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Environ 80% des genotypes des patients atteints
de mucoviscidose sont desormais ciblés
par les modulateurs de CFTR
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KAFTRIO
(Iva/Teza/Elexa)

SYMKEVI
(Ilva/Teza)

ORKAMBI
(Iva/Luma)

KALYDEKO
(Iva)

F508del/F508del
F508del/autre
Mutation répondeuse
(n=178)/autre

>12 ans

F508del/F508del
Mutation réepondeuse
(n=154)/autre

>6 ans

F508del/F508del

> 2 ans

Mutation répondeuse
(n=97)/autre

> 4 mois

F508del/F508del
F508del/MF

F508del/autre (CHMP)

>12 ans

F508del/F508del
F508del/Mutation
répondeuse (n=14)

>6 ans

F508del/F508del

> 2 ans

Mutation répondeuse
(n=10 9+R117H)/autre

> 4 mois

En attente
F508del/F508del
F508del/MF

>12 ans

En attente
F508del/F508del
F508del/Mutation
répondeuse (n=14)

>12 ans

F508del/F508del

> 2 ans

1 mutation repondeuse
(n=9 : pas R117H)/autre

> 6 MOis



Qu’est ce qu’un biomarqueur?

Caractéristique mesurable objectivement
Indicateur de processus biologiques
(normaux ou anormaux)

Ou de réponse pharmacologique

Biomarqueur Pronostique
VEMS, FVC et mortalité de
patients atteints de MV

Kerem et al. NEJM 1994
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Biomarqueurs predictifs de la reponse aux modulateurs de CFTR

Modulateur
de CFTR Court Terme Long-terme
(Jours/1mois) o (Mois/années)
Activité biologique Etat clinique
(cellule/tissu) l (organe, patient) l

L ——
| | |

Correction Correction Amélioration
de CFTR des défauts biologiques de I’état clinique
Preuve de concept Substitut de I’évolution clinique

(go/no go) Nutrition, Fonction respiratoire, Exacerbations, Qualité de vie...



Biomarqueurs predictifs de la reponse aux modulateurs de CFTR

Modulateur
de CFTR Court Terme Long-terme
(Jours/1mois) o (Mois/années)
Activité biologique Etat clinique
(cellule/tissu) l (organe, patient) l

S
| | |

Correction dorrection Amélioration
de CFTR des défauts biologiques de I’état clinique
Cl
Preuve de Concept S“bstitut de l’éVOlution Cliniqlle

(go/no go)
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Activité de la protéeine CFTR

Un transporteur d’ions A la membrane apicale
(Cl;, HCO,-) des cellules

Le transport trans-épithélial d’ions
induit une différence de potentiel
qui peut étre mesurée

Mesure de I’activité de CFTR
grace a des activateurs ou des

inhibiteurs




Organoide rectal

En forme de « kystes »
Sécrétion intraluminale de
Cl- et d’cau (gonflement)

« Expansion indéfinie (>
1 an)

 Stabilité genétique

« Acces « facile »
(biopsie rectale)

« Grand nombre
d’organoides




Sujet sain

Time lapse of a 60 mn movie



Sujet malade (F508del homozygote)

Time lapse of a 60 mn movie



Corr¢lation de la réponse des organoides a I’amélioration
respiratoire des patients (mutations repondeuses)

§ Genistein + Curcumin in S1251N/F508del
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Berkers et al. Cell Report 2019, JCF 2020



Projet européen Hit-CF

Collect 500 biopsies from
1 ° European CF-patients

Test drugs of three pharmaceutical companies
on these organoids
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2 Select the best responders
. per drug

Execute 3 double-blinded, placebo-controlled
cross-over clinical trials
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Corr¢lation de la réponse des organoides a I’amélioration
respiratoire des patients (mutations repondeuses)

§ Genistein + Curcumin in S1251N/F508del
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Pas de correlation a la réeponse clinique et a la

restauration de CFTR dans la muqueuse intestinale
(F508del; 3849+10kb C— T ; D1152H ; A455E)

Gain respiratoire
sous traitement
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Augmentation de volume des organoides

Kerem et al. Annals Am Thorac Soc 2020
Graeber et al. AJRCCM 2020
Berkers et al JCF 2020



Cellules nasales (Culture primaire)

Prelevement Transport Expansion

CORNETINFERIEUR

CLOISON

................

