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Signaux

l Traduction du signal

Réc

\

Réponse biologique :
»>Prolifération

» Differenciation

»Mort cellulaire, apoptose




> Recepteurs trans-membranaires
> Sous unités de la famille des protéines G
> Proteines a activité enzymatique catalytique

I 20 % codent des protéines impliquées dans la transduction du signa

€ 520 protéines kinases
( TK Tyrosine kinase, STK serine thréonine kinase)
€ 130 protéines phosphatases

et
les formes non phosphorylées inactives -

les formes phosphorylées actives +
Balance —




Table 1. Mutated Tyrosine Kinases in Human Malignancies

TYROSINE KINASE MALIGNANCY

BCR-ABL CMI

ALL™

AML 1
TEL-ABL ALLY

AMI

Alypical CML"™
PDOFR- f CMMILe

AML"
TEL-Jak2 Atypical CM 1"

ALL™
ALK-1 Anaplastic large cell lymphoma'™
RET MEN2 127128

Papillary Thyrcid Carcinoma '
P g . 170
EGFR Gliohlastoma muliforme

Mon-5mall Cell Lung Cancer'”!

TPR-TRK Papillary Thyroid Cancer '™
TPR-MET Gastric Carcinoma '
FLT3 AMILY
MIS +
ALL
PDGFR-0 Hypereosinophilic syndrome i

Systemic Mast Cell Discase
GIsT"

e-KIT Amp
Mastocylosis/Mast Cell Lenkemia
135,130
GIST 137,138

c-met Lung Cancer'™

e-fms AML, MDs M1
CcMML '

FGFR MPD/AML™
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SH3» <«— SH3 ligands

<€— SH2 ligands

Activating

D Y416€ phosphorylation

_' (B) Y527  <— Dephosphorylation




DRUG NAME

MOLECULAR TARGET

17-AAG, 17-DMAG

Hsp90

AP23451

Src protein kinase

NAV A2 _ONNA
DAT 40-9UVUO

Bevacizumab (Avastin®)

VEGF receptor

2C4 monoclonal antibody

ErbB2 receptor

C225, cetuximab (Erbitux®)

EGF receptor (EGFR)

CCI-779

m-TOR

CIl-1033

HER receptors

Cl-1040

MEK1/MEK?2

COXIBs

COX-2

Cpd5

Cdc25dual specific phosphatases

CT-32228

LPAAT-beta

CT53518

FLT3 tyrosine kinase

EMD72000

EGF receptor (EGFR)

Flavopiridol

Cyclin-dependent kinases, VEGF, P-TEFb

GW211

EGFR & HER?

IMC-1C11, IMC-2C6

VEGFR?2 receptor

OSI-774, erlotinib (Tarceva®)

EGFR tyrosine kinase

DI1an
FN\I 1L00

PS-341, bortezomib (Velcade®)

Proteasome

R115777, tipifarnib (Zarnestra®)

Farnesyl transferase

STI-571, imatinib (Glivec®, Gleevec®)

Bcr-abl, PDGF, KIT receptor tyrosine kinases

SU11248

Multiple receptor tyrosine kinases

SU5416

VEGF receptor tyrosine kinase

Trastuzumab

Herceptin

U0126

JAK2 kinase

UCN-01

PKC

ZD 1839, gefitinib (Iressa®)

EGFR tyrosine kinase

ZD6126

Endothelial cell tubulin cytoskeleton

ZD6474

VEGF and EGF receptor tyrosine kinases




CGP57148b or STI571

N-methylpiperazine
benzamide group
Flag methyl

Phenylamino-pyrimidine
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Kinases Inhibited Kinases Not Inhibited

v-ABL 0.1-0.3 FIt-3
>10

pP210Bcr-Abl 0.25 c-Fms, v-Fms
p185Bcr-Abl 0.25 EGF receptor

TEL-ADI 0.35 c-erbB2
>100

PDGF-R 0.1 Insulin receptor >100

TEL-PDGF-R 0.15 |GF-I receptor >100

c-Kit 0.1 V-Src >10
JAK-2 >100

PDGF-R = platelet-derived growth factor receptor; EGF = epidermal growth factor; IGF-I = insulin-like
growth factor-I. Druker BJ et al. Nat Med. 1996;2:561-566.




