obtenu une AMM dans différentes indications à la posologie de 3 

mg/kg toutes les 2 semaines. 

Il a été initialement approuvé par la FDA en décembre 2014 puis par l’EMA en avril 2015 en 

première ligne du traitement du mélanome avancé ou métastatique, suite aux résultats de l’essai 

de Phase III le comparant en monothérapie à la dacarbazine 264. Il été par la suite respectivement 

approuvé par la FDA et l’EMA en mars et juillet 2015, pour le traitement du CBNPC 

métastatique de type épidermoïde chez des patients ayant préalablement reçu une première ligne 

de traitement, en association. Cette autorisation a depuis été étendue par la FDA aux CBNPC 

non épidermoïdes. Ceci fait suite aux essais de Phase III Ckeckmate 057 et 017, qui ont comparé 

le nivolumab en monothérapie au docétaxel dans le traitement des CBNPC non épidermoïdes et 

épidermoïdes 265,266. 

Depuis novembre 2015, il est autorisé par la FDA pour le traitement en 2ème ligne du cancer du 

rein métastatique chez les patients préalablement traités par une thérapie antiangiogénique, suite à 

l’essai de Phase III le comparant en monothérapie à l’évérolimus 169. En Europe, un avis 

favorable de l’EMA pour l’extension de l’autorisation au cancer du rein et au cancer bronchique 

non épidermoïde a été prononcé en février 2016.  

Depuis avril 2016, le nivolumab est indiqué en association avec l’ipilimumab dans le mélanome 

avancé selon la posologie suivante : 1 mg/kg de nivolumab en association avec l’ipilimumab (3 

mg/kg) toutes les 3 semaines pour 4 cycles, suivi d’une monothérapie par nivolumab à 3 mg/kg 

toutes les 2 semaines. 

Enfin, le nivolumab est en cours d’évaluation dans d’autres indications avec des taux de réponse 

objective de 19% dans un essai de Phase I/II dans le carcinome hépatocellulaire 267, de 17% dans 

un essai de Phase II dans le cancer de l’ovaire 268 et de 18% dans une Phase I/II dans le cancer 

bronchique à petites cellules 269.  

2.2.4 Propriétés pharmacocinétiques 

Le nivolumab est administré en perfusion intraveineuse sur une période de 60 minutes, toutes les 

2 semaines à la posologie de 3 mg/kg. 

La pharmacocinétique du nivolumab est linéaire pour des posologies allant de 0,1 à 10 mg/kg. En 

effet, la concentration au pic (Cmax) ainsi que l’ASC évoluent proportionnellement à la dose avec 

une variabilité interindividuelle modérée (30-50 %). La Cmax est atteinte dans les 4 heures après 
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le début de la perfusion 262. La distribution du nivolumab se fait selon un modèle bi-

compartimental avec une élimination d’ordre 1. Le volume de distribution est de 8 litres. Une 

approche de pharmacocinétique de population à partir de données (n=1314 dosages) d’essais de 

Phase I (n=3), de Phase II (n=3) et de Phase III (n=3) a permis de déterminer à l’état d’équilibre 

la moyenne géométrique de la clairance ainsi que l’ASC : 92 mL/h et 75,3 µg/mL.h-1 270. La 

clairance du nivolumab augmente avec le poids corporel. Cependant, l'administration d'une dose 

normalisée en fonction du poids permet d’uniformiser les Cmin à l’état d’équilibre. Le nivolumab 

étant un anticorps monoclonal de type IgG4 entièrement humain, sa métabolisation ne passe pas 

par les cytochromes P450 (CYP450) ou autre enzymes métabolisant les médicaments. Son 

métabolisme est probablement identique à celui des IgG endogènes. Le nivolumab serait donc 

dégradé, par diverses voies cataboliques, en acides aminés et en peptides de petites tailles. 

L’administration concomitante de médicaments inhibiteur ou inducteur enzymatique ne devrait 

donc pas entrainer de modification de l’exposition plasmatique au nivolumab. Dans ce contexte, 

aucune étude d’interaction de type pharmacocinétique n’a été réalisée avec le nivolumab. Lors 

d’un essai de Phase I 262, la demi-vie du nivolumab dans le sérum a été estimée entre 12 (0,3 ; 1 ou 

3 mg/kg) et 20 jours (10 mg/kg). L’approche de population a estimée la demi-vie à 26 jours 270, ce 

qui est cohérent avec la demi-vie d’élimination des IgG4 endogènes dont la demi-vie terminale 

est de l’ordre de 27 jours.  

 

Tableau 9 : Paramètres pharmacocinétiques du nivolumab déterminés par une approche de 
pharmacocinétique de population 270. 

Paramètres Valeur estimée (CV) 

CL (mL/h) 92 (48%) 

Vd (L) 7,7 (29,5%) 

t1/2 (jours) 26 (87 %) 

ASCss (µg/mL.h
-1

) 78,0 (27,8 %) 

ASCss, aire sous la courbe à l’état d’équilibre (ss : steady state) ; CL, clairance ; CV, coefficient de variation ; Vd, volume de 

distribution 

 

La clairance du nivolumab présente une variabilité interindividuelle de 50 %. L’analyse de 

population a permis de montrer que l’albuminémie pouvait influencer de manière significative la 

clairance du nivolumab. Ainsi, une diminution de 29,8 % de la clairance a été observée chez les 

patients ayant une albuminémie de 30 g/L en comparaison aux patients ayant une albuminémie 

de 40 g/L. Le poids total a également été identifié comme une covariable influençant 

significativement la clairance au nivolumab. Cependant, la posologie en mg/kg permet de lisser 

cette influence puisqu’une exposition similaire a été observée chez des patients ayant un poids 
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compris entre 34 et 162 kg. Enfin, l'âge, le sexe, la race, l’ECOG, le type et la taille de tumeur, 

l'insuffisance hépatique et le taux de filtration glomérulaire estimé n'ont pas d'effets cliniquement 

pertinents sur la clairance du nivolumab.  

Enfin, il existe une variabilité interindividuelle modérée d’exposition sérique (Cmax et ASC) au 

nivolumab, de l’ordre de 30 % 270. 

2.2.5 Efficacité Clinique dans le cancer du poumon 

L’efficacité du nivolumab (3 mg/kg toutes les 2 semaines) en seconde ligne de traitement dans les 

CBNPC épidermoïdes et non-épidermoïdes a été respectivement comparée à celle du docetaxel 

(75 mg/m² toutes les 3 semaines) lors des essais cliniques de Phase III CheckMate 017 266 et 057 
265. Ces deux essais ont mis en évidence une amélioration significative du taux de réponse et de la 

survie globale (SG). Pour les patients présentant un CBNPC épidermoïde (n=272), la médiane de 

la SG était de 9,2 mois dans le bras nivolumab versus 6 mois avec le docetaxel (p<0,001) ; tandis 

que pour les cancers non-épidermoïdes (n=582) la SG était de 12,2 mois avec le nivolumab versus 

9,4 mois avec le docetaxel (p<0,001). Le taux de réponse objective était statistiquement meilleur 

dans le bras nivolumab pour les types épidermoïdes (20 % vs 9 %, p=0,008) et non épidermoïdes 

(19 % vs 12 %, p=0,02). 

Pour les types non-épidermoïdes, une meilleure SG a été rapportée au sein de la population 

présentant un statut PD-L1 positif (détection par immunohistochimie, IHC). En revanche, aucun 

bénéfice n’a été observé chez les patients ayant un statut PD-L1 négatif, non-fumeurs ou EGFR 

mutés.  

 

Les résultats de ces études ont été récemment confirmés lors de l’essai CheckMate 153, toujours 

en cours, sur une large cohorte de patients (n=824) atteints de CBNPC. Parmi les 395 patients 

évaluables pour la réponse tumorale, une réponse partielle ou une maladie stabilisée ont été 

respectivement observées chez 14 % et 49 % des patients. Cependant, aucune différence de 

réponse n’a été mise en évidence en fonction du statut PD-L1 des patients ou de l’ECOG 271. 

 

Plusieurs essais cliniques sont en cours afin d’évaluer l’efficacité du nivolumab (en monothérapie 

ou en association) en première ligne dans le traitement du CBNPC 249. Des résultats préliminaires 

d’un essai de Phase I (CheckMate 012) mené chez 52 patients atteints de CBNPC et traités en 

première ligne par nivolumab en monothérapie ont montré un taux de réponse objective de 21 

%, associée à une longue durée de réponse (extrêmes 7,6-85,6 mois, et une médiane non encore 
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atteinte) 272. Enfin, un essai de Phase III (CheckMate 026) est actuellement en cours pour 

comparer l’efficacité en première ligne du nivolumab en monothérapie à une chimiothérapie (au 

choix de l’investigateur) chez des patients atteints d’un CBNPC et présentant un statut PD-L1 

positif.  

2.2.6 Toxicité 

Le nivolumab présente un profil de tolérance acceptable. Lors des essais cliniques, l’état général 

des patients n’a pas semblé affecter la tolérance 271. Cependant, ces résultats doivent être 

interprétés avec précautions puisque les patients inclus dans les essais cliniques sont sélectionnés 

et ne sont forcément représentatifs des patients de la population générale qui sont souvent plus 

fragiles (âge avancé, nombreuses comorbidités, sarcopénie…) et par conséquent présentent un 

risque accru de toxicités sévères (grades 3 ou 4).  

 

Lors des essais cliniques, les effets indésirables du nivolumab étaient généralement moins sévères 

et fréquents que ceux induits par les chimiothérapies conventionnelles. Ainsi, les essais cliniques 

comparant le nivolumab au docetaxel ont rapporté une fréquence de toxicités de grades 3 ou 4 

plus faible avec le nivolumab (7 à 10 % vs 54 à 55 %, respectivement). Lors de différents essais, 

58 à 74 % des patients traités par nivolumab ont présenté des effets indésirables, tout grade 

confondu 273,274. Les toxicités les plus fréquentes étaient la fatigue, l’anorexie et l’asthénie. Aucune 

relation entre la dose ou la durée du traitement et la toxicité n’a été clairement démontrée. Par 

ailleurs, aucune dose maximale toxique n’a été clairement identifiée lors des essais de Phase I. 

 

Le nivolumab possède des effets indésirables spécifiques appelés « immune-related Adverse Events » 

(irAE) liés à son mécanisme d’action. Ils apparaissent souvent de façon retardée par rapport à la 

mise en place du traitement. Des irAE ont été rapportés chez environ 50 % des patients atteints 

de CBNPC traités par nivolumab sur l’ensemble des essais cliniques. Les plus communs étaient 

une toxicité cutanée de type rash ou prurit (5 à 16 %), une diarrhée (8 à 12 %) et une 

pneumopathie immunologique (3 à 6 %) 273,275,276. Ces irAE étaient généralement peu sévères et 

réversibles. D’autres irAE moins fréquents tels que les endocrinopathies représentées 

essentiellement par l’hypothyroïdie, les néphrotoxicités ou les cytolyses hépatiques ont été 

également rapportés 266,273,275,276. Les délais d’apparition étaient très variables d’un patient à l’autre, 

allant de quelques jours à quelques mois 249. Ces toxicités pouvaient nécessiter l’arrêt temporaire 

ou définitif du nivolumab et l’administration de corticoïdes ou d’un anti-TNF (infliximab). La 
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pneumopathie immunonologique (1 à 3 % de grade 3-4) a été identifiée comme étant l’irAE le 

plus fréquemment responsable d’un arrêt du traitement. De plus, certains patients sont décédés 

suite à cette toxicité lors des essais de Phase I et II 273,274. 

2.2.7 Relation PK/PD 

Très peu de données sont actuellement disponibles en ce qui concerne la relation entre la 

concentration sérique du nivolumab et la réponse, que ce soit en termes de toxicité ou 

d’efficacité. Les seules données actuellement disponibles pour la relation PK/PD proviennent du 

rapport d’évaluation du nivolumab remis à la FDA et l’EMA. Dans ce rapport, est spécifié que ni 

la concentration résiduelle sérique après la première administration ni celle à l’état d’équilibre 

n’est prédictive de la survie globale. De même, aucune relation n’est rapportée entre la survenue 

de toxicités sévères et l’exposition sérique au nivolumab 270. Néanmoins, ces résultats doivent être 

confirmés avec des données issues de patients classiques et non sélectionnés pour des études 

cliniques standardisées pour lesquels, comme nous l’avons déjà dit, une plus large variabilité 

interindividuelle de la pharmacocinétique et de la réponse au traitement (efficacité, toxicité) est 

attendue. 

2.2.8 Les enjeux du nivolumab 

Le nivolumab représente donc une alternative aux chimiothérapies conventionnelles en seconde 

ligne dans les CBNPC. Néanmoins, un certain nombre de challenges persistent actuellement pour 

l’utilisation de cet inhibiteur des checkpoints immunitaires.  

