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De la difficulté de valider des nouveaux biomarqueurs.:-

1 Biomarqueur d’intérét clinique

Phase de développement
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Tests diagnostigues conformes aux
reglementations

- Europe: marquage CE-IVD
- Etats-Unis: homologation FDA

—> Pertinence clinique du biomarqueur?



Recommandations pour la Pratique Clinique : Saint Paul de

Vence 2007 « cancers du sein »

Determin ation de HER2

- IHC avec un anticorps valide pour diagnastic

-E || -_'t:-glb"' "l,.l i H |1 |I f T.J. dl H{Il" "ulll"l
FISH ou CIS= avec test valide pour le diagnostic [FT --‘-"E-.
FathVysion, FISH cytomation, CISH Zymed ou Zytovisior

niveaul, grade A

l»—'- med)

as douteusx



FOA U.S. Food and Drug Administration

CENTER FOR DRUG EVALUATION AND RESEARCH

1. Test obligatoire
2. testrecommande
3. 3:test pour information

Cancer

Table of Valid Genomic Biomarkers in the Context ot Approved Drug Labels

http://www.fda.gov/cder/genomics/genomic_biomarkers_table.htm
UGT1A1 Variants 2

Irinotecan

G6PD Deficiency 2 Rasburicase Cancer

Ph+ CML 3 Busulfan Cancer

DPD Deficiency 3 Capecitabine Cancer

Deletion of Chromosome 5q(del(5q)) 3 Lenalidomide Cancer

UGT1A1 variants 3 Nilotinib Cancer (targeted therapy)
PML/RAR alpha gene expression 3 Tretinoin Cancer (targeted therapy)
Adults Ph+ ALL 1 Dasatinib Cancer (targeted therapy)
EGFR expression (Colorectal Cancer 1 Cetuximab Cancer (targeted therapy)
Her2/neu Over-expression 1 Trastuzumab Cancer (targeted therapy)
EGFR expression (Head and Neck Cancer) 3 Cetuximab Cancer (targeted therapy)
EGFR expression(NSC Lung Cancer) 3 Erlotinib Cancer (targeted therapy)
C-KIT expression 3 Imatinib Cancer (targeted therapy)
CCRS5 -Chemokine C-C motif receptor 1 Maraviroc Infectious disease

Urea Cycle Disorder (UCD) Deficiency 2 Valproic acid Infectious disease

G6PD Deficiency g Primaquine Infectious disease

NAT Variants 3 Rifampin, isoniazid, and pyrazinamide Infectious disease
CYP2C19 3 Voriconazole Infectious disease
CYP2D6 3 Atomoxetine neurology/ Psychiatry
CYP2D6 3 Fluoxetine HCL neurology/ Psychiatry
HLA-B*1502 allele presence 2* Carbamazepine neurology/ Psychiatry
CYP2C9 Variants 2 W arfarin Hemostasis

Protein C deficiencies (hereditary or acquired) 2 W arfarin Hemostasis

Vitamin K epoxide reductase (VKORC1) Variants 2 W arfarin Hemostasis

CYP2C9 3 Celecoxib inflammation

Familial Hypercholestremia (LDL Rc) 2 Atorvastatin Metabolism

TPMT Variants 2 Azathioprine transplantation



Inhibiteurs du CYP2D6:

* puissants: fluoxeétine, paroxétine
e  modeérés: sertraline, cimetidine,

amiodarone, ticlopidine, halopéridol

tamoxifene endoxifene
. cvtochrome |
(peu actif) y (100 x plus actif)




AmpliChip CYP450 Test VIR Yo A1
DESTINE AU DIAGNOSTIC IN VITRO.
AmpliChip CYP450 Test Homologation FDA
FOR /N VITRO DIAGNOSTIC USE.