Z0-1 Keratin 8 Nucleus oTubulin

""’M

Pranke et al, Scient Report 2017
Pranke etal. AJRCCM 2019
Masson et al. J Cyst Fibr 2018
Noel et al. Submitted




Mesure de 1’activité de CFTR

Sujet sain F508del/F508del Y122X/Y122X
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Correlation avec le niveau d’activité de CFTR chez le patient

Différentie des niveaux d’activité différents de CFTR (fonction résiduelle)

Al F/I1+V(uA/cm?)
(HNE)

25 -

Activité de
CFTR dans les
cultures
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R2=0.75, p< 0.0001
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Muqueuse nasale Pranke et al. Scientif Report 2017

Noel et al. Submitted



Evalue I’activité de modulateurs de CFTR
Sur des mutations spécifigues

3849+10kb C>T/3849+10kb C>T

Amiloride

CFTR activation CFTR Inhibittion
Isc (LA/cm?) l l
Activité de CFTR
40
ATP
20 l
0
L N B
5:00 10:00 15:00 20:00

Time (min/sec)

== Scramble oligonucleotide

m— Antisense ASO X
= Antisense ASO Y

m— Antisense ASO Z Oren et al, Submitted,



Compare ’activite de différents modulateurs
Sur des mutations speécifigues/rares

GI91R

CFTR activation CFTR Inhibittion
dmso control
Trikafta therapy

Activité de CFTR l l X therapy
20 Abbvie Therapy

Isc (LA/cm?)

TER = 456-577 Q/cm?
| 20:00 24:00 28:00 32:00

Time (Min/s)



Compare ’activite de différents modulateurs
Sur des mutations frequentes
Orkambi/F508del

Activité de CFTR

AIsc Fl+V (HAlcmz)

[

HNE

24 F508del homozyzous patients

HBE = — — 11 F508del homozygous patients
,

11(3) % wt

DMSE0 VH-R09
Ipubi. 480

DMSO 48 h VX-809 3 uM 48 h

CFTR WGA

Pranke et al. Scientific Report 2017



Compare ’activite de différents modulateurs
Sur des mutations frequentes
Orkambi-Trikafta/F508del
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Compare ’activite de différents modulateurs
Sur des mutations frequentes
Orkambi-Trikafta-Autres/F508del
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Corrélation de la correction du transport de chlorure par modulateurs de CFTR
a I’évolution du VEMS a 6 mois

Résultats préliminaires Primary nasal cells—Predict-CF

FEV, absolute change (pp)

-10 T T T T 1
-10 0 10 20 30 40

AlscFsk - VX770/VX809 (% W T)

Spearman, r =0.71
P-value 0.01
N =16



Biomarqueurs predictifs de la reponse aux modulateurs de CFTR

Modulateur
de CFTR Court Terme Long-terme
(Jours/1mois) - (Mois/années)
Activité biologique Etat clinique
(cellule/tissu) l (organe, patient) l

S
| | |

Correction dorrection Amélioration
de CFTR des défauts biologiques de I’état clinique
Cl
Preuve de concept Substitut de I’évolution clinique
(go/no go)
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Différence de Potentiel nasal

Electrode de Mesure Electrode de Référence

www/CTN-TDN Sops



PD (mVolts)
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PD (mVolts)

Sujet sain Sujet Malade

Amiloride
Low CI-solution

‘l' Isoproterenol

i

ATP

15:60 20:00 25:00 30:00



Amélioration de la DDP
a 2 semaines de traitement par kalydeko (G551D)

Dose dependant change in CI- transport

Total CI- response
PD change ( mV)

4 7 placebo 25 mg 75 mg 150 mg 250 mg
2 T T
0
] -0.3
-2 -
] 1 -14
-4
4 J .
-6 -
-8 A
-10 A+
¢ -12

Amélioré

Accurso et al. NEIJM 2010, JCF 2013



Pas de corréelation de la variation de la DDP nasale
a I’amélioration du VEMS a 6 mois d’Orkambi®

Amélioration de la DDP Variation de la DDP x VEMS a 6 mois
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Masson et al, JCF 2019
Graeber et al, AJRCCM 2019
Pranke et al, AJRCCM 2019



Pas de corréelation de la variation de la DDP rectale
a I’amélioration du VEMS a 6 mois d’Orkambi®

Ameélioration de la DDP a 6 mois Variation de la DDP x VEMS a 6 mois
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Masson et al, JCF 2019
Graeber et al, AJRCCM 2019
Pranke et al, AJRCCM 2019



Test de la sueur

Refléte fonction de CFTR dans un organe qui

n’est pas affecté par 'inflammation ou I’infection
Standardisation
Noninvasif
Partout possible!

