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Biomarqueurs




Wlzicetatrss ejualle c&iiniiion

Biomarqueur : parametre biologique identifiant une
entité nosologique distincte, un sous groupe
d'individus, un critere prédictif de reponse au
traitement, un critére indicatif de réeponse au
traitement...

Tumeur, ou tissus normal

Sang, serum, plasma, cellules circulantes, cellules
tumorales, cellules du stroma ...

Avant, ou pendant le traitement
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Pourquoi?

Lesquels?

Comment?
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Classer les maladies en groupes homogenes
Trouver des cibles

Suivre les cibles

Predire la reponse

Prédire la toxicité




Targeted oncogene treatment force us to

change paradigms
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« Un paradigme est « le cadre conceptuel a
I'intérieur duquel une science raisonne
pour resoudre les problemes relevant de
leur discipline ».
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lalgeleu teraples
Which targets?

« CD20, CD33
 ER, PgR, AR
 VEGF,IL-6

« HER?2

« EGFR

* bcr-abl

« c-kit

« VEGFR

- MEK...

Proliferation Survival
maturation apoptosis Angiogenesis Metastasis
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Traraoaicic|las ¢lol2as sur c|Lol?

 Anomalie moléculaire causale (ex: bcr-abl, kit
mute)

— Précoce
— Constante

« Anomalie moléculaire freqguente (ex: amplif ER2)
— Plus tardive
— Inconstante
— Pronostique

* Une cible presente (ex: expression PDGFR, ER1)

— Ro6le dans la transformation ?
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« Evolution de la notion de marqueurs

— Marqueurs sanguins
— Immunohistochimie
— Marqueurs moléculaires

— Genomique/protéeomique




Vg EenrsSsauiiennels

 Marqueurs seriques:

— ACE, CA-15-3, HCG, AFP...

— Correles a la masse tumorale a I'echelle individuelle
 |nterét pratique:

— 1. Deépistage

— 2. Diagnostic

— 3. Pronostic

— 4. Suivi en cours de traitement

— 5. Suivi aprées traitement




Vg EenrsSsauiiennels

* Interét pratique:
— 1. Dépistage :
— 2. Diagnostic :
— 3. Pronostic :

4. Reponse
— 5. Suivi

PSA?
HCG, AFP

_LDH, HCG,
AFP, PSA
HCG,AFP

ACE?

Prostate
TGNS, HCC

NHL, TGNS,
Prost.
TGNS

Colorectal




3. PRONOSTIC TENS avzpeaas;
CLEASSIEICANTION |EGee e e

* Trois types de parametres indépendants:

1. Taux des marqueurs (AFP, HCG, LDH) :

bon, intermédiaire, mauvais
AFP : 1000 - 10.000
ele : 5000 - 50.000
LDH : 1,5-10x N

2. Site du primitif: TGNS médiastinale primitive:
mauvais Pc

3. Métastases viscérales extra-pulmonaires:
mauvais Pc
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Evolution de la notion de marqueurs
Marqueurs sanguins
Immunohistochimie

Marqueurs moléculaires

Genomique/protéomique
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» Cancer du sein:
— ER/PgR: traitement hormonal
— HERZ2 et trastuzumab (?)
— CD20 et lymphome

—KIT et GIST (?)
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Evolution de la notion de marqueurs
Marqueurs sanguins
Immunohistochimie

Marqueurs moléculaires

Géenomique/proteomique
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 Tumeur, ou tiISsus normaux

* Sang, serum, plasma, cellules
circulantes, cellules tumorales, cellules
du stroma ...

