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Qu'est ce qu'une thérapie ciblée ?

Approche therapeutique utilisant des drogues capables de neutraliser
specifiquement l'activite de molécules biologiques (Kinases,...)
participant a la transformation et / ou la progression tumorale.

Son efficacité dépend du niveau d'inhibition de I'activité
biologique et du role de la cible.

Incontournable ou Redondance et intrication
des voies de signalisation de
survie et prolifération cellulaire

SFRP, Paris, 18/11/2004



Exemple de therapie ciblée = le STI 571 ou Imatinib (Gleevec)

La cible = Ber-Abl : incontournable

Leucemie myeloide chronique

c-Abl1b MYF-NHH cap SH3| SH2 Kinase @bmain

245 412
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PXXP DNA binding domain
B Nuclear Localization Signal # Actin binding domain

Nuclear Export Signal

Nagar, 2003
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Exemple de therapie ciblée = le STI 571 ou Imatinib (Gleevec)

Cible : Ber-Abl

Monomere c-abl

Voncken, 1998
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Exemple de therapie ciblée = le STI 571 ou Imatinib (Gleevec)

FISH en double couleur avec des sondes Bcr et Abl

Ber

Abl (22)

9@

Témoin normal Leucémie myéloide chronique :
fusion Bcr-Abl
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Exemple de therapie ciblée = le STI 571 ou Imatinib (Gleevec)

Fonctions de c-Abl

Réparation

Arrét en G1

Van Eftten, 1999
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Signal-Transduction Pathways Affected by BCR-ABL

BCR-ABL

e Cytoskelet
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Mitochondrion

Goldman, J. M. et al. N Engl J Med 2003,;349:1451-1464
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Exemple de therapie ciblée = le STI 571 ou Imatinib (Gleevec)

® |eucemie myéloide
chronique ++

® GIST avec C-Kit*

" Groupe
Myristoyl

Nagar, 2003
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Pourquoi associer la RT aux thérapies ciblées ?

= Efficacité souvent limitee des thérapies ciblées.

= Démarche semblable a celle des associations
radio-chimiques concomitantes.

= Bases moléculaires.

SFRP, Paris, 18/11/2004



Pourquoi associer la RT aux thérapies ciblées ?

Bases moléculaires

De nombreuses anomalies moléculaires présentes dans les cellules
cancéreuses se situent au niveau des voies de signalisation membranaire,
cytoplasmique et nucléaire impliquées dans la prolifération,

la progression de la cellule dans le cycle cellulaire, I'apoptose,

la différenciation, la réparation de I'ADN, I'angiogéneése et I'adhésion
cellulaire.

L'approche moléculaire de la radiobiologie a clairement mis en evidence que
plusieurs de ces voies de signalisation sont en fait, a différents niveaux,
directement ou indirectement impliquées dans la reponse cellulaire aux
radiations ionisantes.

Ainsi, l'activation permanente dans la cellule cancereuse d'une voie de
signalisation de survie impliquéee dans la radioréponse conduit a une
radioresistance accrue et constitue une cible théerapeutique potentielle pour

maijorer l'efficacité de la radiothérapie.
SFRP, Paris, 18/11/2004



La radioréponse cellulaire

— [/ cycle \
ADN P53 réeparation
= / . apoptose

|
\membrane< i
—* proliferation

e Antagonisme apparent entre -les 2 voies membranaires
- les 2 voies P53

e Radioréponse différente selon le type cellulaire
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Association thérapie ciblée et RI

Les cibles
= Famille REGF / Ras

= Autres cibles impliquées dans la proliferation
et la survie cellulaire

= Déterminants moléculaires de la
vascularisation tumorale

SFRP, Paris, 18/11/2004



Famille REGF / Ras

Famille des récepteurs TK ErbB

vessie,
prostate
ORL,
poumons,
gliomes

Harari et al., Seminars in Radiation Oncology, 2002 SFRP, Paris, 18/11/2004



La voie REGF/Ras ) Conséquences de l'activation de la voie REGF/Ras
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Radio-activation de REGF

niveau d'activation
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Radio-activation de REGF
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niveau d'activation
N - A431
REGF —
voie MAPK ———
voie JNK —— %
/. temps
l/ ! 7
0 10 90 240 (mlnu es)

P. Dent et al. Molecular Biology of the Cell, 1999 SFRP, Paris, 18/11/2004



Expression de REGF et radiorésistance

e——— Akimoto et al. Relation inverse entre radiocurabilité de
(Clin Cancer Res 1999) carcinomes murins et expression de EGFR
(Western-Blot).

