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LISTE DES ABREVIATIONS

CSH : Cellules souches hématopoiétiques
IFI : Infection fongique invasive

Al : Aspergillose invasive

VRC : Voriconazole

Cmin : Concentration résiduelle

STP : Suivi thérapeutique pharmacologique
CYP : Cytochrome

IPP : Inhibiteur de la pompe a proton

Cnmin/D : Concentration résiduelle ajustée sur la dose
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INTRODUCTION

Les patients allogreffés de cellules souches hgmétques (CSH) sont a haut risque de
développer des infections fongiques invasives (lEinotamment des aspergilloses invasives
(Al). Le voriconazole (VRC) constitue aujourd’hei fraitement de référence de I'Al. Malgré
une efficacité supérieure & I'amphotériciné,Be taux de mortalité de I'’Al sous VRC reste
élevé, atteignant jusqu'a 56 % chez les patiensgr@ffés de CSH. De nombreuses
hypotheéses sont aujourd’hui avancées pour explitpgeeéchecs thérapeutiques : retard de
mise sous traitement en raison d’'un diagnosticiftardsistance de la souche fongique,
diffusion médiocre du VRC sur le site de l'infectjoou encore exposition insuffisante au

médicament antifongique.

Cette derniere hypothése d’'ordre pharmacologigiieséie a de nhombreux travaux qui
ont mis en évidence un lien entre les concentraf@smatiques résiduelles,{f} de VRC et
I'efficacité du traitement antifongique. Ainsi, |€&checs thérapeutiques sont plus fréquents

chez les patients présentant ung,@e VRC< 1 mg/I® ou < 1,7 mg/f selon les auteurs.

Une fourchette comprise entre 1 et 4 a 6 mg/l acdéaemment été proposée comme
cible thérapeutique Or, les Gy, de VRC sont trés fréquemment en dehors de ceviile
thérapeutiqué ’, notamment chez les patients allogreffés de &$}Mins ce contexte, le suivi
thérapeutique pharmacologique (STP) du VRC semidifi. Une équipe coréenne a
d’ailleurs démontré son intéréta travers une étpdespective randomisée, mettant en
évidence une amélioration de la réponse au VRQ@etréduction des arréts de traitement en

lien avec des manifestations toxiques grace au’STP
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La pharmacocinétique variable du VRC peut en patie expliquée par sa voie de
métabolisation dépendante du cytochrome P450 (C&tPplus précisément des CYP2C19,
3A4, 3A5 et dans une moindre mesure du CYP¥C&n effet, du fait de polymorphismes
géneétiques, les activités enzymatiques de ces @YRent varier considérablement, influant
ainsi I'élimination du VRC et donc sespf& Pour le CYP2C19 par exemple, les
polymorphismes *2 et *3 responsables d’'une dimowtd’activité sont associés a deg;C
augmentées de VRE : & I'opposé, I'alléle gain de fonction *17 estasié & des G plus
faibles de VRC'. De la méme maniére, des polymorphismes génétigistent pour le
CYP3A : l'alléle *22 du CYP3A4 est associé & d'whieinution d’activité du CYP3A43,
alors que l'allele CYP3A5*1 est responsable deglession du CYP3AS et correspond donc
a un gain d’activit¢®. Néanmoins, & ce jour, I'impact du génotype du GXBur les G, de
VRC n’a jamais été étudié.

Les interactions médicamenteuses peuvent égalanflr@ncer la pharmacocinétique du
VRC. En effet, les inducteurs enzymatiques telslgyghénytoine sont associés a dgg Ge
VRC abaisséed ; a linverse, les G, de VRC se trouvent augmentées en présence

d’inhibiteurs enzymatiques tels que les inhibitededa pompe & proton (IP®Y: >

Néanmoins, polymorphismes génétiques et interaxtim@dicamenteuses n’expliquent
gu’'une partie de la variabilité pharmacocinétiqueMRC. D’autres parametres tels que le
poids ®, 'age du patienf' ® *® ou encore la survenue de diarrlféé pourraient également
contribuer a la variabilité desf de VRC, mais leur pertinence reste a démontresgpiei de

nombreux résultats sont discordants d’une étudeautre.