* Avant, ou pendant le traitement
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EXEMPIENE ESTCAICINOINES

osele

‘9»'?. ‘a’a’% 09% CYCT ST ® @ “
pe'es— S0 SSNIS > o
o0 ® o0® “eoe0

1 cellule anormale tumeur détectable: 1g = 230 cellules
+t=0 t > 10 ans

Nb de cellules en division = Nb de cellules en division >
Nb de cellules en apoptose Nb de cellules en apoptose

ROISSANCE CELLULAIRE :




> 150 oncogeénes identifiés dans cancers humains
> 40 genes suppresseurs de tumeur identifiés dans cancers humains




Daracjulacion das anecocanas ac garas
slorassaurs dacumanr 2 colrs e |z
pPregressienrimorale

- Mutation ponctuelle « Caractere dominant »:
- Amplification génique 1 événement suffisant
- Translocations chromosomiques

- Expression d'un oncogene viral

2 événements nécessaires

- Double délétion génique :| « Caractere récessif »:

- Mutation ponctuelle et délétion génique
- Perte d'expression génique

- Interaction avec un oncogéne cellulaire activé
- Interaction avec un oncogéne viral activé




Analysea axnadsiiye duy ganomea tumora
Sloalorm 2t 2\, Seiapnea 200)¢

Carcinome du sein et du colon: lignées ou xenogreffes (n=22)
13023 genes sequences, 3 millions PCR, 452 MB

Total : n=90 genes mutés par lignees

|dentification de n=189 genes « significatifs »

Moyenne: n=11 (génome total n=14 a 20)

Transcription, adhésion, invasion

CANdidates CANcer (CAN) genes

— « Attendus »: p53, KRAS, APC, MRE11...

— Oncogeénes pour d’autres tissus : MLL3, EPHBG..
— Inattendus: PKHD1, tubuline tyr ligase TTLL3

CAN genes C. du sein # C. colorectal
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Des avaricees: sclenitifigues majeures:... /e decrypiaqge: dul geriome humain

|:| Altérations géniques >
- o \;‘:*i:;:;‘w

Fearon ER. Cell 61:759, 1990

|:| Biomarqueurs

Diagnostic précoce

Diagnostic

Suivi thérapeutique

Cibles thérapeutiques
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Uhe sirategie d- analyse basee sur e recuell d un. grand Hnombre. del donnees

‘Chromosome : cytogénétique
*ADN : séquengage (SNP)
‘ARN : transcriptome g0
-Protéines : protéome N S

& Analyse
1l

Identification de Cibles / Biomarqueurs ‘

1 cible thérapeutique

Développer et valider des médicaments / tests

1l

Nouveau marqueur / nouvelle cible en pratique médicale

marqueur diagnostique
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Ganoicitig/Procaomiejties ARN

CGIHH=Array. ... Une, collection de) fragmenits: du. geriome. sur une seule) Jame

DNA Microarray Detecfion %
L0000 DDE0DTOI_CO0CIOOONNeeeeR

Cnpy Number
Analysis:

dbEST:
Gene Predictions:




L as guills ca |
Ganomiciue/Proigemicitias ARN

Les' < puces:> a ADN (microarray)) ... Une meifiode a Hauf=aebii- pour
/analyse au franscripfome

PrepareicNAProbe RrepareMicroarray

-
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issue-Array ... une collection d"echantillens tumoraux sur une seule
lame
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La  speciromelrie dermasse (MS)> pouriideniiiier /es projeines:

' Identification
BN  Digestion
Lo trypsine

jonisation séparation activation Analyse

- Spectrométrie de masse (MALDI-TOF, ES) MS MS
- Bioinformatique

Recherche base de données ‘

—> protéine
—>
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EENOMIGUE/PIeIERIMICUE

Les < sjgnalures molecllaires, des, tumeurs. .

médical

vV  Détecter précocement

V¥V  Mieux classer : assignation a une classe connue (prédiction de
classe) -> identification de nouvelles classes (découverte de
classe)

V¥  Pronostiquer

V  Prédire la réponse thérapeutique, la toxicité

VvV  Détecter des récidives, des micrométastases

cognitif

¥V Connaditre les étapes de | ‘oncogénése

V' Découvrir les réseaux géniques

WV Découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques / de nouveaux
marqueurs
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Defecier precocemerit: des, fumeurs. ...

