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Introduction

Le processus de recherche et développement pharmaceutique se subdivise habituellement en trois
grandes phases jusqu’a I'obtention de I'autorisation de mise sur le marché : la phase de recherche, la
phase de développement pré-clinique et la phase de développement clinique.

C’est au cours de cette derniére qu’ont lieu les essais cliniques. Les essais cliniques sont des études
médicales statistiques effectuées chez I’'Homme pour prouver la validité d'un nouveau traitement. lls
ont pour but d'établir I'existence d'un rapport bénéfice/risque favorable des traitements en cours de
développement pour les malades et de préciser les conditions optimales de leurs emplois.

Les essais cliniques de Phase | correspondent aux premiéres administrations de la substance active a
I"'Homme afin de procéder a une évaluation a court terme de sa sécurité d’emploi en fonction de la dose
et d’établir un premier profil pharmacocinétique/pharmacodynamique. Lorsque cette premiére
administration a I’'Homme s’avere concluante, d’autres études de Phase | peuvent étre menées afin
d’établir de maniére plus compléte le profil pharmacocinétique/pharmacodynamique de la substance
active testée (Etudes des possibles interactions médicamenteuses, ...).

Les essais cliniques de Phase Il ou essais exploratoires consistent a administrer la nouvelle substance
active a un nombre limité de patients. L'objectif est de préciser I'efficacité thérapeutique et la sécurité
clinigue de cette nouvelle substance active et d’établir le schéma thérapeutique optimum (dose
d’administration, fréquence d’administration, durée de traitement).

Les essais cliniques de Phase Il ou essais confirmatoires ont pour but de confirmer I'efficacité et la
sécurité clinique de la substance active administrée sur un plus grand nombre de patients et a plus long
terme afin de se conformer au mieux a la population a laquelle elle est destinée.

Les biomarqueurs sont de plus en plus couramment utilisés lors de la phase clinique du développement
d’une nouvelle substance chimique ou biologique. Au cours de ce travail de thése, nous nous
efforcerons d’identifier les raisons pour lesquelles on assiste a une expansion de I'emploi des
biomarqueurs au cours de la phase clinique de développement puis nous définirons les différents types
de biomarqueurs disponibles. Ensuite, nous aborderons la méthode avec laquelle il est possible
d’introduire un biomarqueur dans un essai clinique. Enfin, a travers des exemples concrets d’essais
cliniques utilisant des biomarqueurs, nous tenterons de mettre en évidence les bénéfices possibles des
biomarqueurs lors de la phase clinique de développement.

I. Définition des biomarqueurs

Le terme « biomarqueur» a émergé au cours des 5 derniéres années pour devenir de plus en plus
commun de nos jours lorsque I'on évoque le développement pharmaceutique. La premiere question a
se poser est donc la signification de ce terme générique.
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Selon le National Institute of Health (USA), la définition générale d’un biomarqueur qui est actuellement
répandue dans la communauté scientifique, est « une caractéristique biologique mesurée de facon
objective et évaluée comme un indicateur soit de processus biologiques normaux ou pathologiques, soit
de réponses pharmacologiques résultant d’une intervention thérapeutique » [3].

Cependant, les biomarqueurs ne sont pas un concept nouveau méme s’ils n’étaient pas utilisés sous
cette dénomination et de maniére aussi fréquente dans le passé. Pour autant, en médecine clinique la
mesure et le suivi de la température corporelle pour une infection ou la détermination de la glycémie
pour le diabéte de type Il sont des exemples simples et utilisés depuis longtemps qui répondent a la
définition des biomarqueurs. Ainsi, les biomarqueurs les plus accessibles et les plus connus sont sans
doute les parametres physiologiques, biochimiques ou moléculaires qui peuvent étre détectés dans un
tissu ou un fluide biologique (ex : sang, urine...).

Les biomarqueurs représentent aujourd’hui un domaine vaste puisqu’ils se présentent sous différentes
formes physiques et biologiques et couvrent différents domaines d’application aussi bien au cours du

développement pharmaceutique que dans la médecine clinique.

De par la diversité des types de biomarqueurs possibles, le National Institute of Health a également

proposé une classification des biomarqueurs (tableau 1).

Tableau 1: Définition des biomarqueurs selon le National Institute of Health. D’apreés [3-4].

Dénomination

Définition

Biomarqueur

Caractéristique biologique mesurée de fagcon objective et évaluée comme
un indicateur soit d’un processus biologique normal ou pathologique, soit
de réponse pharmacologique résultant d’une intervention thérapeutique

Biomarqueur de type 0

Marqueur biologique de la progression de la maladie relié a un parametre
clinique connu

Biomarqueur de type |

Marqueur biologique qui reflete les effets d’une thérapeutique selon son
mécanisme d’action

Biomarqueur de type Il

Marqueur biologique considéré comme un critéere de substitution : une
modification de ce biomarqueur est associée a un bénéfice clinique ou a
un risque

Critére de substitution
[ou « Surrogate
endpoint »]

Catégorie de marqueurs destinés a se substituer a un critére d’évaluation
clinique devant permettre de déterminer le bénéfice clinique ou le risque
a partir de données épidémiologiques, thérapeutiques ou
physiopathologiques

Critére d’évaluation
clinique [ou « Clinical
end point »]

Caractéristique ou variable qui reflete I'état du patient.
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Marqueur pronostique | Marqueur permettant de différencier des catégories de patients a

traitement)

différents risques pour une évolution déterminée, indépendamment du
choix du traitement administré (ou du choix de ne pas administrer de

Marqueur prédictif Marqueur permettant de prévoir les éventuels bénéfices (efficacité) et

risques (toxicité) d’un traitement selon le statut du marqueur.

Les biomarqueurs s’appliquent également aux médicaments dans leur forme finale et leur usage est de

plus en plus répandu. Aux médicaments qui sont développés, il peut étre associé un test diagnostique

"compagnon" permettant de prévoir 'efficacité du médicament pour un patient spécifié. Un

biomarqueur validé peut étre un de ces tests diagnostiques "compagnons". On peut citer I'exemple des

Etats-Unis ou pres de 50% des nouveaux traitements autorisés en cancérologie sur la période 2002-2008

avaient recours a un biomarqueur diagnostique « compagnon » au moment de leur mise sur le marché

pour définir les patients répondeurs au traitement (tableau 2).

Tableau 2: Liste des nouveaux traitements en oncologie autorisés aux Etats-Unis durant la période 2002-2008.

D’apres [9].

Médicaments d’oncologie en DCl ayant recours a
un biomarqueur pour définir les patients
répondeurs au traitement (biomarqueur utilisé)

Médicaments d’oncologie en DCI n’ayant pas
recours a un biomarqueur pour définir les
patients répondeurs au traitement

Trastuzumab (HER2+)
Fulvestrant (ER+)
Tositumomab (CD20+)
Imatinib (Ph+, KIT+)
Lenalomide (5g-)
Cetuximab (EGFR+)
Dasatinib (Ph+)
Panitumumab (KRAS)
Lapatinib (HER2+)

Nilotinib (Ph+)

Oxaliplatin Bevacizumab
Clofarabine Temsirolimus
Pemetrexed Bendamustine
Gefitinib

Bortezomid

Nelarabine

Erlotinib

Sorafenib

Sunitinib

Ixabepilone

11 médicaments soit 45%

13 médicaments soit 55%
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Issue de la notion de biomarqueur, une nouvelle discipline a méme été créée : « la théranostique ».
Cette discipline s’intéresse a une catégorie spécifique de biomarqueurs : les biomarqueurs compagnon,
la théranostique étant I'association d’une thérapeutique et d’un test diagnostique. La théranostique a
pour but de permettre le choix du traitement le plus adapté pour chaque patient a I'aide de
biomarqueurs .

Les évolutions des technologies pour la santé font qu’aujourd’hui la notion de biomarqueur ne
correspond pas nécessairement a une caractéristique unique mesurée ex vivo, mais inclut des
caractéristiques physiologiques complexes mesurées in vivo. Les caractéristiques physiologiques
mesurées peuvent étre des molécules circulantes, mais aussi d’autres natures (exemple : mesure d’'un
biomarqueur par technique d’imagerie) et peuvent aussi correspondre a un ensemble de
caractéristiques physiologiques mesurées simultanément. Lorsqu’un test biomarqueur mesure un
ensemble de parameétres en paralléle et non pas un seul parameétre, on parle de « test multiplexe »

(« Biomarker pattern »).

Les différentes techniques employées (génomique, transcriptomique...) pour acquérir des données sur
les biomarqueurs mesurés seront détaillées dans I'une des sections suivantes, car elles représentent
une des voies de classification des biomarqueurs.

En pratique, malgré 'abondance de biomarqueurs potentiels identifiés par la recherche biomédicale, le
nombre de biomarqueurs pertinents autorisé par les autorités de santé pour un usage en médecine
clinique est encore faible mais devrait connaitre une croissance exponentielle au cours des prochaines
années [48]. A titre d’illustration, il y avait 17 biomarqueurs compagnons qualifiés [test obligatoire ou
recommandé] par la FDA jusqu’en juin 2009 et 23 tests compagnons validés par la FDA jusqu’en mars

2011 (tableau 3).

Tableau 3: Liste des biomarqueurs pharmacogénomiques qualifiés par la FDA et 'EMA et dont il est fait

référence dans le RCP des médicaments concernés — Situation au 25 mars 2011 (adapté de [5])

Molécule Aire Biomarqueur Catégorie de Extrait du RCP (si test obligatoire ou test
thérapeutique biomarqueur recommandé)
Abacavir Antirétroviral Alléle HLA- Test obligatoire Avant de débuter un traitement contenant
B*5701 de I'abacauvir, le dépistage de I'alléle HLA-

B*5701 doit étre réalisé chez tout patient
infecté par le VIH

Aripiprazole Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Trioxyde Oncologie Translocation | Test obligatoire Indiqué pour l'induction de la rémission et

d’arsenic t(15;17) la consolidation chez des patients adultes

Trioxyde Oncologie Géne Test obligatoire en rechute/période réfractaire de leucémie

d’arsenic PML/RARa promyélocytaire aigué (LPA), caractérisée
par la présence de la translocation t(15;17)
et/ou la présence du géne PML/RAR-alpha

Atomoxetine Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Atorvastatine

Endocrinologie

Récepteur au
LDL

Pour information

Azathioprine

Rhumatologie

TPMT

Test recommandé

Dans les rares cas de patients présentant
un déficit génétique en thiopurine
méthyltransférase, une surveillance étroite
de I'némogramme est indiquée en raison
du risque de développement rapide d'une
myélosuppression apres initiation d'un
traitement par I'azathioprine.
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Busulfan Oncologie Chromosome | Pour information
Ph+
Capecitabine Oncologie DPD Pour information
Carbamazepine | Neurologie Allele HLA Test recommandé | |l a été observé que la présence de I'allele
B1502 HLA B1502 chez les sujets d'origine
thailandaise ou Chinoise Han a été
fortement associée au risque de réaction
cutanée sévere de type SJS ou TEN lors d'un
traitement par carbamazépine. Il est
recommandé d'effectuer, dans la mesure
du possible, une recherche de cet alléle
chez ces sujets avant I'instauration d'un
traitement par carbamazépine

Carvedilol Cardiologie CYP2D6 Pour information

Cetuximab Oncologie EGFR Test obligatoire Indiqué dans le traitement des patients

Cetuximab Oncologie KRAS Test obligatoire présentant un cancer colorectal
métastatique avec gene KRAS de type
sauvage exprimant EGFR

Cevimeline Dermatologie CYP2D6 Pour information

Chloroquine Anti-infectieux Déficit en Pour information

G6PD

Clopidogrel Cardiologie CYP2C19 Pour information

Clozapine Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Codeine Analgésique CYP2D6 Pour information

Dapsone Dermatologie Déficit en Pour information

G6PD

Dasatinib Oncologie Chromosome | Test obligatoire Indiqué chez des patients adultes atteints

Ph+ de LMC a Chromosome Philadelphie (Ph+)
en phase chronique nouvellement
diagnostiquée ; LAL et LMC en phase
blastique lymphoide Ph+ en cas de
résistance ou intolérance a un traitement
antérieur

Diazepam Psychiatrie CYP2C19 Pour information

Doxepin Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Erlotinib Oncologie EGFR Pour information

Esomeprazole Gastrentérologie CYP2C19 Pour information

Fluorouracile Dermatologie DPD Pour information

Fluoxetine Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Gefitinib Oncologie EGFR M+ Test obligatoire Traitement du CBNPC localement avancé
ou métastatique avec mutations
activatrices de 'EGFR

Imatinib Oncologie C-Kit Pour information

Imatinib Oncologie Chromosome | Test obligatoire Traitement des patients adultes et enfants

Ph+ atteints de LMC Ph+ en phase chronique
apres échec du traitement par I'interféron
alpha, ou en phase accélérée ou en crise
blastique ; ....

Irinotecan Oncologie UGT1A1 Test recommandé | Les patients avec mutations de UGT1A1
sont plus suceptibles d’étre exposés aux
effets indésirables d’irinotecan (cancer
colo-rectal)

Lapatinib Oncologie Her2/neu Test obligatoire Tyverb est indiqué, dans le traitement du
cancer du sein, avec surexpression des
récepteurs HER2

Lenalidomide Hématologie Chromosome | Test recommandé | Lénalidomide inhibe la prolifération

5q de certaines cellules malignes

hématopoiétiques (y compris les
plasmocytes malins de MM et celles
présentant des délétions sur le
chromosome 5)
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Maraviroc Antiviral CCR5 Test obligatoire Traitement de l'infection par le VIH-1 a
tropisme détecté uniquement CCR5 chez
I'adulte prétraité par des antirétroviraux

Mercaptopurine | Oncologie TPMT Pour information

Metoprolol Cardiologie CYP2D6 Pour information

Nelfinavir Antirétroviral CYP2C19 Pour information

Nilotinib Oncologie Chromosome | Test obligatoire Traitement de la LMC Ph+ en phase
Ph+ chronique nouvellement diagnostiquée.

Nilotinib Oncologie UGT1A1 Pour information

Panitumumab Oncologie EGFR Test obligatoire Indiqué en monothérapie pour le

Panitimumab Oncologie KRAS Test obligatoire traitement des patients atteints de cancer

colorectal métastatique exprimant 'EGFR
et présentant le géne KRAS non muté (type
sauvage)

Propaferone Cardiologie CYP2D6 Pour information

Propanolol Cardiologie CYP2D6 Pour information

Protriptyline Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Quinidine Antimalarien CYP2D6 Pour information

Rabeprazole Gastroentérologie | CYP2C19 Pour information

Rasburicase Oncologie Déficit en Test recommandé | Le risque accru d’hémolyse concerne donc
G6PD uniquement les patients atteints d’un

déficit en G6PD ou d’une anémie
héréditaire.

Rifampicine Anti-infectieux NAT1; NAT2 Pour information

Risperidone Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Phenylacetate Gastroentérologie | NAGS; CPS; Test recommandé | Surveillance thérapeutique : Les taux

de sodium ASS; OTC; plasmatiques de 'ammoniaque, de
ASL; ARG I'arginine, des acides aminés essentiels (en

Phenylbutyrate | Gastroentérologie | NAGS; CPS; Test recommandé | particulier les acides aminés branchés), de

de sodium ASS; OTG; la carnitine et des protides doivent étre
ASL; ARG maintenus dans les limites de la normale et

celui de la glutamine a des taux inférieurs a
1000 umol/I.

Tamoxifene Oncologie Récepteur Test recommandé | L'efficacité de cette thérapeutique est plus
aux importante chez les femmes dont la tumeur
oestrogenes contient des récepteurs de I'estradiol et/ou

de la progestérone.

Terbinafine Antifongique CYP2D6 Pour information

Tetrabenazine Neurologie CYP2D6 Pour information

Thioguanine Oncologie TPMT Pour information

Thioridazine Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Timolol Ophtalmologie CYP2D6 Pour information

Tiotropium Respiratoire CYP2D6 Pour information

Tolterodine Urologie CYP2D6 Pour information

Tramadol Analgésique CYP2D6 Pour information

Trastuzumab Oncologie Her2/neu Test obligatoire Traitement du cancer du sein métastatique,

avec surexpression tumorale de HER2

Tretinoine Dermatologie PML/RARa Pour information
translocation

Acide Psychiatrie NAGS; CPS; Pour information

valproique ASS; OTC;

ASL; ARG

Venlafaxine Psychiatrie CYP2D6 Pour information

Voriconazole Antifongique CYP2C19 Pour information

Warfarine Hématologie CYP2C9 Pour information

Warfarine Hématologie VKORC1 Pour information
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II. Développement des biomarqueurs : identification des
besoins

1. Coiits de développement

Un médicament ne peut étre mis sur le marché et rendu disponible aux patients qu’aprés une longue
phase de Recherche et Développement . Or les colts de cette phase de Recherche et Développement de
nouvelles molécules pharmaceutique n’ont cessé d’augmenter au cours de la derniére décennie (Figure
1). Ainsi, I'étude publiée en 2007 sur le sujet a estimé le colt moyen actuel de la phase de recherche et
développement d'une nouvelle molécule pharmaceutique ou d'une nouvelle entité biologique a 1059
millions d’euros [12].

Co(t R&D total estime
1400

1,300 -

1,200 -

1,100

1,000 -

100 - | 138 318 BOZ | 11318

=
-

75 1887 20m 2006 Année

Figure 1 : Colt total estimé de recherche et développement estimé (en millions de dollars) permettant la mise
sur le marché d’une nouvelle molécule ou entité biologique au cours du temps, adapté de [12]

Or cette phase de Recherche et Développement s’avere risquée pour les compagnies pharmaceutiques
qui doivent en supporter les colts. En effet, plusieurs études ont démontré que la probabilité de succes
de mise sur le marché d’une nouvelle molécule pharmaceutique ou d'une nouvelle entité biologique
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identifiée est de 0.1%o a 0.2%. [12]. Autrement dit, a partir de 5000 molécules pharmaceutiques ou
entités biologiques identifiées, on estime a seulement 250 le nombre qui entreront en phase de
recherche pré-clinique, puis 10 en phase de recherche clinique pour aboutir a 1 seule molécule qui se
verra décerner une autorisation de mise sur le marché par les autorités de santé.

D’autre part, on considére que seule la moitié des molécules ou entités biologiques candidates qui
atteignent la phase de développement clinique durant laquelle les sommes les plus importantes de la
phase de recherche et développement sont investies (Figure 2) pourra obtenir une autorisation de mise
sur le marché, et que seuls 30% des médicaments mis sur le marché seront a méme de générer des
revenus couvrant ou dépassant les sommes investies en recherche et développement par les
compagnies pharmaceutiques.

Phase de développement pré-clinique

8.2 Essais cliniques de Phase | \
12.9 Essais cliniques Phase Il
> Phase de développement clinique
32.5 Essais cliniques Phase Il
J

Phase d’enregistrement
Pharmacovigilance (essais cliniques de Phase 1V)

Non défini

Figure 2: Répartition des investissements de Recherche et développement (en %) par phase selon
’'enquéte réalisée en 2008 auprés des membres de I’organisation PhRmA, adapté de [12]

Au rang des principaux facteurs contribuant a cette augmentation exponentielle des co(ts de recherche
et développement, on trouve la complexité technique et scientifique croissante pour identifier de
nouvelles molécules ou entités biologiques candidates, le co(t des essais cliniques liés a des exigences
réglementaires de plus en plus élevées et le taux d’échec de développement de nouvelles molécules ou
entités biologiques candidates.

En paralléle a cette augmentation exponentielle des co(ts de recherche et développement, pour
différentes raisons y compris le contexte économique mondial, les investissements des compagnies
pharmaceutiques au niveau mondial semblent suivre une évolution plus lente.

En conséquence, les compagnies pharmaceutiques cherchent a identifier les causes des échecs et a
mettre en ceuvre des moyens pour les identifier le plus en amont possible de la phase de recherche et
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développement afin d’éviter des investissements a perte dans le développement de nouvelles molécules
ou entités biologiques candidates. Ce besoin d’outils a la prise de décision au cours du développement
se trouve renforcé par les échecs récents rencontrés par certaines firmes pharmaceutiques dans le
développement de potentiels « blockbusters » tel que torceptrapib (Pfizer) [10].

Une étude a ainsi été menée entre 1991 et 2010 afin de tenter de déterminer les principales causes
d’échecs de développement de nouvelles molécules chimiques ou biologiques au cours de la phase
clinique [84]. Si le taux d’échecs du développement pour des raisons de pharmacocinétique, de
pharmacodynamie ou de bioéquivalence a nettement diminué entre 1991 et 2000, probablement du fait
d’une caractérisation plus en amont de ces parametres au cours du développement clinique, les taux
d’échecs dis a un manque d’efficacité ou a un profil de sécurité insatisfaisant n’ont pas ou peu régressé
durant cette période (Figure 3).

Causes d'arrét de programmes de développement entre 1991 et 2010
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Figure 3: Evolution des causes d'arrét du programme de développement de nouvelles substances chimiques ou

biologiques entre 1990 et 2010 selon une enquéte annuelle réalisée auprés des compagnies pharmaceutiques.
Adapté de [8, 84].

De par leur capacité potentielle a évaluer la liaison de la molécule pharmaceutique a la cible d’intérét ou
a améliorer la compréhension des mécanismes physiopathologiques d’'une maladie, les biomarqueurs
sont actuellement pergus comme un des outils possibles d’aide a la décision au cours du
développement. lls devraient permettre de mieux sélectionner les candidats médicaments et de réduire
les taux d’échecs, donc permettre de réaliser des économies dans les colts globaux de recherche et
développement.
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2. Tendre vers la Médecine personnalisée:

Pour qu’une nouvelle molécule ou entité biologique se voit décerner une autorisation de mise sur le
marché par les autorités de santé compétentes, elle doit pouvoir justifier d’'une balance bénéfice/risque
suffisante. L’évaluation repose sur des études statistiques chez un nombre significatif de patients
atteints par la pathologie concernée. Cependant, il est rare qu’un traitement soit efficace et s(ir pour
absolument tous ces patients. Ceci est d{ a la variabilité inter-individuelle. Ainsi, au cours d’une étude
réalisée en 2001 sur différents traitements utilisés dans des pathologies fréquentes, les auteurs avaient
établi, a partir de données publiées, que la proportion de patients répondeurs variait entre 50% et 75%
pour la majorité de ces traitements (Figure 4) [6].
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Figure 4: Variabilité inter-individuelle et taux de réponse aux traitements non personnalisés. D'aprés [8].

Les conséquences sur la qualité du systeme de santé sont significatives. En termes d’efficacité et de
qualité de vie, les patients peuvent se trouver contraints de changer plusieurs fois de traitements
jusqu’a ce qu’ils trouvent le traitement qui leur est efficace. D’un point de vue économique, la société
supporte alors le colt d’un traitement qui se révele inefficace chez certains patients, ce qui conduit a
dégrader la qualité du systeme de santé a terme, les sommes dépensées ne pouvant étre allouées a
d’autres pans du budget. Une étude réalisée en 2008 avait ainsi mis en évidence que 604 millions de
dollars pourraient étre économisés annuellement aux Etats-Unis dans le cadre du traitement du cancer
colorectal métastatique si Vectibix® (panatimumab) et Erbitux® (cetuximab) n’étaient prescrits qu’aux
patients répondeurs a ces traitements, c’est-a-dire aux patients dont le géne KRAS n’est pas muté[13-
14]. Cette restriction a depuis été ajoutée dans les indications américaines et européenes de Vectibix®
(panatimumab) et Erbitux® (cetuximab) [15-18]. En conséquence, les organismes de remboursement et
les autorités de santé sont de plus en plus regardants sur les preuves d’efficacité et de sécurité lors des
procédures de mise sur le marché de nouveaux médicaments, I'un de leurs objectifs étant d’autoriser de
nouvelles thérapeutiques qui garantissent aux patients le bon médicament, a la bonne dose et au bon
moment [22].

Le développement de la médecine personnalisée pourrait étre une des solutions pour maintenir la
qualité du systéme de santé dans les années a venir. La médecine personnalisée peut étre définie
comme |'adaptation des traitements médicaux aux caractéristiques individuelles de chaque patient. Il ne
s’agit pas du développement de médicaments ou dispositifs médicaux spécifiques a un patient, mais
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plutot de la capacité a classer les patients en sous-populations qui different par la sensibilité a une
maladie, par la capacité a répondre au traitement ou encore par la susceptibilité a développer des effets
secondaires graves lorsqu’ils sont exposés a un traitement. La prise en charge avec un traitement
personnalisé peut alors se concentrer sur ceux qui en bénéficieront, tout en évitant des dépenses
inutiles et le risque de survenue d’effets indésirables chez les patients dont il aura été établi qu’ils ne
bénéficieront pas du traitement [23]. C'est donc une approche préventive, coordonnée et fondée sur
des preuves scientifiques. Elle repose sur le concept du « bon traitement pour le bon patient» [9].

La médecine personnalisée peut étre considérée comme un prolongement de I'approche traditionnelle
actuelle visant a la compréhension et au traitement d’une pathologie. Les médecins ont toujours utilisé
des preuves scientifiques établies afin de poser un diagnostic et prescrire le traitement adapté a chaque
individu. La médecine personnalisée tend a fournir aux médecins des outils plus précis, ne se limitant
pas uniquement a des preuves observables ou a des examens « externes » (mammographie, recherche
de cellules tumorales au microscope...) mais poussant les explorations jusqu’a I’échelle moléculaire. Le
profil génétique d'un patient peut ainsi orienter le choix vers des médicaments ou des protocoles de
traitement qui induisent le moins d’effets secondaires ou la meilleure efficacité. En effet, certaines
variabilités inter-individuelles sont clairement en cause dans la réponse au traitement en fonction du
profil d’expression génique [19-21]. Ce profil peut également indiquer une sensibilité a certaines
maladies avant qu'elles se manifestent, ce qui permettrait au médecin de définir avec le patient un plan
de surveillance et de prévention.

Le démarrage du développement du concept de « médecine personnalisée » a vraiment été rendu
possible par le séquencage du génome humain en 2003. A I’heure actuelle, ce concept de « médecine
personnalisée » n’est pas seulement théorique mais est déja réel et continue de progresser rapidement.
Les principales agences du médicament mondiales ont déja évalué des traitements personnalisés en
oncologie : certains médicaments possédent des indications personnalisées en fonction d’un
biomarqueur compagnon pharmacogénomique précisé dans leurs indications [11].

Dans la médecine personnalisée, les biomarqueurs validés, spécifiguement associés a une pathologie ou
a un traitement, sont des éléments indispensables pour aider les médecins a orienter leurs décisions
qguant aux traitements a administrer a leurs patients. Aux nouveaux médicaments qui sont actuellement
développés, est associé de plus en plus fréquemment un test diagnostique "compagnon" permettant de
prévoir I'efficacité du médicament. Ces tests diagnostiques sont la recherche de biomarqueurs, on parle
ainsi de « biomarqueurs compagnons ».

L'utilisation des biomarqueurs en tant que « biomarqueurs compagnons » est la manifestation la plus
visible pour le grand public de I'emploi des biomarqueurs lors de la phase de recherche et
développement dans le cadre de la médecine personnalisée. Cependant, I'utilisation des biomarqueurs
ne se limite pas a cette étape finale mais peut intervenir des les étapes de développement pré-clinique
puis tout au long du développement clinique d’une nouvelle molécule ou entité biologique sans pour
autant qu’un biomarqueur compagnon soit associé au médicament. On peut ainsi envisager I'emploi de
biomarqueurs de toxicité (ex : biomarqueurs de néphrotoxicité) afin de sélectionner les candidats
médicaments de maniére plus fiable lors des phases initiales du développement. On peut également
envisager I'’emploi de biomarqueurs mesurant I’activité d’une cible spécifique permettrait de
déterminer, au début du développement, les sous-populations spécifiques pour lesquelles le candidat
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médicament a les effets les plus marqués pour un critére clinique pré-défini ; la suite du développement
ne sera alors réalisée que chez ces sous-populations spécifiques. Ces utilisations potentielles des
biomarqueurs sont également des applications de la médecine personnalisée.

Si le développement des biomarqueurs en tant que test diagnostique compagnon n’est pas |'objet de ce
travail de these, le développement et la généralisation des biomarqueurs passent également par les «
biomarqueurs compagnons ». En effet, le premier facteur de généralisation des biomarqueurs est
économique. Les acteurs de I'industrie pharmaceutique savent que la médecine personnalisée conduit a
stratifier les patients atteints d’'une méme pathologie et de ce fait a cibler des populations de moindre
taille susceptibles de bénéficier de ces traitements personnalisés. Par conséquent, cela revient a
diminuer la taille du marché et les revenus potentiels générés par ces traitements personnalisés. Mais,
en contrepartie, si la stratification des patients est réussie, les essais de phase Ill qui constituent la part
la plus onéreuse du développement clinique pourraient devenir considérablement moins chers en
ciblant une population restreinte. Tandis que la recherche d’une taille d’effet significative sur une sous-
population bien définie au lieu d’une efficacité faible dans la population générale pourrait renforcer la
probabilité d’obtenir une autorisation de mise sur le marché [10].

Le recours aux biomarqueurs devrait alors éviter des investissements de plusieurs millions de dollars
dans le développement de blockbusters pour de larges populations qui se révéleront étre des échecs au
final [10]. Par conséquent, 'utilisation de biomarqueurs dans le cadre de la médecine personnalisée est
percue par les acteurs de I'industrie pharmaceutique comme une opportunité qui pourrait permettre a
certaines molécules d’avoir de nouvelles indications dans des marchés concurrentiels et des marchés de
niche [9].
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III. Différents types de biomarqueurs

1. Classification des biomarqueurs selon leur nature biochimique ou la
technique ayant permis de développer le biomarqueur

En fonction de la nature du biomarqueur recherché, peuvent étre appliquées des techniques de
génomique, de transcriptomique, de protéomique ou de métabolomique. De ce fait, on parle de
biomarqueurs génomiques fondés sur I’ADN, de biomarqueurs transcriptomique fondés sur 'ARNm, de
biomarqueurs protéomique fondés sur les protéines ou de biomarqueurs métabolomique pour les
métabolites.

Tableau 4: Comparaison des techniques de découverte des biomarqueurs usuelles, d’aprés [80]

Biomarqueur Biomarqueur Biomarqueur Biomarqueur
génomique transcriptomique protéomique métabolomique
Technique a bas débit | Technique de PCR RMN
séquencage Nothern blot Chromatographie en
phase gazeuse
Technique a moyen Spectrométrie de SAGE Spectrométrie de Chromatographie
débit masse masse Liquipe/Spectrométrie
ELISA de Masse
Technique a haut PCR Puce a ADN Puce a protéines
débit Puce a anticorps

SAGE : « Serial Analysis of Gene Expression » ; ELISA : « Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay » ; RMN:
Résonance Magnétique Nucléaire ; PCR : « Polymerase Chain Reaction »

a) biomarqueurs génomiques et biomarqueurs transcriptomiques

Bien que sur un plan strictement scientifique, de par leurs natures différentes, les biomarqueurs
génomiques (ADN) et les biomarqueurs transcriptomiques (ARNm) doivent étre différenciés, les
techniques de découvertes associées étant la plupart du temps différentes, ils sont communément
regroupés sous le terme de pharmacogénomique. Dans cette acceptation, la génomique consiste en
I’étude et I'analyse des séquences d’acides nucléiques (ADN et ARNm) du point de vue qualitatif et/ou
quantitatif [9].

Dans le domaine de la génétique, I'étude des variations génétiques a deux principaux domaines
d’application : établir une corrélation entre une variation génétique et une pathologie et établir une
corrélation entre une variation génétique et des niveaux de réponse a un traitement.

La génomique fonctionnelle vise donc a déterminer la fonction et I'expression des genes séquencés
grace a leurs produits d’expression (ex : nombre de copies d’ARNm produites) dans différentes
conditions (avant et apres stimulation) ou selon I'origine du tissu (tissu sain, tissu pathologique, tissu
d’origine anatomique variable...). Elle peut ainsi permettre la mise en évidence de genes physiologiques
ou de genes modifiés corrélés a la présence d’'une pathologie ou a un certain niveau de réponse a un
médicament. Ces genes peuvent alors constituer des biomarqueurs génomiques. De la méme maniere,
la corrélation a un produit d’expression génique peut permettre la mise en évidence de biomarqueurs
transcriptomiques [9].
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L’élément essentiel dans le développement de la génomique a été I'achevement du séquencage
complet du génome humain en 2003, ce qui a permis de s’intéresser aux variations d’une paire de bases
entre individus ou SNP («Single Nucleotide Polymorphism »)comme base pour la mise en évidence de
biomarqueurs génomiques ou transcriptomiques. Les SNP constituent la forme la plus importante de
variations génétiques dans le génome humain (90% de toutes les différences entre individus). Ces
polymorphismes sont stables, trés abondants et distribués uniformément dans tout le génome.

