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Introduction

Les progrés réalisés au cours de la seconde moitié du XX°™e siécle dans la
compréhension des mécanismes de I'oncogenese ont contribué au développement
de l'arsenal chimiothérapeutique oncologique et notamment a I'émergence de la
classe des thérapies ciblées. Contrairement aux chimiothérapies cytotoxiques, ces
médicaments anticancéreux ciblent des anomalies moléculaires présentes au niveau
des cellules tumorales et de leur microenvironnement, notamment des kinases
présentes au sein des voies de signalisation impliquées dans I'oncogenese. Parmi
les thérapies ciblées, les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) bloquent I'activation de
ces voies de signalisation en se fixant au niveau du site actif de protéines
membranaires ou non membranaires a activité enzymatique tyrosine kinase. lls sont
indiqués dans le traitement de nombreux cancers tels que les cancers du poumon,
du sein, du rein, les carcinomes hépatocellulaire (CHC) et la Leucémie Myéloide
Chronique (LMC), entre autres. Les ITK sont des molécules de faible poids
moléculaire issues de [I'optimisation chimique de composés découverts par
screening a haut débit dans les années 1990. lls possedent des caractéristiques
physico-chimiques favorables a leur administration par voie orale, sont tres
fortement métabolisés au niveau hépatique par les cytochromes P450 (CYP) et
présentent une large variabilité pharmacocinétique interindividuelle. Les ITK
s’administrent en continu par voie orale, ce qui favorise la survenue d’interactions
médicamenteuses d’ordre pharmacocinétique et de problemes d’observance
responsables d’une perte d’efficacité. Bien qu’étant globalement relativement bien
tolérés, les ITK sont a I'origine d’effets indésirables de bas grade dont le caractere
chronique contribue a réduire la compliance et sont fréquemment responsables
d’effets indésirables hépatiques. Les ITK étant fortement métabolisés au niveau du
foie en métabolites parfois actifs, parfois présents a fortes concentrations dans le
compartiment plasmatique, on peut se demander quels roles jouent ces métabolites
dans leur activité et leur profil de toxicité. Pour répondre a cette question, nous
avons effectué des recherches bibliographiques approfondies sur les différentes
implications pharmacologiques des métabolites des neufs premiers ITK mis sur le

marché (imatinib, dasatinib, nilotinib, erlotinib, gefitinib, lapatinib, sunitinib, sorafenib
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et pazopanib). Nous présenterons les résultats de ces recherches apres avoir
rappelé dans une premiere partie les relations structure-activité et propriétés
pharmacocinétiques de ces neufs ITK ainsi que la structure, I'activité et le role de

leurs kinases cibles.
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Partie | : Les tyrosine kinases et leurs inhibiteurs

l. Les tyrosine kinases

Les kinases sont des protéines a activité enzymatique phosphotransférase : elles
catalysent des réactions de phosphorylation c’est-a-dire le transfert du groupement
phosphate en y d’'une molécule d’ATP (ou plus rarement du GTP) sur un substrat
glucidique, lipidique, protéique ou nucléotidique. Les kinases phosphorylant des
protéines ou protéines kinases constituent une des plus grandes superfamilles de
protéines : 518 genes de protéines kinases ont été identifiés dans le génome
humain (1). Elles peuvent étre classées selon la nature de I'acide aminé qu’elles
phosphorylent, selon leur localisation subcellulaire, leur structure et leur séquence.
On distingue ainsi les tyrosine kinases et les sérine/thréonine kinases. Les tyrosine
kinases, comme leur nom l'indique, phosphorylent le groupement hydroxyle de
certains résidus tyrosine présents au sein de séquences particulieres sur des
substrats protéiques. Elles constituent une grande famille codée par 90 genes,
comportant 58 kinases membranaires ou récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK)
répartis en 20 sous-familles et 32 kinases non membranaires, cytoplasmiques et/ou
nucléaires, reparties en 10 sous-familles (2). Les tyrosine kinases permettent
d’intégrer les cellules a leur environnement : les RTK participent a la transduction de
signaux extracellulaires qui sont transmis jusqu’au noyau par les protéines des voies
de signalisation dont font partie les tyrosine kinases non membranaires. Les tyrosine
kinases sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires fondamentaux tels
que le métabolisme, le contrble du cycle cellulaire, la transcription, la mitogenese, la
prolifération et la différentiation cellulaire, I'apoptose, I'angiogenese, la migration
cellulaire... Leur activité est donc hautement régulée par de nombreux mécanismes
dont le contrble des transitions entre les conformations active et inactive de
lenzyme. La dérégulation du fonctionnement des tyrosine kinases étant
responsable du développement de nombreux cancers, elles sont apparues comme

des cibles majeures dans le domaine de I'oncologie.
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A. Structure

1. Récepteurs a activité tyrosine kinase

Le groupe des RTK rassemble une soixantaine de membres, dont font partie les
récepteurs de nombreux facteurs de croissance tels que I'Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR), le Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR), le Platelet-Derived
Growth Factor Receptor (PDGFR) et le Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
(VEGFR). Les RTK sont des glycoprotéines constituées d’une portion extracellulaire
contenant le site de liaison d'un ligand polypeptidique, d’'une hélice
transmembranaire et d’'une portion intracellulaire siege de l'activité catalytique (3).
La plupart des RTK ne comportent qu’une seule chaine polypeptidique a I'exception
des récepteurs de la famille des récepteurs a linsuline et de la famille de
I’'Hepatocyte Growth Factor Receptor (HGFR) qui sont respectivement constitués de
quatre et deux chaines polypeptidiques (3). La portion extracellulaire varie
enormément d’'un RTK a l'autre. Elle contient plusieurs domaines tels que des
domaines riches en cystéine, riches en leucine, des domaines de type
Immunoglobuline-like, EGF-like et Fibronectine lll-like, dont la combinaison est a
l'origine de la spécificitt de linteraction ligand-récepteur (3,4). La portion
intracellulaire des RTK est subdivisée en trois parties : la région juxtamembranaire,
le domaine kinase et I'extrémité C-terminale. La région juxtamembranaire, située
entre I'hélice transmembranaire et le domaine kinase, n’est pas trés conservée au
sein du groupe des RTK, mais de nombreuses homologies de séquence sont
observées a l'intérieur d’'une méme famille de récepteurs (4). Elle est principalement
impliquée dans la régulation de l'activation des RTK, mais peut également jouer un
réle dans la signalisation cellulaire (3,4).

Le domaine kinase est le domaine le plus conservé entre les membres du groupe
des RTK aussi bien en termes de séquence qu’en termes de conformation (4). Son
architecture est également tres similaire a celle du domaine kinase des
sérine/thréonine kinases (3). Cette séquence d’environ 250 a 300 acides aminés est
organisée en deux lobes séparés par une région charniere trées mobile : un petit lobe
contenant cinqg feuillets B et une hélice a a I'extrémité N-terminale et un grand lobe

constitué principalement d’hélices a a I'extrémité C-terminale (3,5-7). Le site actif,
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situé entre les deux lobes au niveau de la région charniere, est formé de plusieurs
segments polypeptidiques non contigus (6) :

- le site de fixation de I’ATP ou « P-loop » au niveau du lobe N-terminal
[l comporte un motif hautement conservé riche en glycine (GxGxeG, ou ¢ est le plus
souvent un résidu tyrosine ou phénylalanine), impliqué dans le positionnement de
I’ATP entre les deux lobes (3,5). L’adénine établit trois liaisons hydrogene avec des
acides aminés présents au niveau de la région charniere (8). Le ribose et les trois
groupements phosphate s’étendent vers le site de fixation du substrat et se logent
dans un canal hydrophile présentant des résidus fondamentaux pour la catalyse
ainsi que deux résidus lysine et glutamate liant les phosphates a et B (3,5,8). Un
résidu d’acide aminé présent au niveau de la région charniere, dit résidu
« gatekeeper », controle I'accessibilité a deux cavités hydrophobes adjacentes au
site de fixation de I'adénine gréce a la taille de sa chaine latérale.

- la boucle d’activation ou « A-loop » au niveau du lobe C-terminal
Elle comporte deux motifs hautement conservés aspartate-phénylalanine-glycine
(DFG) et alanine-proline-glutamate (APE), respectivement au début et a la fin de la
boucle, et un a trois résidus tyrosine phosphorylables. Le résidu aspartate est
particulierement important pour la coordination et le positionnement du cofacteur
Mg?* ou Mn2* a proximité de I’ATP et des résidus impliqués dans la catalyse (3,5,6).
Elle joue un rbéle fondamental dans la régulation de l'activité catalytique par
intermédiaire de son positionnement : elle n'occupe pas le méme emplacement
selon que I'’enzyme est en conformation active ou inactive.

- la boucle a activité catalytique au niveau du lobe C-terminal
Elle contient un motif hautement conservé histidine-arginine-aspartate (HRD). Le
résidu aspartate est la base qui accepte le proton issu de I'attaque nucléophile du
phosphate en y de 'ATP par le groupement hydroxyle de la tyrosine (3,5).

- le site de fixation du substrat protéique au niveau du lobe C-terminal.
Certains RTK, comme les récepteurs de la famille de PDGFR, disposent dans leur
domaine kinase d’un insert d’'une centaine d’acides aminés contenant des résidus
tyrosine (3,9).
L’extrémité C-terminale est la séquence qui varie le plus entre les RTK, en termes de

séquence et de longueur. Elle a des activités régulatrices aussi bien que des
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activités de signalisation. La région juxtamembranaire, l'insert dans le domaine
kinase et I'extrémité C-terminale possedent des résidus tyrosine qui servent, apres
autophosphorylation, a recruter les protéines des voies de signalisation qui
possedent des domaines d’interaction avec les phospho-tyrosines (domaines
Phospho-Tyrosine Binding (PTB) et Src Homology 2 (SH2)) (3,4,7,9).

2. Tyrosine kinases hon membranaires

Le groupe des tyrosine kinases non membranaires rassemble une trentaine de
membres parmi lesquels on retrouve entre autres les kinases des familles SRC, JAK
et ABL. Elles ne comportent ni domaine extracellulaire, ni hélice transmembranaire
et sont pour la plupart localisées dans le cytoplasme au sein des voies de
signalisation. Certaines sont toutefois ancrées a la membrane plasmique par des
modifications post-traductionnelles des résidus d’acides aminés terminaux
(myristoylation ou palmitoylation). Outre le domaine kinase dont la structure est la
méme que celui des RTK, elles sont constituées de domaines impliqués dans des
interactions protéine-protéine, protéine-lipide et protéine-nucléotide. Les principaux
domaines d’interaction protéine-protéine sont de type SH2 et Src Homology 3
(SH3) : SH2 interagit avec les phospho-tyrosines présentes au sein de séquences
particulieres alors que SH3 interagit avec des séquences riches en proline. La
kinase Abl par exemple contient un domaine kinase, des domaines SH2 et SH3, un
signal de localisation nucléaire, un domaine de liaison a 'ADN et un domaine de

liaison a I'actine (3).

B. Mécanismes d’activation

1. Récepteurs a activité tyrosine kinase

En 'absence de ligand, la plupart des RTK sont présents a la surface cellulaire sous
forme de monomeres inactifs, c’est-a-dire ayant une activité catalytique intrinseque
tres faible (3,7), a I'exception des récepteurs de la famille de 'EGFR qui existent
sous forme prédimérisée inactive (9). L'inactivité des récepteurs est la conséquence

d’interactions intramonomeériques qui stabilisent le positionnement des résidus du

Page | 15



site actif dans une conformation défavorable a la catalyse (3). Cette auto-inhibition
de l'activité catalytique implique la boucle d’activation du domaine kinase, la région
juxtamembranaire et I'extrémité C-terminale (6). La boucle d’activation est orientée
vers la boucle a activité catalytique et le site de fixation du substrat, le résidu
phénylalanine du motif DFG pointant vers l'intérieur du site actif, le résidu aspartate
s’étendant vers I'extérieur (10). Dans cette conformation dite inactive ou DFG-out, la
boucle d’activation révele une cavité hydrophobe allostérique aux résidus peu
conserves et empéche les deux lobes du domaine kinase de pivoter sur I'axe de la
région charniere pour se rapprocher, bloquant ainsi I'acceés aux sites de liaison de
’ATP et/ou du substrat (3,7). La région juxtamembranaire maintient la boucle
d’activation dans la conformation inactive en interagissant avec les deux lobes du
domaine kinase. L’extrémité C-terminale obstrue le site actif en se repliant en
direction du site de fixation du substrat (6). L’activation d’'un RTK, déclenchée par la
liaison d’un ligand, correspond a l'augmentation de lactivité catalytique et a
I'apparition de sites d’interaction avec les protéines des voies de signalisation sous
I'effet de la phosphorylation de certains résidus tyrosine du récepteur (7). La liaison
du ligand au niveau de la portion extracellulaire entraine I’'homodimérisation,

I’hétérodimeérisation ou I'oligomérisation des RTK (Figure 1).

Figure 1 : Mécanisme d’activation des RTK, d’apres Blume-Jensen ef a/ (12)
Les deux lobes du domaine kinase sont représentés en violet, la région juxta-membranaire en orange,
I'extrémité C-terminale en rouge et la boucle d’activation en bleu et vert selon sa conformation.
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La juxtaposition de leurs portions intracellulaires facilite la trans-autophosphorylation
(phosphorylation entre monomeres) de plusieurs résidus tyrosine présents au
niveau (9) :

- d’une part de la région juxtamembranaire et de I’extrémité C-terminale
Ces phosphorylations perturbent les interactions régulatrices intramonomériques
établies avec le domaine kinase (6). Il s’ensuit des modifications conformationnelles
responsables d’une levée de I'auto-inhibition exercée sur le domaine kinase.

- d’autre part de la boucle d’activation du domaine kinase
Ces phosphorylations provoquent le déplacement de la boucle d’activation vers
I'extérieur du site actif, le résidu aspartate du motif DFG pointant vers I'intérieur et le
résidu phénylalanine s’étendant vers I'extérieur (Figure 1) (10). Les deux lobes du
domaine kinase peuvent alors pivoter de part et d’autre de la région charniere pour
s’ajuster autour du site actif ainsi dégagé. Les résidus impliqués dans la catalyse et
la fixation du substrat et de I’ATP sont repositionnés dans une conformation dite
active ou DFG-in favorable a I'activité catalytique (Figure 2). Cette conformation est
stabilisée par de nouvelles interactions impliquant les phospho-tyrosines (3,6,7). Le
domaine kinase est alors capable de trans-autophosphoryler des résidus tyrosine
essentiellement au niveau de I'extrémité C-terminale pour permettre des interactions

avec les protéines des voies de signalisation.

Figure 2 : Conformations active (A) et inactive (B) du domaine kinase de la kinase Abl,
d’apres Roskoski (10)

Page | 17



Contrairement aux autres sites d’autophosphorylation, la boucle d’activation ne peut
pas étre autophosphorylée au sein d’'un récepteur monomérique du fait de
contraintes stériques. C’est pourquoi son repliement vers l'intérieur du site actif
consiste bien en un mécanisme d’auto-inhibition par obstruction de ce dernier et
non en un mécanisme d’activation (7). L’activation requiert donc le regroupement
des monomeres en dimeres ou oligomeres selon le mode d’association des portions
intracellulaires. Lorsqu’elles sont associées de facon transitoire, tous les résidus
tyrosine peuvent étre trans-autophosphorylés au sein de dimeres ; lorsqu’elles
forment des complexes plus stables, les résidus tyrosine proches du domaine
kinase, du fait de contraintes stériques existant au sein des dimeres, ne peuvent étre
trans-autophosphorylés qu’apres oligomérisation (3).

L’activation des récepteurs de la famille de 'EGFR ne suit pas le schéma classique
d’activation des RTK. En effet, elle n’est pas liée a la phosphorylation de la boucle
d’activation, bien que des résidus tyrosine y soient présents, mais a un mécanisme
allostérique impliquant l'interaction au sein d’'un dimere de récepteurs entre le lobe
C-terminal du domaine kinase d’'un monomere et le lobe N-terminal du domaine
kinase de l'autre monomere (7,9). Contrairement aux autres RTK, la région
juxtamembranaire de cette famille de récepteurs pourrait favoriser I'activation
allostérique du domaine kinase par le biais dinteractions entre la région
juxtamembranaire d’'un monomere et la région juxtamembranaire et le lobe C-

terminal de 'autre monomere (11).

2. Tyrosine kinases non membranaires

Les tyrosine kinases non membranaires sont maintenues a I'état inactif en I’'absence
d’interaction protéine-protéine par des interactions auto-inhibitrices intra-
moléculaires (Figure 3). Dans le cas de la kinase Abl par exemple, deux
mécanismes maintiennent une conformation inactive : I'interaction de 80 résidus
présents a I'extrémité N-terminale avec le domaine SH3 et le lobe N-terminal du
domaine kinase et le positionnement de la boucle d’activation a proximité de la
boucle a activité catalytique de sorte qu’elle joue le réle d’un pseudo-substrat qui
obstrue I'entrée du site actif (6). La régulation négative d’Abl passe aussi par

interaction du domaine SH3 avec une protéine inhibitrice cellulaire (3,6).
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L’activation des tyrosine kinases non membranaires correspond a la stimulation de
I'activité catalytique vz la trans-phosphorylation de la boucle d’activation sous I’effet
d’interactions protéine-protéine impliquant d’autres tyrosine kinases non
membranaires et des protéines possédant des résidus phospho-tyrosine et/ou des
séquences poly-proline. Ces dernieres interagissent avec les domaines SH2 et SH3
et levent ainsi I'auto-inhibition de I'activité catalytique (Figure 3) (3,6). L’activation de
Bcer-Abl passe par la trans-autophosphorylation du domaine kinase au sein d’homo-
oligomeres (12). La phosphorylation a I'extérieur du domaine kinase peut réguler

négativement I'activité catalytique (3).