I Bcr/abl-Negative Chronic Myeloproliferative Disorders (CMPD)

Essential thrombocythemia

v

\ 4

“Atypical” CMPD “Classic” CMPD Polycythemia vera

Myelofibrosis with myeloid

v

Molecularly defined

}

metaplasia

v

Clinicopathologically defined

A J

* FIP1L1-PDGFRA-positive
eosinophilic disorder

* PDGFRB-rearranged CMPD

* C-kit mutation-positive
systemic mastocytosis

O®FGFR1 rearranged CMPD
® PDGFRA _rearranged CMPD

* Unclassified myeloproliferative syndrome

* Hypereosinophilic syndrome

* Chronic eosinophilic leukemia

* Systemic mastocytosis

* Chronic myelomonocytic leukemia
* Juvenile myelomonocytic leukemia
* Chronic neutrophilic leukemia




PDGFRa

mécanismes d’altérations

* translocations : t(4;22)(q12;922) :3 cas de rapportes
o fusion : BCR et PDGFRa
e SMP : LMC like
e reponse a I’Imatinib : + mais 1 cas de rechute
neuromeéningeée

* delétion : fusion F1P1L1 - PDGFRa
e HES
e mastocytose/HES




A Tvrosine Kinase Created by Fusion of the PDGFRA and FIP1L1
Genes as a Therapeutic Target of Imatinib in Idiopathic
Hypereosinophilic Syndrome

Cncegenic fusion
gane
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Nine of the 11 patients treated with imatinib respond.

One patient had a complex chromosomal abnormality, leading to the
Identification of a fusion of FIP1L1-PDGFRA gene generated by an
Interstitial deletion on chromosome 4q12.

Cools et al, New England Journal of Medecine 2003 (348), 1201-14
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Observation

Patient X, Nov
* Hyperleucocytose 72 G/l dont 62% de granulocytes eosinophiles
* Splénomégalie
« Nov 1998 a juin 2000 échec des différents traitement : hydrea ®+ corticoide, interféron + araC,
thiotepa + vpl6)
« Juin 2000 : Allogreffe Sang de cordon, échec
« Sept 2000 a mai 2002 traitement palliatif
« Juin 2002 : Imatimib 200mg/J, réponse hématologique complete apres 15j et RC moléculaire
a un an et persistante
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Caractérisation moléculaire du
syndrome d 'hyperéosinophilie
essentielle chez 36 patients

presentant un caryotype normal en
cytogénétigue conventionnelle

C. Roche-Lestienne U524 Inserm et CHRU de
Lille




Le syndrome d 'hyperéosinophilie essentielle
(HE):.

 Hyperéosinophilie (1500 -30 000/mm?3)
Inexpliguée et persistante
« Dommages tissulaires
« Absence d 'anomalies cytogénétigues de la
lignée myéloide (LEC)
= diagnostic d 'exclusion




Il est possible de distinguer des présentations
d 'HE:

De type De type lymphoide
myéloprolifératif

hepatomegalie e manifestations

splénomegalie cutanees
anéemie
Thrombopenie(+/-)  clones T aberrants

dysplasie médullaire (CD3+CD4-CD8-; CD3-CD4+)

myélofibrose




o Corticothérapie
Hydroxyuree, INF-q, ...
Anti-IL5
Allogreffe

Depuis 2001...

Imatinib mesylate (Glivec®,
Novartis)




FIP1L1

FIP1L1 - PDGFRa




Patients:

aDR rnatin
*oV |J(1L|C| [ B

nte LI

Sexe: 27 M/ 9 F

Principales caractéristigues clinico-biologigues:

e/ SynC
4 syna
1 sync

1 sync

romes myeloprolifératifs
romes intestinaux

rome de Gleich

rome de Churg-Strauss

*Valeurs absolues d ’éosinophiles:

1100 a 10160/mm?3 [2250/mm?3]

*Valeurs absolues de lymphocytes:

1250 a 7000/mm?3 [1930/mm?]



