‘ Biologie de la cellule
cancéreuse

Implications pronostiques et
predictives
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Marqueurs pronostiques et
prédictifs
o Pronostique : prédit I'évolution de la tumeur en
I'absence de traitement

o Prédictif : identifie le patient qui répondra a une
thérapeutique spécifique
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° Geénéralités

Stratégies
o Détection précoce
o Meilleure stratification des

Moyens
=—p O Biologie, Imagerie, Med nuclég
o Biologie, Imagerie, Med

M nucléaire....
Pronostique Marqueurs pronostiques
Théranostique — Marqueurs prédictifs
o ent de traitements ; o Biologie i e
préventifs
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Hétérogénéité tumorale au
diagnostic . i e

Inter tissue heterogeneity

Dominance of clone 2 Mixed dominance

P Polyak et al, 2011
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| Cancers et Pronostic

Goss et al 2010

Généralites (2)

o «Lecancer» = «lescancers »
o Les cellules tumorales présentent une
hétérogénéité
Tissulaire
Histologique
Moléculaire
Fonctionnelle
Réponse au traitement
o « cells of origin » === initiation du cancer

P de Cremoux, L Teixeira

Progression du cancer

. Tumour site 5 years! 10 years® 15 years!
Breast (female) 8%
Melanoma of the skin 93% 90% 89%
Kidney and renal pelvis 69% 61% 54%
Colonand rectum 68% 58% 54%
Lung and bronchus 1%
Oesophagus 19% 12% 9%
Liver and intrahepatic bile duct 14% 9% 8%
Pancreas 6% 4% 3%
Stomach 21% 18%
Brain and other nervous system 36% 32% 30%
Oral cavity and pharynx 63% 51% 43%
Larynx 63% 49% 1%
Urinary bladder 82% 75% 1%
Thyroid 97% 97% 96%
Ovary 46% 38% 38%
Prostate 95% 52%
Testis 96% 95% 94%
Corpus and uterus, NOS 84% 80% 71%
Cenvixuteri 2% 67% 65%
P Données SEER de survie 8 5. 13 et 15 ans selon I'origine du cancer
° Tissu normal vs tumoral
Ditferences cellule normale vs cellule tumorale :
Replication autonome
Altérations de genes qui normalement régulent
les voies de la prolifération ,
le contrdle du cycle cellulaire
les voies du métabolisme cellulaire,
I'apoptose.
Plusieurs altérations géniques sont nécessaires pour que la cellule ait la
capacité de se reproduire de fagcon non controlée.
Progression vers le phénotype tumoral
augmentation précoce du taux de mutation spontanées ( hypothése du “mutator
phenotype)
mutations de genes impliqués dans la stabilité du génome entrainant une
cascade de mutations lors de I'évulution et la progression de la tumeur
P de Cremoux, L Teixeira
P
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P Schmitt et al, 2012

Evolution tumorale

Evolution clonale
(A) Une cellule unique acquiert un

phénotype muté (“mutator
phenotype”)

(B

La cellule mutée génére une série
de cellules, chacune présentant une
altération génique, distinctes,
aléatoires ( ). L'une d’entre
elle survient sur un gene clé dans la
prolifération cellulaire ( ).
Cela résulte en I'expansion d'un
clone cellulaire.

(C) Mutations additionnelles dont une
nouvelle “driver” ( ).
Induisant I'expansion d'un nouveau
clone.

T

T TSP T

(D) Nouvelles mutations responsables de

P de Cremoux, L Teixeira . N
nouveaux clones conduisant a une

prolifération non contrélée.

b Schmitt et al, 2012

Expansion des clones de
cellules tumorales

Hétérogéneité intratumorale

o Ala suite de I'expansion clonale
des cellules qui ont acquis de
multiples mutations “driver”
(noyau rouge) ont des mutations
additionnelles lors de I'expansion
conduisant a de nouveaux clones

P de Cremou, L Teixeira

Cellules normales vs tumoraleg

a Normal b Cancer
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TiSsSus normaux vs tumoraux

Normal tissue: low phenotypic heterogeneity
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° Dissémination métastatique ° Dissémination métastatique

OZLE @IEZT @ DU O Sworiet @ Hammenyos

Chaffer & Weinberg 2011 Chaffer & Weinberg 2011
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‘ Exemples ° Exemple du cancer du sein
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Sein normal

anatomie du sein

Les tissus mammaires sont influencés par les
hormones : oestrogene et

progestérone produites en quantité variable
tout au long de la vie (puberté,

grossesse, allaitement...).

