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. Introduction

Depuis 2004 en France, le cancer est devenu, devant les maladies cardio-vasculaires, la
premiere cause de décées. En 2012, le nombre de nouveaux cas de cancers en métropole était
estimé a 355 000, dont 200 000 chez 'homme et 155 000 chez la femme. Chez ’lhomme, les
trois cancers solides les plus fréquents sont ceux de la prostate (56 841 cas), du poumon
(28 211 cas) et du célon-rectum (23 266 cas). Chez la femme, il s’agit des cancers du sein
(48 763 cas), du colon-rectum (18 926 cas) et du poumon (11284 cas). Concernant les
hémopathies malignes (tumeurs liquides), I'incidence est estimée a 35 000 nouveaux cas par

an (19 400 chez ’lhomme et 15 600 chez la femme)?.

Le nombre de déces lié au cancer en 2012 est estimé a 148 000 dont 85 000 chez 'homme et
63 000 chez la femme. Le cancer du poumon est la premiéere cause de décés par cancer chez
I'homme (21 326). Chez la femme, c’est le cancer du sein (11 886 déces). Le pronostic est
variable d’un cancer a un autre et d’un patient a I'autre. La survie nette a 10 ans est de 1 %

pour le mésothéliome pleural et de 93 % pour le cancer du testicule.

Avant les années 2000 environ, le traitement classique du cancer est basé sur trois
thérapeutiques : la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie cytotoxique. La chirurgie
consiste a I'exérese de la tumeur ainsi qu’une zone péri-tumorale. La radiothérapie repose sur
I'irradiation de la tumeur et de la zone péri-tumorale par rayons X. Ces rayons X lésent les
tissus sains et tumoraux et entrainent une réduction de la masse tumorale. Enfin, la
chimiothérapie cytotoxique consiste a administrer au patient un cocktail de « poisons » a visée

anti-cancéreuse.

Les premiéres familles de molécules anti-cancéreuses sont des dérivées du gaz moutarde
utilisé par les Allemands lors de la 1™ guerre mondiale : les alkylants. Elles étaient initialement
destinées a la fabrication et I'utilisation de gaz de combat. Elles furent testées en 1942 chez
des patients atteints de lymphome non Hodgkinien et démontrérent leur efficacité. Au lieu de
tuer, ces molécules pouvaient sauver des vies. Dans les décennies suivant cette découverte,
plusieurs médicaments cytotoxiques ont été commercialisés. Malgré le progres qu’elles

apportent dans le traitement de certains cancers, ces molécules possedent de nombreuses



limites : les toxicités sont tres souvent limitantes et alterent profondément la qualité de vie

des patients?.

Parmi ces limites, les effets indésirables des chimiothérapies classiques sont nombreux et
peuvent sévérement altérer la qualité de vie du patient, voir entrainer le décés de celui-ci®.
L'initiation et la poursuite de ces traitements nécessitent une étude approfondie du bénéfice
— risque au cas par cas. Ces thérapeutiques, malgré les progres apportés par leur utilisation,

ont atteint une certaine limite dans les possibilités d’utilisation.

Récemment, l'avénement de nouvelles techniques de biologie moléculaire et de
cytogénétique permettent une meilleure compréhension des mécanismes d’oncogenése. Ces
processus font intervenir des cascades de réactions intra-cellulaires mettant en jeu de

nombreuses protéines constituant de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.

Ces cibles incluent des facteurs de croissance et leurs récepteurs, des protéines régulant le
cycle cellulaire, des modulateurs d’apoptose et des promoteurs d’angiogenése. De
nombreuses nouvelles molécules apparaissent, visant spécifiquement ces protéines d’intérét,
avec succes. Les années 2000 voient apparaitre de nouvelles molécules dites « thérapies
ciblées », agissant spécifiquement sur les cellules tumorales exprimant ces facteurs, inhibant
leur croissance ou induisant leur apoptose. Ces médicaments présentent de nombreux

avantages en termes d’efficacité, de toxicité et d’utilisation pratique pour les patients.

Ainsi, la famille thérapeutique des inhibiteurs de tyrosine-kinases voit le jour. Ces traitements
sont concgus pour cibler spécifiquement une protéine soit exprimée uniquement par la cellule
cancéreuse, soit surexprimée par celle-ci. De plus, un des avantages proposés par ces
médicaments est la possibilité d’administration par voie orale d’'une dose unique. En
comparaison a la chimiothérapie injectable adaptée a la surface corporelle pour chaque

patient, cette prise unique per os apporte une facilité d’utilisation supérieure.

Cependant, la dose n’est pas toujours adaptée et optimisée. Certaines populations ne tirent

pas le meilleur bénéfice de ces traitements aux posologies usuelles comme il sera détaillé au



cours de ce mémoire. Il existe, comme avec d’autres médicaments, une variabilité d’efficacité
dont les facteurs étiologiques sont connus :

- Facteurs biologiques / pharmacodynamiques : présence initiale ou émergence de
mutations sur les genes codant pour les protéines tyrosine-kinases cibles,
développement de voies de signalisation secondaires.

- Facteurs cliniques de mauvais pronostic au moment de la prise en charge : masse
tumorale importante, métastases.

- Facteurs pharmacocinétiques : toutes ces molécules sont susceptibles de varier au
cours du temps et entre les individus. Ces médicaments sont fortement métabolisés
par le CYP 450 principalement le CYP 3A4, a 'origine d’'une grande variabilité des
concentrations plasmatiques intra et surtout inter-individuelles*.

- Facteur observance®, ou irrégularité de prise.

Parmi ces facteurs d’échec, le facteur pharmacocinétique et le facteur observance peuvent
étre prévenus. Le suivi thérapeutique pharmacologique, qui sera défini au cours de ce
mémoire, permet d’identifier les patients a risque d’échec, de contribuer a en comprendre
I'étiologie, et d’apporter des solutions aux cliniciens et aux patients. Il contribue a
I'optimisation de I'efficacité d’un traitement. Dans le cas de médicaments anti-cancéreux, cela

se traduit concretement par une durée de vie prolongée des malades.

Ce suivi thérapeutique pharmacologique s’appuie sur la mesure de parametres cliniques et
biologiques chez le patient. Parmi ces parameétres, la mesure des concentrations plasmatiques
peut guider la clinique. En les confrontant a des doses seuils d’efficacité et de toxicité définies
au cours d’essais cliniques, elles peuvent étre indicatrice des probabilités de réussite ou
d’échec des traitements. Ainsi, un simple dosage sanguin a un moment défini permet

d’anticiper un risque d’échec thérapeutique et de le prévenir.

La mesure de ces concentrations nécessite des outils d’analyse adaptés. Au cours de ce
mémoire, nous décrirons les modalités de mise au point et de validation d’une méthode de
dosage plasmatique des inhibiteurs de tyrosine-kinases. Nous décrirons dans un premier
temps les intéréts des ITK et de leur dosage puis dans un second temps les étapes de
développement, d’optimisation et de validation de la méthode de dosage. Extraire les

molécules de I'organisme du patient et de ses matrices biologiques, séparer les molécules

3



d’intérét entre elles ainsi que des molécules endogénes, pouvoir les identifier et les

dénombrer seront les défis principaux de ce travail.

Cette méthode de dosage pourrait étre appliquée pour guider les cliniciens via le suivi
thérapeutique pharmacologique, mais également permettrait de réaliser des études de
définition de seuils pharmacocinétique / pharmacodynamique au cours d’essais cliniques.

Enfin, cette méthode pourra étre utilisée pour réaliser des études de pharmacocinétique.

Il. Inhibiteurs de tyrosine-kinases d’intéréts: modalités

d’utilisation et optimisation.

A. Leucémie myéloide chronique

La leucémie myéloide chronique est un syndrome myeloprolifératif di a une prolifération
clonale acquise lors de la transformation d’une cellule souche hématopoiétique pluripotente.
Cette transformation est une anomalie génétique retrouvée dans les cellules : la présence,
dans la grande majorité des cas de LMC, d’un transcrit de fusion Bcr-Abl (pour Break Point
Cluster Region et Abelson). En France, la LMC est estimée a 1 ou 2 cas pour 100 000 habitants

par an. L’age moyen au diagnostic est de 54 ans, le ratio homme/femme est de 1,4.

Le transcrit de fusion Bcr-Abl, découvert par PC. Nowell et D. Hungerford a Philadelphie en
1960, est formé lors de la translocation du bras long du chromosome 22 sur celui du
chromosome 9 : t(9-22)(g34, q11) comme présenté en Figure 1. Initialement nommé « minute
chromosome », il porte désormais le nom de sa ville de découverte, Philadelphie®. Ce transcrit
anormal entraine la prolifération des cellules myéloides. Le diagnostic est établi par mise en

évidence en biologie moléculaire du transcrit Bcr-Abl.
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Figure 1: réarrangement chromosome a l'origine du chromosome Philadelphie,
d'aprés Goldman et coll. NEJM 2003.

La pathologie évolue en trois phases: chronique, accélérée et acutisée. En I'absence de

traitement, 65 % des patients en phase chronique vont évoluer vers une transformation aigué

de la maladie (acutisation) dans les 3 ans en moyenne, avec alors une médiane de survie de

3 3 6 mois.

Le traitement de référence jusque dans les années 2000 était I'interféron-a + la cytarabine.

Celui-ci est d’efficacité moyenne et provoque de nombreux effets indésirables. Ce traitement

de référence va étre supplanté par les ITK lors de leur apparition dés 2001. Ceux-ci sont

désormais indiqués en premiére et seconde intention dans le traitement de la LMC, la réponse

obtenue avec ces traitements étant bien meilleure que celle obtenue avec les chimiothérapies

classiques. Les critéres de réponse retenus pour comparer ces traitements sont :

A.

La réponse hématologique compléte (RHC) caractérisée par une normalisation de
la NFS et une abolition de la splénomégalie.

La réponse cytogénétique compléte (RCyC) caractérisée par la disparition du
chromosome Philadelphie lors de I'analyse cytogénétique de la ponction de moelle
osseuse.

La réponse moléculaire majeure (RMM) caractérisée par la diminution de 3log de
la présence du transcrit Bcr-Abl sanguin aprés analyse par PCR.

La réponse moléculaire profonde (RM4 ou RM4,5 ) caractérisée par la diminution
du transcrit Bcr-Abl sanguin de 4 log ou 4,5 log (respectivement 0,01 % et 0,0032 %)
apres analyse PCR.

Une maladie indétectable au niveau moléculaire, lorsque I'analyse PCR ne peut

détecter le géne ni dans le sang, ni dans la moelle osseuse.



Ce sont sur ces criteres de réponse que les traitements de la LMC seront évalués.

La LMC est donc une hémopathie maligne caractérisée par la présence dans le sang d’un
transcrit de fusion anormal : Bcr-Abl. Celui-ci va coder pour une ou des protéines a activité

tyrosine-kinases, qui vont constituer des cibles pharmacologiques potentielles.

Le chromosome de Philadelphie est di a une translocation entre les bras longs des
chromosomes 9 et 22 : (9 ;22)(g34, q11). Il méne a la formation d’un transcrit de fusion Bcr-

Abl codant pour des protéines a activité tyrosine-kinases.

Dans la majorité des cas (95 %), la cassure au chromosome 22 se produit dans la région M-Bcr
(Major Bcr). Les transcrits issus de cette cassure sont traduits en une protéine de 210 kD : la
p2108CRABL || existe également des réarrangements moins fréquents, avec des points de
cassure dans la région m-Bcr (pour minor Bcr) formant une protéine de 190 kD, ou dans la

région p-Ber pour une protéine de 230 kD. D’autres transcrits plus rares sont décrits’.

Le potentiel leucémogéne de la protéine Bcr-Abl réside dans le fait que I'activité tyrosine-
kinase normale d’Abl est constamment induite par des séquences issues de Bcr. La protéine
Bcr-Abl est un peptide membranaire possédant un domaine cytoplasmique. Abl possede le
domaine SH1 contenant le site kinase qui fixe I’ATP. La partie Bcr possede un domaine de
dimérisation. Cette dimérisation de Bcr-Abl entraine I'activation constitutive de son site

kinase.

Les substrats phosphorylés par Becr-Abl sont nombreux : GRB-2, SHC, STATS5, DOK, CRK. Leur
phosphorylation entraine I'activation de nombreuses voies de signalisation: MAP-
RAS kinases, STAT, PIK3, MYC, SRC, NF-KB comme présenté en Figure 2. Ces voies de
signalisation entrainent |la dérégulation de la prolifération cellulaire, la diminution de leur

adhérence a la moelle osseuse, et la diminution de I"apoptose?.
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Figure 2: voies de signalisation impliquant la tyrosine-ki};ase Bcr-Abl, d'aprés Goldman et
coll. NEJM 2003.

La protéine Abl va alors constituer une cible pharmacologique potentielle, notamment son
site kinase ATP dépendant. Les études de cristallographie montrent que I'imatinib, en se fixant
a des acides aminés d’Abl, provoque une altération d’une boucle ATP-binding. Cette boucle,
gui normalement fixe une molécule d’ATP, permet d’apporter I'énergie nécessaire a I'activité
de I'’enzyme. L'imatinib stabilise une conformation inactive de la protéine et séquestre I'accés
au site fixant I’ATP. Ainsi, la tyrosine kinase est inhibée entrainant 'arrét de la prolifération

cellulaire et I'apoptose des clones anormaux.

Une mutation des acides aminés fixant I'imatinib pourrait altérer son efficacité. C’est le cas de
la mutation T315/° (thréonine 315 > isoleucine). Elle diminue I'affinité de cet ITK ainsi que de

plusieurs autres pour leurs cibles pharmacologiques, entrainant des échecs thérapeutiques.

Ces cibles pharmacologiques et leur variabilité ont conduit au développement de nombreuses

molécules de la famille des inhibiteurs de tyrosine-kinase.



Il existe actuellement 5 molécules ITK : I'imatinib, le dasatinib, le nilotinib, le ponatinib et le
bosutinib.

a) Imatinib
Premier représentant de la famille des inhibiteurs de tyrosine-kinases, I'imatinib recoit en

2001 une AMM européenne. Il inhibe la protéine kinase Bcr-Abl.

En 2003, une étude prospective comparant I'imatinib contre l'interféron-a (INF-a) combiné a
la cytarabine chez 1106 patients atteints de LMC en phase chronique a montré aprés 19 mois
de suivi que :
- La réponse cytogénétique majeure était atteinte chez 87,1 % des patients dans le
groupe imatinib contre 34,7 % des patients dans le groupe INF-a/Cytarabine
(p <0,001).
- La réponse cytogénétique compléte était de 76,2 % dans le groupe imatinib
contre 14,5 % dans le groupe INF-a/Cytarabine (p < 0,001).
- Lasurvie sans progression était maintenue chez 96,7 % des patients du groupe imatinib
contre 91,5 % du groupe INF-a/Cytarabine (p < 0,001).
- Limatinib était mieux toléré que la thérapie classique.
Les résultats de cette étude sont trés positifs. L'imatinib est utilisé immédiatement en
premiere ligne dans la LMC, et le médicament est cité jusque dans la presse généraliste,

notamment fait la Une du « Time Magazine » en 2001, confére annexe 1.

Dans ce contexte, la HAS accorde au Glivec® un SMR « important » et un ASMR de classe |
« majeure » dans la prise en charge des leucémies myéloides chroniques Philadelphie positive
a la posologie de 400 mg/jour chez I'adulte. D’autres « me too », c’est a dire des molécules
aux pharmacophores similaires, ayant les mémes propriétés pharmacologiques, apparaissent

trés rapidement en ciblant spécifiquement la protéine Bcr-Abl sur le modéle de I'imatinib.

b) Dasatinib
Le dasatinib est un inhibiteur de la kinase Bcr-Abl, ainsi que des kinases SRC, C-Kit, des
récepteurs de I’éphrine EPH et du récepteur PDGF-B. Il est indiqué dans le traitement de la

leucémie myéloide chronique Philadelphie positive.



Une étude prospective publiée en 2010 dans le NEJM chez 519 patients atteints de LMC en
phase chronique comparant I'imatinib a la dose de 400 mg par jour (N = 260) au dasatinib a la
dose de 100 mg/jour (N = 259) démontre aprés 12 mois de suivi que :
- La réponse cytogénétique complete « confirmée » par deux contrdles était de 77 %
chez les patients sous dasatinib contre 66 % chez les patients sous imatinib (p = 0,007).
- La réponse cytogénétique compléte observée au moins une fois était de 83 % sous
dasatinib contre 72 % sous imatinib (p = 0,001).
- Laréponse moléculaire majeure des patients sous dasatinib était de 46 % contre 28 %
pour les patients sous imatinib (p < 0,00001).
Selon cette étude, le dasatinib serait plus puissant que I'imatinib®. Cependant, cette étude
montre que 10 % des 258 patients sous dasatinib ont présenté un épisode d’épanchement
pleural de grade 1 ou 2 ayant conduit a une diminution des doses administrées ou un arrét du
traitement, contre 0 % dans le groupe imatinib. L’étude ne présente pas de comparaison

statistique sur cette donnée.

Une méta-analyse publiée en 2013 compilant les résultats de sept études cliniques portant
sur le dasatinib (N=981) chez des patients atteints de LMC avait pour but de caractériser la
relation dose activité aux quatre posologies étudiées : 100 mg par jour, 50 mg 2 fois par jour,
140 mg par jour et 70 mg deux fois par jour. Il apparait que la dose de 100 mg par jour diminue
la fréquence des effets indésirables tout en maintenant une efficacité similaire a 70 mg deux
fois par jour. Les autres posologies étaient soit trop toxiques, trop peu efficaces. La Cmin de
dasatinib était le facteur prédictif le plus statistiquement déterminant afin de prévoir la
survenue d’un épanchement pleural. Un autre facteur de risque important de survenue

d’épanchement pleural était I’4ge du patient > 55 ans'?.

Le recul que nous avons aujourd’hui sur l'utilisation du dasatinib dans la LMC peut nous le
faire préférer en lere intention. Celui-ci posséde un spectre d’activité plus large que I'imatinib
sur les tyrosine-kinases impliquées dans la LMC et une affinité plus forte (environ 350 fois)
pour ces protéines!?. Cependant, du fait de leur gravité, les effets indésirables doivent étre

prévenus convenablement.



Au regard de ces données, la HAS a accordé au SPRYCEL® en 2006 un SMR important, une
ASMR de niveau Il (importante) dans la LMC et une ASMR de | (majeure) en cas de résistance

ou d’intolérance a I'imatinib.

c) Nilotinib
Le nilotinib est un inhibiteur de la tyrosine kinase Bcr-Abl ainsi que des kinases C-Kit et

PDGF-Ra. Il est indiqué en premiere intention dans la LMC Philadelphie positive.

L’étude « ENEST » publiée en 2010 dans le NEJM comparait le nilotinib chez 846 patients inclus
dans I'étude recevant soit le nilotinib 300 mg 2 fois par jour, le nilotinib a 400 mg 2 fois par
jour ou I'imatinib a 400 mg par jour (1:1:1). Aprés 12 mois de suivi, I’étude montre que :

- Laréponse moléculaire majeure des patients sous nilotinib 300 mg et 400 mg était de
44 % et 43 % respectivement, contre 22 % pour I'imatinib (p < 0,001 pour les deux
comparaisons).

- La réponse cytogénétique compléte était de 80% et 78% dans les groupes nilotinib
300 mg et 400 mg, contre 65 % dans le groupe imatinib (p < 0,001 pour les deux
comparaisons).

- Les profils d’effets indésirables étaient différents pour les deux molécules.

Cette étude démontre la supériorité du nilotinib contre I'imatinib*3. Effectivement, in vitro le
nilotinib aurait une affinité 30 fois supérieure pour son récepteur, et ciblerait de nombreuses

mutations du récepteur ABL résistantes a I'imatinib.

Une méta-analyse publiée en 2014 compare les études précédentes « ENEST » (nilotinib
versus imatinib) et deux études « DASASION » et « S0325 Intergroup Trial » (dasatinib versus
imatinib) sur 12 mois chacune. Les patients traités par nilotinib avaient 97 % de chance d’avoir
le taux de réponse moléculaire majeure le plus élevé. Ceci correspond a une RMM de 55,2 %

pour le groupe nilotinib, 44,8 % pour le dasatinib et 26,7 % pour 'imatinib a 12 mois!4.
EN 2007, 'EMEA octroyait une AMM au Tasigna® dans l'indication LMC Philadelphie positive.

La HAS lui accordait un SMR important et une ASMR mineure (niveau IV) compte tenu de

I'existence de l'imatinib dans cette indication et en I'absence alors d’essais cliniques
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importants comparant directement les deux médicaments. En 2011, la HAS revoit son avis et

accorde une ASMR de niveau | eu égard aux publications des études « ENEST ».

d) Ponatinib
Le ponatinib est un inhibiteur de la tyrosine-kinase Bcr-Abl. |l est le seul actif contre la protéine
mutée et non mutée, notamment la substitution T315I (thréonine 315 isoleucine), appelée
« mutation du diable ». Cette mutation est présente chez 20 % des patients résistants aux ITK,
et confére une résistance a tous les ITK disponibles sur le marché. Jusqu’avant le ponatinib, la
mutation était de mauvais pronostique, a I'excepté du petit groupe de patients éligibles a la

greffe allogénique de cellules souches.

Lors de I'étude de phase Il « PACE », publiée en 2013 dans le NEJM, le ponatinib était
administré a 45 mg/jour chez N = 449 patients atteints de LMC ou de leucémie aigué
lymphoblastique Philadelphie positive, résistants ou intolérants aux dasatinib ou nilotinib, ou
porteurs de la mutation Bcr-Abl T315I1. Le suivi était de 15 mois. L'étude a démontré que :

- 56 % des patients (N = 267) avaient atteint une réponse cytogénétique majeure, dont
51 % du sous-groupe résistant ou intolérants aux autres molécules et 70 % du sous-
groupe des porteurs de la mutation T315I.

- 34 % avaient une réponse cytogénétique complete, dont respectivement 27 % et
56 % des patients des sous-groupes précédents.

- Plusieurs effets indésirables graves ont été observés : 9 % d’épisodes de thrombose
artérielle grave, 37 % de thrombocytopénies, 34 % d’éruptions cutanées. Au total, 12 %
des patients traités ont arrété le traitement pour cause d’effet indésirable®.

Les résultats de cette étude sont encourageants au regard du pronostic de la pathologie
notamment chez les patients porteurs de la mutation T315l. Naturellement, une étude de
phase Ill comparative viendra compléter ces données. La survenue d’épisodes de thrombose
artérielle grave de tropisme cardiovasculaire, cérébrovasculaire et périphérique sont

remarquables et nécessitent la mise en place d’un suivi chez les patients traités.

En conséquence, la haute autorité de santé accordait en 2015 un SMR pour I'ICLUSIG®

important, un ASMR de niveau Ill (modérée) chez les patients porteurs de la mutation T315I
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et un ASMR YV (pas d’amélioration) chez les patients non-porteurs de cette mutation. Ce niveau

est d a I'absence d’étude comparative de phase Ill.

e) Bosutinib
Le bosutinib est un inhibiteur de tyrosine-kinases ciblant la protéine Bcr-Abl, ainsi que les

protéines kinases Src/Abl, c-Kit et PDGF-R. Son AMM européenne a été accordée en 2013.

L’étude « BELA » publiée dans le JCO en 2012 comparait chez 502 patients atteints de LMC
chronique Ph(+) récemment diagnostiquée, le bosutinib a 500 mg/jour et I'imatinib a
400 mg/jour (1 :1). Aprés 12 mois de suivi, Cortes et Coll. présentent les résultats suivants :
- La réponse cytogénétique compléete n’était pas statistiguement différente entre le
groupe bosutinib (70 %) et imatinib (68 %), p = 0,601.
- La réponse moléculaire majeure était supérieure avec le bosutinib (41 %) comparé a
I'imatinib (27 %), p < 0,001.
- Les profils de tolérance étaient similaires entre les deux groupes.
- L’étude n’était pas encore terminée, le suivi des patients toujours en cours.
Il est a ce jour difficile de tirer une conclusion de cette étude, mis a part que nous pouvons
noter I'arrivée dans I'arsenal thérapeutique d’un nouvel ITK a priori comparable a I'imatinib.
Il sera intéressant alors de le comparer au dasatinib, au nilotinib et au ponatinib afin de le

situer dans la stratégie thérapeutique.

La HAS lui accorde une SMR importante et une ASMR a V (inexistante). Il constitue alors un

traitement de recours aux autres ITK.

Pour conclure, il existe actuellement de nombreuses options thérapeutiques disponibles dans
la prise en charge de la LMC. En cas d’échec de ces traitements, la thérapeutique classique
interféron-a/cytarabine ou l'allogreffe de cellules souches constituent une alternative. Les
succes des ITK indiqués dans la LMC ont inspiré d’autres laboratoires. Il existe maintenant

d’autres molécules de cette classe pharmacologique indiquées contre d’autres cancers.
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B. Cancers bronchiques

En France en 2012, le cancer du poumon était diagnostiqué chez 39 495 personnes,
28 211 hommes pour 11 284 femmes respectivement a 66 ans et 65 ans. La survie a 5 ans est
de 14 % et de 9 % a 10 ans. C’'est la premiére cause de déces chez I’homme entre 45 et 64 ans

en France.

Parmi les cancers du poumon, les cancers broncho-pulmonaires a non petites cellules (CBNPC)
représentent 85 % des diagnostics (dont les épidermoides, les adénocarcinomes et les grandes
cellules ou indifférenciés), et 15 % pour les cancers broncho-pulmonaires a petite cellule
(CBPC). Le diagnostic et la différenciation reposent sur I'analyse anatomopathologique des
biopsies. Un bilan d’extension précise la taille et I'extension locorégionale de la tumeur (T), la

présence de métastases ganglionnaires (N), thoraciques et extra-thoraciques (M).

Le CBPC est une urgence thérapeutique. La prise en charge repose sur la radio-chimiothérapie
pour les formes exclusivement localisées ou la chimiothérapie pour les autres formes

(notamment bithérapie a base de sels de platine et d’étoposide).

Les modalités thérapeutiques de la prise en charge du CBNPC sont définies en fonction du
stade d’avancée du cancer. En situation adjuvante ou néo-adjuvante, elles reposent sur des
protocoles de chimiothérapies classiques comportant un sel de platine (3 ou 4 cycles) associé
a un autre cytotoxique. En situation métastatique, le traitement se fait par bithérapie
cytotoxique comportant au moins un sel de platine, éventuellement associé a un anti-
angiogénique (bévacizumab). En cas de progression tumorale, des traitements de seconde

intention sont proposés, parmi ceux-ci les médicaments ITK du CBNPC.
Les cellules mutées du CBNPC expriment différents récepteurs. Ces récepteurs, mis en

évidence ces derniéres années, peuvent étre d’intéressantes cibles pharmacologiques pour

des candidats médicaments actuels et futurs.
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A. La famille des récepteurs ErbB
La famille des récepteurs a tyrosine-kinases ErbB est constituée de 4 membres :
- ErbB-1ou EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) mis en évidence par Ullrich et coll.
en 1984.
- ErbB-2, ou HER-2 pour Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 découvert par
Yamamoto et coll. en 1986.
- ERDbB-3 ou HER-3, découvert en 1989 par Kraus et coll.
- ErbB-4 ou HER-4 (Plowman et coll. en 1993).
Ces récepteurs portent le nom de « Erb-B » car les génes codant pour ces protéines ont de

nombreuses similitudes avec les proto-oncogénes v-erb-B du virus de I’érythroblastose?®.

Il existe de nombreux ligands a ces récepteurs appelés EGF-like : EGF lui-méme, le HB-EGF
(héparine binding), le BTC (betacelluline), le TGF-a, 'amphiréguline (AREG), I'épigéne (EPGN),
I’épiréguline (EREG), les neurégulines (NRG). Actuellement, 11 EGF-like ont été mis en
évidence. Aucun ne semble fixer ErbB-2: ce récepteur est dit « sourd » et ne peut étre
dimérisé dans les conditions normales. De plus, ErbB-3 n’a pas d’activité kinase (récepteur dit

« muet »), ses homodimeéres sont inactifs et seuls ses hétérodiméres transmettent un signal’.

Ces récepteurs ErbB activent des cascades de protéines kinases bien connues, telle que la voie
RAS/RAF/MEK/ERK ainsi que les voies PIP3/AKT, comme présentées en Figure 3. Ces voies sont

impliquées dans la croissance cellulaire, la synthése de protéines et la survie.

Une surexpression du géne codant pour ErbB-1 est observée dans de nombreux cancers,
notamment ovaire, vessie, colon et pulmonaire. Cette anomalie est présente dans 62 % des
CBNPC et serait plus fréequemment retrouvée dans les échantillons de CBNPC provenant de

patients est-asiatiques. Elle est de mauvais pronostique?®.
La protéine ErbB-1 est proposée comme cible thérapeutique intéressante pour traiter les
cancers du poumon présentant une mutation du gene codant pour EGFR. Cependant, comme

présenté par la suite, les molécules ayant cette cible sont assez décevantes. D’autres protéines
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kinases ont été identifiées et pourraient constituer des cibles pour les molécules en

développement.

Extraceliular

Cell growth Protein synthesis Cell survival

Figure 3: voies de signalisation et effets pharmacologiques impliquant
les récepteurs ErbB, d'aprés Sharma et Coll. Nature 2007.

B. Anaplasic Lymphoma Kinase
L’Anaplasic Lymphoma Kinase (=ALK) a été identifiée sur des cellules de lymphomes non
hodgkinien par Morris et coll. en 1994'°, Elle est issue de la fusion de deux protéines : la

nucléophosmine (NPL) et la protéine de fusion ALK.

ALK est un récepteur tyrosine-kinase classique comportant un domaine de liaison

extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine tyrosine kinase intracellulaire.

En ao(t 2007, Soda et coll. publient dans « Nature » la découverte d’'une mutation oncogéne
spécifiqgue, EML4-ALK chez certains patients, Japonais dans la publication, atteints de CBNPC.
Cette mutation serait due a la fusion de deux protéines, EML4 et ALK, toutes deux situées sur
le chromosome 2p (2p21 pour ALK et 2p23 pour EML-4). A la suite d’un réarrangement (de
type inversion) se forme un géne de fusion codant pour EML4-ALK. Cette protéine dérégulée
active de nombreuses voies kinases dépendantes (PLC-y, RAS, PI3K, STAT) et provoque une

prolifération cellulaire®.
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La mutation est retrouvée chez 3 a 5 % des patients atteints de CBNPC, quelle que soit son
ethnie. Ces patients ont tendance a étre plus jeunes et non-fumeurs comparés aux patients

non mutés.

La protéine issue de cette mutation est la cible de plusieurs inhibiteurs de tyrosines-kinase

dont le crizotinib, et a venir le ceritinib.

a) Gefitinib
Le gefitinib est un inhibiteur sélectif de la tyrosine kinase présente sur EGF-R. Son AMM
européenne date de 2009. |l est indiqué dans le traitement du CBNPC avancé ou métastatique

avec EGFR muté.

L’étude « IPASS » publiée dans le NEJM en 2009 étudiait en premiere intention I'effet du
gefitinib 250 mg/jour comparé a une chimiothérapie a base de carboplatine/paclitaxel chez
1217 patients asiatiques atteints de CBNPC (1 :1). Aprés 12 mois de suivi, les résultats de
I’étude sont :

- Une survie sans progression (au 12© mois) chez 24,9 % des patients traités par gefitinib
contre 6,9 % des patients inclus dans le bras chimiothérapie (p < 0,001). Cependant,
I’étude détaillée des courbes de survie contraste ce résultat : les courbes de Kaplan-
Meier se croisent au 6° mois de I'étude, en faveur du gefitinib. L’analyse d’une telle
courbe ne peut en aucun cas conclure a sa supériorité dans la population globale,
malgré le résultat positif au 12 mois de I'étude. Les courbes de survie sont présentées
en annexe 2.