Figure 3 : Mécanisme d’activation des tyrosine kinases non membranaires sous I'effet d’interactions
protéine-protéine, d’apres Blume-Jensen ef a/ (12)

C.Implication dans 'oncogenése

Les tyrosine kinases interviennent dans de nombreux processus cellulaires
fondamentaux tels que le controle du cycle cellulaire, la mitogenese, la prolifération
et la différenciation cellulaire, 'apoptose, 'angiogenese... par le biais de leur activité
de phosphorylation qui permet de modifier tres rapidement la conformation, la
stabilité, I'activité, la localisation subcellulaire et les interactions des protéines. La
surexpression et la dérégulation de I'activitt de ces kinases perturbent la
signalisation cellulaire et participent au développement tumoral. Les tyrosine kinases
sont en effet surreprésentées au sein de I'important groupe d’oncogenes que
constituent les protéines kinases, puisqu’elles correspondent a 20% des protéines
kinases et aux deux tiers des protéines kinases impliquées dans le développement

tumoral (12,13). Certaines tyrosine kinases comme les différentes isoformes du
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VEGFR, dérégulées par I'activation de boucles autocrine-paracrine, favorisent le
développement et le maintien des tumeurs dans l'organisme. D’autres tyrosine
kinases codées par des genes présentant des altérations génétiques participent a
I'acquisition du phénotype tumoral. C’est le cas de 'EGFR dans les cancers ORL et
bronchiques, HER2 dans les cancers du sein et de I’estomac, KIT dans les Gastro-
Intestinal Stromal Tumors (GIST), Bcr-Abl dans les Leucémies Myéloides
Chroniques (LMC).... (8). Les altérations génétiques affectant les genes des tyrosine
kinases sont des amplifications géniques et des mutations essentiellement
dominantes et activatrices c’est-a-dire responsables d’un gain de fonction.
L’amplification génique entraine la surexpression des tyrosine kinases et donc
laugmentation des capacitées de recrutement des protéines des voies de
signalisation. La surexpression de HER2 est par exemple observée dans 30% des
cancers du sein. Les mutations sont des substitutions, des insertions, des délétions
de type faux sens, non-sens ou générant un décalage du cadre de lecture et des
translocations chromosomiques (13). Elles peuvent survenir n’importe ou dans la
séquence, méme si elles sont frequemment observées au niveau du domaine kinase
et des régions régulatrices, et sont responsables par differents mécanismes de
I’activation constitutive des tyrosine kinases (/.e. activation en I'absence de ligand ou
d’interaction protéine-protéine). Certaines mutations de la région juxtamembranaire
de I'EGFR stabilisent les interactions qu’elle établit pour favoriser I'activation
allostérique du domaine kinase (11). Certaines mutations du site de fixation du
substrat de la kinase Ret modifient le spectre des substrats, leur assurent un acces
au site actif en l'absence d’autophosphorylation de la boucle d’activation et
stimulent l'activité kinase. Des mutations sont parfois observées au niveau de la
portion extracellulaire ou de I'’hélice transmembranaire des RTK : la mutation V664E
du domaine transmembranaire de HER2 et la mutation d’une cystéine extracellulaire
de Ret sont responsables d’'une dimérisation constitutive, dans le second cas par
formation de ponts dissulfure entre deux monomeres (14). Les translocations
chromosomiques apposent une partie de la séquence d’'un géne au niveau de la
séquence d’un autre gene et créent ainsi des genes chimériques et des protéines de
fusion. Les régions régulatrices de I'activité catalytique peuvent étre perdues ou

déstructurées au cours de ce processus, ce qui aboutit a I'activation constitutive des
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tyrosine kinases par perte des mécanismes d’autorégulation (13). C’est ce qui
survient lors de la translocation t(9,22) qui génere le chromosome Philadelphie
caractéristique des LMC: la perte de I'extrémité N-terminale et du signal de
localisation nucléaire d’Abl est responsable de la séquestration cytoplasmique et de
I'activation constitutive de la protéine de fusion Bcr-Abl, anomalie moléculaire
causale des LMC (12).

Les tyrosine kinases membranaires et non membranaires, par leurs implications
dans les mécanismes de I'oncogenese, constituent donc des cibles privilégiées
pour le développement de médicaments anticancéreux d’un genre nouveau : des
médicaments, regroupés dans la classe des thérapies dites ciblées, qui ciblent des
anomalies moléculaires plus ou moins spécifiques des cellules tumorales et non pas

I’ADN présent au niveau de I'ensemble des cellules de I'organisme.

Il. Les inhibiteurs de tyrosine kinases

Les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) constituent avec les anticorps monoclonaux
'une des deux classes de thérapies ciblées. Contrairement aux anticorps,
glycopeptides injectables de haut poids moléculaire ciblant essentiellement les
domaines extracellulaires des RTK, les ITK sont de petites molécules
hétérocycliques de faible poids moléculaire (400-600 g/mol), administrées par voie
orale, ciblant le domaine kinase de tyrosine kinases membranaires et non
membranaires. La classe des ITK s’est considérablement développée depuis la mise
sur le marché de I'imatinib en 2001, puisque désormais 21 des 26 inhibiteurs de
kinases autorisés par la FDA dans le domaine de I'oncologie sont des ITK (15). Ce
développement sans précédent s’est accéléré au cours des derniéres années, une
quinzaine d’inhibiteurs ayant recus une AMM au cours des quatre dernieres années.
Nous avons choisi de nous focaliser sur les 9 molécules les plus anciennes :
imatinib, gefitinib, erlotinib, sorafenib, sunitinib, dasatinib, lapatinib et nilotinib pour

lesquelles les données de la littérature sont plus développées.
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A. Mécanisme d’action

Les ITK traversent la membrane plasmique des cellules, par diffusion passive ou par
le biais de transporteurs, avant de se fixer au niveau du domaine kinase de leurs
protéines cibles. Selon différentes interactions, en fonction de leurs modes de
liaison, ils bloquent I'activité de phosphorylation et par la méme I'activation de la
protéine et des voies de signalisation en aval. La plupart des inhibiteurs interagissent
au niveau du site de fixation de ’'ATP et non au niveau du site de fixation du substrat

car la surface d’interaction disponible y est bien supérieure (6).

1. Inhibiteurs irréversibles

Les inhibiteurs irréversibles possedent dans leur structure un groupement
électrophile de type acrylamide capable de réagir via une addition de Michael avec
le groupement thiol de résidus cystéine nucléophiles du domaine kinase pour établir
une liaison covalente. lls réagissent notamment avec un résidu cystéine présent au
niveau de la région charniere, a proximité du site de liaison de I’ATP, condamnant
ainsi l'accés du site actif a I'ATP. Bien qu’il soit attendu qu’ils disposent de
meilleures affinités et puissances que les inhibiteurs réversibles, ils sont encore peu
représentés au sein de la classe des ITK en raison des risques toxiques pouvant étre
associés a leur réactivité potentielle. En effet, mis a part deux molécules parmi les
plus récentes (afatinib et ibrutinib), tous les ITK sont des inhibiteurs réversibles. lls
pourraient toutefois étre développés a I'avenir, puisque environ 200 kinases

disposent de résidus cystéine exposés au niveau de leur site actif (8).

2. Inhibiteurs réversibles

lls sont de plusieurs types et appartiennent a deux grandes catégories selon leur site
de liaison : les inhibiteurs compétitifs et les inhibiteurs allostériques (8,10). A ce jour,
il n’existe sur le marché qu’'une molécule, le lenvatinib, présentant plusieurs modes

et/ou sites de liaison (inhibiteurs de type V) (15).
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2. 1. Inhibiteurs compétitifs

lIs se lient dans le site actif de 'enzyme, au niveau du site de fixation de 'ATP avec
lequel ils rentrent en compétition. lls se fixent plus particulierement a la place de
'adénine, sans généralement exploiter les sites de liaison du ribose et des
groupements phosphate.

Les inhibiteurs de type | se lient a 'enzyme en conformation active, c’est-a-dire
lorsque le résidu aspartate du motif DFG pointe vers I'intérieur du site actif et le
résidu phénylalanine vers [I'extérieur (DFG-in). Leur structure comporte
généralement un noyau hétérocyclique azoté qui mime le noyau purine de I'adénine
et établit une a trois liaisons hydrogene avec la région charniere et des chaines
latérales reposant au niveau de régions hydrophobes adjacentes (Figure 4). Le
dasatinib, I'erlotinib et le gefitinib appartiennent a cette catégorie d’inhibiteurs
(8,10).

Les inhibiteurs de type Il, dont font partie I'imatinib, le nilotinib, le lapatinib, le
sunitinib, le sorafenib et le pazopanib, se lient au niveau du site de fixation de
'adénine et au niveau d’une cavité hydrophobe adjacente, dite allostérique, révélée
par le positionnement de la boucle d’activation lorsque I'enzyme est en
conformation inactive ou DFG-out, c’est-a-dire lorsque le résidu aspartate du motif
DFG est dirigé vers I'extérieur du site actif et le résidu phénylalanine vers I'intérieur.
Leur structure comporte classiquement un noyau hétérocyclique qui, comme pour
les inhibiteurs de type I, mime la purine de I'adénine et établit jusqu’a trois liaisons
hydrogene avec la région charniere et un groupement hydrophobe interagissant
avec la cavité hydrophobe par des interactions de Van der Waals. lls forment par
ailleurs une a deux liaisons avec des résidus conservés (aspartate du motif DFG et
glutamate) généralement par le biais de groupements amide, urée ou
d’hétéroatomes (O, N, S) (Figure 4) (8,10).
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Figure 4 : Modes de liaison des inhibiteurs compétitifs de I'ATP, d’apres Zhang et a/ (8)
a. Liaison de PD166326, inhibiteur de type |, a la conformation active DFG-in d’Abl
b. Liaison de I'imatinib, inhibiteur de type Il, a la conformation inactive DFG-out d’Abl

2. 2. Inhibiteurs allostériques

lIs se lient au niveau d’un site allostérique distinct du site de fixation de I'ATP. lIs

n’interferent donc pas avec la liaison de I'ATP, mais entrainent des changements

conformationnels qui rendent la kinase catalytiquement inactive. Les inhibiteurs de

type Il se fixent au niveau d’un site de liaison adjacent au site de fixation de I'ATP,

alors que les inhibiteurs de type IV interagissent avec un site de liaison a distance du

site de fixation de I'ATP. Parmi les 23 ITK sur le marché, il n’y a qu’un seul inhibiteur

de type lll, le trametinib, et aucun inhibiteur de type IV.

La plupart des ITK réversibles sont des inhibiteurs compétitifs. Ces derniers doivent

posséder certaines propriétés. lls doivent étre de suffisamment haute affinité pour

pouvoir entrer en compétition avec les fortes concentrations intracellulaires d’ATP et

étre suffisamment sélectifs, malgré le caractere hautement conservé du domaine

kinase (tout particulierement en conformation active), pour ne cibler que quelques
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kinases et éviter un large spectre d’effets indésirables. Bien qu’il existe une
controverse au sujet de la supposée meilleure sélectivité des inhibiteurs de type Il
par rapport aux inhibiteurs de type | (basée sur leur affinité pour les résidus moins
conservés de la cavité hydrophobe), il est probable que les inhibiteurs allostériques
atteignent une plus grande sélectivité que les inhibiteurs compétitifs. Une limite de
ces derniers est I'apparition de résistances liees a des mutations responsables de
modifications de la séquence et de la conformation du domaine kinase. L’exemple le
plus caractéristique est la survenue de mutations affectant le résidu dit
« gatekeeper » (8). La mutation T3151 de Bcr-Abl réduit drastiquement I'affinité de
I'imatinib, du dasatinib et du nilotinib pour la kinase par encombrement stérique et
perte d’une liaison hydrogene ; la mutation T790M réduit I'affinité de I’erlotinib et du
géfitinib pour 'TEGFR en augmentant laffinité de la kinase pour 'ATP (8). Il est
possible que la pression de sélection exercée par les inhibiteurs compétitifs en
contact direct avec des séquences hautement conservées et régulées soit plus forte

que celle exercée par les inhibiteurs allostériques.

B. Pharmacodynamie et relations structure-activité

1. ITK ciblant Bcr-Abl et c-Kit

Imatinib

La structure de [Iimatinib provient de [Ioptimisation chimique d’un motif 2-
phénylaminopyrimidine, inhibiteur de faible spécificité et faible puissance de tyrosine
et sérine/thréonine kinases issu d’'un programme de recherche d’inhibiteurs de
protéine kinase C (PKC) (16-18) :

- L’introduction d’un groupement pyridyle en position 3’ de la pyrimidine
augmente I'activité.

- La présence d’un groupement benzamide (’'azote de I'amide étant non
substitué) en position 3 du phényle confere une activité inhibitrice vis-a-vis
des tyrosine kinases, dont Bcr-Abl.

- La substitution en position 6 du phényle abolit complétement I'activité contre
la PKC ; lorsque le substituant est un méthyle, I'activité contre les tyrosine

kinases est de plus augmentée.
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- La substitution en position 4 du benzamide par un petit groupement lipophile
(méthyle ou chlore) est bénéfique a I'activité contre PDGFR.
- L’ajout d’'une chaine latérale polaire de type N-méthylpipérazine améliore la
solubilité et donc la biodisponibilité.
- La présence d’'un espaceur de type méthyle entre le benzamide et la chaine
latérale permet d’éviter le potentiel mutagene des anilines.
Ainsi est obtenu le 4-[(4-méthylpipérazin-1-yl)méthyl]-N-(4-méthyl-3-{[4-(pyridin-3-
yl)pyrimidin-2-ylJamino}phényl)benzamide, STI571 ou imatinib (C29H31N7O,
493,6 g/mol). C’est un inhibiteur compétitif et sélectif de Bcr-Abl, PDGFR et c-Kit
indiqué entre autres dans le traitement des LMC, des leucémies aigues lymphoides

et des GIST (19). Il se lie a la conformation inactive de Bcr-Abl (Figure 5).

Figure 5 : Mode de liaison de I'imatinib a Ber-Abl, d’apres Wu et a/ (15)
Les pointillés rouges et noirs représentent les liaisons hydrogéne.

Dans cette conformation, le positionnement de la boucle d’activation est tel que le
résidu Phe382 du motif DFG (et non le résidu Asp 381) est dirigé vers le site de
liaison de I'ATP et la région autour de Tyr393 (site de phosphorylation activant la
kinase, dans ce cas non phosphorylé) mime un substrat et bloque le site actif (20).
L’imatinib est coudé au niveau de I'amine secondaire et enfourche la portion
hautement conservée a I'extrémité N-terminale de la boucle d’activation. Mais a
I‘exception de cette portion, l'imatinib n’interagit pas directement avec elle (21).
L’'imatinib établit des relations avec 21 acides aminés, sous la forme de 6 liaisons
hydrogene et d’une majorité d’interactions de Van der Waals (Figure 5) (20,21,15) :

- La pyridine et la pyrimidine, situées au niveau du site de fixation de I'adénine,

établissent une liaison hydrogene avec le résidu Met318 de la région
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charniere. La pyridine est insérée sous I'hélice o du lobe N-terminal du
domaine kinase.

- Le groupement tolyle occupe une cavité hydrophobe adjacente.

- L’amine secondaire située entre le groupement tolyle et la pyrimidine est
engagee dans une liaison hydrogéne avec le résidu « gatekeeper » Thr315.

- L’amide forme des liaisons hydrogene avec les résidus Glu286 et Asp381.

- Le groupement pipérazinyl-phényle est logé dans la cavité hydrophobe
allostérique, I'amine de la pipérazine établissant des interactions de Van der
Waals avec Val289, Phe359, Asp381 et des liaisons hydrogene avec 11€360 et
His361.

L’imatinib ne peut se lier a la conformation active de Bcr-Abl car les résidus Asp381
et Leu384 de la boucle d’activation génent la progression des noyaux phényle et
pipérazine a l'intérieur du site actif (20).

Une fois lig, I'imatinib bloque I'hélice o du lobe N-terminal et la boucle d’activation,
prévenant un changement de conformation de la boucle d’activation (20). L’enzyme
se replie alors autour de la molécule, avec un ajustement de la boucle de fixation de
’ATP, pour augmenter la surface de contact avec la pyridine et la pyrimidine, cette
conformation étant maintenue en place par des liaisons hydrogene entre Tyr253 et
Asn322. Un réseau de liaisons hydrogene impliquant Lys271, Glu286, Asp381, deux
molécules d’eau et I'amide de I'imatinib, ainsi qu’un réseau d’interactions de Van der
Waals impliquant Tyr253, Leu370, Phe382, Met290, [1e313 et les noyaux
aromatiques de l'imatinib créent une surface d’interaction trés importante et un
ajustement serré de l'inhibiteur qui permettent peu de modifications structurales au
niveau de I'inhibiteur (21).

L’imatinib se lie a la conformation inactive de c-Kit de fagcon assez similaire a sa
liaison a Bcr-Abl. L'azote de la pyridine établit une liaison hydrogéene avec Cys673
au niveau de la région charniere, 'amine secondaire avec le résidu « gatekeeper »
Thr670, 'amide avec les résidus Glu640 et Asp810. Le phényle se situe entre les
résidus Asp810, Glu640, Leu644. La pipérazine n’établit aucune interaction avec la
protéine (22).

La résistance acquise a I'imatinib est majoritairement liée a I'apparition de mutations

au niveau du domaine kinase (boucle de fixation de I’ATP, résidu « gatekeeper »,
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boucle d’activation) et/ou moins fréquemment a I'extérieur du domaine kinase (au
niveau de sites importants pour les mécanismes partiellement maintenus d’auto-
inhibition) (19). Ces mutations se traduisent par la perte d’interactions entre la
protéine et son inhibiteur et/ou par des modifications conformationnelles. Le niveau
de résistance dépend du type de mutations et nécessite soit 'augmentation des
doses de I'inhibiteur administré, soit le recours a un autre inhibiteur insensible a la

mutation (23).

Dasatinib

La structure du dasatinib provient de Ioptimisation chimique d’un inhibiteur
compétitif de faible puissance de type 2’-amino-4’-méthyl-N-(2,4,6-triméthylphényl)-
thiazolecarboxamide de la tyrosine kinase Lck de la famille des Src kinases
découvert au cours de screening a haut débit de librairies chimiques (24,25) :

- La présence de petits substituants sur les deux positions ortho du
groupement benzamide est nécessaire a l'activité. En effet, 'absence de
substituants ou la présence de substituants encombrants se traduit par une
importante perte d’activité. lls participent probablement a I'orientation du
cycle afin qu’il puisse se loger dans une étroite cavité hydrophobe du site
actif.

- L’absence de substituants en position 4’ du thiazole augmente I'activité.

- La dérivatisation de 'amine présente sur le thiazole améliore I'activité, en
particulier lors de I'introduction de groupements aryle ou hétéroaryle, alors
que des groupements encombrants la réduisent. L’introduction d’une
méthylpyrimidine donne la meilleure activité.

- L’ajout d’'une chaine latérale polaire au noyau hétéroaromatique potentialise
activité, les meilleurs résultats étant obtenus avec une 2-hydroxyéthyl-
pipérazine sur la pyrimidine.

Les similarités structurales entre les domaines des Src kinases et le domaine de Bcr-
Abl expliquent que l'optimisation chimique d’un inhibiteur de Lck permette de
découvrir un puissant inhibiteur de Ber-Abl et pan-inhibiteur de Src kinases : le A-(2-
chloro-6-méthylphényl)-2-({6-[4-(2-hydroxyéthyl) pipérazin-1-yl]-2-méthylpyrimidin-4-
yl}méthyl)-1,3-thiazole-5-carboxamide (C22H26CIN7O2S, 488,01 g/mol) alias BMS-
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354825 ou dasatinib (24). Le manque de sélectivité du dasatinib pour Bcr-Abl se

réevele étre un avantage pour inhiber la survie et la prolifération des cellules

leucémiques (LMC et leucémies aigues lymphoblastiques) puisque les Src kinases

font partie des voies de signalisation en aval de Bcr-Abl (26).

Le dasatinib est un inhibiteur de type I. Il se lie a Bcr-Abl lorsque la boucle

d’activation est en conformation active (Figure 6) (15,24,25,27) :

La chaine latérale polaire 4-hydroxyéthylpipérazine est a la surface de la
protéine, exposée au solvant, et n’intervient pas dans les interactions entre
linhibiteur et I'enzyme. La chaine latérale est mobile et peut établir des
interactions de type Van der Waals au niveau de la pipérazine et une liaison
hydrogene entre I’hydroxyéthyle et Tyr320.

La pyrimidine substituée est située dans une cavité hydrophobe étroite. Elle
interagit avec la protéine sous la forme d’interactions de Van der Waals et
d’interactions hétéroaromatiques de type CH~O=C (Cs de la pyrimidine -
Met318).

L’aminothiazole occupe le site de liaison de I'adénine et forme des liaisons
avec la région charniere : I'azote du thiazole et 'amine sont engagés dans
des liaisons hydrogéne avec Met318 et le Cs du thiazole dans des
interactions hétéroaromatiques de type CH--O=C avec Glu316.

L’amide interagit avec le résidu « gatekeeper » Thr315 au travers d’une liaison
hydrogene.

Le motif 2-chloro-6-méthylphényle est situé dans une cavité hydrophobe
proche du résidu « gatekeeper » Thr315 avec lequel il interagit. Il établit des

interactions de Van der Waals avec la protéine.