Hormonal Gontrol of Breast Development

Immatura, Atrophic Ducts

i
Secration

SR

b begiaicane
i it

Lobulo-Alvesiar Growth

Signalisation oestrogénique indispensable au
développement mammaire normal
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Le cancer du sein est
un cancer hormono-dépendant

Les cestrogénes induisent la prolifération de 70% des
cancers du sein

Cancers du sein hormono-dépendants = tumeurs
présentant des récepteurs hormonaux (Récepteurs
d’estrogenes RE +/- récepteurs de la progestérone
RP)

Les RE sont des cibles de traitement

Historique

Key fi

* Lactation is not controlled by the CNS
+  Lactation is maintained indefinitely by
removal of ovaries in domestic sheep
= Oneorgan (ie, ovary) can control another
(ie, breast} independent of the CNS
i £

ndings from Beatson's 1896 paper

i fated with

both lactational and cancerous changes in
breast tissue

= The process of lactation and milk formation
usually limits the extent of epithelial
proliferation within ducts and acini of breast
parenchyma

sssssssssmsEmsEms
+ =Breast cancer regression can occur In
1 response to cophorectony in premenopausal

= women
TSN EEEEEEEE NN EEEEEEEEEEEE

Sir George Beatson
1848 - 1933

P de Cremoux, L Teixeira

Diagnostic

P de Cremoux, L Teixeira
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* Dlag nOStIC Biologie : IHC ER, PR, HER2, Ki67

=N

Diagnostic, type histologique, invasif, in
situ, grade, embols.......

Marqueurs pronostiques / prédictifs
Non spécifiques

Marqueurs pronostiques / prédictifs
spécifiques

Marqueurs pronostics et
prédictifs

Evolution des technologies

2013
Référentiels de
traitement
-age

-taille

Le futur
Oncologie Moléculaire]

° Cancers du sein

Le cancer du sein

Maladie hétérogene = des cancers du sein

Nouvelle classification
moléculaire des cancers du sein

Analyse non supervisée (8192

genes)

Les cancers du sein sont un
groupe trés hétérogene de
tumeurs

Al

Al

Al

Sous classification des cancers
du sein en 5 sous types:
Luminal A
Luminal B
Basal-like
HERZ-Iike
Normal like

Al

Implications pronostiques et
therapeutiques
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Role majeur des RE
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agressives évolution lente,
mauvais pronostic bon pronostic
mais chimiosensibles hormonosensibles mais peu

chimiosensibles

P de Cremoux, L Teixeira

Génotype/ phénotype -
pronostic

A Norway/Stanford data—set
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Cancer du sein = cancer
hormono-dépendant

Définition:  tumeur présentant des récepteurs
hormonaux (Récepteurs d'estrogenes RE +/-
récepteurs de la progestérone RP) ayant une
probabilité élevée de répondre a:

Un traitement hormonal

Ou des antihormones

Ou des inhibiteurs de la synthese d’hormones

Environ 80% des cancers du sein sont
hormono-dépendants

P de Cremou, L Teixeira

Principales cibles des
| cancer du sein : RE

Cible : Le récepteur des estrogenes (RE) dans les cellules
épithéliales tumorales

Fonction de la cible : Surexpression du RE, facteur de
transcription / génes dépendants des estrogenes

Conséquences : Prolifération des cellules tumorales

Quelles tumeurs : Les tumeurs du sein hormono-dépendantes
= qui expriment RE = RP (sein...)