- Dansun sous-groupe de N = 261 patients porteurs de la mutation EGF-R, la survie sans
progression était supérieure chez les patients traités par erlotinib (hasard ratio
de 0,48 [0,36; 0,64] p < 0,001).

- Dans le sous-groupe de N = 176 patients non-porteurs de la mutation EGF-R, la survie
sans progression était supérieure chez les patients traités par chimiothérapie classique

(p < 0,001)21.
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Conclure sur cette étude est difficile. Les courbes de survie en population globale ne sont pas
interprétables. La population recrutée est composée de patients asiatiques, non-fumeurs et
en grande majorité de sexe féminin. lls ne sont pas représentatifs des patients traités dans les
centres frangais, c’est-a-dire a majorité des hommes et fumeurs. Cependant, le sous-groupe
des patients porteurs d’'EGFR muté pourrait conférer un intérét au gefitinib dans cette

population.

Une autre étude, « INTEREST » publiée en 2008 dans le Lancet, comparait le gefitinib au
docetaxel en seconde intention dans le CBNPC apres traitement par chimiothérapie a base de
sels de platine chez 1466 patients randomisés (1 :1). L’étude montre que :

- Lasurvie médiane était de 7 mois dans le groupe gefitinib contre 8 mois dans le groupe
docetaxel. Le gefitinib a démontré sa non-infériorité sur la survie globale (hasard
ratio 1 [0,095 ; 1,150]0,05).

- La supériorité du gefitinib dans le groupe des patients mutés EGF-R n’était pas
démontrée (p = 0,62).

- Les patients traités par gefitinib ont présenté plus de troubles cutanés (éruptions,
acné) et de diarrhées, mais moins de troubles hématologiques.

Le gefitinib en seconde position pourrait donc étre une option de traitement convaincante??.

La HAS accordait a I'lIRESSA® en 2009 un SMR jugé important et une ASMR de niveau IV
(mineure) en premiere ligne dans I'indication CBNPC a EGF-R muté et de niveau V (insuffisant)

en 2¢ ou 3¢ ligne, car la mutation est présente alors chez 5 % des patients traités.

Le gefitinib, malgré le faible bénéfice clinique qu’il apporte, peut constituer une alternative a

la chimiothérapie classique, notamment dans les sous-populations a EGF-R muté.

b) Erlotinib
L’erlotinib est un ITK inhibiteur de la phosphorylation du récepteur du facteur de croissance
EGFR de type 1 (ou HER-1). Il agit sur la partie intracellulaire du récepteur. EGFR est exprimé
a la surface des cellules cancéreuses et non cancéreuses. Son inhibition conduit in vitro a

I’arrét de la prolifération cellulaire et/ou a I'apoptose.
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L’étude « EURTAC », publiée en 2012 dans le Lancet Oncology, comparait I'erlotinib a un
protocole de chimiothérapie classique chez 174 patients atteints de CBNPC a EGFR positif
(1 :1). L’étude concluait que :
- La survie sans progression médiane était de 9,7 mois dans le groupe erlotinib
contre 5,2 mois dans le groupe chimiothérapie (p < 0,0001).
- Une éruption cutanée de grade 3 ou 4 était retrouvée chez 13 % des patients traités
par erlotinib, contre 0 % chez les patients traités par chimiothérapie classique.
- Les troubles hématologiques classiques de la chimiothérapie (anémie, neutropénie)
n’étaient pas ou peu retrouvés chez les patients traités par erlotinib.
Les résultats de cette étude, malgré un effectif faible, démontrent la supériorité de I’erlotinib
dans la prise en charge du CBNPC a mutation EGF-R. La survenue d’une éruption cutanée doit
8tre systématiquement surveillée chez les patients traités par cet ITK?® ainsi que les autres

inhibiteurs d’ErbB.

La HAS accorde au Tarceva® en premiere ligne dans le CBNPC a mutation EGFR positive un

SMR jugé important et une ASMR de niveau IV (mineure).

c) Afatinib
L'afatinib est un inhibiteur irréversible, puissant et sélectif des récepteurs de la famille ErbB.
Il se fixe de maniére covalente a ErbB1 (EGF-R), ErbB2 (HER2), ErbB3 et ErbB4. Il est indiqué
dans le traitement du CBNPC localement avancé ou métastatique, présentant une mutation

d’EGF-R, en monothérapie. L'AMM centralisée a été accordée en 2013.

L'étude LUX-Lung 3 comparait chez 1269 patients atteints d’adénocarcinome bronchique
avancé ou métastatique a mutation EGF-R positive I’afatinib 40mg/jour a une chimiothérapie
classique cisplatine/pemetrexed. La randomisation des patients était stratifiée selon le type
de mutation EGF-R et sur I’ethnie (asiatique ou non asiatique). Les résultats présentés sont :
- La survie sans progression était de 11,1 mois chez les patients traités par afatinib
contre 6,9 mois dans le groupe chimiothérapie (p < 0,001).
- La survie sans progression dans le sous-groupe porteur de la mutation du récepteur
EGF-R de type délétion de I'exon 19 (N=308) était de 13,6 mois contre 6,9 mois dans

le sous-groupe chimiothérapie classique (p < 0,001).
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- Les effets indésirables les plus fréquents dans le groupe afatinib étaient des troubles
cutanés (éruptions et acné).
L’afatinib pourrait étre une option intéressante dans la prise en charge du CBNPC a EGFR
muté. D’apres I'analyse des hasards ratio, il serait plus efficace dans certains sous-groupes,
notamment les femmes, asiatiques, non-fumeuses comme présenté annexe 3. Cependant, les
auteurs de I'étude relativisent ces conclusions en précisant le défaut de puissance statistique

sur ces critéres dus au faible nombre de patients dans les groupes?*.

L’étude LUX-Lung 8 publiée en aolt 2015 comparait chez 795 patients atteints de CBNPC,
aprés échec d’au moins quatre cycles de chimiothérapie a base de platine,
I’afatinib 40 mg/jour a I'erlotinib 150 mg/jour (1 : 1). L’étude démontre que :
- La survie sans progression était meilleure chez les patients traités par afatinib
comparée a ceux traités par erlotinib (2,4 mois contre 1,9 mois, p = 0,0427).
- La survie globale a 18 mois était de 7,9 mois dans le groupe afatinib contre 6,8 mois
dans le groupe erlotinib (p = 0,0077).
- Les profils d’effets indésirables étaient similaires dans les deux groupes.
Les sous-groupes d’ethnie asiatique étaient d’encore meilleurs répondeurs au traitement par
afatinib. Cette étude peut faire préférer I'afatinib a I’erlotinib chez les patients pour lesquels

le traitement par ITK est envisagé?>.

En 2014, la HAS accordait a I'afatinib un SMR important et une ASMR V (inexistant) dans la
prise en charge du CBNPC présentant une mutation EGF-R. Les résultats de I'étude LUX-Lung-

8 ont été publiés aprées cet avis. Il ne tient donc pas compte de cette étude.

Les ITK ciblant le récepteur ErbB peuvent constituer une option intéressante dans la prise en
charge du cancer du poumon a non petite cellule. Cependant, leur efficacité reste modérée
comparée a ce que peuvent étre les inhibiteurs de Becr-Abl dans la LMC. En effet, des voies de
signalisation secondaires peuvent se développer. De plus, des mutations du récepteur EGF-R

ont été identifiées conférant une résistance aux ITK existants2®.

L’icotinib est un ITK ciblant les mémes protéines kinases. Il n’a pas encore obtenu d’AMM

européenne. Une étude de phase 3 publiée récemment le compare au gefitinib dans le CBNPC
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et conclut a la « non-infériorité » de I'icotinib dans cette indication?’. D’autres essais pourront

éventuellement compléter ces données a I'avenir.

D’autres kinases peuvent potentiellement étre ciblées dans le CBNPC, c’est le cas de I’ALK.

d) Crizotinib
Le crizotinib est un inhibiteur sélectif de la tyrosine kinase ALK et de ses variants mutés. Il
inhibe également H-GFR (facteur de croissance hépatocytaire) et c-Met. Il est indiqué en
seconde ligne dans le traitement du CBNPC avancé avec une mutation ALK positive. Cette

mutation concerne 4,6 % des patients.

Une premiere étude, « 1007 », publiée en 2013 dans le NEJM comparait, chez des patients
atteints de CBNPC porteurs de la mutation ALK (N=347) et ayant déja recu une premiéere ligne
de chimiothérapie a base de sels de platine, le crizotinib au pemetrexed. L'étude démontre
que:
- Lasurvie sans progression moyenne était de 7,7 mois dans le groupe crizotinib contre
3 mois dans le groupe pemetrexed (p < 0,001).
- lIn’y a pas d’amélioration de la survie globale apportée par le crizotinib (p = 0,54) a la
fin de I'étude.
- Une amélioration globale de la qualité de vie des patients sous crizotinib.
- Des effets indésirables de types hépatiques prépondérants dans le groupe crizotinib
(élévation des transaminases).
Le crizotinib améliore la survie sans progression dans le sous-groupe de patients porteurs
d’'une mutation ALK. L'étude, peut-étre limitée dans le temps, n’a pas démontré
d’amélioration de la survie globale. Cependant, la qualité de vie est meilleure dans le groupe

des patients traités par l'inhibiteur de tyrosine-kinases

Une seconde étude, dite « 1014 » compare en premiére ligne le crizotinib 250 mg/jour a la
chimiothérapie a base de pemetrexed associé a un sel de platine, chez 343 patients atteints
de CBNPC a mutation ALK positive. Il apparait que :

- Les patients traités par crizotinib présentent une survie sans progression de 10,9 mois

contre 7 mois dans le bras chimiothérapie classique (p < 0,001).

20



- Les objectifs de réponse étaient atteints chez 74 % des patients traités par ITK contre
45 % par chimiothérapie (p < 0,0001).
- Les patients du groupe crizotinib avaient une qualité de vie meilleure que ceux du
groupe chimiothérapie.
- Le crizotinib n’apportait pas d’amélioration de la survie globale (p = 0,36).
Le crizotinib apporte une amélioration de la survie sans progression, mais aucune amélioration
de la survie globale, comparé a la chimiothérapie classique. Il constitue une option

intéressante en premiére ligne, mais non révolutionnaire.

A ce jour, le crizotinib est indiqué chez les patients atteints de CBNPC porteurs de la mutation
ALK positive, en seconde intention. La HAS lui accordait en 2013 un SMR important et une

ASMR de niveau lll (modérée) en seconde ligne.

Il existe un autre ITK ciblant spécifiquement ALK : le ceritinib. Il a obtenu une AMM centralisée
le 06/05/2015 dans l'indication BPNPC a ALK muté aprés échec du crizotinib. Les études
cliniques portant sur cette molécule sont toujours en cours. D’autres médicaments viendront

surement s’insérer dans I'arsenal thérapeutique.

En conclusion, malgré les progres apportés par ces molécules ciblant ALK ou ErbB, le cancer
du poumon a non petites cellules reste toujours trés difficile a traiter. Les taux de surviea 1 an
sont tres faibles et les traitements récents apportent un progrés relativement modéré. Il en

est de méme pour d’autres ITK indiqués dans d’autres cancers.

C. Carcinome a cellules rénales et autres carcinomes a VEGF-R dérégulé

a) Carcinome cellulaire rénal
Le cancer du rein était diagnostiqué chez 10 125 personnes en France en 2009, touchant deux
hommes pour une femme d’dge moyen autour de 65 ans. La survie a 5 ans est de 63 %, elle

passe a plus de 90 % lors de cancers localisés.

21



Parmi ces cancers du rein, 85 sont des carcinomes a cellules rénales (CCR). Les autres cancers
rénaux (15 %) concernent des entités histologiques différentes et font I'objet d’une prise en

charge tres spécialisée ne faisant pas intervenir les inhibiteurs de tyrosine-kinases.

De découverte généralement fortuite (60 %), le CCR peut s’exprimer cliniquement par une
hématurie, une douleur ou la présence d’une masse palpée. Parfois, une métastase est
révélatrice du primitif. Il est alors qualifié de CCRm pour métastatique. Comme le CBNPC, la

prise en charge thérapeutique de ce cancer est fonction de I'avancement de la maladie.

En cas de métastase, six facteurs de risque permettent d’évaluer le pronostic du patient, selon
I'échelle de « Motzer »%, Cette échelle, calculée & partir de paramétres cliniques et
biologiques (albumine, phosphatase alcaline, hémoglobine, lactate déshydrogénase, calcémie
corrigée, intervalle entre diagnostique et traitement) est présentée en Figure 4. Elle permet

de définir une stratégie thérapeutique.

Tahle 6 Risk Groups Denved From Multivenate Analysia Applied 1o Patients Enrolled Prior to 1550

Patients™

Mo. of Risk sttt sl kao. of Median Survivel 1-¥ear Survival 3-¥ear Survivel
Factors ka. L Patients Alive (mionths) 95% Cl (%) (%)
(/] 29 6 Q 14.4 11610234 62 17
1 31 P} 4 127 89410 169 54 7
2003 i a5 L] 34 18053 B 2

*Four patients are missing data on one of the risk fectors.

Figure 4: échelle pronostique de Motzer de survie des patients en fonction de leurs
facteurs de risque d'apres Motzer et coll. JCO 2004.

Les thérapeutiques médicamenteuses possibles sont I'immunothérapie (INF-a et IL-2), les
thérapies ciblées de type anticorps (bévacizumab), les inhibiteurs de sérine/thréonine kinases
(everolimus et temsirolimus) et les inhibiteurs de tyrosine-kinases. Ces médicaments vont
également cibler d’autres carcinomes a VEGF-R dérégulé, incluant le CBNPC vu

précédemment, ainsi que le carcinome hépatocellulaire et le carcinome colorectal.

b) Carcinome hépatocellulaire et carcinome colorectal
L'incidence en 2012 du cancer primitif du foie était de 7 500 nouveaux cas (80 % d’hommes)
en France. Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente 80 a 90 % des cancers primitifs du

foie. Les autres cancers se développent a partir de types histologiques plus rares. Le CHC fait
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presque toujours suite a une hépatopathie chronique principalement d’origine alcoolique,
virale ou métabolique. 90 % de ces cancers sont précédés par un stade pré-cirrhotique. Le

taux de survie a 5 ans est de 10 %. Il peut atteindre 25 % lors de cancers localisés.

L'incidence du cancer colorectal était de 40 000 personnes en 2010, dont 52 % de sexe
masculin. La moyenne d’age au diagnostic était 70 ans, 95 % des patients ayant plus de 50 ans.
Il est de bon pronostic lorsqu’il est pris en charge a temps : la survie relative a 5 ans est de
91 % pour les stades localisés et de 11 % pour les situations métastatiques. Environ

17 000 décés annuels lui sont imputables.

Ces deux cancers ont un point commun : une dérégulation des mécanismes VEGF dépendants.
Une surexpression du récepteur VEGF-R peut étre observée dans 50 % des cancers colorectaux
et 60 a 80 % des cancers hépatocellulaires?®3°, Les ITK ciblant spécifiquement le récepteur
VEGF-R pourraient avoir un effet pharmacologique dans la prise en charge de ces deux

cancers, ainsi que du CCRm.

a) Le récepteur au facteur de croissance endothélial vasculaire
Judah Folkman introduit en 1971 dans le NEJM la notion d’angiogenése et émet une
hypothése : la croissance tumorale est liée a sa néo-vascularisation. L'inhibition de
I’angiogenése pourrait conduire a une guérison3l. Cette méme année, Folkman et coll.
publient dans le Journal of Experimental Medicine la découverte d’'un facteur tumoral
responsable d’angiogenese « composé d’ARN et de protéines » gu’ils nomment le Tumor
Angiogenesis Factor (TAF). Folkman suggere déja I'idée de cibler cette protéine pour obtenir
une réduction de la masse tumorale. Les travaux de Dvorak et coll. en 1984 permettent
d’identifier spécifiquement une glycoprotéine qui prend par la suite le nom de VEFG (pour

Vascular Endothélial Growth Factor), puis VEGF-A3%33, c’est-a-dire de sous forme A.

Aujourd’hui, nous connaissons six glycoprotéines responsables de I'angiogenése : VEFG-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF-1 et PIGF-2 (pour Placenta Growth Factor). Ces
protéines sont solubles, présentes dans la matrice extracellulaire et pesent quelques kilo-
daltons (45 kDa pour VEGF-A). Elles sont activées aprées clivage par des protéases et sont
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indispensables a la vie. En effet chez la souris la délétion du géne codant pour VEGF est |étale

pour I'embryon.

Les glycoprotéines VEGF induisent un effet angiogénique par activation de nombreux
récepteurs. Deux principaux sont présents notamment sur les cellules endothéliales : le
VEGFR-1 et VEGFR-2. Le VEGFR-3 est découvert par la suite. lls sont composés de sept
domaines extra-cellulaires immunoglobuline-like, un domaine transmembranaire et un
domaine tyrosine-kinase intra-cellulaire. VEGFR-1 et 2 stimulent I'angiogenéese et la
vascularisation, tandis que VEGFR-3 stimule la lymphangiogenéese. Ces trois récepteurs,
activés, induisent de nombreuses voies de signalisation intracellulaire conduisant a leurs

effets pharmacologiques3*.

Le r6le du VEGF via les récepteurs VEGFR dans I'angiogenese tumorale est bien établi pour de
nombreux cancers, liquides et solides. L'inhibition des VEGF et VEGFR est un axe de recherche

dans la lutte contre le cancer.

b) La dérégulation de VEGF-R
Une analyse cytogénétique de biopsies tumorales de CCR met en évidence dans 75 % des
échantillons la présence d’une mutation, acquise ou non, au niveau d’un gene particulier : le
géne von Hippel-Lindau (VHL)3°. Le géne VHL code pour un peptide, inclus dans un complexe
multi-protéique chargé de l'ubiquination transcriptionnelle du facteur nommé « Hypoxia

Induced Factor 1a » (HIF-1a).

HIF-1a est chargé de la régulation positive de nombreux génes en réponse a un stress
hypoxique. Il induit, entre autres, VEGF-R (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor),
EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor), GLUT-1
(transporteur de glucose). Ces protéines sont impliquées dans des processus d’angiogenese,
de survie cellulaire, de régulation du pH et de métabolisme du glucose. La stimulation de ces

protéines serait a |'origine du processus tumoral dans le CCR3®.

HIF-1a en condition normale est sous forme hydroxylée. Celle forme est reconnue par la

protéine VHL et ubiquitinée, pour étre ensuite détruite par le protéasome. Lors d’une hypoxie
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cellulaire, la HIF-1a va étre sous forme oxydée et en conséquence ne sera pas détruite via la
protéine VHL. Lors de la mutation du gene VHL, la protéine HIF-1a va persister dans la cellule,
méme en dehors d’un stress hypoxique, et induira en continu la transcription et la traduction
de nombreuses protéines parmi lesquelles VEGF-R et EGF-R impliquées dans les processus

d’angiogenese et de survie cellulaire.

Ces protéines sont des tyrosine-kinases pouvant constituer des cibles pharmacologiques

intéressantes en thérapeutique.

a) Sorafenib
Le sorafenib a démontré sa capacité a inhiber in vitro de nombreuses tyrosines-kinases. Ces
protéines sont impliquées dans les processus de vascularisation tumorale (VEGFR-2 et 3, CRAF,
PDGF-RB) ou autres mécanismes oncogénes (BRAF, VRAF V600E, c-Kit, FLT-3). Il est indiqué
dans le carcinome rénal avancé en seconde intention. Il aurait également un intérét chez les
patients atteints de CHC et de cancer colorectal métastatique en association aux inhibiteurs

de mTOR.

L'étude « TARGET 11213 » publiée en 2007 au NEJM comparait chez 903 patients atteints de
CCR résistants a la chimiothérapie standard, le sorafenib 400mg 2 fois par jours a un placebo
(1 :1). Apres 18 mois de suivi I’étude concluait que :
- La survie sans progression était de 5,5 mois dans le groupe sorafenib contre 2,8 mois
dans le groupe placebo (p < 0,01).
- Le sorafenib était un facteur réduisant le risque de décés (hasard ratio
0,72 [0,54 ; 0,94]0,05 p = 0,02).
- Des cas d’erythrodysesthésie palmo-plantaires étaient signalés avec le sorafenib.
Le sorafenib démontre donc son efficacité comparé au placébo en seconde ligne sur la survie

sans progression?’.

Cependant, les résultats complémentaires de cette étude, publiés en 2009 dans le JCO
contrastent cette donnée: en effet, dans cette étude, le sorafenib n’entraine pas
d’augmentation de la survie globale des patients traités comparé au placebo (17,8 mois
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contre 15,2 p = 0,146). Néanmoins, I'analyse post cross-over (patients inclus dans le groupe
placebo basculés dans le groupe sorafenib) met en évidence différence de survie globale entre
les deux groupes. Celle-ci devient alors significative en faveur de I'ITK (17,8 mois
contre 14,3 mois p = 0,029). De plus, cette étude suggere de réserver le sorafenib notamment

aux patients ayant un fort taux de VEGF circulant®®.

La HAS accordait au NEXAVAR® en 2006 dans I'indication CCR avancé en seconde ligne un SMR

important et une ASMR a Il (importante).

b) Sunitinib
Le sunitinib est un inhibiteur de nombreuses tyrosine-kinases impliquées dans la croissance
tumorale et I'angiogenése. Il agit sur VEGFR-1; 2 et 3, sur PDGF-Ra et PDGF-Rp, Kit, FLT-3,
CSF-1R et RET.

Publiée en 2007 dans le NEJM, I"’étude comparant le sunitinib 50 mg/j pendant 4 semaines a
I'INF-a chez 750 patients (1 :1) atteints de CCRm concluait que :
- La survie sans progression était plus longue dans le groupe sunitinib (11 mois contre
5 mois p < 0,001).
- Les effets indésirables étaient plus fréquents et plus sérieux dans le groupe INF-a.
- La qualité de vie était meilleure pour les patients inclus dans le groupe sunitinib
(p <0,001).
La survie sans progression et la qualité de vie des patients traités par suntinib ont été
significativement meilleurs®® comparé a linterféron. Le sunitinib apporte donc une

amélioration dans la prise en charge thérapeutique du CCRm.

En conséquence, la HAS accorde au SUTENT® un SMR important et une ASMR Il (importante)

dans l'indication CCRm en premiére intention.

c) Axitinib
Axitinib est un inhibiteur puissant et sélectif des récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3. Il
inhibe in vitro la prolifération et la survie des cellules endothéliales VEGF dépendante. Il a

obtenu une AMM en 2013 dans l'indication CCR en seconde intention.
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L’étude « AXIS » publiée dans le Lancet en 2011 comparait I'axitinib 5 mg deux fois par jour
(augmentation de dose possible) au sorafenib 400 mg deux fois par jour chez 723 patients en
seconde intention. Les résultats de I'étude sont :
- La survie sans progression était de 6,7 mois dans le groupe axitinib contre 4,7 mois
dans le groupe sorafenib (p < 0,0001).
- Les patients inclus dans le groupe axitinib étaient plus hypertendus comparés aux
patients du groupe sorafenib et moins sujets au syndrome main-pied.
L"axitinib peut donc étre utilisé comme un traitement de seconde intention dans le CCR. Une
surveillance des effets indésirables sera réalisée, notamment I'hypertension artérielle et le

syndrome main-pied.

La commission de transparence lui accorde en 2013 un SMR jugé important et une ASMR de

niveau IV (mineure) en seconde intention chez les patients atteints de CCR avancé.

d) Pazopanib
Le pazopanib inhibe de nombreuses kinases, dont VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3, PDGF-Ra et

PDGF-Rp ainsi que c-KIT. Il est indiqué en premiére ou seconde ligne dans le CCR avancé.

Son efficacité a été évaluée au cours de I'essai « VEG105192 » qui comparait chez 435 patients
atteints de CCRm en premiére ou seconde intention le pazopanib 800 mg a un placebo (2 :1).
L’analyse des résultats indique que :
- La survie globale n’était pas améliorée chez les patients traités par placebo comparé
aux patients traités par pazopanib (20,5 mois contre 22,9 mois, p = 0,224).
- Letraitement améliorait la survie sans progression dans la population globale (9,2 mois
contre 4,2 mois p < 0,0001).
Le pazopanib ne démontre pas au cours de cet essai clinique son efficacité contre un placebo

dans le CCR. De plus, il entraine de nombreux effets indésirables®°.

En conséquence, la HAS lui accordait en 2013 en premiére intention dans le CCRm un SMR
jugé faible et une ASMR V (inexistante). Cependant, ces résultats doivent étre contrastés : le

dosage plasmatique du pazopanib pourrait apporter une amélioration dans la prise en charge
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thérapeutique des patients, comme développé par la suite au cours du chapitre consacré au

suivi thérapeutique pharmacologique.

e) Regorafenib
Le regorafenib est un inhibiteur des kinases VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 impliquées dans
I’angiogenése tumorale, ainsi que des protéines KIT, RET, RAF-1, BRAF, BRAFV6%%E De plus, il
aurait une action anti PDGF-R et FGF-R. Il est indiqué dans le cancer colorectal métastatique

en seconde intention. Il a été testé également chez des patients atteints de CCRm et le CHC.

L’étude « CORRECT » publiée en 2013 dans le Lancet comparait chez 760 patients atteints de
cancer colorectal métastatique ayant bénéficié d’une chimiothérapie standard, le regorafenib
160 mg/jour a un placebo. L'étude démontre aprés 12 mois de suivi que :

- Lasurvie globale moyenne était de 6,4 mois dans le groupe regorafenib contre 5 mois
dans le groupe placebo (p < 0,001).

- Lerisque de déces était diminué de 23 % dans le groupe regorafenib (HR = 0,77)

- Les patients inclus dans le groupe regorafenib présentaient plus d’effets indésirables,
notamment des erythrodysesthésie palmo-plantaires, des troubles cutanés de type
éruptions desquamantes, et de I'hypertension artérielle.

Le regorafenib posséde une efficacité modérée dans la prise en charge du cancer colorectal
métastatique. Celui-ci entraine de nombreux évenements indésirables pour un gain de survie

plutot médiocre.

La commission de transparence accorde en 2014 au Stivarga® dans lindication cancer
colorectal métastatique en seconde intention un SMR faible ou insuffisant, en fonction du

score ECOG de performance du patient, et une ASMR de niveau V, c’est-a-dire inexistante.

D. Mélanome métastatique

En 2010 en France, 8250 cas de mélanomes cutanés ont été diagnostiqués, 47 % chez
I’'homme, a environ 56 ans. Le taux de survie a 5 ans est de 88 % pour les stades localisés et

18 % en situation métastatique.
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La confirmation du diagnostic est réalisée apres exérése compléte de la tumeur par examen
anatomopathologique. La tumeur est classée selon la taille de la lésion et son degré
d’envahissement (pTNM). Le stade d’avancement des lésions déterminera la stratégie

thérapeutique a appliquer.

La chirurgie reste le traitement de référence du mélanome cutané non métastatique. Les
traitements proposés en situation adjuvante ou métastatique sont 'immunothérapie (INF-a),
la chimiothérapie a base de dacarbazine et de fotémustine ainsi que les thérapies ciblées :
Iipilimumab et les inhibiteurs de protéines kinases. Ces derniers ciblent une serine thréonine

kinase particuliere : la protéine B-Raf.

Les travaux de Megan Robinson et Melanie Cobb conduisent en 1997 a la publication dans la
revue Cell Biology de I'identification de nombreuses voies de signalisation associées aux MAP-
Kinases et leurs génomes*. Ainsi, le proto-oncogéne BRAF code pour une BRAF kinase, incluse
dans la famille des sérines thréonines kinases de type RAF. Elles agissent dans la régulation de

la croissance, de la prolifération et de la différenciation cellulaire.

B-Raf, ou BRAF est un polypeptide soluble de 766 acides aminés composé de 3 domaines
caractéristiques des RAF kinases : CR1, CR2 et CR3. CR1 est une séquence régulatrice de
I'activité kinase de la protéine. CR2 est une zone charniére riche en acides aminés sérine. CR3

est le domaine comportant la protéine kinase effectrice.

Lors d’une analyse ADN de cellules issues de 530 prélevements, Davies et coll. ont mis en
évidence des mutations de génes codant pour la kinase BRAF. Ces mutations étaient
retrouvées dans 60 % des prélévements de mélanomes ainsi que dans certains prélevements
issus de cancers colorectaux, de gliomes, de sarcomes, de cancers hépatiques, ovariens et du

sein.

Plus de 43 types de mutations sur BRAF sont identifiées. La plus fréquente se situait au niveau
du nucléotide 1796, une adénine remplace une thymine. Cette mutation était retrouvée dans
35 des 38 prélevements issus de mélanomes. Curieusement, I'étude souligne que cette
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mutation, T1796A, ne ressemble pas a celles généralement observées lors d’une exposition
prolongée aux UV, a savoir la formation de diméres de thymines. Pourtant, I’exposition au
soleil est le facteur de risque prépondérant du mélanome. Les auteurs suggérent un
mécanisme secondaire UV dépendant, lié a la biologie du mélanome, qui serait a I’origine de

cette mutation.

Le triplet de nucléotides résultant de cette mutation code pour un autre acide aminé en
position 600 : une valine est alors remplacée par un glutamate. Cette mutation, V60OE,
entraine I'activation constitutive de la kinase et de ses voies de signalisation ainsi que la

prolifération cellulaire tumorale*?. La mutation de BRAF est plus fréquente en position 600.

Cette serine thréonine kinase pourrait étre une cible pharmacologique intéressante dans le

traitement du mélanome métastatique.

a) Vemurafenib
Le vemurafenib est un inhibiteur des BRAF kinases mutées. Il est indiqué dans le traitement
des patients adultes atteints d’'un mélanome non résécable ou métastatique, a mutation

BRAF V600E positive.

L'étude « BRIM-3 » publiée dans le NEJM en 2011 comparait chez 675 patients atteints de
mélanome métastatique a mutation BRAF V600E positive, le vemurafenib 960 mg deux fois
par jour a la dacarbazine a posologie usuelle. A 6 mois, I’étude démontrait que :
- La survie globale du groupe vemurafenib était de 84 % contre 64 % dans le groupe
dacarbazine. Le hasard ratio du déces dans le groupe vemurafenib était de
0,37 [0,26; 0,55]0,05 p < 0,0001. La réduction du risque relatif de déces dans le groupe
vemurafenib était de 63 %.
- La survie sans progression était significativement meilleure dans le groupe
vemurafenib comparé au groupe dacarbazine (hasard ratio 0,26 [0,2; 0,33]o,0s
p <0,001).
- Le vemurafenib provoque de nombreux effets indésirables principalement de types

cutanés et rhumatologiques, dont 5 % de grade 3 et plus.
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Malgré une efficacité meilleure, le vemurafenib n’est pas encore la révolution attendue dans
la prise en charge de ce cancer au pronostic difficile. L'étude dénombrait 43 déces sur
336 patients du groupe vemurafenib aprés seulement 3 mois de suivi. La survie médiane
globale restait limitée a 13,2 mois (lors d’un suivi de 9 mois supplémentaires non prévu
initialement par I'étude) et certains effets indésirables pouvaient nuire a la qualité de vie des
patients traités*3. De plus, au bout de 6 mois, il était observé une perte d’efficacité des
inhibiteurs de BRAF, probablement due au développement de voies de signalisations

secondaires. C’'est pourquoi d’autres inhibiteurs (de MEK) ont été proposés en association.