Site de fixation de
I’adénine

Interface avec le
solvant

Cavité
hydrophobe

Figure 6 : Mode de liaison du dasatinib a Ber-Abl, d’aprés Wu et a/ (15)
Les pointillés rouges et noirs représentent les liaisons hydrogéne.
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La comparaison des modes de liaison de I'imatinib et du dasatinib a Bcr-Abl permet
d’expliquer les différences d’affinité et d’activité pour les formes sauvage et mutante.
Si les noyaux centraux de l'imatinib et du dasatinib sont superposés, les chaines
latérales pointent dans des directions opposées (27). La boucle de fixation de I'ATP
n'est pas essentielle a la fixation du dasatinib et ne se replie pas sur le dasatinib
comme elle le fait sur 'imatinib (25,27). Cela explique que le dasatinib reste actif
contre la plupart des mutants de la boucle de fixation de I’ATP qui sont résistants a
imatinib. Le dasatinib conserve également une activité sur d’autres mutants de la
boucle d’activation ou du lobe C-terminal résistants a I'imatinib car les résidus mutés
sont impliqués dans la stabilisation de la conformation inactive. En revanche, le
dasatinib n’a pas d’activité a 'encontre du mutant T315I du fait de 'encombrement
stérique généré par l'isoleucine qui géne la liaison du dasatinib et du fait de la perte
d’'une liaison hydrogene et d’une interaction de Van der Waals (27). De plus le
dasatinib est un inhibiteur de type |, alors que I'imatinib est un inhibiteur de type Il :
la meilleure affinité du dasatinib est probablement liée au fait qu’'une partie de
I'énergie de liaison de I'imatinib sert a stabiliser les boucles d’activation et de fixation
de 'ATP.

Nilotinib

L’émergence de résistances a I'imatinib a nécessité I'initiation d’'un programme de
recherche de nouveaux inhibiteurs de Bcr-Abl pour traiter les LMC. Il a conduit au
développement de ’AMN107 ou nilotinib 4-méthyl-A-[3-(4-méthyl-1 A-imidazol-1-yl)-
5-(trifluorométhyl) phényl]-3-{[4-(3-pyridinyl)-2-pyrimidinyl]Jamino}benzamide
(CagH22F3N7O, 529,52 g/mol). L’hypothese initiale de ce développement était que
I'optimisation de I'affinité et du profil d’interactions avec Bcr-Abl de I'imatinib pourrait
permettre de disposer d’un inhibiteur sélectif, actif et puissant contre la plupart des
mutants de Bcr-Abl. La cristallisation de I'imatinib dans le site actif de Bcr-Abl a
permis de révéler que peu de modifications structurales seraient tolérées au niveau
du noyau pyridinyl-pyrimidinyl-aniline, du fait d’'un ajustement étroit avec Met318,
Phe317 et Thr315 au niveau de la région charniere, alors que des modifications de
la chaine latérale N-méthylpipérazine apparaissaient possibles. Le nilotinib partage

donc avec l'imatinib les groupements pyridine, pyrimidine et aminotolyle, mais
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differe par sa chaine latérale trifluorométhylphénylimidazole. Celle-ci est orientée
differemment, de sorte qu’elle comble davantage la cavité allostérique partiellement
hydrophobe au sein de laquelle elle est profondément et fortement liée (Figure 7)
(15,28,29). L'imidazole est la portion de la chaine latérale exposée au solvant dans
cette cavité a la surface de la protéine. La fonction amide a été conservée dans la
structure du nilotinib afin de maintenir les liaisons hydrogene avec Glu286 et Asp381
(29,30).

Cavité

rophobe
’l
Site de fixation de /
I'adénine /

F3C Cavité
allostérique

Figure 7 : Mode de liaison du nilotinib a Ber-Abl, d’apres Wu et a/ (15)
Les pointillés rouges et noirs représentent les liaisons hydrogene.

L’amélioration de [laffinité et la puissance du nilotinib s’explique parle
remplacement de la A-méthylpipérazine par un trifluorométhylphénylimidazole car il
permet :
- la diversification des interactions entre I'inhibiteur et la protéine.
Le nilotinib établit quatre liaisons hydrogene avec le domaine kinase (entre I'azote
de la pyridine et Met318, entre 'azote de I'aniline et Thr315, entre I'amide et Glu286
et Asp381), alors que I'imatinib en établit six (30,31). Mais de nombreuses autres
interactions sont aussi importantes pour laffinité : des interactions arene-aréne
impliquant les cycles aromatiques pyridine, pyrimidine et phényle (32), des
interactions lipophiles, en particulier autour de la pyridine, du méthylimidazole, du
substituant trifluorométhyle, et une interaction dipolaire F--:C=0 entre un atome de
fluor électronégatif et le carbone polarisé positivement du carbonyle de Asp381 (le
remplacement du fluor par un méthyle diminue en effet I'affinité) (30,33).
- I'absence de désolvatation et déprotonation du groupement basique car le
nilotinib est une base plus faible et moins protonée au pH physiologique que
imatinib (29).
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- un meilleur ajustement de la molécule au niveau de la cavité hydrophobe ; il
s’ensuit une augmentation du nombre de groupements fondamentaux pour
Iaffinité : si elle repose essentiellement sur les groupements pyridine et
pyrimidine pour [limatinib, le substituant trifluorométhyle y contribue
grandement en sus de la pyridine et la pyrimidine dans le cas du nilotinib
(34).

Cela explique pourquoi des mutations affectant des résidus en contact avec les
noyaux pyridine et pyrimidine ont moins d’impact sur I'activité du nilotinib. Des
mutations au niveau du lobe C-terminal influencent peu [lactivité du nilotinib,
puisque contrairement a I'imatinib il interagit peu avec ces résidus et n’établit pas de
liaisons hydrogene avec 11e360 et His361 (34). Le nilotinib reste par contre inactif
contre la mutation T315l du résidu « gatekeeper », car 'encombrement stérique lié a
lintroduction d’un résidu isoleucine géne I'acces du groupement tolyle a la cavité
allostérique. De plus, la substitution de la thréonine s’accompagne de la perte d’'une
liaison hydrogene (15,30). Le nilotinib a donc une affinité 20 fois supérieure a celle

de l'imatinib pour Bcr-Abl sauvage et ses mutants, a I'exception de T315I (28).

2. ITK ciblant les récepteurs de la famille de 'EGFR

L’erlotinib, le gefitinib et le lapatinib sont des inhibiteurs puissants et sélectifs des
récepteurs de la famille de I'EGFR. lls partagent un noyau de type 4-
anilinoquinazoline, dont les relations structure-activité sont les suivantes (35,36) :

- Laniline est nécessaire a 'activité. En effet, la substitution de I’aniline par des
groupements benzyle, phénéthyle ou Arméthylaniline a été testée et seule
l'introduction du benzyle est acceptable en termes d’activité.

- La substitution de 'aniline en position 3 par de petits groupements lipophiles
(chlore, brome, trifluorométhyle) est bénéfique a I'activité.

- Les deux atomes d’azote du noyau quinazoline sont nécessaires a l'activité.
L’introduction d’atomes d’azote supplémentaires sur d’autres positions du
cycle est possible et conduit a une autre classe danti-EGFR: les
pyridopyrimidines.

- La substitution du noyau quinazoline par des groupements électro-donneurs

de type amine ou alkoxy en position 6 et/ou 7 est favorable a I'activité, alors
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que les groupements électro-attracteurs sont déléteres a l'activité quelle que

soit leur position sur le noyau, mais tout particulierement en position 8, ou il

doit y avoir une forte densité électronique. Certaines combinaisons de

substituants a ces positions démontrent des effets supra-additifs sur I'activité.

- Un certain degré d’encombrement stérique au niveau des positions 6 et 7

(surtout 6) est autorisé. Cette possibilité est exploitée pour améliorer la

solubilité des dérivés en fixant en 6 et/ou 7 des chaines latérales dont les plus

favorables sont faiblement basiques, contenant entre autres des amines. Par

ailleurs, la fusion des substituants a ces positions pour former un cycle
supplémentaire conduit a des dérivés tres actifs.

La quinazoline se lie au niveau du site de fixation de I'adénine, 'azote N4 établissant

une liaison hydrogene avec Met769 et I'azote N3 avec Thr766. La liaison de 'aniline

dans une cavité hydrophobe adjacente confere la sélectivité vis-a-vis de 'EGFR. Le

site de liaison de ses deux entités est assez confiné, alors que les chaines latérales

fixées sur la quinazoline sont situées a I'entrée du site actif, au niveau d’une zone

tolérant 'encombrement stérique (36). Elles sont présentes a linterface avec le

solvant et améliorent donc la solubilité de la molécule (15).

Erlotinib

L'erlotinib  ou  AA(3-éthynylphényl)-6,7-bis(2-méthoxyéthoxy)quinazolin-4-amine
(C22H23N304, 393,4 g/mol) est indiqué dans le traitement des cancers bronchiques
non a petites cellules et des cancers du pancréas. Il respecte en tous points les
relations structure-activité des dérivés synthétiques de type 4-anilinoquinazoline : il
possede des groupements méthoxyéthoxy électro-donneurs en positions 6 et 7 de
la quinazoline et un groupement éthynyle lipophile en position 3 de I'aniline. Cet
inhibiteur de type | se lie a la conformation active du domaine kinase de 'EGFR, la
molécule étant coudée au niveau du site actif de telle sorte que les deux cycles font
entre eux un angle d’environ 40° (Figure 8). La quinazoline se loge dans le site de
liaison de I'adénine, les atomes d’azote en position 1 et de carbone en position 8
faisant face a la région charniere. Les deux atomes d’azote sont engagés dans des
liaisons hydrogene avec Met769 et Thr766. Les chaines latérales et I'aniline sont

projetées dans des directions différentes, les premieres vers I'entrée du site actif
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exposée au solvant, la seconde vers une cavité hydrophobe, le groupement
éthynyle étant entouré par Thr766, Lys721 et Leu764 (37).

Site de fixation de
I’adénine

Interface avec le
solvant

Cavité

hydrophobe

Figure 8 : Mode de liaison de I'erlotinib a 'TEGFR, d’aprés Wu et a/ (15)
Les pointillés rouges et noirs représentent les liaisons hydrogéne.

Gefitinib

Le gefitinib ou A-(3-chloro-4-fluorophényl)-7-méthoxy-6-[3-(morpholin-4-yl) propoxy]
quinazolin-4-amine (C22H24CIFN4O3, 446,9 g/mol) est indiqué dans le traitement des
cancers bronchiques non a petites cellules. Il présente sur un noyau 4-
anilinoquinazoline les éléments structuraux nécessaires a I'activité des dérivés de
cette série : des groupements électro-donneurs de type alkoxy (méthoxy et
propoxymorpholine) en positions 6 et 7 du noyau quinazoline et un atome de chlore
lipophile en position 3 de I'aniline. L’introduction d’'un atome de fluor sur I'aniline en
position para permet d’améliorer la stabilité et donc 'activité de la molécule in vivo.
En effet, le chromophore de la série d’analogues 4-anilinoquinazoline subit un
meétabolisme oxydatif rapide produisant deux principaux métabolites : un phénol par
oxydation de la position para de I'aniline et un alcool benzylique par oxydation du
substituant en meta de 'aniline lorsqu’il s’agit d’'un méthyle (38).

Tout comme l'erlotinib, le gefitinib est un inhibiteur de type | qui se lie au domaine
kinase de 'EGFR en conformation active (Figure 9). La quinazoline située au niveau
du site de liaison de l'adénine et I'aniline logée dans une cavité hydrophobe
adjacente forment entre elles un angle de 45°. L’'azote en position 1 de la
quinazoline est orienté vers la région charniere et établit une liaison hydrogene avec
Met793. Les atomes de chlore et de fluor présents sur I'aniline sont entourés
respectivement par les résidus Lys745, Leu788, Thr790 et Leu788, Glu762 de la
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cavité hydrophobe. Le groupement méthoxy en position 6 de la quinazoline est

impliqué dans une interaction de Van der Waals avec Gly796. La chaine latérale

propoxymorpholine, peu structurée, est exposée au solvant, d’'ou son réle dans

'amélioration des propriétés pharmacocinétiques de la molécule. Le géfitinib

n’établit donc qu’une liaison hydrogene avec le domaine kinase (39).

Site de fixation de
I'adénine
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Figure 9 : Mode de liaison du gefitinib a 'TEGFR, d’aprés Wu et a/ (15)
Les pointillés rouges et noirs représentent les liaisons hydrogene.

Lapatinib
Le lapatinib, GW572016 ou AN-{3-chloro-4-[(3-fluorobenzyl)oxy]phényl}-6-[5-({[2-

(méthylsulfonyl)éthyllamino}méthyl)furan-2-yl]quinazolin-4-amine (C29H26CIFN4O4S,

581,06 g/mol) est un dérivé synthétique de la 4-anilinoquinazoline, inhibiteur mixte

EGFR/HER2 de la série des 6-furanylquinazolines indiqué dans le traitement des

cancers du sein. Les relations structure-activité sont les suivantes (40,41) :

L’introduction de groupements volumineux sur l'aniline est nécessaire a la
dualit¢ de [lactivite. Parmi les dérivés benzyloxy, phénylsulfonyle et
benzylindazolyle, les 4-benzyloxyanilines semblent les plus intéressants. En
effet, la substitution de I'aniline par de petits groupements permet d’obtenir
des inhibiteurs de I'EGFR, alors que lintroduction sur laniline de petits
substituants en 3 et de substituants volumineux en 4 permet de cibler HER2.
La présence de substituants sur le groupement benzyloxy en meta améliore
I'activité, notamment lorsqu’il s’agit d’'un atome de fluor, alors que de plus
gros substituants la réduisent.

L’introduction de substituants sur l'aniline en ortho (positions 2 et 6) est

défavorable a I'activité. Celle-ci est au contraire optimale lorsque la position
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meta est occupée par un atome de chlore, les groupements plus
encombrants étant déléteres a l'activité. La présence de petits substituants
lipophiles en position 3 de l'aniline est donc aussi importante pour cibler
'EGFR que pour cibler HER2.

- La présence d’une chaine latérale sur le furane est favorable a I'activité. Elle
doit étre fixée en 5’ afin que les substituants du furane soient en 2’ et 5'.

- Les modifications de la chaine latérale située a l'interface protéine/solvant
sont bien tolérées :

o Aucun des substituants introduits sur le groupement sulfonyle ne
permet de surpasser I'activité obtenue avec un simple méthyle.

o Petrov et al n’observent pas de différence d’activité entre les amines
secondaires et tertiaires. A I'inverse, Zhang et a/ mettent en évidence la
supériorité des amines secondaires sur les amines tertiaires, que les
substituants soient électro-donneurs ou électro-accepteurs. Le choix
s’est donc porté vers une amine secondaire pour limiter le poids
moléculaire et le nombre d’étapes de synthese.

Wood et a/ ont étudié la liaison du lapatinib au niveau du site actif de 'EGFR (Figure
10) (42).

Site de fixation de
I’adénine

Cavité
allostérique

Cavité

hydrophobe
Interface avec le

solvant

Figure 10 : Mode de liaison du lapatinib a 'EGFR, d’apres Wu et a/ (15)
Les pointillés rouges et noirs représentent les liaisons hydrogéne.

La quinazoline se place au site de liaison de I'adénine, les résidus Ala719 et Leu820
étant situés de part et d’autre, et établit des liaisons hydrogene avec la région
charniere (I'azote en position 1 avec Met769 et I'azote en position 3 avec Thr830). Le

groupement benzyloxyaniline se loge dans des cavités hydrophobes (la 3-
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chloroaniline étant entourée par Val702, Lys721, Leu764, Thr766, Thr830 et Asp831,
le 3-fluorobenzyloxy étant entouré par Met742, Leu753, Thr766, Thr830, Phe832 et
Leu834) et établit donc principalement des interactions hydrophobes avec la
protéine. L’'azote de I'aniline et I'oxygene du groupement benzyloxy ne sont
impliqués dans aucune liaison hydrogene. La chaine latérale méthylsulfonyléthyl-
aminomeéthylfurane s’étend vers la surface de la protéine, a linterface avec le
solvant, d’'ou son rble dans I'amélioration de la solubilité et des propriétés
pharmacocinétiques de la molécule (40,41). Elle est a proximité d’Asp766, mais
n’établit pas d’interactions avec la protéine. Le lapatinib, en tant qu’inhibiteur de type
I, se lie a la conformation inactive du domaine kinase de 'EGFR. Ainsi, les résidus
Asp831 et Phe832 de la boucle d’activation, au lieu de lier 'ATP, sont intégrés aux
cavités hydrophobes interagissant avec la benzyloxyaniline. De méme, le
groupement 3-fluorobenzyloxy occupe I'emplacement laissé vacant par le résidu
Met742 lors du déplacement de I'hélice a laquelle elle appartient. Bien qu’il s’agisse
d’'un inhibiteur réversible, le lapatinib exerce une inhibition prolongée de la
phosphorylation des récepteurs, qui peut s’expliquer soit par une forte affinité,
Pinhibiteur se liant profondément au niveau du site actif jusqu’a la cavité hydrophobe
allostérique, soit par la nécessité d’induire une modification de la conformation avant
que la dissociation puisse avoir lieu (notamment au niveau de I'extrémité C-terminale

car elle obstrue I'entrée du site de liaison de I'inhibiteur) (42).

3. ITK ciblant les récepteurs a activité pro-angiogénique

Les trois ITK étudiés au sein de cette classe, le sunitinib, le sorafenib et le
pazopanib, possedent des indications communes, mais présentent des propriétés
pharmacodynamiques difféerentes. En effet, si les trois molécules ciblent des
récepteurs a activité pro-angiogénique tels que VEGFR, le sorafenib est également
un inhibiteur de sérine/thréonine kinases dont Raf. De plus, leurs structures
chimiques, résultant de processus de développement initiés a partir de screening a
haut débit, sont également tres différentes (indolinone, diphénylurée et

phénylaminopyrimidine).
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Sunitinib

Le sunitinib, SU011248 ou AA[2-(diéthylamino)éthyl]-5-[(2)-(5-fluoro-2-oxo-1,2-
dihydro-3 H-indol-3-ylidene)méthyl]-2,4-diméthyl-1 H-pyrrole-3-carboxamide
(C22H27FN40O2, 398,5 g/mol) est indiqué entre autres dans le traitement des GIST et
des cancers du rein. Il est issu de I'optimisation chimique apres screening a haut
deébit d’'un noyau de type indolin-2-one substitué par un pyrrole en position 3 via un
motif méthylidene de configuration Z (43). Les dérivés de cette série sont en effet
des inhibiteurs sélectifs de VEGFR et PDGFR, mais ont des propriétés
pharmacocinétiques défavorables (faible solubilité, forte liaison aux protéines
plasmatiques). L’amélioration a donc d’abord porté sur la chaine latérale en position
4’ du pyrrole, d’'une part parce qu’elle est située a I'entrée du site actif et peut donc
améliorer les propriétés pharmacocinétiques, d’autre part parce qu’elle peut
influencer la sélectivité des inhibiteurs (les dérivés neutres sont sélectifs de VEGFR,
les dérivés acides de PDGFR et les dérivés basiques sont des inhibiteurs mixtes).
L’introduction d’'une amine a la place du carboxylate au niveau de la chaine latérale
en 4’ permet d’augmenter I'activité contre VEGFR tout en maintenant celle contre
PDGFR. La meilleure solubilité en milieux acide et neutre est obtenue avec une
diéthylamine. La solubilité est moins bonne avec une diméthylamine ou une
pyrrolidine. Une AN-méthylpipéridine est plus soluble, mais plus cytotoxique et
davantage métabolisée (A-déméthylation). Les analogues morpholine sont
davantage solubles en milieu acide, mais moins en milieu neutre. L’activité et la
solubilité sont encore améliorées lorsque la chaine latérale est fixée en 4’ par
Iintermédiaire d’'un amide substitué (44). L’optimisation s’est ensuite poursuivie sur
le reste de la molécule (43,44) :

- L’introduction de petits groupements alkyle ou de groupements électro-
attracteurs polaires en 3’ et 4’ du pyrrole conduit a des inhibiteurs sélectifs de
VEGFR. Lintroduction de substituants en 3’ et 5’ du pyrrole maintient I'activité
anti-VEGFR mais diminue l'activité anti-PDGFR.