A 12.9kDa 13.9kDa 28.0kDa 79.0kDa B

—— Normal
--=- Cancer
13.9kDa

N
0
R
Mt
A
Lt
=1
E
N
c
A |
N
C |
E
R

4,5kDa 15.1kDa 15.9kDa 18.6kDa
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Disiinguer des: sous-groupesider fumeur:

Germinal center B-cell-like Activated B-cell-like

+J

DLECL-0081 —

|

OLBCL-012
DLBCL-0024 :l
OLBCL-0003 —
OLBCL-0026 —
OLBCL015
OLBCL-0010
OLBCL-0001 —
OLBCL-0004
OLBCL-0029
OLBCL-0009
OLBCL-0020
DLBCL0033 —
DLECL-0011
OLBCL-0048
OLBCL-0027
OLBCL-0013
OLBCL-0007
DLBCL-0028
DLBCL-0025
DLBCL-0021
OLBCL0016
OLBCL-0040
DLBCL-0031
OLBCL-0036
DLBCL-0039

GC Centroblasts

{e) Al patients All patients ical risk patients

1.0, — Gearminal center B-cell-like — Low clinical risk — Germinal center B-cell-like
- Activated B-cell-like - L ~— High clinical risk - Activated B-cell-like

L

Probability

8 10 12 ’ &8 10 12 ’ 8 10 12
Owverall survival (years) Owverall survival (years) Owverall survival (years)

New rechmologies for ife scioncas: A Tremds Guide
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Ganofnic|tie/Preie)flie|LIE gene expession profiling predicts

0 clinical outcome of hreast cancer
P/"@d/f’e /a /"eC/?Ufe Laura J. van *t Veer*, Hongyue Dai %, Mare J. van de Vijver,

Yudong D. He:, Augustinus A. M, Hart", Mao Mao:, Hans L. Peterse-,
Karin van der Kooy", Matthew J. Martoni, Anke T. Witteveen®,
George J. Schreiber:, Ron M. Kerkhoven®, Ghris Roberts:,
Peter S. Linsley!, René Bemards* & Stephe :

Table 1 Breast cancer patlents eligible for adjuvant systemic therapy
Patiant group

Tovtal patiant group Matastatic deaasa Demaaza fraa
=78 at Sy {n = 34) at S = 44)

/34 (97 5)

TR (A% A2/34 (9495
4 TR{55%) 3/ m
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Predirera reporise da chimioTHerapler... siton connait Jes determinanis,
genefigues. della reporse

Exemples d'enzymes du métabolisme /
médicament

* dihydropyrimidine déshydrogénase 5-fluorouracile

* thiopurine S-méthyltransférase 6-thioguanine

* aldéhyde déshydrogénase cyclophosphamide
* N-acétyltransférase 2 amonafide

« DT-diaphorase mitomycine C

- alkylguanine alkyltransférase nitrosourées

* UDP-glucuronosyltransférase irinotécan/SN-38
- glutathion transférases 6STM nitrosourées
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Vers: un) concepi’ de fraitemeniinavidualise

SNP:A0Bcl
Transcripto
me:XA305
UW209

SNP: A1Bal
Transcripto
me:XA150
UW1984
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Les’ ouiiis: pour Ja: decouverie: de rouveaux medicameris

» « The task of discovery becames a task of recognizing »

> pre-genome era . ~500 know targets, man// publications
e

post-genome era . 5-10000 new « drugable » targets, no litterature

SA Hofta (BMS)




Queallas aigalicaitjons
AU EUYERCT

e Classification moléculaire des cancers

* |dentifier la cible d’'une thérapeutique ciblée




TUrUrS Sifoeles cfzisifo)-
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Tumeurs rares (?)
Histologie caracteristique &

CD117++, CD34+

Mutations activatrices dans
KIT dans certaines formes

familiales et sporadiques

Résistance majeure a tous
les traitements
chimiothérapiques: taux de
reponse <10%

Incidence: Suede (1.5 M hab,
4 labos anapath)

— 1983 -2000: 600 GISTCD 117+
— 20/ Mdhabitants.