 

2.2.8.1 Evaluation de la réponse 

L’évaluation de la réponse des patients traités par inhibiteur des checkpoints immunitaires présente 

des difficultés par rapport à celle de la chimiothérapie puisque la cinétique de réponse sous ces 

traitements peut être différente. Ainsi, des profils de réponse inhabituels ont été rapportés, sous 

forme de réponses retardées dites « pseudo-progression ». Elles se manifestent par l’augmentation 

initiale des lésions, voire une apparition de nouvelles lésions avant leur régression par la suite. Ce 

phénomène est lié à l’infiltrat inflammatoire présent au niveau tumoral qui peut augmenter sous 

l’effet du traitement. Sachant que l’évaluation radiologique actuelle (critères RECIST) est 

incapable de discriminer une « pseudo-progression » d’une réelle progression tumorale, il est 
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préconisé de continuer le traitement chez les patients considérés cliniquement stables 277. Il arrive 

que ces pseudo-progressions surviennent plusieurs mois après l’initiation du traitement, rendant 

encore plus difficile la distinction avec une réelle progression tumorale. Bien que la plupart des 

essais aient utilisé les critères d’évaluation RECIST, de nouveaux critères d’évaluation de la 

réponse tumorale aux immunothérapies ont été proposés en 2009 afin de ne pas conclure à tord à 

une progression. Ces immune-related response criteria (irRC) 277 permettent de considérer qu’un 

patient est répondeur lors de l’apparition d’une lésion, si les autres lésions présentent à l’initiation 

du traitement diminuent. Ces critères utilisent la somme des produits des plus grands diamètres 

perpendiculaires des lésions pour mesurer la masse tumorale à l’initiation du traitement. A chaque 

évaluation, la taille des nouvelles lésions est incorporée pour juger de l’évolution globale de la 

masse tumorale. Une réponse partielle est caractérisée par une diminution par rapport au baseline 

de plus de 50 % et une progression par une augmentation de la masse tumorale de plus de 25 %. 

Toute réponse doit être confirmée par une nouvelle évaluation à au moins 4 semaines d’intervalle. 

2.2.8.2 Associations thérapeutiques 

La tumeur utilise différents mécanismes pour échapper à la réponse immunitaire anti-tumorale. 

Le rationnel de combiner des immunothérapies agissant sur différentes cibles semblerait être une 

alternative pour prévenir la résistance tumorale. Les mécanismes immuno-régulateurs sont très 

complexes et hétérogènes en fonction des tumeurs et des individus. L’amélioration de la 

compréhension de ces mécanismes, pourrait permettre d’identifier des combinaisons 

thérapeutiques additives voire synergiques. 

Les récepteurs PD-1 et CTLA-4 inhibent l’activité des LT lors de différentes phases de la réponse 

immunitaire et ce à travers différentes voies. Bloquer ces deux signaux est donc probablement 

redondant mais synergique, ou tout au moins additif. Dans ce sens, un essai clinique associant le 

nivolumab et l’ipilimumab (anti CTLA-4) a été mené chez des patients atteints de CBNPC. Des 

résultats intéressants ont été rapportés, avec un taux de réponse objective compris entre 13 et 39 

%. Ce dernier était dépendant des schémas de doses d’immunothérapies administrées. En 

revanche, les toxicités étaient bien plus fréquentes qu’avec le nivolumab en monothérapie : 28 à 

35 % de toxicités de grade 3-4 275. L’objectif de cette étude était également de comparer les effets 

du nivolumab seul et en association avec une autre thérapie telle que la chimiothérapie à base de 

platine et les thérapies ciblées. Etant donné les résultats prometteurs de la combinaison 

nivolumab et ipilimumab dans le mélanome 278,279, une étude de Phase III a été initiée pour 

évaluer la SG des patients ayant un CBNPC traités par nivolumab ou nivolumab associé à 
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l’ipilimumab ou une chimiothérapie. Par ailleurs, une étude de Phase I est actuellement en cours 

pour comparer l’efficacité et le profil de tolérance du nivolumab en monothérapie et du 

nivolumab en association avec une autre thérapie (ipilimumab, chimiothérapie à base de platine 

ou thérapie ciblée) 249. 

D’autres stratégies thérapeutiques pourraient être envisagées telles que l’association du nivolumab 

à des agonistes de molécules activatrices de LT (action sur la superfamille des récepteurs au TNF 

tel que OX40), afin de potentialiser la levée d’inhibition du système immunitaire. D’autres 

combinaisons avec d’autres molécules pourraient être évaluées: 

- co-stimulations inhibitrices au niveau des lymphocytes telles que TIM3 (T cell Ig and 

Mucin-3) ou LAG3 (Lymphocyte Activation Gene-3) 280 ; 

- voies immunosuppressives métaboliques avec l’IDO (Indoleamine 2,3 dioxygenase) 281 ; 

- cibles présentes sur les cellules immunosuppressives du microenvironnement, comme 

CSF1R (Colony stimulating factor 1 receptor) sur les cellules myéloides, ou KIR (Killer cell 

Immunoglobulin-like Receptors) sur les cellules NK 282,283.  

 

Un pré-traitement permettant de recruter des lymphocytes au niveau tumoral pourrait être un 

préalable nécessaire 284,285, faisant envisager des associations avec un anti-CTLA4 pour rétablir 

le recrutement des LT au niveau tumoral 285, des cytotoxiques, des thérapies ciblées ou des 

rayonnements ionisants pour favoriser la libération d’antigènes tumoraux. Enfin, des 

stratégies de vaccination anti-tumorale ou de thérapie cellulaire par transfert de lymphocytes 

pourraient être également intéressantes pour induire ou reproduire une réponse immunitaire.  

2.2.8.3 Facteurs prédictifs de la réponse 

Les différents essais thérapeutiques chez des patients atteints de CBNPC traités par nivolumab 

ont rapporté des résultats prometteurs, avec un taux de réponse objective d’environ 20 %. 

Cependant, la majorité des patients ne répond pas et certains d’entre eux peuvent présenter des 

toxicités pouvant s’avérer irréversibles voire létales. Par conséquent, l’identification d’un 

biomarqueur permettant de prédire la réponse tumorale au traitement ou la survenue d’une 

toxicité sévère apparait nécessaire. Un tel biomarqueur pourrait permettre de sélectionner les 

patients susceptibles de bénéficier de ce traitement et de diminuer les coûts inutiles, sachant que 

le prix pour 12 semaines de thérapie est d’environ 36000 euros. Dans ce but, de nombreuses 

études ont été menées afin d’évaluer d’éventuels biomarqueurs de réponse.  
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� Le statut PD-L1 

Différents essais cliniques ont étudié par IHC l’expression du PD-L1, des cellules tumorales 

comme marqueur prédictif ou pronostique de la réponse au traitement. Cependant, les résultats 

rapportés actuellement dans la littérature  sont discordants (Tableau 10). 

L’essai de Phase I du nivolumab chez des patients atteints de tumeurs solides avancées suggère 

que le statut PD-L1 aurait un rôle prédictif de la réponse tumorale, avec 36 % de réponse chez les 

patients PD-L1 + versus aucune réponse chez les patients PD-L1 - (p=0,006) 286. Cet essai de 

Phase I incluait des différents types tumoraux (mélanome, CBNPC, prostate, colon et rein). En 

revanche, aucune association n’a été observée entre le statut PD-L1 et la réponse au traitement 

ou la survie globale chez 68 patients préalablement traités pour CBNPC 273. De plus, les données 

de Phase III montrent une efficacité du nivolumab indépendante du statut PD-L1 pour les sous-

types épidermoïdes 265. L’expression de PD-L1 semblerait toutefois être associée à la réponse, la 

SSP et la SG pour les carcinomes non-épidermoïdes 266. De manière générale, lors des différents 

essais, une réponse objective ainsi qu’une plus longue durée de réponse ont été observées quel 

que soit le statut PD-L1, bien que cela soit plus souvent retrouvé chez les patients PD-L1 + 272,274. 

Enfin, une méta-analyse portant sur 20 essais cliniques, incluant des mélanomes, des CBNPC et 

des cancers génitaux, traités par anti-PD-1 ou anti-PDL1, a mis en évidence une association entre 

le taux de réponse tumorale et le statut PD-L1 avec 34,1 % de répondeurs parmi les patients PD-

L1 + versus 19,9 % chez les patients PD-L1 - (p<0,0001). Concernant les CBNPC, le taux de 

réponse était plus important chez les patients PD-L1 + que chez les PD-L1 - , avec une 

différence absolue de 8,7 % 287. 

Toutefois, le seuil de positivité variait selon les essais et les techniques utilisées pour mesurer 

l’expression de PD-L1 n’étaient pas toujours similaires. Enfin, il est important de souligner 

qu’une proportion significative de patients avec un statut PD-L1 - répondait au nivolumab dans 

plusieurs essais. 

Il semble donc difficile à ce jour d’identifier clairement les patients éligibles au traitement par 

nivolumab uniquement à partir du statut PD-L1, au risque d’exclure des patients potentiellement 

répondeurs à cette immunothérapie. Dans ce contexte, le statut PD-L1 n’est actuellement pas 

recommandé en pratique clinique comme biomarqueur prédictif ou pronostique au traitement par 

nivolumab. 
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Tableau 10 : Association du statut PD-L1 avec le taux de réponse, la survie sans progression et la survie 
globale dans les différents essais du nivolumab.  

Référence Phase Tumeur 
 
 

Seuil de 
positivité 
(% CT) 

TR 
PD-L1+/- 

(%) 

SSP 
PD-L1 +/ - 

(mois) 

SG 
PD-L1 +/ 

- (mois) 

Conclusion 
 
 

Topalian 
et al  286 

I Mélanome, 
rein, colon, 
CBNPC, 
prostate 

5 36 / 0 

p= 0,006 

  Association significative 

Gettinger 
et al 273 

I CBNPC 5  15 / 14 3,3 / 1,8 7,8 / 10,5 Pas d’association. 

Rizvi et al 
274  

I CBNPC 5* 

 

24 / 14 

 

  Association. 

Brahmer 
et al 265 

III CBNPC 

(CE) 

5* 

 

21 / 15 

p=0,29 

 

p=0,47 

 

p=0,16 

Pas d’association 

Borghaei 
et al 266 

III CBNPC 
(ADK)  

5* 

 

36 / 10 

p=0,002 

5 / 2,1 

p=0,0001 

18 / 9,7 

p=0,0004 

Valeur prédictive quel que soit le 
seuil. 

CT : cellules tumorales ;PD-L1 : programmed death ligand 1 ; SG : survie globale ; SSP : survie sans progression ; * dans cette étude les seuils de 1 et 
10 % ont également été utilisés. La valeur p est mentionnée quand elle est disponible. + :positif ; - : négatif. 

� Les mutations somatiques 

Selon de récentes données, la charge mutationnelle pourrait influencer la réponse aux inhibiteurs 

du PD-1. En effet, les tumeurs présentant le plus fort taux de mutations sont associées à une 

meilleure réponse aux immunothérapies. L’efficacité du nivolumab dépend de sa capacité à 

reconnaitre les antigènes tumoraux présents à la surface des cellules tumorales. Les néo-antigènes, 

qui proviennent de mutations spécifiques de l’ADN tumoral, semblent jouer un rôle important 

dans le contrôle immunitaire de la tumeur 288. Il est ainsi attendu que le taux de néo-antigènes 

augmente avec la charge mutationnelle. Pour les CBNPC, les charges mutationnelles et les gènes 

affectés sont différents entre les patients fumeurs et non fumeurs 289. Les cancers du poumon 

induits chez les fumeurs présentent une charge mutationnelle plus importante 290–292. Il a 

également été démontré que le pembrolizumab était plus efficace chez les patients avec une forte 

charge mutationnelle, en particulier chez les patients fumeurs 289.  

Dernièrement il a été décrit qu’une déficience du système de réparation des mésappariements de 

l’ADN (« mismatch-repair ») était associé à un meilleur taux de réponse objective ainsi qu’une 

meilleure survie. Toutes ces données suggèrent que l’évaluation de la charge mutationnelle ou de 

la présence de néo-antigènes spécifiques, par séquençage de l’exome (whole exome sequencing), 

devrait être prochainement évaluée comme potentiel biomarqueur prédictif 96,260,293. 
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� Les lymphocytes infiltrant la tumeur  

Des alternatives au statut PD-L1 comme biomarqueur prédictif de la réponse tumorale ont été 

envisagées. Ainsi, Taube et al. ont montré chez 41 patients atteints d’une tumeur solide avancée 

que l’expression du PD-L1 était géographiquement associée à la présence de cellules immunitaires 

infiltrant la tumeur, bien que les régions riches en lymphocytes n’étaient pas tout le temps 

associées avec l’expression du PD-L1. L’expression de PD-L1 par la cellule tumorale et les infiltrats 

immunitaires était associée à l’expression du PD-1 par les lymphocytes. Cependant, seul le statut 

PD-L1 au niveau tumoral était associé significativement à la réponse au nivolumab (p=0,025) 89.  

L’immuno-score, un biomarqueur composite de la progression naturelle de la tumeur, pourrait 

prédire la réponse au traitement. Il permet d’évaluer le type et la quantité de lymphocytes 

infiltrant la tumeur (TIL) et ainsi de mieux comprendre le comportement tumoral 294. L’immuno-

score a été évalué dans le cancer colorectal où il a été montré que le taux de lymphocytes CD8 au 

niveau de la tumeur était un meilleur candidat pour identifier la récurrence que le score TNM 295. 

