Les 6 processus de deréegulation dans la cancerisation cellulaire
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Figure 1. Les mécanismes de I'oncogenése selon Hanahan et Weinberg [4].

Un mécanisme sous-tend I'expression de chacun des autres : lI'instabilité genétique, qui permet a la cellule
cancereuse d'explorer avec succes,selon le modele de la selection darwinienne, les voies les plus diverses
qui lui permettront de subsister, de proliférer et d'envahir les tissus voisins et distants.
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B Voie de signalisation PIBK/AKT/mMTOR et anomalies de cette voie rencontrées dans les
tumeurs humaines.




MTOR Is a Central Regulator of Growth and
Metabolism

Nutrients Growth Factors

« MTOR is an intracellular
serine/threonine kinase

* mMTOR is a central regulator that
senses changes in

|® — Availability of growth factors
— Availability of nutrients
1 — Availability of fuel / energy

Protein Synthesis
/ \ « mMTOR regulation can affect

: : — Angiogenesis
Cell Growth Bioenergetics dioy
& Proliferation — Cell growth

Angiogenesis — Nutrient uptake, utilization

— Metabolism
Normal Cell



MTOR Pathway Is Deregulated in Cancers

p-Akt, 23-50%
PTEN, 24%
Ras, 30%
EGFR, 32—60%

TSC1/TSC2
p-Akt, 38%
PTEN, 31%

TGFB1, 60-100%
VHL, 30-50%
IGF-1/IGF-IR, 40-69%

% Incidence of mutation in selected cancers

D-Akt, 42%
PI3K, 18-26%
PTEN, 15-41%
HER2, 30-36%

TSC1/TSC2
IGF-1/IGF-1R
VHL

p-Akt, 46%
PI3K, 20-32%
PTEN, 35%
Ras, 50%
EGFR, 70%




MTOR Inhibitors Suppress Nutrient Availability
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RADOO1 (everolimus) AP23573 (deforolimus)

Structure moléculaire de la rapamycine et de ses trois deérivés :
le temsirolimus, I'everolimus et 'AP2357 3.




MTOR Inhibition May Enhance the Antitumor Effects of
Targeted Therapies

ov o ®

Growth factor inhibitors target either
the growth factor or the receptor on
the cell surface

« mTOR inhibitors target cancer cell
/ growth downstream of growth factor

/ receptors
+

e Combining an mTOR inhibitor with a
RAD 001 growth factor receptor inhibitor may
Everolimus be a more effective strategy for
cancer treatment

v

Ve Protein Synthesis « mTOR inhibitors may be effective in
Cell Growth : , patients that are refractory to growth
& Proliferation \  Bioenergetics factor inhibition

v Angiogenesis
Survival factors



Les 6 processus de dérégulation dans la canceérisation cellulaire

Evading
apoptosis

Sustained o Tlssue mvasion __'_ '
angiogenesis & metastasis
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Activation of Vascular Endothelial Cells

Host cells




Activation of Vascular Endothelial Cells

Host cells



Endothelial Cell Proliferation, Migration,
and Differentiation

Extracellular
matrix



Les métalloprotéinases de la matrice extracellulaire

Table . MMP Involvement in Normal and Pathological Processes

Normal Processes Pathological Processes
Embryonic development Arthritis
Blastocyst implantation Cancer :
Organ morphogenesis Periodontal disease
Nerve growth Corneal ulceration
Ovulation Cardiovascular disease
Cervical dilation Multiple sclerosis
Postpartum uterine involution Nephritis
Endometrial cycling Neurological disease
Hair follicle cycling Breakdown of blood brain barrier
Borne remodeling sSkin ulceration
Wound healing Gastric ulcer
Aangiogenesis Liver fibrosis
Inflammation Emphysema
Apoptosis Liver cirrhosis
Immune response Fibrotic lung disease
Vascular diseases
Sorsby’s fundus dystrophy
Alzheimer's disease
Guillian-Barre disease

Pro-
MMPs




MMPs in CARCINOGENESIS

MMP1
MMP2
MMP7

Degradation of
extracellular matrx
Promotion of
angingenesis
Stimulation of tumor
growth