(Red J 2001) de EGFR (score immunohistochimique) et

e——— Barker et al. Corrélation significative entre une surexpression
l mauvaise réponse a la RT dans 170 GBM.

e Ang Etude rétrospective sur plus de 1000 patients
(Astro 2002) RTOG téte et cou.
[EGFR + COX-2]=facteur pronostique +++
e—Mac Kenna Phospho Akt > REGF comme facteur

¢ pronostique dans les carcinomes ORL.
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Blocage de la voie REGF

2 buts distincts et

complémentaires

approches

Contrer les effets de I'anomalie
moléculaire (hyperexpression,
mutation de REGF)

Empécher la radio-activation de
REGF (potentiellement impliquee
dans la repopulation tumorale sous
radiotherapie)

Expérimentale

Corrélations biocliniques rétrospectives
puis prospectives

Essais thérapeutiques
SFRP, Paris, 18/11/2004



Blocage de la voie REGF

= anticorps monoclonaux humanises
o R-EGF (C225)

e blocage de l'interaction ligand-récepteur
e radiosensibilisation majeure de lignées humaines ORL

e essai phase III en cours en Orl +++ (Harari)
RT versus RT + C225

= drogues inhibitrices de I'activitée TK
ZD1839 (Iressa)

e inhibition de I'autophosphorilation apres dimérisation de R-EGF
e petite molécule, bonne diffusion ++
e active en monothérapie si mutation dans le site TK

e essais en cours : ORL, bronche
SFRP, Paris, 18/11/2004



La voie REGF/Ras ) Blocage de la voie REGF
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Blocage de REGF par l'anticorps C225 et réparation de l'’ADN

R.l. N
* Difi
5 ; 3 * A431 + C225

* MDA-MB-453

3 5' 1
l /_ interaction REGF REGF

physique I I

DNA PK 70
cs Ku g dans le cytosol  DNA-PKcs  Ku 70,
. diminution de la concentration
et de l'activité nucléaires
) du complexe DNA-PK
phosphorylations

phénoméne : - dépendant de la présence de REGF
- indépendant de son niveau d'expression +++

D. Bandyopadhyay et al. The Journal of Biological Chemistry, 1998
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Etudes in vitro d'associations RT-C225

[ Huang et al. 72 radio - apoptose
(Cancer Res 1999) N survie clonogénique
Lignées ORL Huang et al. ? phases G1 et G2M
humaines < (Clin Cancer Res 2000) N phase S
SCC N DNA-PK nucléaire
Bonner 72 radio - apoptose
(JCO 2000)
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Etudes précliniques d'associations RT-C225 sur souris nude

lignées humaines auteurs résultats
Saleh et al. (Cancer Biother Radiopharm 1999) | @ % de RC
72 survie
Milas et al. (Clin Cancer Res 2000) 72 nécrose tumorale
A431 s .
72 délai de recroissance tumorale
Nasu et al. (Red J 2001) N TCD50 (p<0,001)
GEO et OVCAR - 3 Bianco et al. (Clin Cancer Res 2000) RC > 100 jours
Huang et al. (Clin Cancer Res 2000)
SCC-6 —— Control SCC-6
—0O— Control o XRT (8Gy)
- XRT
C225 -=d--- (225(0.2 mg)
= x;’r+cz25 e ERD
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Essais cliniques tete et cou stades III et IV

RT + C225 hebdo

patients

RC

RP

Robert et al.

phase I/ Ii (JCO 2000)

- 6 récidives loco régionales précoces

15

13

« survie actuarielle : 73% a 1 an

RT + H-R3 hebdo

phase | /Il

patients RC
Crombet et al. 12 8
(ASCO 2002) (REGF ®) | (5a2ans)
Winquist et al. 17 7

(ASCO 2002)
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Essais cliniques téte et cou stades III et IV