Une harmonisation des techniques d’IHC, des types cellulaires pris en compte ainsi que la région 

étudiée est en cours dans le but d’établir un immuno-score qui pourrait être utilisé en pratique 

clinique 294. Dans les CBNPC, il a été montré que ces TIL pouvaient avoir une valeur 

pronostique. Pour exemple, un essai à montré que le taux de LT CD8 au sein du stroma ajoutait 

une valeur pronostique significative au score TNM pour les stades I à IIIA, suggérant l’utilisation 

combinée de ces deux scores (TNM immuno-score) 296. Les marqueurs CD4+, CD3+ et 

CD45RO+ respectivement présents à la surface des LT cytotoxiques, des LT (CD4 et CD8) et 

des LT mémoires sont associés à un pronostic favorable lorsqu’ils sont exprimés dans les 

CBNPC. Cependant, l’impact des Treg, B et NK n’est pas clairement identifié dans le CBNPC 
296,297. 

 

Les nouvelles technologies, telles que le séquençage à haut-débit pour mesurer la charge 

mutationnelle ou les néo-antigènes, la génomique ou la protéomique pour identifier des 

« signatures » géniques ou antigéniques ou encore l’IHC multicolore, ont été et sont utilisées dans 

de nombreux essais pour identifier un biomarqueur prédictif ou pronostique 99. Les résultats de 

ces études, bien que parfois prometteurs, ne permettent pas d’identifier un biomarqueur fiable et 

validé par la communauté scientifique. La recherche d’un biomarqueur prédictif ou pronostique 

reste donc l’un des enjeux principaux du traitement par nivolumab.  
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CHAPITRE 3 : PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS 
DU TRAVAIL 

L’oncogenèse est un phénomène très complexe qui correspond à la transformation d’une cellule 

normale en une cellule tumorale. Le développement tumoral est lié à des modifications 

dynamiques au sein du génome qui vont permettre aux cellules d’acquérir des nouvelles capacités, 

responsables d’une prolifération ou d’un pouvoir invasif accru. L’ensemble des processus 

impliqués dans le phénotype tumoral a été regroupé par Hanahan et Weinberg sous le terme de 

« Hallmarks of cancer ». Ils incluent de nombreuses caractéristiques, parmi lesquelles l’angiogenèse 

et l’échappement au système de surveillance immunitaire. Ces mécanismes résultent d’altérations 

impliquées dans la transduction du signal cellulaire. Les protéines à activité kinases sont des 

régulateurs majeurs des voies de signalisation et ont donc un rôle clé dans le phénomène 

d’oncogenèse. 

 

L’angiogenèse induit la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux 

préexistants. Ce phénomène physiologique est détourné par la tumeur afin de créer un réseau 

vasculaire qui lui est propre, lui permettant de croître. Diverses molécules participent à sa 

régulation, particulièrement le VEGF qui est un facteur pro-angiogénique sécrété par les cellules 

tumorales lorsque celles-ci sont en hypoxie. 

L’échappement au système immunitaire est une autre propriété acquise par la tumeur. Ainsi, le 

concept d’immunoediting décrit ce phénomène qui aboutit à une tolérance du système immunitaire 

vis-à-vis de la tumeur. Un des mécanismes impliqué dans cet échappement est l’expression de 

molécules de co-stimulation inhibitrices, tel que le PD-1, à la surface des cellules immunitaires. 

Ceci empêche le système immunitaire de se mobiliser contre la tumeur, en rendant les 

lymphocytes anergiques ou non fonctionnels. 

 
La meilleure compréhension de l’oncogenèse a donc permis de mettre en évidence des altérations 

moléculaires clés inhérentes au phénotype tumoral qui constituent autant de cibles pour le 

développement des thérapies ciblées telles que les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) et les 

immunothérapies (inhibiteurs de checkpoints immunitaires). Le développement clinique d’ITK 

dirigés contre le VEGF (antiangiogénique) a constitué une avancée majeure dans la prise en 

charge du carcinome rénal métastatique. Pour exemple, le sunitinib a permis d’augmenter 

significativement les survies sans progression et globale chez des patients atteints d’un cancer 
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rénal métastatique par rapport à l’IFN. De même, le développement récent d’un inhibiteur de 

checkpoint immunitaire, le nivolumab (anticorps anti-PD1) a significativement augmenté la survie 

globale des patients atteints d’un CBNPC. Toutefois, un certain nombre de problématiques 

accompagnent l’utilisation de ces thérapies innovantes. D’une part, tous les patients ne 

bénéficient pas de la même réponse à ces traitements en raison de l’existence de résistances 

primaires et de la survenue de résistances adaptatives en cours de traitement chez un grand 

nombre d’individus. Bien que présentant moins de toxicités que les chimiothérapies 

conventionnelles, les thérapies ciblées et les immunothérapies peuvent être responsables d’effets 

indésirables sévères menant à une diminution voire à un arrêt temporaire ou définitif du 

traitement. A ces variabilités interindividuelles d’efficacité et de toxicités s’ajoutent le coût 

important de ces thérapies. Ainsi, le coût annuel de traitement pour le sunitinib est actuellement 

d’environ 39 500 euros par patient. Pour le nivolumab, le coût moyen annuel de traitement oscille 

entre 100 000 et 300 000 euros par patient. Afin de prévenir la survenue de résistances tumorales 

secondaires, la combinaison de ces approches agissant sur différentes cibles moléculaires mérite 

d’être étudiée. Néanmoins, de nombreuses questions telles que le choix des molécules, les doses, 

le rythme d’administration (combinaison ou administration séquentielle) doivent être résolues 

avant la mise en place de telles stratégies thérapeutiques. 

 

L’identification de biomarqueurs pour le sunitinib et le nivolumab est donc un enjeu majeur afin 

de déterminer avant traitement les patients susceptibles de répondre à ces thérapies, de prédire la 

survenue de toxicités sévères et de suivre la réponse au cours du traitement. En effet, l’objectif 

ultime de cette démarche est de diminuer la perte de chance liée à la proposition d’un traitement 

inefficace ou l’exposition à des toxicités sévères inutiles pour les autres patients. Au final, de tels 

marqueurs permettraient de baisser le coût de ces thérapies en choisissant initialement le bon 

traitement pour le bon patient, à la bonne posologie. 

 

Afin de répondre à ces attentes, différents types de biomarqueurs peuvent être évalués : le suivi 

pharmacologique thérapeutique (STP) basé sur la mesure de la concentration plasmatique du 

médicament, le suivi de biomarqueurs circulants (ADN tumoral, cytokines, facteurs pro-

angiogéniques…) et l’approche « omique » (génomique, protéomique, transcriptomique…). Le 

STP est recommandé pour le sunitinib en raison de l’existence d’une relation PK/PD et d’une 

large variabilité interindividuelle de sa pharmacocinétique 190. Les objectifs de ce STP sont de 

prévenir rapidement un éventuel échec au traitement lié à une exposition plasmatique 

infrathérapeutique, ainsi que de diminuer la survenue d’effets indésirables liée à une surexposition 
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plasmatique au traitement. Toutefois, la concentration plasmatique n’est malheureusement pas 

toujours le juste reflet de l’activité antitumorale. Concernant le nivolumab, très peu de données 

PK/PD sont actuellement disponibles. Par conséquent, la mise en place d’un éventuel STP pour 

l’optimisation de cette immunothérapie n’a pas encore été étudiée, d’autant plus qu’aucune 

méthode de dosage plasmatique n’est actuellement validée.  

 

Concernant les biomarqueurs circulants, les études se sont principalement concentrées pour le 

sunitinib sur les facteurs circulants impliqués dans l’angiogenèse (VEGF, VEGFR2, PlGF, 

VEGR solubles) ou sur les cytokines. Certains d’entre eux semblent être des candidats 

prometteurs, cependant les résultats de ces études sont contradictoires et ne permettent pas de 

conclure clairement sur leur statut de biomarqueur. Concernant le nivolumab, le statut 

immunohistochimique PD-L1 reste à ce jour le biomarqueur le plus prometteur. En effet, les 

patients présentant un statut PD-L1 positifs semblent être de meilleurs répondeurs, bien qu’une 

proportion non négligeable de patients PD-L1 négatifs le soit également. L’utilisation du statut 

PD-L1 afin de sélectionner les patients susceptibles de bénéficier d’une immunothérapie parait 

donc actuellement difficile sans risquer d’exclure des patients potentiellement répondeurs.  

En résumé, il n’existe actuellement aucun biomarqueur cliniquement validé par la communauté 

scientifique pour le sunitinib ou le nivolumab, pour autant l’identification d’un tel marqueur reste 

indispensable. 

 

Les progrès des nouvelles technologies ont permis l’émergence de stratégies pour la découverte 

de biomarqueurs dans le cancer. Ainsi, les techniques à haut débit, telles que la génomique, la 

transcriptomique, la protéomique ou encore la métabolomique, sont des outils permettant de 

donner des profils ou des signatures comprenant l’expression d’une multitude de gènes, protéines 

ou métabolites. La kinomique est une approche novatrice qui permet d’étudier non pas 

l’expression mais la fonctionnalité des protéines kinases impliquées dans les voies de signalisation 

cellulaire, en étudiant leur activité de phosphorylation. Elle consiste donc à déterminer un profil 

phénotypique cellulaire. Cette technique de microarray a déjà été utilisée pour la recherche de 

biomarqueurs dans différentes tumeurs (mélanome, cancer bronchique, colorectal, rénal). Pour 

exemple, Anderson et al. ont récemment montré que les profils d’activité de kinases des tumeurs 

rénales à cellules claires pouvaient être utiles à la stratification des patients avant d’initier un 

traitement par inhibiteur de tyrosine kinase. Cependant, toutes ces études ont été effectuées 

exclusivement à partir de tissus tumoraux. Or la recherche de biomarqueurs doit être facilement 

réalisable en routine et peu invasive pour le patient. De ce fait, la réalisation de multiples biopsies 
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au cours du traitement apparait inenvisageable aussi bien sur un plan pratique qu’éthique. Il 

apparait donc essentiel de déterminer une matrice de substitution au tissu tumoral qui répondrait 

à ces critères. Ainsi, les cellules sanguines circulantes, particulièrement les cellules mononucléées 

du sang périphérique (CMSP), représentent une matrice biologique intéressante.  

 

Les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) rassemblent 70 à 90 % de lymphocytes 

(lymphocytes B et T et cellules natural killer) ainsi que 10 à 30 % de monocytes et très peu de 

cellules dendritiques. De plus, elles sont accessibles par une simple prise de sang, de façon peu 

invasive et répétable. Le sunitinib, ITK à visée antiangiogénique, s’est également révélé présenter 

une activité immunomodulatrice. En effet, une diminution du nombre de lymphocytes voire une 

lymphopénie (68 % tous grades confondus 178), est fréquemment observée chez les patients traités 

par sunitinib. De façon intéressante, le sunitinib pourrait modifier le statut d’activation et la 

fonctionnalité des cellules immunitaires in vitro 298. In vivo, il diminue le nombre de cellules 

immunosuppressives dérivées de la moelle osseuse (MDSC), à l’origine d’une diminution du 

nombre de lymphocytes T régulateurs (Treg) 165, Cette diminution du nombre de lymphocytes 

Treg est associée à une amélioration de la survie 299, inverse l'immunosuppression en inversant la 

balance Th1/Th2 300 et augmente les lymphocytes T infiltrant la tumeur 301. Ces effets induits par 

le sunitinib impliquent potentiellement des modifications des voies de signalisation impliquées 

dans la croissance et la fonctionnalité des lymphocytes, d’où l’intérêt d’étudier les CMSP comme 

matrice biologique pour la recherche de biomarqueurs. 

De même pour le nivolumab, le lymphocyte pourrait être une matrice biologique de substitution 

intéressante au tissu tumoral pour évaluer l’approche kinomique chez des patients cancéreux. Par 

le blocage de la liaison de PD-1 avec les ligands PD-L1 et PD-L2 qui sont exprimés par les 

tumeurs, le nivolumab potentialise l’activation des cellules T favorisant la réponse immunitaire 

antitumorale. 

 

Dans ce contexte, l’objectif de ce travail a été d’évaluer les CMSP comme matrice biologique 

pour la recherche de biomarqueurs par approche kinomique selon deux modèles :  

- un modèle indirect chez des patients atteints d’un carcinome rénal métastatique et 

traités par sunitinib, ITK antiangiogénique qui possède des effets immunomodulateurs ;  

- un modèle direct chez des patients atteints d’un CBNPC et traités par nivolumab, un 

anticorps qui cible le récepteur PD-1 situé à la surface de nombreuses cellules 

immunitaires. 
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Les résultats obtenus s’articulent autour de trois axes : 

- dans un premier temps, les profils kinomiques (avant traitement) de patients atteints de 

carcinome rénal métastatique ont été utilisés afin d’étudier les effets ex vivo du sunitinib 

sur l'activité des tyrosine kinases de CMSP ainsi que les voies de signalisation cellulaires 

impliquées ; 

- dans un deuxième temps, une méthode de dosage plasmatique du nivolumab a été 

développée afin d’évaluer par la suite si l’exposition plasmatique au nivolumab influence 

le profil kinomique des patients atteints d’un CBNPC et traités par nivolumab 

- dans un dernier temps, les profils kinomiques des patients atteints d’un CBNPC et traités 

par nivolumab ont été étudiés avant traitement et à J14 du traitement afin de déterminer 

les effets pharmacodynamiques du nivolumab sur les CMSP.  
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CHAPITRE 4 : RESULTATS ET DISCUSSION 

1 Article 1 : Identification de biomarqueurs 

pharmacodynamiques du sunitinib 

1.1.1 Introduction et objectifs 

Le sunitinib présente des effets immuno-modulateurs largement décrits dans la littérature. Il est 

fréquemment responsable d’une diminution du nombre de lymphocytes totaux circulants voire 

d’une lymphopénie (68% tous grades confondus 178). Powles et al. ont rapporté lors d’une étude 

chez 43 patients atteints de cancer rénal métastatique (CCRm), après 6 cycles de traitement par 

sunitinib, une diminution du nombre de lymphocytes totaux (17 %) ainsi qu’une diminution des 

populations lymphocytaires CD3 (21 %), CD4 (27 %) et CD8 (29 %) 302. Cependant, aucune 

relation n’a pu être établie entre la diminution du nombre de lymphocytes et la survie sans 

progression (SSP). Etant donné que chaque cycle de traitement se définit par 4 semaines de 

sunitinib suivies de 2 semaines de pause, il est possible que l’effet du sunitinib soit plus marqué 

avant la pause plutôt qu’après 6 cycles de traitement. Par ailleurs, une diminution du nombre de 

lymphocytes Treg circulant est associée à une meilleure survie globale après 2 à 3 cycles de 

traitements par sunitinib chez des patients présentant un CCRm 299. L’ensemble de ces éléments 

suggère que le sunitinib, en plus d’avoir un effet sur les cellules tumorales, aurait un impact sur les 

lymphocytes. 

