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Dans I'esprit des Cancéropobles, du transfert dedherche vers les soins, ce nouvel axe a pouctidhje
I'optimisation du diagnostic moléculaire des forntesréditaires de cancer(ii) le développement et la
validation de biomarqueurs d'intérét pronostique trme de récidive et prédictifs de la réponse
thérapeutique vis-a-vis des inhibiteurs de kinase,(iii) le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques basées en particulier sur les inbibis de kinases et I'immunothérapie

Cet axe mobilise 26 équipes dont 10 labelliséesolivre des themes de recherche le plus souvent
convergents avec pour point commun I'utilisationudils de biologie moléculaire pour mettre en émicie
des altérations pronostiques, prédictives de répanstraitement ou potentiellement utilisables cemm
cible dans un futur traitement.

Dans cet axe deux programmes de recherche sontrégjstructurés et proche du transfert au malads.
deux programmes seront détaillés ci-dessous. Liessaprojets seront présentés sous forme de tafitéau
Annexe D)

L'objectif est d’arriver aprés cette phase de fatecentration des équipes a construire des prageam

autonomes. La labellisation de réseaux structu@ntiaxes indépendants est envisagée pour 2009-201

Implication de 17 équipes (9 cliniques, CNRS UMR6B1INSERM U837 et U614, 3 laboratoires
hospitaliers), des tumorotheques et des platesefoda génomique fonctionnelle.

Ce programme est I'évolution de certains projetgetigppés depuis 2003 dans I'axe « Phases précaces d
cancer ». Cette évolution était nécessaire candeselles questions posées débordent du cadré indis
intervenants de ces projets ont souhaité gardaptiele du cancer du colon et le « noyau dur » defpés
initiales en raison de la forte interaction ente tliniciens et les biologistes qui a permis d&ecune
dynamique de recherche productive. Ce groupe eemgalt souhaité s'élargir a d’autres équipes pour
compléter la réflexion et les possibilités d’exphkions (INSERM U837, CNRS UMR 8161 et 8576) :

1.1 Cancer colorectal héréditaire non polyposiguewsyndrome de Lynch

Le syndrome de Lynch, forme héréditaire de cancelorectal (CCR), résulte des mutations
constitutionnelles des génbBVIR de réparation de I'ADN. L'identification d'une ntida délétére dans les
familles est essentielle & la prise en charge raéi€’ INSERM U614 a développé deux méthqd@sPSF

et test d’épissagex vivo Dans le méme esprit de développement technolegifude transfert, ce projet
concernera : anomalies constitutionnelles de
méthylation des promoteurs et mutations des séggeame fixation des miRNAes gene$ISH2 et MLH1.
Dans le cadre de son recrutement national, le Cidibde de 1192 ADN de patients hautement suspects d
syndrome de Lynch sans anomalie détectable. Nausagons offrir au sein du Cancéropble une actig@é
prestation de service assurant des analyses spéeml’intérét diagnostique, en complément delysem

géneétiques classiques réalisées dans les autresropdles.
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1.2. Etudes de validation de biomargueurs pronostiges du cancer colorectal

1.2.1. Etude rétrospective de la valeur pronostiqudes mutations du genélP53,
de I'aneuploidie, de l'instabilité microsatellitaire et de l'infiltration lymphocytaire

tumorale chez des patients opérés d'un CCR stade ¢t stade I

Le but de cette est de déterminer I'intérét de I'analyse combidés marqueurs dont la
valeur pronostique a été suggérée sur une cohe®e@ patients opérés d'un CCR stade Il ou lll.t€swces

méthodes d’analyses sont opérationnelles ou ers chinnplémentation au sein du CNO.