Méthodes:

Recherche d 'une clonalité T

par analyse des réarrangements des TCR y
(VI, V9, V10, V11 et J1/2, Jpl.2)

Recherche du transcrit FIP1L1-PDGFRaq
par RT-PCR

Recherche de la délétion 412
par FISH

Recherche de mutations dans PDGFRa etf3
par sequencage des exons 11 a 20




Résultats (1): Analyse des réarrangements
TCRy

13/36 patients présentent 1 a 3 marqueurs de clonalité T

|

Eosinophilie secondaire suggérée pour 36% des patients
Aucune autre anomalie moléculaire retrouvee




6/36 (17%) patients préesentent le transcrit de fusion

|

Tous présentent une forme myeloproliferative
Tous repondent au traitement par IM (5/6 traités )




FIP1L1 - Exon 8 PDGFRa - Exon 12
N .2 9 g tc g te g acag ct -
N, 229 cagecattttcaaaggeactetgatt- G
N .2 g cag cca... gcactctg att- G

N - 2. o
N 2 22 c ag cacttettcteagtetcagacaag -

N - o1t g tattc cagtatcaaactg cagatcccaaaagtgcaaaaaccy

FIP1L1- Exon 10 PDGFRa - Exon 12
N -togattatttttgt
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—— Meécanisme d ’activation indépendant de la séquence FIP1L1
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Seuil de positivité: 1.78%




31/36 patients evalues
Deélétion retrouvee chez les 6 patients F/P
% noyaux positifs < % eosinophiles sur lame MGG




Résultats (4):
\ "/°

»17/36 (47%) des patients présentent pas d ’anomalies
moléculaires detectées
o1 patients sur ces 17 repond au traitement par |M

|

Autre mécanisme?
Autre TK?




Table 2. Summary of represantative studiss (series consisting of 4 patisnts or more) that describe use of imatinib in the treatmeant
of primary ecsinophilic disorders

Kalecular ar Imatinik
Clinleal S [=N Clnleal cytogenstic dose,
Shudy dlagrzsls patiants Cytogenstlc indings -kt or PDGER mutatlons response MeEponEe mijld

Glakh et a™ HES a 3 namal Megalive Tor c-&fF D816 (n = 4 4 CR % 100
2 M0 1 MR
Fardananl HESCHMPO-20= & nomal Megalive for c-&f and POGERS mutalions 3CH Fatientwith +8 did  100-400
al al™ 1 Iriscmy B fn = &} 1PR ik resspond 100-400
AMR
Cortas elal™ &l normal L[] 4 CR % 100-420
1PR
4 MR
Apparleyet s CMPD-a0s I5;12)(33;p1 3)In all 4 palients  ETVBIFOGERE(N = 3) 4CR
Coaks etal’ HES, &ML 8 namal SPTLNPDGERA In S of 10 tested, Inciudng BCR
11j1;4)(944:912) the 2 patiznts with abnomal cylogenetics 2 MR
1 Iriscmy B and 19
Kllon el 4= KHES &l norma HPTLTPDGERA Inallé palients BCR
Pardananl 2h-eas Al norma HPILPDGRERA N = 2) c-at DB1EV N = 2) ACR
atal=
2HMR
Kllon et a'? KHES &l norma FIPIL1PESFRA Inall ¥ palients TG SCRIN =)
Vandentsmhe  CEL &l normal HPTLNPDGERA Inall4 palients 4 CR 2CR
at aps
Sakem al ™ HE= 5 namal Megalive for ETW&EPDGERE GBCR Iy
11rsomy B

CR ndcales complele response; NR, no responss; PR, pariial response; MHES, mysloprdiferalive varanl of HES, e0s-CKPD, eosinophila assncialted chronic
my eloproliferalive disorder; DE1EY, asparlalks 816 o valine mulalion; ND, noldone or nol rEported; HA, nol spplicable. Remaning abbresalions are explained in Table 1.