- Le «linker » méthylidene génere des dérivés plus puissants et sélectifs vis-a-
vis de VEGFR que le « linker » benzylidene. La présence d’un proton vinylique

et d’'un isomeére Zest requise pour 'inhibition de VEGFR et PDGFR.
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- L’alkylation en position 1 de l'indolinone diminue considérablement I'activité
contre VEGFR et PDGFR.

- La substitution du noyau indolinone en position 4 est défavorable a I'activité
contre VEGFR et PDGFR, tout comme l'introduction de substituants électro-
attracteurs en position 5.

- L’introduction d’halogenes plus encombrants que le fluor (chlore ou brome)
sur I'indolinone est a I'origine d’effets cytotoxiques.

Les dérivés les plus puissants dans cette série sont de type indolin-2-ones
substituées en position 3 via un motif méthylidene par un 3’,5-diméthylpyrrole et en
position 4 ou 5 par un petit substituant électro-donneur. Dans le site actif de
VEGFR2, les cycles indolinone et pyrrole sont quasiment coplanaires du fait d’'une
liaison hydrogene intramoléculaire entre I'atome d’oxygene de I'indolinone et I'azote
du pyrrole (Figure 11). L’azote et 'oxygene de I'indolinone, fixée au niveau du site
de liaison de I'adénine, établissent des liaisons hydrogene avec les résidus Glu917
et Cys919 de la région charniere de VEGFR2. La chaine latérale s’étend vers la
surface de la protéine : le pyrrole se place a I'entrée du site actif ('azote forme une
liaison hydrogene) et le reste de la chaine latérale est exposée au solvant, ce qui
améliore la solubilité de la molécule. Le sunitinib pénétre donc le site actif peu
profondément, a peine plus loin que le site de fixation de 'adénine. Bien qu’il soit un
inhibiteur de type Il, il ne se lie pas au niveau de la cavité hydrophobe allostérique et
a peine au niveau du canal allostérique reliant cette derniére au site de fixation de
'adénine (15,43,45).

\ Site de fixation de
\ I'adénine

Interface avec le %
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Figure 11 : Mode de liaison du sunitinib a VEGFR2, d’apres Wu et a/ (15)
Les pointillés rouges et noirs représentent les liaisons hydrogene.
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Sorafenib

Le sorafenib, BAY43-9006 ou 4-[4-[[4-chloro-3-(trifluorométhyl)phényl]carbamoyl
amino]phénoxy]-N-méthyl-pyridine-2-carboxamide (C21H16CIFsN4Os, 464,8 g/mol)
est indiqué entre autres dans le traitement des CHC et des cancers du rein. Il est
issu d’un programme de recherche d’inhibiteurs de la sérine/thréonine kinase Raft
par screening a haut débit. Un dérivé de type 3-thiénylurée, inhibiteur réversible et
peu actif de Rafl a été identifié et développé, en partie car des dérivés de la série
des 2-thiénylurées ont aussi été décrits comme inhibiteurs de tyrosine kinases. En
effet, le sorafenib se révele étre un inhibiteur mixte de tyrosine et sérine/thréonine
kinases, le caractere hautement conservé du domaine kinase lui permettant de se
lier au niveau du site actif de Raf1 et VEGFR2 de facon assez similaire. Il se fixe a la
conformation inactive de Raf1. La pyridine se place au niveau du site de liaison de
I'adénine et interagit avec la région charniere. L'urée établit deux liaisons hydrogene
capitales, dont une avec le résidu aspartate du motif DFG de la boucle d’activation.
Le groupement trifluorométhylphényle se loge dans une cavité hydrophobe (46,47).
Avec VEGFR2, le sorafenib se comporte aussi comme un inhibiteur de type Il. I
pénetre profondément dans le site actif et n’est absolument pas exposé au solvant
(Figure 12). Le groupement picolinamide (pyridine-2-carboxamide) se fixe au niveau
du site de liaison de I'adénine et établit une liaison hydrogéene avec le résidu Cys919
de la région charniere. Les groupements phénoxy et urée sont situés dans le canal
allostérique, l'urée étant engagée dans des liaisons hydrogene avec les résidus
Glu885 du lobe N-terminal et Asp1046 de la boucle d’activation. Le groupement 4-
chloro-3-(trifluorométhyl)phényle se lie au niveau de la cavité hydrophobe
allostérique (15,45).
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Figure 12 : Mode de liaison du sorafenib a VEGFR2, d’apres Wu et a/ (15)
Les pointillés rouges et noirs représentent les liaisons hydrogene.
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Le développement du sorafenib s’est déroulé en deux étapes, la premiere démarrant
avec le dérivé thienylphénylurée (46,47) :

- Lactivité est améliorée par I'introduction de petits substituants lipophiles
(méthyle, chlore) en para sur le phényle, alors que de petits substituants
lipophiles (méthyle, chlore) en ortho ou meta ainsi que des substituants
encombrants en para sont déléteres a I'activité.

- Des modifications sur le cycle thiophene ont été entreprises, mais les
meilleurs substituants sont le tert-butyle et le carbométhoxy initialement
présents.

Aucune des modifications structurales, en dehors de I'introduction d’un substituant
méthyle en position para sur le phényle, n’a permis d’augmenter I'activité de ces
dérivés qui reste donc assez faible, de I'ordre du micromolaire. Des analogues de
thiénylurée ont ensuite été étudiés, dont les isoxazolylurées.
La deuxieme étape de I'optimisation chimique débute avec une isoxazolylurée
présentant un groupement phénoxy en para sur le phényle :

- Le motif urée est nécessaire a I'inhibition de Raf1, mais des modifications de
I’hétérocycle sont tolérées, aboutissant a I'apparition de diphénylurée.

- Le remplacement du phényle distal par une pyridine diminue la lipophilie et
accroit la solubilité des dérivés. La modification des substituants de la

pyridine conduit par la suite au sorafenib.

Pazopanib
Le pazopanib ou 5-({4-[(2,3-diméthyl-2 H-indazol-6-yl)(méthyl)amino]pyrimidin-2-
yl}amino)-2-méthylbenzenesulfonamide (C21H23N702S, 437,5 g/mol) est indiqué
dans le traitement des cancers du rein et des sarcomes des tissus mous. Sa
structure provient de [I'optimisation chimique d'un noyau dianilinopyrimidine
provenant d’'un screening a haut débit (48) :
- Lintroduction d’'un groupement 4-méthyl-3-hydroxyaniline en position 4 de la
pyrimidine permet d’améliorer I'activit¢ /in vitro, probablement grace a

I'établissement d’une liaison hydrogene entre le groupement hydroxyle et un
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résidu d’acide aminé. Le choix de ces substituants n’est pas le fruit du
hasard : il vise a mimer ceux présents sur un dérivé de type 4-
anilinoquinazoline qui possede /n vitro une activité contre VEGFR2 et se lie au
FGFR (qui présente une forte homologie de séquence a VEGFR2) de facon
similaire a la dianilinopyrimidine (la pyrimidine et la quinazoline d’une part et
les anilines en position 4 d’autre part se superposent). Malheureusement, ces
substitutions ne s’accompagnent pas de propriétés pharmacocinétiques
favorables : la molécule présente une faible biodisponibilit¢é et une forte
clairance, vraisemblablement du fait de réactions de phases Il (sulfo- ou
glucurono-conjugaisons).

Le remplacement de la 4-méthyl-3-hydroxyaniline par un 3-méthylindazole
permet d’améliorer ces propriétés pharmacocinétiques, tout en conservant
I'activité.

L’introduction de substituants supplémentaires sur le méthylindazole vise a
générer un encombrement stérique au niveau de ce noyau pour éviter
Iinteraction entre les atomes d’azote et le fer de I’'hneme des cytochromes
P450. Le dérivé 2,3-diméthylindazole représente le meilleur compromis en
termes d’activité et de profil d’inhibition des cytochromes.

La modification des substituants de I'aniline en position 2 de la pyrimidine est
favorable a 'activité, les meilleures combinaisons comportant un sulfonamide
ou une sulfone.

L’alkylation de I'amine en position 4 de la pyrimidine améliore I'activité
lorsque le substituant est peu encombrant (méthyle ou éthyle). En effet, Jia et
al mettent aussi en évidence que les amines tertiaires en position 4 de
lindazole ont une activité légerement meilleure a celle des amines

secondaires (49).

La synthese de dérivés du pazopanib permet de réaffirmer les relations structure

activité du pazopanib et notamment les rbles essentiels des groupements pyrimidine

et benzenesulfonamide (49).

Le pazopanib est un inhibiteur de type Il : il se lie a la conformation inactive de

VEGFR2 (Figure 13). La pyrimidine se lie au site de fixation de I'adénine et établit

une liaison hydrogene avec Cys919 par le biais de I'azote en position 1. L’indazole
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se fixe au niveau de la cavité hydrophobe allostérique et pourrait former une liaison
hydrogene via un de ses atomes d’azote. L’azote de I'aniline établit également une
liaison hydrogene avec Cys919. La chaine latérale méthylphénylsulfonamide est
située a I'entrée du site actif, le groupement sulfonamide étant exposé au solvant
(45,48,49).

Site de fixation de
I'adénine

N
~
N

N I

| Cavité

allostérique
@)
\

Oﬁ

Z—Ww

H,
Interface avec le
solvant

Figure 13 : Mode de liaison du pazopanib a VEGFR2, d’apres Wu et a/ (15)
Les pointillés noirs représentent les liaisons hydrogéne.

C. Propriétés pharmacocinétiques

1. ITK ciblant Bcr-Abl et c-Kit

Imatinib

Aprés administration par voie orale, I'imatinib est rapidement et presque
completement absorbé (Tmax: 2-4h, F=98%), du fait d’'une haute perméabilité
intrinseque et d’une dissolution rapide a pH acide (50-52). Bien que I'alimentation
n’ait pas d’effet sur I'absorption, il est recommandé d’administrer I'imatinib au cours
des repas pour améliorer la tolérance. Il est tres largement distribué au niveau des
tissus (Va/F=300L) et tres fortement lié aux protéines plasmatiques (95%),
principalement a l'alboumine et a I'a1-glycoprotéine (52,53). L'imatinib subit un
meétabolisme oxydatif tres intense, essentiellement au niveau du foie. Les principales
enzymes impliquées dans ce métabolisme sont les cytochromes CYP3A4, CYP3A5
et CYP2C8, les cytochromes CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 et CYP2D6 ne jouant
gu'un rble mineur. Un métabolisme au niveau des cellules du systeme

hématopoiétique impliquant les cytochromes CYP1A1, CYP1B1 et la flavine
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monooxygénase FMO3 a été décrit. Les principales voies métaboliques sont la A
déméthylation, I'oxydation de la pipérazine avec formation de lactame, la M-
oxydation de la pyrimidine, de la pyridine et de la pipérazine, I'hydroxylation de la
pyridine et du benzyle et la désamination oxydative avec perte de la pipérazine et
formation d’un intermédiaire aldéhyde secondairement oxydé en acide carboxylique
(Figure 14) (51,52,54).

Désamination  a- Oxydation avec formation de lactame
oxydative b- Hydroxylation

Hydroxylation \
N- oxydatlon
NH
N- demethylat|on /©/
Y

N- oxydatlon
Imatinib N-desméthylimatinib
N
= P N
N-oxydation

Figure 14 : Principales voies métaboliques de I'imatinib, d’apres Marull et Rochat (54)

L'imatinib et ses métabolites sont pris en charge par les uridine di-phosphate
glucuronosyl-transférases (UGT) pour étre N- et O-glucurono-conjugués. Le M-
desmeéthylimatinib ou CGP74588 est le principal métabolite de I'imatinib et le seul
métabolite actif, démontrant /n vitro une puissance similaire a celle de I'imatinib. II
présente un Tmax de 30min, est encore plus largement distribué dans I'organisme
que l'imatinib, est tres fortement lié aux protéines plasmatiques (>95%), a une demi-
vie encore plus longue que l'imatinib (40h contre 18-22h). Il est substrat des
cytochromes CYP3A et représente 9 a 18% de I'exposition plasmatique quand
limatinib en représente 70% (50,52,55). Du fait de cette exposition élevée et
prolongée, le A-desméthylimatinib doit étre pris en compte en termes d’efficacité,
toxicité et interactions médicamenteuses (56). L’évolution du métabolisme de
limatinib au cours du temps est un sujet de controverse : certaines études ont
montré une modification de la clairance d’élimination de I'imatinib lors d’expositions
prolongées, alors que d’autres études n’ont pas rapporté d’évolution de cette
derniere (57-59). L'imatinib et ses métabolites sont principalement éliminés par voie

fécale : 68% de la dose est excrétée dans les selles (23% sous forme d’imatinib,
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11% sous forme de A-desméthylimatinib) et 13% dans l'urine (5% sous forme
d’imatinib, 1,8% sous forme de A-desméthylimatinib). La présence d’imatinib
inchangé dans les selles n’est pas liée a une absorption incomplete, mais a une
sécrétion biliaire et intestinale ainsi qu’a la reconversion des métabolites conjugués
et oxydés dans la lumiere intestinale sous I'action des enzymes de la flore. En effet,
les métabolites conjugués, la pipérazine-Ns-oxyde et la pyridine-A-oxyde, entre
autres, ne sont retrouvés que dans le sang et I'urine. Cette reconversion participe a
la constitution d’un cycle entéro-hépatique et explique la lente élimination. Il existe
une forte variabilité interindividuelle de I'exposition plasmatique (40-60%), liée en
partie a la variabilité d’activité du CYP3A4 et a la variabilité de I'excrétion biliaire (50—
52). En effet, Schiavon et a/ ainsi que Ramalingam et a/ ont étudié la sécrétion
biliaire de l'imatinib et du A-deméthylimatinib chez respectivement un et deux
patients et ont montré que 0,2 a 18% de la dose est excrétée dans la bile sous forme
d’imatinib et 0,4 a 2% sous forme de A-desméthylimatinib (60,61).

Dasatinib

Aprés administration par voie orale, le dasatinib est rapidement absorbé (Tmax: 30
min-6h) (52,53). La biodisponibilité absolue n’a pas été étudiée, mais des données
issues d’'une étude chez 8 sujets sains suggerent que le dasatinib est bien absorbé
au travers du tractus gastro-intestinal et peut étre administré au cours ou en dehors
des repas. Le dasatinib est tres largement distribué dans I'organisme (Va/F=2500L)
et tres fortement lié aux protéines plasmatiques (92-97%) (52,53). Le dasatinib est
tres intensément métabolisé au niveau hépatique, principalement par le cytochrome
CYP3A4, les cytochromes CYP3A5, CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2C9, la FMO3
et une oxydoréductase NAD dépendante cytosolique ne jouant qu’un réle mineur.
En effet, la clairance métabolique correspond a 81% de la clairance totale et la demi-
vie est comprise entre 3 et 5h (52,53). Les différentes voies métaboliques sont la A
déalkylation de la pipérazine avec perte de la chaine latérale hydroxyéthyle, la N-
oxydation de la pipérazine, I'hydroxylation du cycle 2-chloro-6-méthylphényle en
position ortho et para et I'oxydation en acide carboxylique de I'alcool porté par la

chaine latérale (Figure 15).
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Figure 15 : Principales voies métaboliques du dasatinib, d’aprés Christopher et a/ (62)

Les principaux métabolites du dasatinib sont un métabolite A-déalkylé (BMS-
528691, M4) et deux métabolites hydroxylés (BMS-748730 ou M20, BMS-749426 ou
M24) principalement formés par le CYP3A4, un métabolite de type A-oxyde (BMS-
606181, M5) produit essentiellement par la FMO3 et un métabolite acide
carboxylique (BMS-573188, M6) provenant de lactivité de I'oxydoréductase
cytosolique. lls sont actifs, mais ne contribuent probablement pas significativement a
l'activité in vivo du fait de leurs niveaux d’exposition : M4 démontre /n vitro une
activité similaire a celle du dasatinib, mais ne représente que 5% de son AUC, M20
correspond a 45% de ’AUC du dasatinib, mais est 10 a 20 fois moins puissant, tout
comme M5, et M6 et M24 sont plus de 50 fois moins puissants (62). Des sulfo- et
glucurono-conjugués sont également formés (62-64). Le dasatinib est
principalement éliminé par voie fécale : 85% de la dose est excrétée dans les selles
(19% sous forme inchangée) et moins de 4% dans 'urine (moins de 1% sous forme
inchangée). Cela témoigne d’'une bonne absorption puisque la présence de
dasatinib inchangé dans les selles est la résultante de la fraction non absorbée et de
la reconversion des métabolites oxydés et conjugués par les enzymes de la flore
(62). L’exposition en dasatinib, dérivé majoritaire au niveau plasmatique, montre une
forte variabilité inter- et intra-individuelle, qui est en partie attribuée a la variabilité de
’absorption (52,53).
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Nilotinib

Apres administration par voie orale, le nilotinib est rapidement absorbé (Tmax : 2-4h).
La biodisponibilité absolue n’est pas connue, mais supposée assez faible (F=30%),
du fait d’'une forte augmentation de I’exposition en cas d’administration au cours
d’un repas riche en graisses (52,53,65). |l doit cependant étre administré a distance
des repas afin d’éviter I'exposition a de fortes concentrations plasmatiques et ainsi
améliorer la tolérance, puisqu’il est responsable d’'un allongement dose-dépendant
du QT (66). Il s’administre en deux prises journalieres car I'absorption est ainsi
améliorée (67). Le nilotinib est trés largement distribué dans I'organisme (V4/F=580-
800L) et tres fortement lié aux protéines plasmatiques (98%) (52,53). Le nilotinib est
métabolisé au niveau du foie, principalement par le cytochrome CYP3A4, avec une
contribution mineure des cytochromes CYP1A2 et CYP2C8. Les principales voies
métaboliques sont 'oxydation du méthylimidazole (essentiellement hydroxylation du
groupement méthyle avec formation d’un alcool secondairement oxydé en acide
carboxylique, clivage oxydatif de [I'imidazole avec formation d’une aniline),
I'oxydation des cycles pyridine, pyrimidine et aminométhylbenzamide (hydroxylation
du groupement meéthyle et A-oxydation de la pyridine essentiellement), I’hydrolyse

de I'amide et la glucurono-conjugaison (Figure 16).

Oxydatlon
Hyd roxylatl

Nilotinib

N-oxydation

Figure 16 : Principales voies métaboliques du nilotinib (68)

Le métabolisme oxydatif permet d’éliminer environ 25% de la dose. La combinaison
de ces différentes voies permet de former une vingtaine de métabolites, tous inactifs,
dont les principaux sont les dérives du méthylimidazole de type alcool et acide
carboxylique, I'hydroxyméthylbenzamide et la pyridine-A-oxyde (68). Le nilotinib

représente 75 a 88% de I'exposition plasmatique, la contribution des métabolites est
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tres largement inférieure (chacun des 4 métabolites principaux représente moins de
7% de I'exposition plasmatique) (65,68). Le nilotinib est €liminé quasi exclusivement
par voie fécale : 90-95% de la dose est excrétée dans les selles (69% sous forme
inchangée, 4% respectivement sous forme de dérivés du méthylimidazole de type
alcool et acide carboxylique) et 4% dans l'urine (65,68). Une forte variabilité
interindividuelle de I'exposition plasmatique en nilotinib a été décrite, de I'ordre de
30 a 60%, probablement en lien avec la variabilité de la solubilité dans le tube

digestif et donc de I'absorption et avec la variabilité d’activité du CYP3A4 (52,67,69).