Trois étapes sont essentielles dans les techniques visant a identifier des variations géniques telles que
les SNP : I'isolement de I’échantillon génétique (ADN ou ARN), I'amplification et la détection du produit
d’intérét. Au départ, le séquencage du génome pour la mise en évidence de SNP reposait sur des
techniques manuelles complexes et extrémement chronophages telles que I'analyse de I’ADN par
hybridation en Southern blot, relayée ensuite par une technique plus efficace : I'amplification par
polymérisation en chaine (PCR) et I'ensemble de ces déclinaisons selon la technique de détection
utilisée (PCR-RFLP en utilisant une enzyme de restriction produisant des fragments de longueurs
variable selon les individus, PCR-FRET en utilisant des sondes émettant une énergie de fluorescence ,RT-
PCR en utilisant une transcriptase inverse). La RT-PCR (« Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction ») reste a ce jour la technique la plus sensible pour détecter et doser de faible quantité
d’ARNm par rapport a d’autres techniques plus récentes, ce qui peut s’avérer utile lorsque I'on est en
mesure de ne collecter que des échantillons de taille réduite. Mais le progrés majeur ayant rendu
possible le séquencage complet du génome fut la mise au point de séquenceurs automatiques reposant
initialement sur la technique de Sanger [9].

Pour développer de nouvelles techniques appliquées a la génomique, il faut qu’elles soient
suffisamment automatisées pour permettre I'analyse d’un grand nombre d’échantillons en un temps
réduit. Dans cette voie, les principales techniques les plus récemment développées pour la génomique
fonctionnelle et la mise en évidence de biomarqueurs génomiques sont les puces a ADN et la
bioinformatique [9].

Les puces a ADN permettent de suivre le profil d’expression de centaines de genes en parallele. Ces
puces a ADN sont des supports solides (verre, silices, polymeéres) sur lesquels sont déposés des sondes
d’ADN simple brin connues en des endroits précis. 'ARNm des cellules étudiées, dont on veut comparer
I'expression des génes avec un étalon, est extrait et amplifié. A partir de cet ARNm, on produit grace a
une rétrotranscriptase de I’ADN complémentaire que I'on marque avec un fluorochrome avant de le
mettre en contact avec les sondes de la puce a ADN préalablement préparée. Une réaction
d’hybridation entre les sondes d’ADN et I’ADNc peut alors avoir lieu ou non. Cette hybridation est alors
mise en évidence en comparant l'intensité du signal émis par le fluorochrome analysé par un scanner a
tres haute définition a I'intensité du signal émis par I'étalon marqué avec un autre fluorochrome [9].

Si d’'un point de vue technique, la génomique atteint actuellement un niveau de fiabilité satisfaisant
associé a des co(ts abordables, I'analyse des données fournies demeure un point crucial. La
bioinformatique et les biostatistiques sont capitales dans ce domaine, le recours a des logiciels de
calculs mathématiques étant indispensable pour traiter les quantités importantes de données fournies.
Différents logiciels sont disponibles pour chaque technique et n’utilisent pas toujours les mémes
algorithmes mathématiques pour traiter les données. Il est donc important de veiller malgré tout a une
certaine uniformité dans les outils bioinformatique appliqués a la génomique utilisés [9].
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Il faut enfin noter que la génomique s’est déclinée dans des domaines spécialisés tels que la
toxicogénomique. La toxicogénomique étudie la relation entre I'expression du génome et les effets
indésirables des médicaments ou des substances toxiques sur les cellules, les tissus, les organes et les
liquides biologiques. Cette approche permet une meilleure compréhension des phénomenes de toxicité
au niveau moléculaire et entrouvre la porte vers la possibilité de prévoir les phénomeénes de toxicité. Par
exemple, suite a I’exposition a un toxique, de maniéere directe ou indirecte, un géne se retrouve non
exprimé ou son expression est diminuée. La non-expression ou la réduction de I'expression de certains
génes peut avoir des conséquences pathologiques. Ces génes, si I'on est capable d’établir leur profil
d’expression, peuvent constituer des biomarqueurs et étre utilisés pour évaluer la sécurité d’un
médicament [9].

b) biomarqueur protéomique

Le protéome est I'ensemble des protéines exprimées dans une cellule, une partie d'une cellule
(membranes, organites) ou un groupe de cellules (organe, organisme, groupe d'organismes) dans des
conditions données et a un moment donné. Contrairement au génome qui est identique dans la plupart
des cellules, le protéome est dynamique. Des groupes de protéines différents sont produits en fonction
de la lignée cellulaire et du stade de développement de la cellule. Le protéome est également influencé
par I'environnement externe. La protéomique étudie alors les variations des taux d’expressions des
différentes protéines en fonction du temps, de leur environnement, de leur état de développement, de
leur état physiologique et pathologique, de I'espéce d'origine... Elle étudie aussi les interactions des
protéines avec leur environnement [80].

Différentes techniques sont disponibles pour identifier une protéine, la doser et/ou déterminer son
activité et peuvent ainsi aboutir a mettre en évidence un biomarqueur protéomique : gel
d’électrophorése bidimensionnelle, spectrométre de masse MALDI-TOF ou SELDI-TOF...

> L’électrophorése bidimensionnelle sur gel permet de séparer les protéines en fonction de leur
charge (point isoélectrique) et de leur masse. Elle permet ainsi d’établir une carte des protéines
exprimées dans un tissu a un moment donné.

> Le spectrometre de masse MALDI-TOF associe une source d’ionisation a un analyseur de temps
de vol et permet de déterminer la masse exacte de fragments peptidiques résultant de la
digestion enzymatique des échantillons. Des spectres de masse sont produits et permettent
ainsi l'identification des protéines.

> La spectrométrie de masse en tandem permet d’identifier une protéine d’intérét dans un
échantillon comportant un mélange complexe de protéines lorsque le spectrometre de masse
MALDI-TOF n’est plus utilisable en raison de la superposition des empreintes dans la carte
peptidique obtenue. Dans le cas de la spectrométrie de masse en tandem, les peptides issus de
la premiére fragmentation sont a nouveau fragmentés. Les produits de fragmentation sont alors
des acides aminés ou des peptides trés courts. La séquence compléete de la protéine est
reconstituée par chevauchement des séquences des différents peptides.

> La chromatographie liquide d’affinité est une autre technique d’isolement de protéines. Elle
repose sur la reconnaissance hautement spécifique entre une molécule du mélange a séparer et
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un ligand. Lors d’une premiére étape de fixation, le mélange contenant la protéine a purifier est
chargé sur la colonne d'affinité et seule la protéine présentant une affinité suffisante pour le
ligand est retenue sur la phase stationnaire. En continuant a faire passer du tampon dans la
colonne, toutes les molécules non adsorbées sur la phase stationnaire sont éliminées lors de la
phase de purification. Enfin, la protéine purifiée est éluée de la phase stationnaire [9].

Comme nous I'avons écrit précédemment, les biomarqueurs protéomiques font partie des
biomarqueurs les plus courants et les plus anciens. Leur mise en évidence peut se révéler complexe et
utilise le plus fréquemment des techniques d’'immunodosage. Le développement des antigénes et des
anticorps spécifiques de la protéine détectée est une étape supplémentaire dans le développement des
ces biomarqueurs protéomiques. Le colt de la technique de dosage doit étre raisonnable. Les
techniques d'immunodosage restent les méthodes de dosage des biomarqueurs protéomiques les plus
favorisées de fait de leur facilité d’utilisation et de leur colt modéré. Des techniques d’'immunodosage
multiple permettant le dosage simultané de plusieurs protéines comme les « puces protéiques » aussi
dénommées « puces a antigene » et les « puces a anticorps » sont les techniques les plus récemment
congues [9].

Le principe des puces a antigenes et des puces a protéines est identique a celui des puces a ADN. Dans le
cas des puces a antigenes, ce ne sont pas des sondes d’ADN mais des anticorps connus pour leur affinité
pour une/des protéine(s) spécifique(s) qui sont déposés au fond des micropuits et jouent le role de
sonde. Ces sondes d’anticorps peuvent ainsi détecter les protéines cibles présentes dans I'échantillon a
analyser. Les puces a protéines permettent de détecter les interactions moléculaires d’une protéine
déterminée avec divers ligands. Dans ce cas, ce sont des protéines qui sont déposées au fond des
micropuits et jouent le r6le de sonde. Il est alors possible de reconnaitre les autres protéines, les
anticorps, les sucres ou les acides nucléiques qui établissent des interactions moléculaires avec les
protéines déposées (Figure 6). Les puces protéiques et les puces a anticorps permettent I'analyse des
protéomes a haut débit bien que ces techniques soient parfois limitées par leur manque de sensibilité
[79].
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Figure 5: Principe de la technique des puces a protéines et des puces a anticorps. Sur les puces a protéines, la
détection des immunoglobulines réagissant avec les molécules spottées est réalisée par des anticorps anti-lgG,
anti-lgM ou anti-Ig marqués (en rouge). Sur les puces a anticorps, la détection des protéines-cibles, captées par
des anticorps primaires, est réalisée par des anticorps secondaires marqués (en vert). La détection peut étre
aussi réalisée par d’autres molécules capables de reconnaitre des anticorps avec un tag (par exemple,
Vinteraction de I’avidine avec 'immunoglobuline biotinylée). D’apreés [79].

c) Biomarqueurs métabolomiques

La métabolomique consiste a établir le profil d’expression des métabolites endogenes issus des
processus biologiques dans les liquides biologiques ou les tissus. Ainsi, la métabolomique reflete le
fonctionnement des dernieres étapes des processus de synthése biologiques. Les techniques
analytiques appliquées a la métabolomique sont de deux sortes : certaines techniques permettent de
séparer les différents métabolites et les impuretés présents dans les échantillons, d’autres permettent
d’identifier les métabolites isolés [9, 80].

Parmi les techniques de séparation, les techniques de chromatographie sont les plus utilisées,
notamment la chromatographie en phase gazeuse (CPG). Dans la CPG, le mélange a analyser est
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vaporisé a I'entrée d'une colonne qui renferme une phase stationnaire solide (chromatographie
d’adsorption) ou liquide (chromatographie de partage). Le mélange vaporisé est transporté a travers la
colonne a l'aide d'un gaz vecteur ayant le réle de phase mobile. Les différentes molécules du mélange
vont alors se séparer et sortir de la colonne les unes apres les autres aprés un certain temps qui est
fonction de I'affinité de la phase stationnaire avec ces molécules. En sortie de colonne, un détecteur
(détecteur a ionisation de flamme, spectrométre de masse...) analyse et identifie les molécules. [9]

Avec la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse, la spectrométrie de résonance
magnétique nucléaire (RMN) est I'autre technique principalement utilisée pour l'identification des
métabolites et éventuellement d’'un biomarqueur métabolomique parmi les métabolites identifiés.
Cette technique repose sur la propriété des noyaux des atomes dotés d'un nombre impair de protons,
de neutrons voire les deux a posséder un spin nucléaire intrinséque. Soumis a un champ magnétique, un
noyau avec un spin non nul s’oriente soit dans le sens du champ magnétique soit dans le sens opposé.
Lorsqu'ils sont soumis a une onde radio a la fréquence de résonance, les noyaux atomiques peuvent
absorber I'énergie du rayonnement puis la relacher lors de la relaxation. L'énergie mise en jeu lors de ce
phénomeéne de résonance correspond a une fréquence tres précise, qui dépend du champ magnétique
et d'autres facteurs moléculaires qui peuvent alors permettre d’identifier le métabolite [9].

L’étude des profils métabolomiques n’en est qu’a ses prémices mais elle comporte certains avantages
comme le fait de pouvoir observer les effets cumulés de plusieurs parametres (stimulation, mutation
génique, facteurs environnementaux et effet d’une molécule chimique ou biologique administrée) sur
ces profils d’expression, ce qui n’est pas toujours possible avec les autres biomarqueurs intervenant plus
en amont dans les processus biologiques. Par exemple, I'analyse de biomarqueurs métabolomiques
dans les échantillons urinaires est déja jugée d’un grand intérét pour suivre la survenue éventuelle de
phopholidose ou de prolifération incontrélée des peroxisomes, aucun autre biomarqueur d’une autre
nature n’ayant pu étre identifié jusqu’ici pour effectuer ce suivi [9, 80].

2. Classification des biomarqueurs par catégorie selon les autorités de
santé

Tout biomarqueur découvert ne peut pas servir de critere d’évaluation principal lors d’un essai clinique
pivot ayant une importance majeure dans le dossier d’AMM A la suite des premieres définitions émises
par le National Institute of Health avec une classification des biomarqueurs présentée en introduction,
I"autorité de santé américaine a établi, des 2005, différents « statuts réglementaires » pour les
biomarqueurs (Figure 6). Selon ces statuts, certains peuvent étre qualifiés de « simples » biomarqueurs
exploratoires, la ol d’autres peuvent étre qualifiés de « critere de substitution ». La principale différence
entre un « simple » biomarqueur exploratoire et un biomarqueur qualifié de « critere de substitution »
étant son niveau de validation [9].

Pour qu’un biomarqueur puisse étre classé comme « critére de substitution », de nombreuses données
issues de plusieurs essais cliniques contrélés réalisés avec des populations en nombre satisfaisant sont
nécessaires afin d’établir la corrélation entre le biomarqueur concerné et la variation du paramétre
biologique ciblé. Auparavant, le biomarqueur doit étre qualifié et validé. Un biomarqueur qualifié se
distingue d’un biomarqueur validé par le fait que le processus administratif d’évaluation des données de
validation par les autorités de santé a été effectué avec succés pour un biomarqueur qualifié.
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Un biomarqueur validé est « un biomarqueur mesuré par une méthode analytique aux performances

établies et pour lequel il y a suffisamment d’éléments scientifiques pour démontrer la signification

clinique, toxicologique ou pharmacologique des données générées par le biomarqueur ». Néanmoins, il
est possible de distinguer deux types de biomarqueurs validés : les biomarqueurs validés et les

biomarqueurs probablement valides. Par rapport a un biomarqueur validé, un biomarqueur

probalement valide s’en différencie pour I'une des raisons suivantes :

1) Les données scientifiques visant a démontrer la signification clinique, toxicologique ou

pharmacologique du biomarqueur sont en cours d’étude.

2) Malgré un raisonnement scientifique avancé pour justifier I'intérét du biomarqueur, les

éléments scientifiques produits jusqu’ici pour établir la signification clinique, toxicologique ou

pharmacologique des données fournies par le biomarqueur ne permettent pas encore de

conclure sur la validité du biomarqueur.

3) Les données produites n’ont pas été portées a la connaissance d’un organisme indépendant
autre que I'entreprise développant le biomarqueur [37].

Etapes de développement du
biomarqueur menées par le promoteur

Autorités de santé

Statut réglementaire du biomarqueur

Découverte du biomargueur

v

Développement de méthode(s) de
dosage du biomarqueur

v

Mise en place d’études validation de(s)
méthode(s) de dosage

v

Validation clinique du biomarqueur et
de la méthode dosage associée

v

Rapport final de I'essai clinique de
validation

v

Procédure de qualification du
biomarqueur

v

Utilisation du biomarqueur en lieu et

;[ Biomarqueur exploratoire ]

Revue du protocole de I'essai clinique

Biomarqueur
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<_
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Evaluation du dossier de qualification
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place d’un critére d’évaluation clinique

>[ Critére de substitution

Figure 6: Différents statuts réglementaires d'un biomarqueur relatifs aux étapes du processus de

qualification. Adapté de [9].

3. Classification des biomarqueurs selon leurs fonctions

L'introduction d’un biomarqueur au cours d’un essai clinique répondant a un objectif préalablement

défini, il est également possible de classer les biomarqueurs selon les différents types d’objectifs

poursuivis :

1) Biomarqueurs physiopathologiques et biomarqueurs de diagnostic
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2) Biomarqueurs pronostiques
3) Biomarqueurs prédictifs de la pharmacodynamie
4) Biomarqueurs prédictifs de I'effet thérapeutique

Cette classification a été constituée a I'usage par la communauté scientifique et non par les autorités de
santé, mais a depuis été reprise. Elle est ainsi reconnue par les autorités de santé dans différentes lignes
directrices telle que la ligne directrice : «Reflection paper on co-development of pharmacogenomic
biomarkers and assays in the context of drug development » [43].

1) Biomarqueur physiopathologiques et diagnostiques

Les biomarqueurs physiopathologiques ont pour objectif d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
permettant I'approfondissement de la connaissance des mécanismes physiopathologiques et
permettant de diagnostiquer les patients atteints de la pathologie étudiée [48].

2) Biomarqueurs pronostiques

Les biomarqueurs pronostiques ont pour objectif de déterminer I’évolution prévisible de la maladie et le
niveau de risque qui y est associé pour le patient. La découverte et le développement d’un biomarqueur
pronostique débutent souvent par une analyse a postériori de collections d’échantillons biologiques
prélevés lors d’essais cliniques ayant d’autres objectifs et conservés en prévision de recherche ultérieure
de biomarqueurs. Les biomarqueurs pronostiques recherchés doivent avoir I'origine la moins invasive
possible, étre stables et nécessiter une méthode de dosage simple et peu onéreuse. L'emploi de
biomarqueur pronostiques pour guider le traitement administré au patient est soumis a discussion,
I'utilisation de biomarqueurs prédictifs étant préférée lorsqu’il s’agit d’établir des protocoles de
traitement de référence qui sont guidés par un ou plusieurs biomarqueur(s) [1].

3) Biomarqueurs prédictifs de la pharmacodynamie et 4) Biomarqueurs prédictifs de I'effet
thérapeutique

Les biomarqueurs prédictifs ont pour objectif de différencier les patients qui sont plus ou moins a méme
de répondre a un traitement. En conséquence, lorsque plusieurs options thérapeutiques sont
disponibles, les biomarqueurs prédictifs permettent de déterminer le traitement le plus a méme de
bénéficier a chaque patient. La découverte d’un biomarqueur prédictif suit généralement le méme
cheminement que les biomarqueurs pronostiques. Il est possible de différencier deux catégories de
biomarqueurs prédictifs : les biomarqueurs prédictifs de la pharmacodynamie et les biomarqueurs
prédictifs de I'effet thérapeutique. Les biomarqueurs prédictifs de pharmacodynamie s’intéressent a
I"activité biologique du traitement : dose suffisante pour atteindre et agir sur la cible ? ... Ce sont les
biomarqueurs prédictifs de I'effet thérapeutique, reflétant I'activité thérapeutique du traitement, qui
constituent des facteurs d’enrichissement des populations cibles d’un traitement, c’est-a-dire des
facteurs limitant I'indication du traitement aux sous-populations susceptibles d’en bénéficier le plus [1,
81].
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5. Classification des biomarqueurs selon la nature de la variable
mesurée par la méthode de dosage du biomarqueur

Enfin, il est possible de classer les biomarqueurs selon la nature de la variable mesurée par la méthode
de dosage du biomarqueur : biomarqueur quantitatif, biomarqueur quantitatif relatif, biomarqueur
quasi-quantitatif, biomarqueur qualitatif. Cette une donnée importante pour la conduite du processus
de validation. De ce fait, les distinctions entre ces différents types de biomarqueurs selon cette
classification seront abordés dans la partie Ill.2 : « Validation du biomarqueur et de la méthode de

dosage du biomarqueur ».
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IV. Biomarqueurs et essais cliniques

1. Identification d’'un biomarqueur

Les biomarqueurs sont identifiés par I'étude de la corrélation statistique existant entre la présence ou
I'intensité d’expression d’'un marqueur biologique particulier (ADN, ARN, protéine, métabolite) et le
résultat clinique observé (symptémes de la maladie, effets secondaires, efficacité ). Cette identification
passe en général par I'analyse comparative de produits biologiques (tissus, sang, biopsies, liquides
biologiques...) issus de sujets sains et de patients qui pouvent étre des patients a différents stades d’'une
méme maladie. Les caractéristiques biologiques identifiées uniquement dans I’échantillon du patient par
mesures répétées ou différentiellement par rapport a un témoin peuvent alors étre considérées comme
des biomarqueurs de I'état physiologique correspondant. En fonction de la nature du biomarqueur
identifié, les termes « biomarqueurs génomiques », « transcriptomiques », « protéomiques » et «
métabolomiques » sont utilisés.

Cette étape d’identification nécessite la maitrise d’une trés large palette de techniques telles que des
tests de biologie moléculaire, de I'imagerie ou des dosages protéique.

La qualité des échantillons utilisés et la précision du protocole clinique de collecte sont primordiaux
pour l'identification de biomarqueurs qui pourront passer avec succes les étapes de validation. Ainsi,
depuis quelques années, la collection et le stockage d’échantillons s’organisent au sein de biobanques,
structures réglementées dédiées a ces activités.

2. Validation du biomarqueur et de la méthode de dosage du
biomarqueur

Une fois les candidats biomarqueurs identifiés, leur pertinence clinique doit étre démontrée, ainsi que
leur capacité a étre mesurés ou analysés de maniére reproductible et robuste. La validation de la
méthode de dosage ou d’évaluation est une étape critique dans le développement d’un biomarqueur. Le
développement d’'un biomarqueur peut échouer en phase clinique, non pas pour des raisons
scientifiques mais a cause d’un mauvais choix de la méthode de dosage du biomarqueur ou de la
validation insuffisante de la méthode de dosage du biomarqueur utilisée.

La validation d’'une méthode est définie par I'Organisation Internationale pour la Standardisation (I0S)
comme «la confirmation par I'expérimentation et les preuves objectives issues de ces expérimentations
que les conditions requises pour une utilisation définie sont remplies». Le but lors du développement
d’un biomarqueur est plut6ét de développer une méthode de dosage adaptée et valable du biomarqueur
plut6t que de faire valider pour le biomarqueur une méthode de dosage existante. L'une des clés de la
réussite dans le développement d’un biomarqueur réside dans le choix de(s) méthode(s) de dosage
utilisée(s) et des bonnes questions a se poser dés la mise en place de la méthode de dosage : quelle est
la nature du parametre biologique a doser ? est-ce la cible moléculaire de la substance en
développement, permettant de démontrer I'activité de la substance en développement sur cette cible ?
Es-ce que ce sont les effets pharmacodynamiques de la substance en développement tels que
I'inhibition d’enzymes ou les modifications de I'état de phosphorylation d’'une protéine ?... Idéalement,
la validation d’une méthode de dosage devrait s’attacher ainsi a deux aspects : I'aspect « recherche
exploratoire » et I'aspect « opérationnel ». L’aspect de recherche exploratoire consiste a établir le
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principe de la méthode et a définir les valeurs cibles, les limites de la méthode... tandis que I'aspect
opérationnel consiste a s’assurer des capacités de la méthode de dosage retenue. La but est de s’assurer
que les performances techniques de la méthode de dosage retenue permettent d’atteindre le but défini
du biomarqueur. [45] En conséquence, si les Autorités de Santé n’ont pas encore fourni d’éléments
précis sur la maniere d’envisager la validation d’'un biomarqueur, d’autres organisations telles que
I’Association Américaine des Sciences Pharmaceutiques (AAPS) ont tenté d’établir ce que pourraient
étre les étapes de validation d’un biomarqueur et de sa méthode de dosage (Figure 8) et ont développé
le concept de méthode de validation adaptée. [44]

Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4 Etape 5
Définition de Rédaction de la Validation technique de la Validation Controle qualité
I'objectif et procédure de méthode de dosage du clinique du de la méthode
sélection de la | validationdela [ ] biomarqueur : évaluation > biomarqueur et » de dosage lors
méthode de méthode de des performances et de la de sa méthode de son
dosage du dosage du capacité a refléter la réalité de dosage utilisation en
biomarqueur biomarqueur biologique du biomarqueur routine

Figure 8: Etapes du processus de validation d'un biomarqueur et de la méthode de dosage associée. D'apres [44].

Bien que les étapes a accomplir selon la figure 8 restent similaires quel que soit le biomarqueur, les
biomarqueurs peuvent étre de différente nature et posséder des fonctions différentes dans le
développement d’'une nouvelle substance. En fonction de la nature du biomarqueur et de son réle
dévolu au cours du développement d’une nouvelle substance, les parameétres a évaluer et le niveau de
preuves requis pour valider une méthode de dosage sont différents, d’ou le concept de validation
adaptée pour un biomarqueur et sa méthode de dosage (Figure 9)[45].

Qualitatif Semi-quantitatif Quantitatif relatif Quantitatif
1 1 1 1 | Type de méthode

I I | |
IHC RT-PCR LBA SM de dosage

Découverte | gyploratoire

. Mécanisme
Biomarqueur de PD )
physyopathlogique

Niveau d’exigence idation croissant

Biomarqueur de PD | Preuve de concept
Critére substitution Pronostique / prédictif

v
Objectif du
biomarqueur

Figure 9: Adaptation du niveau de validation requis en fonction du caractére de la variable biologique
reflétée par le biomarqueur. D’aprés [45].

IHC = Méthode de dosage immunohistochimique ; RT-PCR = Technique de réaction en chaine par
polymérase utilisant une rétrotranscriptase ; LBA = Dosage ligand-récepteur ; SM = Spectrométrie de
Masse ; PD= Pharmacodynamie.
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Les variables peuvent étre réparties en deux catégories principales :

e Les variables qualitatives qui sont des variables non mesurables. On peut distinguer deux
catégories secondaires de variables qualitatives : les variables semi-qualitatives ou ordinales qui
peuvent bénéficier d’'un classement ordonné (ex : intensité de la douleur nulle, Iégéere ou forte)
et les variables qualitatives pures ou nominales (ex : couleur des yeux).

e Lesvariables quantitatives qui, par opposition, sont des variables mesurables. On peut
distinguer deux catégories secondaires de variables quantitatives : les variables quantitatives
discrétes qui ne peuvent prendre qu’un nombre fini de valeurs (ex : nombre d’enfants) et les
variables quantitatives continues qui peuvent prendre un nombre indéfini de valeurs (ex : taille,
pression artérielle) [46].

Quatre catégories de biomarqueurs ont donc été définies, selon le caractére de la variable biologique
reflétée par le biomarqueur :

1) Biomarqueur quantitatif :

La méthode de dosage d’un biomarqueur quantitatif a recours a un modeéle de régression et a des
contrdles pour déterminer la valeur du biomarqueur. Les controéles standards sont clairement définis et
établis comme représentatifs du biomarqueur.

Un exemple de méthode de dosage d’'un biomarqueur quantitatif est I’analyse par spectrométrie de
masse pour doser un biomarqueur moléculaire tel gu’une protéine dans un échantillon. L'objectif d’'une
méthode quantitative de dosage est de déterminer avec autant d’exactitude possible la concentration
du biomarqueur d’intérét dans I’échantillon analysé. Cette exactitude dépend de la somme des erreurs
de la méthode diies aux biais systématiques de la méthode et aux variables aléatoires : jour, matériel,
technicien... En plus des parameétres a évaluer requis pour les autres types de méthodes de dosage tels
que la précision évaluée ici par le coefficient de variation, dans le cas de la méthode de dosage d’un
biomarqueur quantitatif il faudra évaluer I'exactitude par I’étude de la déviation moyenne obtenue au
cours d’analyses répétées des mémes échantillons a différentes concentrations.

2) Biomarqueur quantitatif relatif :

La méthode de dosage d’un biomarqueur quantitatif relatif a recours a une courbe dose-réponse et a
des contrdles pour déterminer la valeur du biomarqueur. Les contréles standards ne sont pas
totalement représentatifs du biomarqueur. La précision de la méthode de dosage d’un biomarqueur
guantitatif relatif peut étre validée, mais I'exactitude ne peut qu’étre estimée.

Un exemple de méthode de dosage d’un biomarqueur quantitatif relatif est I'évaluation de la liaison
ligand-récepteur dans le cas d’un biomarqueur protéique ayant le réle de ligand. Dans ce cas, le
biomarqueur est une substance endogéne toujours présente dans I’échantillon quel que soit I'état du
patient et I'accés a une forme caractérisée du biomarqueur pouvant servir de contréle est généralement
limité. De nombreuses difficultés peuvent en outre concerner ce type de méthode de dosage :
biotransformation du biomarqueur liée a des mécanismes multifactoriels, complexation du biomarqueur
a des récepteurs solubles, stabilité des réactifs de la méthode de dosage (ex : anticorps)...
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3) Biomarqueur semi-quantitatif

La méthode de dosage d’un biomarqueur semi-quantitatif n’utilise pas de controles et la valeur du
biomarqueur est exprimée en proportion de I’échantillon total analysé.

Un exemple de méthode de dosage d’'un biomarqueur semi-quantitatif est la détermination quantitative
de I’ADN par la technique de RT-PCR. En effet, pour cette technique, il est extrémement complexe de
disposer de controéles.

4) Biomarqueur qualitatif :
La méthode de dosage d’un biomarqueur qualitatif établit I'état du biomarqueur dans I’échantillon.

Des exemples de méthodes de dosage d’un biomarqueur qualitatif sont la détection d’un biomarqueur

protéique par technique d’'immuno-empreinte (Western blot) ou la détection d’un biomarqueur

génomique par hybridation fluorescente in situ (FISH). Démontrer la spécificité et la sensibilité

analytique puis clinique de ces méthodes de dosage de biomarqueurs qualitatifs est essentiel pour la

validation de ces biomarqueurs. Parfois, ces démonstrations peuvent nécessiter des éléments non

encore disponibles, tels que des souris KO ou des lignées cellulaires surexprimant le biomarqueur ciblé.

Dans ce cas, il est conseillé de réaliser une évaluation préliminaire de la spécificité de la méthode a

travers des études restreintes utilisant les éléments disponibles dans I'attente des éléments

parfaitement adaptés. [44]

Une fois le biomarqueur classé selon le type de variable biologique reflété, il est nécessaire de

déterminer un certain nombre de parametres de la méthode de dosage du biomarqueur (tableau 5),

afin de valider les performances de la méthode de dosage utilisée. [44]

Tableau 5: Parameétres techniques a évaluer recommandés pour la méthode de dosage selon la catégorie de

biomarqueur, adapté de [45]. LOQ : « Limit Of Quantitation »

Parameétres Biomarqueur Biomarqueur Biomarqueur Biomarqueur
techniques a quantitatif quantitatif relatif | semi-quantitatif qualitatif
évaluer
Exactitude X X
Précision X X X
Sensitivité X X X X
(dont une (dont une
détermination a la détermination a la
limite inférieure de limite inférieure de
quantification) quantification)
Spécificité X X X X
Linéarité X X
Variabilité X X
Limite de X X X
sensibilité du
dosage / LOQ
Stabilité du/des X X
réactif(s)
Stabilité de X X X X
I’échantillon
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Ces différents parametres techniques a évaluer sont définis dans la ligne directrice Q2A de I'ICH bien
que le contenu de ce document ne s’applique pas a la validation des méthodes de dosage des
biomarqueurs puisqu’il a trait a la validation analytique « des épreuves d’identification, des méthodes
de dosage quantitatif des impuretés, des méthodes de vérification des teneurs limites des impuretés, et
des méthodes de dosage de la partie active ou d’une ou de plusieurs autres composantes de la
substance active ou du produit fini. » Cependant, les définitions fournies dans ce document peuvent
étre appliquées a la validation des méthodes de dosage des biomarqueurs et font office de référence du
fait qu‘elles sont émises par I'ICH :

En statistique, la spécificité d’un test est décrite comme I'aptitude du test a ne détecter que les cas
positifs ou encore a donner un résultat négatif lorsque la condition n’est pas présente [46]. La spécificité
est définie par I'lCH comme «la propriété qui fait qu’une méthode d’analyse rend compte sans
ambiguité de la substance analysée en présence d’autres composants normalement présents. Ces
derniers peuvent inclure des impuretés, des produits de dégradation, la matrice, etc. »

A l'inverse, la sensibilité est I'aptitude d’un test a détecter tous les cas positifs ou encore a donner un
résultat positif lorsque la condition est présente [46].

L’exactitude correspond « au degré de concordance entre la valeur de la méthode obtenue et la valeur
de référence ou la valeur considérée comme véritable par convention ».

La précision d’'une méthode correspond « au degré d’accord (degré de dispersion) entre les résultats des
mesures obtenues par I'analyse individuelle de plusieurs prélevements d’'un méme échantillon
homogene, prélevés dans des conditions prescrites. L’évaluation de la précision doit se faire au moyen
d’échantillons homogénes et authentiques. La précision est généralement exprimée par la variance,
I’écart-type ou le coefficient de variation d’un ensemble de mesures. »

La linéarité d’une méthode d’analyse est « sa capacité de donner des résultats qui sont directement (a
I'intérieur de certaines limites) proportionnels a la concentration (quantité) de la substance analysée
dans un échantillon. »

La variabilité « est une expression de la précision de I'analyse lorsque celle-ci est reprise dans les mémes
conditions de réalisation, apres un court intervalle de temps. Elle est aussi désignée précision intra-
analyse. »

La limite de détection ou LOQ d’une méthode d’analyse individuelle correspond a la plus faible quantité
de la substance analysée que la méthode permet de détecter, sans nécessairement fournir la valeur
exacte [47].

Si la validation technique de la méthode de dosage de biomarqueur se révele satisfaisante, il convient
ensuite de passer a une évaluation du biomarqueur et sa méthode de dosage dans un contexte clinique.
Aprés une premiére étude pré-clinique éventuelle si la nature du biomarqueur le permet, plusieurs
études cliniques seront réalisées en plusieurs phases successives:

» Une premiere étude clinique dite « étude d’essai » ou « étude pilote » (« training ou pilot set »)
aboutit a une preuve de concept et est réalisée sur une cinquantaine a une centaine de sujets
témoins et malades.
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» Une seconde étude clinique plus large dite « étude d’évaluation » (« test set ») sur un plus grand
nombre de malades est ensuite élargie a une étude multicentrique et multi-ethnique si les
résultats sont favorables (« validation test »).