 

Dans ce contexte, le premier objectif de ce travail a été d’étudier rétrospectivement l’évolution du 

nombre de lymphocytes circulants périphériques comme marqueur pharmacodynamique chez des 

patients traités par sunitinib pour un CCRm en première ligne. Etant donné que les CMSP sont 

essentiellement composées de lymphocytes, cette première étape est préalable à l’évaluation des 

CMSP en tant que tissu de substitution pour l’analyse kinomique. 

Le second objectif a été d’évaluer de façon prospective à l’aide d’une approche kinomique 

l’activité globale des protéines tyrosine kinases (PTK) au sein des CMSP de patients naïfs atteints 

de CCRm avant l’initiation du sunitinib ; puis d’étudier les effets ex vivo du sunitinib et de son 

métabolite actif (SU12662) sur les voies de signalisation des CMSP. 
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1.1.2 Matériels et méthodes 

1.1.2.1 Etude clinique rétrospective 

L’étude clinique rétrospective a été réalisée à partir d’une cohorte de patients suivis au sein du 

service d’oncologie médicale de l’hôpital Cochin. Les patients étaient tous traités par sunitinib en 

première ligne pour la prise en charge d’un CCRm entre juin 2006 et janvier 2015. 

L’ensemble des paramètres hématologiques (hémoglobine, plaquettes, neutrophiles et 

lymphocytes) ont été étudiés en pré-thérapeutique (J0) et 21 jours après l’initiation du sunitinib 

(J21). Chaque critère a également été exprimé sous forme de ratio (J21/J0) afin de refléter leur 

évolution sous traitement. Par ailleurs, l’exposition plasmatique composite (sunitinib et SU12662) 

a été déterminée à J21 après l’initiation du traitement.  

Une analyse univariée puis multivariée selon le modèle de Cox a été réalisée afin d’identifier les 

facteurs prédictifs de la SSP. 

1.1.2.2 Etude kinomique prospective 

Entre mars 2015 et novembre 2015, 12 volontaires sains et 21 patients atteints de CCRm naïfs de 

tout traitement ont été inclus dans l’étude kinomique. Chacun des participants a signé un 

consentement éclairé. 

Les CMSP ont été isolés à partir d’un prélèvement de sang total (10 mL) par une technique de 

gradient de Ficoll. Puis 3,5 millions de cellules ont été lysées par 140 µL de tampon MPER 

additionné d’inhibiteurs de phosphatases et de protéases (1 %) avant d’être centrifugées (12000 

rpm, 15 min, 4°C) et stockées à -80°C. 

Après un dosage protéique du lysat cellulaire par la technique de Bradford, 2 à 4 µg de protéines 

sont ajoutées à une solution d’anticorps anti-phosphotyrosine marqués à la fluorescéine et d'ATP 

(100 µM). Puis, les lysats volontaires sains et les patients CCRm ont été directement déposés sur 

un puits d'une puce tyrosine kinase PamChip®. Par ailleurs, la méthodologie « on-chip » a 

également été appliquée aux patients en ajoutant aux lysats une solution aqueuse contenant soit 

du sunitinib (1 µM), soit du métabolite actif SU12662 (1 µM), soit du DMSO (diméthylsulfoxide à 

0,1 %) utilisé en contrôle. Chacun des puits contient une membrane composée d’oxyde 

d’aluminium sur laquelle sont immobilisés 144 peptides (13 acides aminés) comprenant chacun 

des résidus tyrosine connus. Le mélange est pompé à travers la membrane de l’array et l’évolution 

de la phosphorylation est suivie pendant toute l’incubation par une caméra.  
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Le signal lumineux fluorescent est transformé en signal analogique. L’analyse des profils d’activité 

des kinases (profils kinomiques) et l’analyse statistique a été réalisée à l’aide du logiciel 

BioNavigator®. 

1.1.3 Résultats  

1.1.3.1 Etude rétrospective préliminaire 

Au total, 88 patients CCRm traités par sunitinib en première ligne ont été inclus. L’âge médian 

était de 62 ans. L’histologie la plus fréquemment retrouvée était le carcinome rénal à cellules 

claires (71 % des cas). D’après la classification pronostique de Heng, la majorité des patients 

étaient de pronostic intermédiaire (57 %), et un tiers d’entre eux étaient de mauvais pronostic (36 

%).  

La SSP médiane au sein de la cohorte était de 234 jours (Intervalle de confiance à 95 %, IC95%, 

179-289). 

 

Selon le modèle de Cox, l’analyse multivariée a montré que le ratio des lymphocytes totaux 

J21/J0 (Hazard Ratio [HR], 1,83; IC95%, 1,24-2,71; p= 0,0023), l’indice de performance ECOG 

(Eastern Cooperative Oncology Group) 0-1 (HR, 0,44; IC95%, 0,23-0,84; p= 0,0135) et l’indice de 

masse corporelle (HR, 0,86; IC95%, 0,80- 0,93; p= 0,0001) étaient indépendamment associés à la 

SSP.  

1.1.3.2 Etude kinomique prospective 

L’analyse des profils kinomique de base de CMSP de 12 volontaires sains et de 21 patients 

atteints de CCRm à J0 a montré que la phosphorylation des peptides était significativement 

inférieure chez les patients pour 76 peptides (p<0,05). Malgré l’hétérogénéité des profils observée 

chez les patients, une analyse en composantes principales (PCA) a montré une tendance à séparer 

les profils des patients CCRm de ceux des volontaires sains. Ces résultats suggèrent que les profils 

kinomiques des patients pourraient être différenciés de ceux des volontaires sains. 

L’étape suivante a été d’étudier les effets ex vivo du sunitinib et du SU12662 sur les CMSP de 

patients CCRm. Les profils kinomiques d’inhibition, obtenus par différence de phosphorylation 

des peptides en présence et en absence d’inhibiteur, ont montré une diminution de 

phosphorylation pour l’ensemble des peptides. L’effet inhibiteur du sunitinib était supérieur à 
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celui du métabolite SU12662. Par ailleurs, plusieurs kinases impliquées dans la réponse 

immunitaire telles que Zap70, Src, Fyn, Yes1 and DDR1 semblaient être inhibées par le sunitinib 

ou son métabolite actif.  

 

Enfin, il a été observée que les profils présentant une plus faible inhibition ex vivo par le sunitinib 

ou le SU12662, était d’une part, associés à un mauvais score pronostic de Heng et d’autre part, à 

une diminution du ratio lymphocytes totaux J21/J0.  

1.1.4 Discussion 

Cette étude rétrospective a permis de montrer pour la première fois que le ratio lymphocytes 

totaux à J21 pouvait être utilisé comme marqueur pharmacodynamique chez les patients atteints 

de CCRm traités par sunitinib. Ainsi, une diminution du nombre de lymphocytes totaux 

circulants, sans pour autant avoir une lymphopénie, après 21 jours de sunitinib est associée à une 

SSP plus longue. Ceci suggère que le ratio lymphocytaire J21/J0 pourrait être un facteur 

pronostic intéressant. Il constitue un paramètre dynamique reflétant la variation rapide du 

nombre de lymphocytes sous sunitinib. La diminution du nombre de lymphocytes ne semble 

cependant pas être liée à un effet toxique du sunitinib. En effet, Krusch et al. n’ont pas observé 

d’effet cytotoxique du sunitinib sur les CMSP 303. En revanche, deux études récentes ont rapporté 

un recrutement des lymphocytes T au sein du microenvironnement tumoral 301,304. Par ailleurs, 

l’inhibition de la voie du VEGF par le sunitinib entraine l’expression de différentes molécules 

chimioattractives dans les vaisseaux tumoraux 304. Enfin, le sunitinib est connu pour diminuer le 

nombre de cellules myéloïdes dérivées de la moelle osseuse, ce qui entraine une diminution des 

lymphocytes T 305. L’ensemble de ces données suggèrent que la diminution des lymphocytes 

associée à une meilleure SSP pourrait être liée à une redistribution des lymphocytes totaux 

circulants vers le compartiment intratumoral, à l’origine d’une immunité anti-tumorale. D’autres 

études sont nécessaires pour valider cette hypothèse.  

 

Ce travail montre également pour la première fois l’existence d’une différence entre les profils 

kinomiques de patients naïfs atteints de CCRm et ceux de volontaires sains. De façon 

intéressante, une moindre activité des PTK chez les patients a été observée. L’anergie des 

lymphocytes T semble être une hypothèse expliquant ce phénomène 306. L’épuisement des 

lymphocytes est dépendante de molécules de co-stimulation inhibitrices telles de que le 

Programmed Death-1 (PD-1) dont le niveau d’expression est augmenté par le VEGF-A 307,308. Or, 
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Harmon et al. ont rapporté que la concentration plasmatique de VEGF-A était 3 à 4 fois plus 

important chez les patients atteints de CCRm que chez les volontaires sains 225. De plus, une 

augmentation de l’expression du PD-1 à été observé chez les patients CCRm au niveau des 

lymphocytes T circulants, des monocytes et des cellules Natural Killer 309. L’ensemble de ces 

données suggèrent qu’une augmentation du PD-1 au sein des CMSP pourrait être responsable 

d’une activité des PTK faible chez nos patients, bien que la différence d’âge entre les patients et 

les volontaires sains (69 vs 50 ans) inclus dans l’étude ne doit pas être négligée. 

 

Cette étude a montré que le sunitinib et le SU12662 inhibaient ex vivo un grand nombre de 

kinases, parmi lesquelles Flt-1 (VEGFR-1), KDR (VEGFR-2), PDFGR, kit, Flt-3 et RET, qui 

sont des cibles connues du sunitinib 170. Ces résultats permettent de valider l’utilisation des CMSP 

comme matrice biologique. Toutefois, il existe des différences entre les arbres kinomiques 

obtenus dans notre étude et ceux précédemment rapportés dans la littérature 70. Ces différences 

proviennent probablement du fait que ces derniers ont établis ces arbres dans des conditions in 

vitro et représentent l’affinité (ou plus exactement des CI50) du sunitinib pour des kinases 

purifiées. La grande variabilité interindividuelle en termes de sensibilité au sunitinib ou au 

SU12622 ex vivo pourrait contribuer à la variabilité des effets immuno-régulateurs du sunitinib 

chez les patients CCRm.  

 

Parmi tous les paramètres testés, seul le score prognostic de Heng était corrélé aux profils 

d’inhibition ex vivo. Il est intéressant de souligner que l’inhibition du sunitinib ou du SU12662 est 

plus faible chez les patients présentant un mauvais pronostic. Ceci suggère que le traitement par 

sunitinib serait moins efficace chez les patients présentant une inhibition ex vivo plus faible des 

PTK de CMSP par le sunitinib ou le SU12662.  

Enfin, une relation positive a été observée entre le degré d’inhibition de phosphorylation de 

différents peptides et le ratio des lymphocytes totaux J21/J0. Etant donné que ce dernier était 

associé à la SSP dans l’étude rétrospective, ce résultat suggère que le profil kinomique ex vivo 

pourrait être utilisé comme facteur pronostique. 

 

Pour conclure, ce travail suggère le ratio des lymphocytes totaux J21/J0 comme biomarqueur 

pharmacodynamique de la SSP. De plus, la large variabilité interindividuelle des profils 

kinomiques (en présence ou non de sunitinib) associée à la relation entre le score de Heng et le 

profil kinomique ex vivo justifient dans le futur une utilisation approfondie des CMSP comme 

matrice biologique pour la recherche de biomarqueurs par approche kinomique chez des patients 
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atteints de CCRm traités par sunitinib. Une analyse complémentaire est en cours pour évaluer la 

relation entre la SSP et le profil kinomique ex vivo. 

 

 

 

 

 

Ce travail a fait l’objet de la publication suivante :  

Gaёlle Noé, Audrey Bellesoeur, Audrey Thomas-Schoemann, et al. Clinical and kinomic 

analysis identifies peripheral blood mononuclear cells as a potential pharmacodynamic 

biomarker in metastatic renal cell carcinoma patients treated with sunitinib 310. 
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2 Recherche de biomarqueurs pharmacodynamiques du 

nivolumab 

2.1 Article 2 : Mise au point et validation du dosage du 

nivolumab par une technique ELISA 

2.1.1 Introduction et objectif 

La première partie de cette thèse a permis de souligner la nécessité d’identifier un biomarqueur 

chez les patients traités par nivolumab. En effet, la variabilité interindividuelle de réponse au 

nivolumab rapportée chez les patients atteints le cancer bronchique non-à-petites cellules 

(CBNPC) se traduit d’une part, par une variabilité de l’efficacité avec un taux de réponse 

objective seulement de 20 % et d’autre part, par une variabilité en terme de toxicité.  

