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Introduction (1)

Plus de 70 % des patientes ayant un cancer du sein sont RH
+ (expression nucléaire des RE et/ou des RP)

L’hormonothérapie est la 1°' thérapie ciblée utilisée dans le
cancer du sein

Réponse a un traitement hormonal

— Soit blocage compétitif des RE (SERM: Tamoxifene; SERD: Fulvestrant)

— Soit réduction du niveau des oestrogénes circulants (inhibiteurs
d’aromatase, suppression de la fonction ovarienne)



TRAITEMENTS HORMONAUX DU CANCER DU SEIN
Historique, de 1896 a 2009...

« QOvariectomie

« Adrenalectomie

* Hypophysectomie
« Qestrogénes

* Androgenes

* Glucocorticoides
* Progestatifs

Aminoglutethimide
Anti-estrogenes

Analogues LH-RH

Anti-estrogenes
« purs »

Anti-progesterone

Inhibiteurs spécifiques
de I'aromatase



Hormonotheérapie

« Tamoxifene: 1°" traitement hormonal
(SERM) liaison directe au RE

 Inhibiteurs de ’'aromatase de 3¢éme
géneération
— Non stéroidiens: Letrozole, Anastrozole
 Inhibition indirecte et reversible de 'aromatase

— Stéroidiens: exemestane
* Inhibition directe et irreversible de 'aromatase

« Degradation du RE, le Fulvestrant (SERD)



Introduction (2)

« 1/3 des ptes recevant 5 ans de Tamoxifene
rechutent a 15 ans: ces tumeurs sont devenues

resistantes a une hormonothérapie....

Nouvelles cibles thérapeutiques
pour les tumeurs
resistantes a I’lhormonothérapie



Voies de résistance



Meéecanismes de résistance

1) ERa: Expression, variants mutés et/
ou tronqués, methylation,
phosphorylation, localisation sous
membranaire



Expression des RE o

Premier mecanisme de
resistance intrinseque:
non expression des RE

IHC méthode de

reférence depuis 2000,
seuil: expression nucléaire

de 10 %

Reponse:

— si RE+ et/ou RP+: 70 %
— <10 % si RH-

— RE+/RP+ > RE+/RP-
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Survie globale selon RH, patientes > 90%

traitées par Tamoxifene

Cui X et al; J Clin Oncol. 2005;23(30):7721-35.




Formes variantes des RE«

» Mutations rendant le recepteur non
fonctionnel et donc tumeurs hormono
resistantes

— Substitution lysine—arginine en 303 > résistante au
Tamoxifene chez 'lhomme et aux Al dans les lignées
cellulaires

— Cette mutation active la voie PI3K/Akt
— L’inhibition de cette voie restaure la sensibilité aux Al
— Mais cette mutation est rare 1% des cas



Formes variantes des REa (2)

 Polymorphisme de ESR1 (génes codant pour RE o) €tudié chez

1001 patientes (etude POSH)’

— Deux polymorphismes de ESR1 sont retrouvés en univariée comme
facteur de mauvais pronostic mais non en multivariée

 Forme tronquée de RE (REx36) localisée sous la membrane
plasmique et dans le cytoplasme > activation de la voie

L\/IAPK/ERK "stimulation de la croissance tumorale

Eccles D, Gerty S et al Simmonds P, et al (POSH): study protocol. BMC Cancer. 2007 Aug 15;7:160.
Wang Z, Zhang X, et al: Biochem Biophys Res Commun. 2005 Nov 4;336(4):1023-7.



Données cliniques des formes tronquées des REa

« EXxpression de la protéine
ER-036 chez 896 femmes
ayant un cancer du sein
RH+

Qo

E

 BUT: Surexpression de W —
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patlent_e§ traltees par Shi L et al. JCO 2009;27:3423-3429
Tamoxifene en adjuvant



RE a et RE 8

Deux proteines distinctes, traduction de 2
genes difféerents (chr 6 et 14)

RE a utilisé en routine

RE B role peu clair et non consensuel, place
a déterminer

Faible expression de RE[3 dans le tissu
tumoral

Honma et al, JCO, 26, 3727-34, 2008,



Modifications post traductionnelle du REa

» Ces modifications: phosphorylation,
methylation, ...