La HAS accordait en 2012 au Zelboraf® un SMR important et une ASMR de niveau Il (modérée)

tenant compte du fait que celui-ci provoque de nombreux effets indésirables.

b) Dabrafenib
Le dabrafenib est un inhibiteur des sérines/thréonines RAF kinases. Il agit sur BRAF V60OE,
BRAF V600K, BRAF V600D, BRAF WT, CRAF WT. In vitro, il a démontré une action inhibitrice
sur le biomarqueur phosphorylé ERK (témoin de prolifération cellulaire). Il est indiqué depuis

2012 dans le traitement du mélanome non résécable ou métastatique a mutation BRAF.

L'étude « BREAK-3 » comparant le dabrafenib 150 mg deux fois par jour a la dacarbazine a
posologie usuelle chez 250 patients répartis respectivement en (3 :1), démontre que :

- Lasurvie sans progression moyenne était de 5,1 mois dans le groupe dabrafenib contre
2,7 mois dans le groupe dacarbazine (p < 0,0001).

- Le hasard ratio de survie globale n’était pas augmenté sur la durée de |'étude
(12 mois).

- Des effets indésirables de grade 2 ou plus étaient retrouvés chez 53 % des patients
inclut dans le groupe dabrafenib (cutanés et rhumatologiques) contre 44 % des
patients inclut dans le groupe dacarbazine.

Tout comme le vemurafenib, le dabrafenib apporte une amélioration de la survie sans

progression, et ce, au prix de nombreux évenements indésirables notamment cutanés.
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En conséquence, la HAS accordait au dabrafenib en 2014 un SMR important et une ASMR a V
(inexistante). En effet, une étude le comparant directement au vemurafenib est en cours et

permettra de le situer plus précisément dans la prise en charge du patient.

Ces deux inhibiteurs de kinases ont une efficacité modérée comparée aux ITK de la LMC.
D’autres voies de signalisation ont été identifiées et doivent encore I'étre afin de comprendre

plus précisément les mécanismes intracellulaires de prolifération et de développement.

Le mélanome métastatique est un cancer dont le pronostic est difficile s’il n’est pas résécable.
Les inhibiteurs de kinases utilisés dans cette indication sont d’efficacité modérée. En parallele,

d’autres ITK ont été développés et sont utilisés contre d’autres cancers.

E. Autres inhibiteurs de tyrosine-kinases
a) Ruxolitinib
Le ruxolitinib est un inhibiteur sélectif des Janus Kinases 1 et 2 (JAK1/JAK2). Ces kinases sont
impliquées dans la signalisation de différents facteurs de croissance et cytokines responsables
de I'hématopoiese et de la fonction immunitaire. Il est indiqué dans le traitement des
symptomes liés a la myelofibrose primitive (splénomégalie) ainsi que de la polyglobulie de

Vaquez.

L'étude « COMFORT 2 » visait a évaluer le ruxolitinib chez 309 patients atteints de
myelofibrose en le comparant a un placebo. La réussite du traitement était confirmée lors
d’une réduction du volume de la rate d’au moins 35 % a I'IRM apres 24 semaines. L'étude
démontre que :

- L'objectif de traitement était atteint chez 41,9 % des patients dans le groupe recevant
le ruxolitinib contre 0,7 % des patients dans le groupe placebo (p < 0,001).

- Une amélioration de plus de la moitié du score des symptomes (défini par I’étude) était
observée chez 45,9 % des patients traités par ruxolitinib contre 5,3 % des patients
traités par placebo (p < 0,001).

- Treize patients étaient décédés dans le groupe ruxolitinib contre vingt-quatre dans le

groupe placebo (HR 0,5 [0,25 ; 0,98]0,04).
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- Des effets indésirables (anémies et thrombocytopénies) étaient observés plus
fréquemment dans le groupe des patients traités par ruxolitinib.
Le ruxolitinib apporte donc de solides arguments en faveur de son utilisation dans ces

indications*.

En conséquence, la HAS accordait au Jakavi® en 2013 dans I'indication « Myelofibrose primaire

ou secondaire a une maladie de Vaquez » un SMR important et une ASMR modérée (lll).

b) Lapatinib
Le lapatinib est un inhibiteur des domaines intracellulaires des tyrosine-kinases ErbB1 (EGF-R)
et ErbB2 (HER-2). Il inhibe in vitro la croissance des cellules tumorales ErbB dépendantes chez
plusieurs espéces animales. Il est indiqué dans la prise en charge du cancer du sein
surexprimant les récepteurs HER-2 en association a la capécitabine, au trastuzumab ou a un

inhibiteur de I’'aromatase. La surexpression de HER-2 concerne 20 a 30 % des cancers du sein®.

L'étude « EGF100151 » comparait |'association lapatinib + capécitabine a la capécitabine
seule, chez 399 patientes en seconde ligne de traitement d’un cancer du sein surexprimant
HER-2. Les résultats démontraient la supériorité de I'association comparée a la monothérapie
sur la survie sans progression (36,9 semaines contre 19,7 semaines, HR = 0,51 [0,34 ; 0,74]o,05
p < 0,0001)%. Il est a noter que cette étude n’incluait pas d’hommes atteints de cancers du

sein.

Une autre étude, « EGF104900 » publiée en 2010 dans le JCO, comparait le lapatinib seul au
lapatinib associé au trastuzumab. Les patients inclus dans I'étude étaient atteints de cancer
du sein HER-2 positif et avaient déja subi un échec thérapeutique avec le trastuzumab. L’étude
démontrait la supériorité légére de la bithérapie sur la survie sans progression

(HR = 0,73 [0,57 ; 0,93]0,05 p < 0,008)*".

En conséquence, la HAS accorde au Tyverb® en seconde ligne dans le cancer du sein, associé
au Xeloda® (capécitabine) un SMR important et une ASMR de niveau Ill, modérée. Associé a
I'Herceptin® (trastuzumab), le SMR accordé est « modéré » et 'ASMR est de niveau V,

absente.

33



Le lapatinib apporte une alternative thérapeutique au trastuzumab dans la prise en charge du
cancer du sein métastatique surexprimant HER-2. L'arrivée du pertuzumab diminuera

probablement encore I'intérét du Tyverb®.

¢) Vandetanib
Le vandetanib est un inhibiteur de tyrosine kinase agissant sur la partie intracellulaire du
facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGFR-2), ainsi que du facteur de
croissance épidermique EGF-R et du récepteur kinase RET. Il est indiqué dans le traitement
des patients atteints de cancer médullaire de la thyroide (CMT) agressif localement avancé ou

métastatique.

L’étude 58/ZETA de phase Ill comparait le vandetanib 300 mg/j a un placebo chez 331 patients
atteints de cancer médullaire de la thyroide localement avancé ou métastatique. Les résultats
de I'étude suggerent une survie sans progression supérieure dans le groupe vandetanib
comparée au placebo (30,5 mois contre 19,3 mois respectivement, p = 0,0001). Aucune
différence de survie globale n’a pu étre mise en évidence au cours de cette étude. Seuls 56,5 %

des patients de I'étude étaient porteurs de la mutation RET positive.

En conséquence, la HAS accordait au CAPRELSA en 2012 un SMR important et une ASMR de

niveau IV, c’est-a-dire mineure.

Ces ITK ont globalement un intérét en clinique. lls améliorent le pronostic de certaines
pathologies, parfois drastiquement, ils entrainent moins d’effets indésirables que les
chimiothérapies cytotoxiques, et sont plus simples et plus maniables. Les facteurs d’échec aux
traitements sont nombreux et pour certain peuvent étre corrigés. Parmi les outils disponibles
pour prévenir ces échecs et optimiser le traitement, le suivi thérapeutique pharmacologique

a démontré son efficacité.
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F. Le suivi thérapeutique pharmacologique des inhibiteurs de tyrosine-

kinases

Le « Standards of Laboratory Practice Comittee » de l'association internationale de suivi
thérapeutique pharmacologique et de toxicologie clinique (international association of

therapeutic drug monitoring and clinical toxicology) propose une définition du STP :

« Le STP est une spécialité clinique multidisciplinaire visant a I'amélioration du soin des
patients en adaptant individuellement la posologie du médicament pour lequel I'expérience
clinique ou les essais cliniques ont montré qu’il a amélioré I'efficacité dans les populations
générales ou spéciales. Il peut étre basé a priori sur la pharmacogénétique, les informations
démographiques et cliniques et/ou a posteriori sur la mesure des concentrations sanguines
en médicament (suivi pharmacocinétique) ainsi que des biomarqueurs (suivi

pharmacodynamique).

Le STP a priori consiste a déterminer la dose initiale qui doit étre administrée a un patient,
basée sur un objectif clinique et établie sur des relations pharmacocinétique de population /
pharmacodynamique (PKpop/PD). Ces relations permettent d’identifier des sous-populations
de patients nécessitant des posologies différentes en utilisant des données démographiques
et cliniques, des résultats de biochimie clinique, et/ou, si possible, les caractéristiques

pharmacogénétiques.

Le STP a posteriori inclut des phases pré-analytiques, analytiques et post-analytiques, ayant
chacune la méme importance. Il consiste le plus souvent en un dosage spécifique, exact et
précis, au bon moment, de formes actives et/ou toxiques d’un médicament dans les
échantillons biologiques recueillis aux temps appropriés dans des contenants corrects (suivi
PK), ou peut employer la mesure de biomarqueurs comme un marqueur d’efficacité (suivi PD),
par exemple la concentration d’'un composé endogene, I'activité enzymatique, ou encore

I’expression de génes, comme complément au suivi PK, voire comme outil principal du STP.
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Le STP a posteriori exige I'interprétation des résultats en tenant compte des conditions pré-
analytiques, des renseignements cliniques et de I'efficacité de la posologie actuelle. Cela peut
impliquer la modélisation PK/PD. De plus, il peut profiter des approches PKpop/PD
potentiellement combinées avec des techniques d’adaptation individuelle

pharmacocinétique, voir des données pharmacogénétiques. »

Les parametres pharmacocinétiques des ITK leur conférent un avantage comparé aux
chimiothérapies classiques. Une prise par voie orale quotidienne, une marge thérapeutique
plus large, une bonne diffusion dans les fluides de I'organisme sont des arguments apportant
une simplicité d’utilisation et une bonne maniabilité. C’'est vrai d’'une part en comparaison
avec les chimiothérapies injectables classiques, mais d’autre part vis-a-vis des thérapies

« ciblées » injectables, telles que les anticorps monoclonaux.

Les propriétés d’absorption, de distribution, de métabolisation et d’excrétion sont

relativement homogenes a quelques exceptions :

a) Absorption
Les ITK sont administrés par voie orale. La clairance orale est variable : le ruxolitinib est résorbé
a 98 % tandis que le pazopanib ne I'est qu’autour de 14 a 40 %. Ce dernier possede une
absorption tres variable d’un individu a un autre, ceci a I'origine d’une forte variabilité inter-
individuelle et chez un méme individu, d’ou variabilité intra-individuelle. Pour la plupart des
molécules, la prise concomitante a un repas augmente ou diminue |'absorption. Les pics

plasmatiques de concentration sont atteints pour tous les ITK en moins de 6 heures.

b) Distribution
La liaison aux protéines plasmatiques est tres forte pour la plupart des ITK. En effet, comme
nous le détaillons par la suite, ces molécules possedent de nombreuses fonctions amines dans
leur structure, leur conférant un caractére basique. A pH sanguin, celles-ci sont ionisées et
sont en conséquence prises en charge par les protéines de transport, telles que I'albumine
(ALB), ou I'a-glycoprotéine acide (AGP). Les distributions sont variables, mais globalement
suffisantes.
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c) Meétabolisation
Quasi toutes sont biotransformées par les cytochromes hépatiques, notamment le complexe
P450 3A4. Seul I'afatinib ne subit aucune métabolisation. Certains ITK possédent des
métabolites actifs. C'est le cas de I'imatinib, du sunitinib, du regorafenib (2 métabolites), du
sorafenib, du dabrafenib et de I'erlotinib. Pour certains, la demi-vie du métabolite va étre
longue et il ne pourra étre exclu une incidence de leur concentration plasmatique sur
I'efficacité globale du médicament. En conséquence, I'adaptation posologique dans le cadre

du STP devra tenir compte aussi de |’exposition aux métabolites.

F Pic vd Liaison PP T2
Ruxalitinib 95 % 1h ~g0L ~97 % Essentiellement hépatique via 22 % biligire Zh
JAKAWT CYP3A4 et CYP2CS 74 % urinaire
iratinit ~08% 24h 295-590L ~95% EssentiellemenE hepatique via 63 % bilizire 18-22h
G.'_ul;'f-" [Alb, AGP) CYP3A4/5; 1 métabolite actif 13 % wrinairs
h [~16 3% AUC imatinib)
Dasotinih ~80% 05 25000 ~96 % Essentiellement hépatique via 85 % biligire 3-6h
SPRYCEL" 3h CYP3A4 4 % urinaire
Nilotinib ~30% 24h E79-200L ~98% Essentiellement hépatique via Excluzivemnent 17 h
TASIGNA" - CYP3AS bilizire
Bosutinib MND &h 10000L ~05 % Eszentiellement hépatique via Principalemant 34h
BOSLILIF L CYPIAS bilizire (~32 %)
Panatinib ND 4h 11000 =08 % Essentiellement hépatique via 27 % biligire 22h
ICLUSIG” CYP3Ad 5 % urinaire
Vandetanib MND 4-10h 75001 ~04 % Essentiellement hépatique via &0 % bilizire 19j
CAPRELSA" CYP3Ad 30 % wrinaire
MND 6-12h 2230L ~05 % Essentiellement hépatique via &1 % bilizire 40—60h
Sunitinib CYP3A4. 16 % wrinaire
SUTENT 1 métabolite actif (~20 % AUC
sumnitinikz)
. 14 2-4h ~g-13L ~99 % Eszentiellement hépatique via Principalemant 30h
Pazopaonib g
VOTRIENT 39 % CYP3A4 bilizire {~30 %)
-
Axitinib Sa% 4h 1501 >89 % Essentiellement hépatique via &0 % bilizire 25-6h
TNLYTA" CYP3A4 23 % urinaire
“70%  354h Tel ~09,5% H&patique via CYF3A4 et 71 % biligire 20—30h
Regarafenib - LIGT1AS. 19 % wrinaire &0 h pour
ETIVARGA® 2 métabolites actifs (=50% AUC RMSE
regorafenib)
Sorafanib 38 2-6h 213-400L ~995% Hépatique via CYP3A4 et T bil.iair.E 25—43h
.'n.'E.{'I;'v’ﬁ 7 455 UGTE[F«S. 19 % wrinaire
o L] 1 meétabolite actif
Vemurgfenik | ND 4h a0L =93 % Eszentiellement hépatique via Principalement EOh
ZELBORAF - CYPIAS bilizire [=30 %)
Pabrafenib 95% zh 46L ~09,7 % Hépatique wia CYP3A4 et CYP2ZCE. 71 % bilizire 8-10h
4 L= 2 métabolites actifs (=50 % AUC 23 % urinaire
TAFINLAR )
dabrafenib)
Crizotinib 43 % 4-5h 17000 ~91% Eszentiellement hépatique via 63 % biligire 42 h
XALKORI CYP3A4 22 5% wrinaire
Eriatinib - 4h 2321 ~0% % Esz=ntizllement hépatiq}Je via Principalemant 3Eh
T:ﬂ.HC'-'nfﬂ . 59 %% (Alb, AGF) CYP3A4 et CYP1AZ; 2 metabolites  bilizire (=90 %)
- wE actifs {~10 3 AUC erlotinib)
Gefitinib ~ 3-7h 14000 ~80 % Eszentiellement hépatique via Principalemant 42 h
IRESSA” 59 % [Alb, AGF) CYP3A4/5 et CYF2D6 bilizire (=90 %)
Afatinib ND 25h 45000 ~0% % Principalemant 37h
GIOTRIF L1 bilizire (=85 %)
Lopatinib MD 4h 22000 =999 Essentiellement hepatigue via Principalemeant 24h
TYWERE" - [Alb, AGF) CYP2A4/C et CYF2C19, 208 bilizire {=90 %)

Tableau 1: propriétés pharmacocinétiques des principaux ITK.
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d) Elimination
Les demi-vies d’élimination sont trés variables. Cela va de 3 a 6 heures pour le dasatinib, a
plusieurs dizaines de jours pour le vandetanib. Les voies d’excrétions varient en fonction des

molécules, la voie biliaire étant globalement la principale.

Ainsi, les ITK ont une pharmacocinétique relativement homogene, avec tout de méme
guelques différences a souligner. L'application de ces données dans le cadre du STP devra
tenir compte de leurs individualités afin d’étre pertinente. Ces données de cinétique sont
regroupées dans le Tableau 1. La connaissance de ces données sera indispensable afin de

guider au mieux les cliniciens au cours du STP.

a) Imatinib
Le STP définit précédemment a démontré son utilité clinique dans de nombreuses classes
pharmacologiques :  anticonvulsivants de  premiere génération, antibiotiques,
antipsychotiques, immunosuppresseurs, antiviraux. Une des principales limites a son

utilisation en cancérologie était alors I’absence de définition de relation exposition/réponse®.

Or, les ITK, plus récents, ont démontré qu’ils avaient des seuils d’efficacité ainsi que des
concentrations inhibitrices bien définies. Ces concentrations pourraient alors étre utilisées
afin de réaliser un STP et ainsi permettre aux patients de tirer un bénéfice maximal de ces
traitements, pour un risque minimal. L'imatinib, premier ITK, est naturellement le premier
étudié dans le cadre du STP. Actuellement, il existe un niveau de preuve suffisant pour émettre

des recommandations de concentrations plasmatiques cibles.

Une premiere étude de seuil réalisée par Picard et coll. démontrait I'existence d’un seuil
d’efficacité situé autour de 1 000 ng/ml associé a une probabilité plus élevée d’atteindre une
RMM#, Ce seuil a été par la suite confirmé de maniére rétrospective via I’étude IRIS, ainsi que

de maniére prospective au travers de I'étude EUTOS
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Imatinib C_,, (ng'mL)

L’étude IRIS portait sur 351 patients atteints de LMC suivis pendant 5 ans, Larson et coll. y
démontrent qu’a J29, une Cmin > 1 000 ng/ml d’imatinib était un facteur prédictif de CCyR et
de RMM (respectivement p = 0,01 et p = 0,02)°.

Al'issu de I’étude « EUTOS » publiée en 2012 dans « Fundamental & Clinical Pharmacology »,
Bouchet et coll. démontrent chez 1216 patients européens qu’une Cmin d’imatinib supérieure
a 1000 ng/ml et un traitement prolongé (> 4 ans) étaient associés a une probabilité
d’atteindre une réponse cytogénétique majeure plus élevée (Odds Ratios 2,08 [1,09 ; 2,99]0,05
et 1,69 [1; 2,84]o,05 respectivement). Les résultats sont présentés en Figure 5 et dans le
Tableau 2. Il apparait de plus que de nombreux patients ont une dose résiduelle infra-

thérapeutique, ce qui compromet la réussite du traitement.

FaUET Qutcome, n (%)
MRAR Mo MMA Odds
p .. . [ =151) (n=128) ratio JCI] P
N =230 N=1138 N =480 NE&1
2000 7 Treatment duration {years)
<4 85 (49%) 8% (51%) 1.00 0.0214
=4 66 (B4%) 37 (36%) 1.81 [1.09-2.99)
1500 4 ] 1423 Trough plasma ., (ngfmlL)
! — =1000 93 (50%) 93 (S0%) 1.00 0.0481
| iiag = 1000 5 (e4%) 33 (36%) 1,60 [1.00-2.54]
L 944
1000 prmrgn i e i - ||||. |'||-|||||||'| T Cwtcome, /(%6
T [, e —
_ I ChR No CMR Odds
(n=41) i = 236) ratio |CI] P

g0t || ['

Treatrment duration (years)

= years 17 (10%) 157 (90%) 1.00 0.0047
=4 years 24 (23%) 79 (77%) 2.68 [1.35-5.32]
b+ ; M + Trough plasma Cuen (ngfml)
<400 400 [} 00 <1000 21 (11%) 165 (B9%) 1.00 0.0360
= 1000 20 (22%) 1 (78%) 208 [1.05-4.13]

Dose of imatinit: (ng/mL)

Figure 5: concentrations plasmatiques résiduelle en
imatinib, en fonction de la posologie, d'aprés
Bouchet et coll. Fundamental & Clinical
Pharmacoloav 2012.

Tableau 2 : régression logistique de la RMM
(MMR) et RCM (CMR) en fonction de la durée
du traitement et des concentrations
plasmatiques résiduelles, d'aprés Bouchet et
coll. Fundamental & Clinical Pharmacology
2012.

D’autre part, chez 73 patients atteints de GIST, Demetri et coll. reportent que les patients
ayant une Cmin > 1100 ng/ml ont un temps avant progression de la tumeur supérieur
(p=0,0029) et un bénéfice global au traitement amélioré (p =0,0001) comparé a ceux

n’atteignant pas cette concentration résiduelle®l. Cependant, la méthodologie par analyse de
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quartiles n’a pas permis d’affiner cette valeur. De plus, I'’équipe de Bouchet et coll. a montré

que ce seuil pourrait se situer plutot autour de 800 ng/ml.

Le suivi thérapeutique pharmacologique de I'imatinib apparait donc indispensable afin
d’optimiser la prise en charge des patients atteints de LMC et de GIST. Ce traitement
chronique onéreux est plus efficace s’il est convenablement suivi. Le bénéfice médico-
économique du STP dans ces indications est tres probable. Il peut étre alors intéressant

d’étendre ce suivi a tous les ITK.

b) Dasatinib
Le dasatinib est lI'inhibiteur de Bcr-Abl le plus puissant existant actuellement. Il inhibe la
protéine de fusion avec une intensité 300 fois supérieure a I'imatinib et cible de nombreuses
mutations. Cependant, c’est aussi celui qui entraine de plus d’effets indésirables, notamment

des pleurésies.

Lors des études in vitro, la concentration inhibitrice 1Cso cible est de 48,8 ng/ml*2. Une
Cmax> 50 ng/ml pourrait étre un objectif d’efficacité intéressant. De plus, cette concentration

testée chez trois patients atteints de LMC, provoquait I’apoptose des cellules cancéreuses3.

Lors de I'étude dose réponse de Wang et coll., les patients séparés en trois quartiles en
fonction de leur Cmin (< 2,5 ng/ml; 2,5 a 5 ng/ml; > 5 ng/ml) avaient une probabilité de

développer une pleurésie respectivement de 4 %, 14 % et 25 %>,
Une autre étude suggére une corrélation entre Cmin et toxicité : chez 191 patients atteints de
LMC en phase chronique, une Cmin > 1,5 ng/ml a J15 était associée a un risque de pleurésie

(suivi de 24 mois, 14,7 % contre 6,9 % p = 0,021)>>.

Une Cmin < 1,5 ng/ml et Cmax > 50 ng/ml pourraient étre des objectifs thérapeutiques

intéressants. Cela doit étre démontré au cours d’un essai de poids statistique adéquat.
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c) Nilotinib
Le nilotinib a démontré son intérét dans la prise en charge de la LMC Philadelphie positive au
cours des études cliniques présentées précédemment. |l pourrait également étre intéressant
dans le suivi de ce traitement chronique onéreux d’évaluer la réponse pharmacocinétique et

pharmacodynamique afin d’en tirer un bénéfice optimal.

C’est I'objectif visé par I’étude de Richard et coll. chez 455 patients atteints de LMC traités par
nilotinib. Cette analyse suggére qu’une Cmin > 761 ng/ml serait associée de maniéere
significative a I'obtention de la RMM au bout de 12 mois de suivi (ROC de sensibilité a 76,2 %

et spécificité a 77,8 %) chez les patients atteints de LMC>®.

Il n"existe pas encore a ce jour de seuil toxique. Cependant une augmentation des
concentrations en nilotinib est associée a une augmentation de I'intervalle QT corrigé. De plus,
une corrélation positive significative a été observée entre AUC et effets indésirables connus

du nilotinib®’.

Plasma concentration (ng/mL)

con } o .
Imatinib 40C mlz; day
. Cy=1,000 ng/mL
A Efficacy
o GO0 mg/day
s o C, = B00 ng/mlL
~1
Efficacy
1,"1||1:|1.. = {.:
=50 ng/mL
Efficacy
Dasatinib 100 mg/day fcacy
asatini QD
Cy < 2.5 ng/mL

T Safety

Time (h)
Figure 6 : concentrations plasmatiques cibles du dasatinib, de l'imatinib et du nilotinib,
d'apres Miura et coll., Biological and Pharmacological Bulletin 2015
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Il pourrait étre intéressant pour cette molécule de définir des seuils de concentrations
efficaces et toxiques au cours d’autres investigations. Ces études intéressent a la fois le
nilotinib, mais également les autres ITK. Actuellement, le dasatinib, le nilotinib et I'imatinib
ont été évalués sur un nombre de patients importants. Il est possible d’adapter les posologies
au regard des concentrations plasmatiques avec un niveau de preuve suffisant. Les

parametres de STP pour ces médicaments sont présentés en Figure 6.

d) Ponatinib
Le ponatinib détient une AMM dans la LMC depuis 2015. Relativement récent, il n’existe pas
encore de publication permettant d’établir avec certitude des seuils d’efficacité et de toxicité.
Cortes et coll. proposent au décours de I’étude PACE de phase Il une Cmin de 21,9 ng/ml qui

serait associée a une suppression de la protéine Bcr-Abl.

En paralléle, le ponatinib est responsable d’effets indésirables potentiellement graves:
thromboses artérielles, thrombocytopénies, éruptions cutanées. Une corrélation entre
concentration plasmatique, efficacité et toxicité devrait étre réalisable. Cette analyse
permettrait d’optimiser au mieux I'efficacité du ponatinib, tout en réduisant la probabilité

d’induire des effets indésirables chez les patients traités.

Tout comme ses prédécesseurs, et notamment le dasatinib, le ponatinib pourrait révéler son

potentiel grace a un STP approprié.

e) Bosutinib
Le bosutinib est un inhibiteur de Bcr-Abl, arrivé récemment sur le marché en Europe. Il existe

actuellement quelques études de dose / réponse intéressant cette nouvelle molécule.

L’étude de Hsyu et coll. portant sur 749 patients propose des concentrations seuils afin de
prédire la réussite du traitement : comme présenté Figure 7, la probabilité d’atteindre a 1 an
une CCyR, une MMR et une CHR augmente conjointement a la Cmin. De plus, sans proposer de
dose maximale toxique, I'étude suggere un lien fort entre concentration plasmatique et

apparition d’effets indésirables (éruptions cutanées ou diarrhée)>®.
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Cependant, cette étude ne permet pas de définir une Cmin cible d’efficacité, et encore moins
une Cmaxde toxicité. Seule une probabilité de réussite du traitement a 1 an peut étre proposée

au regard de la Cmin.
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Figure 7: probabilités de réponse a 1 an comparé a I'exposition au bosutinib chez
des patients atteints de LMC Ph(+): CCyR (a, b et c), MMR (d, e, f) et CHR (g, h, i),
d'apres Hyus et coll. Cancer Chemotherapy Pharmacology, Aug 2012.

Le bosutinib est donc un bon candidat au STP, il est malheureusement trop t6t aujourd’hui

pour proposer aux cliniciens des concentrations seuils d’efficacité et de toxicité.

f) Gefitinib
Il existe peu d’études ayant exploré la relation entre exposition au gefitinib et réponse

thérapeutique.

Une étude de Zhao et coll. met en évidence chez 30 patients (dont 10 % de patients ne portant
pas la mutation EGFR) qu’une Cmin > 200 ng/ml était associée a une survie globale moyenne
de 14,6 mois (contre 4,7 mois p < 0,009) ainsi qu’une incidence de la survenue d’éruptions

cutanées supérieure (85,7% contre 42,9% p = 0,043)>°.

43



Dans la majorité des cas, la survenue d’éruptions cutanées était associée a une meilleure
réponse au traitement. Il n’existe pas a ce jour de parametre pharmacocinétique discriminant

entre efficacité et éruptions cutanées. La courbe de survie est présentée en Figure 8.
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Figure 8: Courbes de survie globale chez des patients atteints de CBNPC traités
par gefitinib en fonction de leurs concentrations plasmatiques, d’aprés Zhao et
coll. Med. Oncol. 2011.

Cet évenement indésirable (éruptions cutanées) est commun a tous les inhibiteurs de

tyrosine-kinases ciblant ErbB, incluant I'erlotinib.

g) Erlotinib
Tout comme son prédécesseur le gefitinib, peu d’études ont démontré la corrélation dose
effet de I'erlotinib. Les études s’intéressant a cette problématique n’ont globalement pas pu

mettre en évidence de dose effectrice cible.

Une étude de Souliére et coll. démontre que la survenue d’une éruption cutanée de grade 2
ou supérieure était associée a une meilleure efficacité du traitement (chez des patients
atteints de cancer des cellules squameuses de la téte et du cou). La survie globale était plus
longue dans ce groupe de patients (p = 0,045)°. De plus, la Cmin dans les deux groupes n’était

pas statistiquement différente (803 ng/ml contre 1 097 ng/ml, p = 0,49 ; n = 115).

Défaut de puissance ou non, il semblerait que la toxicité cutanée soit un signe de bonne
imprégnation au traitement par les inhibiteurs d’EGF-R. L’étude précédente indique que la
toxicité de grade 2 était retrouvée chez 79 % des patients a dose initiale (150 mg/jour) et
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I’augmentation des doses par paliers afin d’atteindre un tel niveau de toxicité n’apportait pas

d’amélioration des taux de réponse.

Une étude de Tiseo et coll. indique qu’une Cmin > 1 810 ng/ml pouvait étre prédictive de la
survenue d’une toxicité cutané (grade 0-2 contre grade 3) avec une sensibilité de 70% et une
spécificité de 70%. Cette toxicité était associée a une amélioration de la survie sans
progression et de la survie globale comme présenté Figure 9. Paradoxalement, I'étude
démontre que cette concentration n’est pas prédictive d’'une réponse (survie sans

progression : p = 0,127 ; survie globale p = 0,351)%%.
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Figure 9: courbes de Kaplan-Meier de la survie sans progression (A) et de la survie globale (B) en
fonction de la toxicité cutanée (grade 0-2 contre grade 3), d'apreés Tiseo et coll. Lung Cancer 2014.

Dans ce contexte, seule |'étude préclinique proposée par Hidalgo et coll. propose une

Cmin > 500 ng/ml afin d’atteindre une inhibition d’EGF-R suffisante chez ’homme®2.

Aucun parametre pharmacocinétique n’apporte une corrélation de certitude entre dose,
efficacité et effets indésirables pour I'erlotinib. La survenue d’une éruption cutanée de grade
3 est un signe d’efficacité du traitement. La question de la qualité de vie du patient dans ces
conditions, condamné a quelgues mois de survie dans le cas du CBNPC métastatique, est

centrale.

h) Afatinib
L’afatinib, récemment mis a la disposition des patients, a démontré son efficacité dans le
CBNPC notamment EGF-R muté. Il n’existe a ce jour aucune étude ayant défini d’une part une
corrélation entre concentrations plasmatiques maximales / minimales et réponse ou effets
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indésirables du traitement. Cependant, une telle étude aurait un fort intérét, d’autant que
I’afatinib est un traitement chronique qui provoque des effets indésirables pouvant nuire a la
qualité de vie du patient.