Antiapoptotic effect
Osteoclast activation
and bone resorption

MMP3
MMPS

» Protection against
chemical
carcinogenasis

* Promotion of
angiogenesis

* Promotion of malignant
transformation

MMPs with
anticancer effects

MMP8
MMP12
MMP-14

+ |nhibition of tumor

growth

#» |nhibition of

angiogenesis

+ |nnate immunity

against cancer

» |nhibition of tumor

metastasis

Le r6le complexe des MMPs



MMPI

Marimastat vs. Placebo

COL-3 (Metastat)

Marimastat vs. Placebo

Marimastat vs. Placebo

Design/name

Randomized Double-blind Phase IIl

Randomized Phase II

Randomized Double-blind Phase IIl

Randomized Double-blind Phase IIl

Patients/neoplasm

369 patients with unresectable gastric and gastro-esophageal adenocar

Peu d’essais cliniques
en cours

75 patients with AIDS-related KS

- Non spécifiques
-Toxicité
-Modeles non fideles
-Absence de marqueur

121 patients with unresectable colorectal liver metastases

162 patients with glioblastoma multiforme s/p surgery + XRT
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Réqulation de HIF-lalpha par |les senseurs d’oxygene
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HIF activation in human cancer

-

Tumor type HIF-1 | HIF-2 | HIF and poor prognosis

Bladder + + HIF-1

Breast + + HIF-1
Colorectal + + HIF-1 and HIF-2
Cervical + MND HIF-1

Gastric + MND HIF-1

Glial + + HIF-1

Head and neck + + HIF-1 and HIF-2
Hepatocellular + + HIF-2

Lung MSCLC + + HIF-2

Melanoma + + HIF-2
Masopharyngeal + + HIF-1
Osteosarcoma + + HIF-1

Cwarian + + HIF-1 and HIF-2
Pancreaftic + + HIF-1

Prostate + + MD

Renal + + HIF-1 positive

+, expression was detected; ND, expression levels were not examined; NSCLC, non-small-cell lung cancer

Expression levels were determined by immunohistochemical methods




Les multi-cibles du facteur de transcription HIF

B ALDA
+> ANG2 ENOI_ cTF
FLK-1 GLI..IT-:i CCND1 CXCR4
= FLT1 el EPO E-CADHERIN | €
MMP-2 Hia = IGF-2 LOX
=» MMP-9 LOMHA IGF-BP2 PAI-1
> Beee ||
TIE2 PDK1
PFKL
PGHK1

ANGIOGENESIS

IHETAEIGL.ISM I FFIIDLIFEFI:ATIBMI “ JE?:S}ES{E I

List of HIF-regulated genes that promote key aspects of tumorigenesis. HIF regulates the expression of over 100 genes that regulate key
aspects of tumorigenesis, including angiogenesis, metabolism, proliferation, invasion, and metastasis. ALDA, aldolase A; ANG-1, angiopoietin
1; ANG-2, angiopoietin 2; CCND1, cyclin D1; CTGF, connective tissue growth factor; CXCR4, C-X-C chemockine receptor type 4; E-cadherin;
EPO, erythropoietin; ENO1, enclase 1; FLT-1, VEGF receptor 1; FLK-1, VEGF receptor 2; GLUT-1, glucose transporter-1; GLUT-3, glucose
transporter-3; HK1, hexokinase 1; HK2, hekokinase 2; IGF-2, insulin growth factor-2; IGF-BP2, IGF-factor-binding protein 2; LDHA, lactate
dehydrogenase A; LOX, lysyl oxidase; MMP-2, matrix metalloproteinase-2; MMP-9, matrix metalloproteinase-9; MXI-1, max interactor 1; PAI-
1, plasminogen activator inhibitor-1; PDGF-B, platelet-derived growth factor-B; PDK1, pyruvate dehydrogenase kinase 1; PFEL,
phosphofructokinase L; PGK1, phosphoglycerate kinase 1; SDF-1, stromal-derived factor 1; TGF-=, transforming growth factor-«; TIE-2;
UPAR, urokinase plasminogen activator receptor; VEGF, vascular endothelial growth factor