Peuvent influer sur la fonctionnalité
du récepteur

* Une méthylation du RE (en ARG260) est associée a une
a une fonction extra nucléaire du RE avec interaction
avec la PI3KCA et activation de la voie Akt

Le romancer et al, Mol Cell, 2008



Meéecanismes de résistance

1. ERa: Expression, variants mutés et/
ou tronqués, methylation,
phosphorylation, localisation sous
membranaire

2.Coregulation



Fonctionnalité des RE

« RE: facteur de transcription nucléaire
===p régule I'expression de genes impliques
dans la prolifération, apoptose et la progression
cellulaire (cycline D1, Bcl2, VEGF)

 RP: idem, facteur de transcription

* La neégativite des RP dans les tumeurs RE+ =
marqueur d’hyperactivité de la voie de signalisation des
recepteurs de facteurs de croissance et non un marqueur
de non fonctionnalité des RE



Coregulateurs des RE, A1B1

Le REa = facteur de transcription = dimérisation et
iInteraction avec des protéines coregulatrices >
hormonoreésistance ?

Coactivateur le + étudié = A1B1 (SCR3, NCOA3)

— Surexpression et hyperphosphorylation
transcription Rea dépendante > hormonoresistance in

vitro
Mecanisme par lesquels A1B1 hormonoreésistance =
xltiples
— Majoration de I'effet agoniste du Tamoxifene

— Induction des voies de signalisation des facteurs de
croissance (HERZ2..)

— Liason a ERR a (complexe A1BA-ERR a) contrblant les genes
regulés par I'oestradiol de fagon hormono-indépendante



Corégulateurs des RE, A1B1, et autres..

« Etudes retrospectives ont confirme cette
« hormonoresistance » liee a la surexpression de
A1B1’

« Ces coregulateurs sont nombreux et ont une
expression ubiquitaire, ils regulent des récepteurs
et facteurs de transcription # RE, RP

c Absence de spécificité
Analyse en clinique difficile

" Lahusen T et al: The role and regulation of the nuclear receptor co-activator AIB1 in breast.
cancer. Breast Cancer Res Treat. 2009;116(2):225-37.



Resistance au traitement hormonal

* Activation de différentes voies de
transduction du signal de la prolifération
cellulaire



Interaction avec les réseaux de signalisation:

facteurs de croissance et leurs recepteurs
(cross talks)

* La stimulation des voies de stimulation
(initiee par EGFR, HER...) > cascades
de réeactions enzymatiques intracellulaires

> effet sur la survie cellulaire
— Inhibition de I'apoptose
— Stimulation de la prolifération cellulaire

— Majoration de l'invasion tumorale et mobilite
cellulaire

—Induction de I'angiogenese



> Growth factor IGFR
Estrogen

Plasma =
membrane e
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Johnston S.Clin Cancer Res. 2005

Fig. 1.
Exemple de différentes voies de signalisation incriminées dans I'hormonorésistance [14]



Interaction avec les réseaux de signalisation:

facteurs de croissance et leurs recepteurs
(cross talks)

« HERZ2 = récepteur membranaire a activité tyrosine —

Kinase
« Surexpression et/ou amplification de HER2:

— Marqueur de résistance a I'hormonotheérapie

— Expression y RE (30 a 50%)

— Grade élevé
* Liens HER2-RE

— Expression HERZ2 regulée négativement par oestrogenes

— Expression HERZ2 induit

* Phosphorylation des RE >
* Proliféeration cellulaire indépendante des oestrogenes



Interaction avec les réseaux de signalisation:

facteurs de croissance et leurs réecepteurs
(cross talks)

 la signalisation par difféerents recepteurs de
facteurs de croissance (HER2, EGFR,IGFR) induit une
phosphorylation (donc une activation) de differents
facteurs de la voie de signalisation de RE, dont le RE
lui-méme

* Par ex:

— Phosphorylation de la Serine 305 du RE nucléaire,
augmente la transcription de cycline D1 et augmente la
prolifération cellulaire

— Phosphorylation de la serine 118 et 167 augmente son
activité transcriptionnelle



» La phosphorylation du RE et de ses protéines
coregulatrices par la voie de signalisation des

recepteurs de croissance (HER2, EGFR, IGFR1) est

un élément important dans la régulation de I'activité des
RE

c Si augmentation de la signalisation des
voies de récepteurs de croissance

!