 

Plusieurs facteurs peuvent contribuer à ces différences, notamment la pharmacocinétique du 

nivolumab. Ainsi, une variabilité de la clairance du nivolumab d’environ 50 % a été décrite. De ce 

fait, la variabilité interindividuelle de l’exposition plasmatique au nivolumab pourrait contribuer à 

la variabilité clinique observée. Afin de mieux comprendre par la suite les facteurs de variabilité 

des profil kinomiques de patients atteints de CBNPC et traités par nivolumab, il était donc 

indispensable de déterminer l’exposition plasmatique au nivolumab chez ces patients. 

 

Récemment, une méthode de dosage du nivolumab par chromatographie liquide couplée à de la 

spectrométrie de masse utilisant la protéolyse nSMOL (nano-surface and molecuraorientation) a été 

décrite 311. Cependant, elle n’a pas été appliquée sur du plasma de patients atteints de cancer et 

traités par nivolumab, ce qui représente un facteur limitant à son application en recherche 

clinique. De plus, la technique décrite est actuellement difficilement réalisable au sein de 

laboratoires hospitaliers. 

 

Dans ce contexte, l’objectif de ce travail a été de développer puis de valider une méthode de 

dosage plasmatique du nivolumab par une technique ELISA sandwich dans le but de déterminer 

ultérieurement la concentration plasmatique de nivolumab des patients CBNPC inclus dans 
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l’étude évaluant l’intérêt du profil kinomique des CMSP comme biomarqueur (travail n°3 de la 

thèse). 

2.1.2 Matériels et méthodes 

Le dosage plasmatique du nivolumab a été réalisé par une technique ELISA sandwich. Le premier 

jour, une solution de PD-1 recombinant humain (100 µg/mL, reconstitué dans du PBS) est 

incubée à 4°C sur des plaques 96 puits « high-binding » durant une nuit complète. Le deuxième 

jour, 4 lavages sont effectués à l’aide de 360 µL de tampon de lavage (PBS contenant 0,05 % de 

tween 20). Par la suite, un blocage non-spécifique est effectué en ajoutant dans chaque puits 200 

µL d’un tampon de blocage (PBS contenant 2 % de BSA (bovine saline albumine)) et en incubant la 

plaque à 37°C pendant 2 heures. Cent µL de solutions (gamme, contrôles, patients) contenant le 

nivolumab diluées au 4000ème dans du tampon de blocage, sont ensuite déposées en duplicate et 

incubées sur la plaque pendant 2 heures à 37°C. Après 4 lavages de la plaque, 100 µL d’anticorps 

secondaire anti-IgG4 (anti Fc) conjugué à de la phosphatase alcaline, sont déposés et incubés 

toute la nuit à 4°C. Le troisième jour, la plaque est lavée avant d’ajouter 200 µL de substrat PNPP 

(p-nitrophenyl phosphate) dans chaque puits. La plaque est laissée 30 minutes à température 

ambiante à l’abri de la lumière puis la réaction enzymatique est arrêtée par l’ajout de 50 µL d’une 

solution de NaOH (3N). Enfin, la lecture des densités optiques est effectuée par un 

spectrophotomètre à 405 nm. 

 

Pour quantifier la concentration plasmatique de nivolumab chez les patients, une gamme 

d’étalonnage composée de 7 points de gamme (5 ; 10 ; 25 ; 37,5 ; 50 ; 75 et 100 µg/mL) a été 

préparée dans du plasma synthétique. La justesse de la gamme a été validée à partir de 3 contrôles 

de qualité interne (CQ) (5 ; 20 et 75 µg/mL). La méthode analytique été validée selon les 

recommandations actuelles de la Food Drug Administration (FDA) et l’European Medecines agency 

(EMA). Ainsi, des paramètres tels que la répétabilité, la reproductibilité et le parallélisme de la 

méthode ont été évalués. 

 

Afin de s’assurer de la validité du dosage en pratique clinique, des prélèvements sanguins de 

patients atteints de CBNPC traités par nivolumab (3 mg/kg toutes les 2 semaines) ont été 

collectés. Les prélèvements ont été réalisés juste avant la première injection de nivolumab et en 

résiduelle de la première, deuxième et troisième injection (J14, J28 et J42, respectivement). Enfin, 
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la recherche de facteurs contribuant à la variabilité interindividuelle de la concentration 

plasmatique résiduelle  (Cmin) à J42 a été réalisée par régression linéaire multiple. 

2.1.3 Résultats  

La densité optique est dépendante de la concentration plasmatique de nivolumab sur une gamme 

qui s’étend de 5 à 100 µg/mL de nivolumab. Aucun bruit de fond significatif n’a été observé avec 

le plasma synthétique. La limite de quantification inférieure a été déterminée à 3 µg/mL à partir 

de plasma de patients atteints de CBNPC non traités par nivolumab. Aucune interférence 

endogène n’a été observée dans le plasma des 27 patients atteints de CBNPC. Les exactitudes 

intra- et inter-jours évaluées à partir des 3 CQI variaient entre -7,5 et 0,6 % et entre -1,3 et 3,5 %, 

respectivement. Les précisions intra- et inter-jours étaient respectivement inférieures à 5 et 12 %. 

Les essais de parallélisme, consistant à diluer le plasma de patient au ½ dans le plasma 

synthétique, ont été réalisés sur 5 échantillons de patients présentant une concentration 

plasmatique en nivolumab supérieure à 100 µg/mL. Le coefficient de variation (CV) ainsi que le 

biais étaient alors de ± 10 %, confirmant que cette méthode est utilisable également pour le 

dosage de nivolumab au moment du pic plasmatique. La valeur au pic étant de 124 µg/mL 

(CV=31,8 %) lorsque l’équilibre est atteint, selon de rapport de l’EMA. 

 

Vingt sept patients atteints de CBNPC traités par nivolumab ont été inclus dans cette étude, 

L’âge médian était de 68 ans [65-70] et le rapport femme/homme de 1,25. Cinquante six pour 

cent des tumeurs étaient des adénocarcinomes. Les patients ont reçu une dose moyenne de 

nivolumab de 207 mg (extrêmes : 147 et 288 mg). Les Cmin plasmatiques moyennes (± écart type) 

étaient de 17,3 ± 4,8 µg/mL (CV=27,8 %), 25,0 ± 9,7 µg/mL (CV=38,8 %) and 33,0 ± 12,9 

µg/mL (CV=39,1 %) après 14, 28 et 42 jours de traitement, respectivement. Une variation 

significative de la Cmin de nivolumab été observée aux différentes occasions de prélèvement (test 

ANOVA, p<0,001). Ainsi la Cmin moyenne de nivolumab était statistiquement plus élevée à J42 

qu’aux jours 14 et 28 (p<0,0001 et p=0,019, respectivement), suggérant que l’état d’équilibre 

pharmacocinétique n’était pas encore atteint après 42 jours de traitement. Enfin, l’analyse 

multivariée a identifié le taux d’IgG (p=0,002) et d’ALAT (p=0,041) comme facteurs 

indépendants de la variabilité interindividuelle de Cmin à J42.  
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2.1.4 Discussion  

Ces données démontrent la répétabilité ainsi que la reproductibilité de cette méthode analytique. 

Par ailleurs, cette dernière s’est également révélée être spécifique vis-à-vis du nivolumab, suite à 

des tests qui n’ont montré aucune interférence avec le tampon de blocage. 

La matrice choisie pour la mise au point de cette méthode était du plasma synthétique. Les 

signaux obtenus dans les échantillons plasmatiques des 27 patients avant l’initiation du nivolumab 

ou dans le plasma synthétique ne diffèrent pas de façon significative, confirmant qu’il n’y a pas 

d’interférence avec cette matrice. Nous avons choisi d’utiliser ce plasma synthétique comme 

matrice pour la préparation des solutions de la gamme et des solutions contrôles. 

 

Cette étude rapporte une variabilité interindividuelle modérée, ce qui est en accord avec les 

résultats rapportés dans le rapport d’évaluation soumis à l’EMA 270. En revanche, les facteurs de 

variabilité identifiés dans notre étude (IgG, ALAT) sont discordants avec ceux précédemment 

décrits. Dans le rapport d’évaluation soumis à l’EMA, l’albumine et le poids ont été identifiés 

comme des covariables significatives de la clairance du nivolumab à l’état d’équilibre. Nos 

résultats doivent être interprétés avec précautions puisqu’ils ne portent que sur une petite 

population comprenant 27 patients. De plus, les analyses statistiques ont été effectuées à J42 et 

non pas à l’état d’équilibre. Enfin, la régression linéaire multiple utilisée dans notre étude est 

beaucoup moins puissante que l’approche de population habituellement employée pour identifier 

les sources de variabilités pharmacocinétiques. 

 

A notre connaissance, ce travail décrit pour la première fois une méthode de dosage du 

nivolumab par ELISA sandwich chez des patients ambulatoires atteints de CBNPC traités par 

nivolumab. La validation analytique a montré la justesse et la robustesse de notre méthode de 

dosage. Par ailleurs, les résultats pharmacocinétiques de cette étude mettent en évidence une 

variabilité interindividuelle modérée d’exposition plasmatique au nivolumab qui pourrait être une 

source de la variabilité de la réponse clinique. Au final, cette méthode de dosage pourra donc être 

utilisée dans le cadre de l’étude N°3 afin de déterminer l’influence de l’exposition plasmatique au 

nivolumab sur le profil kinomique de patients CBNPC. 
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Cette étude fait l’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission à Journal 

of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, intitulée : « Development and validation of 

ELISA for the quantification of nivolumab in plasma from non-small-cell lung cancer 

patients ». A Puszkiel, G Noé, P Boudou-Rouquette, C Le Cossec, J Arrondeau, JS 

Giraud, A Thomas-Schoemann, J Alexandre, M Vidal, F Goldwasser, B Blanchet. 
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2.2 Article 3 : Effets du nivolumab in vivo sur les kinases de 

CMSP  

2.2.1 Introduction et objectifs 

Comme nous l’avons abordé au cours de la première partie de ce manuscrit, les inhibiteurs de 

PD-1/PD-L1 tels que le nivolumab font preuve de résultats prometteurs en termes de survie et 

de réponse chez les patients atteints de CBNPC. Il existe un certain nombre d’enjeux concernant 

l’utilisation de ces inhibiteurs des checkpoints immunitaires dans le but d’optimiser ces thérapies et 

d’en diminuer leur coût. C’est dans ce cadre que des biomarqueurs prédictifs de la réponse au 

nivolumab sont recherchés. L’expression tumorale du ligand PD-L1 a été suggérée comme 

biomarqueur afin d’enrichir les cohortes de patients répondeurs au nivolumab, dans le CBNPC 

notamment. Néanmoins, les résultats dans la littérature restent à ce jour discordants sur le 

caractère pronostic et prédictif de ce biomarqueur. Dans ce contexte, l’identification de 

biomarqueurs reste essentielle chez les patients atteints de CBNPC traités par nivolumab. 

 

L’approche kinomique permettant d’étudier l’activité des kinases au sein des cellules est de plus 

en plus utilisée pour la recherche de biomarqueurs dans divers cancers. Certaines de ces études 

ont d’ailleurs été menées sur du tissu tumoral chez des patients CBNPC 134,135,312. A notre 

connaissance, aucune étude kinomique n’a été menée chez des patients atteints de CBNPC et 

traités par immunothérapie. Le PD-1 est largement exprimé à la surface des lymphocytes et est la 

cible pharmacologique du nivolumab. Par conséquent, l’étude des profils kinomiques des cellules 

mononucléées du sang périphérique (CMSP) chez des patients CBNPC traités par nivolumab 

permettrait d’évaluer les effets pharmacologiques de cette molécule sur les voies de signalisations 

lymphocytaires, d’élucider les mécanismes de résistance ainsi que d’identifier de nouveaux 

biomarqueurs. 

 

Les objectifs de ce travail ont été d’une part, de comparer les profils d’activité des 

sérine/thréonine kinases (STK) des patients CBNPC (avant de débuter le nivolumab) à ceux de 

volontaires sains puis d’étudier les profils de patients CBNPC 14 jours après la première injection 

de nivolumab par approche kinomique. 
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2.2.2 Matériels et méthodes 

Vingt-huit patients atteints de CBNPC ayant déjà reçu une première ligne de traitement ont été 

inclus et analysés prospectivement. Entre août 2015 et mai 2016, les patients inclus ont été traités 

à la dose recommandée de nivolumab (3 mg/kg toutes les 2 semaines). Un prélèvement sanguin a 

été réalisé pour chaque patient avant l’initiation du nivolumab (J0) et 14 jours après la première 

administration de nivolumab (J14). 

Les prélèvements ont permis de quantifier le nivolumab plasmatique par la méthode ELISA que 

nous avons précédemment décrite 313 et d’isoler les CMSP en vue de l’étude kinomique. Les 

CMSP ont été isolées et lysées avant d’être stockées à -80°C, comme décrit précédemment 310. 