» Plusieurs études clinigues sont ensuite réalisées sur des groupes de patients indépendants de
ceux qui ont été utilisés dans les étapes précédentes. Selon le biomarqueur étudié et le message
clinique qu’il délivrerait, les groupes de sujets témoins et/ou atteints d’une pathologie
présentant doivent présenter la méme symptomatologie mais d’étiologie différente, et/ou
toutes sortes de sujets nécessaires pour établir, avec le moins de biais possible, le message et
I’hypothése établie avec le biomarqueur concerné ainsi que la spécificité et la sensibilité de sa
méthode de mesure [48].

Les autorités compétentes n’interviennent pas dans le processus de validation d’un biomarqueur et de
sa méthode de dosage qui reste a l'initiative du requérant, hormis pour autoriser la mise en place des
études cliniques nécessaires. Les seules recommandations concernant le processus de validation ont été
publiées par la FDA au sujet des études cliniques utilisées pour les biomarqueurs compagnons durant
lesquelles sont explorés a la fois le biomarqueur compagnon et le médicament en développement quiy
est associé. En effet, de multiples modéles d’études cliniques peuvent s’envisager dans cette situation.
Afin de confirmer les capacités de la méthode de dosage du médicament lors d’un essai clinique portant
sur le médicament en développement, I'autorité de santé recommande le recours a deux modéles :

Si pour des raisons pratiques et/ou techniques, il n’est pas possible de pratiquer le test du biomarqueur
dans tous les sites de I'étude ou d’obtenir les résultats de I’évaluation du biomarqueur dans un délai
raisonnable dans tous les sites de I'étude, une étude randomisée, controlée, en double aveugle en
parallele est suggérée. Dans ce cas, une analyse statistique du critére clinique principal étudié dans les
sous-populations établies par les résultats de I’évaluation du biomarqueur sera réalisée a postériori:

Echantillons collectés sur I'ensemble des Médicament en développement +/-
Population sujets pour évaluation du biomarqueur traitement de référence
N mais non utilisés pour la randomisation
Placebo ou traitement de référence

Dans la situation inverse ou il est possible de disposer des résultats de I'évaluation du biomarqueur a
temps dans I'intégralité des sites de I’étude, une double randomisation est appliquée aux sujets
participants a I’étude selon le résultat du test d’évaluation du biomarqueur et du traitement auquels ils
sont affectés [49] :

Médicament en développement +/-
traitement de référence

Biomarqueur +

Evaluation du Placebo ou traitement de référence
Population biomarqueur
N chez tous les Médicament en développement +/-
sujets . traitement de référence
Biomarqueur -

Placebo ou traitement de référence

46



3. Qualification d’un biomarqueur

a. Définition de la Qualification des biomarqueurs

La qualification d’un biomarqueur est I'étape réglementaire du développement d’un biomarqueur au
cours de laquelle interviennent les autorités de santé. Lors des études précliniques et des essais
cliniques, c’est le promoteur qui détermine lui-méme les biomarqueurs dont I'évaluation lui semble
pertinent pour juger d’un effet thérapeutique ou toxique. Néanmoins, apres avoir fourni les éléments
démontrant la pertinence clinique du biomarqueur, le requérant doit faire évaluer ces éléments et
approuver leur pertinence et leur validité par les autorités de santé.

C’est une étape essentielle. Les progres qui ont été réalisés en matiére de développement des
médicaments ont nécessité que les autorités de santé établissent des procédures de décisions pour les
médicaments ou les substances biologiques au cours des derniéres décennies [37]. Ces procédures
décrivent la maniére d’évaluer I'efficacité, la sécurité ou le dosage d’'un médicament ou d’une substance
biologique au moment de la demande de mise sur le marché ou aprés son autorisation de mise sur le
marché. De maniére similaire, les biomarqueurs nécessitent la création de procédures de décision
spécifiques de leurs caractéristiques afin de déterminer lesquels sont reconnus par les autorités de
santé pour répondre a une question définie et peuvent étre utilisés au cours du développement d’'un
nouveau médicament ou d’une nouvelle substance biologique. C’'est cette procédure de décision que
I’'on nomme « qualification » d’un biomarqueur. La qualification « conclut, dans un contexte d’utilisation
bien défini, que les résultats de I'évaluation d’un biomarqueur sont corrélés a un processus biologique, a
une réponse biologique ou un événement biologique et de ce fait approuve I'emploi du biomarqueur
concerné durant les phases de développement ou aprés autorisation d’un médicament ou d’un produit
biologique» [85]. Le contexte d’utilisation d’un biomarqueur est le terme diminutif employé pour
désigner « la description exhaustive des roles et des circonstances d’utilisation autorisées du
biomarqueur précisant ses limites d’utilisation » [34].

b. Historique du concept de qualification des biomarqueurs

Néanmoins, comme nous I'avons évoqué en introduction, certains paramétres biologiques sont
employés depuis de nombreuses années comme indicateurs de fonctionnement d’un processus
biologique en médecine clinique sans pour autant étre désignés comme des biomarqueurs et ceci bien
avant I'existence de procédure de qualification. Ainsi, on peut citer I'exemple de I'urémie et la
créatininémie qui sont des indicateurs de I'état de fonctionnement des reins, reconnus par la
communauté scientifique internationale, et que I'on peut donc désigner comme des biomarqueurs de la
fonction rénale et d’éventuels phénomeénes de néphrotoxicité. Cette reconnaissance ou qualification

« implicite » par la communauté scientifique internationale s’est faite par la rédaction de nombreuses
publications scientifiques au cours du temps dans différentes revues scientifiques par différents auteurs.
L’hypothese d’un lien entre la clairance de la créatinine et le fonctionnement rénal est évoqué dans des
publications scientifiques des les années 1930 [24], puis expérimenté dans les années 50 entre autres
par des épreuves de charge a la créatine ou I'évaluation de la clairance a la créatinine chez des
insuffisants rénaux [25-26], jusqu’a I’établissement en 1976 par Cockcroft & Gault d’une formule
mathématique appelée « formule de Cockcroft & Gault » permettant d’établir la clairance de la
créatinine comme une estimation de I'état de la fonction rénale a partir de la créatininémie [27]. De
plus, la créatininémie répond bien a la définition de biomarqueur de la fonction rénale car elle a vu son
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contexte d’utilisation précisé. En effet, la relation entre la créatinine plasmatique et la filtration
glomérulaire n’est pas linéaire mais hyperbolique (Figure 10). La clairance de la créatinine est donc un
biomarqueur de la fonction rénale valable pour tout sujet mais qui nécessite la connaissance de certains
parametres : le sexe, I’age et le poids de I'individu; et dont la précision est moindre chez les enfants, les
femmes enceintes et les personnes obéses [27]. Pour certains médicaments, I'évaluation et la
surveillance de la créatininémie pour dépister une néphrotoxicité possible chez des sujets a risque est

communément admise par les autorités de santé tel que reflété dans leurs résumés des caractéristiques
produit.
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Figure 10: Relation entre la créatininémie et le débit de filtration glomérulaire (DFG). D'apres [31]

L'exemple de la créatininémie permet de constater que la qualification d’'un biomarqueur par le passé
était une méthode approfondie, faite de démonstrations et de contre-démonstrations afin de parvenir a
un consensus dans la communauté scientifique, mais aussi une méthode longue et empirique puisque
sans méthode préétablie. En outre, ce processus de qualification présentait des déficiences. Ainsi,
comme nous I'avons mentionné au début de cet exemple, I'urémie au méme titre que la créatininémie
est un indicateur de I'état de fonctionnement des reins et des publications scientifiques ont établi le lien
entre une augmentation de I'urémie et une dégradation de la fonction rénale [28-29]. Pour autant,
peut-on considérer I'urémie comme un « bon » biomarqueur de la fonction rénale ? Des variations de
I'urémie ne sont observés qu’en cas de perturbation importante de la fonction rénale. Il serait donc plus
approprié de considérer I'urémie comme un biomarqueur de I'insuffisance rénale sévere.

D’autre part, il a été démontré que la créatininémie n’est pas un biomarqueur parfait de la fonction
rénale. En effet, par la formule de Cockcroft-Gault ou méme via la formule MDRD (« Modification of the
Diet in Renal Disease »), la clairance de la créatinine estimée obtenue conduit a une classification du
degré d’insuffisance rénale qui est erronée pour environ 30% des patients. Par exemple, en moyenne, la
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formule de Cockcroft-Gault surestime la clairance de la créatinine d’environ 2 mL/min/1.73m2, avec une
tendance a la surestimation plus forte chez les sujets 4gés [30]. Néanmoins, la créatininémie reste un
biomarqueur de I'état de fonctionnement rénal communément utilisé car c’est un biomarqueur rapide
et simple a déterminer avec un degré de fiabilité maitrisé par la communauté scientifique.

En conclusion, dans cette méthode de qualification implicite par la communauté internationale, il
manquait une expertise scientifique en mesure d’évaluer de maniere méthodique I'ensemble des
données disponibles a un moment donné afin d’établir si le degré de corrélation entre un biomarqueur
et le processus biologique associé est suffisant pour que le biomarqueur soit considéré comme qualifié.

L'autre méthode de qualification des biomarqueurs utilisée récemment est la qualification des
biomarqueurs spécifiques d’'un médicament, c’est-a-dire de biomarqueurs compagnons. Dans ce cas, les
données sur le biomarqueur en question sont soumises dans le dossier de demande d’AMM du
médicament. En cas de décision favorable a la mise sur le marché du médicament, le biomarqueur
compagnon se trouve qualifié de fait (exemples : biomarqueur génomiques HER2+ pour
trastuzumab/Herceptin®, biomarqueur génomique Ph+ pour nilotinib/Tasigna® ...). Cette méthode de
qualification d’'un biomarqueur au cours de I'évaluation du dossier d’AMM d’un nouveau médicament
demeure valable. Dans ce cas, le groupe d’évaluateurs de I'autorité de santé aupres duquel est déposé
le dossier d’A .M.M. doit expertiser a la fois la nouvelle molécule ou la nouvelle substance biologique et
le biomarqueur associé.

Cependant, cette méthode de validation ne répond pas a tous les besoins. En effet, les données ayant
permis de valider le biomarqueur restent alors la propriété du demandeur de I'autorisation de mise sur
le marché et ne sont pas applicables a d’autres entités chimiques ou biologiques. Un développement
supplémentaire coliteux est alors nécessaire pour le biomarqueur en plus du développement de la
nouvelle molécule ou la nouvelle substance biologique. Or, il existe une volonté de développer et valider
des biomarqueurs d’usage étendu qui pourraient ensuite potentiellement s’appliquer au
développement de toute substance biologique ou chimique dans les limites de leur contexte
d’utilisation défini.

Avec 'expansion programmée des biomarqueurs dans le développement pharmaceutique, il est donc
nécessaire de standardiser et d’harmoniser les regles de qualification des biomarqueurs dans des lignes
directrices internationales afin de définir une procédure commune, efficace et rapide de qualification
des biomarqueurs. |l est aussi souhaitable qu’existe un accompagnement dans le développement des
biomarqueurs avec des interactions possibles entre le développeur et les autorités de santé, par
exemple, par des avis scientifiques spécifiques aux biomarqueurs, semblables a ceux qui sont déja en
place pour les médicaments ou les substances biologiques. Dans ce but, des discussions se sont
engagées entre les principales institutions réglementaires internationales.

c. Procédures de qualification des biomarqueurs pharmacogénomiques
en tant que biomarqueurs compagnons spécifiques d’'une substance
active

A la suite de I'achévement du séquencage complet du génome humain, en avril 2003, les travaux de

recherche en pharmacogénomique se sont multipliés. Certains visent a identifier les variations du
génome humain a l'origine des variations inter-individuelles, a établir d’éventuels liens et donc a mieux

49



comprendre les mécanismes moléculaires d’une pathologie ou de I'apparition d’effets indésirables de
médicaments. A I'issue de ces travaux de recherche peuvent parfois étre identifiés de potentiels
biomarqueurs génomiques. L’essor rapide des recherches dans le domaine de la génomique et le
potentiel des biomarqueurs génomiques pour la médecine personnalisée ont conduit a la publication
des premieres lignes directrices relatives a la qualification de biomarqueurs, mais traitant uniquement
des biomarqueurs génomiques.

En effet, a la suite des demandes répétées des promoteurs de ne pas se lancer dans des programmes de
développement incluant des biomarqueurs pharmacogénomiques sans disposer d’une position claire
des Agences de santé sur la maniére acceptable d’intégrer des données pharmacogénomiques lors du
développement de nouvelles substances actives [37], la FDA fut la premiére a émettre une série de
lignes directrices relatives a la qualification des biomarqueurs pharmacogénomiques en avril 2006. Ces
lignes directrices avaient pour objectif de préciser le moment ol les données pharmacogénomiques
doivent étre transmises a I'Autorité de santé durant le développement d’une nouvelle substance
chimique ou biologique : quel est le contenu et le format des données pharmacogénomiques souhaitées
par I'Agence , quand et comment ces données pourraient étre intégrées a une procédure de mise sur le
marché d’une nouvelle substance chimique ou biologique ? [37]. Elles ont été régulierement mises a
jour et complétées par d’autres lignes directrices tandis que des lignes directrices aux objectifs similaires
ont été publiées en Europe [35].

Ces lignes directrices décrivent en réalité deux procédures distinctes :

> Une procédure de qualification du biomarqueur pharmacogénomique dans le cadre de
I’évaluation du dossier de demande d’AMM de la substance active quiy est liée. Il s’agit de
biomarqueurs pharmacogénomiques validés ou probablement valides qui optimisent le choix
des doses administrées, améliorent I'efficacité ou la sécurité du médicament. Dans ce cas, le
recours au biomarqueur se matérialise par une mention informative ou une consigne obligatoire
dans la notice et le RCP du médicament évalué en paralléle en fonction de la disponibilité d’un
coffret de diagnostic permettant d’évaluer I'état du biomarqueur chez le patient en passe de
recevoir ce nouveau médicament.

» Une procédure volontaire de dép6t de données pharmacogénétiques dénommeée procédure
VGDS (« Voluntary Genomic Data Submission »), initiative commune a 'EMA et la FDA. |l s’agit
de biomarqueurs pharmacogénomiques exploratoires pour lesquels des données ont été
produites lors du développement d’un nouveau médicament, non pas pour contribuer a
I’enregistrement du nouveau médicament, du moins dans un premier temps, mais afin de
comprendre I'éventuel lien entre les différents génotypes ou profils d’expression génique
possibles du biomarqueur et les différents types de réponses au traitement. Ce sont donc des
données liées au développement du biomarqueur.

Pour aider les requérants a savoir quelle procédure s’applique selon les situations auxquelles ils
pourraient étre confrontés, les Autorités de santé (EMA et FDA) ont créé les deux arbres décisionnels
suivants (figures 10 et 11):
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Résultats d’étude pharmacogénomique chez 'Homme ou en pré-clinique

- Ces résultats sont-ils utilisés/destinés a étre utilisés pour décider de certains éléments du protocole d’une étude
pré-clinique ou d’un essai clinique testant la substance chimique ou biologique développée en paralléle ? (ex :
choix des doses utilisées, critéres d’inclusion pour les patients recrutés...) ou

L'investigateur utilise-t-il ces résultats pour tenter de confirmer des hypothéses scientifiques relatives a la

substance chimique ou biologique développée en paralléle ? (ex : mécanisme d’action)

-
N\ OUl . e » . ) L
» Procédure de quallflcatlon . rapport d’étude a inclure dans le dossier expérimental

Ces résultats établissent-ils la validité du biomarqueur pharmacogénomique en tant que biomarqueur

NON

physiologique, physiopathologique, pharmacologique, toxicologique, ou de sécurité pré-clinique ?

v
oul .
> Procédure VGDS : Le résumé du rapport d’étude peut étre inclus dans le dossier expérimental

NON

Wre VGDS possiD

Figure 11: Inclusion de données pharmacogénomiques au dossier expérimental («Investigational New Drug ; IND
») d’une nouvelle substance active en cours de développement aux Etats-Unis. Adapté de [42].

Cet arbre décisionnel est strictement applicable au systeme américain, 'IND n’existant pas dans les autres pays.

Néanmoins, il constitue une indication pour savoir quelles sont les données pharmacogéniques a inclure dans la

brochure investigateur, utilisée dans la plupart des pays.

Résultats d’étude pharmacogénomique chez 'Homme ou en pré-clinique

Le requérant souhaite-t-il faire mention du test pharmacogénomique dans la notice et le RCP du médicament a
enregistrer ou utiliser les résultats de I'étude pharmacogénomique dans I’argumentaire scientifique destiné a faire
enregistrer le médicament ? Au cas oU le biomarqueur pharmacogénomique concerné serait déja qualifié par
I’Autorité de santé, il serait possible d’y faire référence sans fournir toutes les données sur le biomarqueur.

Oul
> Procédure de quallflcatlon . rapport d’étude a inclure dans le dossier expérimD

- L’étude pharmacogénomique utilise un biomarqueur validé et qualifié en tant que biomarqueur physiologique,
pathophysiologique, pharmacologique, toxicologique ou de sécurité pré-clinique mais le requérant ne souhaite pas

NON

faire mention du test pharmacogénomique dans la notice et le RCP du médicament ni dans I'argumentaire

scientifique a I'appui de son enregistrement

- L’étude pharmacogénomique utilise un biomarqueur exploratoire non encore qualifié en tant que biomarqueur
physiologique, pathophysiologique, pharmacologique, toxicologique, ou de sécurité pré-clinique

‘}_Oik Procédure VGDS possible . Résumé du rapport d’étude a inclure dans le dossier

d’enregistrement

NON

v

Figure 12: Inclusion de données pharmacogénomiques au dossier de demande d’AMM d’une nouvelle substance

chimique ou biologique aux Etats-Unis et en Europe. Adapté de [42]



c.1 Procédure de qualification d’un biomarqueur pharmacogénomique
compagnon pour I’évaluation d’un dossier de demande d’AMM.

Pour les Autorités de Santé, I'objectif de la qualification d’'un biomarqueur pharmacogénomique
compagnon est de s’assurer que le biomarqueur sélectionné apporte une valeur ajoutée pour
I'utilisation de la substance active développée et de s’assurer que la méthode de dosage du
biomarqueur utilisée est suffisamment robuste.

Les lignes directrices publiées s’appliquent ainsi aux différents scénarios envisageables de
développement d’'un biomarqueur pharmacogénomique compagnon lié a une substance active :
qualification en simultané, mais également la qualification a posteriori d’'un biomarqueur
pharmacogénomique pour une substance active déja autorisée et qui conduirait, dans ce cas, a une
modification de I'indication de la substance active en y ajoutant la réalisation préalable d’un test
pharmacogénomique.

Les lignes directrices donnent la liste des facteurs critiques lors du développement d’un biomarqueur
pharmacogénomique compagnon. Les requérants doivent donc s’assurer que ces différents points sont
traités dans le dossier d’AMM déposé pour permettre la qualification du biomarqueur
pharmacogénomique compagnon [43]:

* Facteurs pré-analytiques :

Type d’échantillon a prélever

- Critéres de sélection des sujets, conditions de prélevement des échantillons
- Gestion des échantillons prélevés (conditions de stockage ...)

* Facteurs analytiques :

- Protocole d’évaluation du biomarqueur

- Normes techniques et matériel utilisé pour I'évaluation du biomarqueur (limite de détection,
linéarité, précision...)

- Utilisation de témoins (contréle positif/controle négatif) et de procédure de qualité
- Logiciels et algorithmes utilisés pour I'interprétation des résultats

- Facteurs extrinseques pouvant avoir une influence sur les résultats ; stabilité du biomarqueur
pharmacogénomique au cours du temps et par rapport aux différentes phases ou état possible
du phénotype clinique

e Facteurs post-analytiques :
- Gestion des résultats
- Disponibilité de données de référence pour le biomarqueur concerné, méta-analyse

- Comparaison des performances du biomarqueur aux méthodes de référence, si elles existent
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e Validation de la méthode d’évaluation du biomarqueur :

- Détermination de la valeur-seuil et limite de détection de la méthode d’évaluation du
biomarqueur

- Validation des performances analytiques (ex : capacité a détecter le biomarqueur)

- Validation in vivo dans le contexte d’utilisation prévu (ex : sensibilité et spécificité a détecter
une réponse clinique ou un état clinique)

Réflexion sur mise en place d’un plan de suivi des performances du biomarqueur en phase post-
AMM

Les Autorités de santé émettent quelques recommandations a I'intention des requérants afin de faciliter
la qualification des biomarqueurs pharmacogénomiques compagnons. Généralement, plusieurs
techniques de dosage du biomarqueur sont envisageables au moment des premiéres étapes
d’identification, allant de méthodes courantes telles que des techniques d'immuno-histochimie a des
méthodes de « haute technologie » telles que des techniques de séquencage ou de dosage par liaison a
un ligand. Il est alors conseillé d’intégrer plusieurs techniques de dosage du biomarqueur
pharmacogénomique lors des étapes de validation, pouvant alors permettre des comparaisons et des
recoupements dans les résultats obtenus dans les études. Autre recommandation : dans la mesure du
possible, il est préférable d’utiliser un seul laboratoire d’analyse des échantillons pour s’assurer d’une
uniformité des résultats obtenus au cours de la validation du biomarqueur, les procédures de qualité de
ces laboratoires d’analyse devant, quant a elles, assurer la reproductibilité de la méthode de dosage a
d’autres laboratoires. [43]

c.2 Procédure de dépot volontaire de données pharmacogénétiques: la
procédure VGDS

L’abréviation VGDS est ici utilisée pour « Voluntary Genomic Data Submission » c’est-a-dire une
procédure volontaire de dépot de données pharmacogénétiques. Au moment ou cette ligne directrice a
été mise en place, la majorité des données pharmacogénomique étaient de nature exploratoire dans la
cadre de recherches expérimentales. Ainsi, il est par exemple fréquent pour des études cliniques ayant
un critére d’évaluation principal clinique usuel d’avoir une collection d’échantillons supplémentaires
provenant des sujets participants a I’étude afin de tenter de mettre en évidence un biomarqueur
génomique d’intérét, tel que nous I'avons décrit dans les objectifs exploratoires du protocole.
L'intégralité des données concernant la recherche de biomarqueurs génomique n’est alors pas requise
par les Autorités de santé dans le dossier de demande d’AMM, puisque sans incidence sur la conclusion
de I'étude, hormis dans le cas ou elles permettraient de mettre en évidence d’un biomarqueur ayant
ensuite un réle dans le développement de la nouvelle substance chimique ou biologique a enregistrer.

Néanmoins, les Autorités de santé ont souhaité rendre possible un dépot volontaire des données de
recherches génomiques, en raison d’un bénéfice mutuel potentiel de cette démarche. Les promoteurs
entreprennent des recherches génomiques dans le but d’identifier et de qualifier des biomarqueurs
génomiques. Dans cette optique, la procédure VGDS est un moyen de familiariser les experts
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scientifiques des autorités de santé avec les travaux génomiques en cours, en leur assurant une
connaissance accrue des domaines de recherche les plus récents et des dernieres techniques utilisées.
En retour, les promoteurs peuvent bénéficier de recommandations de ces experts scientifiques pour les
travaux en cours a une phase précoce du développement. Cela permet en plus de faciliter et améliorer
I’évaluation des biomarqueurs génomiques compagnons concernés dans le cadre d’une procédure
d’AMM ultérieure. [37]

Bien que cette procédure VGDS soit totalement facultative, elle a des délais et des étapes bien établis
(Figure 13). Son déroulement est classique avec I'émission d’une liste de questions par I'équipe
d’évaluateurs, une fois la procédure débutée, auxquelles le requérant se devra répondre avant d’obtenir
un avis de la part des évaluateurs. Sa principale particularité est d’étre commune a deux Autorités de
santé (EMA et FDA). De ce fait, un coordinateur unique, soit de 'EMA ou de la FDA, est nommé pour
chaque demande. Le requérant prépare un dossier qu’il fournit a la fois a 'EMA et a la FDA et regoit en
retour un unique rapport d’évaluation unique reflétant la position des deux Autorités de santé. Les
représentants des Agences impliqués dans cette procédure proviennent de deux groupes de travail
spécialisés : I" « EMA Pharmacogenetics Working Party » (PGWP) et le « FDA Interdisciplinary
Pharmacogenomic Review Group » (IPRG). Cette coopération se traduit aussi par la tenue d’une réunion
en vidéoconférence au cours de laquelle le requérant est confronté simultanément aux experts du
SAWP et de I'lIPRG, les Agences se réservant toutefois le droit de tenir deux réunions distinctes si leurs
ressources ne leur permettent pas une autre solution [38].

>J-15 J-15 J0 145 152 J60 167 J90

Procédure de Soumission Volontaire de Données pharmacoGénomiques (VGDS)

Accord EMA/FDA de recours a Rapport Rédaction rapport
une procédure VGDS + préliminaire Réunion commun Rapport final
Nomination évaluateurs d’évaluation + LOQ d’évaluation ' 4 ;
d’explication d’évaluation
commune
EMA/FDA
Equipe d’évaluateurs
Lettre Dossier Réponses Compte- (SAWP + IPRG)
d’intention d’information écrites aux rendu Requérant
utiliser VGDS sur données PG questions réunion

Figure 13: Procédure de Soumission Volontaire de Données pharmacoGénomiques (procédure VGDS). Adapté
de [38]

Sur cette figure, les activités réalisées par I’équipe d’évaluateurs des Autorités de santé durant la procédure
apparaissent en vert et les activités réalisées par le promoteur qui initie cette procédure apparaissent en bleu.

Les données que les Autorités de Santé suggérent aux requérants de fournir dans leurs dossiers
d’information afin de faciliter la procédure VGDS sont :

* laliste des génes ou des profils d’expression géniques étudiés par l'investigateur
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* le recensement et la description des techniques et méthodes de dosage utilisés au cours des
travaux de recherche

¢ le dénombrement des difficultés rencontrées lors des expérimentations

e unargumentaire scientifique sur I'intérét potentiel de ce(s) marqueur(s) pharmacogénomique(s)
mis en évidence au cours du développement de nouveaux médicaments et sur la possibilité de
standardiser la détection de ce(s) marqueur(s) génomique(s) en ayant recours a différentes
techniques et différents moyens d’analyse (logiciels informatiques notamment).

¢ laliste éventuelle des questions que le requérant souhaite poser aux autorités de santé [37].

En plus de ces arbres décisionnels décrits précédemment, les Autorités de santé ont également établi,
en annexe de ces lignes directrices, une série de cas pratiques en y indiquant quelle procédure
(procédure de qualification ou procédure VGDS) doit s’appliquer pour chaque situation. Les promoteurs
peuvent s’y référer lorsqu’ils développent un biomarqueur pharmacogénomique.

Parmi ces exemples, on peut citer la situation d’un essai clinique d’interaction médicamenteuse réalisé
au cours du développement d’une nouvelle substance active. Si, durant cet essai clinique, le génotype
des sujets est établi pour déterminer I'alléle codant le cytochrome CYP3AS5 possédé afin de tenter de
déterminer I'influence du polymorphisme allélique du géne codant pour le CYP3AS dans la variabilité
inter-individuelle de réponse au traitement, c’est la procédure VGDS qui s’applique. En effet, I'objectif
principal de I'étude n’est pas I'étude du polymorphisme allélique du gene codant pour le CYP3A5, le
génotype CYP3AS5 n’étant pas un biomarqueur validé ou probablement validé, cette étude du
polymorphisme est un objectif exploratoire de I’étude. La procédure VGDS s’appliquera de la méme
maniere si, lors d’un essai clinique, en plus de I’évaluation des paramétres cliniques d’efficacité et de
sécurité, une biopsie des lésions sporiasiques est réalisée afin de séquencer le profil d’expression
génique de 160 génes mis en cause dans la pathologie et de 140 génes pouvant avoir un potentiel
prédictif sur la réponse au traitement afin de les comparer dans les populations répondant et ne
répondant pas au traitement [42].

c.3 Premier retour d’expérience de la procédure de dépot volontaire de
données pharmacogénétique - procédure VGDS : Qualification de
biomarqueurs de néphrotoxicité pré-clinique par le « Consortium
d’évaluation de données de sécurité prédictives» (PSTC).

La procédure VGDS étant une démarche volontaire de la part des investigateurs et les données
pharmacogénomiques concernées étant liées a des phases précoces du développement de nouvelles
substances chimiques ou biologiques, ses conclusions, ainsi que les différents documents échangés au
cours de la procédures, sont confidentiels.

Néanmoins, un retour d’expérience est disponible : les conclusions de la procédure de dép6t volontaire
de données du « Predictive Safety Testing Consortium » (PSTC) sont publiques alors que les données
constituant le dossier ont déja été publiées dans différentes revues scientifiques. Le « Predictive Safety
Testing Consortium » (PSTC) est un partenariat public-privé créé en mars 2006. Il comporte la
participation de seize laboratoires pharmaceutiques coordonnés par un organisme public a but non
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lucratif : « C-Path ». « C-Path » trouve ses origines dans I'Université de I'Arizona et a été créé pour
répondre a I'objectif de la FDA de «contribuer a la mise sur le marché de nouveaux médicaments ou
dispositifs médicaux innovants dans le bénéfice du patient ». Au moment de la mise en place du PSTC, il
était reconnu que les phénomenes de toxicité inattendus conduisaient a retirer du marché 2 a 3% des
médicaments chaque année. Dans leur volonté de développer de nouvelles méthodes de détection de
toxicité pour répondre a ce probléeme, les laboratoires pharmaceutiques développent leurs propres
solutions de maniére isolée, ce qui conduit a une multitude de technique différentes qui sont
difficilement acceptées par les Autorités de santé. En effet, elles n’ont pas été systématiquement
évaluées et comparées entre elles. L’objectif de ce partenariat est un partage des connaissances et des
ressources possédées par ses membres relatifs aux biomarqueurs de sécurité pré-cliniques et cliniques
appliqués a 6 domaines définis : carcénogénicité, néphrotoxicité, hépatotoxicité, lésions musculaires,
Iésions vasculaires et hypertrophie cardiaque, afin de valider le développement de nouveaux outils
communs de détection de toxicité [40].

Les membres du PSTC se réunissent une fois par mois. Le principe de fonctionnement est qu’une fois
gu’une firme pharmaceutique a identifié, développé et partagé les données sur un nouveau
biomarqueur de toxicité ayant un potentiel, les tests de validation du biomarqueur de toxicité identifié
sont réalisés par un autre membre du PSTC. Ainsi, a partir de données publiées mentionnant des
biomarqueurs potentiels de néphrotoxicité, le groupe de travail sur la néphrotoxicité a réalisé des
recherches sur sept biomarqueurs de nature protéique susceptibles de mettre en évidence des
phénomeénes de néphrotoxicité chez le rat et le singe : dosage de KIM-1 (« Kidney Injury Molecule-1 »),
dosage de I'albumine urinaire, dosage des Protéines totales urinaires, dosage de la f2-microglobuline,
dosage de la Cystatine C, dosage de la Clusterine, et dosage du Facteur 3 Trefoil. Jusqu’ici comme nous
I"avons mentionné dans la partie Ill.3.b, les biomarqueurs de référence de I'état de la fonction rénale et
d’éventuels phénomeénes de néphrotoxicité, reconnus par les Autorités de Santé, étaient les dosages de
I'urémie et la créatininémie[39, 41].

Le PSTC fut le premier groupe a avoir recours a la procédure de soumission volontaire de données, selon
la phase pilote dénommée VEDS (« Voluntary Exploratory Data Submission ») a I'époque et dont les
premieres bases avaient été mises en place par les Agences de santé (EMA et FDA) dés 2004. Ainsi, en
plusieurs séquences entre juin 2007 et janvier 2008, le PSTC a transmis aux Agences de santé les
données fournies par des études de courte durée de néphrotoxicité induite par des substances
néphrotoxiques connues chez le rat et le singe, dans le but d’identifier des biomarqueurs. De méme ont
été transmises les données fouries par les études de validation des biomarqueurs identifiés. Les
discussions au cours de la procédure VEDS ont principalement porté sur les performances de chaque
nouveau biomarqueur identifié, comparées aux méthodes de référence, par la comparaison de I'aire
sous la courbe des courbes de ROC (« Receiver Operating Characteristics »), qui sont des tracés des
valeurs de la sensibilité en fonction de 1-Spécificité, founies pour les nouveaux biomarqueurs et les
méthodes de référence. En accord avec les autorités de santé, le cadre n’étant pas encore clairement
explicité durant cette phase pilote, cette procédure de dépot volontaire des données a progressivement
mué en une procédure de qualification des biomarqueurs concernés. Dans un premier temps, les
Autorités de santé ont mis en évidence les limites et manquements de I'ensemble des données founies,
tel que le manque de données établissant le lien entre la variation des valeurs du biomarqueur et
I’évolution de I'affection rénale au cours du temps ou le manque de données sur le poids, la
consommation d’eau et de nourriture des animaux impliqués dans certaines études. [38, 40]
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Le PSTC a alors travaillé a fournir les éléments demandés pour aboutir, en juin 2008, a une décision
commune de la FDA et de 'EMA, de qualifier les sept biomarqueurs dans le contexte d’utilisation
suivant :

» Dans le cadre du développement pré-clinique d’une nouvelle substance chimique ou biologique
dans le but de controler la survenue d’éventuels phénomenes de néphrotoxicité induits par la
nouvelle substance chimique ou biologique

> Ces biomarqueurs de néphrotoxicité sont a utiliser en addition des méthodes de référence déja
existantes et ne visent pas a s’y substituer [41].