Résistance a I’lhormonothérapie
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Voie PI3K/Akt/mTor et résistance a un
traitement hormonal

* En aval des récepteurs de croissance

» Activation aberrante de la voie PI3K/Akt/
mTor frequente dans les cancers du sein
RE+ et est associé en préclinique et en
clinigue a une résistance au traitement
hormonal

1. Johnston Clin Breast Cancer. 2009;9(Suppl 1):S28-S36.
2. Ring and Dowsett. Endocr Relat Cancer. 2004;11:643-658.
3. Jordan et al. Breast Cancer Res Treat. 2004;87:167-180.
4. deGraffenreid et al. Clin Cancer Res. 2004;10:8059-8067
5. Shoman et al. Mod Pathol. 2005;18:250-259.



Voie PI3K/Akt/mTor et résistance a un
traitement hormonal

* En aval des récepteurs de croissance

» Activation aberrante de la voie PI3K/Akt/
mTor frequente dans les cancers du sein
RE+ et est associé en préclinique et en

clinigue a une résistance au traitement
hormonal

1. Johnston Clin Breast Cancer. 2009;9(Suppl 1):S28-S36.

2. Arpino G et al; Molecular mechanism and clinical implications of endocrine therapy resistance in breast cancer.
Oncology. 2009;77 Suppl 1:23-37
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Implications therapeutiques

Plusieurs études cliniques ont
évalué 'apport potentiel du
blocage des voies des
recepteurs de croissance



Gefitinib = anti EGFR

« 1¢ere gtude: 206 patientes randomisées
entre Tamoxifene vs Tamoxifene et
Gefitinib

« 2ieme gtude 84 ptes traitées initialement par
une |A

« Pas d'amélioration de la PFS

Osborne et al 20007



Blocage combiné de la voie HER2 et
oestrogenes

e Testé dans 2 etudes randomisees

« TANDEM 1
— 207 ptes HER2 + RE+
— Anastrozole vs Anastrozole-Trastuzumab
—PFS 2,4 mllvs 4.8 m
« EGF 300082
— 219 ptes HER2+, RE+

— Létrozole vs Letrozole + Lapatinib
—PFS:3mvs 8,2m

' Kaufman B et al; J Clin Oncol. 2009, 20;27(33):56529-37
2Johnston S, J Clin Oncol. 2009, 20,27(33):5538-46.




Inhibiteur de m-Tor: Everolimus

Blocage en aval de la voie de signalisation des
recepteurs de facteurs de croissance par un
iInhibiteur de m-Tor en neoadjuvant

Etude randomisee en neoadjuvant

Letrozole + everolimus

— 270 ptes R
Letrozole +placebo

Evolution du Ki67, mutations de plK3KA, cycline
D1,PR, protéine S6 phosphorylée avant ttt et 2
semaines apres

Taux de réponse de 68 % avec everolimus et 59 % avec

femara
Baselga J et al. JCO 2009;27:2630-2637



Absolute change in histoscore from baseline to day 15 for
cyclin D1, progesterone receptor (PgR), pS6-235, and
pS6-240 in the letrozole and letrozole-plus-everolimus

arms.

Cyclin D1 PgR pS6-235 pS6-240

-20-

-40-

-601

-80-

-1001

-120 1 M Everolimus + Letrozole

Mean Absolute Change in Histoscore

B Letrozole

-140!

Baselga J et al. JCO 2009,;27:2630-2637



Changes in percentage positive Ki67 from baseline to day 15 in
each assessable patient on the study.