Pour chaque test 1 µg de protéines (quantifié par la technique de Bradford) ont été mélangé à une 

solution d’anticorps primaire anti-STK, d'ATP (400 µM) et de DMSO (diméthylsulfoxide, 0,1%). 

Le mélange a été ensuite déposé sur un puits d’une STK PamChip®. Celle-ci comprend 4 puits 

identiques composés de 144 peptides substrats de STK fixés sur une membrane poreuse en 

oxyde d’aluminium. Le mélange est pompé à travers la membrane et après un rinçage une 

solution contenant un anticorps secondaire marqué au FITC (fluorescéine isothiocyanate) est 

déposé sur la puce. L’activité des STK a été mesurée et les analyses statistiques ont été réalisées 

par le logiciel BioNavigator®.  

2.2.3 Résultats  

2.2.3.1 Description de la cohorte 

Vingt-huit patients CBNPC traités par nivolumab ont été inclus. La majorité des patients étaient 

des hommes (61 %) et l’âge médian de la cohorte était de 67 ans. L’adénocarcinome était le sous-

type histologique le plus fréquemment observé (71 % des cas). La moitié des patients avaient reçu 

au moins 2 lignes de traitement avant le début du nivolumab, 14 % et 39 % des patients avaient 

été préalablement traités par ITK ou bevacizumab. Trois patients ont arrêté de manière définitive 

le nivolumab à la suite de toxicités sévères.  

2.2.3.2 Analyse des profils kinomiques 

La comparaison des profils kinomiques de base de CMSP de 12 volontaires sains et de 28 

patients atteints de CBNPC à J0 a montré que la phosphorylation de 67 peptides était 
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significativement supérieure chez les patients (p<0,05). Plusieurs kinases des familles CAMK et 

AGC, en particulier Akt, sont plus actives chez les patients. Une analyse des profils en 

composantes principales (PCA) a permis une bonne séparation des profils de patients CBNPC de 

ceux des volontaires sains. Il existe cependant une large variabilité interindividuelle des profils 

d’activité parmi les patients, puisque certains profils étaient très proches de ceux des volontaires, 

Néanmoins, grâce à une analyse par la méthode des moindres carrés (PLS-DA) il a été  possible 

de prédire avec justesse dans 92 % et 96 % des cas l’origine du prélèvement (pour les volontaires 

sains et les, patients, respectivement) à partir du profil kinomique. 

  

Deux groupes (A et B) ont pu être distingués au sein de la population de patient avant initiation 

du traitement par nivolumab. La comparaison des profils a montré que les profils du groupe A 

présentaient une phosphorylation des peptides inférieure à celle du groupe B pour 79 peptides 

(p<0,05). En particulier les STK telles que ZC1/2/3/4, NEK, DAPK et CDK étaient moins 

activées dans le groupe A. Enfin, le nombre de lymphocytes T CD8 (p=0,023) était 

statistiquement plus élevé dans le groupe A. 

 

Deux groupes (C et D) ont pu être distingués à partir des profils d’inhibition observés à J14 après 

une perfusion unique de nivolumab. Le groupe C présente une plus forte activation des STK 

pour 66 peptides (p<0,05). Parmi ces kinases impliquées, sont retrouvées : CAMK, Akt, NEK, 

AurA/C, PLK et PKC. Par ailleurs, les patients du groupe D avaient été plus fréquemment traités 

au préalable par bevacizumab (56 % vs 10 %, respectivement; p=0,041) et présentaient  à J14 

environ 3 fois plus de LT CD8 que les patients du groupe C (339 vs 140 cellules/mm3, 

respectivement; p=0,05). 

2.2.3.3 Facteurs pronostic de la survie sans progression 

La survie sans progression (SSP) médiane au sein de la cohorte était de 90 jours (intervalle de 

confiance à 95 %, IC95%, 47-135). L’analyse multivariée selon le modèle de Cox a montré que la 

CRP (C-reactive protein) (Hazard Ratio [HR], 1,21; Intervalle de confiance IC95% : 1,06-1,39; 

p=0,005) et le nombre de neutrophiles (HR, 1,53; IC95%, 1,23-1,89; p=0,0001) étaient 

indépendamment associés à la SSP. 
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2.2.4 Discussion  

Cette étude est la première à montrer qu’il existe une différence entre les profils de base des 

CMSP de patients atteints de CBNPC et ceux de volontaires sains. De plus, la modélisation par 

PLS-DA a permis de classer les échantillons provenant de volontaires ou de patients avec justesse 

dans 92 % et 96 % des cas. L’activité des kinases est plus importante chez les patients, 

particulièrement celles de la voie de signalisation PI3K/Akt. La plupart des patients de notre 

cohorte ont été précédemment traités par un sel de platine, par etoposide ou par paclitaxel. Ces 

chimiothérapies sont capables d’induire la voie PI3K/Akt au sein de la tumeur 314, tout comme le 

cisplatine au sein de lignées de lymphocytes T (cellules Jurkat, de leucémie ou de lymphome) 315. 

La précédente ligne de traitement des patients pourrait expliquer en partie la plus forte activité 

d’Akt chez les patients CBNPC par rapport aux volontaires sains. Par ailleurs, une exposition 

prolongée aux antigènes entraine une activation de la voie Akt/mTORC1 dans les LT CD8 316. 

Dans ce contexte, on ne peut pas exclure que l’exposition aux antigènes tumoraux puisse être 

impliquée dans l’activation de la voie PI3K/Akt/mTOR chez les patients atteints de CBNPC. 

 

De manière intéressante, deux groupes (A et B) de profils chez les patients ont été identifiés 

avant l’initiation du traitement. L’activité de la plupart des STK était moins forte dans le groupe 

A, en particulier ZC4 (NRK=NIK-related kinase). ZC4 est impliquée dans l’activation de la voie 

JNK (Jun amino terminal kinase). JNK entraine la différentiation et la mort cellulaire dans plusieurs 

types de cellules 317. JNK2 est nécessaire à la production de l’IFNγ par les lymphocytes T helper 1 

(Th1) 318 alors que JNK1 régule de manière négative la différentiation des Th2. Ainsi la voie JNK 

régule différents aspects de la réponse immunitaire médiée par les LT et sont importants pour la 

différentiation des LT CD4 Th1. Les Th1 activent et régulent la réponse immunitaire à médiation 

cellulaire 319. Ceci pourrait expliquer que l’activité de ZC4 soit associée avec une modulation du 

nombre de LT. 

 

Cette étude est également la première à notre connaissance à évaluer l’effet pharmacologique du 

nivolumab sur les STK de CMSP de patients atteints de CBNPC. L’analyse des profils 

d’inhibition à J14 a permis de mettre en évidence deux groupes (C et D). La plupart des kinases, 

en particulier celles de la voie PI3K/Akt, étaient plus activées dans le groupe C. Il est intéressant 

de constater que moins de patients dans le groupe C ont été pré-traités par du bevacizumab (10 

% vs 55 % respectivement, p=0,041). Le bevacizumab est un anticorps monoclonal qui se fixe 

spécifiquement au VEGF-A. Plusieurs études ont montré que le niveau d’expression du PD-1 
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était augmenté par le VEGF-A 143,306, suggérant que le taux d’expression de PD-1 serait supérieur 

à la surface des CMSP des patients du groupe C. De plus, l’augmentation de l’expression du PD-1 

à la surface des LT CD4 entraine une diminution d’activité de la voie PI3K/Akt/mTOR 320. 

Etant donné que l’activité de la voie PI3K/Akt/mTOR est supérieure dans le groupe C, 

l’ensemble de ces résultats laissent à penser que le nivolumab aurait une activité pharmacologique 

supérieure chez les patients n’ayant pas reçu de bevacizumab précédemment.  

 

Les patients du groupe D ont par ailleurs plus de LT CD8 circulants. Les lymphocytes T CD8 

naïfs peuvent proliférer et générer des lymphocytes T CD8 mémoires, indépendamment d’une 

stimulation antigénique, en réponse aux cytokines IL-17 ou IL-15 ou secondairement à une 

lymphopénie. Cette prolifération des lymphocytes naïfs T CD8 indépendante d’une stimulation 

antigénique est nommée prolifération homéostatique et joue un rôle important dans le maintien 

du nombre de lymphocytes T CD8. Li et al ont montré que mTOR avait un rôle central dans la 

réponse T CD8 induite par la prolifération homéostatique et dans l’immunité antitumorale 321,322. 

Nos résultats confirment ces données puisque l’inhibition d’Akt et donc de mTOR était associée 

à une augmentation du nombre de lymphocytes T CD8.   

 

La médiane de la SSP est en accord avec les résultats des précédentes études de Phase III 266,276. 

L’analyse multivariée a mis en évidence que la CRP et le nombre de neutrophiles à J0 étaient des 

facteurs pronostic de la SSP. Les neutrophiles contribuent à l’expression de la cytokine IL-17 

dans le stroma de plusieurs cancers dont le cancer bronchique 323. Il a été rapporté que l’IL-17 

favorisait la prolifération du CBNPC chez des souris C57BL/6 324. L’expression tissulaire de l’IL-

17 a été identifiée comme étant un facteur pronostic indépendant de la survie globale (SG) et de 

la SSP dans différents types tumoraux dont le CBNPC 325,326. Ces données pourraient donc en 

partie expliquer pourquoi le nombre de neutrophiles à J0 favoriserait une progression précoce 

chez les patients CBNPC traités par nivolumab. 

 

Enfin la CRP est aussi un facteur prédisant une mauvaise SSP. L’inflammation liée au cancer peut 

avoir un impact sur de nombreux aspects comme la dissémination métastatique, l’angiogenèse ou 

l’échappement au système immunitaire. Le facteur de migration des macrophages (MIF) est une 

cytokine inflammatoire qui entraine une augmentation du nombre de sous-populations de cellules 

dérivées cellules immunosuppressives dérivées de la moelle (MDSC) au sein de la tumeur, 

entrainant la croissance tumorale et la formation de métastases 327. Plusieurs études ont rapporté 

que l’expression de MIF pouvait être impliquée dans l’échappement immunitaire dans des cancers 
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tels que le rhabdomyosarcome et le glioblastome 328,329. De plus, l’expression de MIF est très 

augmentée dans les maladies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoïde 330. Dans ce 

contexte, une plus forte expression de MIF en lien avec une plus forte inflammation pourrait 

contribuer à l’échappement tumorale au système immunitaire chez nos patients CBNPC et par 

conséquent à une plus courte SSP. 

 

Pour conclure, ce travail a permis de montrer que la voie PI3K/Akt/mTOR est altérée dans les 

CMSP de patients CBNPC traités par nivolumab et ce avec une grande variabilité d’un patient à 

l’autre. Une étude plus approfondie de la voie PI3K/Akt/mTOR au sein des CMSP serait donc 

intéressante dans le but d’identifier des mécanismes de résistance et l’identification de 

biomarqueurs chez des patients traités par nivolumab.  

 

 

 

 

 

Cette étude a fait l’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission à 

Clinical Cancer Research, intitulée : « Kinomic profiling of peripheral blood mononuclear 

cells from non-small cell lung cancer patients treated with nivolumab » 

G. Noé, A. Bellesoeur, L. Golmard, A.Thomas-Schoemann, P. Boudou-Rouquette, A. 

Puszkiel, J. Arrondeau, J. Alexandre, F. Goldwasser, B. Blanchet, M. Vidal. 



 

162 
 



 

163 
 



 

164 
 



 

165 
 



 

166 
 



 

167 
 



 

168 
 



 

169 
 



 

170 
 



 

171 
 



 

172 
 



 

173 
 



 

174 
 



 

175 
 



 

176 
 



 

177 
 



 

178 
 



 

179 
 



 

180 
 



 

181 
 



 

182 
 



 

183 
 



 

184 
 



 

185 
 



 

186 
 



 

187 
 



 

188 
 



 

189 
 



 

190 
 



 

191 
 



 

192 
 

 



 

193 
 

  



 

194 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 5 

DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 

  



 

195 
 

  



 

196 
 

CHAPITRE 5 : DISCUSSION GENERALE ET 
PERSPECTIVES 

Ce travail a permis de montrer que les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) 

étaient un tissu de substitution (au tissu tumoral) intéressant pour la future recherche de 

biomarqueurs pharmacodynamiques. Pour cela deux modèles ont été utilisés : un modèle indirect 

qui a permis d’étudier les effets du sunitinib, un inhibiteur de tyrosine kinase (TK) angiogénique 

qui possède des propriétés immunomodulatrices ; et un modèle direct qui consistait à étudier les 

effets du nivolumab dont la cible, le récepteur PD-1, se trouve à la surface des cellules 

immunitaires.  

 

La première étude (Article 1) portait sur des patients atteints de carcinome rénal métastatique 

(CCRm) traités par sunitinib. Chaque patient a été prélevé et évalué au cours de 4 consultations 

lors du premier cycle de traitement : à J0 en pré-thérapeutique, à J7 et J21 après début du 

traitement, puis à J42 (ce qui correspond à la fin des 2 semaines de pause de traitement). 