Essai phase lll - IMCL CP02-9815

PATIENTS
- oropharynx
ARl RT exclusive (*)
- hypopharynx
- larynx RANDOMISATION
stades lll, IV RT + C225 (**)

(*) RADIOTHERAPIE 70 Gy | 35 fractions / 47 jours classique
744Gy | 62fractions / 43 jours bifractionnée accélérée

72 Gy | 42 fractions / 40 jours boost concomitant
en cléture

(**) €225 - dose de charge : 400 mg/m? avant le début de la radiothérapie
- dose hebdomadaire d'entretien : 250 mg / m? tout au long de la radiothérapie

- plus de 400 patients
- inclusions terminées

SFRP, Paris, 18/11/2004



Blocage de la voie Ras

m\ Sl /T/.\.. .
TGF a

Récepteur
PGE, >

Dimérisation

O

1 caspase

© IKK I
complexe
Q P

BRGD)
0
< (kB-®

NF-KB libre

Survie / Prolifération

SFRP, Paris, 18/11/2004



Blocage de la voie Ras ) Ras et radiorésistance

Arguments experimentaux et cliniques

/ N\

= Cellules T24 trés radiorésistantes (Miller, 1993) = Tumeurs avec Ras*

souvent tres

= Transfection de NIH/ 3T3 radiorésistantes

avec H-ras™ => & radiorésistance

= Radiosensibilisation de lignées tumorales
humaines radiorésistantes par expression
d'un antisens de Ras (Russel, 1999)
de Raf-1 (Gokhale, 1999)

= Transfection de cellules tumorales humaines
vésicales avec la sous-unité catalytique
PI3 Kinase => & radiorésistance (Gupta, 2001)

SFRP, Paris, 18/11/2004



Blocage de la voie Ras

Etapes de maturation des protéines prénylées

@ -cAAX

FTI
GGTI

F" ; \RNARNS
G‘J’bt‘ﬁ‘flf\\f

Prényl-PP

Toulas, 1999
SFRP, Paris, 18/11/2004



Blocage de la voie Ras ) Radiosensibilisation par les FT1

Données experimentales Essais cliniques

= Radiosensibilisation par FTI-277 de fibroblastes = Phase | en ORL,

murins observée seulement aprés transfection L-778-123

par H-ras* (Bernhard, 1996) (Hahn, 2002)
= Radiosensibilisation de cellules tumorales humaines > Pl L e sal

avec o Ki-ras* par FTI-277 plus GGTI-298 in vitro glioblastome,

(Bernhard, 1998) R115777
e Ha-ras* par FTI-277 en xénogreffe (Cohen-Jonathan, 2000)

(Cohen-Jonathan, 2000)

= RhoB : substrat des FTI impliqué également dans la
radiorésistance (Ader, 2003)

= Transfection de cellules tumorales humaines
vésicales avec la sous-unité catalytique
P13 Kinase => & radiorésistance (Gupta, 2001)

SFRP, Paris, 18/11/2004



Autres cibles potentielles impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire

Meédiateurs moléculaires de la régulation de I'apoptose radio-induite

ALP ., .
- (Ruiter, 2001)
APC Inducteurs de

B-FGF )
la voie des

SM SMase, coramide + PC céramides

membrane
cellulaire

C -al bl

SAPK/INK

cytosol J' Bryostatine — 1
staurosporine
UCN - 01

membrane
nucléaire

c-Jun—— » c-Jun-®
noyau J,

activation de genes
pro-apoptotiques (7NFa,...)
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Médiateurs moléculaires de la régulation

de l'apoptose radio-induite ) Le facteur de transcription NF-kB
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Autres cibles potentielles impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire

Meédiateurs moléculaires de la régulation de I'apoptose radio-induite
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Médiateurs moléculaires de la régulation

de I'apoptose radio-induite ) Les mhibiteurs de la fonction PI3 Kinase ++
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Autres cibles potentielles impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire

= Mediateurs moléculaires du cycle cellulaire

inhibiteurs des CDK :

= Mediateurs moléculaires de la synthése de PGE2

inhibiteurs de COX-2 :

SFRP, Paris, 18/11/2004



Médiateurs moléculaires de la syntheése de PGE2 ) Les inhibiteurs de COX-2 :
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L'angiogenese et la vascularisation