2. ITK ciblant les récepteurs de la famille de 'EGFR

Erlotinib

Apres administration par voie orale, I'erlotinib est rapidement absorbé (Tmax : 1,5-4h).
La biodisponibilité absolue est modeste, d’environ 60-75% (53,70-72). La prise
alimentaire permet d’améliorer I'absorption, mais constitue une source de variabilité
de I'exposition en erlotinib : il est donc recommandé de I'administrer a jeun (72).
L’erlotinib est largement distribué dans I'organisme (V4/F=230L) et tres fortement lié
aux protéines plasmatiques (92-95%) (53,72). L’erlotinib est tres fortement
métabolisé au niveau hépatique par le cytochrome CYP3A4, les cytochromes
CYP3A5, CYP1A1, CYP1A2, CYP2D6 et CYP2C8 jouant un rble plus accessoire, et
au niveau pulmonaire et tumoral par les cytochromes CYP1A1 et CYP1B1
(70,72,73). L'observation de plus fortes clairances et de plus faibles expositions
plasmatiques en erlotinib chez les fumeurs a en effet permis de révéler I'existence
d’un métabolisme tumoral. Les trois principales voies métaboliques éliminant
respectivement 30%, 20% et 10% de la dose sont la O-déméthylation de la chaine
latérale avec ou sans oxydation secondaire en acide carboxylique, I'oxydation du
groupement acétylene suivie d'une hydrolyse en acide carboxylique et

I’lhydroxylation du phényle avec formation d’un para-aminophénol (Figure 17) (71).
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Figure 17 : Principales voies métaboliques de Ierlotinib, d’apres Ling et a/ (71)

Le reste du métabolisme correspond a des réactions d’oxydation de métabolites
intermédiaires et de sulfo- et glucurono-conjuguaison. L’erlotinib est le dérivé
majoritaire au niveau plasmatique, le O-desméthylerlotinib (OSI-420 ou M14),
métabolite principal et seul métabolite actif, ne représentant que 5 a 10% de
I'exposition en erlotinib. Sa participation a I'activité /n vivo n’est pas claire,
notamment faute d’étude pharmacocinétique menée au niveau tumoral (72).
L’erlotinib est principalement éliminé par voie fécale apres excrétion biliaire : 83% de
la dose est excrétée dans les selles et 8% dans I'urine, principalement sous forme
de métabolites (plus de 90% de la dose est excrétée sous forme de métabolites et
moins de 2% sous forme inchangée) (70,71). Il existe une tres forte variabilité
interindividuelle de I'exposition en erlotinib (jusqu’a un facteur 7) et de sa clairance
d’élimination (de I'ordre de 52%) (72,74).

Gefitinib

Aprées administration par voie orale, le gefitinib est rapidement absorbé (Tmax : 3-7h)
(568,72,75). La biodisponibilité absolue est de 60% et n’est pas influencée par la prise
alimentaire : le gefitinib peut donc étre administré au cours ou en dehors des repas.
Il est largement distribué dans I'organisme (V4/F=1400-1700L) et tres fortement lié
aux protéines plasmatiques (91-97%) (53,72). Le gefitinib subit un métabolisme
oxydatif tres intense, principalement au niveau hépatique (Figure 18). Les voies
métaboliques identifiées sont la O-déméthylation du groupement méthoxy porté par

la quinazoline et la dégradation oxydative de la chaine latérale propoxymorpholine
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avec ouverture du cycle et perte plus ou moins complete, par A- et O-déalkylations
successives, de la morpholine et du groupement propoxy. Les produits d’oxydation
de la chaine latérale sans ouverture du cycle sont vraiment minoritaires. La
défluoration oxydative du noyau phényle avec remplacement du fluor par un

groupement hydroxyle est une voie métabolique mineure (76-79).

Gefitinib O-desméthylgefitinib
_0 W HO | Nﬁ
(\N/\/\O N O-déméthylation (\N/\/\O N
o% o\) C|j©/NH
/ F

Dégradation Défluoration
oxydative oxydative

Figure 18 : Principales voies métaboliques du gefitinib, d’apres McKillop et a/ (76, 77)

Les principaux métabolites sont le (O-desméthylgefitinib ou M523595, deux
métabolites issus de I'oxydation de la morpholine (M537194, M608236) et un
métabolite défluoré. lls sont pris en charge a leur tour par les mémes voies
métaboliques que le gefitinib : la voie majoritaire est I'oxydation de la chaine latérale
et la voie minoritaire la défluoration oxydative, sachant qu’elle confere une stabilité
métabolique au groupement méthoxy qui n’est pas déméthylé apres défluoration
(76). Les enzymes impliquées dans le métabolisme du gefitinib sont essentiellement
les cytochromes CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6 et CYP1A1. Le CYP3A5 génere le
méme spectre de métabolites que le CYP3A4 avec une activité catalytique plus
faible, tandis que le CYP2D6 est principalement responsable de la formation du O
desméthylgefitinib. C’est un métabolite actif présent dans le plasma a des
concentrations similaires a celles du gefitinib, méme s’il existe une forte variabilité
interindividuelle du fait du polymorphisme du cytochrome CYP2D6. Bien qu’il soit le
métabolite majoritaire du compartiment plasmatique, il n’est qu’'un métabolite parmi
tant d’autres dans les selles. Cela signifie que la O-déméthylation n’a pas un role
quantitatif majeur dans I'élimination et que le O-desméthylgefitinib n’est le principal

métabolite circulant que parce qu’en tant que dérivé phénol il est beaucoup moins
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distribué dans les tissus que le gefitinib (77,78). Cela a d’ailleurs été confirmé par
'étude des concentrations en géfitinib et ses métabolites au sein de tumeurs
xénogreffées chez la souris et de tumeurs issues de patients atteints de cancer du
sein (77,80). Par ailleurs, I'absence de formation de (O-desméthylgefitinib chez les
métaboliseurs lents pour le cytochrome CYP2D6 n’a pas de conséquence clinique
(75). Le O-desméthylgefitinib ne contribuerait donc que tres peu a I'effet du gefitinib
in vivo. Le gefitinib est principalement éliminé par voie fécale apres excrétion
biliaire (12% sous forme inchangée, 26% sous forme de O-desméthylgefitinib),
moins de 7% de la dose (essentiellement sous forme de métabolites) étant éliminée
dans l'urine (77). Il existe une forte variabilité interindividuelle de I'exposition en
gefitinib : les concentrations résiduelles moyennes peuvent varier d’un facteur 18 au
cours du premier mois de traitement (74). Elle est en partie expliquée par la
variabilité interindividuelle d’activité du CYP3A et par le polymorphisme du CYP2D6.
Le polymorphisme du CYP3A5 n’a pas d’impact sur cette variabilité du fait de son

r6le mineur dans le métabolisme du gefitinib (75).

Lapatinib
Apres administration par voie orale, le lapatinib est rapidement absorbé (Tmax=3-4h)
(563,72,81). La biodisponibilité absolue n’est pas connue, mais supposée assez faible
du fait d’une faible solubilit¢é dans le tube digestif et d’'un fort effet de premier
passage hépatique (53,72,82). L’exposition augmente fortement en cas
d’administration concomitante a la prise alimentaire et lors de la répartition de la
dose en deux prises journalieres. Le lapatinib s’administre donc en deux prises a
distance des repas afin de limiter la variabilité intra- et interindividuelle. Il est tres
largement distribué dans Il'organisme (Vo/F>2200L) et trés fortement lié aux
protéines plasmatiques (>99%) (53,72). Le lapatinib est tres fortement métabolisé
au niveau hépatique par les cytochromes CYP3A4 et CYP3A5, avec une contribution
mineure des cytochromes CYP2C8 et CYP2C19. Les principales voies métaboliques
sont :

- l'oxydation de la chaine latérale initiée par la N-oxydation de I'amine ou par

I’'oxydation du carbone o (Ce ou Cg) (Figure 19) (83) :
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o La AM-oxydation génere une hydroxylamine secondaire. L’oxydation
secondaire de cette derniere suivie d’une élimination produit deux
isomeres de type nitrone N;Ces et N7Cs, dont I'hydrolyse conduit
respectivement a un furfuraldéhyde et Iacide carboxylique
correspondant et a deux isoméres oximes (via une hydroxylamine
primaire et un dérivé nitroso).

o L'oxydation de Ce suivie d’'une élimination génere un metabolite
furfuraldéhyde, secondairement oxydé en acide carboxylique.

o L’oxydation de Cg suivie d’une hydrolyse conduit a la formation d’'un
métabolite A-déalkylé. Celui-ci est minoritaire car il sert d’intermédiaire
a deux voies métaboliques : la formation d’'une hydroxypyridine et
I'oxydation en une hydroxylamine primaire secondairement oxydée en
un dérivé nitroso qui se tautomérise en oxime pouvant exister sous
forme de deux isomeres (Zet E).

- laformation d’'une hydroxypyridine a I’'emplacement du noyau furane :
Castellino et al proposent deux voies différentes a I'origine de la formation de
I’lhydroxypyridine (83) :

o une bioactivation du dihydrofurane (via le FerV de I’'héme) suivie d’'une
cyclisation intramoléculaire impliquant I’'amine secondaire de la chaine
latérale (Figure 20, voie 1)).

o la photo-oxydation du lapatinib qui pourrait intervenir lors des
manipulations ex vivo par le biais d’intermédiaires dicarbonyle et
pyridinium (Figure 20, voie 2)).

La perte du groupement éthylsulfone par I'intermédiaire pyridinium formé dans les
deux voies conduit in fine a I’hydroxypyridine.

- la O-déalkylation ou clivage oxydatif du groupement fluorobenzyle avec

formation d’'un para-aminophénol. Ce dernier peut étre secondairement
oxydé en quinone-imine (Figure 19).

- la sulfo- et glucurono-conjugaison.
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Figure 19 : Voies métaboliques du lapatinib, d’aprés Castellino et a/ (83)
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Figure 20 : Métabolisme du lapatinib : mécanisme de transformation du furane en pyridine, d’apres
Castellino et a/ (83)

Page | 53



Seuls le métabolite (O-deéalkylé GW690006 et le meétabolite de type acide
carboxylique GSK342393 sont actifs : le premier est aussi puissant que le lapatinib
contre 'EGFR, mais 100 fois moins puissant contre HER2, le second est 40 fois
moins puissant que le lapatinib contre 'EGFR et HER2 (53,72). Aucun des
métabolites ne représente plus de 10% de I'exposition plasmatique en lapatinib. Si
le réle des meétabolites dans l'efficacité du lapatinib /in vivo reste a définir, de
nombreuses études suggerent I'implication des métabolites réactifs électrophiles
(furfuraldéhyde, dérivé nitroso, quinone-imine) dans les effets indésirables,
notamment I'hépatotoxicité, et les interactions médicamenteuses générés par le
lapatinib. Nous reviendrons plus en détails sur ces questions dans la deuxieme
partie. Il est principalement éliminé par voie fécale : 92% de la dose est excrétée
dans les selles (27% sous forme inchangée) et moins de 2% dans I'urine (83). La
majorité de la dose administrée reste donc dans le tube digestif et serait
responsable des diarrhées fréquemment observées chez les patients sous lapatinib
(58). Une forte variabilité interindividuelle de I'exposition en lapatinib a été décrite
(=70%), expliquée en partie par la variabilité d’activité des cytochromes CYP3A4 et
CYP3AS5 (53,82).

3. ITK ciblant les récepteurs a activité pro-angiogénique

Sunitinib

Apres administration par voie orale, le sunitinib est lentement absorbé (Tmax : 6-12h).
La biodisponibilité absolue n’a pas été étudiée chez ’'homme, mais elle pourrait étre
d’environ 50% en se basant sur des données animales. L’absorption n’est pas
modifiée par la prise alimentaire : le sunitinib s’administre donc au cours ou en
dehors des repas. Il est largement distribué dans les tissus (Va/F=2200L) et
fortement lié aux protéines plasmatiques (95%). Sa demi-vie est comprise entre 40 et
60 heures (52,53). Le sunitinib est fortement métabolisé par le cytochrome CYP3A4
selon deux principales voies métaboliques : la N-déséthylation de la diéthylamine et

I’lhydroxylation oxydative du groupement indolylidene/diméthylpyrrole (Figure 21).

Page | 54



Hydroxylation

H H
oN o_-N
NH N-déséthylation NH
1 L)~ 0 )~
) : ) :
Sunitinib N-deséthylsunitinib

Figure 21 : Principales voies métaboliques du sunitinib, d’aprés Speed et a/ (84)

La défluoration oxydative avec substitution du fluor par un groupement hydroxyle
ainsi que la Atoxydation, I'’hydroxylation, [lintroduction d’insaturation et la
désamination de la diéthylamine sont des voies minoritaires. Le principal métabolite
du sunitinib est le A-deséthylsunitinib ou SU12662 (84). Il présente une activité
comparable a celle du sunitinib /n vifro, une exposition plasmatique élevée et
prolongée correspondant a 23 a 47% de I'exposition plasmatique totale (ti2: 80-
100h) et une distribution dans I'organisme encore plus large que celle du sunitinib. Il
est fortement lié aux protéines plasmatiques (90%) et métabolisé par le CYP3A4 en
métabolites inactifs (52,53). Le Atdeséthylsunitinib contribue significativement a
I'effet du sunitinib /n vivo et l'activité plasmatique totale est représentée par la
somme des expositions en sunitinib et A-deséthylsunitinib (52,85). Le sunitinib est
éliminé principalement par voie fécale : 61% de la dose est excrétée dans les selles
(14% de la dose sous forme inchangée et 25% sous forme de A-deséthylsunitinib) et
16% dans l'urine (6-7% sous forme inchangée et 6-7% sous forme de M
deséthylsunitinib) (53,84). Il existe une forte variabilité interindividuelle de
I’exposition en sunitinib (environ 40%) et des clairances apparentes d’élimination du
sunitinib et du A-deséthylsunitinib (4 et 50% respectivement) en partie liées a la
variabilité de I'activité du CYP3A4 (52,53).

Sorafenib

Apres administration par voie orale, le sorafenib est rapidement absorbé (Tmax=3h).
La biodisponibilité absolue n’est pas connue, mais elle est probablement assez
faible, inférieure a 50%, du fait d’'une faible solubilité dans le tractus gastro-intestinal.

L’absorption diminue en cas d’administration concomitante a la prise alimentaire : il
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est donc recommandé d’administrer le sorafenib a distance des repas. Il est
largement distribué dans I'organisme (Va/F=210-400L) et tres fortement lié aux
protéines plasmatiques (99,5%) (52,53). Le sorafenib subit un meétabolisme
hépatique impliquant le cytochrome CYP3A4, 'UGT1A9 et accessoirement le
cytochrome CYP3AS5. Les principales voies métaboliques sont la A-oxydation de la
pyridine, I'oxydation de I'amidométhyle terminal, la A-déméthylation de I'amide, de
sorte que les principaux métabolites de phase | sont le sorafenib-N-oxyde, le -
hydroxymeéthylsorafenib et le A-desméthylsorafenib, formés dans un rapport 65/34/1
(Figure 22).

N N 0.0 No N
N7 \n/ N-oxydation SNZ \n/
o) X | @) ) X | 0]
(@] Cl (6] Cl
CFs _NH Sorafenib N-oxyde CFs

T/ NH\ Sorafenib

Oxydation ~ N-déméthylation

Figure 22 : Principales voies métaboliques du sorafenib, d’aprés Ghassabian ef a/ (86)

Des métabolites mineurs proviennent d’une combinaison de ces trois voies
métaboliques (52,86,87). La glucurono-conjugaison joue un rble important dans
I’élimination du sorafenib puisque 19% de la dose est éliminée par ce biais et moins
de 30% par métabolisme oxydatif (87). Le sorafenib-N-oxyde est plus puissant que le
sorafenib contre VEGFR2 et PDGFRp et représente 6 a 17% de I'exposition
plasmatique en la somme du sorafenib et de I'ensemble des autres métabolites
plasmatiques, quand le sorafenib contribue a 70 a 85% de I'exposition plasmatique
totale (52,87). Le sorafenib-A-oxyde pourrait donc participer a I'effet thérapeutique /in
vivo. Le sorafenib et ses métabolites sont excrétés dans la bile, en partie grace a des
transporteurs actifs tels que la P-gp ou la BCRP. Dans la lumiere du tube digestif, les
meétabolites oxydés et glucurono-conjugués sont pris en charge par des réductases
et des glucuronidases bactériennes et reconvertis en sorafenib. A I'issue d’un cycle
entéro-hépatique, dont I'existence est étayée par la présence de pics secondaires
dans la cinétique du sorafenib, 77% de la dose est excrétée dans les selles (50%
sous forme inchangée du fait de I’'absorption incompléte, de I’'excrétion biliaire et de

la reconversion des métabolites par les enzymes de la flore) et 19% dans l'urine
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(15% sous forme de glucurono-conjugués) (87,88). Une forte variabilité
interindividuelle de I’exposition en sorafenib et sorafenib-A-oxyde a été décrite
(52,89).

Pazopanib

Apres administration par voie orale, le pazopanib est incompletement absorbé
(Tmax : 2-8h, F: 14-39%) du fait d’une faible solubilité dans le tube digestif (52).
L’exposition en pazopanib et ses métabolites double en cas d’administration au
cours d’un repas riche ou pauvre en graisses : il doit donc étre administré a distance
des repas pour limiter la variabilité intra- et interindividuelle (52,90). Le pazopanib
présente un volume de distribution plut6t faible (V4/F : 9-13L), pratiquement limité au
compartiment plasmatique, et une tres forte liaison aux protéines plasmatiques
(>99%) (52). Le pazopanib subit au niveau hépatique un métabolisme oxydatif
impliquant principalement le cytochrome CYP3A4, les cytochromes CYP1A2 et
CYP2C8 ayant un réle accessoire. Il n’est pas intensément métabolisé : il présente
un faible coefficient d’extraction hépatique et le métabolisme contribue a
I’élimination de la moitié environ de la dose absorbée. Les principales réactions du
métabolisme sont des réactions de mono- et di-oxygénation (hydroxylation des
groupements méthyle portés par les cycles phényle et indazole, oxydation avec
formation de dérivés de type acide carboxylique), de N-déméthylation oxydative et

de sulfo- et glucurono-conjugaison (Figure 23).

N-déméthylation Hydroxylation N-déméthylation
s —
N— N—
\N \N/ \N \N/
NZ Hydroxylation HOH,C NP
H,N HoN
% N)\N l % N)%N |
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© O © @)
Pazopanib GSK1268997

Figure 23 : Principales voies métaboliques du pazopanib, d’aprés Deng et a/ (91)
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Parmi les nombreux métabolites du pazopanib, deux métabolites hydroxylés
(GSK1268992, GSK1268997) et deux meétabolites A-déméthylés (GSK1071306,
GW700201) sont actifs : GSK1268997 est aussi puissant que le pazopanib, alors que
les trois autres métabolites sont 10 a 20 fois moins actifs. Mais au vu de leurs
concentrations plasmatiques (chacun représente moins de 4% de I'exposition
plasmatique totale, alors que le pazopanib correspond a 87% de I’exposition), leur
contribution a I'effet pharmacologique /n vivo est probablement faible (52,91). Le
pazopanib est principalement éliminé par voie fécale : 82% de la dose est excrétée
dans les selles (67% sous forme inchangée, vraisemblablement du fait de
I'absorption incomplete, 10% sous forme de métabolites oxydés) et moins de 3%
dans I'urine (principalement sous forme de métabolites hydroxylés et glucurono-
conjugués) (52,91). L’exposition plasmatique en pazopanib présente une forte
variabilité interindividuelle (52).