Dans un premier temps, l’étude des effets ex vivo du sunitinib sur l'activité des TK de CMSP de 

patients naïfs atteints de CCRm a permis de mettre en évidence une inhibition de nombreuses 

kinases par le sunitinib ainsi que son métabolite actif (le SU12662). Les profils d’inhibition TK ex 

vivo (obtenus par méthodologie « on-chip ») ont pu être associés d’une part, au score pronostic de 

Heng et d’autre part, au ratio lymphocytaire J21/J0. De manière intéressante, l’étude clinique 

rétrospective (première partie de l’article 1) a permis de montrer que le ratio lymphocytaire 

J21/J0 était associé à la survie sans progression (SSP) de patients CCRm traités par sunitinib, ce 

qui suggère un éventuel lien entre le profil d’inhibition ex vivo et la SSP. Cependant, nous n’avons 

pas pu étudier l’association entre les profils d’inhibition ex vivo et des critères de jugement 

cliniques tels que la SSP et la survie globale (SG) en raison de l’absence d’un nombre suffisant 

d’évènements (progression, décès). Une mise à jour de ces données est actuellement en cours afin 

d’évaluer le lien entre la survie et les profils d’inhibition ex vivo. D’autre part, l’analyse des profils 

kinomiques à J21 (état d’équilibre pharmacocinétique) est également en cours afin d’évaluer les 

effets in vivo pharmacodynamiques du sunitinib sur les CMSP et de les comparer aux profils 

d’inhibition ex vivo du sunitinib. De plus, ces profils d’inhibition à J21 seront confrontés à la SSP 

et la SG. Enfin, l’étude des profils à J7, J21 et J42 permettra de suivre les changements 

pharmacodynamiques au sein des CMSP tout au long d’un cycle de traitement. Les résultats ex 

vivo ayant montré une inhibition des TK, notre hypothèse de travail est qu’une inhibition in vivo 
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des TK par le sunitinib est attendue au cours du traitement avant un retour à un état équivalent à 

celui du J0 après 2 semaines de pause. 

  

Le schéma posologique initialement recommandé pour le sunitinib est de 50 mg/j pendant 4 

semaines suivies par 2 semaines de pause (schéma 4/2). Or, il a été montré que ce schéma 

posologique est à l’origine de 51 % de réduction de dose et d’arrêt définitif du traitement en 

raison  de toxicités sévères 331. Dans ce contexte, des schémas d’administration alternatifs ont été 

récemment testés dans le but d’améliorer la tolérance au sunitinib 332. L’étude Rainbow a 

récemment montré qu’un schéma posologique d’administration du sunitinib pendant 2 semaines 

suivies d’une semaine de pause (schéma 2/1) permettait de réduire significativement la survenue 

des toxicités sévères sans pour autant en modifier l’efficacité 333. Au vu des longues demi-vies du 

sunitinib (40-60 heures) et de son métabolite actif SU12662 (80-110 heures), l’état d’équilibre 

n’est pas atteint à J14 pour le schéma posologique 2/1, ce qui suggère une activité 

pharmacodynamique moindre qu’avec un schéma 4/2. L’analyse de l’évolution des profils 

kinomiques aux différents jours de traitement (tout particulièrement ceux de J7 et J21) associée à 

l’exposition plasmatique du sunitinib et du SU12662 pourrait permettre de mieux appréhender le 

schéma 2/1 en termes de pharmacodynamie.  

 

La seconde étude clinique portait sur des patients atteints de cancer bronchiques non-à petites 

cellules (CBNPC) traités par nivolumab. L’évaluation de l’activité des sérine/thréonine kinases 

(STK) des CMSP 2 semaines après l’injection de nivolumab (J14) a permis de distinguer 2 

groupes de patients (C et D) au sein de la cohorte. Le groupe C était caractérisé par une 

activation significativement plus importante de la protéine kinase Akt (protéine kinase B). Deux 

paramètres différentiaient les groupes C et D : un traitement antérieur par bevacizumab et le 

nombre de lymphocytes T (LT) CD8 circulants à J14. 

  

Le bevacizumab pourrait être un facteur impliqué dans la modulation de l’activité d’Akt chez les 

patients traités par nivolumab, alors que la différence du nombre de LT CD8 serait plutôt une 

conséquence de cette modulation. Le bevacizumab est un anticorps qui se fixe au VEGF (vascular 

endothelial growth factor) empêchant ainsi l’activation de la voie du VEGF/VEGFR. Il en résulte une 

diminution de l’expression du récepteur inhibiteur PD-1 à la surface des lymphocytes. En temps 

normal, l’interaction du PD-1 avec son ligand entraine une inhibition de la voie 

PI3K/Akt/mTOR responsable d’une diminution de la prolifération et de l’activation 

lymphocytaire. Le nivolumab va donc inhiber cette interaction et par conséquent entrainer une 
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activation de la voie PI3K/Akt/mTOR. Selon notre hypothèse, les patients n’ayant pas reçu 

précédemment de bevacizumab (groupe C) exprimeraient plus fortement le PD-1 à la surface de 

leurs lymphocytes. L’introduction du nivolumab entrainerait par conséquent une activation plus 

forte de la voie PI3K/Akt/mTOR chez ces patients. Toutefois, au sein du groupe D, deux sous-

groupes peuvent être clairement distingués. Cependant, la répartition du nombre de patients 

précédemment traités par bevacizumab n’est pas statistiquement différente entre ces 2 sous-

groupes, ce qui suggère l’existence d’autres facteurs susceptibles d’être impliqués dans la 

modulation d’Akt chez les patients traités par nivolumab. De plus, la SSP n’était pas 

significativement différente entre les groupes C et D. Les essais de Phase III dans le CBNPC ont 

montré que seule la SG était améliorée chez les patients traités par nivolumab par rapport au bras 

contrôle (chimiothérapie). Il serait donc intéressant d’étudier par la suite le lien entre profils 

d’inhibition et la SG, la médiane de la SG n’ayant pas été atteinte au cours de notre étude. 

 

Par ailleurs, les patients précédemment traités par bevacizumab (groupe D) présentaient une 

inhibition de la voie Akt/mTOR, se caractérisant par un nombre environ 3 fois plus important de 

LT CD8 circulants par rapport au groupe C. Les lymphocytes T CD8 naïfs peuvent proliférer et 

générer des lymphocytes T CD8 mémoires, indépendamment d’une stimulation antigénique, en 

réponse aux cytokines IL-17 ou IL-15 ou secondairement à une lymphopénie. Cette prolifération 

des lymphocytes naïfs T CD8 indépendante d’une stimulation antigénique est nommée 

prolifération homéostatique et joue un rôle important dans le maintien du nombre de 

lymphocytes T CD8. Li et al. ont montré que mTOR avait un rôle central dans la réponse T CD8 

induite par la prolifération homéostatique et dans l’immunité antitumorale 321. Nos résultats 

confirment ces données puisque l’inhibition d’Akt et donc de mTOR était associée avec une 

augmentation du nombre de lymphocytes T CD8. Pour soutenir notre hypothèse, il serait 

intéressant dans le futur d’effectuer à J0 et J14 des immunophénotypages permettant de 

distinguer et de quantifier les différentes sous-populations de LT CD8 (naïfs, effecteurs, 

mémoires) chez des patients CBNPC traités par nivolumab.  

 

Ce travail est le premier à notre connaissance à étudier les profils kinomiques des CMSP et plus 

globalement de cellules circulantes. En effet, à ce jour tous les travaux concernant la recherche de 

biomarqueurs par approche kinomique dans le cancer ont été menés exclusivement à partir de 

tissu tumoral, provenant d’une biopsie ou d’une exérèse.  
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Au cours de nos deux études nous avons pu observer une différence entre les profils kinomiques 

des CMSP de volontaires sains et de patients. Ainsi, les patients atteints de carcinome rénal 

métastatiques (CCRm) présentaient des profils d’activité inférieurs à ceux observés chez les 

volontaires sains. En revanche, les patients ayant un cancer du poumon non-à petites cellules 

(CBNPC) présentaient une activité globale des kinases significativement plus forte que celle des 

volontaires sains. A première vue, ces résultats peuvent paraître contradictoires alors que ces 

patients partagent une caractéristique physiologique commune, une forte exposition plasmatique 

au VEGF par rapport aux volontaires sains 225,334. Le VEGF est connu pour induire l’expression 

de protéines de co-stimulations inhibitrices, tel que le PD-1, à la surface des lymphocytes 307,335. 

Ces récepteurs inhibiteurs sont responsables d’une inhibition de voies de signalisations entraînant 

l’anergie des lymphocytes. En baseline, les patients CCRm présentent plutôt une activité globale 

faible des kinases et les patients CBNPC une activité globale plus forte. Plusieurs arguments 

pourraient expliquer ces différences de profils. Premièrement, les kinases étudiées au sein de ces 

deux cohortes étaient d’une part, les TK chez les patients CCRm et d’autre part, les STK chez les 

patients CBNPC. Deuxièmement, les patients CCRm étaient naïfs de tout traitement 

contrairement aux patients CBNPC. En effet, ces derniers avaient tous reçu au moins une 

première ligne de traitement avant l’initiation du nivolumab, et principalement un sel de platine. 

Or, les sels de platine sont connus pour activer la voie Akt/mTOR aussi bien au sein de la 

tumeur que des lymphocytes 314. De plus, 39 % des patients CBNPC avaient également reçu du 

bevacizumab en dernière ligne de traitement avant de débuter le nivolumab. Le bevacizumab est 

un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF-A, ce qui entraîne une diminution du taux de 

PD-1 lymphocytaire et par conséquent une augmentation de l’activité des kinases. Ainsi, 

l’administration de bevacizumab pourrait être en partie responsable de l’activité kinomique 

supérieure observée chez les patients CBNPC par rapport aux volontaires sains, et ce d’autant 

plus que les voies inhibées par le PD-1 impliquent essentiellement des STK. Dans ce contexte, il 

semble donc difficile de comparer les profils kinomiques de CMSP de nos patients CCRm et 

CBNPC. Pour répondre à cette question, il serait intéressant dans le futur d’évaluer les profils 

kinomiques de CMSP chez des patients CBNPC naïfs de tout traitement, afin de pouvoir 

comparer leurs activités TK et STK à celles de nos patients CCRm.  

 

Lors de l’étude N°3, nous avons pu clairement identifier à partir des profils kinomiques les 

patients CBNPC des volontaires sains, ce qui n’avait pas été le cas avec les patients atteints de 

CCRm. Ce résultat peut paraitre surprenant puisque la cohorte de patients CBNPC était bien plus 

hétérogène sur de nombreux points (histologie, présence de mutation activatrice, lignes de 
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traitement) que celle des patients CCRm. Ceci soulève la question de savoir si cette différence de 

profil kinomique entre les volontaires sains et les patients CBNPC est liée à aux caractéristiques 

physiopathologiques du CBNPC ou aux lignes de traitements antérieures qui pourraient 

directement impacter les voies de signalisation intra-lymphocytaires des patients CBNPC. Seule la 

comparaison des profils kinomiques des activités STK de patients naïfs atteints de CBNPC à 

ceux des volontaires sains permettrait de répondre à cette question. 

 

La méthodologie « on-chip » consiste à mettre en contact directement sur la puce, l’échantillon du 

patient avec un inhibiteur de kinases (TK ou STK en fonction du type de puce utilisée). L’objectif 

de cette méthodologie est de diminuer la variation interindividuelle observée initialement chez les 

patients, en partie liée à un « effet puce ». Bien que la majorité des travaux rapportés dans la 

littérature utilisent cette méthodologie pour la recherche de biomarqueurs dans le cancer, de 

nombreuses questions subsistent.  

 

Lors de notre première étude chez les patients CCRm, la méthodologie « on-chip » a été appliquée. 

Toutefois, aucun regroupement de patient n’a pu être réalisé. Le manque de puissance statistique 

(n=21 patients) pourrait expliquer en partie ce résultat. D’autre part, le choix de l’inhibiteur de 

kinase déposé sur la puce ainsi que sa concentration pourrait également expliquer ce résultat. 

Tout d’abord, il est important de rappeler que la méthodologie « on-chip » permet d’identifier un 

biomarqueur prognostique et non prédictif. Dans ce contexte, le choix de la drogue utilisée pour 

la méthodologie « on-chip » peut être différent du traitement proposé au patient. Pour exemple, 

Hilhorst et al. ont utilisé du sunitinib pour prédire la réponse de patients CBNPC traités par 

erlotinib 134. De même, Tahiri et al. ont effectué à partir de biopsies tumorales de mélanome des 

tests on-chip sur des puces à TK avec du vemurafenib (un inhibiteur de BRAF) et du sunitinib. 

Seules les analyses ex vivo avec le vemurafenib ont permis de distinguer les tumeurs sauvages des 

tumeurs mutées BRAFV600E 139. Le sunitinib est un inhibiteur multikinase assez peu spécifique 
70. Les arbres kinomiques proposés dans notre étude N°1 ont permis de confirmer ce point et de 

mettre également en évidence la faible spécificité du SU12662 (métabolite actif). Dans ce 

contexte, l’utilisation d’un inhibiteur plus spécifique tel que le sorafenib (voir Figure 13, Chapitre 

1) aurait peut être permis d’identifier différents groupes chez les patients CCRm. Par ailleurs, le 

choix de la concentration d’inhibiteur est probablement un point critique. Ainsi, le sunitinib a été 

utilisé à la concentration de 2,5 µM et de 7,5 µM pour l’étude on-chip de tissu de cancer colorectal 
132 et de mélanome 139, respectivement. Ceci suggère que la concentration d’inhibiteur à utiliser est 

dépendante du type de tissu étudié. Cependant, il est important de souligner que ces 
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concentrations de sunitinib ne sont probablement pas retrouvées au sein de la tumeur. Prenons 

pour exemple notre utilisation du sunitinib avec les CMSP : une concentration de sunitinib de 

125 nM (50 ng/mL) est attendue dans le plasma à la posologie de 50 mg/j. Or le sunitinib est fixé 

à 95 % aux protéines plasmatiques, ce qui signifie que la concentration libre de sunitinib attendue 

dans le plasma est de l’ordre de 6,25 nM. Il est donc fort probable de retrouver une concentration 

intra-lymphocytaire plus faible encore en raison des phénomènes d’efflux liés à la Pgp dont le 

sunitinib est substrat. Dans notre article 1, nous avons utilisé une concentration de 1 µM, soit 160 

fois plus importante. Les effets ex vivo du sunitinib ne sont donc probablement pas ceux 

retrouvés in vivo. 