HIF est un « master gene »




Angiogenese et VEGF

1" Angiogenese : des liens intimes entre vascularisation
et croissance tumorale

2° Le VEGF, facteur clé de I'angiogenése

3" Les approches anti-angiogéniques :
anti-VEGF, une nouvelle voie thérapeutique



Introduction

La vascularisation tumorale
ou angiogenese

LES DONNEES RECENTES

1971 une hypothése publiée par Folkman
1989 découverte et clonage du VEGF par Ferrara @

1990-2004 développement clinique des anti-angiogéniques ©*

(1) Folkman J, Merler E, Abemathy C, Williams G.: Isolation of a tumor factor responsible or angiogenesis-
J Exp Med. 1971 Feb 1,133(2):275-88.

(2) Leung DW, Cachianes G, Kuang WJ, Goeddel DV, Ferrara N. : Vascular endothelial growth factor is a secre-
ted angrogenic mitogen- Science. 1989 Dec 8,246(4935).1306-9.

(3) Ziche M, Donnini S, Morbidelli L. : Development of new drugs in angiogenesis.— Curr Drug Targets. 2004
Jul:5(5):485-93.

(4) Wright PS, Cross-Doersen D, Miller JA, Jones WD, Bitonti AJ.: Inhibition of angiogenesis in vitro and in ovo
with an mhibitor of cellular protein kinases, MDIL 27032~ Cell Physiol. 18992 Sep,152(3):448-57.



Angiogenese

Phase DORMANTE Phase VASCULAIRE :

ou avasculaire : » Développement de nouveaux vaisseaux
* Tumeur de petite taille * Croissance tumorale locale
(diameétre : < 1-2 mm)  Potentiel métastatique

SWITCH .
ANGIOGENIQUE

resultant de la
surexpression de facteurs

pro-angiogeniques
BEx : VEGF)

Daprés Bergers G, et al. Tumnorigenesis and the angiogenic switch- Nat. Rev. Cancer 2003 ; 3 : 401-10



Phase VASCULAIRE : 7er temps

Switch angiogénique

' Fac_teu;s_
anti-angiogéniques

Facteurs
pro-angiogéniques

> Acquisition d'un “phénotype ANGIOGENIQUE”

» surexpression des facteurs pro-angiogéniques et
* sous-expression des facteurs anti-angiogéniques

Déclenchement de I'angiogenése

Bergers G. et al. Tumorigenesis and the angiogenic switch- Nat Rev. Cancer 2003 ; 3 : 401-10



Nouveau médicament
anticancéreux®

© Anticorps monoclonal humanisé (93% humain,
7% murin)t2]
O 1¢r anti-VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

© Cible : vascularisation tumorale

2 Traitement différent et complémentaire de la
chimiothérapie

Une avancée
dans le traitement du cancer colorectal métastatique 31

M

1.
2.
3.

Résumé des Caractéristiques du Produit
Ferrara N, Hillan KJ, Gerber HP, Novotny W. Discovery and development of bevacizumab, an anti-VEGF antibody for treating

cancer.Nat Rev Drug Discov. 2004 May;3(5):391-400.

Hurwitz H, Fehrenbacher L, Movotny W, Cartwright T, Hainsworth J, Heim W, Berlin J, Baron A, Griffing S, Holmaren E,
Ferrara N, Fyfe G, Rogers B, Ross R, Kabbinavar F. Bevacizumab plus irinotecan, flucrouracil, and leucovorin for metastatic
colorectal cancer, N Engl J Med. 2004 ; 350 (23) : 2335-42.