KIT
receptor

([ 2030 4] 5] 6] 78] 9li0u1a]is[1a]1s 16 [17] 15 19] 0] o1 A

* G=A"YD5N)

LEGEND:

* MPD
ANLL

* GISTs
Mastocytosis
Germ Cell Tumors
Human syndrome

Asp 419 def

]
A>GPP(K642E)

o T>CIT3(F5848)
o A>GI724(Y568C)
* G=A"1%G565R)

T=G%V560G)

« T>AY(V559D)
* 550 del 6

«T>C1690(W557R)

* A>TI70(K 5500)

o 350 ael 27
551 el 15

G=Al0%(V530D)
* Ala502 Tyr503 duplication

Dominant loss of function

G>A(ES39K)
A>GPRYDS20G)
A=T#3(D816V)
G>C2%7(D816H)
G=T2%7(D816Y)

G=>T24%7 and A=T=%% (D816F)




Mastocytoses (MCD)

@ WT V560G D816V D816F D816Y

laniitor(uM): 0 0011 0011 0 1100 1 100 1 10
= & FF & B A EoaE AR A d s

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII Anti-pTyr - & s L] DR LR

SU9529 .
i Exon 11, V560G Anti-KIT == g ™

-— = d

STI571 o
5 Anti-KiT s eSS oo Bl §
1 234 507 89510111213141516
Exon 17,

Pardanani, ASH2002, #255
D816V (Y,F) Ma, Blood 2002

. ANL-PIYr co e W 0000 DD ED 00 00 08 =

25-60% (?)




Mutations Mutations
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Mastocytose systémigue et Hypereosinophilie

SCMD + hyperéosinophilie (N=5)

3 patients : 2 patients :

FIP1L1-PDGFRA PDGFRA non réarrangé
KIT non muté KIT D816V

Rémission sous imatinib Imatinib inefficace

Locus CHIC?2

4912 Pardanani, Blood, 2003




PDGFRp

- Clinique: LMMC monocytose
myélofibrose
eosinophilie
basophilie
evolution frequente en LAM

- La plus frequente t(5;12)(g31-933;p12)




CMML and translocation t(5;12)

5 der(s) der{12y 12
5 der(d) der{12) 12

5 der(s) der{12) 12

ETV6 or TEL
12p13
Contains a Helix-Loop-Helix and ETS
DNA binding domains;

ETS-related transcription factor

PDGFRB
50933

The receptor for PDGFB (platelet-
derived growth factor-b);

membrane protein; belongs to the
Immunoglobulin superfamily




Mr D.C agé de 52 ans consulte pour altération de
| ‘état général. L ‘examen clinique révele une
splénomégalie mesurée a 2 travers de doigts. La
numeération formule donne les résultats suivants :

Leucocytes 22,5 giga/l
Hémoglobine 14,2 g/dl

Plaquettes 205 giga/I
Formule Polynucléaires neutrophiles
Polynucléaires éosinophiles
Polynucléaires basophiles
Monocytes
Myélémie
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Table 2: Fusion Proteins and Cytogenetic Abnormalities involving PIMGFR}
CYTOGENETIC ABNORMALITY TYROSINE KINASE FUSION
PROTEIN

1(5:12)(q33:q13) TEL-PDGFR |’

t(5:7)g33glly” HIP1-PDGFR]S

H4-PDGFR[}

RABS-PDGFR[}

t(5:14)(q33;p32)" CEVI14-PDGFR[}

LS04y (g33; g24)” NIN- PDGFR[}
t1;5)(q23; q33)" Myomegalin-PDGER[}

H5:17)(g33; pl1.2)~ HCMOGT- PDGFR[}




TEL - PDGER(

- Domaine transmembranaire + intracellulaire de PDGFR[3 fusionné au
domaine de dimérisation de TEL

- Dimerisation ligand indépendante

- Prolilfération indépendante de facteur de croissance dans un modele
murin

- Tres bonne réponse a I’Imatinib




BESFPONSE TO IMATINIB MESYLATE IN PATIENTS WITH CHRONIC
MYELOPROLIFEBRATIVE DISEASES WITH BEARBANGEMENTS
OF THE PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR RECEPTOR BETA