A |
| 100 —I 1

Diminution de la prolifération: Diminution du Ki67 a j15
Ki67 <1%
57 % dans le bras everolimus

30 % bras placebo

Percentage of Cases

Baselga J et al. JCO 2009;27:2630-2637



Polychronis ~ Gefiti -
etal. [26]  anastrozole + gefitinib
(4 semaines)

Baselga Letrozole + RADOO1 vs
et al. [1] Letrozole + placebo

Postménopause

randomisée
double insu

Postménopause  Phase |l
RO et/ou RPg+ randomisée
double insu

- o
53 Pas de

différence
significative
pour la
réduction
de la taille
tumorale
270 Réduction
significative
de la taille
tumorale

(p = 0,062)

Réduction plus
marquée.
dans le bras
‘combinaison

(p = 0,008)

Réduction plus
marquée
dans le bras
combinaison




Leary et al. (2007) 18]

Chow et al. (2006) (3]

FTls
Johnston et al. (2008) [15]

Letrazole + temsirolimus/jour
vs letrozole + temsirolimus
(5 jours/2 semaines)
vs letrozole seul

Letrozole + temsirolimus
vs letrozole + placebo

Letrozole + tipifarnib
vs letrozole + placebo

ROSPR
Premiére/seconde ligne

RO+/-PR
Premiére ligne

RO+/-PR
Seconde ligne

992

13

RR &£88

TP :
5,6 /108 mois

Non rapporté

TTP : temps jusqu’a progression ; PFS : survie sans progression ; ORR : taux de réponse objective.

® BC : bénéfice clinique
® patientes Her2+




MicroRNA

Les microRNA (miIRNA) = RNA de petite
taille regulent I'expression des genes

Modeles precliniques, miR-221et 222
I'expression RE a

MIR195 et Let 7 detectables dans la tumeur
et sang périphérique de patientes ayant un
cancer du sein

Perspectives:

— Marqueur clinique

— Cible thérapeutique

Heneghan HM et al, MicroRNAs as Novel Biomarkers for Breast Cancer. J Oncol. 2009;2009:950201.



Prolifération

« Son rble dans la prédiction de la réponse a
I'hormonothérapie est clair sans vraiment avoir ete
déemontre

« En adjuvant, un niveau éleve de prolifération (Ki67)
est associe a un moins bon pronostic, quelgue soit
le traitement (Tamoxiféne, Létrozole, Gosériline)?

* En néoadjuvant, la diminution de la prolifération
(Ki67) est un marqueur précoce de réponse a
I’'hnormonothérapie?

" Viale G et al, J Clin Oncol. 2008,1,26(34):5569-75
2 Dowsett M et al J Natl Cancer Inst. 2007 ,17;99(2):167-70



Signatures moléculaires (1)

Analyse génomique Classification
moléculaires des cancers du sein

Cancers RH+
— Luminaux A
— Luminaux B C 6 tumor subtypes (based upon Fig 1)

Luminaux A B b

— + haut niveau d’expression RH

0.8 1 2
— Prolifération + faible £ B p<0.01
2 0.6 -
1 H (1] |
— Meilleure pronostic g ;:1 %
— Bonne réponse au traitement hormonaux® 0.4 | » =

Luminaux B . -
— Moins haut niveau d’expression RH
— Prolifération + élevé
— Moins bon pronostic
— Moins bonne réponse au traitement

0 24 48 72 96

survival months

X Censored, mmmm | ym A, Lum C, NorB-like,
hormonaux m Basal, e ERBB2+, msss Lum B
— Altérations moléculaires t.q. p53 muté,
HER2+++

Sorlié T et al, Proc Natl Acad Sci, 2001
Sotiriou C, Pusztai L: N Engl J Med 2009, 360, 790-800



Signatures moléeculaires (2)

Mise en évidence de genes liés au RE «

Signature « 21 genes »(Oncotype Dx, 16 génes cibles)
permettrait de prédire la rechute a 10 ans de patientes N-,
RH+, traitées par Tamoxifene

Etudié rétrospectivement dans plusieurs études avec des
résultats non consensuels 1.2

Cette signature approuvee aux USA est en cours
d'évaluation prospective (essai TAYORX qui évaluera la
réponse a la chimio? 3)

1. Paik S et al N Engl J Med. 2004 Dec 30,351(27):2817-26
2. 1: Esteva FJ. Clin Cancer Res. 2005 1;11(9):3315-9.
3. 1: Sparano JA. TAILORXx:, Clin Breast Cancer. 2006 ,7(4):347-50.