1.2.2 Etude prospective de la valeur pronostique dltérations quantitatives

ciblées du génome et de 'ADN tumoral circulant das le CCR

uUn « d’intérét pronostique basé sur une version somatipila QMPSF et explorant 8 génes
ou régions cibles a été mis au poil@CC (18921.3),EGFR (7p12.3-p12.1)TP53(17p13.1),BLK (8p23-
p22), MYC (8924.12),APC (5021-g22),ERBB2(17q11.2-q12), eAURKA (20913.2-g13.3) (Killian et al.
Gastroenterology, 2007). La phase de transfedgplication clinique a fait I'objet d’un projet decherche
clinique sélectionné a I'appel d’offre national PEIRO07. Dans le CCR opéré, plusieurs études ontrénon
gue la présence d’ADN tumoral dans le sérum afindsrivention chirurgicale était un facteur préiide la
récurrence métastatique. Cette détection représentaéfi technologique, compte-tenu de la dilutain
I’ADN tumoral dans le sang périphérique et la germlantité d’ADN sauvage provenant des cellules
sanguines. Dans le cadre du CNO, le but est diétatlir tout CCR une (mutation

de KRASdétectée par uSBNaPshot multiplex ass& mutation d&’ P53 détectées par la méthoH&RM) et
avons développé des méthodes spécifiques et senbibées sur la PCR en temps réel réalisée en peésenc
d'un PNA Peptide Nucleic Acidspécifique de la séquence sauvaggables de détecter la présed@dN
mutant dans le plasma et le sérum chez des pafisgggentant un CCR métastatique non traité. Cetpesi

de réaliser une permettant de déterminer si ces biomarqueurs {bade et ADN tumoral

circulant) sont prédictifs du risque de réciditer les patients opérés d’'un CCR stade Il nonlou Il
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1.3. ldentification de nouveaux biomarqueurs pronasgues dans le cancer colorectal
1.3.1. Définition d’un profil moléculaire de valeurpronostique par CGH

Le but de ces travaux est d’'une partia prédictives
du risque de récidive métastatique dans les CCRatie Il et Il et d'autre partii

dans les CCR. Le criblage des tumeurs s’effectdans un
premier temps sur la plate-forn@@GH array Agilent 244Ka Lille. Dans un second temps, par QMPSF
somatique réalisée a Rouen, les données de CGHhtseonfirmées et la fréquence des altérations
récurrentes détectées par CGH sera évaluée surlusnh nombre d’échantillons. Les conséquences
fonctionnelles de ces altérations sur la ségrégates chromosomes seront évaluées par extinctioigwe
en utilisant deshRNA

1.3.2. Définition d’un profil moléculaire de valeurpronostique par transcriptome

ciblé sur les genes du cycle chromosomique

L’instabilité chromosomique semble liée, dans lecea du sein, a un profil d’expression restreigbau 70
génes. Le but de ce projet est I'étude de ce pdddikpression indicateur de l'instabilité chromosgue
dans les CCR afin de déterminer si un profil d'ession est associé a l'instabilité chromosomique et
déterminer la valeur pronostigue de ce profil dieggsion. Ce projet reposera sur une approche de
identifiés dans I'approchia silico.

Ces analyses de transcriptome seront réaliségdagerforme CGH Agilent.

1.3.3. Définition d'un profil moléculaire de valeurpronostique par transcriptome

ciblé sur microARNs

Ce projet a pour but de caractérisepie dans les cancers colorectaux et
de déterminer s'il existe un profil d’expressiors@dé a un mauvais pronostique. Dans ce but, nous
souhaitons utiliser la technologie développée parsdciété Agilent, basée sur des oligonucléotides
spécifiques de chaque microARN.

1.3.4. Identification de genes impliqués dans la siémination métastatique par

criblage différentiel dans des modeles murings. Huet INSERM U 837 et Y. de Launoit
CNRS UMR 8161)