Une vascularisation
précoce et
fonctionnelle est
incontournable pour
la croissance
tumorale

(Folkman, 1995)

La radiosensibilite
des microvaisseaux
tumoraux est un
déterminant majeur
du contrble local
apres RT

Tumor Response to Radiotherapy
Regulated by Endothelial Cell
Apoptosis

Monica Garcia-Barros," Francois Paris," Carlos Cordon-Cardo 2
David Lyden,’? Shahin Rafii,®> Adriana Haimovitz-Friedman *
Zvi Fuks,** Richard Kolesnick™*¥

About 50% of cancer patients receive radiation therapy. Here we investigated
the hypothesis that tumor response to radiation is determined not only by
tumor cell phenotype but also by microvascular sensitivity, MCA/129 fibro-
sarcomas and B16F1 melanomas grown in apoptosis-resistant acid sphingo-
myelinase (asmase)-deficient or Bax-deficient mice displayed markedly re-
duced baseline microvascular endothelial apoptosis and grew 200 to 400%
faster than tumors on wild-type microvasculature, Thus, endothelial apoptosis
is a homeostatic factor regulating angiogenesis-dependent tumor growth.
Moreover, these tumors exhibited reduced endothelial apoptosis upon irradi-
ation and, unlike tumors in wild-type mice, they were resistant to single-dose
radiation up to 20 grays (Gy). These studies indicate that microvascular damage
regulates tumor cell response to radiation at the clinically relevant dose range.

Science, vol. 300, 16 may 2003

SFRP, Paris, 18/11/2004



L'angiogenese et la vascularisation
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Fig. 1. (A) Growth patterns of MCA/129 fibro-

sarcomas (upper panel) and B16F1 melanomas

(lower panel) in sv129 X C57BL/6 asmase™/*

and asmase™~ mice. Cells (105, resuspended in
phosphate-buffered saline) were injected subcu-

taneously into the right hindlimb, and tumor

volume (based on caliper measurements) was

calculated daily according to the formula of Kim

et al. (30). (B) MCA/129 fibrosarcomas implant-

ed as in (A) were treated with 15 Gy at a volume

B16FImelanoma of 100 to 150 mm3. Mice, lightly sedated with
ketamine (0.1 mg/g) and xylazine (0.02 mg/g),
0 10 5 20 25 were irradiated using a Philips MG-324 x-ray
Daysaftertumorimplantation unit at 105.5 cGy/min (source-to-skin distance,

50 c¢m). Only tumor, surrounding skin, and sub-

cutaneous tissues were exposed; the rest of the mouse was shielded with a specialized lead jig.
Values are means * SEM. Numbers of mice are in parentheses. Arrow indicates day of irradiation.

Science, vol. 300, 16 may 2003 SFRP, Paris, 18/11/2004



L'angiogenese et la vascularisation
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L'angiogenese et la vascularisation
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Inhibition des inducteurs moléculaires de l'angiogénese

(Gorski, 1999)
_— HIF 1o

(bevacizumab) VEGF

e |

f f i

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(Flt-1) (KDR/Flk-1) (Flt-4)
(Ning, 2002) !

Néovascularisation
Activation collagénases

Dilatation et & perméabilité vasculaire

SU6668

(Ning, 2002)
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Les cellules endothéliales

Inhibition fonctionnelle
par des facteurs endogenes

Angiostatine Endostatine
(fragment (fragment
du plasminogéne) du collagéne XVIII)

Prolifération

Migration

Cellule normale : pas de résistance acquise

Destruction par des
drogues cytotoxiques

- Combretastatine A-4
- TNP - 470

- Isocoumadine NM -3

SFRP, Paris, 18/11/2004



Reésultats expérimentaux

Table 6. Selected Antiangiogenic Agents and Radiosensitization

Type Agent Model Effect Combining With Radiation

VEGF receptor inhibitor

mAb-VEGF Lewis lung, Seg-1, SQ20B, U87 cells, and Synergistic fo RT in tumor growth delay

xenograft, single/Fract. RT'”
Glioblastoma (U87) and colon (LS174T) xenografts, Reduce tumor interstitial fluid pressure

single RT'7°

SU5416 Glioblastoma and melanoma xenografts, Fract. Radiosensitize
RT‘[?]