Médicaments : Bloquent I'activation du RE
[antiestrogénes / inhibiteurs d’aromatase]

07/10/2013



La famille des récepteurs d’hormones
stéroides
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Structure, fonction du RE

N\

Activation de la transcription
Liaison a I'ADN
Liaison de I'hormone, dimérisation, Activation de la transcription

Mécanisme d'action des estrogenes

u niveau des cellules mammaires tumorales hormono-dépendantes (RE+)

a) Estrogénes

Cellule

CYTOPLASME

Interaction du ligand avec le LBD

Le ligand modifie la conformation du LBD

07/10/2013



Transactivation des REs
|

Receptors Coregulators

; E Activators
Conformational e L} Repisstars
Chonge o

REjREp Dimer
Ligand EE /

(E or SERM)
Transcription =3»-mRNA=3»- protein

Promoter Gene

Co-régulateurs: co-activateurs
et co-répresseurs

E2

Corép Transcription

géne activé

7/89%7 DNA

La balance co-activateur/co-répresseur peut expliquer les effets
agonistes ou antagonistes du méme ligand dans différents tissus

L'équilibre co-activateur/co-répresseur peut expliquer la
résistance au traitement hormonal

Structure, fonction du RE
(représentation schématique)

AF-1 DNA binding Hinge Ligand binding/ AF-2
I + +—+ +—
1 180 263 302 553 585
1 144 227 255 500 530
1% 7% 0% 5% 18%
Cumart Ogirion n Frarmacology

Activation de la transcription
Liaison a I'ADN
Liaison de I'hormone, dimérisation, Activation de la transcription

1.

2.

REa et REP

Généralités
. Genes codant pour REa [6q -ESR1] et RE [14q (ESR2)] distincts
¢« REa et REP exprimés dans des tissus communs et différents
* Régulent différents génes et peuvent avoir des effets différents
+  Ontdes ligands communs et spécifiques
¢ Homo- et hétérodimeres REa/RER

Cancers du sein

« Généralement, RE est plus faiblement exprimé que REa dans les
tumeurs du sein

* REB est plus faiblement exprimé que REa dans les tumeurs du sein
/ sein normal. REP est souvent co-exprimé avec le REa

07/10/2013



REB et Pathologie

® RER:lié aun bas grade tumoral : [Speirs et al. 2000; Jarvinen et
al. 2000; Skliris et al. 2001]

® RER: expression diminuée dans les lésions pré-invasives (in situ
carcinomas) [Roger et al. 2000]

® Perte d’expression de ERB dans de nombreuses tumeurs du sein
[lwase et al. 2003] par methylation [Skliris et al. 2003; Sasaki et al.
2002; Zhao et al. 2003]

v Suggére un réle du REB dans le maintien du phénotype
bénin?

Spécificité de la réponse
biologique

® Type de récepteur (REa, REB,...)

® Type de cellule, tumeur, organe

® Ligand (E2, SERMs, SERDs),...

® Co-régulateurs (activateurs, répresseurs)

® Type d'action

Mécanisme d'action des anti-estrogenes
et inhibiteurs d'aromatase /cellules mammaires

tumorales hormono-dépendantes (RE+)

|
b) SERMs/SERDs

NOYAU

ERE AF] Actvation de génes cibles des cestrogénes
Cellule @ \
/ SERDs
\ToP!
Seros CYTOPLASME

C) Inhibiteurs d'aromatase
N

\ arasJrarasusarns  PiS dactivation de génes cibles des cestrogénes
Ky ERE

e\ g

CYTOPLASME

Comment déterminer ’lhormono

¢ dépendance ?

Déterminer le contenu en récepteurs hormonaux de la tumeur: gold standard en 2013: la
détermination semi-quantitative des RH par immunohistochimie  sur tissu fixé

En France seuil de positivité : = 10% de cellules tumorales marquées (+intensité de
marquage= score d'Alred)

Immunohistochimie =¥ visualisation de la protéine (Ac en Nter)

PR+ Marquage nuclealre (plus ou moins
intense,1-3+) intéressant plus de 10% des
cellules tumorales

ERa +: Marquage nucléaire (plus ou
moins intense,1-3+) intéressant plus de
10% des cellules tumorales

Evaluation REa spécifigue; REP non en routine

07/10/2013
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Intérét clinique

Les RE sont ils des marqueurs pronostiques
et / ou prédictifs?