L’afatinib, au méme titre que le gefitinib et I'erlotinib est un inhibiteur d’ErbB. Ces trois
médicaments provoquent des toxicités cutanées. Il a été démontré pour le gefitinib et
I'erlotinib que ces événements indésirables étaient dose dépendants et pouvaient étre
corrélés a une efficacité. Il est probable que, par effet classe, I'afatinib puisse se comporter
comme les deux autres molécules anti-ErbB. Dans ce contexte, des concentrations seuils de
toxicité et d’efficacité pourraient étre intéressantes a établir. Ceci permettrait de guider la
prise en charge thérapeutique des patients traités par afatinib, et ainsi d’optimiser au

maximum |’efficience de ce traitement.

i) Crizotinib
Le crizotinib, inhibiteur d’ALK mutée, est un ITK relativement récent. Il n’existe pas encore
d’étude de poids statistique important permettant d’indiquer des seuils thérapeutiques et

toxiques significatifs.

Malgré tout, quelques études suggérent qu’une Cmin autour de 250 ng/ml serait associée a
une inhibition suffisante de la kinase ALK mutée, in vitro®. Aucune étude n’a défini de Cmax

limitante.

Le crizotinib pourrait également faire I'objet d’'une étude plus approfondie. Définir des seuils
d’efficacité et de toxicité serait de méme intéressant pour affiner l'utilisation de cette

molécule.

j) Axitinib
Il existe quelques publications de pharmacocinétique ainsi que quelques études de relation
dose / réponse chez des patients atteints de carcinome rénal métastatique traités par axitinib.
Ces analyses décrivent une corrélation entre premiére dose, AUCss et efficacité / effets

indésirables.

Ainsi, une étude de Rini et coll. publiée en 2013 classait les patients en quartiles selon leurs
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concentrations plasmatiques post premiere dose d’axitinib. Les patients ayant une Cmax
comprise entre 45,2 et 56,4 ng/ml (n = 12) atteignaient la durée de survie sans progression la
plus longue (28,3 mois) pour des effets indésirables acceptables®®. Les patients du quartile
4 ayant la Cmax post premiére dose la plus élevée avaient la plus forte probabilité de
développer un événement indésirable de grade 3 ou supérieur. Si elle indique bien une

corrélation entre dose et activité, cette étude souffre d’un poids statistique insuffisant.

Le marqueur le plus connu de suivi de I'axitinib est la pression artérielle diastolique (PAD). Rini
et coll. démontrent un lien entre PAD supérieure a 90 mmHg et risque relatif de décés diminué
(Hasard ratio = 0,55 [0,39; 0,77]o0s p < 0,001)%°. La pression artérielle est donc un bon
marqueur de l'imprégnation au traitement par axitinib. De plus, une PAD supérieure a

105 mmHg serait associée a la survenue plus fréquente d’évenements indésirables.

Une autre étude que publient Rini, Motzer et coll. propose des résultats surprenants : la PAD
et ’AUC seraient des marqueurs indépendants d’une plus longue survie sans progression et

survie globale®®. Les auteurs n’apportent pas d’explications supplémentaires a ce constat.

De plus, une seconde publication plus récente des mémes auteurs réaffirme cette donnée, et
indique que la pression artérielle et I’AUC n’étaient pas des parametres de suivi suffisants. Les
auteurs indiquent d’une part que la concentration plasmatique est un marqueur de suivi
thérapeutique difficile a gérer dans le cas de l'axitinib, d’autre part que la PAD est un

parametre plus fiable pour réaliser ce suivi®’.

La PAD est donc actuellement toujours le marqueur le plus fiable pour réaliser le suivi des

patients traités par axitinib. La cible est comprise entre 90 et 105 mmHg en diastolique.

k) Sorafenib
Il n’existe pas encore a ce jour d’étude pharmacocinétique ayant défini avec certitude une
concentration seuil d’efficacité ou de toxicité chez les patients atteints de CCRm traités par
sorafenib. Il n’est possible de se baser que sur quelques études corrélant "AUC avec
I'efficacité, ou encore définissant des groupes de concentrations plasmatiques en fonction des

événements indésirables.
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Une étude de Blanchet et coll. démontre que les patients ayant développé une
erythrodysesthésie palmo-plantaire avaient une Cmin significativement supérieure a ceux
n’ayant pas présenté cet événement indésirable (7 700 ng/ml contre 4 400 ng/ml en moyenne

p = 0,0083)%8, Cette étude suggére un lien fort entre dose et toxicité.

Une étude japonaise présentée par Fukudo et coll. définit chez 52 patients japonais atteints
de CCRm et de cancer hépatocellulaire une Cmax provoquant un syndrome main-pied (grade 2)
a partir de 5 780 ng/ml et une hypertension artérielle a partir de 4 780 ng/ml®°. Cependant, il

n’existe pas a ce jour de dose cible Cnin démontrant I'efficacité du sorafenib avec certitude.

Il serait donc intéressant de développer les investigations concernant le sorafenib, afin
d’établir des doses seuils et plafonds avec un poids statistique suffisant et discernant efficacité
et évenements indésirables avec précision. C'est un travail actuellement mené au CHU de

Bordeaux a travers deux études, portées par le service d’hépato-gastro-entérologie.

[) Sunitinib
Une étude présentée par Houk et coll. chez 639 patients atteints de GIST ou de CCRm, traités
par sunitinib, visait a définir la relation entre exposition, efficacité et tolérance. Cette analyse
proposait également la relation entre ces parameétres et les taux de métabolite actif du
sunitinib, le desethylsunitinib. Chez les patients atteints de CCRm, I'étude démontre la relation

entre AUCss et survie globale (p < 0,001)7°.

Plusieurs études démontrent que la Cmin de sunitinib, indiqué dans le CCRm a la dose de
50 mg/jour, doit étre supérieure a 50 ng/ml afin d’atteindre la probabilité de réponse la plus
élevée’7273 De plus, il est proposé une dose Cmaxde 100 ng/ml au-dela de laquelle les effets
indésirables étaient prépondérants et le bénéfice/risque du traitement n’était plus

intéressant.

Par ailleurs, chez les patients atteints de GIST traités par sunitinib a la dose de 37,5 mg par

jour et au regard des données bibliographiques des études de phase | et Il dans cette
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indication, les Néerlandais de I’équipe de Schellens, Beijnen et Huitema proposent une dose

efficace Cmin > 37,5 a 50 ng/ml et une dose limitante Cmax< 75 a 100 ng/ml.

De nombreux auteurs ont étudié la relation dose activité du sunitinib. Celle-ci est aujourd’hui
bien caractérisée. Il serait intéressant d’officialiser ces seuils au cours de recommandations et
de proposer aux cliniciens ces indicateurs afin de les guider pour favoriser la meilleure prise

en charge de leurs patients.

m) Pazopanib
Le pazopanib est connu pour sa grande variabilité inter-individuelle. Plusieurs publications s’y
intéressent. L'étude de Imbs et coll. explique notamment cette disparité par une variabilité de
la clairance orale apparente (CL/F) du pazopanib : chez 25 patients traités par cet ITK pendant
15 jours, la CL/F variait de 40% entre les individus’4. Il apparait intéressant alors de maitriser

cette variabilité grace a un suivi approprié.

Parmi toutes les publications concernant les relations pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques du pazopanib, celle de Suttle et coll. est remarquable. Chez
225 patients atteints de CCRm traités par pazopanib, la Cmin a été mesurée 3 la 4°™¢ semaine.
Concernant les patients dont la Cnmin était supérieure 20 600 pg/ml, la survie sans progression
était de 49,4 semaines, contre seulement 20,3 semaines chez les patients n’ayant pas atteints
ce seuil (p =0,0041). Un gain de 30 semaines est rendu possible par un simple contrdle de la

Cmin @ 4 semaines de traitement.

Une étude de Djoeke de Wit et coll. nous indique que le STP sera probablement difficile a
réaliser au regard de la grande variabilité des concentrations plasmatiques intra-individuelles
du pazopanib chez les patients’>. Cependant, cette étude n’inclut que 13 patients, sur une
durée tres courte (2 fois 2 semaines). L'exploration de cette variabilité doit étre approfondie
afin de comprendre les mécanismes impliqués et de les prévenir pour d’optimiser la prise en

charge thérapeutique des patients.
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n) Lapatinib
La relation concentration effet du lapatinib n’a que peu été explorée a I’heure actuelle. Seules
guelques études sont disponibles afin de I'estimer au mieux. Parmi celles-ci, une étude de
phase | indique que la majorité des répondeurs a cette molécule auraient une concentration
plasmatique résiduelle Cmin située entre 300 et 600 ng/mL (n = 67). Cependant, I'étude est
préliminaire, les populations sont hétérogénes et sa durée était tres limitée dans le temps. Il
serait intéressant de définir au cours d'un essai de poids statistique suffisant des

concentrations efficaces et toxiques.

o) Regorafenib
A ce jour il n’existe pas d’étude étudiant spécifiquement les concentrations plasmatiques de
regorafenib et les réponses et toxicités observées. Les études de pharmacocinétiques publiées
ne font pas état de dose seuils efficaces ou toxiques’®, mais seulement suggérent une linéarité
entre dose administrée et effets indésirables. Deux métabolites du regorafenib sont actifs : le
regorafenib M2 et le regorafenib M5. Le dosage de ces deux composés additionné a celui du

regorafenib sera utile lors des définitions de relation dose/réponse.

p) Vemurafenib
Le vemurafenib, nouveau venu dans la famille des inhibiteurs de protéines kinases, n’a pas
encore bénéficié d’études de définition de seuil pharmacocinétique pharmacodynamique. I

existe toutefois quelques publications exploratoires.

Une étude de phase | indiquait que les patients traités par vemurafenib a la posologie de
960 mg 2 fois par jour atteignaient des Cmax comprises entre 26 000 et 58 000 ng/ml (N = 32)
le tout en ayant une tolérance relativement bonne. Cette Cmax est trés stable, car la demi-vie
du vemurafenib est aux alentours de 50 heures. De plus, une relation entre dose administrée

et effets indésirables avait pu étre démontrée’’.

La définition de doses efficaces et toxiques pourrait permettre également dans le cas du

vemurafenib d’adapter les doses a chaque individu et d’optimiser I'efficacité du traitement.
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g) Dabrafenib
Tout comme le vemurafenib, le dabrafenib est trés récemment arrivé dans |'arsenal
thérapeutique. Les résultats des études cliniques, comme présentés précédemment, sont
encourageants, mais ce n’est pas encore le médicament qui entrainera la guérison certaine

des patients.

Quelques études préliminaires suggerent une relation entre la dose administrée et I'efficacité
clinique. De plus, les études précliniques indiquent une activité des métabolites (desmethyl-
dabrafenib et hydroxy-dabrafenib) qui pourrait étre significative, notamment pour ceux de

demi-vie plus longue’?.

Il conviendra de mettre en évidence la relation entre concentration et efficacité / effets

indésirables puis dans un second temps de définir des seuils.

r) Vandetanib
Au cours des études précliniques, le vandetanib a montré une action inhibitrice sur la kinase
portée par les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Les Clso associées étaient respectivement de
238 ng/ml et de 19 ng/ml. Le vandetanib apportait une inhibition compléte de la prolifération

de cellules issues de carcinome papillaire thyroidien a partir de 2 377 ng/ml”°.

Au cours des études de phase |, la concentration minimale de vandetanib a I’équilibre était
comprise entre 1 000 et 1 497 ng/ml aux posologies usuelles (la demi-vie étant d’environ une

centaine d’heures)®.

Dans ce contexte, définir une dose seuil pour I'efficacité de cette molécule n’est pas possible.
Cependant, tout comme les autres ITK, d’autres études seraient intéressantes afin de

comprendre les mécanismes pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d’efficacité.

s) Ruxolitinib
Le ruxolitinib a lui aussi obtenu une AMM récemment. Les résultats encourageants obtenus
lors des essais cliniques lui conferent un intérét particulier. En conséquence, quelques

publications déja de pharmacocinétique ont été proposées.
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Une publication de Shi et coll. indique qu’une inhibition de la voie JAK/STAT serait atteinte in
vitro a partir d’'une concentration supérieure a 225 nM, c’est-a-dire a partir de 70 ng/ml
environ. L'inhibition totale et durable de JAK/STAT étant délétére pour le patient, considérant
son roéle central dans I'hématopoiése, seule une exposition de quelques heures a des
concentrations inhibitrices de ruxolitinib est souhaitable. Par conséquent, la dose proposée
par I'étude de phase | était de 25 mg 2/J. Elle correspond chez le petit groupe de patients
(n =18) concernés par I'étude a des Cmax aux alentours de 300 ng/ml et une Cmin autour de

30 ng/ml®L. La cible thérapeutique pourrait se trouver entre ces deux bornes.

Cependant, aucune publication de STP n’est a ce jour disponible. L'intérét d’un suivi portant
sur cette molécule sera fort, dans la mesure ol c’est un traitement chronique, prometteur et
trés sensible aux variations d’activité du CYP3A4. En effet, lors de co-administration de
ruxolitinib et de ketoconazole, I’AUC du ruxolitinib augmentait de 91 %, entrainant une
recrudescence des effets indésirables. De méme, la co-administration avec la rifampicine

diminuait 'AUC de 71 %%2, entrainant des conséquences sur son activité anti-tumorale.

Le STP du ruxolitinib pourra donc étre un outil prometteur qui apportera aux cliniciens des
solutions afin de les guider dans leurs choix thérapeutiques. C'est déja le cas pour de

nombreux médicaments, ainsi que pour les premiers inhibiteurs de tyrosine-kinases.

Pour terminer ce chapitre sur le STP, toutes les données présentées précédemment ont été
regroupées dans le Tableau 3. Il indique pour chagque médicament son nom commercial, les
indications, les posologies usuelles, les concentrations minimales et maximales plasmatiques
proposées, ainsi que le temps de Cmax et le T%. Les Cmin €t Cmax proposées sont accompagnées
d’un indice du niveau de preuve des publications retrouvées dans la littérature. Cing niveaux
de preuve ont été définis :
- Niveau I (Preuve scientifique établie) : plusieurs études réalisées, randomisées, de
puissance suffisante, ou méta-analyse d’essais comparatifs randomisés, ou analyse de

décision fondée sur des études bien menées.
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- Niveau II (Présomption scientifique): essais comparatifs randomisés de faible
puissance ou études comparatives non randomisées bien menées, ou études de
cohortes.

- Niveau III (Faible niveau de preuve scientifique) : études comparatives comportant
des biais importants, études rétrospectives, séries de cas, études épidémiologies
descriptives, ou études cas-témoins.

- Niveau IV (Tres faible niveau de preuve) : concentration étudiée sur un modeéle animal
ou pré-clinique, ou faible série de cas.

- Niveau V (Aucune preuve): concentrations issues des études de phase | chez
I’'homme. Les concentrations proposées dans le tableau pour ce niveau de preuve sont
les médianes issues des essais de pharmacocinétiques de phase I.

Cette échelle permet de situer rapidement le niveau de preuve des concentrations
plasmatiques proposées. Ainsi, il sera aisément possible de confronter les concentrations
plasmatiques mesurées chez les patients aux données de la littérature, et guider au mieux les
cliniciens. De plus, ces propositions pourront étre faites tout en gardant un certain recul sur

la validité de ces données. Ce tableau devra étre dynamique.

En conclusion, de nombreuses publications démontrent I'intérét pour les patients traités par
ITK de réaliser un STP. Ceci permet d’identifier au plus t6t les patients a risque d’échec, ou de
toxicité, et de les prévenir. Ce STP devra s’appuyer sur des outils analytiques afin de mesurer
de maniere fiable et précise les concentrations plasmatiques de ces médicaments. Ces outils
analytiques devront étre choisis pertinemment au regard des caractéristiques physico-
chimiques de ces molécules. Ainsi, au cours de la partie suivante, nous expliquerons pourquoi
nous avons choisi I’extraction en phase solide, la chromatographie liquide et la spectrométrie

de masse pour réaliser ces analyses.
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Concentrations cibles a I’équilibre PK

RQ

Médicament | Indications et posologie
Crin Crnax Twmax T2
Afatinib CBNPN EGF-R muté D’aprés Freiwald
GIOTRIF® 40 mg/J ~20ng/ml [V] ~50 ng/ml [V] 2-5h 37h ot coll &3
Axitinib CCRm R PAD =90 mmHg
Inlyta® S5mg 2/) ~10 ng/ml[V] 45,2 a56,4ng/ml[IV] 4h 2,5-6h PAD < 105 mmHg
Bosutinib LMC
> 150 ng/ml [T < 600 ng/ml 6h 34 h
Bosulf® 500 mf) g/ml (V] g/ml [V]
Crizotinib CBNPC a ALK muté
> 250 ng/ml /T 4-6 h 42 h
XALORKI® 500 mg/J el
Dabrafenib Mélanome a BRAF muté
~50 ng/ml ~ 1400 ng/ml 2h 8-10h
Tafinlar® 150 mg 2/J fml V] fml V]
Dasatinib LMC, LLA (Ph+)
Sprycel® 100 mg/J < 1,5 ng/ml [I] >50 ng/ml [TV] 0,5-3h 3-6h
Erlotinib CBNP%ZG;;;JmUtE) > 500 ng/ml [1V]
Tarceva® Cancer du pancréas <1800 ng/ml [III] 4h 36h
100 mg/J
Gefitinib CBNPC (EGF-R muté) Eruption cutanée
Iressa® 250 mg/J > 200 ng/mi 1] 3-7h 36k - imprégnation
LMC (Ph+) >1 000 ng/ml /IT]
GIST > 800 ng/ml [IIT]
SMP/SMD
400 mg/J
Imatinib LAL (Ph+)
2-4h 18-22h
Glivec® 600 mg/J)
SHE
100 mg/J
DFP
800 mg/J
Lapatinib Cancer du sein a HER2 muté > 300 a 600 ng/ml ah 2h
Tyverb® 1250 mg/J [aj
Nilotinib LMC Ph(+)
> 800 | [I11, 2-4h 17 h
Tasigna® 400 mg/J ne/ml /I11]
Pazopanib RCCm
’,’ ® Sarcome des tissus mous > 20 600 ng/ml [II] 2-4h 22 h
Votrient
800 mg/J
Ponatinib LMC Ph(+) actif sur T315I
>22 ng/ml /I 6h 34h
Iclusig® 45 mg/J g/ml[1V]
. Cancer Colorectal
R .
zg_omf e”®'b métastatique, GIST -1000ng/ml/V] 2500 ng/ml/V] 35-4h  20-30h f:tfn”:issm
tivarga 160 mg/J p
Myelofibrose - 30 ng/mi [IV] - 300 ng/ml /IV]
Ruxolitinib 150u20mg 2/J & & 1h 3h
Jakavi® Maladie de Vaquez
10 mg 2/J
Sorafenib CHC, CCRm, Carcinome
thyroidien différencié < 5800 ng/ml /ITT] 2-6h 25-48 h Patients Japonais
Nexavar®
400 mg 2/J
RCCm,
Sunitinib GIST : 2(7) ggn/ rT/]:n[llglj <100 ng/ml /I1T] 6-12h  40-60h
Sutent® 50 mg/J (4 Sem) 2 NE 8
Fenétre (2 Sem)
. Cancer Médullaire de la N
Vgndel;an(l@b Thyroide a RET muté }I?/(])o 41497 ng/m| 4-10h 19 jours
aprelsa 300 mg/J
Vemurafenib Mélanome BRAF muté 26 000 a 58 000
960 mg/J 4h 50 h
Zelboraf® g ng/ml [II1]

Tableau 3: Indications, posologies, concentrations cible en fonction du niveau de preuve ([, [11], [111], [TV],
[V]), pic d’absorption et demi-vies des ITK.

54



lll. Caractéristiques physico-chimiques des inhibiteurs de tyrosine-

kinases
Molécule Masse Molaire LogP  pKa (domaine de pH iso- Chlore Brome Fonction Fluor
{g/mol) Feau) éléctrigue Sulfoxyde
Afatinib 485,9 1,56 4,43 ; 8,81; 12,49 10,5 1 0 0 2
Axitinib 386,47 4,15 1,159; 4,59 ;13,07 9,5 0 0 1 0
Bosutinib 530,53 2,56 2,64 ;4,18 ;8,43 12,5 2 0 0 0
Crizotinib 450,3 3,57 1,38; 5,83 ;10,2 13 2 0 0 1
Dabrafenib 519,56 4,8 2,91;7,16 5 0 0 1 3
Dasatinib 438 3,6 1;559,;7,22; 7,75 1 0 1 0
8,52:11,87
Erlotinib 353,44 3,3 4,59 =7 0 0 0 0
Gefitinib 446,9 3,75 4,57 ; 6,85 9 1 0 1
Imatinib 493,6 & 2,11;2,7;4,28; 10,5 0 0
6,27
Lapatinib 381 4,64 3,8;7,.2 »9,5 1 0 0 0
Nilotinib 529,52 4,5 2,29;4,26;6,3; 9,5 0 0 0 3
12,86
Ponatinib 532,56 4,1 1,69;2,9;8,03; 10,5 0 0 0 3
13,51
Regorafenib 482,8 4,2 2;10,52;13,5 4<<8,5 1 0 0 4
Regorafenib M2 498,1 3,28 9,35; 10,57 10,5 1 0 o} 4
Regorafenib M3 484,1 3,05 9,12 ;10,53 10,2 1 0 0 4
Ruxolitinib 30,4 2,1 1,25;2,23,7,7 7.5 0 0 0 0
Sorafenib 464,58 4,8 2;11,5 3<<10.5 1 0 0 3
E-Sunitinib 398,47 2,5 9,04 ;11,46 9.9 0 0 0 1
Vandetanib 475,35 4,54 4,46 ;9,13 12 0 1 0 1

Tableau 4: propriétés physicochimiques des ITK.

A. Caractéristiques physico-chimiques des ITK
Propriétés générales

Les ITK constituent une famille de petites molécules relativement hétérogenes du fait de leurs
caractéristiques physico-chimiques. Leurs masses molaires sont comprises entre 306,1 g/mol
et 581 g/mol. Leurs coefficients de partage (LogP) varient entre 1,56 et 4,8. Leurs structures
chimiques sont hydrocarbonées. Certaines possedent des groupements fluorés, sulfoxydes,
bromes et chlores comme décrit au Tableau 4.

Ces propriétés nous permettent de choisir des outils d’analyse adaptés afin de développer une
technique a la fois d’identification univoque et de quantification précise de ces molécules. Les
LogP sont exploités pour optimiser la séparation des molécules par chromatographie en phase
inverse. Les pKa et les points isoélectriques nous permettent de choisir le mode d’extraction.

La connaissance des masses molaires et de la composition chimique des molécules nous
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permet de travailler sur une méthode de détection par spectrométrie de masse. De plus, il est
intéressant avec ce type de détecteur de connaitre la composition de ces molécules en atomes
possédant des isotopes stables en quantité significative dans la nature (Chlore, Brome). Le

choix des outils d’analyse est discuté par la suite.

Classification chimique

Les ITK peuvent étre regroupés en 3 familles chimiques : les dérivés du 2 phényl-
aminopyrimidine, les dérivés carboxamides, les dérivés du phényl-quinazolinamine. Il existe
un 4¢€ groupe des « non classables ». Les nomenclatures IUPAC complétes sont présentées en
annexe 4. Les formules développées des molécules classées selon leurs familles chimiques

sont présentées en Figure 10, Figure 11, Figure 12 et Figure 13.

a) Les dérivés 2 phényl-aminopyrimidine et benzamides
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b) Dérivés quinazolamines
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Figure 11: dérivés quinazolamines
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c) Dérivés carboxamides
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Figure 12: dérivés du carboxamide
d) Autres dérivés
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Figure 13: autres dérivés
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Certaines de nos molécules ont des isomeéres, c’est-a-dire qu’elles possedent une formule

brute identique, mais une formule développée différente. C'est le cas de l'axitinib et du

sunitinib.

a) Axitinib

_CHs L’axitinib possede deux isomeres : cis et trans diastéréoisomeres.

L'isomére pharmacologiquement actif est le trans, présenté en

Figure 14: E-
axitinib.

b) Sunitinib

Figure 15: E-sunitinib

Figure 14.

la lumiere.

L'isomérisation est photo dépendante®. Nous

protégerons donc tous nos échantillons, gammes et contréles de

Le  sunitinib  possede  lui  aussi  deux
diastéréoisomeres, cis et trans. L'isomérisation,
photo dépendante®®, ne peut étre que
partiellement prévenue par utilisation de flacons
bruns protégeant de la lumiere. L'isomeére trans est

présenté en Figure 15.
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Les ITK sont une famille de molécules anticancéreuses ciblant des protéines a activité kinase.
Il arrive parfois que deux ITK aient la méme cible pharmacologique, impliquant possiblement

des pharmacophores se fixant sur des motifs protéiques similaires.

Une des stratégies de la recherche et développement pharmaceutique pour concevoir de
nouvelles molécules est d’ajouter sur une molécule déja commercialisée une fonction
chimique plus ou moins volumineuse, afin d’optimiser I'affinité de la molécule pour sa cible,
ou de modifier ses propriétés pharmacocinétiques. Cela conduit au développement de

« me too ».

Regorafenib Sorafenib

Figure 16: structures chimiques du sorafenib et du regorafenib.

C’est le cas du sorafenib et du regorafenib. Ces deux ITK, présentés en Figure 16 sont
chimiquement tres proches : le regorafenib est aussi appelé « fluoro-sorafenib ». De plus, les
métabolites du regorafenib sont pharmacologiquement actifs et donc intéressants a doser. lls

présentent des structures chimiques tres proches de celui-ci comme présentées en Figure 17.
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N-Oxyde Regorafenib : Regorafenib M2 N-Demethyl-N-Oxyde Regorafenib : Regorafenib M5

Figure 17: métabolites actifs du regorafenib.

Nous sommes donc en présence de 4 molécules trés proches que nous regrouperons sous le
nom de « sorafenib-like » : N-oxyde-fluoro-sorafenib, N-demethyl-N-oxyde-fluoro-sorafenib,
le fluoro-sorafenib et le sorafenib. L’'identification de ces composés chimiquement proches
doit donc comporter une étape séparative efficace. Le choix de la chromatographie, des
phases, de la colonne, de l'injection et de la détection est donc crucial afin d’identifier de

maniére univoque et de quantifier de maniére précise ces composés en mélange.

B. Dosage plasmatique des inhibiteurs de tyrosine-kinases : état des

lieux
Nous nous focaliserons sur 17 molécules ayant des concentrations plasmatiques compatibles
avec une analyse multi-résiduelle ne dépassant pas les 5 mg/L, afin de ne pas saturer les

phases d’extraction et éviter les trop grandes disparités de concentrations plasmatiques.

Plusieurs méthodes de dosage ont été publiées, utilisant la chromatographie liquide couplée
a des détecteurs a barrette de diodes d’une part (afatinib®’) ou plus fréquemment par HPLC
couplée 3 la spectrométrie de masse (axitinib3, crizotinib®, dabrafenib®, dasatinib®?,
erlotinib®?, gefitinib®3, imatinib®, lapatinib®, nilotinib®®, regorafenib®’, ruxolitinib®®,
sorafenib®, sunitinib'®, vandetanib®?). Deux molécules n’ont pas de méthode de dosage

publiée (bosutinib, ponatinib).

L’objectif est de mettre en place une seule méthode de dosage pour tous les identifier. Il existe
dans la littérature des méthodes de dosage multi-résiduelles 102103104105 Cependant, il

n’existe pas de méthode incluant tous ces ITK en méme temps.
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C. Contraintes

Le suivi thérapeutique des ITK est réalisé par quantification des médicaments dans le plasma
du patient. Le plasma est une matrice complexe composée d’ions, de protéines, d’acides
aminés, de lipides, de glucides et de nombreuses molécules endogénes ou exogenes.
L'ensemble forme un mélange riche dans lequel la quantification et I'analyse des ITK sont
perturbées par les effets de matrice liés aux composants plasmatiques®® %7, La mise au point
de la technique de dosage doit tenir compte de ces effets, les évaluer et réduire leur impact

au maximum.

L'organisation de l'activité de dosage pharmacologique du laboratoire en fonction des
demandes des prescripteurs, du matériel et personnel disponible, la recherche de simplicité
et de lisibilité fait que I'on regroupe les dosages par classes pharmacologiques. Le dosage
plasmatique des ITK doit étre inséré dans la routine hebdomadaire, avec une gamme et une

série de contrOles pour toutes les molécules.

Le rendu des résultats se fait aprés validation technique puis biologique, acte médical, selon
la norme NF ISO 15189 et les recommandations du COmité FRancais d’ACcrédiation (COFRAC)

ainsi que selon le Guide de Bonne Exécution des Analyses (GBEA).

Le laboratoire dispose d’un parc instrumental riche afin de répondre au mieux aux demandes
des services cliniques. Les appareils d’analyse a disposition sont des chromatographies
liguides et gazeuses, des détecteurs UV-Visible ou a barrette de diode, ainsi que des

spectrometres de masse type triple quadripolaire.

Au regard de la littérature ainsi que des contraintes technico-biologiques évoquées
précédemment, le choix de la technique d’analyse s’est orienté plutét vers de la
Chromatographie Liquide Ultra Haute Pression (Ultra High Pressure Liquid

Chromatograpy UHPLC) couplée a la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). L'UHPLC
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nous permettra de séparer nos mélanges multi-résidus de maniére adéquate, rapide et

efficace. La MS/MS permettra d’étre a la fois sensible et spécifique.

Enfin, considérant la grande différence de pKa et de points isoélectriques, une extraction
liquide/liquide semble difficile a mettre en place. De plus, au regard de la bibliographie et afin
de réduire au maximum les effets de matrice dus au plasma et pouvant perturber le dosage,

le choix d’une extraction en phase solide (solid phase extraction = SPE) est privilégié.

D. Concentrations Cibles
Les ITK font partie des molécules anticancéreuses administrées par voie orale. Les posologies
sont standardisées contrairement aux chimiothérapies cytotoxiques classiques qui, elles, sont

adaptées a la surface corporelle du patient.

Les concentrations plasmatiques des ITK varient, comme tout médicament, en fonction des
individus (variation inter-individuelle) et du temps (variation intra-individuelle). La recherche
bibliographique des parameétres pharmacocinétiques des molécules, notamment des
concentrations plasmatiques au pic d’administration (juste apreés la prise) et en résiduel (juste

avant la prise suivante) nous permet de les classer en 3 groupes de concentrations:

Groupe A de 25 a 5000 ng/ml : erlotinib'®, dabrafenib®, imatinib!*?, lapatinib!!?, nilotinib'?,

regorafenib, regorafenib M2, regorafenib M5!%2 et sorafenib!?4.

Groupe B de 4 3 800 ng/ml : afatinib''®, bosutinib'®, crizotinib!'?, gefitinib'8, ruxolitinib®.

Groupe C de 1 3200 ng/ml : axitinib?®, ponatinib!?!, sunitinib'??, vandetanib®?3,
Le dasatinib®* du fait de concentrations plasmatiques pouvant descendre en dessous

du ng/ml, sera classé dans le groupe C' : de 0,1 a 200 ng/ml.

Les amplitudes des gammes sont larges et de nombreuses molécules et étalons internes
seront a doser au cours de ce projet. Le développement de la méthode devra se focaliser sur

une séparation optimale des molécules afin de ne pas générer d’effet matrice ni d’interférence
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entre les molécules. De plus, nous optimiserons I'appareillage de détection afin de pouvoir

couvrir I’'ensemble des concentrations tout en gardant un signal stable.

E. Etalonsinternes
Lors d’un dosage analytique par chromatographie UPLC couplée a la spectrométrie de masse,
il existe une incertitude de mesure systématique. Parmi les facteurs pouvant induire cette
incertitude, certains peuvent étre corrigés par la technique de I'étalon interne. C'est le cas de
la variabilité issue de I’extraction, des effets de matrice, ou encore des variations de volume

injecté.