L'objectif de ce projet sera d’identifier de telérgps a partir de modeles cellulaires coliques daané
origines génétiques, métastatiques ou non mégstatidans les modeles de xénogreffe cutanée et
intracaecale. La démarche consistera a compareprtgls des cellules et tumeurs primitives en
utilisant les techniques de transcriptome et dél@Bay, puis d’étudier le réle fonctionnel de aars
génes dans le processus métastatique en utilsssethnique dshRNAet les techniques de xénogreffe
sous-cutanée et intracaecale.
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1.4. Développement de biomargueurs prédictifs de l@ponse aux thérapeutiques ciblées

dans le cancer colorectal

Le cétuximab (Erbitux) et le bevacizumab (Avastaiplant respectivement les voies de I'EGF et dGV¥E

ont recu 'AMM pour le traitement des patients matgaques. Deux questions apparaissent prioritailes
développement de marqueurs prédictifs de la sdibSilniu la résistance a ces thérapeutiques ciblées,
compte-tenu de I'hétérogénéité de la réponse dign fonction des patients et d’autre part I'i@ttéte

combiner des thérapeutiques ciblées.

1.4.1 Biomarqueurs prédictifs de la résistance auétuximab (T. Frebourg INSERM U
614, Y. de Launoit CNRS UMR 8161)

Au sein du CNO, nous venons de montrer que la poésd’'unemutation du gen&RASétait associée de
maniere significative a une non réponse au traitérpar cetuximab et qu'aucun patient répondeur ne
présentait de mutatiokRAS(Di Fiore et al., Br J Cancer 2007). Nous avoraé&mgent montré que pour
assurer une détection fiable de mutation conféumet résistance a des thérapeutiques ciblées,itl éta
essentiel d'utiliser des méthodes plus sensibledegaéquencage direct, telle la PCR-LCR et le SmatP
Nous souhaitons maintenant réaliser une analyspective visant a valider cette
vis-a-vis de la réponse au Cetuximab dans le CCRastatique, en recherchant cette fois-

ci les mutations d&KRASsur la tumeur primitive maigégalement sur la métastase. D’autre part, nous
souhaitons recherchechez les patients non répondeurs et sans mutatitectdble deKRAS

et nous développerons grace a I'expertise du graiy. de
Launoit & Lille dans le domaine des tyrosines lésasles tests fonctionnels dans des lignées dedlsila

permettant de tester I'effet des mutations de geaedidats sur la sensibilité au Cetuximab.

1.4.2 Recherche de facteurs prédictifs de la répomsthérapeutique aux
inhibiteurs de topoisomérase utilisés seuls ou erssociation avec des inhibiteurs

de 'EGFR (A. Lansiaux INSERM U837)

Nous souhaitons étudier les

2 Ce projet bénéficiera
d'une collaboration avec A. Larsen a Paris. Nousdiétons également l'effet des inhibiteurs de
topoisomérase utilisés en association avec debiiehis du VEGF sur la progression tumorale et la

dissémination métastatique en utilisant les modidessnogreffes.

1.5. Immunothérapie du cancer colorectal basée sigs cellules artificielles présentatrices
d’antigéne (J.B. Latouche INSERM U 614)
L’objectif est de développer, un et notamment les CCR
associés a un phénotype d’instabilité microsaa@iitou phénotype RER (Replication ERror), présiams
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15 % des cas de CCR sporadiques et également @ssocdyndrome de Lynch / HNPCC. Nous avons
construit des cellules présentatrices d’antige@E¥AAs) exprimant différents antigénes tumoraux €igso
aux CCR (ACE, Ep-CAM, Her-2/Neu, MAGE-3 et p53)cA jour, nous n'avons pas pu mettre en évidence
de réponse cytotoxique spécifique avec I'épitopevél@e I'ACE. Par conséquent, nous allons exprimer
I'ADNc entier de I'ACE dans sa globalité, en intriisént par transduction d’autres molécules de tegye
immunologique ainsi que des cytokines et chemokjrmesus orientons nos travasxr les

- en particulier le
récepteur de type Il du T@muté. Nous souhaitons également déterminer lessaépitopes immunogénes
associés au phénotype RER étudiant en paralléle linfiltrat lymphocytaides tumeurs de patients
HNPCC et les insertions/délétions de génes candidatsP@® multiplex fluorescente. L'objectif de ce
travail est de développer, a long terme, une théragsée sur l'utilisation des CPAA pour une potoia

ciblée de patients, et notamment des patients geaitteints du syndrome HNPCC.