On peut noter que les deux Agences de Santé ont été rejointes dans leur décision par I’Agence de santé
japonaise (PMDA) qui a également qualifié ces sept biomarqueurs pour le méme contexte d’utilisation
en mai 2010.

Bien que cela ne soit pas mentionné dans le contexte de leur utilisation, des représentants de la FDA ont
ajouté en outre qu’ils considerent que ces sept biomarqueurs ont une valeur ajoutée par rapport aux
méthodes de référence actuelles (dosage de la créatininémie et dosage de I'urémie) car ces nouveaux
biomarqueurs permettent de détecter des phénomeénes de néphrotoxicité dans des délais plus courts ou
parce que la mesure de I'ensemble de ces biomarqueurs peemet de préciser quelle partie du rein est
atteinte chez le rat. Ces biomarqueurs ne sont pas encore validés chez I'Homme mais le PSTC y travaille,
ces biomarqueurs ayant été retenus initialement par le PSTC entre autre parce qu’ils sont également
secrétés par les cellules rénales humaines [39].

La procédure VGDS qui avait été créée dans le cadre du développement des biomarqueurs compagnons
a donc été étrennée pour des biomarqueurs qui n’en sont pas. Dés lors, cette procédure peut désormais
étre employée pour tout type de biomarqueurs, aussi bien pour des biomarqueurs génomiques
compagnons que pour des biomarqueurs génomiques pronostiques. De plus, ces biomarqueurs pré-
cliniques de néphrotoxicité ont été qualifiés par les deux Agences de santé simultanément au cours de la
méme procédure. C'est une exception due a la phase pilote appliquée a ces biomarqueurs. En effet, si la
procédure VGDS est une procédure commune a 'EMA et a la FDA, le souhait des Agences était
gu’ensuite les demandes de qualification soient évaluées séparément dans les différentes régions et
aboutissent a des décisions indépendantes. Cela soulignait aussi I’'absence de procédure de qualification,
seule la procédure de qualification des biomarqueurs compagnons étant finalisée au moment ou le PSTC
souhaitait qualifier ces sept biomarqueurs pré-cliniques de néphrotoxicité. Ces procédures ont été
depuis mises en place par les différentes Autorités de santé et nous nous efforcerons de les détailler
dans la section suivante.

d. Procédures de qualification des autres biomarqueurs (biomarqueurs
non pharmacogénomiques et non spécifiques a une substance active)
Pour répondre au besoin de qualification de biomarqueurs qui ne sont pas dans le champ d’application
des biomarqueurs compagnons , la Conférence Internationale d’Harmonisation des Pré-requis a
I’enregistrement d’une substance pharmaceutique a usage humain (ICH) a engagé, des 2009, une
réflexion visant a établir une ligne directrice relative au contenu et au format du dossier de qualification
d’un biomarqueur [32]. En outre, il était nécessaire d’envisager les démarches de validation a mettre en
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place non seulement pour un biomarqueur unique ne correspondant pas a la définition d’un
biomarqueur compagnon, mais également pour des ensembles de biomarqueurs (« pattern ») ayant un
contexte d’utilisation commun. Pour rappel, I'ICH est un groupe de travail international réunissant des
représentants des principales autorités de santé et institutions internationales (FDA, EMA, PMDA,

OMS ...) et des représentants de I'industrie pharmaceutique. Il a pour but d’harmoniser les principes
d’enregistrement des substances chimiques ou biologiques au niveau international afin de réduire les
disparités non nécessaires dans un marché pharmaceutique de plus en plus globalisé tout en préservant
la souveraineté des autorités de santé dans leurs évaluations [33]. Cette réflexion a abouti a la création
de la ligne directrice E16 «Biomarkers related to drug or biotechnology product development : Context,
structure and format of qualification submissions» [85] qui décrit les minimums requis quant au contenu
et au format pour permettre la qualification d’'un biomarqueur. Cette ligne directrice en est
actuellement a I'étape 4 de son cycle de création, c’est a dire a la phase d'implémentation de ces
principes dans les différentes réglementations régionales. Dans cette section, nous n’allons pas décrire
directement le contenu de cette ligne directrice ICH E16 mais nous présenterons les différentes lignes
directrices qui ont été créées dans les différentes régions en accord avec la ligne directrice ICH E16.

De fait, parallelement au travail de I'ICH, les autorités de santé des principales régions ont développé
leurs propres lignes directrices ayant pour but de clarifier la maniére de qualifier un biomarqueur, tout
eny intégrant les principes établis par la ligne directrice ICH E16. Ainsi, des février 2008 et jusqu’a la
version finale datée de janvier 2009, I'autorité de santé européenne (EMA) a travaillé a rédiger sa ligne
directrice intitulée « Qualification of novel methodologies for drug development : guidance to
applicants », tandis que son homologue américaine (FDA) finalise sa ligne directrice «Qualification
process for drug development tools » publiée a I’état de projet en cours ouvert aux commentaires du
public depuis octobre 2010 et son homologue japonaise (PMDA) a amendé sa ligne directrice sur le
déroulement des avis scientifiques en mars 2009 pour y ajouter une annexe concernant le déroulement
des consultation de I’Agence de santé japonaise pour les biomarqueurs génomiques ou non,
actuellement en phase pilote : « PMDA notification 0331004 : Implementation procedures for the face-
to-face advice services, Inspections for certification and other services provided by the pharmaceuticals
and medical devices agency (Attachement 3 : Implementation procedure for the
pharmocogenomic/biomarker consultations provided as face-to-face advice services) ».

En préambule a leur description, il est important de noter que ces procédures de qualification n’en sont
gu’a leurs prémices et que I'on ne dispose encore que de peu de retours d’expérience. Elles pourraient
donc étre amenées a évoluer en fonction de leurs premieres applications. Il parait opportun de décrire
ces deux lignes directrices ensemble car leurs concepts se veulent harmonisés et complémentaires
méme si elles peuvent conserver des spécificités. Il est ainsi clairement mentionné que, bien qu’une
procédure de qualification commune EMA/FDA ne soit pas envisagée, « les requérants sont encouragés
a soumettre leurs dossiers de qualification de maniére concomitante a 'EMA et la FDA, les autorités de
santé fourniront alors leurs rapports d’évaluation en simultané et rencontreront le requérant
ensemble » [35].

Ces deux lignes directrices ont pour objet de décrire les procédures officielles de qualification de
biomarqueurs hors biomarqueurs compagnons spécifiques d’une substance chimique ou biologique. En
effet, les Autorités de santé anticipent un effet gagnant-gagnant a la qualification de biomarqueurs
valables pour différentes pathologies ou différentes classes de substances médicamenteuses puisque
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ces demandes de qualification peuvent étre effectués par des consortium, des associations, des
partenariats public-privé [34, 35] permettant de réduire les ressources humaines et financiéres
engagées par chaque participant dans la qualification de leurs biomarqueurs d’intérét. De plus, les
Autorités de santé pourraient s’affranchir de réévaluer plusieurs fois les données communes comme
c’est le cas lors des demandes de qualification d’'un nouveau contexte d’utilisation d’un biomarqueur
déja autorisé [34]. Ce sont des recommandations non formellement obligatoires, une autre approche de
qualification pourrait étre acceptée si elle est diment justifiée. Les lignes directrices ne visent pas a
décrire les spécificités techniques requises pour la qualification d’un biomarqueur, celles-ci s’établissant
au cas par cas[34]. Il est clairement spécifié que la procédure de qualification d’un biomarqueur doit
étre différenciée de la procédure d’autorisation d’un dispositif médical [34].

En effet, la plupart des biomarqueurs nécessitent I'emploi d’un dispositif médical pour évaluer ou
mesurer |I'état du biomarqueur. Or, la qualification d’un biomarqueur ne vaut pas autorisation de
commercialiser d’éventuels dispositifs médicaux pouvant y étre associés pour évaluer ou mesurer le
biomarqueur. En effet, la procédure d’autorisation d’un dispositif médical a pour but d’évaluer la
capacité du dispositif médical a mesurer de maniére fiable et précise le biomarqueur tandis que la
qualification du biomarqueur a pour but d’évaluer la capacité du biomarqueur a refléter de maniere
fiable, précise et répétée un phénomene biologique donné. Le concept théorique de qualification d’un
biomarqueur est qu’un biomarqueur n’est pas lié a un dispositif médical spécifique mais peut étre
évalué par différents dispositifs médicaux. [34] D’autre part, il est intéressant de noter que le champ
d’application de ces lignes directrices ne se limite pas aux biomarqueurs mais se veut plus étendu. La
ligne directrice américaine traite de la qualification des « outils de développement des substances
chimiques ou biologiques », notion qui englobe a la fois les biomarqueurs mais aussi les outils d’auto-
évaluation d’efficacité ou de sécurité par le patient [34]. En revanche, la notion de « nouvelles
méthodes » n’est pas précisée dans la ligne directrice européenne, mais suggere I'emploi possible de
cette procédure de qualification pour d’autres outils que les biomarqueurs.

A l'instar de I'enregistrement d’un médicament, la qualification d’'un biomarqueur s’effectue en 2
phases : une premiere phase de consultation et d’accompagnement matérialisée par des avis
scientifiques, durant laquelle le(s) requérant(s) et les autorités de santé auront des échanges et
s’accorderont sur la nature des données et la taille de I'effet a obtenir pour permettre la qualification du
biomarqueur ; la seconde phase correspond a la qualification proprement dite durant laquelle les
Autorités de santé évalueront le dossier de qualification du biomarqueur.

Le point de départ de ce processus de qualification n’est pas formellement défini. Il est laissé a
I"appréciation du requérant, au moment ou il estime avoir collecté un minimum de données suffisant
pour démarrer les discussions avec l'autorité de santé [34]. Ce point de départ se matérialisera par
I’envoi d’une lettre d’intention du requérant a I'autorité de santé concernée. Cette lettre d’intention
précisera a quelle phase du développement le biomarqueur se destine (phase pré-clinique ou phase
clinique) et devra s’accompagner du projet de dossier d’'information que le requérant prévoit de fournir
a I'Autorité de santé durant la procédure dans le cas de la procédure européenne. Les informations
minimales a fournir avec la lettre d’intention sont :

e Partie administrative : nom(s) de(s) requérant(s) pour cette procédure de qualification et leurs
coordonnées
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e Caractéristiques du biomarqueur : contexte d’utilisation envisagé, justification du contexte
d’utilisation envisagé, méthode(s) d’étude du biomarqueur, méthode(s) d’évaluation du
biomarqueur proposées

e Résumé des données non-cliniques ou des données cliniques connues sur le biomarqueur
e Liste des questions prévues pour |'autorité de santé

Une premiére différence apparait ici entre la ligne directrice européenne et la ligne directrice
américaine : dans la procédure américaine, la lettre d’intention semble étre nécessaire uniquement
pour débuter la phase de consultation et d’accompagnement qui enchainera de maniére séquentielle et
obligatoire avec la phase de qualification. En revanche, dans la procédure européenne, les deux phases
sont bien distinctes et une lettre d’intention doit étre envoyée au minimum 30 jours avant le début de
chaque phase de la procédure, la position définitive sur la phase de qualification requise (avis
scientifique ou qualification proprement dite) n’est pas obligatoire au moment de la Lettre d’intention
ce qui laisse supposer que I'on pourrait directement aller a la phase de qualification.

Si la demande de qualification est jugée satisfaisante par I'autorité de santé, a la suite de I'envoi de
cette lettre d’intention, une équipe d’évaluateurs de qualification est constituée. Cette équipe
d’évaluateurs de qualification comprend des membres du Comité de recherche et d’évaluation des
médicaments (CDER ; «Center for Drug Evaluation and Research ») pour |la FDA ; des membres du
Comité des médicaments a usage humain (CHMP ; «Committee for Medicinal Products for Human

Use ») et du Groupe de travail pour les avis scientifiques (SAWP ; « Scientific Advice Working Party »)
avec un minimum de cing membres en Europe. Ces groupes d’évaluateurs pouvant étre rejoints par des
experts scientifiques au cas par cas, selon le type de biomarqueur a qualifier et le contexte d’utilisation
proposeé.

Au moment ou débute la procédure, dénommé « Jour 0 », le requérant doit fournir a I'autorité de santé
le dossier d’information concernant le biomarqueur a qualifier. Les deux lignes directrices de 'EMA et la
FDA fournissent des suggestions sur le format et le contenu du dossier d’information du biomarqueur a
qualifier qui ne sont pas strictement identiques. Les éléments communs requis a la fois par la FDA et
I'EMA sont :

a) Unrésumé du dossier d’'information
b) L’utilisation envisagée pour le biomarqueur

» Description de la pathologie / du contexte expérimental dans lequel le biomarqueur est
prévu d’étre utilisé

Cette section rassemble les données appropriées disponibles de physiopathologie, de pharmacologie, de
pharmacodynamie, d’épidémiologie, les facteurs de risques, les facteurs pronostiques, les traitements
disponibles chez les sujets atteints de la pathologie dans laquelle le biomarqueur est prévu d’étre utilisé.
Il est suggéré d’indiquer les facteurs qui pourraient contribuer a I'amélioration de I'état des patients
atteints de cette pathologie (diagnostic précoce, détection des effets indésirables des traitements,
détermination de la réponse au traitement...)
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> Description de I'usage prévu du biomarqueur au cours du développement
pharmaceutique

Cette section précise quel type d’utilisation est envisagé avec le biomaqueur d’intérét : détection des
patients atteints de la pathologie afin de pouvoir les inclure dans un essai clinique, détermination de
I’état d’avancement de la pathologie, évaluation de la présence ou de I'absence de réponse a un
traitement, aide au choix du traitement approprié pour le patient, sélection de la posologie ou
optimisation de la posologie du traitement, détection des effets indésirables ... La maniére dont les
informations sur le biomarqueur pourraient étre intégrées au développement d’une nouvelle substance
chimique ou biologique dans le cadre de son dossier d’enregistrement y est aussi expliquée.

» Description des limites du contexte d’utilisation

Cette section indique les limites d’utilisation prévues pour le biomarqueur : si son utilisation s’applique a
une substance spécifique uniquement, a une classe médicamenteuse ou a toute substance chimique ou
biologique, aux patients présentant un phénotype défini ou aux patients ayant ou n’ayant pas encore un
certain stade de la pathologie défini, a certaines especes animales uniquement, si son utilisation n’est
valable qu’avec certaines techniques de receuil des échantillons uniquement (exemple : dans le cas
d’un biomarqueur génomique : technique des micropuits et/ou technique de PCR quantitative )...

» Méthodes d’études disponibles

Cette section décrit les techniques et analyses cliniques actuellement utilisées pour étudier le parameétre
évalué par le biomarqueur et met en évidence leurs limitations. Les valeurs de référence du parametre
évalué, dans le contexte d’utilisation envisagé pour le biomarqueur, y sont indiquées et justifiées.

> Caractéristiques du biomarqueur

Cette section fournit les caractéristiques du biomarqueur et en particulier les caractéristiques
techniques détaillées de I'outil de mesure du biomarqueur: description détaillée du dispositif médical
utilisé, description détaillée du logiciel informatique utilisé, etc, et évalue la disponibilité de cet outil de
mesure.

c) Meéthodes et résultats

Cette section fournit un résumé et une description détaillée du programme de développement du
biomarqueur réalisé ainsi que des aspects non encore étudiés. Elle comporte les protocoles et les
rapports détaillés de chaque étude d’évaluation du biomarqueur ainsi que d’éventuelles meta-analyses
de ces études et d’éventuelles publications scientifiques justifiant I'utilisation du biomarqueur.

Pour les protocoles détaillés des études réalisées, il est recommandé d’inclure des informations sur les
points cruciaux de I’étude, le choix de la méthode d’étude, le choix des criteres d’inclusion et
d’exclusion, le choix des valeurs de référence du parametre étudié, le choix des analyses statistiques
appliquées ainsi que la description et les caractéristiques de I'outil de mesure du biomarqueur utilisé
dans I'étude.

Les rapports détaillés de fin d’étude doivent comporter les résultats analytiques au sujet de la précision,
de la sélectivité, de la sensitivité, de la reproductibilité et de la stabilité du biomarqueur étudié ; des
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analyses sur les valeurs seuils du biomarqueur ; des données sur les conditions de préléevement des
échantillons ; les contrdles utilisés ; la calibrage des échantillons et les conditions expérimentales ;
I'analyse d’éventuels facteurs intrinséques ou extrinseques pouvant influer sur les valeurs du
biomarqueur (exemples : age, sexe, facteurs de sensibilité ethnique, consommation d’alcool...) ; enfin
une discussion sur I'adéquation du contexte d’utilisation envisagé (exemple : le biomarqueur est valable
dans le cas d’un traitement prophylactique et/ou d’un traitement curatif, le biomarqueur est valable
chez les patients dont le diagnostic clinique de la pathologie est établi et/ou chez les patients dont le
diagnostique clinique de la pathologie est probable, ...)

d) Conclusion

Cette section résume les éléments essentiels de la qualification du biomarqueur d’intérét, les aspects
non encore élucidés ainsi que les propositions de programme de développement a réaliser pour
résoudre ces aspects non encore élucidés

e) Liste des questions et position du requérant pour chaque question, s’il s’agit d’un avis
scientifique

f) Brochure investigateur et publications scientifiques référencées dans le document en Annexe du
dossier d’information

Que ce soit dans le cadre d’une phase de consultation et d’accompagnement ou dans le cadre d’une
phase de qualification, les requérants sont invités a discuter le contenu et le format de leur dossier
d’information au moment de la réunion de préparation. Dans tous les cas, conformément aux
indications de la ligne directrice ICHE16, le dossier de qualification d’'un biomarqueur doit étre fourni
aux Autorités de Santé au format CTD (« Common Technical Document ») comme pour un dossier de
demande d’AMM d’un médicament.

En effet, peu apres la réception du dossier d’information, une réunion d’information a lieu entre
I’équipe d’évaluateurs de qualification et le requérant. Au cours de cette réunion, le requérant présente
son dossier. Puis cette réunion est I'occasion d’'une premiere discussion sur les données manquantes qui
devront étre produites pour permettre la qualification du biomarqueur.

Les procédures américaines et européennes different encore pour I'étape suivante. Que ce soit la phase
de consultation et d’accompagnement ou la phase de qualification proprement dite, en Europe, I'équipe
d’évaluateurs de qualification fournit dans les deux cas un rapport d’évaluation écrit du dossier
agrémenté d’une liste de questions (figure 14). Dans le cas des USA, durant la phase de consultation et
d’accompagnement, seules des réunions accompagnées de leur comptes-rendus écrits ont lieu ; le
rapport d’évaluation du dossier agrémenté d’une liste de questions ne sera produit que lors de la phase
de qualification proprement dite.

De plus et de maniere habituelle liée a I'organisation de I’Agence européenne, le rapport d’évaluation
est établi en deux phases : un rapport préliminaire d’évaluation est rédigé par le coordinateur du groupe
de travail puis ce rapport est revu et discuté par I’équipe d’évaluateurs de qualification afin de fournir le
rapport final d’évaluation. Entre ces deux étapes, une réunion explicative pourra étre demandée par le
requérant afin de clarifier certains éléments du rapport ou certaines questions, les réponses écrites aux
guestions devant étre transmises a 'EMA avant que I’équipe d’évaluateurs de qualification se réunisse

62



pour revoir le rapport d’évaluation préliminaire. Le requérant est autorisé a demander un arrét du
calendrier de la procédure d’évaluation (appelé « Clock-stop ») afin de disposer d’un temps suffisant
pour constituer ses réponses [35].

La demande de réunion explicative avec la FDA est également possible dans la procédure américaine,
mais contrairement a I'Europe, il s’agit alors de réunions ouvertes au public [34].

En conclusion du rapport d’évaluation, I'équipe d’évaluateurs de qualification émettra une
recommandation si le dossier est admissible pour une qualification ou uniquement un avis scientifique
et une opinion favorable ou une opinion défavorable dans le cas d’une qualification. S'il s’agit d’une
opinion défavorable la procédure sera automatiquement requalifiée en un avis scientifique. En effet, le
rapport final d’évaluation de qualification d’un biomarqueur sera rendu public alors que le rapport final
dans le cadre d’un avis scientifique pour un biomarqueur demeure confidentiel [35].

En Europe, le rapport d’évaluation de I’équipe d’évaluateurs de qualification et ses conclusions sont
ensuite transmis au CHMP pour adoption. S'il s’agit d’un avis scientifique, le CHMP se prononce sur les
études a mener pour permettre la qualification du biomarqueur évoquées dans les conclusions de I'avis
scientifique et la procédure s’arréte a ce stade. S’il s’agit de la qualification d’un biomarqueur, le CHMP
confirme ou infirme le projet d’opinion de I'équipe d’évaluateurs de qualification. Il faut noter que la
procédure européenne ne prévoit pas de systéeme d’appel, mais il est demandé au requérant de débuter
un nouveau cycle de procédure complet s’il souhaite contester la décision adoptée.

La ligne directrice américaine ne fournit aucun détail sur la maniere de faire appel. Dans le cas d’une
opinion de qualification favorable du CHMP, il s’ensuit une période de six semaines de consultation
publique durant lesquelles I'opinion de qualification et le rapport final d’évaluation sont rendus publics
sur le site internet de I’Agence. La communauté scientifique est alors invitée a émettre ses
commentaires sur le biomarqueur et sa qualification. Au préalable, le requérant dispose de 5 jours pour
indiquer les informations confidentielles qu’il souhaite voir retirer des documents publiés. Ce n’est qu’a
I'issue de cette phase de consultation publique que I'opinion de qualification du CHMP est finalisée.

Une fois qu’un biomarqueur est qualifié pour une utilisation définie, il est possible de demander une
extension du cadre d’utilisation du biomarqueur a la maniére des extensions d’indications pour les
médicaments [34]. Cependant, la maniére de procéder n’est décrite dans aucune des deux lignes
directrices, ce qui laisse supposer qu’une extension du cadre d’utilisation nécessiterait un cycle complet
de qualification et qu’il n’y aurait pas de procédure simplifiée et raccourcie prévue dans ce cas
contrairement a une extension d’indication d’une substance chimique ou biologique par une variation
de type Il. A I'opposé, si de nouvelles découvertes scientifiques remettaient en cause les données de
qualification d’'un biomarqueur, cette qualification pourrait étre annulée [34]. La figure 14 résume les
différentes étapes de la procédure de qualification d’'un biomarqueur.
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Figure 14: Procédure de qualification européenne des biomarqueurs. D’apres [35].

La procédure de qualification d’un biomarqueur comporte deux phases : une phase de consultation et

d’accompagnement et une phase de qualification proprement dite du biomarqueur. Sur cette figure, les
activités réalisées par I'équipe d’évaluateurs des Autorités de santé durant la procédure apparaissent en vert
et les activités réalisées par le promoteur qui initie cette procédure apparaissent en bleu.

Comme mentionné en introduction de cette section, I'autorité de santé Japonaise (PMDA) a également
sa procédure de qualification d’'une biomarqueur qui fut présentée au cours de la conférence annuelle
de I'association internationale pour les affaires réglementaires (DIA, Drug Information Association) en

mars 2009 [36]. Le principe de cette procédure de qualification actuellement en phase pilote est
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semblable aux procédures américaines et européennes décrites ci-dessus. Ce projet de procédure
(Figure 15) se veut valable a la fois pour un avis scientifique et pour la qualification d’'un biomarqueur
proprement dite, la principale différence étant que la réunion d’information avec I’Agence a lieu avant
le début officiel de la procédure.

JOo J15 175 1120 J 165 1180

Projet de procédure de Qualification du biomarqueur

I I |
Dossier de Réponses Commentaires
qualification du écrites aux sur le rapport
Réunion biomarqueur questions préliminaire Option :
d’information ] Réunion
Liste de Rapport Fexplication Rapport
questions préliminaire Final
d’évaluation d’évaluation

Figure 15: Projet de procédure de qualification japonaise des biomarqueurs. D’aprés [36].

Sur cette figure, les activités réalisées par I'équipe d’évaluateurs des Autorités de santé durant la procédure
apparaissent en vert et les activités réalisées par le promoteur qui initie cette procédure apparaissent en bleu.

En conclusion, ces lignes directrices sont une base solide fournit aux premiers requérants des
informations nécessaires sur les attentes des autorités de santé et sur les différentes étapes permettant
la qualification d’un biomarqueur. Néanmoins, ces lignes directrices semblent encore imparfaites et
nécessiteront probablement des ajustements a la suite des premiers retours d’expérience.

Ainsi, contrairement a la ligne directrice européenne, la ligne directrice américaine fournit la liste des
étapes de qualification d’un biomarqueur, mais sans aucun détail sur le calendrier de ces étapes. Il
semble que I'autorité de santé américaine ait prévu de rédiger des lignes directrices complémentaires,
mais aucune précision n’est fournie quant a la disponibilité de ces lignes directrices qui pourraient
comporter ces informations.

De la méme maniere, certains éléments de la ligne directrice européenne restent a éclaircir. Par
exemple, la durée standard de I'arrét du calendrier d’évaluation du biomarqueur (appelée « Clock-
stop ») pouvant étre demandée par le requérant pour préparer ses réponses n’est pas indiquée. Il n’est
pas précisé non plus si I’équipe des évaluateurs de qualification pour la procédure de qualification d’un
biomarqueur faisant suite a une procédure initiale d’avis scientifique pour ce méme biomarqueur doit
rester tant que possible inchangée, conserver un minimum de membres ou au contraire étre
complétement renouvelée. D’autre part, il est indiqué que les frais dont le requérant doit s’acquitter
aupres de I'EMA sont de 37 700€ pour un avis scientifique de qualification et de 75 500€ pour une
procédure de qualification [35]. De la méme manieére, la ligne directrice n’est pas encore disponible,
mais il avait été indiqué au cours de la conférence de la DIA mentionnée auparavant qu’au Japon, les
frais a acquitter auprés du PMDA pour toute interaction relative a la qualification d’'un biomarqueur
seraient d’environ 3 millions de yens soit approximativement 30 000€ par interaction. Or, le but final de

ces procédures de qualification est de disposer des outils pouvant étre utilisés par tout développeur
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pharmaceutique pour rendre disponibles de nouveaux traitements améliorant la santé publique [34].
Ces procédures de qualification de biomarqueur pourraient étre entreprises par des consortiums, des
associations, des partenariats public-privé et pas seulement des entreprises pharmaceutiques privées
seules. On peut alors se demander qui sera en mesure de s’acquitter de telles sommes dans le cas de
consortium publics uniqguement par exemple et comment le réglement de telles sommes sera accepté
lorsque des partenaires privés seront engagés. En effet, la qualification du biomarqueur sera rendue
publique et pourrait donc théoriquement étre utilisée immédiatement par d’autres entreprises n’ayant
rien investi dans le développement et la qualification du biomarqueur, pour peu qu’elles maitrisent la
technique de mesure du biomarqueur.
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V. Biomarqueurs en tant que criteres de substitution

1. Définition et spécificités des criteres de substitution

Un critére d’évaluation clinique (« clinical endpoint ») est défini par les autorités de santé comme « une
caractéristique ou une variable clinique qui reflete comment le patient se sent, I'état des fonctions
physiologiques ou de survie du patient ». Ces caractéristiques ou variables cliniques propres au patient
doivent pouvoir étre exprimées par une unité de mesure évaluable directement (exemple : mortalité
totale) ou indirectement par une échelle d’évaluation préalablement établie (exemple : outils d’auto-
évaluation d’efficacité ou de sécurité par le patient). Les informations issues d’un critere d’évaluation
clinigue doivent permettre d’évaluer la présence ou I'absence d’effet thérapeutique, mais également la
I'importance de I'effet induit par la substance chimique ou biologique en cours de développement
administrée aux sujets de I'’étude. Certains criteres d’évaluation clinique renseignent sur I'efficacité de la
substance, d’autres sur la sécurité de la substance ; parfois, comme avec I'évaluation de la mortalité, ils
peuvent étre a la fois des critéres d’efficacité et de sécurité. De ce fait, |'évaluation d’'une nouvelle
substance ne peut pas reposer sur un seul critére d’évaluation clinique, mais plusieurs criteres
d’évaluation clinique sont nécessaires. Ainsi, un nouveau traitement de chimiothérapie peut seulement
réduire le nombre d’hospitalisations et provoquer des effets secondaires modérés uniquement mais ne
pas prolonger I'espérance de vie. Dans ce cas, le traitement semble avoir un bénéfice pour le patient
bien que le bénéfice ne concerne pas I'un des critére d’évaluation clinique. Parmi les critéres
d’évaluation clinique les plus fréquemment utilisés et non spécifiques d’une pathologie, on peut citer : la
réduction de la mortalité, la réduction de la morbidité, la fréquence des effets secondaires dis au
traitement, la survie sans progression, la survie totale, le taux d’hospitalisation, la qualité de vie... Les
criteres d’évaluation clinique sont déterminants dans la prise de décision des autorités de santé pour
I"autorisation ou le refus de mise sur le marché d’un nouvelle traitement [53].

Ces criteres d’évaluation clinique sont évalués lors des essais cliniques pour déterminer |'effet produit
par une nouvelle thérapeutique en cours de développement. lls doivent étre prédéfinis avant le début
des essais cliniques et objectifs. Cependant, tous les effets mesurables au cours des essais cliniques ne
sont pas des critéres d’évaluation clinique . Certains de ces effets n’ont pas un lien de causalité direct
avec I'état du patient. Par exemple, au cours des essais cliniques d’un nouveau traitement
antidiabétique, une diminution du taux d’amputation a un lien direct avec 'amélioration de I'état du
patient et est un critére d’évaluation clinique. Lors des mémes essais cliniques d’un nouveau traitement
antidiabétique, on peut également constater un épaississement de certaines tuniques des vaisseaux
sanguins ou une variation de la concentration sérique mais ces effets n’ont pas un lien direct de
causalité avec I'état du patient et ne sont pas des critéres d’évaluation clinique. Cela renvoie alors a la
notion de critére de substitution.

Un critére de substitution est « un biomarqueur utilisé a la place d’un critere d’évaluation clinique. Il
doit permettre de déterminer le bénéfice clinique, 'absence de bénéfice clinique ou le risque a partir de
données épidémiologiques, thérapeutiques ou physiopathologiques. » Les critéres de substitution
représentent une sous-catégorie de biomarqueurs. Ainsi, si tous les critéres de substitution peuvent étre
considérés comme des biomarqueurs, seul un nombre restreint de biomarqueurs seront amenés a
acquérir le statut de critere de substitution. La principale différence entre un biomarqueur « simple » et
un biomarqueur ayant le statut de critere de substitution réside dans le niveau de validation requis.
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Pour qu’un biomarqueur soit accepté comme critére de substitution par les autorités, les preuves
scientifiques établissant le lien entre le biomarqueur et le critére clinique doivent étre plus solides et
plus nombreuses que pour un biomarqueur « simple », ce qui se traduit par un nombre plus important
d’études cliniques requises, des études contrélées réalisées sur de plus larges populations... En
conséquence, I'évaluation d’un biomarqueur ayant le statut de critére de substitution au cours d’essai(s)
clinique(s) pivot(s) est censée étre valable pour affirmer I'efficacité clinique et/ou I'absence de risque
clinigue d’une nouvelle substance chimique ou biologique dans un dossier de demande d’AMM soumis
aux autorités de santé, contrairement a I'évaluation d’un biomarqueur « simple ». Néanmoins,
I’évaluation de biomarqueurs « simples » peut aussi étre réalisée pour des essais cliniques inclus dans le
dossier de demande d’AMM, mais ils concernent alors les essais cliniques réalisés au cours des phases
précoces du développement (phase | ou phase Il) [53].

2. Intéréts et objectifs des criteres de substitution.

Bien que la dénomination de « Critéere de substitution » n’ait pas encore été établie, dés le début des
années 1990 des biostatisticiens ont commencé a travailler sur la mise en place de modeles permettant
de rapprocher des parametres biologiques a des critéres d’évaluation clinique. Une fois la notion de
biomarqueur établie par le National Institute of Health, Prentice fut le premier a proposer des critéres
pour définir un critére de substitution satisfaisant d’'un point de vue statistique [86]. Il a été rapidement
imité par d’autres scientifiques qui souhaitaient proposer leurs propres modeles statistiques
d’identification de critéres de substitution satisfaisants. Le but de ces travaux de recherche sur les
criteres de substitution était de répondre aux questions suivantes : Qu'est-ce qu'un critére de
substitution? Quelles données scientifiques sont nécessaires pour établir qu'un biomarqueur est un
critere de substitution satisfaisant d’un critére d’évaluation clinique défini? Comment étudier la
corrélation entre le critere de substitution supposé et le critere d’évaluation clinique de référence pour
I'effet thérapeutique produit par la substance en cours de développement? Peut-on avoir recours a une
étude unique ou plusieurs études sont-elles nécessaires pour évaluer la corrélation?... [56]

La possibilité de recourir a des criteres de substitution lors du développement de nouvelles substances
chimiques ou biologiques est reconnue et acceptée par les autorités de santé. Des 1997, la FDA a
introduit la possibilité de « délivrer des autorisations de mise sur le marché pour de nouveaux
médicaments sur la base d’essais cliniques contrélés mettant en évidence que le principe actif a un effet
sur un critere de substitution satisfaisant ». Ce principe a été réitéré en 2004 puisque I'un des objectifs
définis de son initiative pour le développement de nouveaux traitements innovants (« Critical Path
Initiative ») est « d’identifier des biomarqueurs pouvant remplacer des criteres d’évaluation clinique afin
d’accélérer les phases de développement des médicaments et d’aboutir a des produits plus s(rs pour le
patient » [87].