JaMe F. ApreERLEY, M.O., WMarTINE GarDEMBas, W0, Jume VW, Meco, WM.D., Foeid FusseLL-JoMEes, WO,
Barpara 1. Ban, MM .D, E. JoamMma BaxTeER, PH.D., AnMDREvw CTHase, PH.D., JuomH M. CHEssELLs, WO,
Marie CoromeaT, PH.O., CLare E. Dearoend, W .0, Sasa DimiTRIZEVIC, PH.D., FrRANCOIS-X. WMaHon, WD,
Ceavic Marin, N.D., Zamians Mieocoves, W0, Eouaroo OLravarre, .D., SaMpDRa SILBERRAEM, WD
EBeaTE ScHULTHEIE, M. D)., MicHoLas O F. Cross, FH.D., ano Jodn M. Gororaan, OO0
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Figure 2. Two-Color Fluomscance in Situ Hybridization of Cells from Patient 2, with Schematic Representation of Chromosomes 5 and
12 Indicating the Break Poirts of ti5:12g33:p13).

Calls in interphasa were probed with two flanking cosmid probes for chmomosome 5, 9-4 and 4-1.5 Mome than 80 percent of calls show ed
ona fusad signal and separate red and green signals indicating disruption of the ADGFRAE gene. Armows indicate beak points.

M Engl T Med, Vol 347, Mo, 7 - Aagnose 15, 2002







Table 3. Bumrmary of representative studiss that describe use of imatinib in the treatmeant of CMBL or atypical CMPD®

Clinleal Mo, Imatinlb dose,
Shady dlagnosis patlents Cytzenstc findings Rolecular finding = Response migycl

Magrusson et d™™ CMML 15 17)iq33;p13) Rabs POGERS CR 400
Fitini =t al=t CMML {512}/ 33;p13) ETVAPDGERA CR 400
Cortas etale CMML 2 normal 1 tisam 21 MA A NR 400
WIKIMson etal'™ acMpPD 11,5302 3,023} POEADYPIPOGERE CR M,
Trempat et ap™ acMpPD {422y 121 BCRIPDGERA CHR 400
Garch etal™™ acKpPn 15100/ 33:927) ADT051 FO)PDGERE CR 400
Demelri at areg acMpPn Complex abnomal as ETWAIARL CHR 00
Corfas ™ acMpPD N MA 1 MHR 400

ko kL -k —k

C:HR ndcales complete hemalobgic response normallzalion of blood counts); MHR, major hematcoglc rseponse (Indeasa In hemoglobin concentralion from 95t 137
L 9.5 b0 13. 7ML DA0E1 70, DMA seqment on chromiasome 10 junique) 170, Remaning abbrevations sre axplamed in Tables 1 and 2.

*Dala supportad the presanca of Imalinib-respons ive molkecuar Brgat befors the start of therapy.

tSome palients were descrbed as having atypical CML basad on a CML phanatyps without Philadelphia chromosams or heraly fuslon and association with dysplasia.
Doas ot Indude palientswilh prominent perpheral acsinophilia.

tPalianlwas treatad In chroni: phasa of alypisal ML afarrecelying Inductian therapy for bastcisis




8p11 ou FGFR1

- Nombre de patients limite

- Phénotype variable : SMP + eosionophilie associée + LNH T fréquent
*1(6;8) : vaquez
*1(8;9) : = LMMC

*1(8;13) :SMP dont 13/16 cas LNH T associee VS 3/11 t(6;8) ou
1(8;9)

*1(8;22) :LMC like

- Pronostic sombre




Présentation clinique et hématologigue

« Femme de 68 ans consultant pour une anémie sévere. La numeération-

formule sanguine montre : globules blancs 19.4 x109/l, plaquettes 232

x109/l, hémoglobine 4g/dl, neutrophiles 59%, éosinophiles 3%, basophiles

1%, monocytes 10% (1.9 x109/1), granulocytes immatures 8%. La moelle
est cellulaire avec moins de 10% blastes, ce pourcentage est difficile a
évaluer precisément du fait de I'importante dysgranulopoiese (grains tres

denses).
e Caryotype: 47,XX,t(6;8)(927;p11),+8 [12]
« FISH: WCP 6 WCP 8

Diagnostic

 a-CML avec dysgranulopoiese majeure avec t(6 ;8)(q27 ;q11)
