» Marqueurs pronostiques: oui

> Marqueurs prédictifs: oui

RE marqueurs predictifs

Marqueurs prédictifs de réponse a I'hormonothérapie
REa oui , RE3 non démontré

Probabilité de réponse liée au niveau d'expression des
REa et RP et a leur présence respective

RE o+ PR+ 70 % (188/263)
REq + PR - 30 % (61/189)
REa- PR+ 50 % (8/15)

REa- PR- 9% (16/171)

Limites : La présence de RE et /ou RP
»est nécessaire a la réponse a I'hormonothérapie
»mais n'est pas suffisante pour prédire la réponse d'une patiente
(et d’une tumeur) a I'échelon individuel

° ‘ RE marqueurs pronostiques
Marqueurs pronostiques g+
* REa oui, RE( non .
démontré g
« Valeur pronostique '
des RE non g3
démontrée au dela de « | Sous types moléculaires, sans TTT
5-7 ans. Hilsenbech. Breast = EE“}::::
Cancer Treatment, 37 :35, 1995). & i ‘
Rechutes tumeurs RE+ I e v
plus tardives R @ aw ® w W
L Desmedt et al, 2008
Exemple du Tamoxifene
1 10 o
” e o el |
o \:;: *«,,.m_,_h nzhf"‘,"’;ﬂhn | . ‘@1\\‘ ~ - ?;Z:fjl:en |
155:!.\\‘§ oy Node ve rate S maControl
%3 Control Tm B4 T ifen
60 | . a ‘?as-'r;géun 60 \\. iNi'm;:):" 1
583w $ e s \\' - le +ve
| .\"\. . .Nwe " cor . Control
40 L ug*contml a0
| |
20 | Absolute RECURRENCE reduction 2 Absolute MORTALITY reduction |
Node -ve: 14.9 % so 1.4: 2p < 0-00001 Node -ve: 5.6 % so 1.3: 2p < 0-00001
Node +ve: 15:2 % sp 2-5: 2p < 0-00001 Node +ve: 109 % sp 2-5: 2p < 0-00001
o o
0 5 10+ years 0 5 10+ years

P de Cremoux, L Teixeira

EBCTCG Lancet Oncol 2008
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° Conclusions

® |es cancers du sein RE+ sont hormono-dépendants

® Les récepteurs hormonaux (RE, RP) ne sont pas des
facteurs pronostiques puissants.
® Laréponse a I’hormonothérapie n’est pas constante et varie
au fil du temps.
® Adaptation des cellules (prolifération) / résistance au traitement

® |l n'existe pas de mécanisme univoque de résistance a I’hormonothérapie,
® Le RE est un marqueur prédictif important dans les

cancers du sein, mais non suffisant: marqueurs prédictifs
complémentaires?

Principales cibles

° HER2

- Récepteur de facteur de croissance

- Récepteur membranaire a activité tyrosine
kinase

o
Exemple des récepteurs de la famille de 'TEGFR HER2
Cible : Le récepteur de facteurs de croissance HER2
Fonction de la cible : Amplification du géne HER2 entrainant une
surexpression de HER2, activation constitutionnelle
Conséquences : Prolifération des cellules tumorales
Quelles tumeurs :Les tumeurs du sein avec amplification (ou
surexpression +++) du géne HER2
Médicaments : Anticorps bloquant HER2 (trastuzumab, pertuzumab,
omnitag...); inhibiteurs de TK (lapatinib...)
=}
° Tyrosine Kinases et Cancer

> La phosphorylation des tyrosines = activation
> Elle module I'activation des protéines cibles = transduction

> Les protéines régulées par la phosphorylation des tyrosines kinases
sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire et/ ou la survie
cellulaire.