L’ensemble de ces initiatives en faveur des critéres de substitution veut en réalité répondre a un
véritable besoin. En effet, dans certaines pathologiques, les critéres d’évaluation clinique ne peuvent
pas étre déterminés sans études cliniques de longue durée ou nécessitant une tres large population. A
titre d’exemple, pour le développement de nouveaux traitements des pathologies cardiovasculaire, les
études de morbi-mortalité sont établies comme étant les études de référence pour déterminer
I’efficacité et le risque de ces traitements. Cependant, comme la plupart des événements
athérothrombiques ne se traduisent pas par des symptoémes cliniques, il est habituel d’inclure jusqu’a
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15000 patients atteints de la pathologie cardiovasculaire en question avec une période de suivi d’au
moins 3 ans pour permettre une étude de morbi-mortalité concluante. De la méme maniére, on ne
peut pas concevoir comme acceptable pour les patients atteints de la maladie d’Alzeimher un délai
d’attente d’une vingtaine d’années pour que les patients ressentent les effets cliniques de traitements
en cours de développement avant d’envisager I'enregistrement de ces derniers. Cette question se
trouve renforcée lorsque le nombre de thérapeutiques disponibles est limité voire inexistant. Les
criteres de substitution sont percus dans ces situations comme des alternatives attractives pour
remplacer des criteres d’évaluation clinique rares, réduire le temps et les ressources nécessaires a la
réalisation de ces études. Il est néanmoins essentiel de garder a I’esprit que les critéres de substitution
ne sont pas une mesure du parameétre clinique et doivent étre employés de maniére réfléchie. Par
exemple, si un critere de substitution d’efficacité permet de réduire le temps d’exposition a la substance
testée, il faudra veiller a ce que I'on maintienne une durée d’administration suffisante pour obtenir une
quantité de données de sécurité permettant d’émettre une conclusion sur le risque de la substance. [52,
54]

De fait, avec le temps et I'expérience, la communauté scientifique a tenté d’établir les caractéristiques
souhaitées pour qu’un critére de substitution se révele satisfaisant dans les applications cliniques :

> Le critére de substitution peut étre mesuré de maniére pro-active et plus facilement ou plus
fréquemment que le critere d’évaluation clinique.

> Le role du critére de substitution dans le(s) mécanisme(s) physiopathologique(s) de la maladie
doit étre connu et documenté ainsi que le mécanisme d’action de la substance chimique ou
biologique en cours de développement.

> La corrélation entre le critére de substitution et le critére d’évaluation clinique est démontrée
par des études cliniques randomisées de longue durée et I'effet thérapeutique complet de la
substance en cours de développement s’exerce sur le critére de substitution.

> Le critére de substitution n’est pas soumis a des facteurs extrinséques (variations inter-
individuelles, durée, lieu de traitement...) pour une pathologie donnée.

> En option et de maniére idéale, il est établi, pour d’autres substance actives dans la méme classe
médicamenteuse et éventuellement dans d’autres classes médicamenteuses, qu’une
amélioration du critére de substitution est liée a une amélioration du parametre clinique ciblé
[50].

L'usage de critéres de substitution adéquats, validés et qualifiés semble admis au cours des études
pivots confirmant I’efficacité et la sécurité d’une substance chimique ou biologique en cours de
développement. Cependant, a la suite de premiers cas détaillés dans la section suivante pour lesquels
les criteres de substitution ont prété a discussion, les Autorités de santé paraissent favoriser la
délivrance d’AMM conditionnelles en Europe et d’AMM par procédure accélérée aux Etats-Unis. Dans
les deux cas, ces AMM sont soumises a des mesures de suivi pour confirmer les propriétés de la
substance active, cette fois avec des critéres cliniques afin d’obtenir une autorisation définitive. Cette
maniere de procéder permet ainsi de garantir un accés de ces nouveaux traitements innovants aussi
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rapide que possible aux patients qui en ont le besoin, tout en assurant une validation scientifique solide
de I'efficacité et de la sécurité de ces médicaments [51].

3. Criteres de substitution : des débuts controversés

Le recours a des critéres de substitution n’a cependant pas toujours été percu comme une avancée. En
effet, a leur début, quelques uns des critéres de substitution considérés comme les plus fiables et les
plus prometteurs n’ont pas permis d’aboutir a la conclusion exacte sur le bénéfice clinique supposé de
nouvelles substances en cours de développement. S’il ne respecte pas I'un des paramétres de la liste de
la section précédente, un critére de substitution risque de produire des conclusions erronées. Nous
allons tenter ici de rappeler ces situations et de mettre en évidence les raisons pour lesquelles ces
criteres de substitutions ne s’étaient pas révélés satisfaisants.

1. Utilisation du LDL-cholestérol comme critere de substitution

Les données prospectives de I’étude de Framingham et de nombreuses autres études ont montré que le
risque de maladie coronarienne est fortement relié aux concentrations sériques de cholestérol et de
LDL-cholestérol. La classe pharmacologique la plus efficace pour réduire le taux de LDL-cholestérol est la
classe des HMG-CoA réductases. Une méta-analyse de 58 études cliniques représentant un total de

148 321 patients a ainsi établi que, pour chaque diminution de la concentration sérique de LDL-
cholestérol d’Immol/L, le risque de survenue de maladie ischiémique se trouvait diminué de 11% au
cours de la premiére année de traitement, de 24% au cours de la seconde année de traitement, de 33%
au cours des trois années suivantes et de 36% par la suite. La combinaison de ces données
épidémiologiques et de la prévention d’événements cardiovasculaires par les statines qui provoquent
une diminution de la concentration sérique de LDL-cholestérol, avait fait de la concentration sérique en
LDL-cholestérol un critere de substitution valable et reconnu par les autorités de santé [54].

Pour autant, la physiopathologie des maladies cardiovasculaires est un processus complexe. Elles
débutent par un dysfonctionnement de I'endothélium, une accumulation de lipides et un afflux de
cellules inflammatoires. De nombreuses molécules telles que des cytokines, des protéases ou des
chimiokines sont impliquées dans divers mécanismes jusqu’a aboutir a I'athérosclérose. En amont des
phénomeénes d’athérosclérose, la progression de la maladie demeure la plupart du temps
asymptomatique et donc sans manifestation clinique. Avec le temps, certaines plaques d’athérosclérose
fixées a la paroi des vaisseaux peuvent devenir instables, se détacher et conduire a des infarctus, des
arréts vasculaires cérébraux ou des maladies vasculaires périphériques. Les causes exactes conduisant a
I'instabilité d’une plaque d’athérosclérose demeurent non élucidées. Au sein d'une méme artére, des
plaques d’athérosclérose stables et instables peuvent coexister, ce qui laisse supposer une influence de
facteurs autocrines dans la différenciation des plaques d’athérosclérose stables en plaques
d’athérosclérose instables [54].

Puisque la concentration sérique en LDL-cholestérol était reconnue comme un critére de substitution
valable, certains investigateurs ont souhaité y avoir recours pour développer de nouveaux traitements
destinés aux maladies cardiovasculaires. De la méme maniére que les statines, les cestrogenes sont
connus pour leur capacité a faire diminuer la concentration sérique en LDL-cholestérol. Certains
investigateurs avaient donc projeté de développer des traitements substitutifs par hormonothérapie
pour les patients atteints de maladies cardiovasculaires intolérants aux statines ou comme traitement
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adjuvant des statines. Or, un risque de mortalité accru, di a des événements cardiovasculaires est
apparu lors des essais cliniques chez les patients auxquels étaient administrés des cestrogenes. Il
semblerait que les traitements substitutifs par hormonothérapie activent des mécanismes pro-
athérogenes qui contrebalanceraient les effets bénéfiques produits par la diminution de la
concentration sérique en LDL-cholestérol [54].

De la méme fagon, une autre substance active, I'ézétimibe, avait été récemment retenue comme une
substance a développer dans le traitement de maladies cardiovasculaires, en raison de ses propriétés a
limiter 'absorption du cholestérol ce qui conduit a une diminution des concentrations sériques en LDL-
cholestérol. Or, dans I'étude clinique ENHANCE, I'efficacité de I'ézétimibe comme traitement adjuvant
de la simvastatine a été évaluée chez des patients atteints d’hypercholestérolémie familiale
homozygote. L'ézétimibe conduisait a une réduction moyenne supplémentaire de 16,5% de la
concentration sérique en LDL-cholestérol par rapport aux patients traités par simvastatine seule. Mais
en dépit de cette diminution, la progression des phénomenes d’athérosclérose et le risque
cardiovasculaire, évalués par un autre critére de substitution (I’évaluation par ultrason de I'épaisseur
intima-media carotidienne) restait inchangée pour les deux groupes de patients. La conclusion de cette
étude ENHANCE embarrassait les Autorités de santé qui avaient déja autorisé la mise sur le marché de
I’ézétimibe (Ezetrol®, Inegy®) comme traitement adjuvant au régime et a la simvastatine de
I’hypercholestérolémie primaire sur la base d’études cliniques dont le critére d’évaluation principal
d’efficacité était la diminution de la concentration sérique en LDL-cholestérol. Dans des études
précédant I'étude ENHANCE, une corrélation entre les variations des concentrations sériques en LDL-
cholestérol et les variations de I'épaisseur intima-media carotidienne avait en outre été mise en
évidence mais elle ne se retrouvait pas dans I’étude ENHANCE. A la suite de I'étude ENHANCE, une
méta-analyse incluant I'ensemble des études cliniques disponibles pour lesquelles avaient été évaluées
les variations des concentrations sériques en LDL-cholestérol et les variations de I'épaisseur intima-
media carotidienne a été réalisée. Elle confirme la corrélation entre ces deux criteres de substitution
‘étude ENHANCE pourrait étre
due a un mécanisme pro-athérogene encore inconnu qui annihilerait I'effet bénéfique de la diminution

(Figure 16). La contradiction entre ces deux critéres de substitution dans

de la concentration sérique en LDL-cholestérol [54].

Depuis, les autorités américaines et européennes ont autorisé I'extension d’indication dans le
traitement de I'hypercholestérolémie familiale homozygote, mais elles ont simultanément ajouté une
restriction d’utilisation en précisant dans le RCP pour les deux indications, que «Le bénéfice d’ézétimibe
sur la mortalité et la morbidité cardiovasculaire n’a pas encore été établi. » « Des études visant a le
démontrer sont en cours. » Cette restriction d’utilisation s’"accompagne d’une mesure de suivi post-
AMM ou les autorités ont demandé au titulaire de ’AMM de reproduire une étude similaire a I'’étude
ENHANCE, mais en utilisant cette fois des criteres de jugement cliniques : la mortalité et la morbidité
cardiovasculaire. De plus, la situation rencontrée avec I'ézétimibe a conduit les autorités de santé a plus
de méfiance lors de I'évaluation d’autres substances dont la démonstration de I'efficacité reposait
uniquement sur leur capacité a réduire la concentration sérique de LDL-cholestérol, en particulier
lorsque le mécanisme d’action amenant a cette réduction était différent de celui des statines. Par
exemple, pour le mipomersen, oligonucléotide antisens visant a inhiber la synthése de I'apolipoprotéine
B100 et qui réduit la concentration sérique en LDL-cholestérol au-dela des réductions induites par les
hypolipémiants disponibles, la FDA a requis la réalisation d’études cliniques employant des criteres de
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jugement clinique pour permettre I'autorisation de cette molécule, hormis dans le cas de I'indication
orpheline de traitement de I’hypercholestérolémie familiale [57].
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Figure 16: Variation de I’épaisseur intima-media carotidienne en fonction de la diminution de la concentration
sérique en LDL-cholestérol dans des essais cliniques controlés. Adapté de [54].

Sur ce graphique, pour chaque étude, le groupe témoin apparait avec la mention «(C )» tandis que le groupe
ayant regu la substance en développement apparait avec la mention « (A) »

2. Utilisation de ’'hémoglobine glyquée (HbA1C) en tant que critere de
substitution

L'hémoglobine glyquée (fraction HbA1C) est une valeur biologique dont le dosage régulier, par un
prélevement sanguin veineux, permet de surveiller I'équilibre glycémique des patients diabétiques et,
ainsi, d'évaluer et d'adapter leurs traitements anti-diabétiques. C'est également un critere de
substitution qui a été validé et reconnu par les autorités de santé européenne et américaine comme
indicateur du risque de survenue d’événements cardiovasculaires chez les patients atteints de diabéte.
Ainsi, une méta-analyse avait mis en évidence un risque relatif de 1,18 de survenue d’'une maladie
cardiovasculaire a chaque augmentation de 1% du taux d’hémoglobine glyquée chez les patients atteints
de diabete de type Il [88]. De nombreuses autres études ont montré qu’une diminution du taux
d’hémoglobine glyquée correspondait a une amélioration de I’état clinique de diabétiques atteints de
diabete de type Il. L'ensemble de ces études a conduit a formuler I’hypothese qu’une réduction
supplémentaire du taux d’hémoglobine glyquée a celle apportée par le traitement habituel de ces
patients, afin d’atteindre les valeurs normales constatées dans la population générale (HbA1C<6%),
devrait conduire a un bénéfice clinique supérieur chez les patients atteints de diabéte de type Il. Cette
hypothése a alors été étudiée dans I'étude clinique ACCORD [89]. L’étude ACCORD était une étude
randomisée ayant pour objectif d’observer I'effet d’un traitement intensif comparé a un traitement
classique sur la survenue d’événements cardiovasculaires chez des patients atteints de diabéte de type
Il. Dans cette étude, le taux d’hémoglobine glyquée était le critere de substitution visé par les protocoles
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de traitement par l'insuline administrés, le but étant d’atteindre un taux d’hémoglobine glyquée
HbA1C=<6% dans le groupe des patients soumis a un traitement intensif (pression artérielle systolique
ciblée inférieure a 120mm Hg) et un taux d’hémoglobine glyquée HbA1C = 7%-7,9% dans le groupe des
patients soumis a un traitement classique (pression artérielle systolique ciblée inférieure a 140mm Hg).
Or, I'étude ACCORD a d{ étre interrompue prématurément a cause d’un taux de mortalité fortement
accentué dans le groupe des patients soumis a un traitement intensif. [54]

De la méme maniere, au cours du développement de la rosiglitazone, traitement anti-diabétique de la
classe des glitazones ou thiazolidinediones, le taux d’hémoglobine glyquée a été utilisé comme critére
de substitution pour apprécier |'efficacité de cette molécule. La rosiglitazone, comme I'ensemble des
glitazones, se lie aux récepteurs PPAR gamma (Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma) des
cellules adipeuses, localisé au niveau des tissus musculaires et du foie. Cette activation des protéines
conduit a une production accrue de protéines (enzymes, transporteurs type Glut-4) par
hétérodimérisation avec des récepteurs des rétinoides aboutissant a rendre les cellules impliquées plus
sensibles a l'insuline. La mise sur le marché de la rosiglitazone en 1999 par la FDA puis en 2000 par
I'EMA en monothérapie (Avandia®) chez les adultes insuffisamment contrélés par le régime alimentaire
et I'exercice physique et pour lesquels la metformine n’était pas adaptée en raison de contre-indications
ou d’intolérance ; puis en 2003 en bithérapie en association avec la metformine (Avandamet®), chez les
adultes insuffisamment équilibrés par la metformine en monothérapie a la dose maximale tolérée et en
2006 en bithérapie en association avec un sulfamide hypoglycémiant (Avaglim®) uniguement chez les
adultes intolérants a la metformine ou pour lesquels la metformine est contre-indiquée et qui sont
insuffisamment contrdlés par un sulfamide hypoglycémiant. Lors de I'évaluation initiale du dossier de
mise sur le marché, dans toutes les études de phase lll, le critére d’évaluation principal était la variation
de la concentration d’hémoglobine glyquée entre le début et la fin de I'étude : aucun des critéres
d’évaluation secondaires d’efficacité n’était un critére d’évaluation clinique (variation des
concentrations sériques de fructosamine, cholestérol total, LDL cholestérol, HDL cholestérol, insuline,
peptide C...). Les données d’efficacité et de sécurité a long terme étaient issues de six prolongations
d’étude en ouvert. Au moment de délivrer '’AMM, I'autorité de santé européenne était satisfaite de la
sécurité de la rosiglitazone a court terme mais souhaitait plus de données sur sa sécurité a long terme.
Ainsi, des mesures de suivi avaient été imposées pour surveiller le capacité éventuelle de la rosiglitazone
a engendrer des événements cardiovasculaires lors d’'une exposition a long terme [54, 59].

De fait, apres la mise sur le marché de spécialités a base de rosiglitazone, I’étude clinique nommée
étude ADOPT a été mise en place. Il s’agissait d’une étude contrélée, en double aveugle, concue pour
étudier les effets de la rosiglitazone comparée a la metformine ou au glibenclamide sur le maintien du
contrdle glycémique a long terme chez 4360 patients ayant un diabéte de type 2 récemment
diagnostiqué. Avec un suivi médian de 4 années, I'étude ADOPT a alors démontré que, malgré une
réduction supérieur de la concentration d’hémoglobine glyquée chez les patients traités par
rosiglitazone, la survenue d’événements cardiovasculaires était plus fréquente pour ce groupe de
patients. Cette conclusion a ensuite été corroborée par une méta-analyse incluant 42 études cliniques
qui a conclut a une augmentation du risque d’infarctus du myocarde ainsi que d’autres complications
cardiaques associées a la prise de rosaglitazone, malgré la capacité de la rosaglitazone a diminuer le taux
d’hémoglobine glyquée. A la suite a la publication de I'ensemble de ces données, les autorités
européennes ont statué et reconsidéré le rapport bénéfice/risque des médicaments contenant de la
rosiglitazone, désormais jugé défavorable. En conséquence, I’AMM des médicaments contenant ce
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principe actif a été suspendue en Europe en Septembre 2010. Les spécialités a base de rosiglitazone ont
vu leur AMM maintenue aux Etats-Unis, mais de fortes restrictions d’utilisation ont été ajoutées en
février 2011 a leurs RCP, les rétrogradant en derniere ligne de traitement, en plus de I'ajout des
résultats des études cliniques mentionnés ci-dessus dans les sections adéquates du RCP [58, 59, 60].

Les exemples de I'’étude ACCORD et de la rosaglitazone ont ainsi mis en évidence que la capacité de
I’'hémoglobine glyquée a servir de critére de substitution pour prédire le risque de survenue
d’événements cardiovasculaires chez les patients atteints de diabete de type Il est trop limitée, par
comparaison aux criteres d’évaluation clinique disponibles (mortalité et morbidité cardiovasculaire).
L’'hémoglobine glyquée est sans doute un biomarqueur intéressant a utiliser au cours des études
cliniques précoces, pour déceler le bénéfice potentiel de nouvelles substances en développement mais
les études pivots y succédant doivent utiliser des critéres d’évaluation cliniques. Ainsi, si au cours des
dizaines années précédant la situation de la rosaglitazone, quelques médicaments avaient pu étre
autorisés de par leur aptitude a diminuer le taux d’hémoglobine glyquée, désormais les autorités de
santé souhaitent que les demandes d’enregistrement de nouveaux traitements du diabéte de type Il
reposent sur des criteres d’évaluation clinique. L'une des explications émises sur I'échec de
I’'hémoglobine glyquée en tant que critere de substitution est que, si les études épidémiologiques
préalables ont démontré clairement et de maniere répétée que la diminution du taux d’hémoglobine
glyquée chez les diabétiques est bénéfique sur la survenue de complications microvasculaires ou
microangiopathies diabétiques touchant en particulier la rétine ou le rein, le bénéfice sur la survenue de
complications macrovasculaires reste plus incertaine[50, 54].

L'exemple de ’"hémoglobine glyquée, comme celui du LDL-cholestérol met aussi en lumiéere les limites
des criteres de substitution dits « solubles ». Ces critéres de substitution solubles ne rendent souvent
compte que d’une partie des mécanismes physiopathologiques impliqués en ne reflétant que des
médiateurs systémiques ; ils peuvent manquer de sensibilité pour détecter I'ensemble des effets
indésirables produits par I'intervention thérapeutique. Il parait ainsi hasardeux de faire reposer
I’ensemble de I’évaluation clinique d’une substance chimique ou biologique sur un critére de
substitution unique. La combinaison de plusieurs critéres de substitution, en particulier de critéres de
substitution de différentes natures, pourrait permettre de s’affranchir de certains de ces travers. Pour
les exemples détaillés précédemment, on aurait ainsi pu avoir recours a des critéeres de substitution
d’imagerie pour évaluer |'effet de ces traitements dans les maladies cardiovasculaires en plus des
criteres de substitution soluble utilisés. En effet, les criteres de substitutions d’imagerie présentent leurs
propres imperfections potentielles (difficulté d’orientation spatiale, possibles artefacts lors de
I'interprétation des clichés...) mais elles sont différentes de celles des critéres de substitution solubles.
La combinaison de deux types de criteres de substitution de nature différente aurait pu conduire a des
conclusions plus fiables [50, 54].

3. Causes d’échec des criteres de substitution

De maniere théorique, les principes établissant les raisons pouvant conduire a des criteres de
substitution erronés ont été développées en méme temps que la notion de biomarqueur. Le premier
principe énoncé est qu’une simple corrélation entre un parameétre clinique et un parameétre biologique
ne suffit pas a établir un critére de substitution.
En effet, de nombreux facteurs peuvent conduire a I’échec d’un critére de substitution a prédire les
conséquences cliniques d’une intervention thérapeutique (figure 17). Malgré une corrélation avec le
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critere d’évaluation clinique, le critére de substitution peut ne pas appartenir au mécanisme
pathophysiologique de progression de la maladie induisant une détérioration clinique (figure 17 -
situation A). Parmi les différents mécanismes pathophysiologiques de progression de la maladie
induisant une détérioration clinique, la substance thérapeutique en cours de développement peut avoir
un effet uniquement sur le mécanisme impliquant le critere de substitution (figure 17 - situation B) ou
uniquement sur un mécanisme indépendant du critére de substitution (figure 17 - situation C). Enfin, le
cas le plus fréquent responsable de I'échec du développement d’un critere de substitution est que la
substance thérapeutique en cours de développement peut avoir un effet sur le(s) parametre(s)
clinique(s) par un mécanisme d’action parfois encore inconnu, indépendant des mécanismes
pathophysiologiques de progression de la maladie. Dans cette situation, la substance thérapeutique
peut produire des effets indésirables qui seraient visibles par évaluation des parametres cliniques, mais
ne sont pas détectables par le critére de substitution car ils se produisent en aval de I'intervention du
critere de substitution (figure 17 - situation D). Dans la situation optimale pour disposer d’un critére de
substitution satisfaisant, le critére de substitution doit étre impliqué dans I'ensemble des mécanismes
pathophysiologiques de progression de la maladie et I'ensemble de I'effet exercé par la substance
thérapeutique en cours de développement sur le(s) parametre(s) clinique(s) doit étre régulé/médié par
le critere de substitution (figure 17 - situation E). Méme cette situation optimale ne garantit pas que le
critere de substitution soit satisfaisant car le critére de substitution peut étre surestimé ou sous-estimé
en raison par exemple d’un exces de bruit de fond lors de la mesure du critere de substitution. La
difficulté lorsque I'on souhaite développer une nouvelle substance thérapeutique avec un critére de
substitution réside donc dans I'existence potentielle de multiples mécanismes de progression d’une
pathologie pouvant avoir des répercussions cliniques. Par ailleurs, des mécanismes de progression de la
pathologie peuvent étre encore inconnus ou des mécanismes d’action de la substance testée peuvent
agir directement sur les parameétres cliniques [55].

A partir de ces concepts, des 1989, Prentice a suggéré quatre criteres a remplir pour pouvoir recourir a
un critére de substitution unique dans le développement d’une nouvelle substance chimique ou
biologique [50] :

e Lathérapeutique en cours d’évaluation doit avoir un effet significatif sur le critére de
substitution.

e Lathérapeutique en cours d’évaluation doit avoir un effet significatif sur le(s) paramétre(s)
clinique(s) impacté(s).

* |l doity avoir une corrélation forte entre les variations du parametre biologique correspondant
au critére de substitution et les variations du parametre clinique.

e L’ensemble des effets de la thérapeutique en cours d’évaluation sur le(s) parametre(s)
clinique(s) impacté(s) doivent étre régulés par le critére de substitution.
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Situation Résultat
Temps
L
A . ——» Critére de substitution . - Echec
Pathologie /Slgne clinique
B [ Thérapneutiaue en cous évaluation ] Echec
Pathologie Critére de substitution /S|gne clinique
C [ Thérapeutiaue en cous évaluation ] Echec
\4 p Signe clinique
Pathologie > Critere de substitution ————
D [ Thérapeutiaue en cous évaluation ] \ Echec
N, - N
Pathologie \ Critére de substitution —; Signe clinique
E [ Thérapeutiaue en cous évaluation ] Situation optimale
Pathologie \ Critére de substitution ——— Signe clinique

Figure 17: Situations possibles d’échec d’utilisation de critére de substitution. Adapté de [55].

4. Criteres de substitution : défis et opportunités

Malgré certaines difficultés rencontrées par le passé, les critéres de substitution restent percus
aujourd’hui comme des outils nécessaires en Recherche et Développement pharmaceutique. D’abord
parce qu’ils peuvent avoir des avantages par rapport aux critéres d’évaluation cliniques de référence,
tels que : réduire la durée des essais cliniques, faciliter I'évaluation du paramétre permettant des
mesures plus fréquentes, bénéficier d’une méthode de dosage objective et plus précise. Les criteres de
substitution semblent également quasi incontournables dans certaines situations spécifiques comme
dans les pathologies a évolution extrémement lente ou I'évaluation par les critéres d’évaluation clinique
nécessiterait de trés longues études avant de pouvoir mettre a disposition des patients un nouveau
traitement. Des groupes de travail des Autorités de santé, dont certains impliquent des acteurs
industriels, poursuivent donc leur réflexion pour déterminer comment intégrer au mieux les critéres de
substitution au cours du développement d’une nouvelle substance chimique ou biologique [51,56].

Ces groupes de travail ont émis quelques recommandations spécifiques des critéres de substitution.
Selon I'idée que la connaissance élargie des mécanismes physiopathologiques de progression d’'une
maladie augmente les probabilités de succés d’un critére de substitution, il est recommandé aux
requérants de procéder a une modélisation des interactions entre la thérapeutique en cours de
développement, le critére de substitution et le parametre d’évaluation clinique a partir des
connaissances scientifiques disponibles avant d’utiliser de maniéere pratique un critére de substitution.
Cette modélisation a pour but de vérifier, en I’état actuel des connaissances, si I'on semble disposer
d’une compréhension suffisante des mécanismes d’action impliqués. Et, si ce n’est pas le cas, d’évaluer
si I’étude des mécanismes d’action manquants est réalisable avant |'utilisation du critére de
substitution. La seconde étape consiste a évaluer la relation existant entre le critére de substitution et le
critere d’évaluation clinique. Cette évaluation peut étre réalisée par une simple corrélation, en
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respectant les conditions décrites par Prentice précédemment. Méme pour établir une simple
corrélation, il est fortement recommandé de répéter I'étude entre les deux parametres et de ne pas se
contenter d’une étude unique. Néanmoins, la méthode préconisée semble étre le recours a une méta-
analyse, la combinaison de données provenant de multiples études assurant généralement plus de
fiabilité que I'interprétation des résultats de chaque étude séparément. En effet, on considéere que
I’effet de la thérapeutique en cours de développement sur le critére de substitution et sur le critere
d’évaluation clinique représente une variable dont la moyenne et le coefficient de variation peut varier
d’une étude a l'autre. L'emploi de méta-analyse permet, de plus, de qualifier un critére de substitution
pour une classe thérapeutique entiére plutét que pour une substance active particuliére, selon les
études incluses dans la méta-analyse [56].

D’autre part, les autorités de santé distinguent deux roles possibles pour les critéres de substitution. Ils
peuvent étre utilisés lors des études de phase Il en lieu et place des critéres d’évaluation clinique, mais
les autorités de santé réiterent la possibilité d’utiliser des critéres de substitution au cours des phases

précoces de développement (études de phase I-Il) afin d’accélérer I’évaluation de la nouvelle substance
tout en procédant a des études pivots avec des critéres d’évaluation clinique. Les groupes de travail
tentent d’apporter des recommandations a un certain nombre de questions relatives au critéres de
substitution qui émergent en permanence, telles que : Considération des nouveaux médicaments
autorisés uniquement sur la base de critéres de substitution lors des essais cliniques pivots de Phase I
par les organismes de remboursement ? Existe-t-il des situations dans lesquelles un biomarqueur, bien
gue nouveau et non validé, puisse étre accepté en tant que critéere de décision principal pour une AMM?
Dans le cas des maladies orphelines dont les essais cliniques sont réalisés sur de petites populations,
comment serait-il possible d’intégrer des criteres de substitution ?... Par exemple, pour cette derniére
question, des groupes de travail ont débattu et estimé que dans le cas de maladies rares, s'il existe un
biomarqueur scientifiquement crédible au vu des données scientifiques disponibles qui peut étre utilisé
comme un critére de substitution, mais qu’un processus complet de validation est quasi-impossible vu la
faible prévalence de la pathologie, il parait envisageable d’utiliser ce critére de substitution lors des
essais cliniques pour faire enregistrer la nouvelle substance pharmaceutique. Cependant, il est tres
fortement recommandé a I'investigateur de solliciter un avis scientifique auprés des Autorités de santé
pour discuter au préalable du protocole des essais cliniques [51].
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VI. Biomarqueurs et Essais cliniques adaptatifs

Les essais cliniques adaptatifs constituent I'autre domaine majeur d’innovation en recherche clinique a
I’heure actuelle, avec les biomarqueurs. Il n’existe pas de lien formel entre les deux concepts : un essai
clinique adaptatif peut étre mis en place sans qu’aucun biomarqueur ne soit utilisé. Néanmoins, parmi
les différentes catégories d’essais cliniques adaptatifs développés, une des deux variations les plus
utilisées actuellement est I'enrichissement du groupe d’une étude clinique recevant le traitement en
cours d’évaluation, par des patients plus susceptibles de répondre au traitement que la population
générale, qui fait alors souvent usage de biomarqueurs. On désigne par « facteurs d’enrichissement »
les éléments qui augmentent les critéres de sélection des patients susceptibles de bénéficier d'un
traitement. Une catégorie spécifique d’essais cliniques adaptatifs a méme été développée pour ceux qui
utilisent des biomarqueurs pour leurs variations (« Biomarker adaptive clinical trials design »).
L'utilisation de biomarqueurs dans les essais cliniques adaptatifs est une vision assez futuriste, encore
peu utilisée en pratique, mais qui pourrait étre I'une des voies de développement des biomarqueurs
dans les années a venir [61-62].

Dans cette section, nous allons introduire la notion d’essais cliniques adaptatifs puis décrire les
différents types d’essais cliniques adaptatifs avant de se concentrer sur la catégorie des essais cliniques
adaptatifs utilisant des biomarqueurs pour mettre en place leurs variations.

1. Notion d’essais cliniques adaptatifs

Les essais cliniques conventionnels sont congus autour d’un objectif principal et d’un critere
d’évaluation clinique principal pour aboutir a une conclusion soumise a un intervalle de confiance défini.
Dans ces essais cliniques, tous les parametres de I’étude sont prédéfinis et fixes.

Tel que nous I'avons mentionné dans la premiere partie de ce document, les promoteurs sont
confrontés a certaines difficultés avec ces essais cliniques conventionnels: leurs colts de réalisation ne
cessent d’augmenter, le recrutement de patients est plus difficile du fait des caractéristiques exigées
pour les populations de ces études, les techniques d’analyse des critéres d’évaluation clinique se
compliquent... Les Autorités de santé sont conscientes du besoin de nouvelles méthodes en recherche
clinique pour pallier certaines de ces difficultés. L'une des solutions suggérées est le recours aux essais
cliniques dits « adaptatifs ». A l'inverse d’un essai clinique conventionnel, le principe de I'essai clinique
adaptatif est d’adapter certains parametres de I'étude en fonction de données de I'étude rassemblées
en temps réel, tout en préservant I'intégrité des résultats de I'étude [61].

a. Définition et objectifs des essais cliniques adaptatifs

Un essai clinique adaptatif est défini comme « un essai clinique incluant dans son protocole des
modifications éventuelles de certains parametres du plan expérimental ou des hypothéses de I'étude,
établies a I'avance et fonction de I'analyse de données intermédiaires. L’analyse de données
intermédiaires est réalisée a un moment préétabli dans le protocole, peut étre réalisée a I'aveugle ou
non, et consister ou non a tester une hypothese statistique » [63].