Les principales caractéristiques pharmacocinétiques et physico-chimiques des neufs

ITK que nous venons de présenter sont rassemblées dans les tableaux 1 et 2.
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Tableau 1 : Principaux parametres pharmacocinétiques des neufs premiers ITK commercialisés,
d’apres Di Gion et a/, Scheffler et a/et Van Erp et al (52, 53, 72)

Structure F(%) Tmx(h) £ (%) VJFL tiz(h)

Imatinib 98 2-4 95 295 18-22

Y
"\
Dasatinib N ND 0,5-6 92-97 2500 3-5
Cl N N N/\:\/NfOH
S
o
Nilotinib ) ~30 2-4 98 580-800 17
N— N=<N
\ /S o™
N x
\=N
FsC
Erlotinib SN Nﬁ 60-75 1,5-4 92-95 230 36-41
A0 2N
Gefitinib A IN\ﬁ 60 3-7 91-97  1400-1700 48
(\N/\/\O N
o\) cl NH
B
Lapatinib Nﬁ ND 34 >99 >2200 24
Sunitinib ND 6-12 95 2200-2300 40-60
Sorafenib Na OONH <50 2-14 99,5 210-400  25-48
\ 7/ NH (médiane
HN © Q =3)
/ (0]
FsC Cl
Pazopanib 7 i 14-39 2-8 >99 9-13 31
oo N I
Ny” N7 N7 N
ol
: Fraction liée
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Tableau 2 : Principales propriétés physico-chimiques des neufs premiers ITK commercialisés

Structure DCI' PM2 cLogP pKa pKaz
Formule Brute  (g/mol)

Imatinib 493,6 2,48 -3 755" 13,28"
N N=2N N Co2eH31N7O
) HN\‘(@/\ Lt
o

Dasatinib 488,01 0,14"-1,8" 7,29 10,94
N" 3N \/"OH  CaH26CIN;O2S

cHh
. Nilotinib 529,52 5,01™-515"" 63" 11,86™
N N=<N CagH22F3N7O
e WPy
o
F3C
NP Nﬁ Erlotinib 393,4 2,69™-3,03" 5,32 /
O N CaoH23N304
\Q/NH
- N\w Gefitinib 446,9 2,70"-3,2™ 5,47 727
K\N/\/\o | ~N C22H24CIFN4O3

Nﬁ Lapatinib 581,06 547-6,30" 6,34" 15,9
1 \ N F Co9H26CIFN,O4S
o\\ NH o HN
bl \(:;)\

o) o

Sunitinib 398,5 227°-31" 9,09 11,70
Ca2H27FN4O2
ol ) Sorafenib 4648 38"-482° 266 12,89
\7/ N Ca1H16CIFsN4O3
HN o Z 2
| o
F3C Cl

P _ Pazopanib 4375 312°-32" 556" 10,19
o s AL “ W CarHzoN/O,S
N7 N7 N N

/2 Dénomination commune internationale / Poids Moléculaire

*  Valeurs issues de Chemical Abstracts Service [SciFinder] (http://www.cas.org/products/scifinder)
** Valeurs issues de Pubchem server (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

*** Valeurs issues de ChemSpider [Royal Society of Chemistry] (http://www.chemspider.com/)
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Partie Il : Implications pharmacologiques des
métabolites des ITK

|. Métabolites réactifs des ITK

Bien que le métabolisme des médicaments consiste généralement en un ensemble
de réactions visant a détoxifier I'organisme, il peut contribuer a la formation de
métabolites présentant une toxicité directe ou indirecte par mise en jeu du systeme
immunitaire. On parle de métabolites « réactifs » qui sont capables, via différents
mécanismes (oxydation, formation d’adduits...), d’interagir de fagcon covalente ou
non avec des biomolécules (glutathion, ADN, protéines), induisant des effets
toxiques, certains adduits constituant des haptenes susceptibles d’activer le
systeme immunitaire. Sur le plan de la structure, la réactivité est liée a la présence
de groupements électrophiles, a la présence d’un groupement para-aminophénol
susceptible de conduire a un intermédiaire para-benzoquinone-imine ou a la
possibilité de former des especes radicalaires. Plusieurs criteres permettent de
déterminer si la formation de métabolites réactifs a I’échelle cellulaire s’accompagne
de manifestations cliniques : l'efficacité des systemes de détoxification de
'organisme, le degré de réactivité des métabolites et la quantité de meétabolites
formée dans I'organisme. Celle-ci dépend de facteurs liés a la molécule mere
(structure, dose, coefficient de partage, fraction libre, durée d’exposition), de
facteurs génétiques (polymorphismes des cytochromes) et environnementaux
(exposition a des inducteurs ou inhibiteurs enzymatiques). Les métabolites réactifs
sont frécquemment associés a I’hépatotoxicité des médicaments depuis que leur rble
dans I'hépatotoxicité du paracetamol et du diclofenac a été formellement établi. Les
métabolites réactifs sont également impliqués dans I'inactivation des cytochromes
P450 (92). En effet, I'inactivation enzymatique correspond a une inhibition temps-,
concentration- et NADPH-dépendante, d’installation progressive et manifestation
prolongée, liée a l'interaction entre 'enzyme et un métabolite intermédiaire réactif
formé au cours du métabolisme d’'une molécule mere. L’inactivation peut étre quasi-

irréversible par formation d’un complexe de coordination entre le métabolite réactif
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et le fer de 'heme ou irréversible par alkylation de ’'heme ou de I'apoprotéine. Dans
les deux cas, la restauration de I'activité enzymatique nécessite la synthese de novo
de I'enzyme (93). L'inactivation des cytochromes a pour conséquences l'auto-
inhibition du métabolisme de la molécule mere et la survenue d’interactions
médicamenteuses avec les autres substrats de I'enzyme inactivée (94). L’existence
de processus d’inactivation des cytochromes peut étre démontrée /in vitro en
incubant des microsomes hépatiques ou des cytochromes recombinants en
présence du meédicament supposé inactivateur enzymatique et de substrats de
référence. Le recours a certains dérivés nucléophiles au cours de ces expériences
permet de mettre en évidence la nature des métabolites réactifs grace aux adduits
formés : la méthoxylamine permet de détecter des aldéhydes, le cyanure de
potassium des dérivés iminium et le glutathion des électrophiles faibles de type
quinone, quinone-imine et imine-méthylidéne (95). Ces réactions de conjugaison au

glutathion sont bien connues ; les principales sont rappelées dans la figure 24.

a) Exemples d'adduits au glutathion (GSH)
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b) Réaction des aldéhydes avec la méthoxylamine
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Figure 24 : Exemples de réactions de piégeage de métabolites réactifs
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Les adduits formés au cours de ces expériences sont facilement identifiés grace a
des méthodes de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse.
Plusieurs études de ce type ont montré que les ITK sont impliqués /n vitro dans
I'inactivation des cytochromes P450 via la formation de métabolites réactifs (95,96).
Kenny et a/ ont montré que les neuf ITK les plus anciens sont tous bioactivés en
métabolites réactifs. Le dasatinib, le nilotinib, I'erlotinib, le gefitinib, le lapatinib, le
sunitinib, le sorafenib et le pazopanib forment tous des adduits en présence de
glutathion. L'imatinib et le gefitinib réagissent en présence de cyanure de potassium,
révélant ainsi la formation d’ions iminium, tandis que la méthoxylamine révele la
formation d’aldéhydes par I'imatinib, le dasatinib, le nilotinib, I'erlotinib, le gefitinib, le
lapatinib et le pazopanib. lls ont aussi montré que ces ITK, a I'exception du
sorafenib, sont de faibles inactivateurs du CYP3A (95). Au contraire, Zimmerlin et a/
ont étudié I'effet de I'imatinib, de I'erlotinib, du gefitinib, du sunitinib et du sorafenib
sur l'activité du cytochrome CYP3A et mis en évidence que seul le sorafenib est
capable de I'inactiver (97). Filppula ef a/ ont quant a eux montré que le dasatinib, le
nilotinib, I'erlotinib, le gefitinib, le sunitinib, le sorafenib et le pazopanib sont des
inactivateurs du cytochrome CYP3A4 (94). Les mécanismes de bioactivation
proposés a I'issue d’autres études menées pour I'imatinib, le dasatinib, I’erlotinib, le
gefitinib et le lapatinib pourraient éclairer les résultats contradictoires des études
précédemment citées. Nous allons les présenter en détail pour chacune de ces cinqg
molécules, en les confrontant aux structures et voies métaboliques des molécules

meres et en les mettant en perspectives a I'aide de données cliniques.

Imatinib

Li et a/ ont recherché la formation d’adduits sur I'imatinib en I'incubant en présence
de microsomes hépatiques et de glutathion, de cyanure de potassium ou de
méthoxylamine (98). Contrairement aux nombreux adduits au cyanure de potassium,
les adduits a la méthoxylamine n’ont pas pu étre caractérisés du fait de leur faible
abondance et aucun adduit au glutathion n’a été détecté. Les auteurs proposent
que I'imatinib est bioactivé en métabolites intermédiaires de type imine et imine-

méthylidene par le biais de réactions de désaturation oxydative (oxydation suivie de
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déshydratation ou déshydrogénation) siégeant au niveau de la pipérazine et de la
para-toluidine. L’hydroxylation de la pipérazine (voie a)) aboutit a la formation d’un
iminium qui subit I'attaque nucléophile du cyanure de potassium, le groupement
cyano se fixant en Cz ou Cs de la pipérazine (Figure 25). L’hydroxylation du
groupement méthyle de la paratoluidine (voie b)) suivie d’'une déshydratation
contribue a la formation d’'une imine-méthylidene qui réagit avec le cyanure de
potassium selon une addition de Michael (Figure 25). Bien que cet intermédiaire soit
un électrophile doux susceptible de réagir avec le glutathion, aucun adduit de ce

type n’a été deétecté, vraisemblablement du fait de I'encombrement stérique.

\eVeage

Addition ‘ KCN

Qo AL

R= CHj (Imatinib)
R= H (N-desméthylimatinib)

Figure 25 : Formation d’adduits cyanure sur I'imatinib et le A-desméthylimatinib, d’apres Li et a/ (98)

D’autres adduits au cyanure peuvent se former au niveau de la pipérazine d’un
dérivé carbonylé du Afdesméthylimatinib, le métabolite réactif pouvant étre un
intermédiaire imine-amide insaturé conjugué ou non. L’existence de ces voies de

bioactivation est confortée par I'étude du métabolisme de I'imatinib présentée dans
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la premiere partie : un dérivé hydroxylé au niveau de la paratoluidine et une
lactame, qui pourrait provenir de la déshydrogénation de dérivés hydroxylés au
niveau de la pipérazine, ont en effet été décrits (98). Ces métabolites intermédiaires
pourraient étre impliqués dans I'inactivation du cytochrome CYP3A4, comme cela a
été mis en évidence /n vitro par Filppula et al. En incubant des microsomes
hépatiques en présence d’imatinib et d’'un substrat de référence du cytochrome
CYP3A4, le midazolam, ils ont observé une inhibition temps-dépendante du
métabolisme du midazolam, cet effet étant réduit de facon dose-dépendante par le
ketoconazole, inhibiteur connu du cytochrome CYP3A4. lls en ont déduit que
imatinib est capable d’inactiver le cytochrome CYP3A4 par l'intermédiaire de ses
métabolites (99). Bien que le A+desméthylimatinib puisse étre bioactive, en
particulier par oxydation de la pipérazine, I'inactivation du cytochrome CYP3A4 en
présence de A-desméthylimatinib ou pipérazine AN-oxyde n’a pas été observée.
Linactivation du cytochrome CYP3A4 causée vraisemblablement par les métabolites
intermédiaires de I'imatinib est susceptible d’avoir des conséquences cliniques. En
effet, Filppula et a/ prédisent a I'aide d’'un modele in silico que la perte d’activité
catalytique, en s’élevant jusqu’a 90%, pourrait causer des interactions
médicamenteuses avec les substrats du cytochrome CYP3A4, I'ampleur des
interactions prédites par le modele étant le reflet de celle observée in vivo, en
particulier entre 'imatinib et la simvastatine (53,99). L’inactivation du cytochrome
CYP3A4 par I'imatinib se traduit également par I'auto-inhibition de son métabolisme
par le cytochrome CYP3A4 qui est alors relayé par le cytochrome CYP2C8 (99).
Plusieurs observations permettent de confirmer [I'implication respective des
cytochromes CYP3A4 et CYP2C8 dans le métabolisme de I'imatinib au cours du
temps. Filppula et a/ estiment a I'aide d’'un modele /in silico que la fraction de la
clairance hépatique impliquant le cytochrome CYP3A4 passe de 60% en début de
traitement a 25-35% lors d’expositions prolongées, alors que celle reposant sur le
cytochrome CYP2C8 passe respectivement de 40% a 65-75% (100). /n vivo, la
clairance de l'imatinib est davantage corrélée au phénotype CYP3A au début du
traitement qu’a I'état d’équilibre au bout d’'un mois de traitement (101). Si
I'exposition en imatinib, aprés administration d’une dose unique, est sensible a la

présence d’inducteurs et inhibiteurs du cytochrome CYP3A4 tels que la rifampicine,
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le millepertuis et le ketoconazole, a I'état d’équilibre elle n’est pas influencée par
'administration de ritonavir, puissant inhibiteur du cytochrome CYP3A4 (53). Le
relais s’opérant entre les cytochromes CYP3A4 et CYP2C8 n’est pas sans
conséquences car les deux enzymes n’ont pas les mémes caractéristiques vis-a-vis
de limatinib et son meétabolisme. Le cytochrome CYP2C8, contrairement au
cytochrome CYP3A4, est une enzyme polymorphique de haute affinité pour
imatinib. En effet, sa structure se superpose mieux au chromophore des substrats
du cytochrome CYP2C8 qu’a celui des substrats du cytochrome CYP3A4. Le
cytochrome CYP2CS8 est saturable en présence de fortes concentrations en imatinib.
Les deux enzymes génerent des spectres de métabolites différents, bien qu’elles
partagent de nombreux substrats, car leurs sites actifs sont de méme taille mais de
conformations différentes (94). Le cytochrome CYP2C8 est ainsi principalement
impliqué dans la N-déméthylation de I'imatinib qu’il catalyse plus efficacement que
le cytochrome CYP3A4, alors que plus des deux tiers de I'activité catalytique de ce
dernier correspond a d’autres voies métaboliques (100,101). Il semble donc
nécessaire, du fait de [Iinactivation du cytochrome CYP3A4, de davantage
considérer le role joué par le cytochrome CYP2C8 dans la pharmacologie de
imatinib, ses polymorphismes génétiques, inducteurs et inhibiteurs étant des
sources de variabilité de I'exposition plasmatique en imatinib et A-desméthylimatinib
(100).

Dasatinib

L’étude du meétabolisme du dasatinb a montré que I'hydroxylation du
chlorométhylphényle en position ortho et para constitue une voie meétabolique
majeure. Le métabolite M20 de type para-aminophénol et son sulfate sont en effet
les principaux métabolites plasmatiques, I'exposition en M20 correspondant a 45%
de I'exposition en dasatinib (62). La structure du dasatinib associée a la survenue de
réactions d’hydroxylation du chlorométhylphényle laissent supposer que des
métabolites intermédiaires réactifs de type quinone-imine et imine-méthylidene
peuvent se former. La détection d’adduits du dasatinib inchangé et du dasatinib
hydroxylé et dihydroxylé au glutathion apres incubation de microsomes hépatiques

en présence de dasatinib permet de confirmer cette hypothese, tout comme
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'absence de détection d’adduits en présence de ketoconazole (63). Les adduits se
formant tous au niveau du motif chlorométhylphényle, les auteurs proposent deux
voies concourant a leur formation (Figure 26) (63) :

- Phydroxylation du chlorométhylphényle en position para suivie d’une
oxydation en une quinone-imine qui subit 'attaque nucléophile du glutathion
au niveau de Cz ou Cs (plutdt en position 3 du fait de I'effet électroattracteur
du Chlore et électrodonneur du groupement méthyle).

- I'oxydation du groupement méthyle du chlorométhylphényle en position ortho
pour former un imine-méthylidene qui subit I'attaque nucléophile du

glutathion au niveau du méthyle ou du Cs adjacent.
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Figure 26 : Formation d’adduits au glutathion sur le dasatinib, d’aprés Li ef a/ (63)

La synthese d’analogues du dasatinib a permis de confirmer que les métabolites
intermédiaires réactifs se forment par activation du cycle chlorométhylphényle. Des
adduits au glutathion sont détectés qu’elles que soient les modifications réalisées au
niveau de la pyridine et de la méthylpyrimidine. Les analogues ne possédant de
groupement méthyle ni en position ortho, ni en position para ne forment que des
adduits oxygénés au glutathion, vraisemblablement par absence de formation
d’imine-méthylidene. Les analogues halogénés en position para sont capables de
former des adduits déshalogénés et hydroxylés en présence de glutathion,

probablement par déshalogénation oxydative et formation d’'une quinone-imine. Li et
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al ont également mis en évidence une inactivation du cytochrome CYP3A4 dans les
incubations ou des adduits au glutathion ont été détectés, suggérant ainsi que les
meétabolites réactifs du dasatinib pourraient étre impliqués dans l'inactivation du
cytochrome CYP3A4 (63). La bioactivation du dasastinib pourrait par ailleurs étre
impliquée dans son hépatotoxicité, son métabolite para-aminophénol ayant une
structure similaire a celle du paracetamol, médicament hépatotoxique a forte dose

par formation d’'une quinone-imine.