Variation au cours de I’évolution
tumorale des RH



Mécanisme des variations au cours de
I’évolution tumorale des RH (2)

* Perte d'expression du RE a:

* Perte d’héterozygotie du locus de ESR1,
* Mutations de ESR1,

« Meéthylation du promoteur,

* Modification du niveau d’activité des facteurs de
transcription regulant le promoteur de ESR1

« Deégradation des mRNA, miRNA,
« Dégradation du recepteur

* « Down —regulation » par la voie des facteurs de
croissance et des MAPK



Restauration d’une expression
significative d’'un REa fonctionnel

* Hyperexpression de MAPKy, expression des
RE

* |nhibition de |la voie Mitogen Activated Protein
Kinase (MAPK) restaure expression des RE

* Traztuzumab inhibe la voie HERZ2 et
restaure une expression de REa 2

1 Bayliss J et al; Clin Cancer Res. 2007, 1;13(23):7029-36.
2 Sabnis G, Cancer Res. 2009, 15;69(4):1416-28.



Meéecanismes de résistance

1. ERo: EXxpression, variants mutés et/ou
tronques, methylation, phosphorylation,
localisation sous membranaire

2. Coregulation

3.Pharmocogéenomique: Hote
interfere dans la réeponse a
I’lhormonothérapie



Expression des RE o, pharmacogeéneétique

e Deuxieme mécanisme de résistance

Intrinseque: polymorphisme du géne codant pour
pour I'enzyme qui meétabolise le Tamoxifene en
endoxifene

== Patientes porteuses d’alléle inactifs du
Cytochrome p450 2D6 (CYP2D6) (8% des ptes),

!

Incapacité a transformer le Tamoxifene en

métabolite actif, 'endoxiféne (Endoxiféne: affinité
pour les RE x 100/ Tamoxiféne et concentration
plasmatique x 10)

Goetz MP et al The imxpact of cytochrome P450 2D6 metabolism in women receiving adjuvant
tamoxifen. Breast Cancer Res Treat. 2007, 101(1):113-21.



Polymorphisme génétique du
cytochrome 2D6

71 variants du gene  activité fonctionnelle
differente de 'enzyme

Etudes réetrospectives »Importance du

CYP2D6, 2 études ne confirment pas ces
resultats

FDA (2006): Génotypage CYP2D6 en option pour
le Tamoxifene

En France
— Génotypage CYP2D6 non utilisé
— études prospectives en cours

— Meilleure identification des patientes bénéficiant du
Tamoxifene



interactions médicamenteuses et
CYP2D6

* Anti dépresseurs puissants inhibiteur du
CYP2D6 ..sauf effexor

« La paroxetine, anti dépresseur (Deroxat)
frequemment prescrit pour diminuer les

bouffées de chaleur est un puissant inhibiteur du
CYP2D6



Et les anti aromatases?

 Bouffées de chaleur et douleurs
articulaires = diminution du risque de

rechute??
» Ces données ne sont pas consensuelles

* Des polymorphismes du gene CYP19
codant pour I'aromatase pourraient
expliquer ces différences

Cuzick J,et al. Lancet Oncol. 2008 Dec;9(12):1143-8.
Wang L, et al; Cancer Res. 2010 Jan 1;70(1):319-28.



"

* Debut de l'aventure  E

* Données précliniques ~ résultats
cliniques un peu décevants...........

* Les voies vont s’ouvrir et permettre peut
etre demain une un traitement

WIS R A e

individualisé — = e =

conclusion ©o