P450 2C19

Anti-epileptiques
Antidepresseurs imipraminiques



Activité
Changement de nucléotide prédite de
I'enzyme

TS

*2ABD |[-1584G, C1039T, G1661C, C2850T, G4180C Normale
*3 2549A del Aucune

*4ABDJK |C100T, G1039T, G1661C, G1846A, C2850T, G4180C Aucune
*5 Géne CYP2D6 entiérement effacé Aucune
*6ABC [1707T del, G1976A, G4180C Aucune

Aucune

7 _|AeC 0000000000000 |
G1661C, G1758T, C2850T, G4180C Aucune

Réduite
T0AB Reduite
i Aucune
TaA Aucune
*14B |G1661C, G1758A, C2850T, G4180C Inconnu
iE Aucune
7 Réduite
iE Aucune

G1661C, 1973insG, C1978T, T1979C, C2850T, G4180C Aucune

caees | Tnconns

T3277C Inconnu

G1659A, G1661C, C2850T, G3183A, G4180C Réduite

*30 G1661C, 1855-1863 ins(TTTCGCCCC) répétition, C2850T,
G4180C

31 |G1661C, C2850T, G4042A, G4180C Inconnu
35 |-1584C, G31A , G1661C, C2850T, G4180C [ ] Normale

. C100T, C1039T, G1661C, G4180C, conversion du géne en A
36 |cYP2D7 en exon 9 Reduite
'40

, G1661C, 1863ins(TTT CGC CCC)2; C2850T, G418( Aucune

g Reduts
]

génes *2 actifs en double (n n'est pas déterminé - gamme 2-13)
génes *4 inactifs en double (n n'est pas déterminé)
genes *35 actifs en double (n n'est pas déterminé)
génes "41 partiellement actifs en double (n n'est pas determing) 15 000 sondes
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Logiciel d’'interprétation des resultats

prenant en compte les 2 alleles
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Le rendu des résultats
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Quantitative effect of CYP2D06 genotype

Comprehensive Evaluation of Tamoxifen Sequential and inhibitors on tamoxifen metabolism:

Biotransformation by the Human Cytochrome P450 System in

Vitro: Prominent Roles for CYP3A and CYP2D6 Implication for optimization of breast
cancer trecatment
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The impact of cytochrome P450 2D6 metabolism in women
receiving adjuvant tamoxifen
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Pharmacogenomic Variation of CYP2Dé6 and the
Choice of Optimal Adjuvant Endocrine Therapy for
Postmenopausal Breast Cancer: A Modeling Analysis
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Recommander un génotypage du

CYP2D6 avant prise de tamoxifene?



Etudes francaises sur CYP2D6/ tamoxiféne

PHRC 2008 — Projet 20-25, retenu

“Etude de phase Il ouverte évaluant en fonction du
polymorphisme du CYP2D6, le taux de réponse
biologique au traitement par tamoxifene (TAM)
administré en situation pré-opératoire chez des
patientes présentant un cancer du sein non
metastatigue RH+”

PHRC 2009 AAP - INCA

Etude des facteurs affectant le métabolisme de
I’'hormonothérapie du cancer du sein



3 technologies au service de larecherche de
nouveaux biomarqueurs

PCR en temps réel

454 sciences

Séquencage

Puces



Multicenter study of ZAP-70 expression in patients with
B-cell chronic lymphocytic leukemia using an optimized
flow cytometry method

Nathalie Gachard.* Aurélie Salviat,* Catherine Boutet.* Christine Arnoulet.® Francoise Durrieu,*
Bernard Lenormand.? Stéphane Leprétre,® Sylviane Olschwang.*® Fabrice Jardin.®
Marina Lafage-Pochitaloff.?¢ Dominique Penther,” Danielle Sainty,*¢ Liliane Reminieras,?