Le principe consiste a ajouter dans chaque échantillon, controle et standard une quantité
connue et constante d’'une molécule aux propriétés physico-chimiques similaires a celles
étudiées. En spectrométrie de masse, un isotope de la molécule d’intérét contenant des
atomes de deutérium (?H), de carbone 13 (*3C) ou d’azote 15 (**N) est idéal. Celui-ci est absent
des échantillons, se distingue facilement de la molécule initiale en MS et possede des
propriétés physico-chimiques similaires. La quantification de I'analyte par le rapport du signal

de I'analyte sur celui de I’étalon interne permet de s’affranchir des variations de la méthode.

IV. Matériel et Méthode

A. Matériel et réactifs

Le systeme d’analyse que nous utiliserons est un systéme UHPLC couplée a un spectrométre
de masse en tandem commercialisé par la société Waters®. Nous travaillons sur un
systeme UPLC® Acquity/TQD, comportant une source « ElectroSpray lonisation ». Les
colonnes UPLC testées sont fabriquées par la société Waters® : BEH C8, BEH C18, phényl-
hexyl CSH et de type CORTECS C18+. Les plaques pour la SPE ont été fournies par Waters® :

plagues Oasis® MCX 30 um pour micro-élution.

Les réactifs consommables : acétonitrile, méthanol, eau, acide trifluoroacétique, acide

acétique, ammoniaque, acide orthophosphorique de qualité HPLC sont fournis par VWR
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Prolabo®. Les produits dérivés du sang : plasma frais congelé (PFC) et sang total prélevés sur
des patients sains volontaires sans traitement médicamenteux sont fournis par
I’Etablissement Francais du Sang (EFS) de Bordeaux.

Le matériel de pipetage est fourni par la société BioHit® et qualifié tous les trois mois par le
service de métrologie du CHU de Bordeaux. La verrerie est achetée auprés du
distributeur VWR®. La verrerie et les consommables sont approvisionnés par WVR ® et sont

de qualité laboratoire.

L’afatinib, I’afatinib-13Cs, le bosutinib, le bosutinib-2Hg, le crizotinib, le crizotinib-2Hs-13C,, le
dabrafenib, le dabrafenib-?Hs, le gefitinib, le gefitinib-?Hg, I'imatinib, I'imatinib-2Hs, le
ponatinib, le ponatinib-’Hs, le regorafenib et ses métabolites M2 et M5, le
regorafenib-3C;-2Hs, le ruxolitinib, le ruxolitinib-Hg 9, le sorafenib, le sorafenib-3C1-?Hs ont
tous été fournis par Alsachim®. L’axitinib, I'axitinib-13C1-2Hs, le lapatinib et le vandetanib ont
été achetés aupres du laboratoire Sequoia Research Products®. Le sunitinib, le sunitinib-2Hao,
I'erlotinib, I’erlotinib-13Cs, le nilotinib, le nilotinib-13C1-2Hs sont fabriqués par Selleckchem®. Le
dasatinib et son étalon interne dasatinib-13Cs ont été fournis par Toronto Research

Chemicals®.

a) Solutions meres
Deux solutions meéres sont réalisées pour chacune des molécules a doser et une pour les
étalons internes a la concentration de 1mg/ml. Une solution mére « SM Gamme » (SMg), une
solution mere « SM Contréle » (SMqc) pour les molécules a doser et une solution mere « SM
étalon interne » (SMg), selon l'instruction du laboratoire IN-LAB 030 du manuel qualité du
laboratoire. La dilution est réalisée dans un mélange ternaire : 1/3 acétonitrile, 1/3 méthanol
et 1/3 DMSO. Les poudres sont diluées dans un solvant ternaire afin de favoriser au mieux

leurs dissolutions, toutes n’ayant pas les mémes propriétés physico-chimiques.
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A l'aide d’une balance de précision, dans un flacon brun taré, une quantité adéquate de
poudre est pesée (P en mg). La quantité de solvant a ajouter est calculée au cas par cas selon

la formule :

Masse molaire Base
Masse molaire Base + Sel

¢ (mg/ml)

[P(mg) X % puretée poudre X X densité du solvant]

Psolv (g) =

La densité du solvant a 25°C est :

1 1 1
p(solvant) = 3 p(ACN) + §p(Me0H) + §p(DMSO) =0,8913 g/cm3

Chaque flacon est étiqueté selon I'IN-LAB 030 : Nom — Gamme/Contréle — Date de fabrication
— Date de Péremption — Concentration. Les solutions meres sont réalisées dans des flacons

bruns et stockées a -20°C.

b) Solutions filles pour la gamme et les controles
L’objectif du travail est de quantifier et qualifier ces médicaments anticancéreux dans le sang
des malades. Pour cela, nous devons adapter notre méthode de dosage aux concentrations
sanguines et plasmatiques attendues chez nos patients. Les points de gamme et de contréle

adaptés sont réalisés selon le mode opératoire MO-MEL 02 du manuel qualité du laboratoire.

Une revue de la littérature nous permet de choisir des gammes de concentrations adaptées
pour chaque molécule. Ainsi nous classons les ITK en trois groupes, selon leurs concentrations

plasmatiques :

Groupe A de 25 a 5000 ng/ml : erlotinib, dabrafenib, imatinib, lapatinib, nilotinib, regorafenib,
regorafenib M2, regorafenib M5 et sorafenib.

Groupe B de 4 a 800 ng/ml : afatinib, bosutinib, crizotinib, gefitinib, ruxolitinib.

Groupe Cde 1 a 200 ng/ml : axitinib, dasatinib, ponatinib, sunitinib, vandetanib.

Deux points de gamme sont ajoutés pour le dasatinib afin de quantifier des concentrations

pouvant aller jusqu’a 0,1 ng/ml.
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Les concentrations des Solutions Filles Gamme (SFg) correspondant aux points de gamme sont

disponibles au Tableau 5. Les poudres sont diluées dans du plasma sanguin sans médicament.

SF GO SF G1 SF G2 SFG3 G&SFG4 SFG5 SFGE SFG7Y SFG8  SFGY SFGI0

Concentration ] 25 62,5 250 625 1250 2500 3750 5000
groupe A (ng/mi)

Concentration 0 4 10 40 100 200 400 600 800
groupe B (ng/ml)

Concentration 0 0,1 0,25 1 2,5 10 25 50 100 150 200
groupe C (ng/ml) (dasatinib) (dasatinib)

Tableau 5: concentrations des points de gamme.

Les points de controles, réalisés a partir de solutions meéres différentes de celles des gammes,
correspondent a 3 fois la LOQ pour le point de contrdle bas (= QCa), 30% du dernier standard
de la gamme (SFg10) pour le point de contréle moyen (= QCs) et 80% du SFg10 pour le point de
contréle haut (= QCc). Un point de controle correspondant a la limite de quantification basse
(low limit of quantification =LLOQ) est ajouté pour les molécules des groupes A
(LLOQ = 25 ng/ml), B (LLOQ =4 ng/ml) et C (LLOQ =1 ng/ml). Pour le dasatinib, un point de

contréle LLOQuasa est ajouté a 0,1 ng/ml. Les concentrations des contréles sont disponibles au

Tableau 6.
LI OQdsss LoqQ QCA QCE QCC

Concentration 25 75 1000 4000
groupe A (ng/mi)

Concentration 4 12 162,5 650
groupe B {ng/mi)

Concentration 0,1 1 3 40 160
groupe C (ng/mi) | (dasatinib)

Tableau 6: concentrations des points de contréle.

c) Solution fille étalon interne
Selon le mode opératoire MO-MEL 02 du manuel qualité du laboratoire, la quantification des
analytes doit se faire en présence d’un étalon interne de préférence isotopique. Celui-ci

permet de corriger les variations induites par la méthode.

Une solution fille étalon interne est réalisée (SFg) par addition de quantités d’étalons internes
dilués dans un mélange méthanol/acétonitrile 50/50. La SFg est stockée dans un flacon brun,

a I’abri de la lumiere a -20°C.
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Les concentrations cibles de la SFg sont : 30 pg/ml pour le sorafenib-3C;-2Hs, I'erlotinib-13Cs
et le regorafenib-13C;-?He, 20 pg/ml pour limatinib-2Hs, le nilotinib-13C;-H; et le
ponatinib-Hs, 15 pg/ml pour le bosutinib-?Hs, 12 pg/ml pour le dasatinib-'3Cs et le
ruxolitinib-Hs, 6 ug/ml pour le sunitinib-2Hio, 3 pg/ml pour [Iafatinib-13Cs, le
crizotinib-13C2-?Hs et 2 pg/ml pour le dabrafenib-2Hs, le gefitinib-?Hsg et I'axitinib-13C1-2Hs. Un
volume fixe de 10 pL de cette SFg est ajouté a chacun des échantillons, des points de gamme
et de contrdles. Les quantités d’étalons internes sont optimisées afin que leur signal dans la
solution finale soit équivalent au signal du point de gamme SFgs considéré comme

intermédiaire. La quantification des analytes en solution sera corrigée selon le rapport :

Aire analyte

Réponse = ——— -
p Aire étalon interne

Toutes les molécules a doser n’ont pas d’étalon interne isotopique : le lapatinib, le vandetanib,
le regorafenib M2 et M5. Nous utiliserons pour ces molécules un étalon interne présent dans

notre SFg, adapté au mieux au cas par cas.

B. Développement de la méthode de dosage

a) Optimisation des parametres de la source
Au cours du processus chromatographique, les molécules sont séparées et arrivent au
spectrometre de masse en solution dans les solvants constituant la phase mobile. Afin de
pouvoir les détecter, celles-ci doivent étre désolvatées et ionisées en phase gazeuse. C'est le
role de la source du spectrometre de masse. Le TQD Acquity de la société Waters® est équipé

d’une source d’ionisation par electrospray (electrospray source ionisation ESI).

L'objectif de I'optimisation des paramétres de la source permet d’obtenir un signal élevé et
stable pour chacune de nos molécules. Une forte intensité du signal rapporté au bruit de fond
nous permet d’obtenir des limites de quantification adéquates et d’éviter la suppression des

signaux. La stabilité du signal nous permet d’obtenir une bonne robustesse de la méthode.
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Les parametres de la source ayant un impact sur le signal sont : le diametre de capillaire, la
tension de capillaire, la distance avec la contre-électrode, la température du gaz, le champ
électrique, et la saturation de I'air ambiant en solvant!?>. Seuls la température du gaz de
désolvatation, le débit du gaz et la tension du capillaire sont modifiables.

Le TQD Acquity® de la société Waters utilise un gaz d’azote N, chauffé pour la désolvatation.
Le débit et la température sont paramétrables. En regle générale, plus le débit et la
température sont élevés, meilleure est la qualité de la désolvatation?6. Un plus grand nombre

de molécules atteint les quadripdles et le signal de détection est plus élevé.

Le TQD Acquity® permet aussi de paramétrer la tension du capillaire. La tension optimale
permettant la formation de I'electrospray dépend de la composition du solvant de la phase

mobile :

Ou rc est le diametre du capillaire, €0 la permittivité, y la tension de surface et 8 I'angle du céne
de Taylor. Pour I'eau pure, la tension a appliquer est d’environ 4 kV (pour une tension de
surface a 0,073 Newton/meétre). Pour I'acétonitrile, elle est de 2,5 kV (tension de surface
a 0,03 N/m)!?’, La tension idéale pourrait donc se situer entre 2,5 et 4 kV, correspondant a un
mélange acétonitrile/eau. Cependant, la présence d’acide et de base dans la phase mobile

peut modifier cette tension idéale.

L’objectif va étre d’évaluer la précision et I'intensité du signal dans différentes conditions de

tension de capillaire, de débit et de température de gaz.

Dans un premier temps, nous testons différentes conditions de température de la source
(120°C et 150°C), de température de désolvatation (390°C et 420°C) et du débit de gaz de
désolvatation (700 L/H et 1000 L/H). La tension de capillaire sera fixée a 1,5 kV correspondant
a la tension appliquée dans la publication de Bouchet et coll. Les objectifs sont d’obtenir le
signal le plus intense et le plus stable pour chaque molécule et de confirmer I'augmentation

du signal lorsque les parametres cités précédemment sont augmentés avec comme
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problématique de ne pas dénaturer les molécules a de trop fortes températures. Nous ne
tiendrons ici pas compte des étalons internes. Nous injectons 2 solutions pures de contréles
gualité haut et bas correspondant aux QCc et QCa trois fois chacune. Nous analysons I'intensité

du signal brut : moyenne et écart type.

Dans un second temps, nous testons différentes tensions de capillaires (0,5 kV ; 1 kV; 2 kV;
3kV; 3,5 kV). L'objectif est de trouver la tension de capillaire donnant le signal le plus stable.
Pour cela, nous injectons des solutions pures de controles haut et bas (QCc et QCa), 5 injections

par point. Nous analysons la précision des mesures.

b) Optimisation du mode multiple réaction monitoring
Le spectrométre Triple Quadripdle Detector (TQD) est utilisé en mode « Multiple Reaction
Monitoring » (MRM). A la sortie de la colonne chromatographique, les molécules sont ionisées
par la source electrospray du spectrométre de masse et amenées vers le premier quadripdle
selon une tension de cone paramétrable : la tension de cone, ou « Cone Voltage » (CV). Union
parent est sélectionné par le premier quadripdle Q1 selon son rapport masse/charge (m/z).
Celui-ci rentre dans une zone appelée cellule de collision. Les ions sont accélérés avec une
énergie paramétrable : 'Energie de Collision ou « Collision Energy » (EC) afin qu’ils percutent
I'argon présent dans la cellule (Q2) et soient fragmentés. Les ions fils issus de cette
fragmentation sont triés par le quadripble Q3 et détectés par une dynode de conversion

couplée a un photomultiplicateur.

Cette seconde partie du paramétrage du spectromeétre de masse va consister a optimiser les
tensions de cone et énergies de collision pour chacune des molécules. Il faut aussi choisir, pour
un ion parent donné, un ion fils pour la quantification ainsi qu’un ion fils de confirmation. Afin
de ne pas saturer le spectrométre de masse, l'ion fils de confirmation est recherché

uniguement pour les molécules a quantifier et non pour les étalons internes.
Nous recherchons dans un premier temps un ion parent pour des tensions de cone comprises

entre 5 et 100 V. Ce parent peut étre de forme [M,H]*, [M,Na]*, ou encore [M,NH4]* au regard

de nos phases mobiles et solutions d’injection.
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Dans un second temps, nous recherchons des ions fils générés par la collision entre les ions
parents et I'argon de la cellule de collision. Nous testons des énergies de collision comprises
entre 5 et 100 eV. Nous choisissons, parmi les formes possibles des ions parents, ainsi que
parmi les ions fils générés, des transitions sélectives et présentant la plus forte intensité. L'ion
fils le plus intense sera utilisé pour la quantification. Le second ion fils le plus intense sera

utilisé comme ion de confirmation.

Une solution de 1 000 ng/ml est réalisée pour chaque molécule et chaque étalon interne,
diluée dans un mélange 49/25/15/5/1 eau/acétonitrile/méthanol/ammoniaque/acide
formique. Ce mélange correspond a la phase de reprise lors de la SPE, et donc phase

d’injection de nos molécules proposée par Bouchet et coll.

Nous effectuons 3 injections. Lors de la premiére, nous réalisons une recherche de tous les
ions parents générés par la source pour chacune des tensions de cone. Nous choisissons la
tension de cone permettant de produire I'ion parent le plus intense. Dans un second temps,
nous recherchons les ions fils issus de la fragmentation de I'ion parent choisi précédemment,
pour plusieurs énergies de collision. Enfin, afin de tester la sélectivité, nous injectons la
molécule seule afin de nous assurer qu’elle ne soit pas détectée a la place d’'une autre

molécule.

Chaque molécule a quantifier est donc définie par un ion parent, deux transitions (une seule
pour les étalons internes), une tension de cone et une énergie de collision, tous optimisés. Ces
parameétres de spectrométrie de masse nous assurent une détection idéale sensible et

spécifique pour nos molécules.

c) Optimisation des temps de lecture des transitions « Dwell »
Le « Dwell Time » est le temps de balayage des quadripoles pour chaque ion fils généré par le
MS. Le signal représente le nombre d’ions fils détectés sur la durée du balayage pour chaque
ion fils. Ce temps de balayage est paramétrable, et doit étre ajusté afin d’obtenir un signal
stable et fiable. Il doit permettre d’obtenir environ 15 a 20 points par pic chromatographique.
Ce nombre de points de mesure par pic permet a I'algorithme d’intégration de reconstituer

une trace fidele du pic chromatographique.

71



Le spectrometre de masse est un outil de détection a la fois sensible et spécifique. Il permet
de quantifier des molécules de trés faible concentration ainsi que leur caractérisation
univoque lors de leurs fragmentations spécifiques. Cependant, un phénomeéne de saturation
apparait lorsque plusieurs molécules sont quantifiées simultanément. Malgré sa grande
puissance, le spectrometre de masse ne peut détecter toutes les transitions des 34 molécules
en méme temps. Une séparation doit donc étre réalisée en amont. L’outil de séparation choisi
est la chromatographie liquide haute performante, adaptée entre autres a de petites

molécules basiques.

a) Choix de I'approche
La plupart des ITK sont des bases faibles de petite masse molaire (<700 g/mol). Leur polarité
nous oriente vers la chromatographie en phase inverse. La colonne a choisir doit étre donc
constituée d’une phase stationnaire apolaire. La phase mobile doit étre constituée de solvants

polaires.

Lors de la réflexion initiale, la question d’une approche de type « Quality by Design (QdB) »
s’est posée. En effet, les publications scientifiques fournies par les fabricants peuvent paraitre
convaincantes'?®. Nous avons réalisé une revue des logiciels de développement disponibles
sur le marché, parmi lesquels DryLab® ou encore Fusion®. Nous possédions déja une licence
du logiciel Osiris®, celui-ci a fait ses preuves en HPLC, mais ne semble pas vraiment adapté a

I"UPLC.

Cependant, cette approche n’a pas été retenue. Les délais étaient courts pour mettre en place
le logiciel et le bénéfice de I'investissement incertain. Les fabricants n’ont pu/voulu nous
présenter une version d’essai que nous aurions évaluée. Nous avons donc développé la

méthode chromatographique manuellement.
b) Choix de la colonne
La recherche d’une colonne idéale est une étape critique dans le processus de développement

de la méthode. L'objectif est de sélectionner la colonne qui permettra la meilleure séparation
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pour un temps d’analyse minimum. Nous évaluerons donc les colonnes sur leur capacité a

séparer les molécules, en calculant les résolutions Rs, ainsi que la durée totale de I'analyse.

Le choix de la colonne est décidé en fonction des caractéristiques physico-chimiques des
molécules a doser ainsi que des propriétés propres a la colonne. Nous savons que les ITK a
doser ont des caractéristiques de lipophilie et de polarité différentes. Leurs coefficients de

partage (LogP) varient entre 1,56 et 4,8.

Colonne Longueur Dc (mm) Dp (um) Uoptimale ~ Vm (ml) Débit {mifmin) N théorique
fem) fem/s)
Waters® BEH (8 5 2,1 1,7 0,29 0,2 0,45 9804
Water® BEH C18 5 2,1 1,7 0,29 0,2 0,45 9804
Waters® Cortecs C18+ 5 2,1 1,6 0,31 0,2 0,4 10417
Waters® CSH Phenyl-hexy! 10 2,1 1,7 0,29 0,4 0,45 19608

Figure 18: caractéristiques des colonnes a I'essai

Nos essais portent sur 4 colonnes, présentant des caractéristiques différentes présentées en
Figure 18. Ces 4 colonnes sont toutes recommandées pour la séparation par UHPLC de petites

molécules basiques.

CH,

G;D{* A,

Figure 19: illustration des chimies des colonnes
BEH C8 et BEH C18.

Les Waters BEH pour Bridge Ethylene Hybrid, sont des colonnes adaptées a I’'UHPLC. Leur
chimie consiste en des chaines carbonées de 8 ou 18 carbones, greffées sur silice et rattachées

au support BEH par trois atomes d’oxygene, comme présenté en Figure 19.

Ces colonnes different par leur mécanisme rétentif : la BEH C18 retiendra plus les composés
apolaires. Nous pouvons nous attendre avec cette colonne a une séparation plus fine et une
analyse plus longue. De plus, d’apres le fabricant, ces colonnes sont adaptées a la séparation
de petites molécules basiques et sont résistantes vis-a-vis d’une large gamme de pH (1-12) et
de température (20-80°C).
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CH,

Figure 20: illustration des chimies des colonnes CSH
phényl-hexyl et CORTECS C18.

La colonne CSH phényl-hexyl est composée d’un résidu (phényl-hexyl) greffé sur un atome de
silice, rattaché au support CSH par trois atomes d’oxygene comme présenté en Figure 20. Le
support CSH pour Charged Surface Hybrid, est constitué de charges de surface de faible
intensité. D’apreés le fabricant, cela garantirait une meilleure hauteur de pic pour une largeur
a la base équivalente pour les molécules basique, une rééquilibration de la colonne plus
rapide, une meilleure reproductibilité et une bonne stabilité a pH bas. Cette colonne a été
choisie pour son tropisme vis-a-vis des molécules polaires : le résidu phényle pourrait retenir
les molécules riches en liaisons m. Cependant, la longueur de la colonne (L=10cm)

augmentera la durée de I'analyse.

Enfin, la derniére colonne testée est une colonne CORTECS C18+. C’est une colonne dont les
particules possedent un noyau dense (Solid Core Particle Column) et une zone poreuse sur
laquelle est greffée la phase stationnaire comme présenté en Figure 20. Sur la silice sont
greffées les chaines aliphatiques en C18. D’aprés le fabricant, les particules solides
garantiraient une efficacité équivalente, mais supporteraient des pressions beaucoup plus
élevées. De plus, le « + » indiquerait la présence sur le support de charges de surface de bas
niveau, comme sur les CSH. Dans tous les cas, le diameétre des particules est inférieur aux
autres colonnes, ce qui aura pour effet entre autres d’augmenter le nombre de plateaux

théoriques de la colonne.
Ces chimies de colonnes sont protégées par brevet. Le fabricant ne nous a pas communiqué

les compositions exactes des supports ni leurs mécanismes chimiques précis. Nous tiendrons

compte des arguments commerciaux avancés par la société en gardant un regard critique.
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Temps %A(ImLAF  %B(ACN+  Débit Les différents essais de colonne sont
{mn) dans 1L d'H20)  10% de A)

0,00 a8 12 0,4 réalisés, dans un premier temps avec

0,25 85 15 04

2,00 77 23 0,4 des conditions de phase mobile

3,50 70 30 0,4

4,00 60 40 0,4 constantes, précisées au Tableau 7. La

5,50 45 55 0,4

6,50 10 90 0,4 phase A est composée d’eau

6,60 85 15 04

7,00 85 15 0,4 + 0,1 % d’acide formique (AF). La phase
Tableau 7: gradient chromatographique d'essai B est composée d’acétonitrile (ACN)
méthode N° 01.

+ 10% de phase A. Nous injectons dans
le systéme chromatographique une solution de contréle QCc (controle haut) dilué dans un

mélange eau/acétonitrile 60/40.

c) Choix des phases mobiles
Aprés avoir sélectionné une colonne, nous procédons aux essais de différentes phases
mobiles. L'objectif est de trouver une composition et un gradient de phase mobile apportant

une séparation suffisante et un temps d’analyse acceptable pour nos molécules.

En polarité inverse, nos phases mobiles sont composées d’eau et de solvant organique, avec
ou sans tampon. Il convient dans un premier temps de sélectionner des solvants compatibles
avec les colonnes et la spectrométrie de masse. Une liste de solvants compatibles est
disponible aupres du fabricant. Parmi ceux-ci figurent I'eau, I'acétonitrile, le méthanol, le
tétrahydrofurane (THF). Les additifs/tampons compatibles sont I'acide formique (AF), I'acide

acétique (AA), 'ammoniaque, I’acide tri-fluoro acétique (TFA).

Nous réalisons nos essais avec un mélange de phases mobiles composé d’eau en voie A et
d’acétonitrile en voie B. Ces deux solvants sont choisis pour leur différence de polarité et pour
leur faible toxicité. La différence de polarité nous permet de jouer sur la rétention des
molécules : plus le pourcentage d’acétonitrile de la phase mobile est élevé, moins les
molécules sont retenues. Concernant les critéres de toxicité, nous préférons l'eau et
I'acétonitrile aux méthanol et THF du fait d’'une plus grande nocivité de ces deux derniers.

Nous nous conformons de plus aux pratiques du laboratoire.
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Nous procédons par injection d’une solution pure contenant les 19 molécules a quantifier

diluées a la concentration du contrdle haut QCc dans un mélange eau/ACN 60/40.

Dans un premier temps, nous souhaitons mieux connaitre nos molécules afin de prédire leur
comportement face aux variations de gradient de phase mobile. Dans cet objectif, nous
effectuons une étude préliminaire en mode isocratique et construisons les droites
Ln(k) = f (%ACN) pour chacune des molécules. k est le facteur de rétention de chaque

molécule, et %ACN est le pourcentage d’acétonitrile en élution isocratique.

Dans un second temps, nous fixons un gradient de concentration (« Méthode 01 » comme
présentée au Tableau 7) et nous essayons plusieurs tampons additionnés a la phase A (eau)
parmi les possibilités présentées au Tableau 8. L’analyse des chromatogrammes nous permet

de choisir le tampon qui nous semble le plus adapté.

Additif / Tampon pKa Zone Tampon Compatibilité Commentaires
ajouté d la phase A Ms
{0.1 %)

Acide Trifluoroacétique 0,3 Oui Suppression signal M5 par

formation de paires d'ions.
Acide Acétique 476 Oui
Acide formigue 3,75 Oui
Acétate d'ommaonium 476 3,76-5,76 Coui
Farmiaote d'ammanium 3,75 2,754,775 Oui

Tableau 8: additifs et tampons compatibles avec la MS et leurs caractéristiques.
Enfin, une fois la composition de la phase mobile choisie, nous ajustons pas a pas le gradient
d’acétonitrile en nous aidant de la courbe Ln(k)= f(%ACN) afin de séparer nos molécules au

maximum et de réduire le temps d’analyse au minimum.

L’objectif de ce gradient et du mélange de phase mobile est d’obtenir une bonne séparation
avec un temps d’analyse court. La sélectivité du détecteur en spectrométrie de masse ne nous
impose pas nécessairement une résolution chromatographique supérieure a 1,5 pour toutes
nos molécules. Il nous faut donc trouver un compromis entre séparation, détection et temps

d’analyse.
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d) Optimisation des parametres d’injection.
Le TQD Acquity Waters® propose divers modes d’injection : boucle partielle, boucle partielle
avec surremplissage, boucle complete. Le volume de la boucle est fixe: « Fixed Loop
Injector ». Seules les modalités d’injection sont interchangeables. De plus, cette boucle est

démontable.

Nous utilisons des solvants de rincage « Strong » et « Weak » adaptés. Le ringcage « Strong »
doit étre capable de dissoudre les résidus d’analytes pour rincer le systeme. Son pouvoir
éluant doit donc étre élevé. Il est recommandé de le faire aussi fort que les conditions finales
de gradient. Le rincage « weak » doit étre assez faible pour ne pas induire de perturbation
chromatographique, notamment en cas de mode d’injection « boucle partielle». Il doit

correspondre aux conditions initiales du gradient.

Le mode « boucle partielle » est le standard. L’injection de I'échantillon se fait en le
mélangeant au ringage « weak ». Il est recommandé pour des échantillons rares et une analyse
rapide. Le mode « boucle partielle avec sur remplissage », d’apres le fabricant, garantit une
meilleure reproductibilité que la boucle partielle simple, mais consomme plus d’échantillon
d’injection. Enfin, le mode « boucle compléte» apporte une meilleure précision, mais
consomme beaucoup plus de soluté d’injection (trois fois plus). Nous optimiserons le mode
d’injection au regard de ces différentes possibilités. L’objectif est d’obtenir un signal stable et

intense.

Enfin, le volume d’injection dépend du mode d’injection. Nous essayons plusieurs volumes
d’injection dans la gamme du possible et choisissons le plus petit volume permettant d’obtenir

des LLOQ supérieures a dix fois le bruit de fond.

Le protocole d’extraction est une phase critique du développement de méthode. Il permet
d’extraire les molécules du plasma afin de rendre I’échantillon injecté compatible avec le
systéme chromatographique. De plus, une bonne extraction permet de limiter les effets de

matricel?°.
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Les ITK sont de petites molécules basiques. Leurs points isoélectriques sont trés différents
comme présenté au Tableau 4, ce qui réduit les possibilités d’extraction: I'extraction
liquide/liquide ne pourra étre utilisée, car aucune valeur de pH ne peut assurer une extraction

compléte pour toutes les molécules simultanément.

Nous préférerons donc I'extraction en phase solide (SPE). La société Waters® fournit différents

types de cartouches SPE comme présentées en Figure 21.

La structure de base est la « HLB » pour « Hydrophile Liphophile Base ». Elle comporte des
groupements amphiphiles et retient les molécules d’intérét par liaisons de faible énergie. Sur
ces supports HLB peuvent étre greffés des groupements échangeurs d’anions et de cations.
C’est le cas des structures de type WAX ou MAX contenant respectivement des amines
primaires et quaternaires qui sont cationiques. Des anions peuvent aussi y étre greffés : c’est

le cas des WCX et des MCX comportant respectivement des résidus carboxyles et sulfonates.

Les ITK sont pour la plupart des bases faibles, comportant une ou plusieurs fonctions amines
primaires ou secondaires. Celles-ci, au pH de travail dans le mélange pré-extraction, sont
généralement protonées. Le support idéal doit comporter un greffage anionique afin de
générer un mécanisme rétentif de type ionique en plus des liaisons hydrophiles et lipophiles.
D’apreés le fabricant, le support WCX est adapté plutot a des composés fortement basiques de

type amines quaternaires. Nous travaillons donc sur un support de type MCX.

Notre choix se porte sur une extraction en phase solide, sur plague Waters® Oasis MCX®

(= Mixed mode Cation eXchange), support d’extraction solide en phase inverse et échangeur

de cations grace a des fonctions sulfonates (SO3’) de pKa < 1.
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Oasis® MCX Oasis® MAX

Qasis® HLB

pKa =1 pkKa =18

1 meq/ Q . 0.25 meg/
Y9 hydrophilic = ° \® J i
Retention of Polars Lipophilic
1 D "f RP Retention HP )
Oasis®™ WCX Oasis™ WAX

Water-wettable
Stable from pH 0-14
Mo silanol interactions

pKa ~35 pKa ~6
0.73> meq/g 0.6 meq/g

Figure 21: chimie des cartouches SPE commercialisées par la société
Waters®.

C. Validation de la méthode de dosage
Une méthode analytique correctement validée nous permet d’obtenir des résultats fiables
interprétables de facon satisfaisante. Les critéres de validation définis par Ia
norme NF ISO 15189 applicable aux laboratoires comprennent la spécificité, la sélectivité, la
répétabilité, la reproductibilité, I'exactitude, la linéarité, la limite de quantification, la limite

de détection ainsi que les essais de stabilité.