La confrontation des résultats de la méthodologie « on-chip » à ceux des profils d’inhibition à 

J21/J0 des patients CCRm traités par sunitinib permettra de clarifier en partie ce sujet. 

L’ensemble de ces données souligne que ces études « on-chip » pour la recherche de biomarqueurs 

requièrent le choix du bon inhibiteur à la juste concentration. Différents inhibiteurs devraient 

donc être testés en amont selon des études effet-dose afin de répondre à cette problématique. 

Toutefois, le prix onéreux des puces reste un facteur limitant à la réalisation de ce type de test. 

  

La méthodologie « on-chip » n’a pas pu être appliquée pour le nivolumab étant donné sa nature 

d’anticorps qui risquait d’une part d’entraîner des interférences avec les anticorps employés pour 

la détection de phosphorylation des peptides, mais surtout par le fait que son mécanisme d’action 

ne passe pas par l’inhibition directe dekinases. Pour l’étude N°3 menée chez les patients CBNPC, 

nous avons donc tenté d’appliquer la méthodologie « on-chip » en utilisant du vemurafenib 

(inhibiteur spécifique de BRAF). Il s’est avéré qu’à de faibles concentrations (entre 1 et 10 µM), le 

vemurafenib avait très peu d’effet sur le profil d’activité des STK des CMSP. L’utilisation de plus 

fortes concentrations (40 et 80 µM) a entraîné une inhibition de nombreuses kinases, mais avec 

une forte variabilité intra-échantillon probablement liée à des problèmes de solubilité du 

vemurafenib. Ces essais ont malheureusement rapidement été abandonnés pour une raison de 

coût des puces. Au cours de l’étude N°3, des ratios entre les profils kinomiques obtenus en 

baseline (J0) et à 14 jours après la première injection de nivolumab (J14) ont été déterminés. Cette 

méthode « in vivo » présente deux avantages majeurs. D’une part, chaque patient est son propre 

témoin ; d’autre part, elle permet d’observer l’effet pharmacodynamique in vivo du médicament. 

De cette façon, deux groupes distincts (C et D) de patients ont été identifiés en fonction de leur 

profil d’inhibition sous nivolumab. Bien qu’aucune association n’ait été observée avec la réponse 

clinique (SSP, réponse objective), la caractérisation des deux groupes doit être approfondie aussi 

bien en termes d’efficacité clinique (survie globale) que de toxicités de type auto-immunes. Au 
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total, cette méthode « in vivo » pourrait permettre de déterminer des biomarqueurs 

pharmacodynamiques précoces de réponse (efficacité, toxicité) au traitement. Son désavantage 

reste néanmoins la nécessité d’administrer le traitement en dépit du fait que ce dernier puisse 

s’avérer inefficace ou toxique précocement. 

Différents facteurs tels que l’exposition plasmatique au médicament, l’expression du PD-1 sur le 

lymphocyte (comme précédemment évoqué, en relation avec l’administration antérieure de  

bevacizumab) pourraient contribuer à la variabilité interindividuelle des profils d’inhibition STK 

observés à J14 chez les patients CBNPC traités par nivolumab. Afin d’étudier l’influence de 

l’exposition plasmatique au nivolumab sur le profil d’inhibition STK, il a été nécessaire de 

développer une technique ELISA permettant de quantifier le nivolumab plasmatique chez ces 

patients (Article 2). Cette technique reproductible et spécifique a permis de mettre en évidence 

l’absence de différence significative d’exposition plasmatique entre les 2 groupes C et D, 

suggérant que les différences de profils kinomiques sont inhérentes aux CMSP et non à la 

concentration circulante du médicament. De la même manière, la concentration plasmatique de 

sunitinib et de SU12662 a été déterminée à J21 par chromatographie liquide chez les patients de 

l’étude N°1 336. De ce fait, l’exposition plasmatique au médicament pourra être prise en compte 

dans la future analyse des profils d’inhibition à J21 chez les patients CCRm traités par sunitinib. 

Enfin, l’expression du PD-1 sur les lymphocytes circulants pourrait également contribuer à la 

variabilité interindividuelle des profils d’inhibition STK observés à J14 chez les patients CBNPC 

traités par nivolumab. Il serait intéressant dans le futur de quantifier par Western Blot 

l’expression du PD-1 et de relier cette expression au profil d’inhibition à J14 pour étayer cette 

hypothèse.  

 

La question se pose de l’utilisation en pratique clinique des profils kinomiques de CMSP chez des 

patients traités par thérapie ciblée ou immunothérapie comme biomarqueur pharmacodynamique. 

En effet, des outils plus simples existent aujourd’hui. Ainsi pour le sunitinib, le suivi 

thérapeutique pharmacologique (STP) qui consiste à quantifier les concentrations plasmatiques 

du sunitinib et du SU12662, représente actuellement le meilleur outil à disposition pour optimiser 

la prise en charge thérapeutique. Concernant le nivolumab, l’expression immunohistochimique du 

PD-L1 semble être le meilleur candidat aujourd’hui. Toutefois ces outils simples présentent des 

limites. Bien que le STP soit un marqueur pharmacodynamique, il ne traduit pas toujours l’effet 

du sunitinib sur sa cible. D’ailleurs, les études PK/PD peinent à montrer une relation entre 

l’exposition plasmatique et l’efficacité clinique. Le taux d’expression de PD-L1 n’est pas un 

marqueur dynamique et ne reflète donc pas l’effet du nivolumab sur les lymphocytes. La 
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recherche de biomarqueurs pharmacodynamiques reste donc toujours d’actualité pour ces deux 

médicaments. 

 

Ce travail a permis, par le biais de 2 modèles, de démontrer que l’approche kinomique pourrait 

être une technique intéressante pour évaluer les effets pharmacodynamiques du médicament en 

utilisant les CSMP comme matrice biologique. Cependant, dans un contexte de recherche 

translationnelle, il est nécessaire que ce procédé soit utilisable en routine afin de guider les 

cliniciens dans la prise en charge personnalisée des patients. L’isolement des CMSP est simple, 

facilement accessible, peu invasif pour le patient et peu coûteux. Cependant, cette technique reste 

chronophage pouvant, de ce fait, nécessiter du personnel dédié. Une alternative serait l’utilisation 

de tubes CPT (cell preparation tube) lors du prélèvement, permettant de séparer immédiatement les 

CMSP des autres cellules sanguines. Ces 2 méthodes permettent un isolement équivalent et de 

haute qualité des CMSP 337. Cependant, les tubes CPT restent plus coûteux que la technique 

classique du Ficoll. Par ailleurs, le coût d’une puce PamChip® est de l’ordre de 450 euros soit 

environ 100 euros par puits. Ceci peut paraitre onéreux, mais reste tout à fait raisonnable et est à 

mettre en regard du prix du traitement médicamenteux et donc également des économies 

résultant du choix d’un traitement mieux adapté initialement. 

 

De manière générale, une des limites de la kinomique est la standardisation de l’analyse et 

l’interprétation des données générées. Afin de répondre à ces problématiques la société PamGene 

a créé le logiciel BioNavigator®, un outil permettant la « visualisation » des données et d’effectuer 

des analyses statistiques variées. Ce logiciel est uniquement disponible chez PamGene, il est donc 

non accessible en ligne et payant contrairement au Bioconductor 338 par exemple, qui est un 

logiciel gratuit disponible en ligne pour le traitement de données provenant d’analyses 

génomiques. De plus, l’utilisation du BioNavigator® requiert des compétences en 

bioinformatique, rendant difficilement accessible le traitement des données par des biologistes 

sans formation préalable par PamGene. 

 

L’approche kinomique permet de mesurer l’activité de kinases, cependant cette activité est 

dépendante de nombreuses régulations (transcriptionnelles et post-transcriptionnelle par 

exemple) 110. Ceci souligne la nécessité de combiner les données de kinomiques avec des données 

provenant de différentes techniques « omiques » ainsi que les données cliniques et histologiques 

du patient. Cette vue d’ensemble permettrait une prise en charge optimale des patients atteints de 

cancer. 
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CONCLUSION GENERALE 

Ce travail de doctorat est le premier à explorer la faisabilité et l’intérêt d’utiliser des CMSP 

comme matrice biologique pour la recherche future de biomarqueurs pharmacodynamiques par 

approche kinomique chez des patients traités par thérapie ciblée ou immunothérapie. Notre étude 

menée chez des patients atteints de CCRm a permis de montrer que le sunitinib 

(antiangiogénique) et son métabolite actif (SU12662) inhibaient ex vivo l’ensemble des TK des 

CMSP. De plus, les profils d’inhibition ex vivo étaient associés au score pronostic de Heng ainsi 

qu’au ratio lymphocytaire J21/J0. L’étude menée chez des patients atteints de CBNPC traités par 

nivolumab (inhibiteur de checkpoint immunitaire) a permis d’étudier les effets 

pharmacodynamiques in vivo du nivolumab sur les STK de CMSP. Après une perfusion unique de 

nivolumab, deux types de profils caractérisés par une variabilité interindividuelle de l’activité de 

protéine Akt ont pu être identifiés. Un traitement antérieur par bevacizumab pourrait être un 

facteur contribuant à cette modulation de l’activité de la voie Akt/mTOR, et le nombre de LT 

CD8 circulants une conséquence de la modulation de l’activité de cette voie. 

 

L’ensemble de ces travaux permet de valider notre choix d’utiliser des CMSP pour la recherche 

future de biomarqueurs pharmacodynamiques par approche kinomique. Dans un contexte de 

médecine de précision, ces résultats ouvrent la voie vers l’utilisation de l’approche kinomique 

comme outil d’optimisation et de suivi des traitements ciblés antitumoraux. Néanmoins, la 

réalisation d’études cliniques selon les critères de recommandations REMARK reste une étape 

préalable pour pouvoir identifier des biomarqueurs prédictifs par approche kinomique au sein de 

CMSP chez des patients traités par thérapie ciblée ou immunothérapie.  
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RESUME en français 
L’identification de biomarqueurs prédisant la réponse au traitement est essentielle en 

cancérologie. La recherche de tels marqueurs doit être simple et peu invasive pour le patient. Les 

cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) constituent donc une matrice de choix. 

L’objectif de cette thèse a été l’évaluation des CMSP comme matrice biologique pour la recherche 

de biomarqueurs par approche kinomique chez des patients atteints de carcinome rénal 

métastatique (CCRm) ou de cancer bronchique non-à petites cellules (CBNPC), traités 

respectivement par sunitinib ou nivolumab. Chez 21 patients atteints de CCRm,  le sunitinib et 

son métabolite actif inhibaient ex vivo de façon variable la majorité des tyrosine kinases. Les 

profils kinomiques étaient associés au score pronostic de Heng et au ratio J21/J0 de lymphocytes 

totaux après début de traitement. Chez 28 patients atteints CBNPC, deux populations distinctes 

ont été identifiées, après 15 jours de traitement par nivolumab, en fonction du profil kinomique 

des Sérine/Thréonine kinases. Ces deux profils étaient associés au ratio lymphocytaire CD4/CD8 

à J15, traduisant ainsi l’impact du nivolumab sur ces sous-types lymphocytaires. Ce travail a 

permis de valider l’utilisation de CMSP pour la future recherche de biomarqueurs 

pharmacodynamiques par approche kinomique chez des patients traités par sunitinib ou 

nivolumab. Mots clefs : Kinomique, biomarqueurs, cancer, CMSP, sunitinib, nivolumab. 

 

RESUME en anglais 
Biomarker identification is essential in oncology to predict treatment response. The research of 

such markers should be simple and none invasive for the patient. Therefore, peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) could be a good biological matrix. The objective of this thesis was to 

evaluate PBMC as a biological matrix for biomarker research using a kinomic approach in 

metastatic renal cell carcinoma (mRCC) or lung non-small cell cancer (NSCLC) patients, treated 

with sunitinib or nivolumab, respectively. In 21 mRCC patients, sunitinib and its active 

metabolite inhibited ex vivo most of tyrosine kinases with a large interindividual variability. 

Kinomic profiles were associated with Heng prognostic score and the D21/D0 total lymphocytes 

ratio after treatment start. In 28 NSCLC patients, two distinct populations were identified after 

15 days of treatment with nivolumab, based on the kinomic profile of Serine / Threonine 

kinases. These two profiles were associated with CD4/CD8 lymphocyte ratio at D15, reflecting 

the nivolumab effect on lymphocyte subsets. This work suggests that PBMC can be used to seek 

future pharmacodynamic biomarkers, using a kinomic approach in patients under sunitinib or 

nivolumab therapy. Key words : kinomic, biomarker, cancer, PMBC, sunitinib, nivolumab.  
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