SU5416 and SU6668 C3H mice-bearing SCC VIl squamous cell Enhance tumor growth inhibition
carcinoma, Fract. RT'72

mAb-VEGF-2 (DC101)  Small-cell lung cancer (54A, U87) xenograft in mice, ~ Additive fo RT; improve radiocurability at 6

Fract. RT'73 months

Endogenous angiogenic inhibitor
Angiostafin Lewis lung, glioma (D54), SCC VII squamous cell Synergistic to RT in inducing tumor growth and
carcinoma (SQ-20B) and prostate (PC3) endothelial cell death
xenografts in nude mice; human endothelial
cells'7
Lewis |ung xenogrc:ﬂ in mice, Fract. RT'73 Enhance growth inhibition
Endostatin SQ-20B, Lewis lung xenograft in mice; human and Additive to RT in tumor regression, growth

murine endothelial cells; Fract. RT'7¢ inhibition, angiogenesis, and apoptosis

Other agent
TNP-470 Breast cancer xenograft in mice, Fract. RT'”7 Enhance growth delay radiocurability
Glioblastoma (U87) xenograft in nude mice'” Radiosensitize

Combrefastatin Rhabdomyosarcoma xenografts in rats, single RT'7? Additive to RT in tumor growth delay

8

Rodent KHT sarcoma xenografts, single RT'®° Radiosensitize
Mouse breast (C3H) cancer and rodent KHT Radiosensitize
sarcoma’'®’

NM-3 isocoumadin Lewis lung, Seg-1 esophageal cancer xenografts, Enhance tumor regression
Fract. RT'82

Abbreviations: VEGF, vascular endothelial growth factor; mAb, monoclonal antibody; RT, radiotherapy; Fract., fractionated.

Journal of Clinical Oncology, vol. 21, n° 14, july 15, 2003

SFRP, Paris, 18/11/2004



Essais cliniques

SU 5416 + RT Angiostatine + RT

- sarcome des parties molles

essal monocentrique

- néoadjuvant (RTOG)

23 patients,
localisations tumorales variées

pas de toxicité ++

reponses partielles

SFRP, Paris, 18/11/2004



CONCLUSION

Cartographie
moléculaire Imagerie biologique
fonctionnelle Repérage stéréotaxique

des tumeurs Irradiation conformationnelle

Ciblage

Drogues

. moléculaire
adaptées

et spatial

Controle locorégional optimal
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REVIEW ARTICLE

Combined-Modality Treatment of Solid Tumors Using
Radiotherapy and Molecular Targeted Agents

by Bigete .. Mo, ot . Brido, o i, o Ll L S

Purpose; Molecular fargeted agents have been com
bined with radiotherapy (RT) in recent linicl tris in an
efforttooptimiz the therapeufcindex of KT, The appeal o
this strtegy s in their potentiol arget specificy and
clinically acceptable foxicity.

Design: This i itegrates the saliet, published re-
search findings into the underlying molecular mechamisms,
predlinical eficacy, and cincal applicabily of combining
R with molecular targeted agents, These agents include
inhibiors of intracellulr signal transduction molecules,
modulators of apoptosis, nhibitors of cell ycle check-
points control, anfiangiogenic agents, and cyclo-oxygen-
ase-2 inhibitors,

Resulls: Molecular forgeted agents can have direct e
fets on the cytoprotective and cylotoxic pathways impli
ceted in the celllor response to ionizing radiation (R}

These pathways involve celllor proliferation, DNA repair
cel cycle progression, nuclear transcripton, fumor angio-
genesis, and prostanoidassocioted inflammation, These
pathways can olso converge fo altr RT-nduced apoplosis
terminl rowth arrest, and reproducfve cel death, Phar-
macologic modulation of these pathways may potentially
enhance fumor response o RT though inhibiion of tumor
tepopulation, improvement of tumor oxygenation, redisi-
bution during he celeyele, and altration ofntrinsic umor
radiosensitvty

Conclusion; Combining T and molecular torgeted
agents i a rafional approoch in the trectment of sold
tumors. Translation of his approach from promising pre-
ciical deto to clnicl rials i actively underway.

J Clin Oncol 21:2760-2776, © 2003 by American
Socity of Clinical Oncology.
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