Le territoire Nord-Ouest est la région de Francanayaussi la plus forte incidence de mésothéliomes
pleuraux malins. Les équipes concernées : 4 équaipegques, 4 laboratoires hospitaliers, 1 tumoegie
spécifique mésothéliome (F. Galateau-Sallé CRB lliaéeINSERM), 3 tumorothéques du CNO, 1
seérothéque (A. Scherpereel, INSERM U774), le Remiblational des mésothéliomes Mesonat (Pr. F.
Galateau-Sallé), le Programme National de Surveilades Mésothéliomes coordonné par I'INVS, I'unité
INSERM ERI 3 et la plate-forme CGH Lille.

2.1 CGH arrays haute résolution dans le mésothéhoe malin diffus
L'objectif principal est d'obtenir une

dans la perspective :
1) d'identifier des biomarqueurs pour la reconreise des états précancéreux.
2) d’améliorer la stratégie thérapeutique de cettdadie (identification de biomarqueurs permetidet
nouvelles options thérapeutiques et la compréheri@e mécanismes de résistance aux traitements).
3) de les relier aux données disponibles sur I'sitigm des patients a I'amiante et aux donnéesadags
facteurs étiologiques (fibres minérales artifi@s|l radiation ionisante en milieu professionnegdiation
liées & un antécédent, virus (SV40), irritationociimue de la plévre...).
4) d'identifier les hyperplasies mésothéliales atyps en voie de transformation par la rechercheel’
délétion de p1&DKN2Aen FISH.
Ce projet représentera un vrai travail collaborgiflection des patients dans un bassin de populbten
spécifique) sur le CNO entre les différents servide pneumologie (A. Scherpereel, L. Thibervill&set
Zalcman). Ce projet s'intégre par ailleurs dansdetien de I'INVS (PNSM 1) pour le travail mis ptace

avec le panel international des mésothéliomes'amélioration de la connaissance des états préwancé
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Sur ce sujet, nous sommes en compétition aveglépes du Memorial Sloane Kettering Cancer Cerger d
Boston avec I'avantage de disposer d'une procéatrieertification anatomo-pathologique du diagnostic

d'une connaissance aussi précise des expositiansg eecroit la pertinence de nos études.

2.2. Facteurs prédictifs de réponse au traitemenbHRC national 2007 MAPS, G. Zalcman)

Le travail a pour objectif de mettre en évidensegdarametres biologiques pouvant influer sur |asiée du

traitement expérimental par rapport au traitemenritréle chez les patients inclus dans un grandi essa
randomisé (445 tumeurs): dosages sériques et pleude « soluble mesothelin-related peptides »,
ostéopontine etc..., recherche de mutations de c-deetnéthylation, de méthylation du promoteur de

RASSF1, pl6, et WIF-1a validation de la puce CGH array sur le mésoviddi sera également réalisée.

Parmi les autres projets il est nécessaire dendigdi :

0 Les projets portant sur la recherche de facteddigifs de réponse a la chimiothérapie (G. Zaltnka
Gauduchon), la validation de facteurs pronosticqumentiels (N. Prevarskaya, N. Porchet), et latméa
d'un registre de patients porteurs de Iésions bigoes pré-néoplasiques avec un suivi cliniqu&étide de

facteurs biologiques pronostiques (L thibervillégs projets sont présentés en Annexe D

0 Les projets de développement de nouveaux traitenent

Equipes impliguées: O. Melnyk (chimie), V Fafeur (biologie) CNRS UMR161, C. Dhaenens,
(bioinformatique) CIB Université de Lille 1, C Pliae (statistique) CERIM Université de Lille 2
L'«hepatocyte growth factor/ scatter factor» (HGF/®st le ligand du récepteur tyrosine kinase Mat.
dérégulation de la signalisation HGF/SF-Met condua progression tumorale. Ce sont donc des catydid
pour une thérapie anti-cancéreuse ciblée. L'éqdpehimie dispose d’'une chimiotheque d’environ 150
polysaccharides sulfatés de composition diversegsfucomplétée par un travail de synthése consfant
terme, certains polysaccharides incluront des geptsélectionnés par phage display pour leur d&paci
interagir avec le domaine extracellulaire de Mets Ipolysaccharides sont sélectionnés sur une l@oguc
polysaccharides, pour leur capacité a lier 'THGFEBu Met. L'ensemble des résultats devrait pemmele
valider notre proposition par des

polysaccharides.