Erlotinib
L’étude du métabolisme de I'erlotinib révele que deux des trois principales voies
meétaboliques pourraient concourir a la formation de métabolites intermédiaires

réactifs (Figure 27, voie a) et b)).
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Figure 27 : Formation d’adduits au glutathion sur I’erlotinib, d’apres Li et a/ (73)
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En incubant des microsomes hépatiques et des cytochromes recombinants
(CYP3A4, CYP1A1, CYP2D6, CYP3A5, CYP1A2) en présence d’erlotinib et de
glutathion, Li et a/ ont mis en évidence la formation d’adduits d’erlotinib
monohydroxylé au glutathion, révélant ainsi la formation de meétabolites
intermédiaires électrophiles (73). Les cytochromes CYP3A4 et CYP1A1 sont les deux
enzymes pour lesquelles les taux d’adduits détectés sont les plus élevés. L’absence
de formation d’adduits au glutathion en présence d’inhibiteurs enzymatiques
(ketoconazole et a-naphtoflavone) permet d’impliquer le cytochrome CYP3A4
hépatique et le cytochrome CYP1A1 pulmonaire dans la bioactivation de I'erlotinib.
Les auteurs proposent qu’elle passe par I'oxydation de l'erlotinib en dérivé para-
aminophénol puis para-quinone-imine (Figure 27, voie a)) ou par la formation d’'un
époxyde (Figure 27, voie b)). En effet, il existe une corrélation entre la formation
d’hydroxyerlotinib (dérivé para-aminophénol) et la formation d’adduits, sachant que
les mémes adduits sont détectés, que les incubations soient réalisées en présence
d’erlotinib ou d’hydroxyerlotinib. Par ailleurs, I'utilisation d’époxyde hydrolase
permet de réduire la formation d’adduits au glutathion. Une troisieme voie de
bioactivation pourrait générer des dérivés de type oxirene ou kétene via I'oxydation
du groupement acétylene, mais Li et a/ réfutent cette hypothese (73). D’une part,
aucun adduit n’est observé en présence de N-acétyl-lysine, réactif mieux adapté que
le glutathion pour la détection d’électrophiles forts tels que les oxirenes et kétenes.
D’autre part, la substitution du groupement acétylene par un groupement cyano ou
ethyle ne permet pas d’abolir la formation d’adduits. Li ef a/ont mis en évidence une
inactivation irréversible des cytochromes CYP3A4 et CYP3A5, mais pas des
cytochromes CYP1A1, CYP1A2 et CYP2D6, bien qu’ils soient également impliqués
dans la formation d’adduits (73). lIs relient donc la formation de métabolites réactifs
de lerlotinib a la survenue d’interactions médicamenteuses par inactivation des
cytochromes CYP3A4 et CYP3A5, mais aussi au développement de toxicités,
notamment hépatiques et pulmonaires. Si les concentrations intra-hépatiques en
erlotinib sont inconnues chez ’homme, I'erlotinib s’accumule dans le foie chez la
souris, ou il est trois fois plus concentré que dans le plasma (73). De plus,
I’hydroxyerlotinib a une structure para-aminophénol capable de s’oxyder en

quinone-imine, ce qui n'est pas sans rappeler le mécanisme d’hépatotoxicité du
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paracetamol a forte dose. Par ailleurs, un faisceau d’arguments est en faveur de
limplication des métabolites réactifs dans la toxicité pulmonaire de [Ierlotinib.
L’erlotinib et son métabolite hydroxylé sont présents de facon prolongée dans les
tissus tumoraux bronchiques, puisqu’ils sont détectables respectivement jusqu’a 13
et 7 jours aprés la derniere prise d’erlotinib (102). La pharmacocinétique de
I'erlotinib et de I'hydroxyerlotinib different selon que les patients sont fumeurs ou
non-fumeurs, les fumeurs étant plus susceptibles de développer des effets
indésirables pulmonaires que les non-fumeurs (103). Or, la fumée de cigarettes se
comporte comme un inducteur du cytochrome CYP1A1 pulmonaire capable
d’accroitre le meétabolisme de I'erlotinib et donc la formation des meétabolites
réactifs. Enfin, ter Heine et a/ rapportent sous erlotinib un cas de pneumopathie
interstitielle d’évolution fatale par insuffisance respiratoire, alors que les
concentrations plasmatiques en erlotinib et hydroxyerlotinib sont tres élevées du fait

d’une interaction médicamenteuse avec un inhibiteur du cytochrome CYP3A4 (104).

Gefitinib

La défluoration oxydative du gefitinib est une voie métabolique mineure caractérisée
par le remplacement de I'atome de fluor présent en para sur le noyau phényle par
un groupement hydroxyle. Elle est susceptible de générer des métabolites réactifs
car la formation du métabolite para-aminophénol défluoré pourrait passer par
I'époxydation de [l'aniline en C4/Cs et la formation d’'une quinone-imine. La
bioactivation et I'adduction au glutathion d’analogues chlorés et fluorés du dasatinib
par déshalogénation oxydative a déja été décrite (63). En incubant des cytochromes
recombinants en présence de gefitinib et de glutathion, Li ef a/ ont mis en évidence
que les cytochromes CYP3A4 et CYP1A1 sont les principales enzymes impliquées
dans la défluoration oxydative du gefitinib et dans la formation d’adduits au
glutathion (79). Ces derniers sont les produits de I'addition du glutathion au niveau
de [laniline de métabolites para-hydroxylés du gefitinib (via la formation
d’intermédiaires quinone-imine comme nous l'avons déja précédemment signalé
pour d’autres ITK), leur formation étant corrélée a celle du métabolite para-
aminophénol défluoré. L'utilisation d’inhibiteurs enzymatiques (ketoconazole et o-

naphtoflavone) permet de bloquer la formation d’adduits au glutathion. L’ajout
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d’époxyde hydrolase dans les incubations n’a pas d’effet sur la formation des
adduits par le cytochrome CYP3A4, alors qu’elle réduit leur production par le
cytochrome CYP1A1. L’incubation des cytochromes recombinants CYP3A4 et
CYP1A1 en présence du métabolite para-aminophénol défluoré conduit a la
formation d’adduits monohydroxylés au glutathion, démontrant ainsi que ces
enzymes sont capables d’oxyder le para-aminophénol en un métabolite réactif. Le
gefitinib est donc bioactivé par les cytochromes CYP3A4 hépatiques et CYP1A1
pulmonaires en un métabolite intermédiaire réactif, principalement de type quinone-
imine (79). La formation de cette quinone-imine est confirmée par les expériences
réalisées par Liu ef a/ dans le cadre de I'étude de la bioactivation du gefitinib qui
mettent également en évidence d’autres métabolites réactifs : deux aldéhydes et un
dérivé iminium (105). Les auteurs évoquent également la possible formation de
dérivés nitroso a partir des amines primaires observées dans leurs incubations, bien
gu’ils n’aient pas exploré davantage cette voie de bioactivation. La formation
d’intermédiaires de type aldéhyde est suggérée par la détection de métabolites de
type alcool et acide carboxylique et par la formation d’oximes en présence de

méthoxylamine (Figure 28).
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Figure 28 : Formation d’adduits au glutathion et a la méthoxylamine sur le gefitinib, d’apres Li et a/

(79) et Liu et al (105)
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Les deux aldéhydes sont issus de I|'oxydation de la chaine latérale
propoxymorpholine avec perte de la morpholine. Ces électrophiles forts sont
secondairement détoxifiés par réduction en métabolites hydroxylés ou oxydation en
acide carboxylique. Par ailleurs, la détection d’'un métabolite hydroxylé ayant
completement perdu la chaine latérale propoxymorpholine signe vraisemblablement
la libération de morpholinopropanal, bien qu’il n’ait pas été mis en évidence du fait
d’un métabolisme secondaire avec ouverture de la morpholine. L’absence de
deétection d’oximes lors de [I'utilisation de ketoconazole ou de microsomes
hépatiques issus de souris transgéniques n’exprimant pas le cytochrome CYP3A
permet de confirmer la formation d’intermédiaires de type aldéhyde au cours du
métabolisme du gefitinib. La formation d’'un adduit en présence de cyanure de
potassium suggere la formation d’un ion iminium au niveau de la morpholine. Le
cytochrome CYP3A est la principale enzyme responsable de la formation des
aldéhydes et de la quinone-imine, alors que de nombreux cytochromes (CYP3A4,
CYP1A2, CYP2C, CYP2D6) sont impliqués dans la formation de 'ion iminium (105).
La bioactivation du gefitinib par les cytochromes CYP3A4 et CYP1A1 hépatique et
pulmonaire pourrait étre impliquée dans la survenue de toxicités sous gefitinib. En
se basant sur des données animales, il est probable que le gefitinib s’accumule
dans le foie et les poumons chez 'homme (les concentrations intra-hépatiques et
intra-pulmonaires sont 10 fois supérieures aux concentrations plasmatiques chez la
souris) (79). Les effets indésirables pulmonaires sous gefitinib sont plus
fréquemment décrits chez les patients fumeurs, chez qui le cytochrome CYP1A1 est
induit par la fumée de cigarette. De plus, Li ef a/ ont mis en évidence que les
microsomes pulmonaires issus de sujets fumeurs sont capables de former 12 fois
plus d’adduits au glutathion que ceux issus de sujets non-fumeurs (79). Par ailleurs,
il a été observé que les patients sous gefitinib prétraités par cisplatine et docetaxel
ou cisplatine et pemetrexed développent frequemment des effets indésirables
hépatiques. Cette augmentation de I'incidence de I'’hépatotoxicité du gefitinib
pourrait s’expliquer par l'induction du cytochrome CYP3A4 par le cisplatine via
I’activation de Pregnane X Receptor (PXR) et donc par une bioactivation accrue du

gefitinib en métabolites réactifs (105). Enfin Takeda ef a/ imputent un cas d’hépatite

Page | 72



immuno-allergique documenté par un test de stimulation lymphocytaire positif en
présence de gefitinib a I'activation du systeme immunitaire par un haptene issu de

'adduction d’un métabolite réactif aux protéines cellulaires (106).

Lapatinib
L’étude du métabolisme du lapatinib a permis de mettre en évidence la formation de
nombreux métabolites intermédiaires électrophiles réactifs (83). L’'oxydation de la
chaine latérale du lapatinib peut étre initiée par la N-oxydation de I'amine secondaire
ou par I'oxydation du carbone o, générant ainsi des dérivés nitroso, furfuraldéhyde
et méthylsulfonylacétaldéhyde. La (-déalkylation est a l'origine du principal
métabolite du lapatinib, un dérivé de type para-aminophénol qui peut étre
secondairement oxydé en quinone-imine (Figure 19, partie |, page 53) (83). Ces
métabolites réactifs ont été impliqués dans I'inactivation des cytochromes CYP3A4
et CYP3A5 selon des mécanismes qui différent entre les deux enzymes car elles ne
catalysent pas les mémes réactions : le cytochrome CYP3A4 est principalement
impliqué dans la A-hydroxylation et la A-déalkylation du lapatinib, alors que le
cytochrome CYP3AS5 catalyse essentiellement des réactions de (O-déalkylation et C
hydroxylation (107,108). En effet, un résidu phénylalanine a la position 108 de
I'apoprotéine du cytochrome CYP3A4 permet d’orienter la chaine latérale alkylamine
vers le centre de I'heme par le biais d’une interaction avec le groupement
chlorométhoxyphényle, alors qu’un résidu leucine chez le cytochrome CYP3A5
favorise plutét l'interaction du groupement fluorobenzyle avec I’heme. Takakusa et
al et Barbara et a/ ont mis en évidence que l'inactivation du cytochrome CYP3A4 par
le lapatinib est un phénomene quasi-irréversible lié a la formation d’'un complexe
entre I’enzyme et un métabolite intermédiaire de type nitroso (107,108). La formation
de cet intermédiaire capable de donner une paire d’électrons au fer ferreux de
’lheme pour établir une liaison de coordination est attestée par la détection de son
tautomere oxime dans des incubations de microsomes hépatiques en présence de
lapatinib. Deux voies métaboliques peuvent concourir a la formation de dérivés
nitroso/oxime par oxydation d’alkylamines secondaires telle que le lapatinib :

- la voie de la AM-déalkylation ou voie de I'hydroxylamine primaire : elle

consiste en une A:déalkylation initiale de I'alkylamine secondaire en
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alkylamine primaire, suivie d’'une Athydroxylation en hydroxylamine
primaire et d’'une déshydrogénation oxydative en dérivé nitroso.

- la voie de la M-hydroxylation ou voie de I’hydroxylamine secondaire : elle
débute par la M-hydroxylation de I'alkylamine primaire en hydroxylamine
secondaire. Celle-ci subit alors une déshydrogénation oxydative en dérive
nitrone secondairement N-déalkylé en dérivé nitroso.

Le dérivé nitroso issu de I'oxydation de 'amine secondaire du lapatinib située entre
le furane et le groupement méthanesulfonyle est vraisemblablement issu de la voie
de la Athydroxylation : tous les métabolites intermédiaires de cette voie sont
deétectés (hydroxylamine secondaire, nitrone, oxime), alors que I’hydroxylamine
primaire ne I'est pas, malgré la formation de I'alkylamine primaire (Figure 19, partie |,
page 53). Par ailleurs, les auteurs écartent I’lhypothese d’une inactivation irréversible
du cytochrome CYP3A4 par établissement d’une liaison covalente avec la quinone-
imine issue de I'oxydation du métabolite O-déalkylé de type para-aminophénol car
aucun adduit n’a été deétecté en présence de glutathion (107). Teng et a/ tirent la
conclusion inverse puisqu’ils ont observé ces adduits et non les complexes enzyme-
métabolite intermédiaire dans leurs incubations de microsomes hépatiques en
présence de lapatinib ou de son métabolite O-déalkylé (93). Les différences entre
ces trois études pourraient s’expliquer par les différentes orientations qu’adoptent
les métabolites réactifs dans le site actif en fonction de sa conformation. Etant
davantage impliqué dans la A-hydroxylation et la A-déalkylation du lapatinib que
dans sa (O-déalkylation, le cytochrome CYP3A4 semble majoritairement inactivé de
facon quasi-irréversible par la formation d’'un complexe avec un dérivé nitroso. Chan
et al ont montré que le cytochrome CYP3AS5 est inactivé de facon irréversible par
établissement d’une liaison covalente entre ’enzyme et un métabolite intermédiaire
issu de la O-déalkylation du lapatinib (109). En effet, des adduits du lapatinib O
déalkylé au glutathion ont été détectés lorsque le cytochrome CYP3AS5 est incubé en
présence de lapatinib. Dans ce cas, le métabolite réactif est vraisemblablement une
quinone-imine puisque le métabolite O-déalkylé a une structure de type para-
aminophénol, mais des études sont encore en cours pour déterminer le réle dans
inactivation du cytochrome CYP3A5 de deux métabolites (C-déalkylés ayant

également subis une hydroxylation du noyau quinazoline (110). Aucun intermédiaire
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de type hydroxylamine ou oxime révélant la formation de dérivés nitroso n’est
détecté au cours de ces incubations, ce qui concorde avec une activité catalytique
davantage orientée vers la O-déalkylation que vers la A-hydroxylation du lapatinib et
confirme que I'inactivation du cytochrome CYP3A5 n’est pas liée a la formation d’un
complexe enzyme-meétabolite intermédiaire. L'inactivation du cytochrome CYP3A5
par le lapatinib a été mise en évidence lorsque la testostérone est utilisée comme
substrat de référence, mais pas avec le midazolam. Cela peut s’expliquer par le fait
que la largeur du site actif du cytochrome CYP3A5 autorise de multiples modes de
liaison a ses substrats (109). La bioactivation du lapatinib ne se traduira donc pas
par des interactions médicamenteuses avec I'ensemble des substrats du
cytochrome CYP3A5, mais sans doute surtout avec des substrats ne disposant pas
de voies métaboliques alternatives et présentant un faible coefficient d’extraction
hépatique (la clairance d’élimination étant alors fortement dépendante de la
clairance intrinseque) (109,110). Outre la survenue d’interactions médicamenteuses,
inactivation des cytochromes CYP3A4 et CYP3A5 est responsable de I'auto-
inhibition du métabolisme du lapatinib. Bence et a/ ont en effet observé au cours
d’un essai de phase | une diminution de la clairance d’élimination du lapatinib au
cours du temps, cette diminution s’accompagnant d’'un allongement de la demi-vie
et d’'une augmentation de P'exposition en lapatinib au cours du temps (81). Les
métabolites réactifs seraient par ailleurs impliqués dans la survenue d’effets
indésirables hépatiques sous lapatinib, tout particulierement la quinone-imine qui
rappelle I'entité électrophile hépatotoxique du paracétamol. Aucun signal
d’hépatotoxicité n’a été rapporté chez le rat et le chien, chez qui les métabolites de
type para-aminophénol issus de la O-déalkylation (principale voie métabolique) sont
si intensément sulfo- et glucurono-conjugués qu’ils sont indétectables dans le
plasma. A I'inverse, chez ’'homme, chez qui 4% de la dose en moyenne (et jusqu’a
19%) est éliminée sous forme de métabolite de ce type, I'hépatotoxicité du lapatinib
a fait I'objet d’'une alerte sanitaire de type « Black Box Warning » (83). De plus, sur la
base de données obtenues chez le rat, le lapatinib semble s’accumuler dans le foie
(111). Une étude rétrospective monocentrique a mis en évidence une augmentation
de l'incidence de I’'hépatotoxicité du lapatinib en cas d’administration concomitante

a la dexamethasone : les patients exposés a cette association ont 4,5 fois plus de

Page | 75



risque de développer une hépatotoxicité que les patients sous lapatinib seul. Cette
observation permet de relier I'hépatotoxicité du lapatinib a la formation de
meétabolites réactifs puisque la dexamethasone induit le métabolisme du lapatinib
par le cytochrome CYP3A4 (112). Cette relation est confirmée par plusieurs
observations réalisées /n vitro. L'incubation d’hépatocytes murins en présence de
lapatinib et dexamethasone se traduit par une diminution de la viabilité cellulaire par
rapport aux hépatocytes traités par lapatinib seul (112). Il en est de méme dans les
incubations d’hépatocytes humains en présence de lapatinib et dexamethasone ou
rifampicine, I'induction enzymatique majorant la formation de lapatinib O-déalkylé et
d’adduits au glutathion et a la cystéine. /n vitro, ce métabolite O-déalkylé est plus
hépatotoxique que le lapatinib, ce qui suggere que I'’hépatotoxicité du lapatinib est

en partie due a sa bioactivation via O-déalkylation en un métabolite réactif (111).

Il. Métabolites et réponse aux ITK

A. Métabolites plasmatiques

De plus en plus d’études sont en faveur de la réalisation d’un suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) pour les ITK (113). Le STP est un outil qui permet
d’améliorer l'efficacité et la tolérance de certains médicaments grace a
lindividualisation de leur posologie basée sur la mesure de leurs concentrations
plasmatiques. Il n’est mis en place que pour des médicaments présentant certaines
caractéristiques telles qu’'une marge thérapeutique étroite et/ou une forte variabilité
pharmacocinétique interindividuelle et  pour lesquels des relations
pharmacocinétique-pharmacodynamie  (PK-PD), c’est-a-dire des relations
concentration-réponse et/ou concentration-toxicité, ont été décrites (114). Du fait de
leur forte variabilité pharmacocinétique interindividuelle, les ITK sont donc de bons
candidats a la mise en place d’'un STP : une méme dose administrée a différents
patients se traduit par des concentrations plasmatiques tres variables
potentiellement responsables d’une inefficacité thérapeutique par sous-exposition
ou de la survenue de toxicités par surexposition. Les ITK ont des métabolites actifs

qui présentent parfois de fortes expositions plasmatiques et qui pourraient
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contribuer a leur activité¢ /in vivo. Le suivi thérapeutique des concentrations
plasmatiques de ces métabolites pourrait ainsi permettre, au méme titre que celui
des molécules meres, d’améliorer I'efficacité et la tolérance des ITK. Plusieurs
travaux que nous allons présenter ici ont donc tenté de mettre en évidence des

relations PK-PD pour certains métabolites des ITK.