AVASTIN® + [FL*

bevacizumab

survie globale

-
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Pourcentage (%) de survie
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Bras thérapeutiques
— Avastin® + [FL*
— Placebo + IFL*

Médiane de survie :
20,3 vs 15,6 mois
p =0,00004

RR: 0,66

* IFL : irinotecan (l), 5-fluorouracile (5FU), acide folinique (AF)

1. Hurwitz H, Fehrenbacher L, Novotny W, Cartwright T, Hainsworth J, Heim W, Berlin J, Baron A, Griffing S, Holmgren E,
Ferrara N, Fyfe G, Rogers B, Ross R, Kabbinavar F. Bevacizumab plus irinotecan, fluorouracil, and leucovorin for
metastatic colorectal cancer. N Engl J Med. 2004 ; 350 (23) : 2335-42.

2. Résumé des Caractéristiques du Produit



Efficacité clinique

O Avastin® a montré une amélioration significative
de la survie globale
o En 1¢eligne de traitement du cancer colorectal métastatique
o En association a une chimiothérapie IFL* versus IFL* seul

20,3 mois vs 15,6 mois ; p<0,001 ; RR : 0,66



AVASTIN®

bevacizumab

© Une nouvelle voie thérapeutique 2]

e Augmentation de la survie globale en lére ligne du cancer
colorectal métastatique

* Avastin® + IFL* vs IFL : 20,3 mois vs 15,6 mois (p<0,001 ;
RR : 0,66)

< 4,7 mois de survie en plus [1.2!

* |FL : irinotecan (l), 5-fluorouracile (5FU), acide folinique (AF)

1. RCP Avastin® : Etude AVF2107g de Phase IIl, randomisée, en double aveugle, contrélée, évaluant I’efficacité d’Avastin®
associé a une chimiothérapie IFL vs IFL seul en premiere ligne du cancer colorectal métastatique. Critére principal = survie
globale (temps médian en mois) : 20,3 vs 15,6 en faveur du bras IFL + Avastin® (p< 0,001).

2. Hurwitz H, Fehrenbacher L, Novotny W, Cartwright T, Hainsworth J, Heim W, Berlin J, Baron A, Griffing S, Holmgren E,

Ferrara N, Fyfe G, Rogers B, Ross R, Kabbinavar F. Bevacizumab plus irinotecan, fluorouracil, and leucovorin for metastatic
colorectal cancer. N Engl J Med. 2004 ; 350 (23) : 2335-42.



AVASTIN®

bevacizumab

Le 1" anti-VEGF
améliore significativement
la survie globale

Utilisé en 2010 en chimiothérapie combinatoire pour :
- le cancer colo-rectal métastatique

- le cancer métastatique_du sein

- le cancer du poumon non-a-petites cellules (CNPC)
- les glioblastomes

- le cancer du rein



Survie cellulaire, Prolifération

Cellnle
- Endothéliale
Temsirolimu )-

S mTOR
- | Sorafenib
i‘( Sunitinib
|

¥ N VEGFR

| r\ Bevacizumab
TGO
| i ' > |

EGFR b
i /
Cellule
/ Tumorale

Temsirolimus>' mTOR .
'—\_’-’ Survie cellulaire

. Cibles thérapeutiques explorées dans le cancer du rein. Elles comprennent : dans la cellule tumorale, 'EGFR, mTOR ¢
iIF ; en extracellulaire, le VEGF ; dans la cellule endothéliale, le VEGFR et mTOR. Les médicaments ayant obtenu 'AMM dans |
ancer du rein ciblent mTOR (temsirolimus), le VEGF (bévacizumab) et son récepteur (sunitinib et sorafénib).




A

Les 6 processus de deregulation dans la cancerisation cellulaire

Evading
apoptosis

Sustained o Tlssue mvasion __'_ '
angiogenesis & metastasis




GASTRULATION
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Phénotype mésenchymateux

EMT

Marqueurs de fonctionnalité

Migration augmentée

Invasion augmentée

Invasion ciblée par des facteurs attractant asgmentéa
Elongation de la forme de la cellule

Résistance aux ancikis

Marqueurs moléculaires

Protéines sur-exprimées
MN-cadherine
Vimentine
Fibronectine
SMAIL1T (Snail)
SMAIL2 (Slug)
TWIST
Goosacoid
FOXC2

Sox10

MME-2
MMP-3
MMP-9
Intégrine o5 B
uPAR

Protéines sous-exprimées
E-cadhérine

Desmoplakine

Cytokératine

Qecludine

Protéines s'accumulant

dans le noyau
f-caténine
Smad-2/3

NF- 3

SMAILT (Snail)
SMAILZ (Slug)
TWIST

Phénotype épithélial

. La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) physiologique et tumorale.