Equipes impliquées: P. Formstecher, Ph Marchetti, L. Mortier, B. Quésike Polakowska INSERM
U837, V. Pancré CNRS UMR 8161, J.B. Latouche INSEB#S44, T. Velu Hépital Erasme-Bruxelles.
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L'objectif commun est doptimiser les vaccinationanti-tumorales en utilisant 4 stratégies
complémentaires.

1 : Dormance tumorale et nouvelles cibles cellula@s

Les cellules tumorales dormantes échappent auxnségocytotoxiques en surexprimant des molécules
inhibitrices des CTLs (B7-H1) ou en dérégulant deies (JAK/STAT) régulant 'apoptose. Des résugltat
récents suggeéerent que ces facteurs inhibiteurs esqmimés dans les cellules d’hémopathies malignes
humaines. Le projet vise a étendre I'étude dexla aux tumeurs solides (en utilisant le
modéle du mélanome) et en y incluant notammenpbltiyese des cellules souches tumorales.

2 : Role de la contamination par des lymphocytes Tégulateurs des vaccins antitumoraux : Intérét
d’'une déplétion prealable ?

Les lymphocytes T régulateurs (Treg), notamment -€CI25+Foxp3+, pourraient jouer un réle clé dans
l'inhibition des réponses immunes anti-tumoralesnsgnées ou induites par une vaccination par esllul
dendritiques (CD). Nous réaliserons tout d’abomk @tude rétrospectivia vitro sur des échantillons de
CD que nous avons générées dans le cadre de diviaxgdes cliniques. Si uni des
vaccins dendritiques autologues administrés aubeniat cancéreux s’avere souhaitable, nous testerons
lors d'une étude prospectiwe vitro, la fonctionnalité de ces vaccins CD déplétésdesr cultures mixtes
CD + peptide(s) antigénique(s) tumoral(aux) + TL.

3 : Apoptose des cellules dendritiques et potentide membrane mitochondrial : a la recherche d'un
nouveau marqueur d’efficacité des vaccins cellula@gs anti-tumoraux utilisés dans le mélanome

Les CD peuvent subir I'apoptose en réponse a digphaslstimuli. Or 48 & 72 heures sont nécessainge
I'injection des CD et leur arrivée dans le gangliymphatique de drainage ou elles activent les
lymphocytes T. Pour s’assurer de l'efficacité dd3 & générer une réponse immunitaimevivo, il est
absolument nécessaire de connaitre la viabilitéGizsiprés 2-3 jours de leur maturation. Nous ayens
montrer que les CDm générdasvitro « en conditions cliniques » entrent spontanémerdpoptose par
une voie mitochondriale en moins de 24 heures dprésaturationsoit a un moment ou elles sont soit
encore en regard de la zone ou l'injection a étdisée, soit en cours de migration vers le ganglion
lymphatigue de drainage et que cette induction @ unfluence majeure sur les capacités
« immunologiques » des CD (sous presse).pla des CD au sein des tumeurs
pourrait devenir une stratégie supplémentaire poaroitre I'efficacité de I'immunothérapie

4 : Potentialisation de I'évaluation biologique déa réponse immune

Dans le cadre de notre Cancéropblezan par cellules dendritiques chargées par 9
peptides distincts a la fois de classt de classe Il est actuellement en cours. En datwif’évaluation
cliniqgue des malades, une optimisation du suivi imalogique est indispensable. Par ailleurs, untysma
du transcriptomese basant sur l'utilisation de la PCR quantitagmetemps réel et permettant d’analyser
environ 400 paramétres de I'immunité sur des pegt@nts séquentiels réalisés avant et aprés la

vaccination sera réalisée.
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