Normes de validation
Le laboratoire suit les exigences qualité de la norme NF ISO 15189 applicable aux laboratoires
de biologie médicale. Les procédures de validation suivent les recommandations
du SH GTA 04 validation de méthodes et SH GTA 14 incertitudes des mesures issues des
guides COFRAC (Santé Humaine, Guides Techniques d’Accréditation), ainsi que les
recommandations de 'EMEA « Guideline on bioanalytical method validation 2012 » et de

la FDA : « Analytical Procedures and Methods Validation for Drugs and Biologics »*39131,
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Nous établissons une gamme d’étalonnage composée de 8 points et du standard 0. Nous
ajoutons deux points de gamme pour le dasatinib. Trois gammes sont réalisées : une par jour
pendant 3 jours. Nous définissons la relation entre concentration de I’analyte en solution et
réponse correspondante du détecteur. La droite de calibration est pondérée par un
facteur 1/x afin de donner plus de poids statistique dans la régression linéaire aux valeurs
basses. Pour étre validés, au moins 75% des standards de calibration doivent avoir un
coefficient de variation (CV) < 15% et 20% pour les LLOQ. De plus, le coefficient de

détermination ajusté (R%a) doit étre supérieur a 0,99.

L’essai de fidélité comprend la répétabilité (fidélité intra-jour) et la reproductibilité (fidélité
inter-jour). Nous réalisons 3 niveaux de concentration contréle et un niveau limite de
guantification. Chaque controle est répété 5 fois par jour pendant 3 jours. Les coefficients de
variation (CV) sont calculés par une analyse des variances (ANOVA). Ceux-ci doivent étre < 15%
pour les points de controle QCa, QCs, QCc et <20% pour la LLOQ, selon les normes de

validation approuvées par les agences de santé européennes (EMEA) et américaines (FDA).

L’étude de justesse se fera a posteriori, en comparant la moyenne de plusieurs dosages d’un
méme échantillon a une valeur cible. Selon le guide SH-GTA 14, la justesse est évaluée a partir
de I'évaluation externe de la qualité (EEQ). Seule I'externalisation des contréles qualité, c’est-
a-dire la comparaison avec d’autres laboratoires sur les mémes échantillons peut garantir la
justesse. En I'absence de valeur extérieure, la justesse peut étre évaluée a partir des controles

gualité internes en calculant le biais moyen sur plusieurs dosages.

La limite de quantification est la plus petite quantité de I'analyte pouvant étre quantifiée. Elle
correspond au premier point de la gamme d’étalonnage. Les parametres de répétabilité,

reproductibilité et biais doivent étre inférieurs a 20% pour ce point.
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Notre limite de quantification est choisie sur des critéres cliniques : c’est la plus petite quantité
de médicaments retrouvée en concentration résiduelle dans les études pharmacocinétiques.
En dessous de cette limite, les prélevements sanguins sont considérés comme négatifs. Elle

ne correspond donc pas forcément a la définition analytique de la limite de quantification.

La limite de détection est la plus petite quantité d’analyte pouvant étre détectée. Elle est
évaluée a 3 fois le bruit de fond. Nous validons pour chaque analyte la quantité injectée qui

donne un signal supérieur a trois fois le bruit de fond.

Le coefficient d’extraction, comme introduit dans leur étude par Buhrman et coll., mesure le
pourcentage de l'analyte retrouvé aprés extraction®®?2. Ce coefficient d’extraction, ou
rendement d’extraction, doit étre suffisant afin de pouvoir quantifier I'analyte en aval. De

plus, celui-ci doit étre stable sur I'ensemble de la gamme de valeurs.

Pour I’évaluer, nous calculons le rapport des réponses d’un blanc matrice dopé puis extrait a
un blanc matrice extrait puis dopé, a la méme concentration. Le rendement d’extraction sera
étudié a 3 niveaux de concentrations correspondant aux 3 niveaux de contréle. Celui-ci devra
dans la mesure du possible étre supérieur a 80%, et stable pour I'ensemble de la gamme de

concentration.

La spécificité doit étre étudiée par recherche d’un effet matrice correspondant a la
suppression ou augmentation de l'ionisation des analytes dus a la matrice. Cet effet matrice
est particulierement présent en electrospray ionisation ESI. |l peut présenter un réel probléme
pour certaines analyses, notamment lors d’utilisation d’une source ESI. La SPE permet

théoriquement de limiter ces effets.
Afin d’évaluer I'effet matrice, le signal obtenu avec une solution pure sera comparé au signal

obtenu avec un blanc matrice extrait auquel sera ajouté I’analyte a la méme concentration.

Les signaux doivent étre comparables.
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La sélectivité s’effectuera par analyse de 6 blancs matrice en démontrant I'absence de réponse
aux temps de rétention de chacun des analytes et étalons internes par comparaison a une

solution pure des analytes et de leurs étalons internes.

Afin d’évaluer I'absence de contamination (carry-over), lors des jours de validation, un blanc
sera injecté apres le STD haut. L’aire du blanc sera comparée a I'aire de la LOQ. Le pourcentage

de contamination ne doit pas excéder 20% de la LOQ et 5% de I'étalon interne.

V. Résultats

A. Développement de la méthode de dosage

a) Optimisation des parametres de la source
L'objectif va étre d’évaluer la précision et I'intensité du signal dans différentes conditions de

tension de capillaire, de température de la source, de débit et de température de gaz.

Tension de capillaire Tension de Température de la Température de dé- Débit de N; (L/h)
(kV) Fextracteur (V) source (°C) solvatation (C)
Condition A 1,5 4 120 350 700
Condjition B 1,5 4 150 420 1000

Tableau 9: conditions de la source ESI.

Dans un premier temps, nous évaluons la réponse brute pour chacune des molécules dans des
conditions différentes de température de source, température de désolvatation et débit de
N2 comme décrit au Tableau 9. Deux points de contrdle sont injectés (QCc et QCa) 3 fois chacun
dans des conditions de source différentes. Les moyennes des réponses pour chacun des points
de contrdle en condition A et B, ainsi que la différence de réponse entre les deux conditions
sont présentées en annexe 5. La condition A de départ correspond aux parametres décrits

dans la méthode de dosage de Bouchet et coll.

Nous observons une augmentation des réponses des molécules lorsque la désolvatation est
plus forte. En effet, une meilleure évaporation du solvant semble favoriser le passage des

molécules vers le triple quadripodle.
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La condition B favorise une réponse plus intense pour nos molécules, sans altérer la précision
de la réponse. Ceci nous permettra d’atteindre des valeurs suffisamment basses de LLOQ.
Nous n’avons pas augmenté encore plus les températures de désolvatation, car celles de la
condition B semblent suffisantes au regard des réponses obtenues pour les points bas QCa.
De plus, les réponses faibles pour les points bas de I'axitinio (240 cps) et du
regorafenib M5 (521 cps) ont été corrigées par la suite en optimisant les transitions des ions

fils.

Dans un second temps, nous testons différentes tensions de capillaires. Les mémes points de
controle (QCa et QCc) en solution pure sont injectés 5 fois chacun, selon les conditions

présentées au Tableau 10.

Tension de Tension de Température de  Température de Débit de

capillaire (kV) Iextracteur (V) la source (°C) désolvatation (C°) Nz (L/h)
Condition B1 0,5 4 150 420 1000
Condition B2 1 4 150 420 1000
Condition B3 2 4 150 420 1000
Condition B4 3 4 150 420 1000
Condition B5 3,5 4 150 420 1000

Tableau 10: paramétrage de la source.

Nous évaluons la moyenne de I'intensité du signal brut pour chacune des molécules a chaque
point de contrdle, ainsi que la précision pour chacune des molécules. La valeur de tension de
capillaire retenue est celle qui apporte un signal intense et stable pour le maximum de
molécules. Les moyennes (n=5) des aires brutes obtenues pour chague molécule ainsi que les
coefficients de variation (CV) sont présentés en annexe 6. Les intensités les plus faibles et
les CV les plus élevés pour chague molécule sont surlignés en rouge. Les intensités les plus

fortes et les CV les plus faibles sont surlignés en bleu pour chaque molécule.

Il apparait que toutes les molécules n’ont pas le méme comportement dans la source. Une
tension de capillaire trop faible réduit le rendement d’ionisation dans I'electrospray tandis
gu’une tension de capillaire trop élevée peut altérer les molécules. Nous constatons que le
signal de toutes les molécules est suffisant pour toutes les tensions de capillaire testées.
Cependant, la précision des signaux obtenus n’est pas équivalente en fonction du voltage de

capillaire. La tension de 2 kV semble étre la seule permettant une variabilité du signal
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inférieure a 15% pour toutes les molécules (critére de validation de méthode défini par les

référentiels). Il apparait donc que la tension de 2 kV semble optimale.

Les conditions de source retenues sont donc les conditions B3 : tension de capillaire a 2 kV,
tension de I'extracteur a 4V, température de la source a 150 °C, température de désolvatation

a2 420 °C et débit d’azote 1000 L/H.

b) Optimisation du mode multiple réaction monitoring
Au cours de cette partie, nous cherchons a définir pour chaque molécule un ion parent, deux
transitions (une seule pour les étalons internes), une tension de cone et une énergie de

collision.

Les résultats du paramétrage MRM sont présentés au Tableau 11. Les spectres de masse

obtenus pour chacun des ions parents et des ions fils sont donnés en annexe 7.

Molecule Temps de Ion parent  Ion de quantification  Ions de confirmation Tension de Energie de
rétention (min) {m/z) (m/z) (m/z) cone (V) collision (V)
Sunitinib 1,11/1,80 3991 2832 326,15 39 27/21
Sunitinib (EI) 1.11/1.80 4099 284 - 39 40
Gefitinib 131 447 1281 100,0 44 24/44
Gefitinib (EI) 131 4551 136,1 . 35 30
Vandetanib 1,44 475 1120 83,0 22 22/78
Crizotinib 131 450 177.1 260,2 44 50/25
Crizotinib (EI) 131 4571 177 - 40 35
Afatinib 146 486 305.1 3712 54 40/26
Afatinib (ED) 1,46 1922 377.0 . 50 28
Imatinib 1,58 4942 3942 2171 50 27
TImatinib (EI) 1,58 502.2 3942 - 50 27
Dasatinib 1,60 4882 401,1 2321 55 30/30
Dasatinib (EI) 1,60 4946 407.1 - 55 30
Bosutinib 2,14 532.0 1413 1132 42 22/48
Bosutinib (EI) 2,14 5411 150,3 - 2 25
Erlotinib 2,54 3941 336.2 2781 25 27/33
Erlotinib (EI) 2,54 400,1 2841 - 54 28
_Axitinib 2,64 387.1 3563 221.0 37 20/40
Axitinib (EI) 2,64 3910 3563 . 38 20
Ruxolitinid 2,60 307.0 1862 1051 52 28/60
Ruxolitinib (EI) 2,60 316.1 186.2 - 48 30
Lapatinib 301 581.1 365.0 379.1 54 40/38
Ponatinib 2,70 5330 260.2 101,0 2 30/22
Ponatinib (EI) 2,70 5412 260.2 . 2 32
Nilotinib 3,28 530.1 289.1 2591 70 30/55
Nilotinib (EI) 328 534.1 289.1 - 60 27
Regorafenib M5 336 4850 202,0 229.0 56 34/22
Regorafenib M2 3,51 4990 3042 2292 60 30/38
Dabrafenib 361 520.0 307.2 2770 62 36/64
Dabrafenib (EI) 3,61 5290 3163 - 58 38
Sorafenib 3,74 4652 2522 2112 50 34/43
Sorafenib (EI) 3,73 4691 2560 . 50 34
Regorafenib 3,81 483,0 270,0 2882 58 40/28
Regorafenib (EI) 3,81 487.0 229.1 - 52 42

Tableau 11: transitions MRM, tensions de céne et énergies de collision des 19 molécules ITK et 15
étalons internes (El).
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Nous remarquons que certaines molécules possedent des transitions proches. C’'est le cas du
sunitinib et de I'erlotinib El (respectivement 399,1>283,2 et 400,1>284,1). Cependant, comme
décrit par la suite les temps de rétention du sunitinib Z et E (tr = 1,11 et 1,80) ainsi que de
I'erlotinib El (tr = 2,54) sont suffisamment différents pour séparer correctement ces

molécules.

De plus, lors d’une injection de regorafenib seul en solution pure, nous observons un pic
chromatographique au niveau du canal MRM du regorafenib, mais aussi du regorafenib M5,
au temps de rétention correspondant au regorafenib comme présenté en Figure 22. En outre,
lors d’une injection de regorafenib M5 seul et pur, nous observons un pic au temps de

rétention du regorafenib M5, et aucune autre interférence sur les autres canaux MRM.

a)

T fenib
I 1 Regora

J Sorafenib
i

: Regorafenib M2
/j '\- Regorafenib M5

250 | 260 | 270 280 | 280 = 300 @ 340 = 320 @ 330 @ 340 350 | 380 370 @ 380 @ 390

b) |
j Regorafenib
Sorafenib
&
)I.'r}-\'\ Regorafenib M2
Regorafenib M5

T T T T T T T T T

DE0 | 260 | 270 | 280 | 280 | 300 | 310 | 320 | 330 | 340 & 350 | 360 = 370 280 = 390

Figure 22: chromatogramme des sorafenib-like aprés injection de solutions pures a) de regorafenib M5
seul et b) de regorafenib seul. Intensité en fonction du temps (mn).
Comme présenté en Figure 23, le regorafenib produit un ion parent de m/z 483, mais aussi un
isotope a 485 m/z. Or, I'ion parent du regorafenib M5 fait 485 m/z. Ces deux molécules ont
donc un ion parent en commun. Lors de I'étude des ions fils générés par ces deux molécules
présentées sur cette méme figure, on constate que les deux molécules ont certaines

transitions similaires : 202,2 m/z, 229,1 m/z et 111,1 m/z. Hors I'ion fils 202,2 m/z est utilisé
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Abondance relative (%)

Abondance relative (%)

comme ion de quantification pour le regorafenib M5. Ceci explique pourquoi le regorafenib

croise avec son métabolite le regorafenib M5.

b} Regarafenib (CV = 52V) a) Regorafenib M5 (CV =56 V)

483 [MH}* P
435 [MH]
7 (]
506 [MMa]*
| | S0 (MNe-
Lo | P PP R PP l_l-'g-*-l--_ T R SIS TP MMMLML‘ALLMM%H
2 m/z m/z
c} Daughter Regorafenib (EC = 40 V) d) Daughter Regorafenib M5 (EC = 34 V) !
— 202 2e —— 202 21
270 28
—
=20
w
207 i 27012
11103 i 11103 N 4
oa 1w =3
10z o3
L1v-3a REETY 15 30 17613
. 20027
B Y1 I S ) S| W | VAU Y A TPy A T T S
G AmE akn 1% 206 206 ok a2l 3 TR T T 160 i35 180 7S 200 S35 280 2FS 880 S35 386 aFE 3 pETS

myz m/z
Figure 23: spectre electrospray du regorafenib (a), du regorafenib M2 (b). Spectre issu du scan des
ions fils issu du parent m/z 483 du regorafenib (c) et spectre issu du scan des ions fils issu du parent
m/z 485 du regorafenib M5 (d). Les tensions de céne et énergies de collision sont celles de la
méthode MRM.

Cependant, la différence de temps de rétention entre les deux molécules (tr = 3,36 pour le
regorafenib M5 et tr = 3,81 pour le regorafenib) permet une sélectivité de la méthode. Nous
pouvons donc affirmer qu’il n’y a pas d’interférence entre ces deux composés grace a la

séparation chromatographique.

Enfin, le dasatinib El et I'imatinib possedent aussi des ions parents proches (494,6 et
494,2 m/z). Cependant, les tr transitions choisies pour les noyaux fils permettent de les
différencier. De plus, le dasatinib El et I'imatinib ne générent pas d’ions fils croisés, comme

présenté annexe 7.
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c) Optimisation des temps de lecture des transitions « Dwell »
Le Dwell Time représente le temps passé par le spectroméetre de masse a balayer une
transition donnée. L'intensité du signal d’'une molécule, défini par le nombre d’ions fils de
guantification atteignant le détecteur est dépendant du temps passé par les quadriplles a

balayer une transition. Ce signal sera converti en chromatogramme, reconstitué et intégré.

Fonction MRM  Molécule Transition Dwell time Fonction MRM  Molécule Transition Dwell time
{ms) {ms)
Fonction 1 (de | Sunitinib 339,1283,2 0,04  Fonction 8 (de | Penatinib 533>101 0,01
1,2 1,5 mn) Sunft?nfb 338,1-326,15 0,01 2,6031) Ponatinib 5332260,2 0,03
Sunitinib E| 408,5>284 0,025 Ponatinib El 541,2>260,2 0,025
Fonction 2 (de | Gefitinib 447>100 0,05 Lapatinib 581,1+365,03 0,035
1,24 1,5mnp) | Gefitinib LI 0,02 Lapatinib 581,1>379,07 0,01
Crizotinib 450>177,08 003 o ctiona (de | Wilotinib 530,1>259,1 0,01
Crizotinib 450=260,16 0,005 —
Gefitinib EI 455,1+1386,1 0,015 2434mn | Miofinib 330,1>289,1 0.025
Crizotinib El 457,13177 0,025 Nilotinib I 534,1>289,1 002
Fonction 2 (de | Vandetanib 47583 D01 Fonction 10 (de Regomfen!b M5 485>202 0,08
1,3G1,7mn) | Vendetanib  475>112,03 0,04 3¢3,5mn) | Regorafenib M5  485-229,00 0,03
Afatinib 486-305,1 0,05 Fonction 11 Regorafenib M2  499:229,2 0,02
Afatinib 486=371,2 0,01 (de 34637 Regorafenib M2 499:304,2 0,05
Afatinib EI 492,23=377 0,02 r;m ) ! Dabrafenib 520=277 0,015
Fonction 4 (de | Dasatinib 488,2>232,1 0,01 Dabrafenib 520-307,2 0,03
1,54 1,9mn) | Desatinib 488,2-401,1 0,04 Dabrafenib El 529v316,3 0,02
e e T —
Dasatinib EI 494624071 0,02 3,6 a4 mn) | Sorafenib 465,15>252,2 s
irmatinib EI 502 253942 0.01 Sorafenib El 468,12256 0,015
Fonction 5 (de | Sunitinib 399,1-203,2 0,04 Regorafenib 483270 0,03
18421 mn | Sunitinib 399,1=326,15 0,01 Regorafenib 4832882 0,01
o -’ o
Sunitinib El 409,5284 0,02 Regorafenib I 487>229,1 0,015
Fonction 6 (de 2 | Bosutinib 532-113,17 0,01
42,3) Bosutinib 532-141,3 0,04
Bosutinib El 541,1>150,3 0,025
Fonction 7 {de | Ruxolitinib 307-105,1 0,005
2,362,8mn) | Ruxclitinib 307>186,2 0,015
Ruxolitinib Bl 316,07>186,26 0,01
Axitinib 387,1>221,02 0,01
Axitinib 387,1>356,3 0,035
Axitinib EI 381>356,3 0,02
Erlotinib 394 1>278,1 0,005
Erlotinib 394, 1>336,2 0,01
Erlotinib EI 400,1>284,08 0,01

Tableau 12: fenétres MRM, transitions et Dwell time des 19 molécules ITK et 15 étalons internes.

Si le temps de balayage est trop court, le nombre de points par pic sera augmenté, mais peu
ou pas assez d’ions fils seront détectés pour les valeurs basses. Si le temps est trop long, cela
diminuera le nombre de points par pic, la détection sera plus sensible, mais cela au détriment

des autres molécules coéluées.

De plus, les molécules sont regroupées en fonctions MRM lorsqu’elles sont coéluées. En effet,
le temps de rééquilibrage entre deux fonctions MRM est de plusieurs millisecondes sur

notre TQD. Afin de gagner quelques points par pic, 'idéal est de regrouper les fenétres.
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Le réglage des temps de balayage (« Dwell Time ») se fait aprés mise au point
chromatographique, disponible partie Ill. A. 2., par injection d’'un point de contréle bas. Les
molécules coéluées, regroupées en fenétres MRM et les temps de balayage sont présentés au

Tableau 12. L’objectif est d’obtenir 15 a 20 points par pic.

De plus, les chromatogrammes avant et aprés optimisation des Dwell Time sont disponibles
en annexe 8. Cette optimisation nous permettra d’avoir une méthode de dosage sensible et

répétable.

La séparation chromatographique intervient en amont de la détection par spectrométrie de
masse. Elle est indispensable afin de faciliter son travail. De plus, nous avons montré que

certaines molécules devaient étre séparées du fait de transitions communes.
L'objectif de cette deuxieme partie va étre la séparation, partielle, de nos molécules a doser.

a) Choix de la colonne
Nous apprécions chacune des colonnes dans des conditions constantes (phase mobile, pH,
température, volume d’injection, solution d’injection). Le gradient « Méthode 01 » présenté
au Tableau 7 est utilisé. 10 pyL de solution pure contenant les 19 molécules ITK a la

concentration du contréle haut QCc sont injectés. Les colonnes sont maintenues a 25°C.

Pour chaque pic chromatographique, nous évaluons le temps de rétention (tr) et la variance
ot (calculée a partir de w, mesure de la base du pic). A partir de ces données, nous calculons

la résolution Rs pour chacun des pics adjacents selon la formule :

tT'2 - tT‘1

Rs = ———
ot, + ot,
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Cette formule est utilisée, car elle permet de calculer la résolution méme en condition de
phase mobile non isocratique. De plus, elle convient a une interprétation purement

expérimentale des données.

Les résultats des essais pour les 4 colonnes sont donnés au Tableau 13. Une résolution pour
étre suffisante doit étre supérieure a 1,5. Les cases en surbrillance rouge indiquent une
résolution insuffisante (Rs < 1). Les cases en surbrillance orange indiquent une résolution

comprise entre 1 et 1,5. Les chromatogrammes sont donnés en annexe 9.

Nous constatons que les colonnes BEH C8 et Cortecs C18+ semblent dans ces conditions
apporter une meilleure séparation a nos molécules. La BEH C18 sépare difficilement les
molécules les plus polaires : afatinib, sunitinib, vandetanib et crizotinib. La CSH phényl-hexyl
apporte un temps de rétention plus long pour une séparation moins bonne. La BEH C18 et

la CSH phényl-hexyl semblent donc moins intéressantes.

BEH C18 BEH C8 CORTECS C18+ CSH Phenyl-hexyl

Molécule  tr 4ot Rs Molécule tr 4ot Rs Molécule tr dot Rs Molécule tr dot Rs
Gefitinib 2,44 0,1 Gefitinib 1,5 012 Gefitinib 1,14 0,12 Gefitinib 1,78 0,11

Imatinib 2,63 0415 1,52 | Afatinib 1,89 0,12 3,25 | Vandetanib 1,46 0,12 2,67 | Crizotinib 1,95 012 1,48
Afatinib 2,68 0,1 040 | Imatinib 1,98 0,1 [0,82| Afatinib 1,53 0,1 064 | Vandetanib 21 011 1,30
Sunitinib 01 2,7 007 0,24 | Vandetanib 2,09 0,12 1,00 | Crizotinib 1,55 0,11 | 0,49 | Afatinib 2,22 015 | 0,92
Vandetanib | 2,77 0,15 | 0,64 | Crizotinib 2,29 0,07 2,11 | Imatinib 1,77 0,11 2,00 | Sunitinib 01 2,46 011 1,85
Crizotinib 2,82 0,09 042 | sunitinibol 2,34 0,06 0,77 | Sunitinib0l 1,91 0,06 1,65 | Imatinib 31 0,15 4,92
Axitinib 3,09 0,1 2,84 | Bosutinib 25 0,1 2,00 | Bosutinib 2,3 0,16 3,55 | Dasatinib 3,55 012 3,33
Ruxolitinib 3,21 0,12 1,09 | Axitinib 26 0,1 1,00 | Dasatinib 2,59 0,09 2,32 | Bosutinib 357 0,17 [ 0,14
Dasatinib 3,33 0,1 1,09 | Ruxolitinib 2,83 0,1 2,30 | Axitinib 2,65 0,1 0,63 | sunitinib 02 3,85 012 1,93
Basutinib 3,41 0,15 | 0,64 | Dasatinib 2,89 0,1 0,60 Ruxolitinib 2,7 0,09 | 0,53 | Eriotinib 45 0,11 5,65
Erlotinib 3,64 0,12 1,70 | Erlotinib 3,05 0,11 1,52 | Erlotinib 2,83 0,08 1,53 | Lopatinib 5 011 4,55
Sunitinib 02 | 3,85 0,1 1,91 | Sunitinib02 3,2 0,1 1,43 | Sunitinib02 2,92 0,1 1,00 | Axitinib 514 01 1,33
Nilotinib 4,22 0,17 2,74 | Nilotinib 352 01 3,20 | Lapatinib 3,31 0,11 3,71 | Ponatinib 515 0,07 | 0,12
Lapatinib 446 02 1,30 | Lapatinib 3,65 0,13 1,13 | Nilotinib 3,49 0,07 2,00 | Ruxolitinib 526 011 1,22
Panatinib 4,81 0,12 2,19 | Ponatinib 433 0,07 6,80 | Ponatinib 4,32 012 874 | Nilotinib 53 01 038
RMS 559 0,09 7,43 | RM5 527 0,07 13,43 | RM5 519 0,08 8,70 | Regorafenib M5 675 0,11 13,81
Dabrafenib 5,81 0,1 2,32 | Dabrafenib 54 0,09 1,63 | Dabrafenib 537 007 240 | RegorgfenibM2 696 0,14 1,68
RM2 5,83 0,1 [ 0,20 | RM2 5,46 0,1 0,63 | RM2 5,43 0,1 | 0,71 | Dabrafenib 7,22 0,1 2,17
Sorafenib 6,33 0,1 5,00 | Sorafenib 59 0,14 3,67 | Sorafenib 5,95 0,1 5,20 | Sorafenib 7,25 0,11 0,20
Regorafenib | 6,43 0,1 1,00 | Regorafenib 8,03 0,11 1,04 | Regorafenib 61 012 1,36 | Regorafenib 73 011 0,45

Tableau 13: temps de rétention, dispersion et résolution des 19 molécules ITK pour chacune des 4 colonnes a
'essai. En rouge les résolution < 1, en orange les résolutions comprises entre 1 et 1,5.
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Pour la suite des essais, nous gardons uniquement la colonne Cortecs C18+, qui semble

apporter une meilleure séparation que la BEH C8, pour un temps d’analyse identique.

b) Choix des phases mobiles
La colonne qui semble la plus adaptée est la CORTECS C18+. La seconde étape de
I’optimisation chromatographique va étre le choix d’une composition de phase mobile idéale

et d’un gradient adapté.

Pour effectuer les essais de phases mobiles, nous injectons une prise d’essai de 10 plL
comportant les 19 molécules ITK en solution pure (mélange eau/acétonitrile 60/40) a la
concentration correspondant au controle haut QCc. La température de la colonne est

constante (25°C).

Dans un premier temps, nous construisons la courbe Ln(k) = f(%ACN) en mode isocratique.
Puis nous testons a gradient constant plusieurs compositions de phase mobile et déterminons
laquelle semble étre la plus résolutive. Enfin, nous ajustons pas a pas le gradient afin

d’optimiser la séparation et de réduire au maximum le temps d’analyse.

La premiere étape est donc la construction de la courbe Ln(k) = f(%ACN). Les temps de
rétention obtenus expérimentalement en fonction des pourcentages d’acétonitrile sont
donnés en annexe 10. A partir de ces temps de rétention, nous calculons le facteur de
rétention « k » pour chacune des molécules a chaque pourcentage d’acétonitrile selon la

formule:

Avec tr = temps de rétention pour chaque molécule, tm = temps mort de la colonne
(CORTECS C18+). Les résultats sont donnés en annexe 11. Nous pouvons ainsi construire les
droites Ln(k) = f(%ACN) permettant de prédire les comportements des molécules en fonction

du pourcentage isocratique d’acétonitrile. Les courbes sont présentées en Figure 24.
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Ln (k)

In(k) = f(%ACN)
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Figure 24: Logarithme néperien (Ln) des facteurs de rétention en fonction du pourcentage
d'acétonitrile en isocratique. Colonne CORTECS C18+, phase A : eau + AF 0,1%, phase B :
acétonitrile + 10% de phase A, température 25°C, injection de 10 uL de solution de QCc.

Il apparait qu’aucun point de séparation ne semble clairement se distinguer. Nous observons
un groupe de molécules tres polaires (gefitinib, afatinib, vandetanib crizotinib et imatinib)
éluées pour des solubilités plus fortes (% eau élevé). A Iinverse, les molécules les moins
polaires (sorafenib-like et dabrafenib) sont fortement retenues sur la colonne (% ACN > 50%).
Il existe de nombreuses molécules intermédiaires éluées entre 20 et 40% d’acétonitrile. Dans

tous les cas, le mode isocratique n’est pas adapté ici a une séparation rapide des molécules.

Phase Mobile Phase A Phase B pH mesuré de la
phase A
Compaosition AF Eau + AF 0,1 % ACN+10% A 3,2
Caomposition AA Eau+ AAD1% ACN+10% A 425
Composition AAm Eau + Acétate d'ammonium ACN + 10% A 5,50
0,1%

Tableau 14: compositions de phases mobiles a I'essai : acide formique (AF), acide
acétique (AA), acétate d'ammonium (AAm) et pH mesurés dans la phase A.

La seconde partie va consister a I'essai de plusieurs compositions de tampons, a gradient

constant. Le gradient appliqué est celui de la méthode 01 présenté au Tableau 7. Les
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compositions de phase mobile testées sont présentées au Tableau 14. Nous injectons 10 uL

de solution pure QCc, la colonne CORTECS C18+ est maintenue a 25 °C.

Nous évaluons selon les mémes modalités que précédemment, lors des essais de colonnes,
les temps de rétention, la dispersion et la résolution des 19 molécules ITK. Les résultats sont
présentés au Tableau 15, les chromatogrammes sont disponibles en annexe 12. Les
résolutions surlignées en rouge sont trop faibles (Rs < 1) et en orange sont intermédiaires

(1 <Rs<1,5).

Acide Acétique 0,1 % Acide Formique 0,1 % Acétate d’'ammonium 0,1 %
Moaolécule tr 4at Rs Molécule tr 4at Rs Molécule tr 4ot Rs
Gefitinib 0,81 0,1 Gefitinib | 1,14 0,12 Sunitinib01 | 2,71 0,07
Vandetanib 1 0,13 1,65 Vandetanib | 1,46 0,12 2,67 Gefitinib | 3,65 0,14 8,05
Sunitinib 01 1,06 0,14 0,44 Afatinib | 1,55 01 [Vojed imatinib | 3,66 0,12 [Noj08
Crizotinib 11 0,12 0,31 Crizotinib | 1,55 0,11 0,19 Vandetanib 3,9 0,15 1,78
Afatinib 1,1 0,12 0,00 Imatinib | 1,77 011 2,00 Dasatinib | 3,92 0,12 [Poa5
Imatinib 1,55 0,13 3,60 Sunitinib01 | 1,81 006 1,65 Afatinib | 3,95 0,12 | 0,25
Dasatinib 2,07 0,1 4,52 Bosutinib 2,3 0,16 3,55 Crizotinib | 4,06 0,11 0,96
Bosutinib 2,27 0,12 1,82 Dasatinib | 2,59 0,09 2,32 Sunitinib 02 | 4,13 0,12 | 0,61
Sunitinib 02 2,45 0,11 1,57 Axitinib 2,65 0,1 0,63 Ruxolitinib 4,3 0,07 1,79
Erlotinib 25 0,12 0,43 Ruxolitinib | 2,7 0,09 | 0,53 Axitinib | 4,6 0,11 3,33
Axitinib 2,75 0,07 2,63 Erfotinib | 2,83 008 1,53 Erlotinib | 4,63 0,11 D027
Ruxolitinib 3 0,1 2,04 Sunitinib02 | 2,82 01 = 1,00 Bosutinib | 4,7 0,09 | 0,70
Lapatinib 3,62 0,12 5,64 Lapatinib 3.3 0,11 3,71 Ponatinib 5,05 0,09 3,B9
Nilotinib 3,75 0,12 1,08 Nilotinib | 3,49 0,07 2,00 Milotinib | 5,5 0,08 5,29
Ponatinib 4,05 0,09 2,86 Ponatinib | 4,32 0,12 8,74 Regorafenib M5 | 5,65 0,07 2,00
Regorafenib M5 5,05 0,07 12,50 Regorafenib M5 | 5,19 0,08 8,70 Lapatinib 5,8 0,07 2,14
Regorafenib M2 5,2 0,12 1,58 Dabrafenib | 5,37 0,07 2,40 Regorafenib M2 5,9 0,09 1,25
Dabrafenib 5,32 0,07 1,26 Regorafenib M2 | 5,43 0,1 0,71 Dabrafenib 6,1 0,07 2,50
Sorafenib 5,5 0,09 2,25 Sarafenib | 5,95 0,1 5,20 Sarafenib 6,3 0,07 2,86
Regorafenib 5,65 0,1 1,58 Regarafenib 6,1 0,12 1,36 Regorafenib | 6,35 0,08 0,67

Tableau 15: temps de rétention, dispersion et résolution des 19 molécules ITK en fonction des
compositions de la phase mobile A. Colonne CORTECS C18+ gradient « méthode 01 »,
température 25°C, injection de 10 ul d’une solution pure QCec.