Role de la voie Wnt dans I'adh

Dégradation /\

popzzi

w-cat: o-caténine, P-cat: PB-caténine, Pkg: plakoglobine,
APC: adenomous polyposis coli GSK3: glycogen
svnthase kinase, LEF-1: lvmphoid enhancer factor 1, ILK:
integrin linked kinase, Dsh: disheveled

Tous les composants des points de contact cntre les
cadhérines ct lc cytosquelette n ont pas été représentés



HIF agit aussi sur le processus d’invasion/ métastase

HIF

ANG-1 ALDA
ANG-2 E’:ﬁ!r ; CTGF
FLE-1 G Ll.IT-S CCND1 CXCR4
FLT-1 ol EPO E-CADHERIN
MMP-2 HEl IGF-2 LOX
MMP-9 IGF-BP2 PAI-1
PAI-1 e TGF-x SDF-1
PDGF-B ' UPAR
PDK1

TIE-2 PFKL
VEGF-A AR

ANGIOGENESIS METABOLISM PFlﬂIJFEFIATIﬂ-NI HIE::SE:}EE;S

=
—

List of HIF-regulated genes that promote key aspects of tumorigenesis. HIF regulates the expression of over 100 genes that regulate key
aspects of tumorigenesis, including angiogenesis, metabolism, proliferation, invasion, and metastasis. ALDA, aldolase A; ANG-1, angiopoietin
1; ANG-2, angiopoietin 2; CCND1, cyclin D1; CTGF, connective tissue growth factor; CXCR4, C-X-C chemokine receptor type 4; E-cadherin;
EPO, erythropoietin; ENO1, enolase 1; FLT-1, VEGF receptor 1; FLK-1, VEGF receptor 2; GLUT-1, glucose transporter-1; GLUT-3, glucose
transporter-3; HK1, hexokinase 1; HK2, hekokinase 2; IGF-2, insulin growth factor-2; IGF-BP2, IGF-factor-binding protein 2; LDHA, lactate
dehydrogenase A; LOX, lysyl oxidase; MMP-2, matrix metalloproteinase-2; MMP-9, matrix metalloproteinase-9; MXI-1, max interactor 1; PAI-
1, plasminogen activator inhibitor-1; PDGF-B, platelet-derived growth factor-B; PDK1, pyruvate dehydrogenase kinase 1; PFEL,
phosphofructokinase L; PGK1, phosphoglycerate kinase 1; SDF-1, stromal-derived factor 1; TGF-=, transforming growth factor-«; TIE-2;
UPAR, urokinase plasminogen activator receptor; VEGF, vascular endothelial growth factor




Hypoxia
La Transition Epithélio-Mésenchymateuse
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En résumé : plusieurs altérations sont nécessaires pour acquérir le phénotype tumoral

A
Component Acquired Capability
ﬂ Self-sufficiency in growth signals
' Insensitivity to anti-growth signals

Evading apoptosis

Limitless replicative potential

'l‘ Sustained angiogenesis

lﬂ. Tissue invasion & metastasis

Example of Mechanism

Activate H-Ras oncogene

Lose retinoblastoma suppressor

Produce IGF survival factors

Turn on telomerase

Produce VEGF inducer

Inactivate E-cadherin

TouteBs ces possibilitées de mutation obligent a des traitements varies




Antinéoplasiques
Géneéraux

Inhibiteurs de la
dihydrofolate reductase
mathrolrexate

Aufres
belwrala
L-asparagingss

parfimara
rafingitdes
SrEanic .'