Une meilleure connaissance des facteurs influent@mnpharmacocinétique du VRC
semble donc indispensable afin d’anticiper et detdir les variations des.§ et éviter ainsi
la survenue de &, en dehors de la cible thérapeutique. Upg fDitiale de VRC< 0,35 mg/I

semble constituer un marqueur prédictif de mogalit L'identification de marqueurs,
12



notamment génétiques, impliqués dans la variabghéarmacocinétique du VRC pourrait
alors permettre d’adapter priori les premieres doses de VRC, afin d’'atteindre les pbt

possible des G, dans la cible thérapeutique.

De plus, la variabilité intra-individuelle du VR@aét considérable, il est recommandé de
répéter régulierement les dosages de VRC tout mg dtu traitement En effet, il semble
important non seulement d'atteindre rapidement @gs de VRC suffisantes’, mais
également de maintenir tout au long du traitemest @, dans la fourchette thérapeutique
1618 | a nécessité de répéter les dosages de VRCastjlfeurs, confirmée par le fait que

Cmin initiales et suivantes de VRC ne sont que Pew pas corrélées.

Cette étude rétrospective a eu pour but de carsetda variabilité des &, de VRC tout
au long du traitement antifongique dans une cohdgepatients allogreffés de CSH et
d’identifier les déterminants responsables de cett@bilité en distinguant la g initiale de

VRC, des G, suivantes.

Ce travail est présenté sous forme d’'un articlendifique actuellement soumis pour

publication.

Un résumé de la méthodologie, des principaux rétsudit de la discussion sont présentés

dans une premiére partie. L'article original cotgtila deuxieme partie de cette theése.
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PREMIERE PARTIE :

RESUME EN FRANCAIS

14



. Matériel et méthodes

1. Patients

Les patients allogreffés de CSH, suivis dans leiseid’Hématologie Clinique du Centre
Hospitalier Universitaire de Grenoble, ayant béméfidans le cadre de leur prise en charge
normale, d’au moins 3 dosages de VRC entre jarddéd et juin 2013 ont été sélectionnés.
Les données démographiques, clinigues et pharmaqaestconcernant le traitement par
VRC, ainsi que les traitements associés ont étéatés de maniere rétrospective. Tous les
patients avaient donné leur consentement librat €ceéclairé pour la réalisation d’analyses

génétiques, ainsi que pour la collecte et l'utilmade leurs données.

2. Concentrations plasmatiques résiduelles de vorizofe

Les Guin de VRC ont été mesurées a l'état d’équilibre pleaoinétique, par une
technique de chromatographie liquide couplée apectsométrie de masse en tandem

précédemment décrifd L'intervalle thérapeutique retenu était comprisre 1 et 5 mg/l.

3. Génotypage

Le génotypage des cytochromes 2C19 et 3A a étiséé&alr des reliquats d’échantillons
sanguins prélevés avant la greffe. Ces échantibaient initialement destinés aux analyses
biologiques de routine et ont été stockés au seimedcollection d’échantillons biologiques
(DRC-2013-1983). La recherche des polymorphismes32t *17 pour le CYP2C19 a été
réalisé par séquencage direct. Les patients ontclégsés en meétaboliseur ultra-rapide,

extensif et intermédiaire selon la classificatioogpsée par Meget al**.
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Le génotypage du CYP3A a la recherche des alleM33B4*22 et CYP3A5*1 a été
réalisé a I'aide d’'un kit commercial de discrimioat allélique Tagman™. Les patients ont
été classés respectivement en métaboliseur int@irecbu extensif, en fonction de la

présence ou non de l'allele *22.

4. Score génétique

Un score génétigue combinant les génotypes du CY®2AE du CYP3A a été calculé
pour chacun des patients. Dans un premier tempscane génétique spécifiqgue a chacun des
CYP a été attribué a chaque génotype observé,ret gia second temps, ces deux scores
génétiques spécifiques ont été additionnés ponatie score génétique combiné. L'absence
de polymorphisme conférait un score génétique fingei égal a 1 pour chacun des
CYP2C19 et 3A, alors que la présence d'un allélem ga perte de fonction engendrait
respectivement une augmentation ou une diminuterceal score. Cette fluctuation était de
+/- 0,5 lorsque l'alléle était exprimé a I'état éetzygote et de +/- 1 a I'état homozygote. Le
score génétique était exprimé en unités arbitraltes patients étaient classés en 3 groupes
selon la valeur de leur score génétique : <2, 22etUn score génétique a 2 correspondait a
une activité enzymatique des CYP2C19 et 3A nornaddes qu’un score génétique < ou > a 2

reflétait respectivement des activités diminuéeaugmentées des CYP2C19 et 3A.