» De nombreux protooncogénes codent pour des protéines a
activité tyrosine kinase

« Protéines a activité tyrosine kinase peuvent étre

constitutionnellement activées (mutation , réarrangement du géne,
surexpression de la protéine, et/ou perte de la régulation normale).

07/10/2013
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° La famille des réecepteurs HER

TGF-a

EGF

Epiregulin Heregulin
Betacellulin (neuregulin-1)
HB-EGF Heregulin Epiregulin
Amphiregulin (neuregulin-1) HB-EGF

Neuregulins-2,3,4

ErbB-1 B ErbB4-
EGFR HERY/neu HER3 HER4
HER1

Fierbst. int 3 Radiat Oncol Biol Phys . 2004;59(suppl):21
Roskoski. Biochem Biophys Res Commun. ~ 2004;319:1; Rowinsky. Annu Rev Med. 2004;55:433

° HER-2

Human epidermal growth factor receptor 2 ERBB2 (HER-2, HER2/neu, c-erb B2)

Géne:

* Localisation chromosomique : 17q11.2-q12

+ Taille de la séquence génomique: 30528 bp
+ Structure du géne: 27 exons, 4477 bp

« Existence de plusieurs variants:
- isoforme a
- isoforme b , plus courte en Nter
+ Existence de polymorphismes : - allele Bl (Ile-654/Ile-655)
- allele B2 (Ile-654/Val-655)
- allele B3 (Val-654/Val-655).

HER-2

Human epidermal growth factor receptor 2 ERBB2 (HER-2, HER2/heu, c-erb B2)

Binding site Tyvosine Kinase actiity Aulophosphoryation site

7. Lt Y oy === COOH
Protéine e oy o e - 3 1z
185-kDa L extracebutor domain — 1 L wtraconutar domain —
1255 aa

o oo | HER2

% En absence de ligand, le
récepteur se trouve
essentiellement sous forme
de monoméres inactifs. O
“+Domaine extracellulaire
des récepteurs HER:

cRz

b *ee J." Transmembranaire
- T & IIT -liaison du i

Tbranaire

ligand
- IT & IV -dimérisation

C-terminal

07/10/2013
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° HER2

o Monomeéres EGFR, HER3 et HER4 « configuration fermée en
I'absence de ligand » (boucle II-IV)

o La structure monomérique du récepteur HER2 est figée en
« configuration ouverte »

o la fixation d'un ligand permet:
« L'ouverture » du domaine extracellulaire

L' association de 2 monomeres pour former un dimére actif

o Le domaine de dimérisation de HER2: en « configuration
ouverte » est similaire a une configuration activée par un ligand

P

(1) Hubert P. Bull Ca
(2) Britien CD. Mol

2006; hors série: 17-24,
r Ther. 2004;3(10):1335-42

° HER-2

o Apres ligison du ligand au récepteur a activité TK :
homo ou hétérodimérisation

o Activation du domaine TK des récepteurs

o Activation des voies de signalisation HER-2
+ Activation des voies RAS/MAPK

v Prolifération cellulaire

+ Activation des voies P13K/Akt/mTor
v Inhibition de I'apoptose

HER-2 et famille des récepteurs de facteurs
o de croissance et voies de signalisation

A Receptor-specific @

iginds @y
e A TN, mum

Clifford A Hudis et al., 2007

P
Amplification et surexpression du récepteur

® HERZ2 dans le cancer du sein

Méthodes

d’'analyse

Amplification de I'oncogéne
ADN
HER2 FISH, CISH,

gPCR
ARN
Surexpression des RT-qgPCR

proteines
HER2 en IHC .
Protéines

IHC
STIC en cours

i (INCa)
Impact sur la survie

P'Slamcm etal, 1987

07/10/2013
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HER2 et cancer du sein

surexprimé par amplification génique dans 10-20% des cancers du sein :

En l'absence de traitement ciblé, c’est un facteur de mauvais pronostic:

-tumeurs plus agressives
-métastases cérébrales

-survie sans évenement et survie globale

plus courte

Il existe deux cibles potentielles au niveau

des recepteurs a activite tyrosme kinase
o Le domaine
<+ extracellulaire :
Anticorps