Inhibiteurs de la
ribenucléide diphosphate
reductase

hpdroxyrgs

Inhibifeurs de la
thymidylafe synthase :

I / raititraxed

Antimétabolites

'_.':y'_tr okines S-fluora-uracile
rtarfarcn o rmarcamopuUring
—_— - Affections malignes -y

Hormones anti-homones

friptoréling

ialrorala
tamoxifana

fRutamide

du fuseau
vinbiasiinag
paciiaxel

Altérations

T

Médicaments alférants le DONA
Agents alklants | chlomaling
Agents intercalants : daunorubicine
Inhibitaurs des topoisomérases | at 1|
wnrolécan
aloposide

Flatine



Effets pléiotropes des inhibiteurs a large spectre
Autres kinase (HER ...

Cellules
Tumorales

RTK ¢ .
Inhibiteurs
R 0
alarge 9
spectre

Cellules
§ Endothéeliales



AMG-102 Cetuximab BMS-536924 Amuvatinib Axitinib A83-01 Cilengitide ABT-627
Crizotinib Erlotinib Figitumumab Motesanib Bevacizumab Fresolimumab Natalizumab ZD-4054
INI-2EBT 7605 Gefitinib NVP-ADWT42 Ramucirumalb Cediranib LY-264947 £347
PF-04217903 Panitumumab 051-906 Tandutinib ‘u’argatei SD-208 Vitaxin
c-Met EGFR IGFR PDGFR VEGFR » TGFBR  Integrins ETaR
b b e w vl ] ._.l =
—- - ! '; |
Membrane I i
= ; = IF' i —
iR | B i B kd il
' l
RAF
BEZ-235 ]
1 GDC-0941 P2K
v PI-103
AZD-6244 Bosutinib Z5TK-4374
b —{ MEK1/2 sy —] SR SMADs v
PD-0325901 KX2-391 GSKe90693 _I
RDEA-119 Saracatinib MK-Z206 AKT
v Triciribine
ERK1/2 XL-418

Vers une médecine moleculaire : les thérapies cibléees



De I'importance de sélectionner
des biomarqueurs

pronostics et prédictifs



Différentes voies moléculaires de la carcinogenése des adénocarcinomes
|monair

v v

Inactivation p16 Inactivation p16
LOH 9p LOH 9p .‘
Hyperméthylation promoteur p16 Hyperméthylation promoteur p16
Mutations ponctuelles
l Délétions homozygotes
Mutations p53 et Ki-ras rares mut. P53 fréquentes| | mut. pS3 rareg
(<10%) Imut. ras rares| mut. ras frequentes
Remaniements chromosomes +/- Remaniements Remaniements
cltomosomes ++ chromosomes +/-

19p, 17p, 13q, 8p 6q, 19p
@ oa@zp3p dzpP4q
5q, 16p, 1p, 3q «E»
11p, 18q, 6p, 49




Les étapes spatio-temporelles de la carcinogenéese tabagique

I Précoces Tardives [

Epithélium| Hyperplasie Dysplasie Carcinome in situ
normal

Carcinome
invasif

13 p LOH| Fxtension des délétions| 80 %
en 3p
LInstabilité des microsatellites | 50 %
9 p21 LOH| 70 %
= ivati : : 80 %
'H rexpression de MYC 60 %
8p21-23 LOH 80 %
: logéne 40 %
40 %
méthylations 100 %
LOH 70 %
aneuploidie 80 %
15q21APC-MCCLOH|  30%

mutation de ki-ras 20 % <




'CBNPC : anomalies clés

Pi3K mutation® :
/ HER2 mutation® |
=) MET amplification® i

o
ALK fusion ¢

“

Par Cédric Verjat
Ced-web

a-sensible aux inhibiteurs EGFR

l b-résistant aux inhibiteurs EGFR

| c-sensible aux inhibiteurs de Pi3K ?
d-sensible aux inhibiteurs d’ALK

e sensible aux inhibiteurs d'HER2

Vers un début de médecine personnalisée



Le futur ?

e Historique des decouvertes sur le genome
e Séquencer les exomes
e Les nouveaux ARN non-codants
e La révolution des miARN
e Le futur des nouvelles techniques
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