5. Analyses statistiques

Les Gnin de VRC initiales et suivantes ont été analyséparééent. Les comparaisons
entre les différents groupes ont été réalisées addel’ de tests non-paramétriques

(Mann-Withney pour la comparaison entre 2 groupe&uskal-Wallis suivi d’un test ajusté
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de Bonferroni pour la comparaison d’au moins 3 ges). Les comparaisons de proportions
ont été réalisées a l'aide du test exact de Fisdbes corrélations entre deux variables
quantitatives ont été réalisées a I'aide du teSmkarman. Une valeur de p<0,05 a été retenue

comme significative.

[I. Reésultats

1. Caractéristiques des patients

33 patients ont été sélectionnés et le génotypaynefée a pu étre déterminé pour 29
d’entre eux (88 %). Pour le CYP2C19, 37 % (n=1%4)93 (n=10) et 28 % (n=8) des patients
ont été respectivement classés en métaboliseuasrafiides, extensifs et intermédiaires. Pour
le CYP3A, 24 % (n=7) des patients exprimaient &@l*22 a I'état hétérozygote, et un seul

patient était expresseur du CYP3AS5 (porteur déelalCYP3A5*1 a I'état héterozygote).

2. Description de 'ensemble des concentrations redida de VRC

308 dosages de VRC ont été sélectionnés, représentee médiane de 9 dosages
(min-max : 3-25) par patient pour une durée médidmesuivi de 94 jours (£0° et 9™
percentiles : 14-269 jours). Les coefficients deiaten inter- et intra-individuels étaient
respectivement de 84 % et 68 %. 42 % deg €taient situées en dehors de la fenétre
thérapeutique et 84 % des patients présentaiemto@ns une G, en dehors de cet intervalle.
Les Gnin €taient corrélées a la dose, uniquement lorsqUéRIE était administré par voie

orale (r=0,412, p<0,0001).

30 modifications de posologie (soit 11 % des 27%& Guivantes) chez 16 patients (soit

48 % des patients) ont été dénombrées, 70 % (nétah} réalisées sans changement de la
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voie d’administration, 27 % (n=8) résultant d’'uni®lv de la voie intra-veineuse (IV) vers la
voie orale, 3% (n=1) étant le fait d’une interrgptidu traitement par VRC en raison d’un

surdosage.

3. Déterminants de la concentration initiale de VRC

La voie d’administration du VRC influencait les,&initiales de VRC (p=0,03), la voie

IV étant associée a deg,f-1,7 fois supérieures a celles obtenues pour aaile.

L’influence des parametres génétiques a été étsdiea Gy, initiale de VRC ajustée sur
la dose (VRC Gin/D), afin de s’affranchir de I'influence de la dos$®our la voie orale, les
ratios initiaux VRC G,/D étaient également influencés par les génotype<CdP2C19
(p=0,04) et du CYP3A4 (p=0,004). Le score génétignercait la encore une influence
significative, les patients ayant un score génétigu2 présentant des ratios VRG;{D

initiaux inférieurs aux patients avec un score tjgné < 2 (p=0,009).

L’'analyse de I'ensemble des ratios VR&{D initiaux (voies IV et orale réunies) mettait
en évidence des résultats similaires : le génotpEYP2C19 tendait a influencer les ratios
VRC Guin/D initiaux (p=0,08), alors que le génotype du C¥R3de méme que le score
génétique combiné affectaient significativement\W¥C G.,;/D initiaux (p=0,05 et p=0,05

respectivement).