HER2

a A

¥ iy L'activité (j:

TK .. «—— catalytique : O oy ]

L i

Medicaments (mab et Nib)

Mab (« monoclonal antibody »)

Nib (« TK inhibitor »)

Erbitux/
cetuximab

s

P13k = AKT/PK8) (Ras= WarR)

ERBB1 ERBB2 [ Omnitarg/ Herceptin/
pertuzumab trastuzumab

E\}aluation de HER2 par immunohistochimie
e — F——— ,

R
o Méthode semi-quantitative

Différents AC mono ou
polyclonaux disponibles

Marquage en cadre pour > 30%
des cellules cancéreuses

07/10/2013
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valuation de HER2 par FISH ou BRISH

° Intérét clinique

HER2 est il un marqueur pronostique et/ ou
prédictifs?

» Marqueur pronostique: oui

> Marqueur prédictif: oui

o
T T
?i*g ‘f c) rj‘%f;
" ":r T % ’
e"“.-.,. T o A
. *i
A S ek
ff-F .
Gl
i
. . N . -
FISH : Détection a l'aide de .
sondes marquées:
HER2 rouge Détection de la sonde par un
CEP17 vert chromophore (CIHS)
DAPI bleu
Positif si
HER2>4 ou
HER2/CEP17 > 2.2
L
° HER2 marqueur pronostique
Sans traitement e
ciblé, HER2 est un ) ‘\\\
marqueur de o N, e—

. . w U
mauvais pronostic E . T
Evolution des &
cancers du sein 5 Sous types molécilasi:ziﬂians TTT
HER2+ ) = Enmerz-
compléetement <

7 . o 2 4 6 8 10
changée / traitement Time (years)
ciblé - = ¥ T r 2z x

ER+MER2- 612 547 488 83 289 199
L

Desmedt et al, 2008

° HER2 marqueur predictif

Marqueurs prédictifs de réponse aux traitements ciblant
HER?2 (Trastuzumab, lapatinib)

Niveau de réponse liée au niveau d’amplification de HER2
(Arnould et al)?

Limites :
® Environ 60% des tumeurs surexprimant HER-2 ne répondent pas au
trastuzumab seul (résistance primaire ou de novo)
® Résistance secondaire ou acquise apres réponse au trastuzumab
»La présence d’une amplification d’HER2 est nécessai  re mais non suffisante

07/10/2013
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Résultats : Docetaxel et Trastuzumab
Cancer du sein métastatique

— Trastuzumab + docetaxel (n = 92}

1.0+ N ----- Docetaxel alone/crossover (n = 53)
1" - - -Docetaxel alone (n = 41)
z 0.84 ‘1‘
£ -
3
S 0.6
& L ool
% 0.4
g ........
ﬁ .
woeq4 b e
1!
30.31131.2
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Romond et al, NEJM 2005

° Conclusions

® |a surexpression (+++) ou I'amplification d'HER-2 est un marqueur prédictif
de réponse a un traitement / trastuzumab »

- MAIS
Environ 60% des tumeurs surexprimant HER-2 ne répondent pas au
trastuzumab seul, sans chimiothérapie associée (résistance primaire ou de
novo)

Résistance secondaire ou acquise aprés réponse au trastuzumab

>L’amp|ification d’HER-2 est nécessaire mais non
suffisante pour la réponse au trastuzumab

Développement d’'un nouveau
marqueur biologique

1. Découverte; mise en place d’une méthode
d’analyse; analyses cliniques préliminaires
(rétrospectives)

2. Mise en place d’'une étude prospective
clinico-biologique avec une méthode
validée

3. Validation clinique, mise en place des CQ
et respect des contraintes réglementaires
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Parameétres majeurs

o Dynamique du dosage

o Limites de détection

o Linéarité dans des conditions diagnostiques

o Stabilité

o Reproductibilité et fiabilité

o Sensibilité et spécificité

o Reproductibilité intralaboratoire et
interlaboratoire

P de Cremoux, L Teixeira
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Le futur?
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