Dans cette définition, les modifications éventuelles désignent « des modifications prévues a I’avance et
dont les détails sont disponibles dans le protocole avant que les données intermédiaires ne soient
évaluées. » L’analyse de données intermédiaires désigne « toute évaluation de données de I'étude alors
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que I'étude est en cours de réalisation. Cela ne concerne pas uniquement des comparaisons de données
entre les groupes de sujets de I'étude mais peut aussi étre I'’étude des données de base de I'ensemble
de la population, I'étude des données d’un biomarqueur pour I'ensemble de la population de I'étude en
cours... » La gamme des modifications éventuelles des paramétres du plan expérimental a la suite de
I"analyse de données intermédiaires est étendue et peut inclure : une modification des critéres
d’inclusion ou d’exclusion, une modification de la stratégie de randomisation, une modification des
modalités de traitement des différents groupes de I'étude (dose administrée, durée du traitement), une
modification de la taille de la population de I'’étude, une modification affectant le critere d’évaluation
principal de I'étude, une modification des méthodes analytiques appliquées a I’évaluation du critére
d’évaluation principal... [63]

L'utilisation du principe des essais cliniques adaptatifs pour modifier le plan expérimental d’une étude
en cours d’évaluation était déja utilisé pour certaines études dées les années 1970, mais le concept
n’était ni formalisé ni reconnu par les autorités de santé et se limitait essentiellement a des
modifications de la stratégie de randomisation [64]. L’objectif de la notion conceptualisée d’essai
clinique adaptatif est une optimisation par rapport aux essais cliniques conventionnels menant a la
méme conclusion de facon plus efficace (ex : durée plus courte, nombre de patients exposés a une
substance inefficace ou a une surdose inférieure) ou avec plus d’informations (ex : plus de doses
étudiées).

b. Intéréts des essais cliniques adaptatifs par rapport aux essais cliniques
conventionnels

Dans de nombreux programmes de développement clinique, I'intégralité des données utiles n’est pas
forcément disponible au moment ou le plan expérimental d’une nouvelle étude est établi. En effet, les
essais cliniques, recrutement et suivi a long terme compris, s’étendent sur des années. Méme avec un
programme de Phase Il mené le plus scrupuleusement possible, il n’est pas rare que certaines
incertitudes concernant des parameétres du plan expérimental demeurent au moment ou débute la
phase Ill. Dans le cas de la conception d’un essai clinique conventionnel, on formule alors des
hypotheses et des estimations, au sujet de ces informations manquantes pour déterminer certains
parameétres de I’étude. Une fois I'essai clinique conventionnel débuté, ces paramétres sont fixés et ne
peuvent plus étre modifiés. En revanche, un essai clinique adaptatif et son analyse intermédiaire
permettent de s’assurer en cours d’étude que le plan expérimental de I’étude de phase Il reste
approprié pour atteindre les objectifs de I’étude ou indiquent qu’une modification serait nécessaire
(tableau 6) [63, 68].

Un autre intérét potentiel des essais cliniques adaptatifs est de pouvoir fournir plus de données qu’avec
des essais cliniques conventionnels en y appliquant les mémes contraintes de limite de temps et de
ressources. Or, réduire le temps et le budget nécessaires pour évaluer chaque option permet
I’évaluation d’un plus grand nombre d’options. Ce surplus de connaissances sur la substance étudiée
doit, finalement, améliorer les probabilités de succes d’un programme de développement clinique. Par
exemple, la recherche de la dose optimale quotidienne d’une nouvelle substance a administrer
nécessite, dans I'approche conventionnelle, une étude dose-effet en groupes paralléles pour un large
éventail de doses. Dans cette approche, un certain nombre de sujets recevra une dose insuffisante tout
au long de I’étude. Dans cette situation, un essai clinique adaptatif permettrait d’arréter I’étude pour les
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groupes pour lesquels I'insuffisance de la dose serait démontrée a un moment déterminé de I'étude. De

méme, il parait possible de réduire le nombre de sujets a recruter pour chaque groupe aprés une

estimation initiale trop prudente de la variance. Avec un essai clinique adaptatif réalisé de maniére

adéquate, la diminution de la quantité d’informations rassemblées, et les réductions des colts et des

ressources concomitantes ne modifieraient pas I'exactitude de la conclusion finale sur la dose

quotidienne optimale [63].

La comparaison des principales caractéristiques des essais adaptatifs par rapport aux essais

conventionnels se trouve résumée dans le tableau 6.

Tableau 6: Tableau comparatif des caractéristique habituelles d’un essai clinique conventionnel et des

caractéristiques habituelles d’un essai clinique adaptatif. D’aprés [64]

Caractéristique

Essai clinique conventionnel

Essai clinique adaptatif

Plan expérimental

Fixe

Flexible

Bras expérimentaux

2 a 3 bras maximum

Nombreux bras expérimentaux en
simultané possible

Hypothéses

Test d’'une hypothéses prédéfinie

Test d’hypothéses pouvant étre ajustées
par les données en cours d’acquisition

Analyses intermédiaires

Non

Oui

Modifications du plan
expérimental

Non autorisé, excepté via
amendement substantiel évalué et
autorisé

Autorisées, prédéfinies al’avance dans
le protocole

Phases de développement

Dédié a une phase du
développement spécifique

Un essai clinique adaptatif peut couvrir
plusieurs phases du développement

Analyses statistiques

Utilise I'approche statistique
classique

Peut utiliser I'approche statistique
Bayésienne

Préparation et organisation

Relativement simple, modéles

Complexe, nécessite des simulations

expérimentaux définis avant mise en pratique

c. Risques potentiels avec les essais cliniques adaptatifs

Lors du développement clinique, on peut distinguer deux phases principales : la phase exploratoire
correspondant aux études des phases | et Il et la phase confirmatoire correspondant aux dernieres
études de phase Il et aux études de phase lll. De fait, les études de phase Ill ont pour but de confirmer
les résultats des études pré-cliniques, des études de tolérance ou encore des études de recherche des
doses. Ainsi, I'éventualité de modifier le plan expérimental d’un essai clinique de phase Ill peut sembler
en contradiction avec la nature confirmatoire de ces essais. Tout en considérant leur intérét potentiel
décrit précédemment, les essais cliniques adaptatifs ne doivent donc pas étre un moyen de s’affranchir
de la rigueur nécessaire lors de la mise en place des études de phase lll. Les modifications éventuelles
doivent étre précisément décrites et justifiées dans le protocole. Toute modification du plan
expérimental, non pré-définie dans le protocole d’un essai clinique congu pour étre confirmatoire
conduira a considérer I'essai clinique comme exploratoire et non confirmatoire. Les Autorités de santé
accompagnent le développement des essais cliniques adaptatifs, mais restent soucieuses quant aux
risques sur la validité et I'intégrité de ces essais tels I'introduction de biais ou la possibilité d’aboutir a
des conclusions incorrectes, en particulier pour les essais cliniques confirmatoires. Pour les Autorités de
santé, les essais cliniques adaptatifs doivent étre utilisés surtout dans le cas de situations
expérimentales difficiles, en particulier « lorsque la réponse des sujets au placebo est compliquée a
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prévoir, en cas de populations de petite taille liées a des maladies orphelines ou en cas de restrictions
éthiques a la mise en place d’une expérimentation » [68].

L’évaluation des données cliniques d’une étude devant aboutir a la conclusion nécessite, entre autres
éléments, un examen des sources de biais possibles ayant pu affecter I’étude. L'introduction
d’analyse(s) intermédiaire(s) au cours de I'étude est une de ces sources potentielles de biais : biais
statistique ou biais opérationnel.

Un pré-requis indispensable pour que la méthode statistique appliquée et, en conséquence, pour que
les résultats d’un essai clinique puissent étre acceptés par les autorités est la maitrise du risque de
premiere espéce , parfois aussi dénommé « erreur de type | ». Le risque de premiére espéece est
symbolisé par le caractére alpha «a » : il correspond a la probabilité de mettre en évidence une
différence qui n’existe pas ou a la probabilité de rejeter I'hypothese nulle alors qu’elle est vraie en
réalité. Ce risque de premiére espece conduit a détecter des faux positifs.

Lors d’un essai clinique adaptatif, le nombre d’analyses intermédiaires et de modifications éventuelles
doit étre limité, particulierement s’il s’agit d’un essai clinique de phase Ill. Chaque modification
éventuelle doit étre précisément décrite et étayée dans le protocole, en rappelant les connaissances
manquantes au moment de la mise en place de I'étude, en démontrant que I'interprétation de I'étude
ne risque pas d’étre compromise par I'introduction de I'analyse intermédiaire souhaitée... En effet,
toute analyse intermédiaire nécessite un ajustement des seuils de risque a propres a chaque analyse
intermédiaire afin de maintenir inchangé le seuil de risque a global de I’essai clinique. Dans le cas
contraire, sans ajustement des seuils de risque a propres a chaque analyse intermédiaire,
I"augmentation du nombre d’options étudiées parmi plusieurs éléments (plus de doses, plus de sous-
populations, plus de critéres d’évaluation) conduirait a une augmentation des possibilités de mettre en
évidence un effet du traitement qui n’existe pas, ce qui correspond a une augmentation non maitrisée
du risque de premiére espece. Ainsi, pour un essai clinique adaptatif, il est essentiel que toute
modification éventuelle du plan expérimental soit effectuée en maitrisant le risque de premiéere espéce
[63,68].

Certaines modifications éventuelles du plan expérimental peuvent nécessiter une levée de I'aveugle
pour les analystes chargés de mettre en ceuvre ces modifications. Lors de la mise en place du protocole
de I'étude il est alors important de veiller a ce que ces analystes ne puissent en aucune mesure
influencer les investigateurs dans leur maniére de conduire I'étude ni influencer les sujets de I'étude,
spécialement si ces derniers sont amenés a réaliser des auto-évaluations de leur état. Autant que
possible, il est ainsi recommandé de ne pas avertir les investigateurs de la modification du plan
expérimental appliqué. En effet, la connaissance des résultats de I'analyse intermédiaire ou de la
modification de plan expérimental appliquée pourrait influencer les investigateurs dans leur maniéere de
traiter, évaluer et suivre les patients, par exemple en identifiant plus ou moins fréquemment des
événements correspondants aux criteres de jugement principal et secondaires. Cela constituerait alors
un biais opérationnel qui affecterait la justesse des conclusions de I'essai clinique. Or, ces biais
opérationnels n’étant pas de nature statistique, la méthode statistique utilisée lors de I'essai clinique ne
peut pas corriger ce biais ou étre ajustée pour compenser ce biais.

De maniére générale, un promoteur doit toujours chercher a éviter la levée de I'aveugle au cours d’un
essai clinique adaptatif. En effet, avec une levée de I'aveugle pour une analyse intermédiaire, il est
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toujours difficile de convaincre de I'absence absolue de risque de communication des résultats des
analyses intermédiaires malgré toutes les mesures introduites dans le protocole pour réduire ce risque.
Si la levée de I'aveugle est inévitable par rapport a la nature des données intermédiaires a analyser, les
autorités de santé recommandent la constitution d’'un Comité de pilotage des modifications du plan
expérimental, indépendant du Comité de surveillance des données. Il est essentiel que le nombre de
personnes ayant accés aux données décodées de I'étude intermédiaire soit restreint, idéalement seul un
statisticien indépendant transmettra les résultats des analyses intermédiaires au Comité de pilotage des
modifications du plan expérimental chargé de mettre en place les modifications. Il est également
important que le promoteur ne fasse pas partie de ce Comité de pilotage des modifications du plan
expérimental afin de préserver I'intégrité de I'essai clinique en cours. De la méme maniéere, pour pouvoir
exercer son activité de maniere indépendante jusqu’a la fin de I'essai clinique, le Comité de surveillance
des données ne doit pas avoir connaissance des données de I'analyse intermédiaire sauf dans le cas ou il
s’agirait de données de sécurité importantes [61,63,68].

En raison de ces risques potentiels liés aux essais cliniques adaptatifs et de leur complexité, les autorités
de santé incitent les promoteurs, en plus de se référer aux lignes directrices émises a ce sujet, a
multiplier les échanges avec les autorités de santé lors de la préparation d’un essai clinique adaptatif en
sus des échanges habituels prévus lors de la mise en place d’essais cliniques conventionnels. La FDA
suggere si besoin de recourir a des réunions spéciales d’évaluation du protocole (« Special Protocol
Assessment ») en plus des habituelles réunions en fin de phase de développement (End-of-Phase |l
meeting, End-of-Phase Ill meeting). En Europe, il est toujours possible de solliciter un Avis Scientifique
(« Scientific Advice meeting ») pour la mise en place d’un essai clinique adaptatif [63].

2. Catégories d’essais cliniques adaptatifs

Les essais cliniques adaptatifs peuvent étre classés selon le type de modification éventuelle appliqué au
plan expérimental, selon I'objectif de la modification (sélection de la population appropriée, sélection
du traitement approprié, recherche de dose, arrét éventuel de I'essai clinique) ou la phase du
développement lors de laquelle ils sont utilisés (phase exploratoire ou phase confirmatoire). On
dénombre actuellement sept catégories principales d’essais cliniques adaptatifs d’aprées le type de
modification éventuellement appliquée:

> Essai clinique adaptatif avec réévaluation de la taille de la population de I'étude

La décision d’augmenter ou de réduire la taille de la population de I’étude peut reposer sur I'analyse
intermédiaire de données en aveugle (données de référence, données sur un critére d’évaluation chez
I’ensemble des sujets randomisés au moment de I'analyse intermédiaire) ou de données décodées
(différence d’effet du traitement sur le critére d’évaluation principal entre les groupes). Une
augmentation de la taille de la population de I'’étude peut étre nécessaire pour permettre de mettre en
évidence une différence significative entre les différents groupes, tandis qu’une diminution de la taille
de la population peut éviter d’engager des ressources humaines et financiéres non indispensables dans
un essai clinique. Dans leurs lignes directrices, les autorités de santé avertissent qu’une réévaluation
unique de la taille de la population de I'étude doit avoir lieu pour ces essais cliniques adaptatifs, sous
peine d’étre percue comme une perte de la maitrise des conditions expérimentales [64, 68].

> Essai adaptatif avec modification éventuelle des parameétres de randomisation
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La modification des paramétres de randomisation concerne essentiellement les modifications des
rapports de randomisation entre les différents groupes a la suite de I'analyse intermédiaire. Un rapport
de randomisation 1/1, souvent utilisé pour démontrer la supériorité du traitement en cours de
développement par rapport au traitement de référence ou au placebo, n’est pas forcément la méthode
la plus efficace dans le cas d’essais cliniques de non-infériorité. D’autre part, si la cohérence statistique
est préservée, il peut étre intéressant d’inclure d’avantage de patients dans le groupe recevant le
traitement en cours de développement du point de vue de la sécurité clinique, car normalement le profil
de sécurité des traitements de référence est déja connu [64, 68].

» Essai clinique adaptatif a élimination séquentielle (« Drop-the-loser design »)

Pour ce type d’essai clinique adaptatif, les patients des groupes identifiés lors de I'analyse intermédiaire
comme ayant regu une des options de traitement les moins efficaces selon des criteres prédéfinis sont
exclus de I’étude ou redistribués dans les autres groupes. Pour ces essais cliniques adaptatifs a
élimination séquentielle, seules les hypotheses sélectionnées a la suite de I'analyse intermédiaire et
étudiées lors de la deuxiéme phase de I’essai clinique pourront étre utilisées pour la conclusion. Si une
dose a été éliminée en fin de premiere phase, mais si sa supériorité au placebo est établie a posteriori, il
n’est cependant pas possible de conclure sur cette dose [64, 68].

Ces deux derniers types de modification sont utiles pour les plans expérimentaux des études de Phase Il
de recherche de dose, particulierement lorsque des incertitudes persistent sur les doses devant étre
testées a la suite des premiéres étapes du développement. Ces études de recherche de dose ont pour
objectif de mettre en évidence la dose maximale tolérée (DMT) et la dose minimale efficace (Figure 18).

A Ay ><
Dose Al
Groupe ‘{“‘; Analyse .“%.“%.“% Analyse .‘%.‘%.“%.“%
recevant le Dose B / \5 intermé | ————> \\‘ \\\‘ \\\ interms | —— > A\WA\WS\WA\
traitement Dose C j“(‘ diaire E . “(‘ ‘\‘(“ diaire E ><
expérimental L ' S !
Dose D /‘\(‘ Adaptation : ‘\(\ Adaptation : —_— >‘\< -
Placebo > I(" Modification rapport | « 1(‘"‘ 1(“‘1(‘* Elimination groupes | 7.€7 % .C.¢
/\' randomisation NIV oins efficaces AU U0

Figure 18: lllustration du plan expérimental d’un essai adaptatif multiple possible pour un essai clinique de
recherche de dose : modification des paramétres de randomisation et élimination séquentielle. D’aprés [64].

> Essais cliniques adaptatifs utilisant des biomarqueurs (« Biomarker-adaptive threshold design »)

Cette catégorie d’essais cliniques adaptatif ayant la particularité de recourir aux biomarqueurs, leurs
principales caractéristiques seront détaillées dans une section spécifique en V.3.

> Essais cliniques adaptatifs avec réévaluation de la méthode statistique

Différents types d’ajustements de la méthode statistique liés au résultats de I'analyse intermédiaire
peuvent étre spécifiés dans le protocole. Néanmoins, de maniere générale, les autorités de santé sont
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plutot réfractaires aux essais cliniques adaptatifs avec réévaluation de la méthode statistique. L'exemple
le plus caractéristique d’essai clinique adaptatif avec réévaluation de la méthode statistique est le
basculement d’un essai clinique de non-infériorité a un essai clinique de supériorité, en augmentant la
taille de la population de I’étude. Dans tous les cas, le basculement inverse d’un essai de supériorité a
un essai de non-infériorité n’est pas acceptable. Méme dans le premier cas, les autorités sont plutot
favorables a refaire I'étude de non-infériorité identique a la premiere puis de combiner les données des
deux études de non-infériorité dans une méta-analyse ayant pour but de démontrer une supériorité,
plutot que de réaliser un essai clinique adaptatif avec modification de la méthode statistique [64, 68].

> Essais cliniques adaptatifs combinés de phase II-llI

Dans ce type d’essai clinique adaptatif, les objectifs d’un essai clinique de Phase llb et d’un essai clinique
de Phase Il sont combinés dans un essai clinique unique. Les deux phases de I'essai clinique décrites
sont une phase d’acquisition de données (correspondant a un essai de Phase Ilb) et une phase
confirmatoire (correspondant a un essai de Phase lll). Les essais cliniques adaptatifs combinés de phase
[I-11l sont réalisables lorsque la sélection des doses a tester a été convenablement effectuée en Phase lla
et que I'on anticipe d’utiliser des populations aux caractéristiques strictement identiques et les mémes
criteres d’évaluation principaux dans les essais des phases llb et Ill. L'intérét majeur des essais cliniques
adaptatifs combinés de phase II-lll est une économie en temps de développement par rapport a un
programme de développement classique, la transition entre les deux phases s’effectuant quasi
immédiatement (Figure 20). Néanmoins, cet avantage constitue aussi une limite a cette méthode,
soulignée par les Autorités de santé. En effet, il est parfois préférable de disposer d’un temps de
réflexion suffisant pour exploiter I'ensemble des données issues des essais cliniques de phase |l et de se
laisser la possibilité d’apporter des ajustements non prévus initialement a un essai clinique de Phase IlI
séparé pour se prémunir d’'un échec en phase Ill. L’essai clinique adaptatif combiné de phase II-llI
permet d’autres avantages. Ainsi, de par ses caractéristiques, il permet d’inclure et donc d’évaluer
davantage de patients lors de la premiére phase du choix de la dose efficace que lors d’'une étude de
phase llb séparée. C’est aussi un moyen d’éclaircir certains aspects encore incertains du développement
pour éviter de mettre en place des études de phase Ill longues et coliteuses en présence de ces
incertitudes [62, 64,68].
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Figure 19: Mise en évidence du gain de temps théorique autorisé par le recours a un essai clinique adaptatif

combiné de phase I1/11l par comparaison a des essais cliniques successifs de phase Il et de phase Ill. D’apreés [64].

> Essais cliniques adaptatifs multiples

Ce sont des essais cliniques qui ont recours a une combinaison des différents types d’adaptation décrits
ci-dessus, comme dans I'exemple présenté dans la figure 18 [64].

3. Essais cliniques adaptatifs utilisant des biomarqueurs

Les essais cliniques adaptatifs utilisant des biomarqueurs (« Biomarker-adaptative threshold design »)
sont décrits de maniére simple comme des « essais cliniques ayant recours a un biomarqueur au cours
d’une analyse intermédiaire des données en cours d’acquisition afin d’apporter d’éventuelles
modifications au plan expérimental » [65].

Comme nous I'avons décrit précédemment, I’expansion de la pharmacogénomique s’accompagne du
développement d’un certain nombre de traitements qui se veulent étre des thérapies ciblées actives sur
un géne ou sur le produit d’expression d’un gene spécifique. Or, pour ces traitements ciblés, les essais
clinigues conventionnels qui évaluent I'effet du traitement sur I’'ensemble de la population atteinte par
la pathologie concernée ne sont pas toujours adaptés, les manifestations cliniques de réponse aux
traitement chez les patients aux caractéristiques génomiques ciblées pouvant étre contrebalancées par
I’absence de mise en évidence de bénéfice chez les patients non répondeurs. Des protocoles permettant
en plus d’observer I'effet du traitement dans une population enrichie définie par une caractéristique
génétique commune a tous ses membres pourraient étre avantageux. C'est I'objectif des essais cliniques
adaptatifs utilisant des biomarqueurs : évaluer I'effet du traitement en cours de développement dans la
population générale de I'étude, ou a défaut évaluer I'existence d’un bénéfice du traitement dans une
sous-population de patients identifiables par un biomarqueur génomique. Ces essais cliniques adaptatifs
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doivent étre différenciés des recueils d’échantillons en cours d’essais cliniques en vue d’études a
posteriori de biomarqueurs génomiques définis comme un objectif exploratoire lors des essais cliniques
conventionnels. Dans ce cas, ces études a posteriori sont réalisées dans un but exploratoire afin de
développer de nouveaux biomarqueurs, alors que les essais cliniques adaptatifs utilisant des
biomarqueurs s’inscrivent dans une phase confirmatoire de développement d’'un nouveau traitement ;
le statut du biomarqueur génomigue concerné est connu au moment de commencer |'essai clinique [66,
67].

Il est possible que la méthode de dosage visant a identifier les patients sensibles au traitement ne soit
pas disponible au moment ol pourrait débuter I'essai clinique, voire que la validation du biomarqueur
génomique ne soit pas complétement achevée. De la méme maniére, au moment de débuter I’essai
clinique, le promoteur peut disposer ou non d’un faisceau d’éléments scientifiques établissant que la
population présentant la caractéristique génomique détectée par le biomarqueur est plus a méme de
répondre au traitement. En conséquence, les promoteurs sont confrontés a trois situations principales
avec les essais cliniques adaptatifs utilisant des biomarqueurs (Figure 20) que nous allons détailler par la
suite :

> Soit on dispose d’un biomarqueur validé pour lequel des éléments scientifiqgues démontrent que
les sujets exprimant ce biomarqueur sont de meilleurs répondeurs au traitement, cela
correspond alors a une méthode d’enrichissement de la population,

> Soit on dispose de biomarqueur(s) validé(s) mais on ne posséde pas d’éléments scientifiques
démontrant que les sous-populations exprimant ce(s) biomarqueur(s) répondent mieux au
traitement,

> Soit on ne dispose pas d’un biomarqueur totalement validé.

Essai clinique controlé randomisé

+ Essai clinique conventionnel Evaluation du Critére d’évaluation clinique principal et

Données de référence des critéres d’évaluation cliniques secondaires

|
! Essai clinique adaptatif utilisant un biomarqueur
|
|

v oui Stratification des sujets en fonction Dispose-t-on d’éléments Oui
Y a-t-il un biomarqueur P du statut du biomarqueur puis en antérieurs validant le lien
(composite) et la fonction du traitement recu entre le biomarqueur et I'effet  |Non
méthode de dosage thérapeutique au traitement?
associée disponible au Non Analyse statistique prospective
moment de débuter additionnelle pour évaluer I'effet

A 4

I’essai clinique? thérapeutique chez les patients
exprimant ou pas le biomarqueur

Figure 20: Arbre décisionnel de I'utilisation d’un biomarqueur dans un essai clinique adaptatif. D’aprés [66].
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a. Essais cliniques adaptatifs par enrichissement de la population suite a
I’évaluation du statut d’'un biomarqueur

Ce type d’essai clinique adaptatif n’est possible que si des données scientifiques antérieures a I'essai
clinique adaptatif (conclusion d’un essai clinique réalisé sur une plus faible population, publications...)
démontrent que le bénéfice du nouveau traitement est limité a une sous-population de patients
présentant une caractéristique biologique spécifique reflétée par le biomarqueur.

Dans ce cas, le statut du biomarqueur est évalué chez I'’ensemble des sujets de I'essai clinique mais seuls
les sujets exprimant le biomarqueur seront randomisés dans le groupe de traitement ou dans le groupe
comparateur (Figure 21). Cela correspond a une méthode d’enrichissement de la population de I'essai
cliniqgue mais tous les essais cliniques usant d’une méthode d’enrichissement de population par
I’évaluation d’un biomarqueur ne sont pas pour autant des essais cliniques adaptatifs. En effet, pour des
raisons techniques ou logistiques, il peut ne pas étre possible de réaliser une analyse intermédiaire du
statut du biomarqueur en cours d’étude. Dans ce cas, il ne s’agit pas d’un essai adaptatif puisque
I’ensemble des sujets sont randomisés, qu’ils expriment ou non le biomarqueur, bien qu’a la fin de
I’essai clinique les données entre les différents groupes soient comparées. Si plusieurs nouvelles
thérapeutiques sont développées en paralléle pour traiter une méme pathologie, leurs bénéfices
peuvent étre évalués en parallele qu’elles disposent toutes ou non d’un biomarqueur associé, et
comparés dans un essai clinique adaptatif a groupes multiples par enrichissement de la population.
L'intérét du caractére adaptatif de I'essai clinique est ici un engagement moindre de ressources
nécessaires a la réalisation de I'essai clinique grace a I’exclusion des sujets n’exprimant pas le
biomarqueur. La limite possible de ce type d’essai clinique adaptatif est que la méthode
d’enrichissement ne participe pas a la validation du biomarqueur. Il est donc absolument nécessaire de
s’assurer que le biomarqueur utilisé a été correctement validé au préalable, ces essais cliniques
adaptatifs n"apportant aucune indication sur |'efficacité pour la sous-population n’exprimant pas le
biomarqueur [65].

Traitement en cours évaluation Analyse des
? critéres
Biomarqueur + d’évaluation
Analyse intermédiaire : Comparateur laire et llaire
évaluation du statut du -

biomarqueur

¢ Biomarqueur - [—— ><

Figure 21: Plan expérimental possible d’essai clinique adaptatif par enrichissement de la population suite a

I’évaluation du statut d’un biomarqueur. D’apres [65].
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b. Essais cliniques adaptatifs utilisant un biomarqueur pour lequel on ne
possede pas d’éléments scientifiques démontrant que les sous-
populations exprimant ce(s) biomarqueur(s) répondent mieux au
traitement

Contrairement a la situation décrite précédemment, dans le cas ou I'on ne possede pas suffisamment
d’éléments scientifiques démontrant que les sous-populations exprimant ce biomarqueur répondent
mieux au traitement, I'adaptation ne porte pas sur la randomisation de |'essai clinique : tous les sujets
de I'étude sont randomisés, quel que soit leur état pour le biomarqueur. Il existe plusieurs options de
modifications éventuelles pouvant étre mises en place pour I'essai clinique adaptatif dans cette
situation, selon le degré de confiance accordé au biomarqueur pour identifier des sous-populations
davantage susceptibles de répondre au traitement. Dans tous les cas, au moment de débuter I'étude,
I’ensemble des sujets inclus sont randomisés, préférablement stratifiés en premier lieu selon leur statut
pour le biomarqueur afin d’assurer un équilibre entre la sous-population exprimant le biomarqueur et la
population n’exprimant pas le biomarqueur. L’analyse intermédiaire concerne une ou plusieurs sous-
populations séparément dans le but de ne poursuivre la deuxiéme phase de I'essai clinique que dans les
groupes pour lesquels I'hypothese de présence ou d’absence d’un effet thérapeutique demeure non
résolue. Cela permet ainsi de redistribuer les ressources allouées vers les groupes poursuivant |'essai
clinique lors de la deuxieme phase.

Différentes analyses intermédiaires sont possibles : analyse du profil de sécurité dans la sous-population
de patients n’exprimant pas le biomarqueur, évaluation de |'effet du traitement dans la sous-population
de patients exprimant le biomarqueur, évaluation du besoin d’augmenter la taille de la sous-population
de patients exprimant le biomarqueur... Pour cette catégorie d’essais cliniques adaptatifs, il faut noter
que I'hypothése principale a étudier tout au long de I'étude est la présence ou I'absence d’effet
thérapeutique pour les différents groupes de patients ; la comparaison des effets thérapeutiques entre
les patients exprimant le biomarqueur et les patients n’exprimant pas le biomarqueur est un objectif
secondaire. Un exemple intéressant d’utilisation d’un essai clinique adaptatif pour lequel on ne possede
pas de suffisamment d’éléments scientifiques démontrant que les sous-populations exprimant ce
biomarqueur répondent mieux au traitement est I'essai clinique IPSY-2 que nous rapporterons dans la
partie VI «<Exemples d’illustration » [65, 66].

Un des risques encourus et soulignés par les autorités de santé avec I'utilisation d’un biomarqueur dans
un essai clinique adaptatif, qu’il s’agisse d’un biomarqueur dont on possede ou non des éléments
démontrant que le bénéfice potentiel de la nouvelle thérapeutique est limité a une sous-population de
patients, est le risque d’introduire un biais statistique. Ce biais statistique possible trouve son origine
dans I'analyse intermédiaire ajoutée au protocole, que cette analyse soit I'évaluation du statut d’un
biomarqueur ou celle d’un critere d’évaluation clinique intermédiaire. Il est d( a la corrélation plus ou
moins importante existant entre le biomarqueur et le critere d’évaluation clinique final. En
conséquence, cette source de biais potentielle doit étre anticipée lors de la préparation du protocole, en
y introduisant des mesures appropriées de contréle du risque de premiere espéce. [63]

c. Essai clinique adaptatif utilisant un biomarqueur non totalement validé

Lors du développement de nouvelles molécules chimiques ou biologiques, le biomarqueur que I'on
souhaiterait utiliser pour déterminer une sous-population de patients peut ne pas étre disponible au
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moment de la préparation de I'essai clinique. L'évaluation de I'effet thérapeutique de la nouvelle
molécule chimique ou biologique combinée a la validation d’'un biomarqueur dans un méme essai
clinique, aussi dénommeée validation , est complexe a réaliser techniquement et fortement déconseillée
par les Autorités de santé, surtout s’il s’agit d’une étude pivot du programme de développement.
Cependant, les essais cliniques adaptatifs utilisant des biomarqueurs pourraient permettre d’intégrer la
validation d’un biomarqueur destiné a identifier une sous-population répondant au traitement a un
essai clinique adaptatif de phase Il pour lequel I'effet thérapeutique pourrait toujours étre détecté, s'il
existe. A I’heure actuelle, on ne dispose pas d’exemple concret de tels essais cliniques adaptatifs
utilisant un biomarqueur non totalement validé. Néanmoins certains modeles d’essais cliniques
adaptatifs remplissant ces criteres ont été proposés dans des publications scientifiques. Des simulations
de ces modeles avec des biomarqueurs déja qualifiés ont été réalisés afin de vérifier la crédibilité de ces
propositions et se sont révélées concluantes : la capacité du test statistique a déceler un effet
thérapeutique dans la population générale n’est pas compromise. D’autre part, il semblerait que
certains des modeles décrits puissent étre appliqués a des biomarqueurs composites ayant plusieurs
valeurs seuils, mais les simulations ne sont pas encore finalisées pour cette derniére configuration [65,
67].

Un des modeles proposés consiste a introduire une seconde hypothése statistique dans le cas ou le
premier test statistique ayant valeur d’analyse intermédiaire ne serait pas concluant. Dans un essai
clinique pivot conventionnel, le test statistique cherche a rejeter une hypotheése nulle, dénommeée HO :
le traitement n’a pas d’effet sur le critere d’évaluation clinique principal. C’'est 'opposé de I'hypothese
alternative H1 : le traitement a un effet sur le critere d’évaluation clinique principal. Cette hypothése
nulle est étudiée selon un risque de premiére espéce a. Dans ce modéle d’essai clinique adaptatif
utilisant un biomarqueur non totalement validé, comme pour la catégorie d’essais cliniques adaptatifs
précédente, 'ensemble des patients est randomisé et stratifié selon leur statut pour le biomarqueur et
selon le traitement regu (traitement expérimental ou traitement comparateur/placebo). La seconde
hypothese alternative H2 introduite dans ce modele est : le traitement a un effet sur le critere
d’évaluation clinique principal pour une sous-population de patients identifiés par une valeur du
biomarqueur supérieure ou égale a la valeur seuil x. Ainsi, si lors de I'analyse intermédiaire, le test
statistique évaluant I'effet thérapeutique dans la population générale ne peut pas rejeter I’hypothése
nulle HO a un risque de premiere espece al, un algorithme est utilisé pour étudier I'effet du traitement
dans une sous-population définie par une valeur du biomarqueur supérieure ou égale a x a un risque de
premiere espece a2. Le but de I'algorithme décisionnel est de définir la valeur seuil x du biomarqueur
utilisée pour étudier la seconde hypothese, ce qui constitue la principale difficulté de ce modeéle. Ce
modele a été construit pour respecter le principe de maitrise du risque de premiere espéce. Ainsi, il
utilise un risque de premiere espéce al pour le premier test statistique et éventuellement un risque de
premiere espece a2 pour le second test statistique tels que : a2 = a - al. Les concepteurs de ce modele
recommandent une valeur de al proche de 80% de la valeur de a et une valeur de a2 proche de 20% de
la valeur de a [67].