Faible variabilité intrapatient

Collaco etal. AJRCCM 2016
Vermeulen et al. JCF 2017

Sato et al. JCI 1984



Change in sweat chloride (mmol/L)

Ameélioration a tres court terme sous modulateurs

i

Gamme dynamique large

Sensible a de faibles
variations de CFTR (10%)

Accurso et al, NEJM 2010, JCF 2013

—e— Elexacaftor plus tezacaftor plus ivacaftor
—e— Tezacaftor plus ivacaftor

Variation maximale
5 dés 2 semaines

Heijerman et al, NEJM 2019

Placebo VX-770 25 mg §X-770 75 mg VX-770 150 mg VX-770 250 mg
71 (h=z1?) (n=7) (n=15) (n=16) (n=7)
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Mais pas de corrélation avec les parametres respiratoires
a plus long terme

Abs A FEV, (%)

IIITIIITIIIITIIIIIIYI | I LS

82 87 82 77T 12 67 62 67 52 47 42 37 %2 22 2 AT 92 7 2 3 8 13 8 W 8

A Chlorure sudoral (mmol/L) Durmowicz et al. Chest 2013
Ramsey et al. NEJM 2012



Chlorures sudoraux (mmol/L)

Cinetique variable selon les patients
Indicateur de la réponse clinique?

120 1 . | . 1 . 1 . 1

0 r T | T T T T T T
-7/ 0 7 14 21 28

f _ Temps (jours)
Kaftrio



Biomarqueurs predictifs de la reponse aux modulateurs de CFTR

Modulateur
de CFTR

|
|

Court Terme Long-terme

Correction

de CFTR

Activité biologique
(cellule/tissu)

l—

des défauts biologiques

C

|

(Jours/1mois) (Mois/années)

Etat clinique
(organe, patient) l

|

orrection Ameélioration

de I’¢tat clinique

Preuve de concept: activité biologique

Cultures primaires: modele préclinique pour
sélectionner les mutations/patients répondeurs?
DDP: technique complexe, pas forcément corrélée
(variabilite, inflammation locale, autres facteurs de
réponse)

Test de la sueur: trés sensible a de faibles variations
de CFTR, a tres court terme

Etudes nécessaires pour envisager sa corrélation avec
la réponse clinique



Biomarqueurs predictifs de la reponse aux modulateurs de CFTR

Modulateur
de CFTR Court Terme Long-terme
(Jours/1mois) o (Mois/années)
Activité biologique Etat clinique
(cellule/tissu) l (organe, patient) l
Correction Correction Amélioration
de CFTR des défauts biologiques de I’état clinique
B . Inflammation Infecti
Conséquences secondaires & Stase du ntection
Ve & Mucus &

VEMS, LCI
‘ Exacerb, ABT
QDV

Cellules Cellules ellule

basales



Viscosite des secretions bronchiques

« En moins de deux heures, j’ai remarqué des premiers changements subtils. Le mucus dans mes poumons a commencé a changer. J’ai
entendu de petits craquements. J’avais 1'impression que quelque chose de profond se larchait.

En I’espace de quatre heures, j’ai commencé a tousser presque constamment, ce mucus a commencé a glisser hors de mes poumons
avec une facilité que je ne savais pas possible. « La purge » commencait. Et je savais que ma vie ne serait jamais comme avant..... »

G" [Pa]

G" [Pa]







Radiomigque

/

Chassagnon et al. ERJ 2018, 2020



Infection, dysbiose

Abondance, préesence: CFU, PCR
Quialité : diversité du microbiote, mycobiome

Etude Lumivabiota

E
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Hisert et al. AJRCCM 2017
Ronan et al. Chest 2018

Harris et al. Ann ATS 2019
Enaud et al. Microrganisms 2018



TNF Serum (% baseline)

IL-1p Serum (% baseline)

Inflammation : court terme vs long terme

Serum Sputum
2509 p =0.0004 12-
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Choix des biomarqueurs, standardisation du recueil

L’amélioration du VEMS
n’est pas corréleée

FEV, (liters)

Hisert et al. AJRCCM 2017
Ronan et al. Chest 2018

Harris et al. Ann ATS 2019
Jarosz-Griffith et al. E-Life 2020



CD63

Standardisation
du prélevement:
Expectoration induite

PMN - NE

Biomarqueurs de I’inflammation
Travail SFM

In vivo

Secrétions bronchiques

IL-8, IL-6, IL1B, MMP-9, IL10
Neutrophile Elastase (NE)
NE liee a la membrane

Etude préliminaire, conditions de conservation

340 échantillon collectés
Echantillons rapatriés de 9 centres
n=100 a MO & n=80 a M6

Sensibilité
Spécificite
Corrélation a VEMS

Lepissier et al. Submitted

Multiplex
ELISA



Biomarqueurs predictifs de la reponse aux modulateurs de CFTR

Modulateur
de CFTR Court Terme Long-terme
(Jours/1mois) o (Mois/années)
Activité biologique Etat clinique
(cellule/tissu) l (organe, patient) l
Correction Correction Amélioration
de CFTR des défauts biologiques de I’état clinique
In:‘lammatlon Stase du Infection

« Marqueurs précoces ou pronostiques?