.P 6 (RHOD.) + W.C.P & (F.I.T.C)




Fusion gene
ZNF198-FGFR1
FOP-FGFR1
CEP110-FGFR1
BCR-FGFR1
FGFR1-FGFR10P2
? FGFR1

? FGFR1

? FGFR1

Translocation

t(8:13(pl1l:ql
\~ \~ ™

t(6;8)(q27;p11)
t(8;9)(p11;g33)
1(8;22)(p11;922)
Ins(12;8)(p11;pllp21)
t(8;12)(p11;q15)
t1(8;17)(p11;925)
t1(8;19(p12;q13)




Roumiantsev et al : Cancer Cell 2004 Mars : 287-298

* comparaison t(8;13) et t(8;22)
v v
EMS LMC like

* mutation FGFR1 Tyr 766 : disparition EMS(atteinte lignee
granulocytaire et lymphoide T

* mutation BCR/Tyr 177 . perte base GRB2 (lié a BCR)
. reproduit EMS like

Conclusion : Phénotype fonction du partenaire




Autres

- ETV6 - ABL (LAL)
- ETV6 - JAK2
- BCR - JAK2
¢ SMP : CML like

€ SMP tres agressif
- Modele animal : ETV6 - JAK2

O syndrome myéloprolifératif + lymphoprolifératif T

- ETV6 - ABL : réponse a Imatinib + (2 cas)




Table 1. Partial list of constitutively active tyrosineg kinases in berfabl-negative chronic myeloid disorders that are predicted
or documentsd to be imatinib sensitive

Fuslzn Translocatlon Cealation Futatlan Dls=ase assoclatlon Imatinlb response* Shady

POGFRE
ETVEPOS FRE 5 12)(q33;p1 3) CMML Goub et al®
CEV14PDGFRE ) 5; 14 ) 23,032) AML Abz el gl
HIP1/POGFRE b5 T3 1) CMML Rioes al al?
HA D0 TOPDGFRE 15 10)933,021) UCMPD Kulkarnl el 8™, Schwaller gl 2
RABS/POGFRE 517} 33;p1 3) CMML Magnusson etal™
PDE4D PPDGFRE b 1512 333 UCKPD Villkirsan et 3l
PDGERA
BCR/POGFRA ;22121 1) UCKPD Trempat el = 7, Baxder at ap
FIP1L1FRGFRA — Sh-aos'CEL Cools =t al'', Pardanan at al'
[ 111
OB EVIF S KMCO ha et 857
WEEDG = Furit=u &t aF
EB3AK — Lorgkey et af®
QB2 — Fignon et &=
A
ETVERBL Compkest UCKPO Yes Wan Limbergen & al*, Andrassson & al™
ETGMRG 4 12)iq25;p1 3) AMIL Yes HEhimura at a=

aCML Indicakes atypical chionk: myekid leukemia; LCMPD, undassified chronk: myaloprolierative disorder (some of these palients are descrbed as having atypical
CML); SM-ecs, eosnophilla-assodaled syskmic mastocylosis; MCD, mastcel disagss; ETVE, els vanant gene & { TEL cncogens); CEV14, conal evolulion-relaled gens on
chromcsome 14; HIFY, Hunlinglon inberaching protein 1; RABS, rabaptin 5; BCR, breakpaint clustar region; 0102170, DMA sagment on chromosoma 10 (unique) 170
PDEADIP, phosphodiestarase 40 nierachng proten imyamagaling; FIP1LA, FIP1ike 1; and —, not sppllcabie.

*Clinical responsa (oima tnib therapy documenisd (where eshad),
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Mr P.G consulte pour prise en charge d'une
hyperleucocytose.

Leucocytes 128 giga/I
Hémoglobine 11,5 g/dl
Plaquettes 325 giga/I

Formules: Polynucléaires neutrophiles52%
Polynucléaires éosinophiles 3%
Polynucléaires basophiles 3%
Monocytes 7%
Myélémie 30%
Lymphocytes 2%
Blastes 3%
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