P i 1 AFi ARA?
Jean Feuillard.* and Marie C. Béné® for the GEIL haematologica | 2008; 93(2) | 215 |
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Groupe Ouest-Est d'étude des Leucémies Algués
et autres Maladies du Sang

Pr M.-C. Béne, Faculté de Médecine de Nancy

Dr C. Ferrand, EFS de Besancon

« Goelams choisi par le Groupe comme site pilote pour évaluer la trousse de dosage
guantitatif de transcrits Zap70 par PCR en temps réel

* Recrutement efficace en cours: 100 echantillons préts a étre testés



Mutations des genes BRCA1 et BRCA2




ASSISTANCE @ HOPITAUX
PUBLIQUE DE PARIS
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F. Coulet, F. Soubrier

UF d’Oncogénétique Moléculaire

Groupe Hospitalier Pitie-
Salpétriere

HRM (High Resolution Melting
Analysis)
< Technique « 2en 1 »

» Detection de mutations ponctuelles

» Détection de grands réarrangements
par PCR semi-quantitative

O ADN Normal 1
0O ADN Normal 2
| Patient



Séquencage a ultra haut débit

Cly GS FLX

454 ."S‘:;ENCE.S

® Sequencage de 500 Mb / 10 Heures

® Au CRLCC de Clermont-Ferrand,
recherche en routine des mutations
BRCA1 et BRCA2 de 16 individus en
méme temps

,*/—rt ® En cas de résistance au traitement,
L recherche de mutations faiblement

JEAMN PERRIN représentées dans une tumeur




Puces a haute définition
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Expression
- Nesure des taux de mREMA,
- Analyse des variation d'expression
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ChiP-chip:
-  Becherche de site de fixation de protaine de ragulation

Methylation
- Regulation de l'expression génigue

CGH (Comparative Genomic Hyhbridization])

- hangement de nombre de copie, insertions, délétions,
translocation (variation de structure]




Conclusions sur les processus de validation

1.Expertise « groupe Roche »
* Nouveaux biomargueurs: recherche interne et veille sentinelle
e Choix technologique +++

» Savoir-faire sur la validation analytique, réglementaire, et la standardisation

2.Roche France, partenaire majeur de la communauté scientifique francaise

* Roche Pharma, 2eme promoteur d’essais clinigue en France (1®" semestre
2008)

- Roche soutient 240 études cliniques (24 000 patients)

« Roche Diagnostics, des technologies innovantes pour du diagnostic
experimental

- 5eme Rencontres LightCycler a I'Institut Pasteur (1°" octobre — 400
participants)



La validation clinique, toujours évolutive...

2005: « tumeurs surexprimant HER2 (IHC 3+) »

2007: « tumeurs surexprimant HER2 (IHC 3+) ou avec gene amplifié (FISH/CISH
+)»

Recommandations pour la Pratique Clinique : Saint Paul de

Vence 2007 « cancers du sein »

Détermination de HER2 niveaui, grade A
L'—J |=| o r-4t ire experimante, réalizant au moing 150 1ests oar an,
e exteme d'assurance gualité au mains sur une base annuelle
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Herceptesty Pathway HER-2 {c-erbB-2)cione CE11 (Ventana) RAntic

200 Wlel CONFIRM™ anti-HER-2/neu (4B5)
S | N F O R M" HER2 SISH



Roche, une strategie d’alliances Nouvelle organisation delaR & D
en « Disease Biology Areas »

5 spécialités

Oncologie
Maladies métaboliques

Systeme nerveux central

Maladies inflammatoires

Virologie

LIFE
45 SCIENCES GEnEﬂtEGh I I II I I
RX R x RX

v
;1‘5 VENTANA




PHC in Roche Oncology — Overview
Biomarker programs for all pharma
projects

Ph /Il

Prospectively assessing opportunities Identifying patients who have an improved
for patient selection clinical benefit to launched drugs

IGF-1R mAb . Range of candidate

(R1507) markers 0

M[()F'\{'721?2§a9 . P53 wild-type |

PLX4032 « BRAF V600E gene .
(R7204) mutation

T-DM1 « HER2 expression :

« HER2 .

(R3502) amplification ;

HERZ2 expression
HERZ2 gene amplification

Range of candidate markers
for hypothesis investigation

Range of candidate markers

EGFR expression (IHC)

EGFR gene copy number (FISH)
EGFR mutations

KRAS mutations



Nous Innovons la santé
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