L’objectif de cette approche des essais cliniques adaptatifs utilisant un biomarqueur non totalement
validé est |a aussi un gain de temps du développement et des ressources engagées. En effet, la nécessité
d’attendre la finalisation du processus de qualification d’un biomarqueur avant de pouvoir débuter les
essais cliniques de phase Il ayant recours a ce biomarqueur peut étre chronophage. Dans le cas du
développement de lapatinib par exemple, dont I'indication est restreinte aux patientes atteintes de
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cancer du sein avec surexpression des récepteurs HER2 (ErbB2), 3 essais cliniques séparés ont été
nécessaires. Une premier essai clinique dans une population de patientes atteintes de cancer du sein ne
montrait pas de différence significative entre les patientes ayant recu lapatinib et celles ne I'ayant pas
recu. Néanmoins, une analyse a posteriori a mis en évidence une différence en faveur des patientes
surexprimant le récepteur HER2. Un autre essai clinique exploratoire a permis de valider la capacité du
biomarqueur utilisé a détecter les patientes présentant le récepteur HER2. Enfin, un dernier essai
clinique confirmatoire a démontré une différence significative de la survie moyenne chez les patientes
surexprimant le récepteur HER2. Appliquée au dévelopement de lapatinib, I'approche des essais
cliniques adaptatifs utilisant un biomarqueur non totalement validé aurait pu éventuellement permettre
de condenser les deux premiers essais cliniques en un seul essai clinique adaptatif [67].
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VII. Exemples d’illustration : biomarqueurs utilisés au cours
d’essais cliniques

1. Illustration du potentiel des biomarqueurs a réduire le taux d’échec
des essais cliniques : bucindolol

De par leur capacité a identifier les patients bénéficiant le plus des effets bénéfiques d’un médicament,
les biomarqueurs pourraient permettre de réduire les taux d’échecs des programmes de
développement, voire de redonner une chance a des composés chimiques ou biologiques dont le
développement avait été interrompu. Le bucindolol est un exemple encore non concluant a ce jour mais
qui illustre cette capacité potentielle des biomarqueurs. Cette molécule est un représentant de la classe
des béta-bloquants. Les béta-bloquants inhibent l'action des médiateurs du systéme adrénergique, tels
que l'adrénaline par antagonisme compétitif, dans la prévention de I'insuffisance cardiaque. [14]

A la fin des années 1990, le développement de bucindolol avait été interrompu. En effet, lors de
différents essais cliniques, notamment I'essai clinique BEST, d’autres beta-bloquants avaient un effet
supérieur au bucindolol pour réduire la mortalité chez les patients atteints d’insuffisance cardiaque.
L’essai clinique BEST («Beta-Blocker Evaluation of Survival Trial”) avait été mis en place pour évaluer la
capacité de bucindolol a réduire la mortalité chez 10 000 patients atteints d’insuffisance cardiaque
sévere par rapport au placebo. Cet essai clinique a été interrompu prématurément alors que seuls 2960
patients avaient été randomisés, du fait de I'absence de différence significative en faveur du
bétabloquant sur la taux de mortalité toutes causes confondues (30% pour le groupe bucindolol et 33%
pour le groupe placebo). Concernant les critéres d’évaluation secondaires, une réduction significative
des déces cardiovasculaires et des hospitalisations pour insuffisance cardiaque avait cependant été
constatée [14, 82].

Malgré ces résultats, certains investigateurs de I'étude BEST restaient convaincus que certains patients
atteints d’insuffisance cardiaque sévére avaient tiré un bénéfice substantiel du traitement par
bucindolol, et méme supérieur a celui qui pourrait étre obtenu par d’autres béta-bloquants. Or, dans un
objectif exploratoire, I'essai clinique BEST prévoyait de receuillir des échantillons sanguins afin de
disposer de I’ADN de chaque participant. A partir de ces échantillons, ils a été possible d’identifier a
posteriori des variations génétiques chez les patients répondeurs au bucindolol par rapport aux patients
non répondeurs. Les genes identifiés constituaient alors des biomarqueurs pharmacogénomiques. Les
promoteurs de BEST ont ensuite cherché a mettre au point un test génétique permettant d’évaluer le
profil génoique des biomarqueurs pharmacogéniques identifiés. Le but était de restreindre I'indication a
la sous-population de patients présentant ce profil génétique favorable, permettant de bénéficier d’un
effet thérapeutique significatif. Une étude clinique supplémentaire démontrait une diminution du risque
de mortalité toutes causes confondues de 48% aprés deux années de traitement dans une sous-
population de patients au profil génétique favorable ayant recu du bucindolol comparativement a des
patients traités par d’autres béta-bloquants et une diminution de 44% des hospitalisations pour
insuffisance cardiaque. Ces différences significatives n’étaient pas retrouvées chez les patients ayant un
profil différent des biomarqueurs pharmacogénomiques identifiés [82, 83].

Sur la base de ces données issues d’une analyse a posteriori de I'essai clinique BEST, une demande
d’autorisation de mise sur le marché (NDA) avait été déposé aupres des autorités américaines en
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septembre 2008. Cependant, cette demande a été rejetée en juin 2009, la FDA considérant que les
données fournies n’étaient pas suffisantes pour justifier d’'un bénéfice dans cette sous-population
définie par les biomarqueurs génomiques et que des données cliniques supplémentaires devaient étre
fournies.

2. Illustration de l'intégration des biomarqueurs dans les phases
précoces du développement clinique : essai clinique de Phase I de
recherche de la dose maximale tolérée par escalade de doses pour
PLX4032 dans le traitement du mélanome malin métastatique.

a. Introduction

Comparé aux progres significatifs réalisés dans le domaine de I'oncologie en général, avec I'introduction
des chimiothérapies cytotoxiques et des thérapies ciblées notamment, le traitement des mélanomes
malins métastatiques a peu évolué au cours des deux derniéres décennies. Hors geste chirurgical, les
trois seuls traitements autorisés par les autorités de santé avec une indication dans le traitement des
mélanomes malins métastatiques sont la dacarbazine (Deticene®), les interférons alpha-2a et alpha-2b
(RoferonA®, IntronA®) apres intervention chirurgicale et uniquement aux Etats-Unis l'interleukine-2 a
haute dose (Proleukin®). Pour chacun de ces traitements, le taux des répondeurs est estimé entre 10%
et 20% et le taux de rémission compléte est encore plus faible. Ainsi, au cours d’essais cliniques, la
survie moyenne de patients atteints de mélanome malin métastatique et traités par dacarbazine était
de 8 mois [72, 73].

Physiologiquement, I'oncogene Raf intervient par la protéine enzymatique RAF dans la voie de
transduction des MAP kinases ("Mitogen-Activated Protein kinases") qui a pour but de transmettre le
stimulus mitogéne recu au niveau des récepteurs de facteur de croissance extracellulaires (figure 22).
Différentes isoformes de RAF sont exprimées dont RAF1, la plus fréquente, et BRAF. Des études
épidémiologiques chez des patientes atteintes de mélanomes malins métastatiques ont démontré que
la prévalence des mutations du gene codant RAF1 est faible tandis que la prévalence des mutations du
gene codant BRAF est en moyenne de 50% (de 30% a 70% selon les études) [90-92]. Une corrélation
inverse entre I'age des patients atteints de mélanomes malins métastatiques et la présence de
mutations du gene codant BRAF a été démontrée. D’autres études ont démontré que la prévalence de la
mutation du gene codant BRAF est de 7% pour les patients atteints de cancer, quel que soit le type de
cancer [72]. Ces études épidémiologique suggerent ainsi un réle potentiel des mutations du gene codant
BRAF dans les mécanismes physiopathologiques de survenue de cancer, en particulier pour les
mélanomes malins métastatiques. Le gene BRAF est exprimé essentiellement dans les tissus neuronaux,
les mélanocytes et les cellules hématopoiétiques. La protéine kinase BRAF est une sérine-thréonine
kinase dont I"'unique substrat connu est le MAP kinase-kinase (MEK) qui appartient également a la voie
de transduction des MAP kinases [72].
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Figure 22: Schématisation de la voie de transduction des MAP kinases. D'apreés [72].
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Parmi les différentes mutations possibles du géne codant BRAF, la mutation BRAF qui correspond au

remplacement d’un acide glutamique (E) par une valine (V) a la position 600 de la séquence aminée est

VEOOEBRAF, comme la

la plus fréquente : elle correspond a 97,3% des mutations de BRAF. La mutation
plupart des autres mutations minoritaires, provoque une hyperactivité de la kinase BRAF et, en
conséquence, une hyperactivation de la voie de transduction des MAP kinases et une prolifération
cellulaire anormalement élevée a I'origine des mécanismes de cancérogénese, avec notamment la
transformation de cellules indifférenciées en fibroblastes aboutissant a un mélanome. "***BRAF semble
donc constituer une cible thérapeutique d’intérét dans le traitement du mélanome malin métastatique

[72].

b. Présentation de PLX4032

Parmi les molécules disponibles, le sorafenib (Nexavar®) indiqué dans le traitement des carcinomes

V600E

rénaux et hépatocellulaires était le plus suceptible de cibler BRAF grace a sa propriété d’inihiber les

kinases RAF. Cependant, il a été développé pour cibler I'isoforme RAF1>. Son activité est au moins dix

V600E

fois moindre et donc insuffisante pour cibler BRAF. Il a donc été nécessaire de synthétiser des

VOOOEBRAF & partir de sa structure microscristaline afin qu’ils
VE0OEBRAF. PLX4032 est un des représentants de cette

classe de molécules synthétisées dans le but d’inhiber spécifiquement I'activité de Y****BRAF chez les

inhibiteurs de haute affinité de la kinase
puissent interagir avec la conformation activée de

patients atteints de mélanomes malins métastasiques. Les études pré-cliniques ont démontré in vitro la

VE0EBR AF 2 des concentrations nanomolaires,

capacité de PLX4032 a inhiber I'activité kinase de
supprimant la transduction du signal issu des facteurs de croissance par la voie des MAP kinases et
provoquant I'arrét de la prolifération cellulaire anormale des cellules porteuses de la mutation V600E du
géne BRAF. In vivo, 'administration par voie orale de PLX4032 a des souris immunodéprimées

auxquelles avaient été transplantées des tumeurs mélanocytaires humaines a conduit a l'inhibition de la
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croissance de ces tumeurs, voire méme a une régression de la taille de ces tumeurs a des doses plus
élevées. Ces effets n’ont pas été constatés chez les souris auxquelles avaient été transplantées des
tumeurs mélanocytaires humaines ne portant pas la mutation Y***BRAF [71-73].

c. Essai clinique de phase I de recherche de la dose maximale tolérée par
escalade de doses pour PLX4032 chez des patients atteints de
mélanome malin métastatique

L'objectif des essais cliniques de phase | est de déterminer la dose thérapeutique recommandée pour
poursuivre en phase Il, en définissant la Dose Maximale Tolérée (DMT). La dose initiale a administrer est
établie a partir des données pré-cliniques, en y appliquant une marge de sécurité suffisante. La dose
administrée aux différentes cohortes est ensuite augmentée par paliers, une fois I'absence de toxicité
majeure d’un palier affirmée. La DMT correspond au palier de la dose le plus élevé sans toxicité
limitante, c’est-a-dire au palier de la dose auquel pas plus d’un patient a présenté un effet indésirable
majeur da a la prise du traitement. Pour PLX4032, I'essai clinique de Phase | avait ainsi comme objectifs
de déterminer les caractéristiques de sécurité et les caractéristiques pharmacocinétiques du traitement
administré selon un protocole bi-quotidien, de déterminer la DMT (correspondant a la dose
recommandée pour la phase ll) ; puis, dans une extension de I'essai clinique, de déterminer le taux de

V600E

patients répondeurs et la durée de la réponse chez les patients porteurs de BRAF et recevant la dose

recommandée pour la phase Il [73].

Les sujets inclus dans cet essai clinique de phase | étaient des patients adultes porteurs d’'une tumeur
solide confirmée histologiquement et réfractaires a I'ensemble des autres thérapeutiques disponibles
ou sans autre thérapeutique. Lors de la phase d’escalade de doses, les patients étaient inclus qu’ils

VeOOEBRAF, avec pour critere d’évaluation clinique principal :

soient porteurs ou non de la mutation
I’évaluation de la sécurité du traitement. L’évaluation de la sécurité du traitement reposait sur un
examen physique, un ECG et diverses analyses médicales (sanguines et urinaires) aux jours 0, 8, 15 et 30
puis tous les mois, en plus du report en continu des effets indésirables. Lors de la phase d’extension de
I’essai clinique, seuls les patients atteints de mélanomes malins métastatiques porteurs de la mutation
VeOOEBRAF étaient inclus. Le critére d’évaluation principal était le taux de répondeurs au traitement. Pour

s’assurer de la présence de la mutation Y***BRAF, la PCR a été utilisée [73].

55 patients dont 49 atteints de mélanome malin métastatique ont été inclus dans la phase d’escalade de
doses. A l'issue de cette phase, la DMT de PLX4032 identifiée, correspondant a la dose recommandée
pour la phase Il, était de 960 mg par voie orale administrée deux fois par jour. Les manifestations de
toxicité limitante pour les doses supérieures consistaient en des éruptions cutanées de grade 2 ou 3, de
la fatigue et des arthralgies. Pour évaluer la réponse au traitement, une tomographie assistée par
ordinateur était réalisée toutes les 8 semaines pour chaque patient et les criteres RECIST (Response
Evaluation Criteria in Solid Tumor) étaient appliqués aux images obtenues pour déterminer la présence
ou non d’une réponse au traitement. Une rémission compléte était définie comme une disparition
compléte de toutes les Iésions ciblées et une réponse partielle par une diminution d’au moins 30% du
plus grand diametre de chaque lésion ciblée. Lors de cette phase d’escalade de doses, parmi les 49
patients atteints d’'un mélanome malin métastatique, 16 patients étaient porteurs de la mutation
VeOEBRAF et ont recu une dose de PLX4032 supérieure ou égale & 240 mg deux fois par jour : 10 de ces
patients ont eu une réponse partielle au traitement et 1 patient a présenté une rémission compléte.
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Lors de la phase d’extension de I'essai clinique, parmi les 32 patients inclus, 24 ont présenté une
réponse partielle au traitement et 2 une rémission compléte. La durée moyenne de survie sans
progression de I'ensemble des patients ayant présenté une réponse au traitement était de 7 mois [73].

Suite a cette essai clinique de phase |, le développement de PLX4032 s’est poursuivi. Un essai clinique
pivot de phase Il (BRIM3) utilisant PLX4032 a la dose recommandée de 960 mg administrée par voie
orale deux fois par jour a été mis en place pour comparer |'efficacité de PLX4032 a I'efficacité de la
dacarbazine en premier traitement. Pour cet essai clinique pivot de phase lll, I'inclusion du premier
patient atteint de mélanome malin métastatique (FPFV) a eu lieu le 8 janvier 2010. En paralléle, un essai
clinique de phase Il a été initié des septembre 2009 afin d’évaluer I'effet thérapeutique de PLX4032 chez
100 patients atteints de mélanome malin métastatique malgré le recours a un autre traitement
antérieurement [75].

d. Intérét des biomarqueurs lors de I’essai clinique de phase I de
recherche de la dose maximale tolérée par escalade de doses pour
PLX4032

En plus des parametres de sécurité et d’efficacité décrits ci-dessus, divers biomarqueurs de
pharmacodynamie ont été mesurés durant I’essai clinique. Ainsi, I'ensemble des sujets admis dans cet
essai clinique ont été soumis aux jours 0 et 15 a une tomographie par émission de positons au 2-fluoro-
2-deoxy-D-glucose marqué au fluor 18 (FDG-PET) et une biopsie tumorale. Ces biopsies tumorales
étaient utilisées pour doser la présence de protéines kinases ERK, I'antigéne Ki-67 et la cycline D1 par
méthode immunohistochimique. Ces biomarqueurs ne sont pas des biomarqueurs qualifiés dans le
contexte de suivi des mélanomes malins [73].

Les biomarqueurs de pharmacodynamie sont utilisés dans les phases précoces du développement, en
particulier lors des essais cliniques de phase |, afin de confirmer I’activité biologique de la thérapeutique
en cours de développement (atteinte de la cible, et/ou activité fonctionnelle, et/ou efficacité
thérapeutique). lls sont utilisés pour contribuer a répondre aux questions : est-ce que la molécule a
atteint sa cible ?, est-ce que le processus physiopathologique a été modifié ? est-ce que les parameétres
cliniques/symptdmes ont été améliorés ? Ces biomarqueurs de pharmacodynamie sont généralement
analysés dans leur capacité a évoluer proportionnellement a la dose administrée, qu’il s’agisse d’'une
augmentation ou d’une diminution. Ils peuvent ainsi permettre une modélisation détaillée du
mécanisme d’action du traitement en cours de développement. Ainsi, les biomarqueurs de
pharmacodynamie sont une aide pour approfondir la connaissance du mécanisme d’action moléculaire
de la thérapeutique en cours de développement dans le but d’optimiser les décisions du choix de
protocole(s) et de dose(s) utilisés lors de la phase Il [74].

Dans le cas de PLX4032, la tomographie par émission de positons au 18F-fluorodésoxyglucose est une
technique d’imagerie médicale qui permet d’examiner, par un examen unique, I'ensemble du corps.
Cette propriété est intéressante pour le suivi des mélanomes malins métastatiques dont la distribution
des métastases est aléatoire dans le corps. Grace a I'activité métabolique glucidique élevée des
mélanomes malins, la FDG-TEP permet une bonne discrimination entre tissu tumoral et tissus normaux
ainsi qu’une résolution spatiale satisfaisante. Elle a une grande sensibilité pour déceler les métastases
asymptomatiques et différencier un tissu cicatriciel d'une rechute. Ce biomarqueur de
pharmacodynamie semble donc compléter de facon efficace la tomographie assistée par ordinateur
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dans le suivi de I'évolution des mélanomes chez les patients traités au PLX4032 lors de cet essai clinique
[73].

L'antigéne Ki-67 est une protéine nucléaire exprimée par les cellules prolifératives en phase de division
active (phase G1, S, G2 et M) aussi bien pour les cellules tumorales que pour les cellules non tumorales.
L’antigéne Ki-67 n’est pas exprimé dans les cellules différenciées ou en phase de quiescence (phase GO0).
Sa fonction précise n'est pas connue. Elle participerait au maintien du pouvoir prolifératif ou au contréle
du cycle cellulaire. L’antigene Ki-67 peut étre détecté par I'utilisation d’anticorps Ki-67 dans des
techniques d'immunohistochimie et d’'immunofluorescence. En pratique I'index de marquage par le Ki-
67 représente le pourcentage de noyaux colorés par I'anticorps Ki-67 [73].

La cycline D1 est une protéine qui permet a la cellule de passer le point de restriction R du cycle
cellulaire, ce qui correspond a I'entrée dans le cycle cellulaire. Or, plus I'entrée d'une cellule dans le
cycle cellulaire est favorisée, plus sa prolifération est favorisée. En outre, une augmentation du niveau
d’expression de la cycline D1 par des mutations géniques pourrait contribuer au mécanisme de
résistance des mélanomes malins métastatiques réfractaires aux thérapies ciblées inhibitrices de BRAF.

Le suivi de ces deux biomarqueurs de pharmacodynamie (I’antigene Ki-67 et la cycline D1) est donc
intéressant pour déceler les tissus continuant de présenter des taux de prolifération cellulaire important
malgré 'administration de PLX4032 et d’explorer un mécanisme éventuel de résistance au traitement
[73].

La protéine kinase ERK (« Extracellular signal-Regulated Kinase »), dont il existe en réalité deux
isoformes (ERK1 et ERK2), est le dernier intermédiaire dans la voie de transduction des MAP kinases a
laquelle appartient BRAF. Il y a donc en principe un lien entre I'activité inhibitrice exercée par PLX4032

V600E
r

su BRAF et les répercussions sur la protéine ERK [73].

A l'issue de I'essai clinique, les concentrations des trois biomarqueurs de pharmacodynamie (protéines
kinases ERK, antigene Ki-67 et cycline D1) ont diminué dans les tissus tumoraux biopsiés au jour 15 par
rapport aux tissus tumoraux biopsiés au jour 0 de I'essai clinique (Figure 23). De la méme maniére, une
diminution de la fixation de fluorodéoxyglucose au cours du temps a été observée par tomographie par
émission de positons (Figure 23). Grace aux biomarqueurs de pharmacodynamie, ces observations ont

VEOOEBRAF était une cible thérapeutique valable dans le traitement des mélanomes

donc confirmé que
malins métastatiques et que PLX4032 agit sur cette cible en inhibant la voie de transduction des MAP
kinases, ce qui conduit a une diminution de la concentration de la cycline D1 et de la prolifération

cellulaire [73-74].
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Figure 23: Evaluation des biomarqueurs de pharmacodynamie lors de I’essai clinique de phase | de recherche de
la DMT par escalade de dose pour PLX4032. Adapté de [73].

3. Illustration d’un essai clinique adaptatif utilisant des
biomarqueurs : I'essai clinique I-SPY 2

a. Présentation et objectifs

L’essai clinique I-SPY 2 (“Investigation of serial studies to predict your therapeutic response with imaging
and molecular analysis 2”) est une étude ayant pour objectif d’identifier les nouvelles substances
chimiques ou biologiques les plus prometteuses en médecine personnalisée pour le traitement du
cancer du sein chez les patientes les plus a risque de développer un cancer du sein agressif, a
progression rapide. Au cours des vingt derniéres années, de réels progrés ont été réalisés dans la
détection et la prise en charge du cancer du sein. Ainsi, grace aux améliorations des traitements

adjuvants, les femmes diagnostiquées en stade | ou stade Il ont désormais un bon pronostic vital et un
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risque moindre de récidive. Mais 10% a 15% des nouveaux cas de cancer du sein sont des cancers du
sein non métastatique a un état avancé pour lesquels le pronostic est plus réservé et le nombre
d’options thérapeutiques reste limité. Les recherches fondamentales ont permis de démontrer au cours
des dernieres années que le cancer du sein n’est pas une maladie dont le mécanisme
physiopathologique est unique. Il existe donc un besoin d’améliorer I'adaptation du traitement aux
différentes sous-populations de patientes atteintes de cancer du sein, notamment ces patientes ayant
un risque élevé de développer un cancer du sein a progression rapide. Cependant, la plupart des essais
cliniques de phase Il ou de phase Il actuels sont destinés a évaluer de nouvelles substances chimiques
ou biologiques dans la population générale des patientes atteintes de cancer du sein métastatique. C'est
la sous-population majeure de patientes atteintes de cancer du sein, donc la plus ciblée par les
promoteurs. Cette démarche ne tient pas assez compte de la disparité des mécanismes moléculaires
physiopathologiques impliqués dans le développement du cancer du sein [69].

Cet essai clinique I-SPY 2 est un essai clinique adaptatif de phase Il utilisant des biomarqueurs. C'est un
essai clinique d’efficacité destiné a évaluer I'effet thérapeutique d’une série de nouveaux traitements de
chimiothérapie néoadjuvante en fonction du taux de rémission clinique compléte chez des femmes
atteintes de cancer du sein non métastatique de taille tres étendue (>3cm dans sa plus grande
dimension). Son promoteur est le « Biomarker consortium », un partenariat public-privé associant la
FDA, le National Institutes of Health américain et une vingtaine de compagnies pharmaceutiques. Cet
essai clinique a commencé en mars 2010 et doit durer 5 ans. Son co(t est estimé a 26 millions de dollars
US. Il se déroule uniqguement dans des centres cliniques américains. Avant sa mise en route, cet essai
clinigue adaptatif utilisant des biomarqueurs a regu une autorisation quelque peu particuliére de la part
de la FDA. En effet, habituellement aux Etats-Unis, le promoteur regoit une autorisation pour son
dossier de développement (IND, « Investigational New Drug ») qui incorpore tous les protocoles d’essais
cliniques d’une substance chimique ou biologique définie. Or, dans le cadre d’I-SPY 2, différentes
substances chimiques ou biologiques nouvelles vont étre étudiées ; toutes ont déja un IND ouvert suite
a des études préalables de Phase | avec un promoteur différent de celui de I'’étude I-SPY 2. La FDA a
alors émis une autorisation pour un dossier de développement global (« Global Investigational New
Drug ») [69-70].

b. Place et apport des biomarqueurs dans I'essai clinique I-SPY 2

Alors que les biomarqueurs permettraient de mieux maitriser les différents aspects du développement
de nouvelles thérapies en oncologie, faire aboutir la qualification de ces biomarqueurs pour les intégrer
a temps au développement d’une nouvelle substance chimique ou biologique se révele excessivement
difficile en pratique. L'essai clinique I-PSY2 se veut innovateur pour tenter de surmonter cet écueil en
tentant a la fois d’identifier de nouvelles substances chimiques ou biologiques aptes a étre essayées
dans des études pivots et de qualifier de nouveaux biomarqueurs au cours d’un méme essai clinique.
Pour ce faire, I-PSY2 integre des représentants des trois classes de biomarqueurs : 1 - des biomarqueurs
qualifiés et les méthodes de dosage associées qui sont utilisés en tant que criteres d’inclusion et de
randomisation de I’essai clinique ; 2 - des biomarqueurs et/ou des méthodes de dosage en cours de
qualification pour lesquels on posséde d’ores et déja des données de validation et I-SPY 2 constitue une
étude clinique confirmatoire et 3 - des biomarqueurs exploratoires. [69]

L’essai clinique I-SPY 2 fait suite a I'essai clinique I-PSY 1 qui avait pour buts de mettre en évidence de
nouveau(x) modele(s) d’évaluation d’agents de chimiothérapie en mettant en relation des parameétres
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cliniques et des paramétres biologiques par des modeles mathématiques et des outils bioinformatiques,
ainsi que de développer ou améliorer les normes pour le recueil d’échantillons et le traitement des
données associées a ces techniques. Cet essai clinique a ainsi permis de mettre en évidence un certain
nombre de biomarqueurs qui sont réutilisés dans I-SPY 2, notamment de confirmer I'intérét de
I'imagerie a résonance magnétique (IRM) en tant que biomarqueur de réponse au traitement par
I’évaluation du changement de volume de la tumeur.

Dans I'essai clinique I-SPY 2, les biomarqueurs sont des outils indispensables pour atteindre I'un des
objectifs définis : personnaliser et adapter les protocoles des traitements de chimiothérapie en cours de
développement. Pour ce faire, un profil d’expression de biomarqueurs est établi pour chaque patiente
incluse dans I'essai clinique. Ce profil d’expression correspond a I'état de la patiente pour sept
biomarqueurs différents prédéfinis, ce qui correspond a 256 profils d’expression de biomarqueurs
différents possibles. Un grand nombre de ces profils d’expression de biomarqueurs devrait avoir un
faible intérét clinique du fait de leur faible prévalence dans la population étudiée et des caractéristiques
de réponse au traitement semblables a la population générale. Cependant, avant méme le début de
I’étude, 14 profils d’expression de ces sept biomarqueurs ont été identifiés comme ayant un intérét
potentiel du fait de leur prévalence supposée importante dans la population de I'étude et/ou
correspondant a des situations de besoin médical non satisfait (ex : patientes ayant un cancer du sein
triple négatif au pronostic extrémement réservé actuellement. Ces femmes ont un profil négatif pour 3
biomarqueurs : surexpression du récepteur des oestrogeénes, surexpression du récepteur de la
progestérone, surexpression du récepteur HER2). L'intérét est ensuite de sélectionner le nouveau
traitement de chimiothérapie le plus adapté a chaque sous-population de patientes caractérisées par
leur profil d’expression des biomarqueurs [65, 69].

L'introduction de biomarqueurs apporte également les bénéfices habituels liés a leur emploi : gain de
temps et de ressources. Combinés au caracteres adaptatif de I'essai clinique, ces effets se trouvent
renforcés pour apporter a I'essai clinique un maximum de flexibilité. En effet, les biomarqueurs ne
seront pas seulement utilisés pour déterminer les sous-populations les plus suceptibles de bénéficier du
traitement en fin d’étude, lors de I'exploitation des données. En cours d’étude, les analyses
intermédiaires seront fondées sur I'évaluation de biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement
afin de moduler le plan expérimental : augmentation ou diminution du nombre de patientes recevant un
traitement en cours de développement, voire retrait d’un traitement en cours de développement de
I’essai clinique pour étre remplacé par un autre traitement également en cours de développement et a
évaluer, modification des rapports de randomisation entre les différents groupes [65, 69].

c. Plan expérimental

Cing nouvelles substances chimiques ou biologiques, développées pour intégrer les protocoles
standards de chimiothérapie néoadjuvante du traitement des cancers du sein non métastatique, ont été
sélectionnées pour débuter I'essai clinique I-SPY 2. Néanmoins, durant le durée de I’essai clinique et
selon son déroulement, jusqu’a douze nouvelles substances chimiques ou biologiques pourront étre
essayées. Les cing premiéres substances chimiques ou biologiques étudiées sont:

e ABT-888 (veliparib), inhibiteur de la Poly ADP ribose polymérase (PARP inhibitor) qui stimule
I'auto-destruction des cellules cancéreuses
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* AMG 655 (conatumumab), un anticorps monoclonal humain dirigé contre le domaine extra-
cellulaire du récepteur TRIAL 2 («Tumor necrosis factor-Related Apoptosis Inducing Ligand »)
également dans le but de stimuler I'auto-destruction des cellules cancéreuses

e AMG 386 inhibiteur de I'angiogenése

e (CP-751,871 (figitumumab), un anticorps monoconal humain dirigé contre le récepteur du
facteur de croissance analogue a l'insuline de type 1 (IGFR-1) dans le but de s’opposer a la
croissance cellulaire de la tumeur

e HKI-272 (neratinib), inhibiteur de tyrosine kinase inhibant I'activité de Her2 et EGFR dans le but
de s’opposer a la croissance cellulaire de la tumeur [70].

Pour étre incluses dans I'essai clinique I-SPY 2, les nouvelles molécules chimiques ou biologiques
candidates devaient avoir déja été testé au moins au cours d’un essai clinique de sécurité de phase | en
association a un taxane (ou en association a un taxane et trastuzumab pour les patientes HER2+) et
présenter un potentiel dans le traitement du cancer du sein non métastatique selon des données
cliniques ou pré-cliniques. Les molécules chimiques ou biologiques candidates ont ensuite été
sélectionnées par un ensemble d’experts. Pour débuter I'essai clinique, ces experts se sont attachés a
retenir un représentant unique par mécanisme d’action pour les cing premieres substances utilisées, en
considérant que les conclusions issues de ces représentants pourront étre extrapolées aux substances
de la méme classe thérapeutique au mécanisme d’action similaire [69].

Les patientes pourront étre incluses dans I'essai clinique I-SPY 2 selon les résultats d’une biopsie initiale
et de leur profil pour certains biomarqueurs qualifiés dans le suivi du cancer du sein : surexpression du
récepteur des oestrogénes (+/-), surexpression du récepteur de la progestérone (+/-), surexpression du
récepteur HER2 (+/-), score au test MammaPrint® (2= + / 1 ou 0= -). Pour chaque patiente admise dans
I’étude, le profil d’expression de sept biomarqueurs, incluant les quatre biomarqueurs qualifiés ci-dessus
mais également trois biomarqueurs en cours de qualification, est déterminé et utilisé pour randomiser
les patientes entre les différents groupes de I'essai clinique. I-SPY 2 comporte 7 groupes : 2 groupes
témoins (un pour les patientes au statut HER2+ et un pour les patientes HER2-) et 5 groupes
expérimentaux intégrant chacun I'un d’un traitement en cours de développement aux protocoles de
chimiothérapie administrés. Le protocole d’I-SPY 2 est configuré de maniére a ce qu’en début d’étude,
les patientes dont le profil d’expression des sept biomarqueurs identiques soient réparties de maniere
équilibrée entre les différents groupes de I'étude. Ce parametre pourra éventuellement évoluer en
cours d’étude en fonction des analyses intermédiaires. Dans chaque groupe, les patientes recoivent un
protocole de chimiothérapie néoadjuvante de 12 cycles hebdomadaires de paclitaxel (et trastuzumab
pour les patientes HER2+) auquel peut étre ajouté I'un des traitements expérimentaux, puis un
protocole de chimiothérapie néoadjuvante de 4 cycles associant doxorubicine et cyclophosphamide
avant I'exérese chirurgicale de la tumeur (figure 24). Chaque groupe intégrera entre 20 et 120 patientes
en fonction du recrutement de I’étude mais aussi en fonction des ajustements de la population prévus
pour un groupe en cours d’étude [69].