Nous constatons que la phase mobile « acide acétique 0,1% » apporte une résolution correcte
pour la plupart des molécules, excepté les plus hydrophiles (vandetanib, sunitinib 01,
crizotinib, afatinib) qui sont toutes coéluées. La phase mobile « acide formique 0,1% » permet
une légeére meilleure séparation des molécules hydrophiles, mais plus de molécules sont

coéluées au final.
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La phase mobile composée d’acétate d’ammonium 0,1% en voie A est remarquable :
I'utilisation de cette phase mobile entraine une augmentation de la rétention de certaines
molécules. Le dasatinib par exemple: tr = 2,07 minutes en milieu acide acétique en A
contre 3,92 minutes en acétate d’ammonium. Le gefitinib lui aussi est plus retenu, son temps
de rétention passe de 0,81 minute en acide acétique a 3,65 minutes en acétate d’ammonium.
Ces deux molécules, ainsi que celles dont la rétention augmente lors de ce 3¢ essai, sont
sensibles aux variations de pH. La constante de lipophilie ajustée au pH (LogD) du dasatinib
passe de -0,40 a pH =4 a environ 2 a pH 5,50. De méme, le logD du gefitinib passe de 1,1 a
pH =4 aenviron 2 a pH 5,5. Les logD sont issus des données bibliographiques sur les ITK. Hors,
le pH de la phase A composée d’acétate d’ammonium a été mesurée a pH = 5,50 contre 3,2

pour I'acide formique et 4,75 pour I'acide acétique.

A l'inverse, certaines molécules auront le méme temps de rétention malgré I'augmentation
du pH des phases mobiles : c’est le cas du regorafenib, par exemple. Celui-ci posséde un temps
de rétention de 6,1 minutes en milieu acide formique et un tr a 6,35 minutes en milieu acétate
d’ammonium en voie A. Son logD reste constant (environ 4,35) dans cette zone de variation

de pH.

Nous pouvons supposer que l'augmentation du pH entraine la neutralisation des molécules
protonées, et ainsi augmente leur affinité pour les chaines carbonées C18 de la colonne. Ceci

explique la différence des facteurs de rétention k en fonction des phases mobiles.

La composition de phase mobile la plus optimisée au regard de nos essais semble étre la phase
composée d’acide acétique a 0,1%. Elle apporte une tres bonne résolution entre les molécules

tout en gardant un temps d’analyse acceptable.

La derniere étape de I'optimisation des conditions chromatographiques va étre I'ajustement
pas-a-pas du gradient de concentration. Ayant maintenant choisi la colonne et la composition
de la phase mobile, nous optimisons au cours de cette étape le pourcentage de phase B

(acétonitrile) en fonction du temps.
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Temps % A (1 mlLAA %8B (ACN + Débit

{rrrn) dans 11 d'H20) 10% de A)

a, o0 88 12 0.4
025 85 15 0,4
0,75 7 23 0.4

1.5 FO 30 0,4
2,00 60 40 0.4
2,90 40 55 0,4
2,60 10 90 0.4
4,20 88 12 0,4
5,00 88 12 0.4

Tableau 16: gradient de concentration final.
Apres 14 essais, nous arrivons au chromatogramme présenté en Figure 25. Le temps d’analyse
est donc de 4 minutes. Les phases mobiles sont composées des solvants suivants :
- Eau +0,1% d’acide acétique en phase A.
- Acétonitrile +10% de A en phase B.

Le gradient appliqué est présenté Tableau 16.

Time

020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figure 25: chromatogramme des 19 ITK aprés injection de 10 uL d'une solution pure QCc. Colonne CORTECS
C18+, phase mobile composée d'eau + 0,1% d'acide acétique en voie A et d'acétonitrile + 10% de phase A en
voie B. Température = 25°C.
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c) Optimisation des parametres d’injection.
Le mode d’injection sélectionné est le mode « partial loop » c’est-a-dire la boucle partielle. Il
permet de sauvegarder I’échantillon et apporte un minimum de contamination dans les

circuits.

Pour prévenir encore plus cette contamination, le solvant « Strong » choisi est celui qui
correspond au gradient de phase mobile haut : 90 % de phase B et 10% de phase A. Nous
ajoutons un cycle d’injection dans la valve permettant un ringage de celle-ci a 4 minutes c’est-
a-dire en fin d’analyse. Le solvant « Weak » correspond aux conditions initiales de gradient:

12% de phase A et 88% de phase B, afin de ne pas perturber le systéme chromatographique.

Le volume d’injection est ensuite ajusté. De maniére générale, plus le volume d’injection est
faible, meilleure est la résolution des pics chromatographiques. De plus, un volume trop élevé
risque d’apporter trop d’analytes et de saturer la source ESI. A I'inverse, un volume d’injection
trop faible diminue la sensibilité du détecteur, car il apporte moins d’analytes quantifiables.

La LLOQ est moins basse.

Le volume d’injection choisi est de 5 uL. Il permet de quantifier nos analytes méme aux plus
faibles concentrations, notamment pour le point de gamme SFg1 du dasatinib a 0,1 ng/ml. De

plus, ce volume ne sature pas la source ESI pour le point de gamme haut SFg1o.

Le systeme d’extraction choisi est la SPE sur cartouches Oasis MCX® fournit par la société

Waters®.

La premiere étape de solvatation des cartouches est réalisée par rincage avec 200 plL de
méthanol, puis 200uL d’eau. La seconde étape consiste a déposer I’échantillon. Chaque prise
d’essai est constituée de 300 pL de plasma a analyser (point de gamme, de controle ou
échantillons) + 250 uL de HsPOsa 1 %, 10 pL de SFg préalablement centrifugé, soit 560 uL
d’aliquotes. Apres aspiration, les cartouches sont rincées par 200 plL d’acide formique a 2 %.

Ceci permet d’éliminer au maximum le plasma et de limiter les effets de matrice.
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La phase de reprise est un mélange de solvants organiques et d’ammoniaque. Les solvants
vont dissocier les analytes des liaisons apolaires avec le support. L'ammoniaque va corriger le
pH afin de modifier la charge des molécules retenues : celles-ci vont se déprotoner et devenir
neutres ou chargées négativement. Cela aura pour effet de les dissocier des fonctions

sulfonates présentes sur la plaque.

Cette phase d’élution est constituée d’un mélange acétonitrile/méthanol/ammoniaque
(30/20/4). Deux fois 50 pL sont utilisés et récupérés sur une plaque. Enfin, une derniére étape
d’acidification des échantillons et d’ajout d’eau afin de diminuer la force éluante de notre
phase d’injection est réalisée par ajout de 25 pL d’acide formique 8%. Le mélange final est
de 125 plL: 50 pL + 50 pL de phase d’élution + 25 L d’eau / acide formique. 5 pL sont injectés

dans le systeme chromatographique.

Cette SPE nous permet de concentrer nos échantillons (300 puL vers 125 plL) et d’obtenir un
mélange trés propre comparé a une précipitation ou une extraction en phase liquide. Ceci
permet de limiter I'effet matrice. La validation de méthode inclut une partie évaluant les

rendements d’extraction et |'effet matrice. Nous développerons donc ces points par la suite.

B. Validation de la méthode de dosage

Le développement terminé, les étapes de la méthode sont optimisées.

Trois gammes de huit ou dix points de gammes sont analysées. Les concentrations moyennes
rétro calculées sont présentées en Figure 26. Les critéres de validation sont acceptables selon

les recommandations.
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Molécule Concentrations moyennes ng/ml (bigis %), (n=3) R
SF1 SEF2 SE3 (14125) SF4 SF3 SF6 SE7 SF8 SF9 SF10
01 029 QS10615 (04050  (EI0WE) (02002500 (1004000500 (LSUSODTSO)  (200/300/S000)

Afatinid - - 10043 TOCI06) N84 10790785 99257 IR0 BIG0) T3 (306) (]
Axitinib 1067) 23(907) 99(130) 269 (745) 518(355) 956(037) 1578G22) 1893(-5.38) 099
Bosutinib 42475 B3CI1T) 368(807)  1059(807) 1992(04) Q441 460244 /59(177) 0990
Crizotinib 40(075) 05 (470) 060095  1089(385) W37(186) 038 (104) 869515 7599 (501) 0995
Dabrafenib BYEW) BT  WIE) 6NV 12388(08) B2 (491 30310 (489 2BE(LT) 0998
Dasatinib L1000 023 (06T 09E (16D 206(38) 0330047 TSY  0497(059) 97,567 (243) 15809 (539) 19315 (3.43) 0.997
Erlotinib 7@11) 569(895)  BLICEM) 6374198  1M0{23) 2644 (14) 39605 (361) 18628274 0597
Geﬁ!inib 43(6.75) 21037 400(0.12) 1024 (233) 104.4(-2.79) 3047133 626.1 (4.33) 783.9(-2.01) 0.093
Imatinib 23.6(229) JB2(-6.20) 2324(0.96) 7003 (12.05) 1264.2(1.13) 24762(-093) 39221 (4.39) 48212 (-3.58) 0.997
Lﬂpﬂﬁﬂfb 26.9(1.59) 69.1(10.34) 268.8 (7.30) 681.2(8.99) 1217.0(-2.64) 23648 (-3.41) 38480264 4993.0 (-0.14) 0.9%9
Nilotinib 233115 JRICT08) 2423(-3.08) 677.3(837) 1203.2(3.43) 343.7(1.73) 302420463 4698.4 (-6.03) 0.993
Ponatinib 18363 286700 99(143) 212(865) 513.(268) %2(08) 1564420) 1927(:365) 0998
Regomfenib 233(1.16) JBI(-6.36) MB3(-01) 668.8 (-7.00) 1285.1(2.80) 2333.1(1.32) 30183449 47354 (4.89) 0.997
Regorafenib M2 BIQI) 63108  VIOEH) 677003 12879 (3.04) 25670 (268) 30490(331) 4548 (490) 099
Regorafenib M5 NIE019)  BBALTY  M4EI) 69364 1130 U593 (16) 30904 (5.41) 50424(089) 0998
Ruxolitinib 42(408) 93(200) 001 108.(7.96) 196 (199) 3868(33) 22968 7905 (-119) 0999
Sorafenid BIQEH  BWIE6I) BEIQTY  EW3ALT)  1IBIA3D UNO(LIY B30T 43199 (3.60) 0998
Sunitinib 40(042) 89CI067)  98(04) 1079783 1949(257) 3020(200) @712(619) 7153 (3.06) 0997
Vandetanib 10(067) 23(1000) 108(330) 2871489 91(190) U5 1604 (694) 1949 (253 099

Figure 26: concentrations retro-calculées moyennes des ITK a partir des gammes de calibration, biais (%) et
coefficients de détermination (R%a)
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Fidélité et Justesse

Les résultats des essais de fidélité et de justesse sont présentés au Tableau 17. Ceux-ci peuvent

étre considérés comme valides pour toutes nos molécules selon les critéres des normes de

validation.

Répétabilité Reproductibilité
Molécule Concentration Concentration Concentration Ccv Biais moyen
théorique observée (ANOVA) observée (ANOVA)
(ng/mL) (moyenne + SD) (moyennex+ SD) (%) (%0)
(n=5) (n=15) (n=15)
Afatinib 4 4.16=024 58 379035 1039 -5.25
12.1 11.85= 0.39 747 11.19=0.9¢ 936 -7.52
1625 145.02+ 3.75 575 139 46= 8.48 622 -14.18
650 649.67=47.77 6.51 621.81=50.24 10.49 4.34
Axirinib 1 1.04= 0.07 054 0.95= 035 14.61
3 3.06+ 0.26 8.44 292+ 027 9.44
40 38.37= 0.70 5.7% 37.20: 216 5.79
160 161.86+8.33 6.30 159.66 = 9.70 6.30
Bosurinib 4 3.80:0.15 10.01 383033 3.96
121 11.75+ 0.67 7.06 10.64= 1.23 12.80
1625 153.01= 5.76 6.17 14205+ 11.26 8.46
650 639.55+ 48.09 6.04 643.05= 69.37 12.16
Crizorinib 4 3.83=033 5.80 383205 13.17
121 11.23=0.52 7.68 10.81= 0.80 817
1625 142 56+ 7.32 832 142 76+ 1040 712
650 609.08= 26.96 14.25 621.83=44.72 7.65
Dabrafenib 25 2543207 805 2358 1.74 854
75 7120+ 2.00 6.61 7048 5.86 0.02
1000 804 72+ 3341 6.18 800 75= 6441 737
4000 3005 33+ 38830 3.02 3002+ 3376 826
Dasatinib 01 012+ 0.02 17.68 0.11=0.02 1896
1 0.08=0.11 822 0.04= 0.07 10.26
40 3570+ 1.32 6.78 35052235 6.44
160 15492+ 7.79 495 150.0527.9 4.97
Erlotinib 25 2587= 1.04 3.80 24.66 = 131 5.79
75 69.81= 3.04 5.61 66.11= 4.50 7.23
1000 93122+ 17.76 526 881 81= 56.15 6.76
4000 4178 77= 10400 497 3075+ 274.02 7.55
Gefitinib 4 3.80=0.19 512 373037 11.20
12.1 11.05= 0.60 9.61 11.26= 1.43 13.70
1625 14112+ 238 7.63 142 41= 1425 10.81
650 572.35+ 26.69 4.55 621.75=45.02 8.07
Imatinib 25 23 83+ 1.07 475 22842175 855
75 7215+ 2.8 6.75 7112+ 4.55 625
1000 938 86=31.12 5.80 917.1= 53 .81 5.86
4000 3988.73+ 204.46 4.96 3056 44= 226.58 6.01
Lapatinib 25 2411=2 1407 24722330 13.05
75 66.55= 1332 12.05 75.15=11.18 14.86
1000 870.00+ 2585 010 1009.57= 137.20 1408
4000 3956.20=171.8 72 4041=428.53 11.69
Nilotinib 25 2227£0.55 3.00 22.11= 084 402
75 6528+ 1.45 6.02 65.56= 476 7.69
1000 888.60= 2331 6.83 902.61= 79.37 9.46
4000 3662.40= 182 37 5.12 3009 45= 276.67 7.72
Ponarinib 1 1.05=0.03 526 0.06=0.08 10.26
3 202+ 014 551 282021 7.79
40 37.79=0.90 7.26 36.11=2.42 713
160 161.30+7.03 295 157.87 = 11.14 7.66
Regorafenib 25 24 14= 112 335 23.06= 141 6.04
75 6070+ 375 6.62 68.47= 4 80 733
1000 918.66=30.70 6.94 007.3= 58.90 630
4000 3720.06+ 16584 496 3842 66 228 00 628
Regorafenib 25 22.13£ 0.6 464 2254= 102 445
M2 75 61.68= 3.07 6.50 64.26= 434 6.86
1000 826 46+ 4149 643 876.80= 66.50 8.00
4000 348843+ 182 58 433 370147+ 304.12 9.09
Regorafenib 25 28.00= 109 1107 2361=41 1935
M5 75 6830 6.47 11.31 63.67=7.60 14.11
1000 847.36=34.14 6.42 880 11= 6543 7.70
4000 3780.51= 283.60 7.16 304180+ 33325 802
Ruxolirinib 4 3.68=0.16 4.66 3.60=0.17 471
12.1 10.67= 0.49 6.44 11.02=07 637
1625 13584+ 336 5.65 141432913 6.75
650 583.06= 13.33 498 619.46=47.2 845
Sorafenib 25 2232=0.75 7.04 22.73= 156 681
75 7509=41 7.58 73.50=544 758
1000 1000.05= 35.14 7.74 062 44= 7281 7.74
4000 4074.9= 223 51 5.79 3972 06= 251 67 6.54
Sunitinib 1 0.07=0.04 403 0.80=0.13 1743
3 3.00=0.15 7.53 205029 10.77
75 3048= 11 6.4 3811253 6.73
160 155.37=8.51 5.87 156.74=0.61 6.23
Vandetanib 1 0.84= 0.00 11.01 0.85= 0.00 1086
3 2.65+0.23 13.10 2.69= 035 1291
75 3555243 883 34472203 836
160 145.76=7.06 712 143.42=10.98 7.86

Tableau 17: répétabilité, reproductibilité et biais pour les 19 molécules ITK. Les coefficients de
variation (CV) sont évalués par analyse des variances (ANOVA).
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Les limites de quantification basse de nos molécules ont bien des criteres de répétabilité,

reproductibilité et biais inférieur a 20%. Nous ajoutons deux points de gamme pour le

dasatinib : 0,1 ng/ml et 0,25 ng/ml adaptées

Nous n’avons pu descendre aussi bas en quantification avec les autres molécules, notamment

celles présentes dans le groupe C des concentrations basses (sunitinib, axitinib, ponatinib et

vandetanib). Au regard des publications de pharmacocinétiques, il n’y a aucun intérét clinique

a atteindre des concentrations aussi infimes. C'est pourquoi seul le dasatinib est validé

jusqu’a 0,1 ng/ml dans notre méthode.

Qc1 Qc? Qcs3 Moyennes
Effet Rendement Efficacité Effet Rendement Efficacité Effet Rendement Efficacité Effet Rendement Efficacité
Matrice Extraction processus Matrice Extraction processus Matrice Extraction processus Matrice Extraction processus
Absolu (%)  Absolu (%)  Relatif (%) | Absolu (%)  Absolu (%)  Relatif (%) | Absolu (%)  Absolu(%)  Relatif (%) | Absolu(%0)  Absolu (%)  Relatif (%)
Afatinib -4.21 -0.7 0.01 -12.41 8.82 -3.46 -12.52 9.7 -11.45 6.9 -5.93 -2.66
Axitinib 18.7 -271.21 2456 5.34 -41.30 -14.41 -7.06 -35.60 031 5.66 -34.70 349
Bosurinih -12.74 -23.28 -13.74 -12.15 -13.77 -1.69 -3.83 -5.8% -13.33 -9.37 -14.31 -0.43
Crizotinib -16.62 11.08 -23.81 -9.11 450 -1.06 -11.17 14.99 -4.82 -123 280 919
Dabrafenib 447 £1.07 -28.19 -5.29 -74.36 -12.50 -873 -10.43 775 -3.18 <753 -10.98
Dasatinib -10.50 19.74 1.75 549 -21.95 26.92 135 -23.85 1435 -1.22 -21.84 13.17
Erlotinib 0.92 17.38 2.18 -0.60 -15.94 387 -228 -6.9% 14.70 -0.65 -13.44 5.46
Gefitinib 16.40 2935 -6.82 -436 2125 -14.75 -11.20 3583 1.56 028 18.04 -6.67
Imatinib -4.21 1117 1.97 -5.84 -7.56 122 -1.81 136 30 -3.96 -5.79 207
Lapatinib 5.7 -81.58 26.34 -4.77 -78.38 5.63 3.68 -74.96 1355 1.56 -78.31 15.84
Nilotinib -1.86 -72.1% 15.14 -1.89 -T4.44 -3.65 -151 -70.57 9.93 -2.22 -72.40 7.14
Ponatinib -5.50 -36.91 -14.29 -4.50 -34.68 -2.00 482 -34.31 13.00 -1.73 -35.30 -1.10
Regorafenib 1591 -78.1% 3299 -6.04 -78.66 2.83 =577 -75.12 405 137 -77.32 13.29
Regorafenib M2 211 -79.70 33.69 -0.47 -72.29 41.36 -311 -66.43 44.71 -0.49 -72.81 39.92
Regorafenib M5 -0.77 -76.61 44.44 489 76.98 23.64 7.00 -76.09 1379 in -76.56 2729
Ruxolitinib -1.22 -75.34 37.39 -0.25 -75.29 26.30 -0.08 -71.58 26.43 -0.52 -74.07 36.70
Sorafenib -10.43 87.69 8.66 420 -84.32 2992 -1.75 -T4.435 1533 -4.66 -82.15 17.97
Sunitinib -12.94 10.05 -5.47 -10.19 -3.07 5.28 -10.59 6.50 975 -11.24 -2.20 219
Vandetanib 19.51 25.69 0.01 -3.22 32.86 -5.05 =546 3935 -12.50 3.61 32.63 -5.85
Afatinib ET -11 10.78 -12.1 12.05 -14.30 14.86 -11.17 12.56
Axitinib EI -5.38 -28.25 -12.55 -28.24 -5.39 -36.54 -1.77 -31.01
Bosutinib EI 11.26 -13.34 19.42 -8.13 12.12 -10.49 1427 -10.65
Crizotinib ET -11.16 144 -1431 9.19 -14.77 2583 -13.41 12.15
Dabrafenib EI -8.60 -70.53 -1.72 -71.85 =754 -72.86 -6.09 -71.74
Dasatinib ET 353 -3045 -1.26 -30.02 -1.76 -30.87 -1.83 -30.44
Eriotinib EI -0.85 -14 -5.97 -14.57 =243 -18.69 -3.09 -15.75
Gefitinib ET -7 4.97 -1.46 37.24 -51 2534 -3.09 2231
Imatinib EI -7.04 -10.03 -11.12 -3.36 -2.18 -1.36 -6.78 -4.98
Ponatinib EI -1.48 -32.76 -498 -33.04 -4.53 -36.06 -3.66 -33.95
Nilotinib EI -3.02 -75.71 -2.01 -73.45 =732 -71.63 -4.12 -73.60
Regorafenib EI -12.30 -82.10 -15.64 -76.86 -4.94 -16.25 -10.96 -78.40
Ruxolitinib EI -6.88 -40.1 -3.64 -39.66 -5.30 -37.62 -0.52 -39.13
Sorafenib ET -10.32 -40.10 -1.66 -38.38 -4.12 -37.62 -5.37 -38.70
Sunitinib EI -10.80 -7.28 -12.31 -6.20 -10.42 -3.93 -11.17 -5.80

Tableau 18: effet matrice, rendement d'extraction et efficacité du processus (relatif car corrigé par I'étalon interne)
des 19 molécules, pour les trois niveaux de contréle QCA, QCB et QCC. (n=3).
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Le rendement d’extraction et |'effet matrice sont évalués par comparaison des aires obtenues
des analytes dans différentes conditions. Pour le rendement d’extraction, comparaison des
aires entre un blanc matrice dopé puis extrait avec un blanc matrice extrait puis dopé a la
méme concentration. Pour I'effet matrice, comparaison d’un blanc matrice extrait puis dopé
a un blanc pur dopé. Les résultats sont présentés au Tableau 18.

Nous constatons que I'effet matrice reste dans des normes acceptables pour toutes nos
molécules, c’est-a-dire + 20%. Grace a I'utilisation de la SPE, nous éliminons un maximum de
composés organiques susceptibles d’interagir avec les analytes dans la source. Lors du
processus d’extraction, nous ne réalisons qu’un seul rincage de la matrice. Nous aurions pu

augmenter ce nombre de ringages en cas d’effet matrice important.

D’autre part, les rendements d’extraction sont parfois tres faibles. C’'est particulierement le
cas pour les molécules les plus lipophiles : dabrafenib, sorafenib-like (sorafenib, regorafenib
et ses métabolites). C'est aussi le cas pour des molécules de polarité intermédiaires: le
lapatinib, le nilotinib et le ruxolitinib. Plusieurs hypothéses sont avancées pour expliquer le
faible rendement d’extraction de ces molécules, parmi lesquelles des défauts d’affinité pour
la SPE choisie, ou une saturation des cartouches. Ces rendements d’extraction concordent

avec la bibliographie.

Nous pourrions essayer de réduire le volume de plasma a extraire pour diminuer la saturation
des cartouches, quitte a perdre un peu de signal notamment au niveau des LLOQ
(actuellement 300 mL). Nous pourrions de méme acidifier un peu plus le plasma, afin d’ioniser
au maximum les molécules a extraire, et ainsi augmenter leur affinité pour les fonctions SOz

de la SPE MCX.

Cependant, les molécules ayant les rendements d’extraction trés faibles sont suffisamment
détectées, et ce méme pour les limites basses de quantification. De plus, ces rendements
d’extraction sont stables sur I'ensemble de la gamme de concentration et I'efficacité du
processus, corrigé par étalonnage interne, est stable pour toutes les molécules sur I'ensemble

de la gamme étudiée.

Par conséquent, nous avons choisi de garder ce processus d’extraction.
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Lors de lI'analyse de 6 blancs matrice extraits, aucune molécule n’est détectée par le
spectrometre de masse aux temps de rétention de chacune des molécules ni étalon interne.
De plus, lors du passage d’un blanc aprés un point de gamme haut, I'aire du blanc est
inférieure a 20% de la LLOQ pour chaque molécule, et inférieure a 5% pour les étalons

internes.

Comme présenté en annexe 13, aucune molécule n’est détectée par le spectrométre de masse
lors d’injection d’un blanc matrice. La méthode est donc sélective, et n’entraine pas de « carry-

over ».

VI. Discussion

L'objectif de ce travail était de développer et valider des outils analytiques permettant de
réaliser un suivi thérapeutique pharmacologique des inhibiteurs de tyrosines kinases, ainsi
gue permettant de réaliser des études cliniques de définition de seuils pharmacodynamiques
/ pharmacocinétiques. Ces outils analytiques doivent permettre un dosage quantitatif dans le
plasma de la plupart des inhibiteurs de tyrosine-kinases disponibles a la pharmacopée. Ces

traitements anticancéreux sont de plus en plus prescrits.

De nombreuses classes pharmacologiques font appel au suivi thérapeutique pharmacologique
afin d’améliorer le bénéfice clinique qu’elles apportent et diminuer le risque qu’elles
génerent. C'est le cas par exemple des antiépileptiques, des antipsychotiques, des
immunosuppresseurs ou encore des antirétroviraux. Cet outil n’est possible que lorsqu’il
existe une relation bien définie entre concentration plasmatique et activité, ou effets
indésirables. Jusqu’avant les inhibiteurs de tyrosine-kinases, il était proposé pour guider le
traitement de quelques molécules anticancéreuses bien définies, comme le 5 fluoro-uracile,
le méthotrexate, les taxanes ou le busulfan. Concernant les autres anti-cancéreux non ciblés,
peu d’études ont pu démontrer un intérét du suivi thérapeutique pharmacologique dans la

prise en charge du patient.
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Les inhibiteurs de tyrosine-kinases, arrivés plus récemment, présentent de nombreuses
caractéristiques indiquant qu’un suivi pourra améliorer les bénéfices que les malades tireront
de ces traitements. En effet, il existe une relation entre concentration plasmatique et activité
de ces médicaments. De plus, utilisés par voie orale a dose fixe, ils sont sensibles aux variations
pharmacocinétiques interindividuelles et intraindividuelles. Ces variations sont générées par :
une prise alimentaire concomitante pouvant modifier leur absorption, un transport
dépendant des protéines plasmatiques, une métabolisation enzymatique CYP dépendante
pouvant étre induite ou inhibée par d’autres traitements et une élimination dépendante des
clairances tissulaires. En outre ce sont des traitements chroniques, I'adhérence est un facteur
clé dans la réussite au traitement. Tous ces paramétres vont influencer les concentrations
plasmatiques, positivement ou négativement. En cas de sous-dosage, une perte d’efficacité
des traitements est a redouter, avec une sélection des clones tumoraux résistants aux
thérapeutiques. En cas de surdosage, il existe un risque d’augmenter les effets indésirables
des médicaments. Cela peut avoir des conséquences tragiques pour certains ITK, par exemple
des risques thromboemboliques avec le ponatinib, ou des risques de cytopénies avec le
ruxolitinib. Grace a un simple contréle des concentrations plasmatiques sanguines, le suivi
thérapeutique pharmacologique permettra d’une part de prédire la bonne réponse du patient
au traitement, mais également de prévenir certains effets indésirables graves. L’outil

développé permettra de réaliser ce contréle des concentrations plasmatiques.

Par ailleurs, plusieurs molécules étudiées au cours de ce mémoire n’ont pas pu ou n’ont pas
encore démontré avec certitude la corrélation entre concentrations plasmatiques, effets
pharmacologiques et effets indésirables. C'est le cas des ITK les plus récents. Il pourrait étre
alors intéressant de réaliser une ou plusieurs études de relation dose / activité, puis dans un
second temps des études de définitions de seuils d’efficacité, en utilisant la méthode

analytique développée ici.

Afin de disposer d’une telle méthode analytique, nous nous sommes orientés vers la
chromatographie liquide ultra haute performance couplée a la spectrométrie de masse en
tandem. La chromatographie ultra haute pression apporte un bénéfice en termes de
séparation et de temps d’analyse totale comparé a la chromatographie haute pression. La

spectrométrie de masse apporte une sensibilité et une spécificité trés bonne en comparaison
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aux autres méthodes de détection (UV, fluorescence). Ces outils sont également utilisés dans

les autres publications de la littérature, et sont conformes avec les pratiques du laboratoire.

Parmi la vingtaine de molécules ITK disponibles sur le marché, le dosage se focalise sur les
17 ayant des concentrations plasmatiques compatibles avec une analyse multi-résiduelle ne
dépassant pas les 5 mg/L. Ceci exclut donc des molécules intéressantes a doser telles que le
vemurafenib ou le pazopanib. Malgré tout, l'intérét du dosage de ces deux molécules a pu
étre démontré lors de précédentes études de STP, et il est donc nécessaire de les doser avec

une autre technique.

Afin de définir les gammes de concentrations, il a été nécessaire de s’appuyer sur des études
de STP, telles que décrites précédemment, ainsi que sur des études de pharmacocinétique de
phase | et Il. Les études de pharmacocinétique ont pour but d’étudier le devenir du
médicament chez un petit groupe de patients. Ceux-ci sont recrutés afin de correspondre aux
criteres d’inclusion de I'étude : age, poids, comorbidités, etc. De nombreux patients issus de
populations particuliéres en sont exclus. Cela conduit a un biais dit de sélection. Il n’est pas
possible de savoir a priori comment évoluent les concentrations de certains ITK dans des
conditions physiologiques particuliéres : patients agés ou trés jeunes, insuffisants
rénaux / hépatiques, patients dénutris ou en surpoids, ou méme patients a I'état général
altéré du fait de leur pathologie cancéreuse. Cependant, I'étendue des gammes de
concentrations est trés large et peut donc compenser le biais de sélection, en essayant de
maintenir dans la mesure du possible une LLOQ 5 fois plus basse que la Cmin des études de
pharmacocinétiques. L'objectif initial était de quantifier toutes ces molécules en incluant les
points de gamme SFg1 et SFg2. Cependant, la LLOQ de certaines molécules variait de plus de
20 %, notamment pour le vandetanib, pour lequel il n'y a pas dans cette méthode d’étalon
interne. Il a fallu relever les seuils de LLOQ des molécules, tout en conservant SFs1 et SFe2 pour
le dasatinib. Ces deux points de gammes sont cliniguement pertinents uniguement pour cette

molécule.