Sunitinib

De nombreuses relations PK-PD ont été mises en évidence pour le principal
métabolite actif du sunitinib, le A-deséthylsunitinib, qui présente une exposition
plasmatique élevée, correspondant a 23 a 47% de celle du sunitinib, et une
puissance comparable a celle du sunitinib /n vitro (52). Au cours d’'un essai de
phase |, la plupart des toxicités dose-limitante ont été observées chez des patients
présentant des concentrations plasmatiques en sunitinib + A-deséthylsunitinib
supérieures ou égales a 100 ng/ml (115). Plusieurs études ont par la suite confirmé
’existence de relations entre I'exposition plasmatique en sunitinib + A
deséthylsunitinib et d’une part la survenue de toxicités, d’autre part la réponse au
traitement. Kloth ef a/ ont rapporté I'existence d’une corrélation entre les
concentrations plasmatiques résiduelles a [I'équilibre en sunitinib + A
deséthylsunitinib et I'apparition d’une asthénie, alors que Houk ef a/ la relient a
’AUC du sunitinib + A+fdeséthylsunitinib a I'état d’équilibre (116,117). Ces derniers
ont également observé une relation entre les concentrations résiduelles en sunitinib
+ A-deséthylsunitinib et I'élévation de la pression artérielle diastolique ainsi qu’entre
’AUCo.28; du sunitinib + A-~deséthylsunitinib et le développement de neutropénies
(117). Nagata et a/ ont construit un modéle PK-PD décrivant I’évolution du chiffre des
plaquettes grace auquel ils prédisent que la survenue de thrombopénies séveres
pourrait étre évitée lorsque les concentrations plasmatiques en sunitinib + A
deséthylsunitinib sont maintenues en dessous d’un seuil de 100 ng/ml (118). Noda
et al ont mis en évidence une augmentation de I'incidence des toxicités de haut
grade ainsi qu’une réduction du temps jusqu’a échec du traitement et de la survie
sans progression au-dela de ce méme seuil de 100 ng/ml, la survenue de toxicités
ayant des répercussions négatives sur la réponse au sunitinib du fait de réductions

posologiques ou arréts thérapeutiques secondaires. Par ailleurs, la majorité des
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patients de cette étude présentant des concentrations en sunitinib + A
deséthylsunitinib supérieures a 50 ng/ml atteignent soit une stabilisation de la
maladie soit une réponse partielle aux premieres évaluations de leurs pathologies
(119). Lankheet et a/n’ont pas mis en évidence de différences en termes de toxicités
de haut grade entre les patients ayant des concentrations résiduelles en sunitinib +
N-deséthylsunitinib supérieures et inférieures a 50 ng/ml (120). Houk et a/ ont par
ailleurs mis en évidence des relations entre ’AUC du sunitinib + A-deséthylsunitinib
a I'état d’équilibre et le temps jusqu’a progression et la survie globale (117). Ces
relations PK-PD ont permis de formuler des seuils d’exposition en sunitinib + A-
deséthylsunitinib exprimés sous forme de concentrations résiduelles, puisque
I'existence d’une forte corrélation entre ’AUCo-24n du sunitinib + Atdeséthylsunitinib
a I'état d’équilibre et les concentrations résiduelles correspondantes permet de
s’affranchir de la détermination de 'AUC (121). Il s’agit d’'un seuil de 50 ng/ml a
atteindre pour que le traitement soit efficace et d’'un seuil de 100 ng/ml a ne pas
dépasser pour éviter la survenue d’effets indésirables, le seuil de 50 ng/ml étant
abaissé a 37,5 ng/ml lorsque le sunitinib est administré en continu et non selon le
schéma discontinu habituel 4 semaines/6 (115,118,119,122). Ces seuils définissent
une plage de concentrations efficaces en sunitinib + Ardeséthylsunitinib qui
correspond a la fourchette des concentrations plasmatiques efficaces chez la souris
(123). Bien que ces seuils doivent étre validés prospectivement avant qu’ils puissent
étre utilisés dans le cadre d’'un STP, Lankheet ef a/ont d’ores et déja montré qu’il est
possible d’atteindre le seuil de 50 ng/ml chez des patients ayant des concentrations
en sunitnib + A-deséthylsunitinib initialement inférieures en adaptant la posologie
du sunitinib en fonction des résultats des dosages des concentrations résiduelles
(120).

Imatinib

Les données relatives a l'intérét de suivre les concentrations plasmatiques en A
desmeéthylimatinib sont moins nombreuses et moins univoques que celles
concernant le N-deséthylsunitnib. L’étude de Larson ef a/, qui a contribué a la mise
en place du suivi thérapeutique des concentrations plasmatiques en imatinib chez

les patients atteints de LMC, suggere I'existence d’une relation inverse entre I'activité
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catalytique de AMA-déméthylation et la réponse a I'imatinib. En effet, le ratio
métabolique (rapport des concentrations plasmatiques résiduelles en A
desmethylimatinib sur les concentrations plasmatiques résiduelles en imatinib) et
son écart type sont de 0,32 (0,15-0,84) dans le groupe de patients présentant le taux
de réponse moléculaire majeure le plus faible, alors qu’ils sont Iégérement inférieurs
(0,21, [0,13-0,36]) dans le groupe de patients présentant le taux de réponse
moléculaire majeure le plus élevé (124). A I'inverse, Green et a/ ont mis en évidence
que l'activité catalytique du cytochrome CYP3A4 est plus importante chez les
patients atteints de LMC en réponse moléculaire complete apres 12 mois de
traitement par imatinib que chez les patients atteignant seulement une réponse
moléculaire partielle. Par ailleurs, ils n’ont observé aucune relation entre I'activité du
cytochrome CYP3A4 et la survenue de neutropénies ou de thrombopénies (125).
Cependant, les résultats de Green et a/ doivent étre interprétés avec prudence et
cela pour plusieurs raisons. D’une part, ils émanent d’une étude pilote n’ayant porté
que sur 14 patients, alors que I'étude de Larson et a/ a comporté environ 350
patients. D’autre part, I'activité catalytique du cytochrome CYP3A4 a été déterminée
en phénotypant les patients a différents moments (avant l'instauration du traitement
par imatinib, sous imatinib ou apres I'arrét du traitement). Or, comme nous l'avons
vu précédemment, l'imatinib est capable de modifier I'activité catalytique du
cytochrome CYP3A4 par 'intermédiaire de son inactivation. Bien que la réalisation
d’autres études sur les relations PK-PD du A-desméthylimatinib soit nécessaire
avant qu’'un STP ne soit mis en place, Gandia et a/ suggeéerent que le suivi des
concentrations plasmatiques en imatinib et A-desméthylimatinib pourrait permettre
de mieux mettre en évidence la survenue d’interactions médicamenteuses ou de
mauvaise observance que le suivi des seules concentrations plasmatiques en

imatinib grace a la détermination et au suivi du ratio métabolique (126).

Erlotinib

Des données de corrélation PK-PD commencent a émerger pour le
desméthylerlotinib, mais elles ne permettent pas encore de statuer sur l'intérét de
réaliser un STP. Au cours d’une étude de phase Il réalisée chez 18 patients atteints

de cancers ORL avanceés, Calvo et a/ ont mis en évidence une corrélation entre les
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concentrations résiduelles a I'équilibre en desméthylerlotinib et le temps jusqu’a
progression et la survie globale. lls n’ont par contre observé aucune relation entre
les concentrations résiduelles a I'équilibre en desméthylerlotinib et 'obtention d’'une
réeponse partielle ou compléete, vraisemblablement du fait du faible nombre de
patients dans chaque catégorie de réponse objective, ni entre les concentrations
résiduelles a I'équilibre en desmeéthylerlotinib et la survenue de toxicités cutanées
(127). A linverse, Mita et a/ n’ont pas pu relier I'exposition en desméthylerlotinib
(AUCo-24 et Cmax) €t la réponse au traitement au cours d’une étude de phase Il
menée chez 42 patients atteints de cancers bronchiques avancés, mais le nombre
limité de patients et la tres forte variabilité inter- et intra-individuelle de I'exposition en

desmeéthylerlotinib a pu géner la mise en évidence d’une telle relation (128).

Gefitinib

Aucune corrélation PK-PD n’a encore été décrite pour le principal métabolite du
gefitinib, le desméthylgefitinib, car son implication dans I'activité du gefitinib /n vivo
reste incertaine. Il a été rapporté que le desméthylgefitinib est 15 fois moins actif que
le gefitinib pour inhiber la croissance cellulaire, vraisemblablement du fait d’'une
mauvaise pénétration a I'intérieur des cellules puisqu’il est aussi puissant et sélectif
que le gefitinib a I’échelle subcellulaire (129). A l'inverse, Alfieri et a/ ont récemment
mis en évidence que le desméthylgefitinib est capable de pénétrer a I'intérieur des
cellules de lignées de cancers bronchiques sensibles au gefitinib pour inhiber la
phosphorylation de 'EGFR et la prolifération cellulaire (130). Par ailleurs, comme le
souligne son faible volume de distribution, le desméthylgefitinib serait
principalement présent dans le compartiment plasmatique et peu distribué dans les
tissus (77). L'intérét de suivre ses concentrations plasmatiques, qui ne refleteraient
pas les concentrations intra-tumorales, serait alors limité. En effet, les concentrations
intra-tumorales en desmeéthylgefitinib observées au cours d’études précliniques sont
inférieures a ses concentrations plasmatiques (80,129). De plus, I'administration de
desmeéthylgefitinib a des souris xénogréffées n’a aucun effet sur la croissance
tumorale (129). Des résultats similaires ont été obtenus en étudiant les
concentrations en desméthylgefitinib dans les tissus tumoraux de patientes atteintes

de cancer du sein, ou elles ne représentent que 40% des concentrations
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plasmatiques (80). Toutefois, ces résultats doivent étre interprétés avec prudence
puisque ces différents travaux n’ont pas analysé les concentrations en
desmethylgefitinib dans des tissus tumoraux bronchiques, mais dans des
xénogreffes de lignées colorectales et des tumeurs du sein. La réalisation d’études
chez des animaux porteurs de xénogreffes de lignées bronchiques ou chez des
patients atteints de cancers bronchiques devrait permettre de statuer sur l'intérét de
suivre les concentrations plasmatiques en desméthylgefitinibo pour améliorer

I'efficacité et/ou la tolérance du gefitinib.

B. Métabolites tumoraux

Bien que le métabolisme des ITK siege essentiellement au niveau du foie, plusieurs
études suggerent qu’ils peuvent étre métabolisés au niveau des tissus tumoraux et
que l'existence d’un tel métabolisme peut influencer la réponse au traitement (130-
132). En effet, certains cytochromes comme CYP1A1 et CYP1B1 sont exprimés dans
les cellules tumorales et I'induction de leur expression a été décrite pour plusieurs
ITK (erlotinib, gefitinib, lapatinib, sunitinib, sorafenib) (130,132-134). Ces
cytochromes, en générant des métabolites actifs ou inactifs, contribuent a I'activité
anti-tumorale ou a I'instauration d’'un mécanisme de résistance au traitement, ce qui
explique que des différences d’expression et/ou d’activité des cytochromes sont
parfois observées entre les patients répondeurs et les patients non répondeurs
(132,135). Pour illustrer le r6le du métabolisme dans la réponse aux ITK, nous allons
présenter des éléments du métabolisme tumoral de I'imatinib, du sorafenib et du

gefitinib.

Imatinib

En incubant des microsomes et des cytochromes recombinants en présence
d’imatinib, Rochat et a/ ont montré que les cytochromes CYP1A1 et CYP1B1, qui
sont exprimés au niveau des myéloblastes et des cellules lymphoides, participent au
métabolisme de I'imatinib (132). lls catalysent en effet des réactions de A-oxydation
de la pyrimidine et d’hydroxylation de la pyridine et de la para-toluidine avec des
valeurs de clairance intrinseque équivalentes ou supérieures a celle du cytochrome

CYP3A4 pour la formation du A-desméthylimatinib. Des études de docking /n silico
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révelent non seulement qu’aucune de ces modifications structurales n’empéche la
liaison de ces meétabolites oxydés et hydroxylés a Bcr-Abl, mais qu’ils présentent
des modes de liaison assez similaires a celui de I'imatinib. Selon sa position sur la
pyridine, l'introduction du groupement hydroxyle peut générer un encombrement
stérique qui empéche certains métabolites d’adopter I'exact mode de liaison de
imatinib. 1l s’ensuit alors une réorientation de la pyridine dans le site actif de Bcr-
Abl, ce qui peut se traduire par une modification de I'affinité des métabolites pour
'enzyme. Celle-ci peut diminuer par perte de la liaison hydrogéne observée chez
imatinib inchangé entre la pyridine et le résidu Met318 de Bcr-Abl ou augmenter
par établissement d’une liaison hydrogéene supplémentaire entre le groupement
hydroxyle et ce méme résidu. Des données préliminaires suggerent que les
métabolites pourraient étre rapidement pris en charge par des transporteurs d’efflux.
A condition que leur exposition cellulaire soit suffisante, certains métabolites
pourraient donc participer a l'activité de l'imatinib dans ses cellules cibles. La
réalisation d’études supplémentaires tenant compte de leurs concentrations
intracellulaires permettra sans doute de confirmer ou d'infirmer leur rle dans

I'activité anti-tumorale de I'imatinib (132).

Sorafenib

Plusieurs études ont montré que les principaux métabolites du sorafenib, dont le
sorafenib A-oxyde, subissent un métabolisme secondaire conduisant a la formation
de meétabolites mineurs (87,131,136). Si ce métabolisme secondaire consiste
essentiellement en des réactions d’oxydation catalysées par le cytochrome CYP3A4,
il a été mis en évidence que le sorafenib A-oxyde peut étre réduit en sorafenib par
les cytochromes CYP2B6 et CYP1A1 respectivement au niveau du foie et des tissus
(131). En effet, 'atome d’oxygene du sorafenib A-oxyde peut interagir avec le fer
ferreux de ’heme pour former un complexe de coordination qui facilite la rupture de
la liaison entre les atomes d’azote et d’oxygene et donc sa réduction en sorafenib
(131). Il est probable qu’a linstar du tamoxifene et de son métabolite A-oxyde le
sorafenib et le sorafenib A-oxyde subissent dans les tissus sous l'action des
cytochromes CYP3A4 et CYP2B6/CYP1A1 des cycles d’oxydoréduction qui

concourent a I'instauration d’'un stress oxydant en partie responsable de I'effet anti-
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tumoral (131). En effet, Coriat ef a/ ont observé une augmentation de la production
d’especes oxygénées réactives (anion superoxyde, peroxyde d’hydrogene,
monoxyde d’azote) dans des lignées de carcinome hépatocellulaire (CHC)
exposeées au sorafenib et ont pu relier sa capacité a induire un stress oxydant a ses
effets cytostatique et cytotoxique aussi bien /in vitro qu’in vivo (lignées cellulaires,
modele murin de CHC) (137). De plus, I'élévation des taux plasmatiques de
protéines oxydées chez des patients atteints de CHC apres 15 jours de traitement
par sorafenib est corrélée a la survie sans progression et a la survie globale (137).
Le sorafenib A~oxyde contribue donc probablement a I'activité du sorafenib /in vivo

par I'intermédiaire de sa réduction tumorale en sorafenib.

Gefitinib

Plusieurs éléments observés dans des lignées cellulaires de cancer bronchique
exposeées au gefitinib ont permis a Alfieri et a/ de mettre en évidence que le gefitinib
subit un métabolisme au niveau tumoral : la diminution des concentrations
intracellulaires en gefitinib, 'apparition de métabolites dans le milieu extracellulaire
et I'induction du cytochrome CYP1A1 apres plusieurs heures d’incubation (130). De
plus, I'ajout d’'un inhibiteur du cytochrome CYP1A1, I'a-naphtoflavone, dans les
incubations prévient la chute des concentrations intracellulaires en gefitinib. Bien
gu’ils n‘aient pas été bien définis, les métabolites détectés sont distincts des
principaux meétabolites plasmatiques (M523595, M537194, M387783). lls sont
inactifs in vitro, puisque I'inhibition de 'EGFR s’amoindrit apres plusieurs heures
d’incubation, et ne participent probablement pas a I'activité du gefitinib /n vivo. En
effet, les patients présentant une forte activité du cytochrome CYP1A1 (génotype
3801 : T/C ou C/C) répondent moins bien aux ITK anti-EGFR que les patients ayant
une activité enzymatique normale (génotype 3801 : T/T) et le polymorphisme
CYP1A1*2A (3801: T—C) est un facteur prédictif de réponse au traitement
(130,135). Bien gu’ils soient inactifs, I'étude des métabolites tumoraux du gefitinib
pourrait se révéler intéressante. L'induction du métabolisme tumoral du gefitinib
étant la conséquence de I'inhibition de voies de signalisation situées en aval de
'EGFR et impliquées dans la régulation de la transcription de nombreux genes, dont

celui du cytochrome CYP1A1, elle n’est observée que dans les lignées sensibles au

Page | 83



gefitinib. La détection de métabolites dans les tissus tumoraux pulmonaires pourrait
donc constituer une évaluation précoce de la sensibilité au gefitinib. Par ailleurs,
Alfieri et al évoquent la possibilité d’optimiser le traitement des patients présentant
un fort métabolisme tumoral en améliorant I'exposition de la tumeur au geftinib via
’administration d’inhibiteurs du cytochrome CYP1A1 (130).
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Conclusion

Au cours des dernieres années, I'étude des mécanismes de I'oncogenese et des
relations structure-activité des ITK a tres fortement contribué au développement de
cette famille thérapeutique. Ces mécaments anticancéreux oraux sont tres fortement
meétabolisés au niveau hépatique en métabolites actifs, inactifs et réactifs, dont les
différentes implications pharmacologiques ont été illustrées par les études que nous
venons de présenter. Les métabolites réactifs électrophiles sont capables d’interagir
avec les groupements nucléophiles des protéines pour former des complexes de
coordination ou des adduits. Ces derniers sont impliqués dans I'inactivation des
cytochromes qui les génerent, avec pour conséquences |auto-inhibition du
métabolisme de la molécule mére et la survenue d’interactions médicamenteuses
avec les autres substrats de I'enzyme inactivée. Les métabolites réactifs, en
modulant lactivitt des cytochromes, contribuent a la forte variabilite
pharmacocinétique interindividuelle des ITK. De plus, leurs métabolites réactifs
pourraient étre responsables du développement de toxicités, notamment hépatiques
et pulmonaires, via la formation d’adduits aux protéines. Par ailleurs, les ITK ont des
meétabolites actifs parfois présents a fortes concentrations dans le compartiment
plasmatique qui peuvent contribuer a leur activité /in vivo, comme le montrent les
relations PK-PD que nous avons décrites. Lorsqu’elles existent, ces relations
permettent de justifier la réalisation d’un suivi thérapeutique pharmacologique (STP)
des concentrations plasmatiques des métabolites actifs des ITK pour améliorer
I'efficacité et la tolérance du traitement. Il sera toutefois nécessaire de prouver
cliniguement la faisabilité et I'utilité du STP avant qu’il ne soit réalisé en routine.
Enfin, les ITK peuvent étre métabolisés au niveau tumoral en métabolites actifs ou
inactifs qui contribuent a influencer la réponse au traitement via leur participation a
lactivité anti-tumorale ou a [linstauration d’'un mécanisme de résistance au
traitement. L'étude des métabolites des ITK présents dans le compartiment
plasmatique ou dans les tissus tumoraux pourrait donc constituer un outil menant a

une optimisation et une personnalisation du traitement des cancers par les ITK.
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RESUME en francais :

Les inhibiteurs de Tyrosine kinases (ITK) font partie des thérapies ciblées indiquées dans le traitement
des cancers. Ces petites molécules issues de I'optimisation chimique de composés découverts par
screening a haut débit sont trés fortement métabolisées par les cytochromes P450 hépatiques. Les
métabolites réactifs des ITK contribuent, via l'inactivation des cytochromes, a la forte variabilité
pharmacocinétique interindividuelle, a [I'auto-inhibition de leur métabolisme, a la survenue
d’interactions médicamenteuses et pourraient participer au développement de toxicités. Le suivi
thérapeutique pharmacologique des métabolites actifs des ITK pourrait améliorer I'efficacité et la
tolérance du traitement. Enfin les métabolites des ITK formés au niveau tumoral contribuent a I'activité
anti-tumorale ou a l'instauration d’'un mécanisme de résistance au traitement. L’étude des métabolites
des ITK pourrait donc constituer un outil d’optimisation et d’individualisation du traitement des
cancers.

TITRE en anglais: Tyrosine kinase inhibitors (TKIs) : structure-activity relationships, metabolic
pathways and TKI metabolites’ pharmacological involvements

RESUME en anglais : Among targeted therapies, tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are approved in the
treatment of cancer. Developed through chemical optimization of lead compounds identified through
high-throughput screening, these small molecule inhibitors are highly metabolized by hepatic
cytochrome P450s (CYP). CYP-induced TKI reactive metabolites may result, through cytochrome
inactivation, in large inter-patient pharmacokinetic variability, auto-inhibition of TKI metabolism,
possible drug-drug interactions and toxic side effects. Therapeutic drug monitoring of TKI active
metabolites could potentially improve treatment efficacy and safety. Furthermore, TKI metabolites
found in tumours contribute to antitumor activity or resistance mechanisms. Hence studies of TKI
metabolites could therefore be a tool for optimizing and individualizing cancer treatment.
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