Aucun des patients présentant un score génétiquae<présentait une . initiale
<1 mgl/l, alors que la &, initiale était inférieure a ce seuil d’efficacppéur 47 % des patients

ayant un score génétiqu (p=0,01).
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4. Déterminants des concentrations suivantes de VRC

Les Guin suivantes de VRC restaient influencées par leesgénétique (p=0,004), mais
étaient également affectées par le type d’'IPP #&s$p<€0,0001) : les G, de VRC étant plus

basses lorsque I'lPP était le pantoprazole comiparaent a 'ésomeprazole (p<0,0001).

L’'analyse des Gin longitudinales de VRC en fonction du score gém&tignontre que
seule la G,y initiale est significativement impactée par lerscgénétique, le score génétique

n’exercant pas d’influence significative sur lgg{&équentielles suivantes.

Les traitements immunosuppresseurs par anticaltimesy acide mycophénolique,
éverolimus ou corticoides, de méme que la préesgimda@biteurs enzymatiques du CYP2C19

et/ou du CYP3A4 n’influencaient pas legiCsuivantes de VRC.

De méme, la survenue de diarrhée n'a pas eu d'ingacles G, suivantes de VRC

obtenues au cours d’un traitemeet 0s

Il. Discussion

Notre étude a mis en évidence dans une populatarofgene de patients allogreffés de
CSH une importante variabilité inter- et intra-widuelle des G, de VRC, résultant
fréquemment a desyfs en dehors de la fenétre thérapeutique. Cette \itgatiexpliquait en
partie par le score génétique combinant a la fssgénotypes des CYP2C19 et 3A, la voie

d’administration du VRC mais également le type B’'i#ssocié.

Une thérapeutique antifongique adaptée et préanéti@e considérablement les taux de
guérison des IFf* % et pour le VRC, une &, initiale <0,35 mg/l apparait comme étant un
facteur prédictif majeur de mortalitd. Ces données soulignent I'importance d'obtenir

rapidement une &, de VRC dans la fourchette thérapeutique et laisgeréser qu’une
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adaptation des doses de VRC des la premiere adratios pourrait constituer une approche
intéressante. Nos données démontrent pour la prerfioies qu'un score génétique combinant
les génotypes des CYP2C19 et 3A est un marquedicpiféndépendant de la & initiale de
VRC. L'impact du génotype du CYP2C19 sur Ig;Gnitiale avait déja été suggéré par une
équipe coréenne mais sans atteindre la significafi. Nos données ont montré des ratios
VRC Cw/D initiaux plus élevés chez les patients métabalis intermédiaire pour le
CYP2C19 comparativement aux patients métabolisalirarapides. De plus, nous avons
montré pour la premiere fois que la présence dielea*22 du CYP3A4 était associée a des
VRC G,i/D initiaux significativement supérieurs. Les polyphismes génétiques des
CYP2C19 et 3A4 étant répartis de maniere indépdgaddans notre cohorte, il semblait
intéressant de calculer un score génétique preamanbmpte les génotypes de ces deux CYP.
Un score génétique <2 était associé a des ratidS ¥R/D initiaux plus élevés qu’un score
génétique >2. De plus, aucun des patients prédemtascore genétique <2 n’avait ung;C
initiale inférieure au seuil d’efficacité fixé amg/l, alors que 47 % des patients avec un score
génétiqgue>2 présentaient unepfs initiale insuffisante. L'individualisation des dasde VRC

sur la base du génotype du CYP2C19 a récemmepta@pésé&” 26 Néanmoins, l'influence

du génotype du CYP2C19 mais également du 3A4 s@lainitiale de VRC laissent a
penser qu'une meilleure stratégie d’adaptation logsgue basée sur ce score génétique

combiné est envisageable.

Dans notre cohorte, les fz suivantes de VRC restaient influencées par le escor
géneétique, et ceci malgré les adaptations posalegigsurvenues au cours du STP
longitudinal. Ce résultat s’explique par une fréuee relativement faible d’ajustement
posologique. En effet, seulement 16 % des patientdénéficié de modifications de dose
alors que 85 % d’entre eux ont présenté au moia<O4n de VRC hors fenétre thérapeutique

et auraient donc pu prétendre a une adaptationiqggpgoe. Néanmoins, I'impact du score
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génétique sur les G suivantes semble moindre au cours du STP longiilidien effet, si la
Cnin initiale de VRC est significativement influencéar e score génétique, leg,gsuivantes

séquentielles ne le sont plus.