Certaines molécules a doser ont des concentrations plasmatiques résiduelles inférieures a
10 ng/ml. C’est le cas du ponatinib, du crizotinib, de I’axitinib, du sunitinib et du dasatinib.

Pour ce dernier, I'expérience apportée par I'étude Optim Dasa montre que de nombreux
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patients ont une Cmin < 1 ng/ml. Afin de détecter ces concentrations trés basses, les
parametres de la source ESI ont été optimisés pour atteindre la sensibilité suffisante. La
tension de capillaire, la température de la source, des gaz et le débit de N, sont adaptés afin

d’obtenir un signal intense et stable.

De plus, le triple quadripole a été paramétré afin de caractériser chaque molécule et étalon
interne par un ion parent et un ion fils. Pour affiner I'analyse, une transition de confirmation
est ajoutée uniquement pour les molécules a quantifier. Ceci permet une détection univoque
des analytes. Les parametres optimaux d’énergie de collision et de tension de céne ont été
recherchés. Les temps de scan (ou Dwell time) ont été ajustés. Malgré quelques transitions

communes, il n’y a pas d’interférences entre les molécules coéluées.

L’outil chromatographique a été optimisé manuellement. Certes, I'approche de type Quality
by Design aurait probablement guidé vers une séparation peut-étre meilleure, avec moins
d’étapes expérimentales. Cependant, le temps d’analyse obtenu est relativement court.
Toutes les molécules ne sont pas forcément totalement séparées, mais la spectrométrie de
masse permet d’identifier spécifiquement les composés coélués. De plus, les phases mobiles
sont relativement peu toxiques et couramment utilisées. Un additif a la phase mobile A qui
est un acide faible, 'acide acétique a été utilisé. Celui-ci permet d’ioniser certaines molécules
en les maintenant a pH acide. Ceci contribue a diminuer leurs temps de rétention et permet
de les séparer de celles plus retenues sur la colonne. L'utilisation d’'un tampon aurait
probablement pu favoriser I’'équilibre du systeme chromatographique, en absorbant mieux
les variations de pH. C'est d’autant plus vrai dans la mesure ou I'appareil sur lequel ce dosage
sera réalisé est utilisé aussi pour d’autres analyses, avec d’autres phases mobiles. Un cycle de
rincage est donc nécessaire avant toute utilisation de I'appareil pour garantir I’équilibre du
systéme. De plus, seule une étude a posteriori de la robustesse de la méthode nous indiquera
comment notre systéme évoluera dans le temps. L'outil chromatographique est aussi

dépendant du milieu dans lequel seront injectées les molécules.

L’étape d’extraction est une étape clé dans le développement de la méthode. Elle permet de
passer d’une matrice complexe biologique riche en molécules endogéenes et exogenes, a une

phase de reprise purifiée contenant notamment les molécules d’intérét. Lors de la phase

104



d’extraction, certaines molécules ont un rendement assez faible (autour de 20% pour les
sorafenib-like notamment). Des analyses complémentaires auraient pu étre réalisées afin de
déterminer |'origine de ce faible rendement. Plusieurs hypothéses ont été évoquées. La
cartouche pourrait étre saturée, c’est-a-dire atteindre son potentiel rétentif maximal. Elle
fixerait alors préférentiellement les molécules mieux retenues au détriment de celles qui le
sont moins bien. La limite du pouvoir rétentif de la micro-colonne MCX serait atteinte et les
molécules entreraient alors en compétition pour s’y greffer. Autre hypothese, le pouvoir
éluant des phases de reprise pourrait étre insuffisant. Cela entrainerait un rendement
d’extraction faible pour les molécules moins bien entrainées. Le pouvoir d’élution de la phase
de reprise utilisée pourrait étre évalué en comparaison a d’autres phases, nous permettant
d’infirmer ou de confirmer cette seconde hypothése. Cependant, conformément aux
recommandations des annales de toxicologie analytiques de 2004 concernant les procédures
d’extraction, la méthode peut étre ainsi validée car les rendements d’extraction sont stables
sur toute I'étendue de la gamme. Par conséquent, il n’a pas été réalisé d’investigations

complémentaires.

De plus, I'effet matrice est tres limité grace a ce procédé d’extraction, ce qui est remarquable
sachant que la source ESI est particulierement sensible a la composition de la matrice. Cette
méthode de SPE sur plague MCX a donc été retenue. D’autre part, la phase de reprise est
fortement éluante (25 pL d’eau, 100 pyL de solvants organiques). Ceci peut perturber le
systeme chromatographique. Afin de compenser cela, la premiére partie du gradient de
concentration est un palier « aqueux » (88 % d’eau). Il permet de concentrer les analytes en
téte de colonne et d’affiner les pics chromatographiques. Cette méthode d’extraction est

fonctionnelle et validée.

La validation de la méthode a été effectuée selon les recommandations internationales, qui
incluent une étude de la justesse de I'analyse ainsi que de la robustesse a posteriori. L'étude
de la justesse devrait idéalement étre réalisée par « Cross-validation » inter-laboratoires. En
effet, seule I'externalisation des contréles qualité externes (CQE), c’est-a-dire la comparaison
aux valeurs obtenues dans les autres laboratoires, peut garantir la justesse des points de
gammes et de contréles. Cependant, actuellement il n’existe pas d’autre laboratoire en France

ou en Europe pouvant doser toutes ces molécules regulierement. Cette « Cross-Validation »
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n‘est donc a ce jour pas réalisable. Afin de réduire au maximum les risques d’erreur de
justesse, nous appliquons des mesures rigoureuses. Nos SMg et SMqc sont différentes,
fabriquées a des jours différents et vérifiées. De plus, la teneur des poudres dont elles sont

issues est garantie par les fabricants.

La robustesse de la méthode sera évaluée a posteriori, aprés plusieurs utilisations par
plusieurs opérateurs différents dans un premier temps et en conditions réelles au quotidien.
Cette étude seule peut garantir le bon fonctionnement de la méthode de dosage notamment
sur le long terme. Cependant, la validation analytique selon la méthodologie appliquée est

suffisante aujourd’hui afin de pouvoir rendre des résultats d’analyse fiables.

Pour toutes ces raisons, les choix analytiques présentés dans ce mémoire ont été faits, et la

méthode validée en conséquence.

VIl. Conclusion et perspectives

Une méthode de dosage analytique de 17 inhibiteurs de tyrosine-kinases et 2 métabolites
actifs du regorafenib dans le plasma a été mise en place au cours de ce travail. L'outil d’analyse
choisi est I'extraction en phase solide, la séparation par UHPLC et la détection par la

spectrométrie de masse en tandem sur source ESI.

Cette méthode de dosage permettra d’'une part d’effectuer du suivi thérapeutique
pharmacologique au CHU de Bordeaux. Les prescripteurs pourront étre ainsi guidés dans leurs
choix thérapeutiques ainsi que dans la prise en charge du patient. D’autre part, il sera possible
de réaliser des études de relation pharmacocinétique / pharmacodynamiques ainsi que de
définitions de seuils. Le suivi thérapeutique pharmacologique a apporté la preuve de son
utilité dans le suivi des premiers inhibiteurs de tyrosine-kinases. Il faut maintenant
approfondir, étendre ce suivi aux molécules les plus récentes et démontrer dans le cadre
d’études cliniques son intérét dans la prise en charge thérapeutique des patients. Ces seuils
pourraient faire I'objet a terme de recommandations par les sociétés savantes, appliquées au
guotidien par les praticiens. De nouvelles méthodes pourraient alors étre développées pour

faciliter ce suivi au quotidien.
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Le laboratoire travaille actuellement sur le prélevement « Dry Blood Spot », ou buvard.
L'intérét est non plus de réaliser une prise de sang veineux au patient, mais de prélever une
goutte de sang, au doigt, et de laisser sécher cette goutte sur un papier buvard. Ce papier peut
étre envoyé par le médecin généraliste du patient par courrier postal, emballé correctement,
au laboratoire pour analyse. La méthode pourrait un jour étre adaptée a I'utilisation des

papiers buvards.
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Molécules

Nomenclature IUPAC

Afatinib

Axitinib
Bosutinib

Crizotinib
Dabrafenib
Dasatinib

Erlotinib
Gefitinib

Imatinib
Lapatinib
Nilotinib
Ponatinib
Regorafenib
Regorafenib M2
Regorafenib M5
Ruxolitinib
Sorafenib
Sunitinib

Vandetanib

(E)-N-[4-(3-chloro-4-fluoroanilino)-7-[(35)-oxolan-3-yl]oxyquinazolin-6-yl]-4-
(dimethylamino)but-2-enamide
N-methyl-2-[[3-[(E)-2-pyridin-2-ylethenyl]-1H-indazol-6-yl]sulfanyl]benzamide
4-(2,4-dichloro-5-methoxyanilino)-6-methoxy-7-[3-(4-methylpiperazin-1-
yl}propoxy]quinoline-3-carbonitrile
3-[(1R)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethoxy]-5-( 1-piperidin-4-ylpyrazol-4-
yl)pyridin-2-amine
N-[3-[5-(2-aminopyrimidin-4-yl)-2-tert-butyl-1,3-thiazol-4-yl]-2-fluorophenyl]-
2,6-difluorobenzenesulfonamide
N-(2-chloro-6-methylphenyl)-2-[[6-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-2-
methylpyrimidin-4-ylJamino]-1,3-thiazole-5-carboxamide
N-(3-ethynylphenyl)-6, 7-his(2-methoxyethoxy)quinazolin-4-amine
N-(3-chloro-4-fluorophenyl)-7-methoxy-6-(3-morpholin-4-ylpropoxy)quinazolin-
4-amine

N-(4-methyl-3-{[4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl]Jamino}phenyl)-4-[(4-
methylpiperazin-1-yl)methyl]benzamide
N-[3-chloro-4-[(3-fluorophenyl)methoxy]phenyl]-6-[5-[(2-
methylsulfonylethylamino)methyl]furan-2-yl]quinazolin-4-amine
4-methyl-N-[3-(4-methylimidazol-1-yl}-5-(trifluoromethyl)phenyl]-3-[(4-pyridin-
3-ylpyrimidin-2-yl)Jamino]benzamide
3-(2-imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl}-4-methyl-N-[4-[(4-methylpiperazin-1-
yl)methyl]-3-(trifluoromethyl)phenyl]benzamide
4-[4-[[4-chloro-3-(trifluoromethyl) phenyl]carbamoylamino]-3-fluorophenoxy]-
N-methylpyridine-2-carboxamide
4-[4-({[4-chloro-3-(trifluoromethyl)phenyl]carbamoyl}amino)-3-fluorophenoxy]-
2-(methylcarbamoyl)pyridin-1-ium-1-olate
4-[4-[[4-chloro-3-(trifluoromethyl)phenyl]carbamoylamino]-3-fluorophenoxy]-
1-oxidopyridin-1-ium-2-carboxamide
(3R)-3-cyclopentyl-3-[4-(7H-pyrrolo[ 2, 3-d] pyrimidin-4-yl) pyrazol-1-
yl]propanenitrile

4-[4-[[4-chloro-3-(trifluoromethyl) phenyl]carbamoylamino] phenoxy]-N-
methylpyridine-2-carboxamide
N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(Z)-(5-fluoro-2-oxo-1H-indol-3-ylidene)methyl]-
2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide
N-(4-bromao-2-fluorophenyl}-6-methoxy-7-[(1-methylpiperidin-4-
yl)methoxy]quinazolin-4-amine

Annexe 4: nomenclature IUPAC des ITK.



Pourcentage de variation des

Condition A Condition B moyennes du signal brut entre

A et B: 100*(5a-5b)/5a

QcaA (n=3) Qcc (n=3) aca (n=3) Qcc (n=3) QcA acc

Aire [CV %) Aire (CV %) Aire [CV %) Aire [CV %) (36) (%)

Afatinib | 1819,00 (10.03) 21373,33 (10,01) 2124,16 (8,41) 24132,86 (5,83) 16,77 12,91

Axitinib | 177,67 (29,83) 2894,33 (3,93) 240,67 (27,73) 3131,33 (2,85) 35,45 8,18
Bosutinib | 12623,00(3,73) 112914,67 (2,21) 15581,59 (3,57) 124438,95 (1,70) 23,43 10,21

Crizotinib | 3203,00 (5,38) 35313,00 (3,32) 3654,83 (2,27) 38400,60 (5,71) 14,12 8,74
Dabrafenib 1943,00(3,20) 29380,00 (2,17) 2720,90 (4,80) 37101,25 (1,27) 40,03 26,28
Dasatinib 544,00 (14,01) 8668,33 (5,93) 617,76 (8,92) 9625,71 (4,41) 13,55 11,04
Erlotinib 63408,33 (1,56) 651924,67 (6,90) 74861,07 (0,87) 725398,96 (3,14) 18,06 11,27
Gefitinib | 3505,33 (13,53) 23924,00 (2,57) 3717,54 (15,76) 26531,23 (6,21) 6,05 10,50

imatinib | 39710,33 (2,09) 319591,00 (5,54) 40264,64 (3,05)  330813,52 (2,76) 1,329 3,5

Lapatinib | 14097,33 (4,03) 119000,67 (0,95) 14771,72 (5,56)  124525,83 (0,593) 4,78 4,64
Nilotinib | 81816,00 (2,50) 1114838,33 (9,88) 82570,14 (2,85)  110290%,25 (3,55) 0,92 -1,07

Ponatinib |  6855,33 (3,90) 78911,67 (4,25) 7092,91 (3,52) 87346,74 (2,34) 3,46 10,7
Ruxolitinib 69328,00 (1,81) 641928,67 (2,59) 82752,50 (0,90) 948094,71 (2,39) 19,36 47,69

Regorafenib | 1279,67 (17,61) 12486,33 (8,02) 1366,87 (4,28) 14222,54 (1,93) 45,88 13,9
Regorafenib M2 |  2961,67 (3,06) 24575,00 (4,56) 3435,65 (3,46) 28329,30 (1,70) 16,00 15,27
Regorafenib M5 384,33 (6,85) 5552,00 (5,95) 521,00 (8,20) 6773,68 (2,71) 35,56 22,00

Sorafenib 4651.33 (3,61) 25004,44 (12,51) 4855,53 (4,46) 26392,08 (3,82) 5,96 6,34
Sunitinib 01 2369,67 (12,47) 34670,67 (8,02) 3532,86 (9,60) 42831,79 (5,86) 45,05 23,53
Sunitinib 02 2884,67 (5,24) 35754,33 (3,11) 3496,33 (7,29) 39482,75 (4,41) 21,20 10,42

Vandetanib | 2593,67 (16,24) 22168,33 (8,48) 2662,16 (16,04)  22812,16 (10,59) 2,64 2,90

Annexe 5: réponse moyenne et variation (n=3) des aires brutes pour chacune des
molécules en fonction des conditions pour deux points de contréle (QCA et QCC).
Pourcentage d'augmentation de la réponse entre condition A et condition B.

Molécules 0,5 kv 1kv 2 kv 3 kv 3,5kV
aca Qacc aca acc aca acc aca Qacc aca acc
Aire (CV36) Aire (CV3E) Aire (CV36) Aire (CVs) Aire (CV35) Aire [CV3) Aire (CV3E) Aire (CV5) Aire [CW3) Aire (CV36)
Afatinib 59835 4278 49096 1279 36436 1942 31774 1733 33938
(5,42} {0,57) 0,52) (4,99} (3.36) (5.56)
Axitinib 14856 15313 930 15036 13928
(4,97) 1223 (4,39) (2,75) 2,36) 1,38) (5,04)
Bosutinib 118168 4156 75387 2762 64505 61182
(0.7 (12,41) (6,68) (10,59) (8,84} (15,4)
Crizotinib 48772 2883 33884 2024 27106 28967
(2,09) (6,3) (4,81) 2,7) (3,42}
Dabrafenib 89122 5244 97206
3851 (8,75) (10,55} (5,04} (9,79} (7.76)
Dasatinib 938 10052 705 11451 10329
(2,51) 1,91) (1,9) (15,19)
Erlotinib 33982 25137 561096 547991
0,59) (2,23) (1,64} (1,86)
Gefitinib 857 507 10057 12812
(1,3) 13063 (1,3) (2,48) (2,98) (11,02)
Imatinib 16123 333947 10821 319153 261157
1,16) 5 (6,08) (3.57) (1,59)
Lapatinib 10215 117342 108636
(8,07) (4,866) 5447 (2,95) (3,61) (3,39) (2,02 1,99
Nilotinib 1145199 69521 61870 81438 1200781 53837 11438167
{1,63) (5,06} (2,74) (2,95) (2,38) (2,29) (1,44)
Ponatinib 31599 5366 2536 53768 3835 50434
(11,6) (1,63) 6 04] (4,69) (2,73) (2,386) (161)
Ruxolitinib 610791 60212 36323 58834 663092 58417 645216
(314 (5,38} (9,81) (5,21) (3,86) (4,97) (4,71) 4,74
Regorafenib 1661 31599 4530 4336 116392 6810 134422
(10,94) (11,6} 2,9) 5456 (5,99) (27,41) (17,93) (3,71} (4,79)
Regorafenib 6126 B6663 6376 105197 ) 6717 135948 11144 135970
M2 (14,98) (8,3) (0,87 (0,5) 6563 (2,98) (2,24) (8,02) (4,81) (3.97)
Regorafenib 1834 38589 3030 46727 57 3598 56589 56126
M5 (2,23) (5,45) (5,68) 3,79 3801 (7,65) (4,81) (4,75 (5,61)
Sorafenib 1383 24225 2250 32863 59730 3766 97745 6 1
(15,12) (9,21) (15,09) 4566 (8,12 8,94) {21,92) (13,35) (15,77) (14,57)
Sunitinib 01 1 16 7033 101747 76352 5883 64030 2302 60782
(1,93) (2,09} 5388 (4,25) (4,51) (8,42) (5.62) (6,67) (4,41)
Sunitinib 02 5171 41726 1300 33874 2474 31610
(1,88) 1816 (4,89) (3,14) (7,04) (5,34) (1,386) (2,65)
Vandetanib 3516 : 20959 571 16583 1815 20317
(1,02) {1,24) 1659 (1,11} (1,55) (2,73} (4,74) (12,53) (13,15)

Annexe 6: aires brutes moyennes (n=5) et coefficients de variation (%) de chaque
molécule ITK en fonction des paramétres de la source ESI.
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Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.




MOLECULE

lon(s) parent(s)
Intensité en fonction du spectre m/z

lon(s) fils(s)

Intensité en fonction du spectre m/z

141.37
532.72
" -
Bosutinib “
390.26 113.41
L 142.07
4.1.».ULL 4 ‘M.ﬁ‘q‘hw,wmu_m" bkiuq-w;‘,,,.u,,, G 125 150 175 200 225 250 245 3060 825 850
oo 150.5
539.81
" )
Bosutinib El 1
3915 11s.0
119.9
| W | l L
T | IR0 AT & (0 TN ST - S—— S
- 450.64 - 177.28
403 | asa2s
. . . ™ *
Crizotinib
367.76 \ 13231 14935 200,58
‘,_,.____LL o P CIIOR N ol 2l | L |

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 | 230 240 250 260 270

Crizotinib EI

e as7.6 100 177.4
459.7

- -
; 460.4
I 267.5
461.8

S A | L
BRI N R+ LT T A I AT O TR O

Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.




MOLECULE

lon(s) parent(s)
Intensité en fonction du spectre m/z

lon(s) fils(s)

Intensité en fonction du spectre m/z

5206 100 307.3
292.3
Dabrafenib : &
307.6 277.3
5428 %12.3
s i T ¢ [
109, 5296 = 316.3
292.3
Dabrafenib El
3167 2512
k 5516 L‘
i Aol st e e e Lt b L A s
Aagss 401.6
Dasatinib 1 .
l 343.2
015 N £
' s It ‘ Ll L
494.7 7 4011
1933
497.7
2321
Dasatinib El
407.8 450.7
Moo N . J A -

Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.




MOLECULE

lon(s) parent(s)
Intensité en fonction du spectre m/z

lon(s) fils(s)

Intensité en fonction du spectre m/z

394.4

336.4
2784
. . * =
Erlotinib s
T Jt A = .X»J\--‘l Pl
400.27-‘ 284.2
.. - J
Erlotinib EI 342.7
YZSSS
‘ 422.8
310.3
Sane i 1
. m‘-—ﬂ-ﬁ,}‘ e : -
o 4a7.71 . s
320.57
s .
Gefitinib sasies
I L
., LL k I'.
TSR0l N0, TR0 RN 00N TG0 40T Wi TR0, 560e: 1357 150 175 200 256 250 275 300 835 350 316
455.6 1004 136.2 4
. N
Gefitinib EI i
457.6 108
319.6
£ P on A = = J_L‘ pe 3BTIES BB S M O e RS I I I Y. Y 1

Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.




MOLECULE

lon(s) parent(s)
Intensité en fonction du spectre m/z

lon(s) fils(s) principal
Intensité en fonction du spectre m/z

4949 394.4
2173
Imatinib
2643
3956
380.8
f':‘"“c*"*“ﬁ““ﬁ#“ﬁ“"j‘“ g oo = ‘ H :
502.8 543
222.2
Imatinib EI ’ 1
3946
380.5 r 238.4
5305 2891,
259.5
Nilotinib i
104.1
| 307.7 156.2 J
552.8
534.4 289.1
Nilotinib El “
261.6

246.2

234.3“ I

Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.




MOLECULE lon(s) parent(s) lon(s) fils(s) principal
Intensité en fonction du spectre m/z Intensité en fonction du spectre m/z
Ponatinib “ 7 s
Ponatinib El
4348 I ] |

Ruxolitinib B s

Q L M o l:c u 2 * B = 20 o o 300

Ruxolitinib El =1 |
e J =L 3??0'8 i iy . % 'u"""*‘-‘Su'""";23""'1’5**"‘"“

Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.




MOLECULE

lon(s) parent(s)

lon(s) fils(s) principal
Intensité en fonction du spectre m/z

Intensité en fonction du spectre m/z
Regorafenib |
LT RRETTIRRT T ARET étjb‘kééﬁhl'z‘;‘d“:ﬂ 3856335 356"
202.1
Regorafenib El I
274.4
?09.3
Regorafenib M2 . =
| 521.5
o QL 'J o % o1 556 266 la‘ool T T BT R T R T
202.21
100+
Regorafenib M5 0 B

508.20

o i
100 150

400

350

200 250 300

Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.



MOLECULE lon(s) parent(s) lon(s) fils(s) principal
Intensité en fonction du spectre m/z Intensité en fonction du spectre m/z
Sorafenib A ¥l
487.4 1
' [T - 5
469.6 100 256.2 -
Sorafenib El
399.6 100 283.5
Sunitinib | |
L
! 256.2
| 326.6
326.5 jl
409.8 00 284.34
Sunitinib El
256.2
327.4

Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.




MOLECULE lon(s) parent(s) lon(s) fils(s) principal
Intensité en fonction du spectre m/z Intensité en fonction du spectre m/z
Lapatinib
l l I
Vandetanib 7

== S5 oo == Teo Tso

Annexe 7: spectre de masse des ions parents et fils des ITK et leurs étalons internes.




Gradient final
CORTECS C18+
AA0,1%

T25°C
Regorafenib A
Sorafenib Ve

Dabrafenib /\ \

=,

A

RM2 A s S ——

RMS5 R e e e e e =

Ponatinib /(\L
Nilotinib b
Lapatinib EESRE  "Y—

—

Ruxolitinih ; W
Axitinib P S

Erlotinib

Bosutinib
Dasatinib /F\\

Imatinib G o N

Sunitinib Iy

Vandetanib ~— T

Afatinlp = e M
Crizotinib L
Gefitinib g e

‘nga]
0

Gradient final
CORTECS C18+
AA0,1%

Regorafenib == F25°C
Sorafenib g g DWELL OK

Dabrafenib ]
oo RS -

RMS5 — S
Ponatinib We

=y
Nilotinib ~ ———

Lapatinib e
Ruxolitinib o S B

Axitinib

Erlotinib

Dasatinib ———

Sunitinib S o N

> ’//—\

Imatinib - —

Bosutinib <.
/ g

Vandetanib
Afatinib e
Crizotiniby . = < iy U

Gefitinibﬁ...|:,:.:..7...7“‘7,.|..........,.,.,.,..scan
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

Annexe 8: chromatogramme des 19 canaux (1 par ITK) avant et aprés optimisation des temps de balayage.
Gradient méthode finale, AA 0,1%, colonne CORTECS C18+, T=25°C. Injection d'un point de LLOQ. Intensité
en fonction du nombre de scan.
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Annexe 9: chromatogramme des 19 canaux MRM (1 par ITK) aprés injection d'une solution de QCc.
Essais de colonnes BEH C18, BEH C8, CORTECS C18+ et CSH Phenyl-hexyl. T=25°C.
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Annexe 9: chromatogramme des 19 canaux MRM (1 par ITK) apres injection d'une solution de QCc.
Essais de colonnes BEH C18, BEH C8, CORTECS C18+ et CSH Phenyl-hexyl. T=25°C.



Temps de rétention (mn) en fonction du pourcentage d’acétonitrile (% ACN)

Molécules I5%ACN  20%ACN  25%ACN  30%ACN  35%ACN  40%ACN  45%ACN 50 % ACN
Afatinib 6,29 2,6 1,41
Axitinib 6,15 2,73 1,54 1,07 0,84
Bosutinib 8,33 3,43 1,76 1,11
Crizotinib 7,12 2 1,55
Dabrafenib 5,46 3,02 1,93
Dasatinib 5,98 2,46 1,32 0,91
Erlotinib 5,51 2,79 1,69 1,21 0,94
Gefitinib 427 1,25
Imatinib 547 1,11 0.8
Lapatinib 8,87 4,14 233 1,51
Nilotinib 537 2,76 1,67 1,19
Ponatinib 9,22 3,33 1,63 1,03 0,78
Regorafenib 5,39 3
Regorafenib M2 951 4,45 247 1,56
Regorafenib M5 7,09 3,44 1,96 1,3
Ruxolitinib 7,43 3,37 1,85 1,23 0,93 077
Sorafenib 9,36 4,59 2,6
Sunitinib 01 1,55 0,88 0,67
Vandetanib 545 2,5 1,44
Sunitinib 02 8,47 1,56 1,01

Annexe 10: temps de rétention des 19 molécules ITK obtenus en mode isocratique, en fonction
du pourcentage d'acétonitrile. Phase A : eau + 0,1% d'AF, phase B : ACN + 10% de A. T=25°C.

Facteurs de rétention k en fonction du pourcentage d’acétonitrile (% ACN)

Molécules 15%ACN  20% ACN  25%ACN  30%ACN  35%ACN  40%ACN  45%ACN 50 % ACN
Afatinib 18 7 3
Axitinib 17 7 4 2 2
Bosutinib 24 9 4 2
Crizotinib 20 5 4
Dabrafenib 15 8 5
Dasatinib 17 6 3 2
Erlotinib 16 7 4 3 2
Gefitinib 12 3
Imatinib 15 2 1
Lapatinib 26 11 6 4
Nilotinib 15 7 3
Ponatinib 27 9 4 2 1
Regorafenib 15 8
Regorafenib M2 28 12 4
Regorafenib M5 20 9 5 3
Ruxolitinib 21 9 5 3
Sorafenib 27 13 7
Sunitinib 01 4 2 1
Vandetanib 15 7 3
Sunitinib 02 24 4 2

Annexe 11 : facteurs de rétention des 19 molécules ITK obtenus en mode isocratique, en
fonction du pourcentage d'acétonitrile. Phase A : eau + 0,1% d'AF, phase B : ACN + 10% de A.
25°C.
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Annexe 12: chromatogramme des 19 canaux MRM (1 par ITK) en fonction des phases mobiles. Colonne
CORTECS C18+, gradient méthode 01, T=25°C.
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Annexe 12: chromatogramme des 19 canaux MRM (1 par ITK) en fonction des phases mobiles.
Colonne CORTECS C18+, gradient méthode 01, T=25°C.

Gradient final
CORTECS C18+
AA0,1%
T25°C

Regorafenib |7 YY)
Sorafenib PRTTU Ty

Dabrafenib il
RM2 ST VY
RMS5 Winm Mo

Nilotinib ESRS (1N S
Ponatinib DU, SSOIRE: Py.| P

Lapatinib s ez

Ruxolitinib R P
Axitinib e Hespti A 4

Erlotinib MW\«_

Bosutinib Lt Al A

Z-Sunitinib oS AA,

Dasatinib Ko A erbah A
MArphma N

Imatinib [ R

Vandetanib WAt A
Afatinib “wAnn M
Crizotinib il
Gefitinib Wit

E—Sunitini5°.g]--‘v.»
0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

r Temps (mn)
120 140 160 180 200 220 240 280 280 300 320 340 360 380

Annexe 13: chromatogramme des 19 canaux MRM (1 par ITK) apres injection d'un blanc matrice
extrait. Gradient final; CORTECS C18+; AA 0,1%; T=25°C.



Intérét du suivi thérapeutique pharmacologique des inhibiteurs de
tyrosine kinases et mise en place d’une technique de dosage.

Résumé : Depuis 15 ans, une nouvelle classe pharmacologique anticancéreuse est apparue : les
inhibiteurs de tyrosine-kinases (ITK). Ces médicaments sont indiqués dans de nombreux cancers. Il a été
démontré un intérét clinique, dans la prise en charge des patients traités par ces molécules, de réaliser
un suivi thérapeutique pharmacologique au cours duquel un dosage des concentrations sanguines,
confronté a des concentrations seuils, peut guider la clinique, assurer une efficacité du traitement tout
en limitant les effets indésirables. L'objectif de ce travail est de développer des outils d’analyse
permettant une quantification plasmatique des ITK. Les outils choisis sont I’extraction en phase solide
(SPE) la séparation par chromatographie liquide ultra haute performance (UPLC) et la détection par
spectrométrie de masse (SM). La validation de la méthode se fait selon les recommandations
internationales et inclut des étapes de linéarité, de fidélité, de justesse, I'évaluation des limites de
guantification et de détection, la recherche des rendements d’extraction, d’effet matrice et enfin de
sélectivité. La méthode validée permettra dans un premier temps de réaliser un suivi thérapeutique
pharmacologique afin de guider les cliniciens, dans un second temps de réaliser des études de
pharmacocinétique et enfin de réaliser des études cliniques de définition de seuils thérapeutique.

Benefits of therapeutic drug monitoring applied to tyrosine kinases
inhibitors and setting up of an analytical tool.

Abstract: Since 15 years, new anticancer drugs has been discovered: the tyrosine kinase inhibitors. These
anti-cancer drugs are indicated for the treatment of several cancer. Therapeutic drug monitoring, which
is defined as the measurement of drugs in biological sample, can improve efficacy and reduce side effects
of these drugs. The main goal of this work is to develop new analysis tools to quantify TKI in plasma. Tools
chosen were solid phase extraction, ultra high pressure liquid chromatography, and tandem mass
spectrometry. Following the international guidelines, the method validation included linearity, accuracy,
precision, selectivity, assessment of limit of quantification, limit of detection, extraction recovery and
matrix effect. This assay can be used to help physicians thanks to therapeutic drug monitoring, perform
pharmacokinetics studies, and research therapeutic threshold.
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