Le critere d’évaluation clinique principal a partir duquel seront émises les conclusions pour |-SPY 2 est le
taux de rémission clinique compléte définie par I'absence de Iésion tumorale dans les tissus prélevés au
cours de I'exérese chirurgicale. Les critéres d’évaluation cliniques secondaires sont le taux de survie
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globale et le taux de survie sans récidive pendant une période de suivi de dix ans. Afin d’identifier le plus
efficacement possible les traitements expérimentaux ayant un effet thérapeutique non négligeable dans
une ou plusieurs sous-population de patientes, les données seront analysées en temps réel. Ainsi, les
données sur les criteres d’évaluation clinique des premiéres patientes achevant I’étude seront mises en
relation avec les informations de référence et les informations issues de différents biomarqueurs (IRM
et biopsie aux semaines 0,3,12 et avant exérese chirurgicale) rassemblées en cours d’étude, a I'aide de
modeles mathématiques complexes. D’une part, les rapports de randomisation entre les différents
traitements expérimentaux pourront étre ajustés en fonction de I'analyse de ces données en temps

réel : si un traitement semble plus efficace que les protocoles standards et les autres traitements
expérimentaux pour une sous-population de patientes caractérisée par un profil spécifique d’expression
de biomarqueurs, durant la suite de I'étude les patientes présentant ce profil d’expression de
biomarqueurs seront préférentiellement incluses dans le groupe correspondant a ce traitement. D’autre
part, a un stade intermédiaire de I'étude pré-défini, dans le protocole, le(s) traitement(s) démontrant
une probabilité d’efficacité dans une ou plusieurs sous-population(s), voire dans la population générale
de I'étude, pourra étre promu avec une augmentation du nombre de patientes soumises au traitement,
voire sera arrété dans I’étude I-SPY 2 pour passer en essai clinique Phase IIl. A I'inverse pour le(s)
traitement(s) dont la probabilité de produire un effet thérapeutique sera inférieure a des seuils
statistiques pré-définis pour les différents profils d’expression des biomarqueurs, le nombre nombre de
patientes soumise au traitement sera diminuée ou ce traitement sera exclu de I'étude et remplacé par
un autre traitement expérimental nouveau dans I'étude [69].
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Figure 24: Plan expérimental de I’essai clinique I-PSY 2. Adapté de [69].

4. Illustration du réle des biomarqueurs dans les essais cliniques pivots
de phase IlI et le processus d’enregistrement : 'exemple de la mise
sur le marché de gefitinib (Iressa®) dans le traitement du cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC) en Europe

a. Introduction

Le cancer du poumon est la forme la plus courante de cancer puisque sa prévalence dans le monde est
la plus élevée. Le taux de mortalité par cancer du poumon est le plus élevé parmi I’ensemble des cancers
pour les hommes et c‘est le second taux de mortalité aprés le cancer du sein pour les femmes. Ainsi, en
2006 en Europe, on estimait a 386300 cas, le nombre de nouveaux cas de cancer du poumon
diagnostiqués et a 334800 déces le nombre de décés annuel causés par la maladie [76].

La majorité des cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC) avancés ou métastatiques
continuent a progresser malgré I'administration d’'une chimiothérapie de premiére ligne et le pronostic
reste réservé pour les patients. En I'absence de traitement, la survie moyenne de 4 a 5 mois.

ére e

Actuellement, hormis gefitinib (1 ™ ou 3*™ ligne de traitement), la stratégie thérapeutique du
CBNPC inclut les chimiothérapies a base de sels de platine et de bévacizumab (1% ligne de traitement),
de docétaxel (2°™ ligne de traitement) ou les chimiothérapies a base de docétaxel associé au cisplatine
(1% ligne de traitement), de pemetrexed (1° et 2°™ lignes de traitement) et d’erlotinib (2°™ et 3°™

lignes de traitement) [76].

Le facteur de croissance épidermique (EGF) et son récepteur (EGFR = HER1 = ErbB1]) ont été identifiés
comme étant des facteurs importants dans le processus physiopathologique de la croissance cellulaire
et de la prolifération des cellules normales et cancéreuses (figure 25), notamment dans le
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développement des cancers épithéliaux tel le CBNPC. La mutation activatrice de 'EGFR dans une cellule
cancéreuse est un facteur important dans la croissance de la cellule tumorale par blocage de I'apoptose,
augmentation de la production de facteurs angiogéniques et en facilitant les processus de métastase.
L'inibition de I'activité du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) semble donc étre une
des cibles thérapeutiques possibles pour s’opposer a la progression du CNBPC [77].

Ainsi, au méme titre que I'erlotinib, gefitinib est une petite molécule inhibitrice sélective de la tyrosine
kinase associée au récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR). Elle inhibe la
phosphorylation de la tyrosine par inhibition compétitive avec I’ATP. [77]

0‘ Facteur de croissance
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Figure 25: Voie de transduction du signal du facteur de croissance épidermique. Adapté de [77].

RAS, RAF : Oncogénes ; PI3K, MEK, ERK : Kinases

b. Parcours réglementaire suivi par géfitinib en Europe

Le promoteur avait déposé un premier dossier de demande d’AMM selon la procédure centralisée en
février 2003 aupres de I'EMA pour géfitinib (Iressa®) dans I'indication : « traitement du cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC) localement avancé ou métastatique chez les patients
réfractaires aux chimiothérapies a base de sel de platine et docetaxel ». A ce moment |3, le géfitinib
était déja autorisé pour cette méme indication au Japon depuis juillet 2002. Peu de temps apres le
dépot de ce dossier aupres des autorités européennes, le géfitinib recevait une AMM par la FDA et par
les autorités australiennes (avril-mai 2002). Néanmoins, sans que I'on dispose des détails, le dossier
avait été jugé insuffisant lors de son examen par 'EMA. En conséquence, le promoteur avait retiré sa
demande d’AMM avant de recevoir un avis négatif, en janvier 2005 [76].

Une seconde demande d’AMM pour le géfitinib (Iressa®) était déposée par le promoteur aupres de
I'EMA en mai 2008 avec un intitulé d’indication souhaitée quelque peu modifié : «traitement du cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC) localement avancé ou métastatique chez les adultes aptes a
recevoir une chimiothérapie supplémentaire aprés une premiere chimiothérapie a base de sel de
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platine». Entre temps, le géfitinib avait été mis sur le marché dans 34 autres pays (Canada, Chine,
Nouvelle-Zélande, Russie...) et le promoteur avait sollicité et obtenu des réunions d’avis scientifique
avec I'EMA concernant la partie clinique du dossier en juin 2006 et en octobre 2006. La partie clinique
du second dossier de demande d’AMM comportait alors les résultats d’'une étude pivot de Phase llI
(INTEREST) qui n’était pas incluse dans le premier dossier, en plus des résultats des études déja
présentées dans le premier dossier : IPASS, une étude de Phase Ill pour le géfitinib en tant que premiere
ligne de traitement ; V-15-32 et Istana, deux études de Phase Il et ISTANA, étude de Phase Il de
sécurité. Au terme de cette procédure centralisée ayant comporté une réunion de clarification apres
émission de la liste de questions au jour 120 (« clarification meeting ») et une réunion d’explication
orale apres émission de la liste des questions en suspens au jour 180 (« oral hearing »), le CHMP a
finalement accordé une opinion positive a la mise sur le marché du géfitinib en avril 2009 mais pour une
indication différente de celle qui était requise par le promoteur : «IRESSA est indiqué chez les adultes
dans le traitement du cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) localement avancé ou
métastatique avec mutations activatrices de I'EGFR ». Cette indication finalement validée par le CHMP
était en phase avec la conclusion de I’Avis scientifique de juin 2006 mentionnant « qu’une indication
large et sans restriction serait problématique si le requérant n’était pas en mesure d’apporter des
éléments supplémentaires relatifs au bénéfice clinique apporté dans la population générale des patients
atteints de CBNPC . »

Au cours du paragraphe suivant, nous allons donc revenir en détail sur le programme clinique de Phase
Il mené pour le géfitinib. Nous nous efforcerons de souligner I'importance du

biomarqueur pharmacogénomique : « présence/absence de mutation pour EGFR » dans I'analyse de
I’efficacité thérapeutique au cours de ces essais cliniques ayant abouti a une autorisation de mise sur le
marché restreinte a la sous-population de patients exprimant ce biomarqueur. [76]

c. Description des essais cliniques pivots de Phase III et importance des
biomarqueurs pour ces études pivots

Tel que mentionné précédemment, le dossier d’enregistrement soumis comportait trois essais cliniques
de phase Il (figure 27):

e I'essai clinique IPASS dans le traitement de premiére ligne du cancer bronchique non a petites
cellules (CBNPC)

e les essais cliniques ISEL et INTEREST chez les patients atteints de CBNPC prétraités.

Ces trois essais cliniques étaient soutenus par d’autres essais cliniques de Phase Il et de Phase Ill réalisés
sur des populations plus restreintes (V15-32, SIGN, ISTANA, IDEAL I, IDEAL II).
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Essai Phase | Ligne de Dosage géfitinib | Contréle | Critere | Statut EGFR M
clinique traitement (N) (N) principal | connu (N)
IDEAL I&II | I 2°™ et 3°™ | 250 mg vs 500mg od 424 0 - -
ISEL I 2™ et 3°™ | 250 mg od vs placebo | 1129 563 SG 1,5% (26)
INSTEP I 1% 250 mg od vs placebo | 100 101 - -
INTEREST | IlI 2™ et 3™ | 250 mg od vs 733 733 SG 21,8%(249)
docetaxel 75mg/m2
V-15-32 I 2™ et 3™ | 250 mg od vs 245 244 - -
docetaxel 60mg/m2
SIGN I 2°me 250 mg od vs 71 70 - -
docetaxel 75mg/m”’
ISTANA I 2°me 250 mg od vs 78 83 SSP -
docetaxel 75mg/m”
IPASS 1} 1% 250 mg od vs 609 608 SSP 35,9%(437)
carboplatine/paclitaxel
OPTIMAL | 1Nl 1% 250 mg od vs 159 150 SG 31,1%(96)
gemcitabine/cisplatine

Figure 26: Vue d’ensemble du programme clinique mené pour geftinib dans le traitement du CBNPC. D'apreés
[76, 77].

> Essai clinique IPASS

L’essai clinique IPASS était une étude réalisée dans une population enrichie selon des facteurs
biologiques identifiés lors des essais préalables ISEL et IDEAL comme suceptibles d’améliorer la réponse
au traitement pour les patients traités par le géfitinib : sujets d’origine asiatique, femmes, non fumeurs.
C’était un essai clinique randomisé, ouvert, réalisé dans des centres Asiatiques, comparant IRESSA a
I’association carboplatine/paclitaxel chez des patients atteints d’'un CBNPC localement avancé ou
métastatique (stade lllb ou V) dont I’histologie était de type adénocarcinome, non pré-traités. Dans la
population ITT (N=1217), le gain absolu de la médiane de survie sans progression (SSP) (critére principal)
par le géfitinib était de 0,1 mois par rapport au comparateur (5,8 mois pour le géfitinib et 5,7 mois pour
le comparateur ; HR=0.74, IC95% [0.65-0.85], p<0.0001). Le pourcentage de réponses objectives au
traitement était de 43% dans le groupe géfitinib et de 32% dans le groupe carboplatine associé au
paclitaxel (p=0,0001). Néanmoins, la médiane de survie globale (SG) n’était significativement pas
différente entre les deux groupes (18,6 mois dans le groupe IRESSA et 17,3 mois dans le groupe
comparateur) [76].

L’essai clinique IPASS prévoyait une étude exploratoire pour des biomarqueurs d’intérét. Ainsi, 683
patients parmi les 1217 patients randomisés avaient accepté de fournir un échantillon destiné a une
étude exploratoire de biomarqueurs. Tous les biomarqueurs évalués se rapportaient au récepteur du
facteur de croissance épidermique (EGFR) : évaluation du nombre de copies du géne EGFR par la
technique de fluorescence avec hybridation in situ (FISH) (EGFR FISH), évaluation de la présence de
mutation(s) du géne EGFR par séquencage de I’ADN selon la méthode de Sanger (EGFR M), évaluation
du taux d’expression de la protéine EGFR (EGFR exp). A partir de seuil prédéfini préalablement pour
chacun de ces biomarqueurs, les patients étaient alors classés comme ayant un statut positif ou négatif
pour ces biomarqueurs (EGFR FISH+/EGFR FISH- ; EGFR M+/EGFR M- ; EGFR exp+/EGFR exp-) [76-77].
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Une corrélation significative a alors pu étre mise en évidence entre la réponse au traitement par le
géfitinib et le profil de mutation de 'EGFR pour la survie sans progression. Ainsi, chez les patients ayant
une mutation de 'EGFR (EGFR M+), un gain de 3,2 mois en valeur absolue sur la survie sans progression
a été observé dans le sous-groupe géfitinib par rapport au groupe comparateur (9,5 mois et 6,3 mois ;
HR =0,48, IC95% [0,36-0,64], p <0,0001) alors que chez les patients sans mutation de 'EGFR (EGFR M-),
la survie sans progression a été plus faible que dans le groupe comparateur (1,5 mois et 5,5 mois ; HR =
2,85, 1C95%(2,05-3,98], p <0,0001). Dans une analyse a posteriori, le pourcentage de réponses au
traitement a également été étudié en fonction du profil de mutation de 'EGFR et un constat similaire a
pu étre établi : un pourcentage de réponse (ORR) supérieur chez les patients EGRF M+ traités par le
géfitinib (71,2% et 47,3% ; p=0,0001) et inférieur chez les patients EGRF M- traités par le géfitinib (1,1%
et 23,5% ; p=0,0013). Une corrélation similaire a été observée entre le nombre de copies du gene EGFR
(EGFR FISH) et la réponse au traitement concernant la survie sans progression chez les patients EGFR
FISH+, mais la différence n’était pas statistiquement significative chez les patients EGFR FISH-. Une
analyse a posteriori a alors été mise en place pour étudier s’il y avait un lien entre le profil du
biomarqueur EGFR FISH et le profil au biomarqueur EGFR M: la survie sans progression a été plus forte
dans le groupe géfitinib que dans le groupe comparateur chez les patients EGFR FISH+ et EGFR
M+(HR=0,48, 1C95%[0,34-0,67]) mais elle était significativement plus faible chez les patients EGFR FISH-
et EGFR M+ (HR=3,85, IC95%[2,09-7,09]). Le biomarqueur EGFR FISH n’est donc pas considéré comme
un biomarqueur adéquat pour prédire la réponse du patient au géfitinib. Enfin, aucune corrélation n’a
pu étre démontrée entre le statut du taux d’expression de la protéine EGFR (EGFR exp) et SSP ou ORR: le
biomarqueur EGFR exp n’est donc pas un biomarqueur adéquat pour prédire la réponse du patient au
géfitinib [76].

> Essai clinique INTEREST

L’essai clinique INTEREST était un essai clinique randomisé ouvert de Phase lll, ayant pour but de
comparer Iefficacité du géfitinib (250mg) au docétaxel (75mg/m?®) chez 1466 patients atteints d’un
CBNPC localement avancé ou métastatique et ayant recu préalablement une chimiothérapie a base de
sels de platine. Dans la population générale, le géfitinib a une non-infériorité par rapport au docétaxel
mais aucune différence statistiquement significative n’a été observée entre le géfitinib et le docétaxel
pour la survie globale, la survie sans progression et le taux de réponses objectives. Ainsi, par exemple la
médiane de survie globale était de 7,6 mois pour le groupe le géfitinib et de 8,0 mois pour le groupe
docétaxel (HR=1,02 ; 1IC96% [0,905-1,150]). [76]

Mais I’élément intéressant concernant I’étude INTEREST est la modification du plan expérimental en
cours d’étude. A I'origine, cette étude intégrait des analyses de biomarqueurs uniguement a titre
exploratoire : évaluation des trois biomarqueurs identiques a ceux de I'étude IPASS (EGFR FISH ; EGFR
M ; EGFR exp) et également évaluation de la présence de mutation(s) du gene KRAS codant pour la
protéine kinase KRAS. En effet, dans la voie de transduction impliquant 'EGF et 'EGFR, 'oncogéne KRAS
se trouve en aval et peut donc potentiellement étre intéressant a surveiller pour s’assurer de I'effet
d’inhibition sur I'EGFR. Suite a la réunion d’Avis scientifique de juin 2006 avec 'EMA, un amendement
substantiel au protocole de cet essai clinique a permis d’ajouter un co-critére principal d’évaluation
reposant sur un biomarqueur. Ainsi, en plus du critére d’évaluation principal consistant a « évaluer la
non-infériorité du géfitinib par rapport au docétaxel per protocole (PP) sur la survie globale dans la
population générale et, si celle-ci était établie, effectuer un test de supériorité en intention de traiter
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(ITT) dans la population générale », cet amendement y ajoutait « une évaluation de la supériorité du
géfitinib par rapport au docétaxel en intention de traiter (ITT) sur la survie globale dans la population
EGFR FISH+ ». Pour ce faire, tout en préservant la maitrise du risque de premiére espéce global de
I’étude a 5%, selon la méthode de Hochberg, une correction a été apportée avec un risque de premiere
espece de 4% pour I'évaluation menée sur la population générale et un risque de premiere espece de
1% appliqué a I’évaluation menée sur la sous-population EGFR FISH+. Ce méme amendement
incorporait aussi I’évaluation de la survie sans progression dans la population EGFR FISH+ en tant que
critere d’évaluation secondaire. En fin d’étude, la médiane de survie sans progression était de 7,5 mois
pour le groupe géfitinib EGFR FISH+ et de 8,4 mois pour le groupe docétaxel EGFR FISH+. Ce résultat
confirmait donc I'absence de corrélation entre le profil pour le biomarqueur EGFR FISH+ et le pronostic
de survie en cas de traitement par le géfitinib [76].

Lors de I'analyse exploratoire en sous-groupes en fonction des autres biomarqueurs, I'analyse des
patients ayant une tumeur avec mutation de I'EGFR (EGFR M+) a concerné 44 patients. Pour ces
patients, il n’a pas été observé de différence entre les deux groupes sur la survie globale (HR = 0,832 ;
IC95% [0,414 - 1,670] ; p= 0,6043) mais la survie sans progression (7,0mois vs 4,1mois ; HR = 0,16 ;
IC95% [0,05-0,49] ; p=0,001) et le pourcentage de réponses objectives (42,1% vs 21,1% ; p=0,0361)
étaient significativement supérieurs pour les patients EGFR M+ traités par le géfitinib par rapport aux
patients traités par docétaxel. Enfin, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre le profil
d’expression de la protéine kinase EGFR (EGFR exp) ou le profil de mutation du gene KRAS et la réponse
au traitement par le géfitinib : les médianes de survie globale et de survie sans progression étaient
similaires quel que soit le profil pour ces deux biomarqueurs. [76]

> Essai clinique ISEL

L’essai clinique ISEL était un essai clinique de Phase lll, randomisé, en double aveugle contre placebo
chez 1692 patients atteints d’un CBNPC localement avancé ou métastatique ayant recu préalablement
une ou plusieurs lignes de chimiothérapie et réfractaires ou intolérants a leur dernier traitement. Pour
cette étude, I'objectif principal n’avait pas été atteint : la survie globale n’était pas différente entre les
deux groupes (5,6 mois dans le groupe géfitinib et traitement symptomatique optimal vs 5,1 mois dans
le groupe placebo et traitement symptomatique optimal ; p=0,087) [76].

Dans cette étude aussi, une analyse exploratoire des trois biomarqueurs liés a EGFR (EGFR FISH, EGFR
M, EGFR exp) était prévue, mais uniguement chez les patients volontaires pour subir une biopsie du
tissu tumoral, cette biopsie n’étant pas nécessaire pour I'analyse des critéeres d’évaluation principaux et
secondaires définis par le protocole. L’analyse en sous-groupes selon le profil des biomarqueurs liés a
EGFR a concerné 26 des 1 692 patients inclus (1,5%) et n’a pas permis de tirer de conclusions [76].

> Processus d’autorisation de le géfitinib

L’ensemble des données cliniques fournies a permis aux évaluateurs de constater une hétérogénéité de
la réponse au traitement dans la survie sans progression (SSP) et le taux de réponses objectif au
traitement (ORR) selon la sous-population a laquelle appartient le patient. Pour certaines sous-
populations, le résultat obtenu avec le géfitinib est meilleur alors que d’autres ont de meilleurs résultats
avec le docétaxel. Ainsi, les profils identifiés comme étant les plus favorables pour bénéficier du
traitement par le géfitinib sont : les femmes, d’origine asiatique, présentant une tumeur avec une
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histologie de type adénocarcinome, non fumeuses, dont la tumeur présente un nombre élevé de copies
du géne EGFR (EGFR FISH+), et surtout la présence de mutations du géne EGFR dans la tumeur (EGFR
M+). L’étude INTEREST incluant essentiellement des patients d’origine asiatique puisqu’elle avait été
réalisée uniquement dans des centres cliniques asiatiques, les évaluateurs ont sollicité une analyse dans
la sous-population des patients d’origine caucasienne pour la comparer a la population générale de
I’étude. Les conclusions de I'analyse pour la sous-population d’origine caucasienne étaient en accord
avec les résultats obtenus dans la population générale de I’étude INTEREST, a savoir que le taux de
réponse objective (ORR) était plus élevé chez les patients FISH+ que chez les patients FISH- ou chez les
non fumeurs que chez les fumeurs. Néanmoins, dans une analyse poolée incluant ces données cliniques
et d’autres données publiées, on a pu constater un meilleur taux de répondeurs au géfitinib (SG, SSP et
ORR) chez les patients d’origine asiatique que chez les patients d’origine non-asiatique pour la sous-
population des patients dont la tumeur présente des mutations du gene EGFR (EGFR M+). Pour autant,
le taux de réponse objective de 56% (N=243 ; quelle que soit la ligne de traitement) chez les patients
d’origine non-asiatique EGFR M+ était suffisant pour que le géfitinib reste considéré par les évaluateurs
comme une option thérapeutique valable dans cette sous-population. L’hypotheése a été avancée que
cette différence de niveau de réponse au géfitinib entre la sous-population d’origine asiatique et la
sous-population d’origine caucasienne pourrait étre dle a la différence du taux de patients présentant
des mutations d’EGFR, et non au nombre de copies du géne EGFR qui était le biomarqueur suivi en
premier lieu lors de I'étude INTEREST. Or la prévalence de patients EGFR M+ est de 40% pour la sous-
population d’origine asiatique comparé a 10% pour la sous-population d’origine caucasienne, ce qui
pourrait contribuer a expliquer la meilleure efficacité observée dans la sous-population d’origine
asiatique EGFR M+ [76].

Le Comité de consultation scientifique spécialisé en Oncologie (« Oncology Scientific Advisory Group »)
de I'EMA a été sollicité par les évaluateurs pour émettre un avis sur la recevabilité de conclure a un
bénéfice clinique pour une sous-population définie par un biomarqueur pharmacogénomique chez les
caucasiens en extrapolant les données provenant d’une population d’origine essentiellement asiatique.
Le comité a d’abord souligné les nombreux manques du programme clinique mené, en particulier le
manque d’anticipation pour I'identification et le suivi de biomarqueurs d’enrichissement de population.
Malgré ces manquements, le Comité s’est accordé sur le fait que I'ensemble des données cliniques
fournit un élément de preuves suffisant pour établir I'efficacité de géfitinib chez les patients dont le
tissu tumoral présente des mutations du gene EGFR (EGFR M+). Le Comité a donc conseillé de
restreindre I'indication du géfitinib a la sous-population de patients EGFR M+, recommandation suivie
par le CHMP pour aboutir a une A .M.M. avec l'indication «traitement chez les adultes du cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC) localement avancé ou métastatique avec mutations
activatrices de I'EGFR ». De plus, les autorités de santé européennes n’ont pas jugé nécessaire la
réalisation d’un essai clinique chez les patients d’origine caucasienne préalable a la délivrance de '’AMM
pour confirmer ces conclusions. Cependant, elles ont fait inscrire la réalisation de cet essai clinique
parmi les mesures de suivi devant étre réalisées pour permettre le maintien de 'AMM [76].

d. Apport des biomarqueurs pour la mise sur le marché du géfitinib

Dans le cas de le géfitinib, la définition d’un biomarqueur compagnon associé au géfitinib pour
discriminer une sous-population particulierement sensible a son effet thérapeutique s’est donc révélée
primordiale : sans lui, la mise sur le marché de cette molécule n’aurait pas été autorisée en Europe en
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raison d’un rapport bénéfice/risque jugé insuffisant dans la population générale des patients atteints de
CBNPC. Suite aux études menées pour mettre en évidence ce biomarqueur pharmacogénomique par la
la procédure européenne centralisée, les AMM qui avaient été délivrées précédemment dans d’autres
pays avec une indication concernant la population générale des patients atteints de CNBPC ont été
révisées. Deux grands types de révisions ont été entreprises : les autorités de santé de certains pays
comme I’Australie ont révisé I'indication du géfitinib pour la restreindre a la sous-population de patients
EGFR M+ a I'image de l'indication européenne ; les autorités de santé d’autres pays comme les Etats-
Unis et le Canada n’ont pas révisé I'indication du géfitinib mais ont émis en juin 2005 avec le titulaire de
I’AM.M. un courrier aux professionnels de santé (« Dear doctor letter ») pour les informer qu’aprés la
revue de nouvelles données cliniques (étude ISEL), la prescription du géfitinib était désormais limitée
aux patients en cours de traitement par le le géfitinib, ayant déja bénéficié de le géfitinib par le passé ou
réfractaire a toutes les autres thérapeutiques [78].
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Conclusion : Intéréts des biomarqueurs dans les essais cliniques

Les co(ts de la phase de Recherche et Développement nécessaire a la mise sur le marché de nouveaux
médicaments ne cessant d’augmenter de maniére exponentielle, I'intérét principal et direct des
biomarqueurs est bien entendu de permettre comme la réduction de la durée et des co(t des essais
cliniques. Cet effet de réduction de la durée et des colts des essais cliniques s’exerce :

e par la capacité des biomarqueurs a constituer des criteres d’évaluation objectifs
supplémentaires pour |'efficacité ou la toxicité, en plus des critéres d’évaluation cliniques
habituels permettant une meilleure sélection des candidats médicaments

e par la capacité des biomarqueurs a différencier les patients pour lesquels le traitement en cours
de développement représente un bénéfice et constitue ainsi des facteurs d’enrichissement de
population

e par la capacité de certains biomarqueurs a se substituer a un critere d’évaluation clinique
nécessitant un suivi long et/ou colteux pour étre évalué.

Grace aux propriétés décrites ci-dessus, les biomarqueurs peuvent permettre a un promoteur de
distinguer plus rapidement les composés chimiques ou biologiques n’apportant probablement pas un
effet thérapeutique favorable afin d’arréter au plus vite le développement. Ainsi, les ressources
disponibles en terme humain et financier pourront étre consacrées au développement d’autres
composés identifiés comme pouvant probablement apporter un effet thérapeutique. De maniere
concomitante, le surplus d’informations collectées grace aux biomarqueurs devrait permettre une
diminution du taux d’échecs de programmes de développement, voire une diminution du taux d’essais
clinigues non concluants, grace a une meilleure mise en place a I'aide des informations rassemblées.

Il est ainsi admis que 'intégration de biomarqueur(s) au cours de la phase clinique du développement
est un des moyens d’améliorer la compréhension du mécanisme d’action des molécules en cours de
développement et de discerner les patients les plus a méme d’en bénéficier. Dans la mesure du possible,
il est alors souvent suggéré d’inclure les biomarqueurs le plus précocement possible au cours de la

phase clinique afin de pouvoir bénéficier au maximum des avantages liés a leur utilisation. [74]

Les essais cliniques de phase | sont réalisés de maniere conventionnelle dans la population générale ou
chez des patients inclus selon des paramétres cliniques, voire pratiques, empiriques. Or, pour les essais
cliniques de phase | destinés a étudier les caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
de la nouvelle molécule et déterminer la dose maximale tolérée, le taux de réponses au traitement
demeure souvent faible. Une analyse plus spécifique des caractéristiques moléculaires par les
biomarqueurs pourrait améliorer les résultats grace a une meilleure sélection des patients inclus dans
ces essais cliniques de phase I. De la méme maniére, I'intégration concertée de biomarqueurs dans les
essais de phase I, afin de mieux comprendre les caractéristiques des patients répondeurs au traitement,
a l'aide de I'analyse de parametres non cliniques, peut permettre une mise en place plus efficace des
essais cliniques de phase Ill. Or, la réalisation des essais cliniques de phase Il est, de loin, la phase la plus
coliteuse du développement clinique [74, 81].

Néanmoins, cette recommandation d’inclure précocement des biomarqueurs dans les essais cliniques se
heurte parfois a des contraintes techniques telles que la disponibilité de méthodes de dosage
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satisfaisantes du biomarqueur au moment de la mise en place de ces essais cliniques de phase | ou Il
D’autre part, cette démarche n’est qu’en phase d’expérimentation et préte encore a discussion et a
amélioration. Concernant l'intégration de biomarqueurs dans les essais cliniques de phase |, suite a la
publication d’'une meta-analyse de 2458 essais cliniques de phase |, certains scientifiques ont souligné le
risque d’utilisation de méthodes de dosage de biomarqueurs non validées. De méme, les co(ts finaux
pourraient étre fortement augmentés comparativement a un essai conventionnel sans biomarqueur,
des problémes éthiques survenir avec la multiplication de gestes de préléevement d’échantillons tels que
des biopsies et surtout le développement de certaines thérapies efficaces pourrait étre arrété en raison
d’une sélection incorrecte des patients guidée par les biomarqueurs [74].

Pour remédier a certaines de ces difficultés, de nombreux partenariats public-privé se sont constitués,
généralement regroupés par pathologie ou aire thérapeutique, dans le but de développer puis de
qualifier des biomarqueurs. C’est le cas en particulier des biomarqueurs de toxicité, au contexte
d’utilisation étendu et pouvant étre utilisés lors des phases cliniques précoces, voire lors de la phase
pré-clinique : « C.0.P.D. biomarker qualification consortium » pour la broncho-pneumopathie chronique
obstructive, A.D.N.I. (« Alzeimher Disease Neuroimaging Initiative ») pour la maladie d’Alzeimher,
C.S.R.C. (« Cardiac Safety Research Consortium »), P.S.T.C. (« Predictive Safety Testing Consortium »)...

Mais I'intérét de I'introduction des biomarqueurs dans les essais cliniques ne se limite pas a une
réduction de la durée et des colts des essais cliniques. De nombreux autres intéréts indirects en
découlent. Il est désormais établi que tous les patients atteints d’une pathologie ne répondent pas tous
de la méme facon a un traitement, d’ou le développement du concept de médecine personnalisée afin
de rationaliser 'usage du médicament. Les gouvernements et les organismes payeurs accompagnent
cette transition vers la médecine personnalisée. Ainsi, soumis a des restrictions budgétaires, les
organismes de remboursement s’orientent vers une approche trhérapeutique fondée sur le résultat : au
Royaume-Uni notamment, certains traitements ne sont remboursés qu’a la condition qu’un effet
thérapeutique soit démontré chez le patient par un test prédéfini pratiqué a posteriori. Cette pratique
devrait se généraliser a I'avenir. Or, les biomarqueurs sont indissociables du concept de médecine
personnalisée.La médecine personnalisée repose sur des thérapies ciblées et des outils tels que les
biomarqueurs permettant de déterminer si le patient est susceptible de bénéficier du traitement ou si
un autre traitement serait mieux adapté. Des biomarqueurs qui pourraient également étre utilisés lors
de tests prédéfinis pour établir a posteriori I'existence d’un effet thérapeutique chez le patient.

Le développement de traitements ciblant plus particulierement des sous-populations définies grace aux
biomarqueurs devrait conduire a une meilleure efficacité et/ou a un profil d’effets secondaires réduit,
d’ol résulterait une meilleure observance aux traitements de la part des patients. Cet effet devrait se
révéler en premier lieu dans le traitement des pathologies chroniques. Jusqu’a présent le nombre de
données sur cet aspect est insuffisant mais une étude a par exemple démontré que le taux d’observance
des patients a un traitement contre I’hypercholestérolémie, incluant une modification du style de vie et
un traitement médicamenteux était de 86%, deux années aprés la premiére réalisation d’un test pour un
biomarqueur pharmacogénomique, contre 38%, deux années aprés l'initiation au traitement chez des
patients n’ayant pas eu a réaliser de test pour un biomarqueur pharmacogénomique [14].
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RESUME :

Lors des essais cliniques, les biomarqueurs participent a I'évaluation de I'efficacité thérapeutique en pal
dans les maladies pour lesquelles un examen clinique ne suffit pas. lls peuvent méme se substituer a u
d’évaluation clinique. lls peuvent également conduire a différencier les bons des mauvais répondeurs al
traitement en cours de développement et ainsi permettre de sélectionner les patients les plus susceptib
bénéficier du traitement (enrichissement de la population). Pour cette utilisation dans les essais clinique
biomarqueurs doivent néanmoins étre validés et qualifiés par les autorités de santé et leurs méthodes d
disponibles et validées.

Ce travail bibliographique s’attache a décrire les procédures de validation et de qualification des biomar
a traiter d’exemples concrets d’essais cliniques ayant eu recours a des biomarqueurs. Les bénéfices co
I'emploi des biomarqueurs seront développés, y compris dans le cas des essais cliniques adaptatifs.
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