Iniiarejrou g §2005 irjzd - PES
Peailanis peroorine (<t 2on Lz 9
MUGEHEAS

STANDARD 2008+++

920
80 -
70
w0 | P=0.0013
50 -
40
30
20 -
10 -

 (years) 0 \ \ \  (years)
1 2 3 4 0] 1 2 S 4
Number of patients at risk : Treatment O N Number of patients at risk : Treatment
94 53 11 400 mg 26 27 9 8 0 400 mg
113 67 22 800 mg 21 31 20 9 0 800 mg

Kot exon i musations Kat exon Y musations
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Exen LI Vintation Gl

Exon 1'1+Exon 13 mutation

En dehors d’un essai clinique,
Il faut continuer le traitement
par imatinib ou sunitinib
MEME chez les patients
progressifs

« Traiter en continu les clones
sensibles »

Exont =S lixont 1y mutation

Witiesitlop) 2] = Suf 2o ik TFgT70)|




NSCLC: Caommozraison randaomisga arlotinle
varsus olacago enaz las medaclas ordirajias ap
PrREGIESSIPNNEssAlfBRZING UNN@Neanad aN2)

100 7
80
60
40 7
20

0

Erlotinib — Placebo
RR=0,71; p <0,0001

....,.. : 1 31 %

0







VU2 EISHE ERIAVIEGER

« EGFRuvIII

Domaine extracellulaire tronqué
TK constitutivement active (indépendante du ligand)

Frequent dans les tumeurs du SNC, non exprimé dans les
tissus normaux

« Mutations somatiques dans le domaine TK

Mutations se situent dans le domaine de liaison TK- ATP
Délétions ou substitutions au niveau des exons 19 et 21

EGFR TK muté est plus sensible au gefitinib que le type
sauvage (IC50 0.015uM vs 0.1uM)

EGF ligand hinding Tyrosine kinase Autophosphorylation

[l WiVl «  ofG v

718 745 776 B3b BBE BE1 BED 264
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MURATEHNSI AU emaneENOSINEKINEASE
dellfEGER

Evaluation des mutations : exon 19, L858R et T790M
428 patients évalués, de stade IlIB/IV, PS 0-2
67 patients avec mutations (18,7 %) [exon 19 : 24, L858R : 19, T790M : O]

Erlotinib 150 mg/j chez les patients avec mutation (40 évaluables)
Hommes/femmes : 14/26, 12 fumeurs

Réponse objective (38 patients) : 82 % (5 RC, 26 RP, 5 stables, 2
progressions)

Réponse objective : 95 % (exon 19),
67 % (L858R) en fonction du type de mutation

Durée médiane de réponse = 13 mois
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Blofrerc|Uatrs: Gorferi?

Standards diagnhostiques :
— HER2, ER, CD20, KRAS, KIT (BM)
— X 10 dans 5 ans?

Standards pour le suivi : PET, Echographie avec
contraste

Recherche de transfert :
— Consentement du patient

— Description de I’étude
» Probleme de I'évolution des technologies

— Relecture vs recherche
— Patients décédés




Proliferation
maturation

RTK S|gnal transductlon

PISK SOS ¢
RBZ
MEK
TAT
E= - - Y
> l

APK

M
/
4

Survival
apoptosis Angiogenesis

VEIESESE
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Imatinib Sorafenib Valatanib Sunitinib
(BAY43-9006) (PTK787) (SU11248)




Conelusions
Biemarcuetis

* Une évolution majeure en quelques annees
— Marqueurs sériques et immmunohistochimique
— Marqueurs moléculaires

* Les outils mis en jeu:
— Caractérisation moléculaire des tumeurs
— Seéquencage, microarrays, protéomique
— Outil de criblage a haut débit: vers la routine

« Recherche clinique:
— |dentifier de nouvelles cibles moléculaires
— |dentifier ces cibles dans des tests de routine
— Prédire I'efficacité et la toxicité d’un traitement