- |  Standardisation nécessaire

| « Connaitre la variabilité

 Etudes pour déterminer leur caractere
prédictif a long terme

« Tout particulierement chez les sujets
peu asymptomatiques (cohorte
pédiatrique+++)

Cellules Cellules ellule

basales



Biomarqueurs predictifs de la reponse aux modulateurs de CFTR

Modulateur
de CFTR Court Terme Long-terme
(Jours/1mois) o (Mois/années)
Activité biologique Etat clinique
(cellule/tissu) l (organe, patient) l

S
| | |

Correction ] Amélioration
de CFTR Nouveaux Blomarqueurs de I’état clinique

Approche omique
» Pharmacologie: dosage, CYP 450

«Sérum, urine, sueur, air exhalé, cellules

«Transcriptomique, protéomique, metabolomique, volatolomique,

Koh, et al, Am J Respir Cell Mol Biol 2020
Gauthier et al, Int J Molecular Sciences 2020



Biomarqueurs predictifs de la réponse aux modulateurs de CFTR
en 20217

« De nombreux biomarqueurs ont demontreé leur capacité a évaluer la bioactivite des
médicaments : marqueurs de réponse précoce

« Variation du chlorure sudoral: variation importante et ultra précoce. Caractériser la
cinetigue de variation et la réponse ultérieure clinique

« Cultures primaires: tres utiles pour envisager efficacité sur mutants rares, aide pour
attribution compassionelle, élargissement des indications. Corrélation a évolution
clinique ultérieure?

« DDP: renseigne sur la bioactivité mais pas forcément corréelé a évolution ultérieure.
Variabilité importante (inflammation locale)

» Biomarqueurs de I’infection (densité bactérienne des expectorations) : essais en
phase précoce

* Microbiome (et réponse de I’hdte) : biomarqueurs novateurs exploratoires mais
nécessite des études supplémentaires

« Biomarqueurs inflammatoires dans les expectorations et le sang correlés avec la
correction du CFTR a court terme; nécessité d’¢tudes a long terme

- Etudes spécifiques pour les nouveaux biomarqueurs par approche « omique »



Biomarqueurs predictifs de la reponse aux modulateurs de CFTR

Modulateur
de CFTR Court Terme Long-terme
(Jours/1mois) o (Mois/années)
Activité biologique Etat clinique
(cellule/tissu) l (organe, patient) l

S
| | |

Correction Correction Amélioration
de CFTR des défauts biologiques de I’état clinique

Suivi des cohortes de patients pour appréhender la valeur pronostique des
biomarqueurs et orienter les stratégies thérapeutiques

Raccourcissement des essais cliniques
Orienter les options thérapeutiques
 Choix des modulateurs
 Co-thérapies
« Alléger le traitement de base






SSC-A

Biomarqueurs de I’inflammation
Analyse de I’activité des polyncléaires neutrophiles

Prélévement entier Cellules vivantes PMN PMN - NE
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In vivo CFTR correction in the rectal mucosa iIs correlated
with respiratory change at 6 months of Orkambi and
IN vitro correction in nasal cell cultures

ICM(Aforskoline) change at 6 months ICM vs. FEV, change at 6 months
improved 30 g 50% WT - .
' g
el £
E e
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S o .
-10 w ‘ ‘ ' ‘ ‘ ‘
-20 -10 0 10 20 30 40 50
40 - ICM AForskolin absolute change (nA/cn?)
Baseline Luma/Tva

207 °

ICM change at 6 months
Is correlated to CFTR
correction 1n nasal cells

p=0.7 14; p=0.05

(HA/Cm?)

I, Forskoline variation (M6-MO0)

Masson et al. JCF 2019
Prabke et al, AJRCCM 2020

T T T T T T AISC Inh172 VX'809 - DMSO
5 0 5 10 15 20 25 30 (%WT)



Cl- transport change in the rectal mucosa is not correlated to
FEV,at 2 mths/6 mths treatment of Luma/lva

Intestinal Current Measurement
Cl-transport

Controls ~ Carriers  CFregiguat~ CFabsent
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Bronsveld et al, JCI 2001; Hirtz et al. Gastroenterol 2004
Derichs et al. Thorax 2010 Sousa et al. Plos One 2011

FEV, absolue change (pp)

ICM vs FEV, change at 2 months
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CFTR dysfunction/absence
ENaC hyperactivation

Na/KATPase



What Is a biomarker?

« a characteristic that is objectively measured and evaluated as an indicator of
normal biologic processes, pathogenic processes, or pharmacologic response to a
therapeutic intervention »

| Diagnosis |

t

Prognosisl{— Biomarker —}l Safety

v

| Predictive |

Atkinson et al. Clin Pharmacol Ther 2001
FDA/Center for Drug Evaluation and Research



Sweat Chloride is biologically relevant,
e.g., correlates with in vitro CFTR activity
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