Les Gnin suivantes de VRC étaient par ailleurs affectéeseptype d’'IPP utilisé. En effet,
les Guin suivantes de VRC déterminées au décours d'uretnaitt par ésomeprazole étaient
plus élevées que celles obtenues avec le pantder&mtels résultats pourraient étre mis sur
le compte d’une moindre inhibition enzymatique diR2C19 par le pantoprazole par rapport
a 'esomeprazole, comme cela a déja été démantvigro 2. Néanmoins, I'effet des IPP et
notamment du pantoprazole sur legi,Cde VRC reste sujet a controverse puisque le
pantoprazole est associé tantot & dgs @e VRC augmenté€’s tantdt a des G, de VRC

diminuées ?®en comparaison & des,cdéterminées en I'absence d'IPP.

Une étude multicentrique australienne a récemmespparté une interaction
médicamenteuse entre le VRC et les glucocorticoitktte association aboutissant a dggs C
de VRC abaisséés A I'inverse, nos résultats tout comme d'auftéS ont conclu a I'absence
d’effet des corticoides sur lesnh de VRC. Ces discordances peuvent s’expliquer par

I’hétérogénéité des populations d’étude, du typdestdoses de glucocorticoides utilisés.

En conclusion, notre étude a montré que les gémstypes CYP2C19 et 3A4
influencaient de maniere indépendante lgg, e VRC des patients allogreffés de CSH.
Ainsi, la détermination d’'un score génétique comhirces deux génotypes pourrait présenter
un intérét pour adapterpriori les premiéres doses de VRC. Si le STP du VRCaméuve
son utilité notamment en terme de gain d’efficadjténe optimisation supplémentaire de la
thérapeutique antifongique pourrait consister diddaliser les premiéres doses de VRC sur

la base du score génétique et adapter les suivauntds base du STP longitudinal.
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Abstract

Background

Voriconazole (VRC) plasma trough concentrationg;{Care highly variable and this could
affect treatment efficacy and safety in patientdargoing allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (AHSCT). We aimed to describe titeat and inter-individual variation of
VRC Cyin throughout the course of VRC therapy and to idertie determinants of this

variation.

Methods

Clinical data, medications and VRG,&(n=308) of 33 AHSCT patients were retrospectively
collected. Genotypes of CYP2C19, CYP3A4 and CYP®&5e determined before allograft
and a combined genetic score was calculated fdr paiient. The higher the genetic score the

faster the metabolism of the patient.

Results

VRC Gy inter- and intra-individual coefficients of vai@t were 84 % and 68 %
respectively. VRC dose (D) was correlated to VRG,@=0.412, p<0.0001) only for oral
administration. The administration route and theegie score significantly affected initial
VRC Guin. Considering oral therapy, patients having a dersdore <2 had higher initial
VRC Guir/D compared to patients with a genetic score > @89). Subsequent VRCfz
remained influenced by the genetic score (p=0.004f) were also affected by pump proton

inhibitor comedication (p<0.0001).

Conclusion
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The high variability of VRC @i, in AHSCT patients is partially explained by theute of
administration, treatment with pump proton inhimtcand the genetic score. This study
suggests the interest of combined genetic scorerrdetation to individualizea priori the
VRC dose, and underlines the need for longitudthatapeutic drug monitoring to adapt

subsequent doses to maintain VRG.@vithin the therapeutic range.
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Introduction

Recipients of allogeneic hematopoietic stem cealhgplants (AHSCT) are at high risk of
developing invasive fungal infections (IFl), in pewlar invasive aspergillosis (IA).
Voriconazole (VRC) is a broad-spectrum triazolafangal used as the first-line treatment of
IA. Despite adequate care, mortality due to IA remmaery high, reaching 56 % in AHSCT
patients: One possible explanation for this high rate ofatmeent failure could be an
insufficient exposure to treatment. Indeed, sevexadies performed in heterogeneous cohorts
of patients with underlying hematological maligngnsolid organ transplantation, surgery or
various chronic diseases have suggested an associbetween low plasma trough
concentrations (VRC &) and treatment failure. For example, the lackesponse to VRC
therapy was more frequent in patients with VR&&1mg/L (46 %) than in those with VRC
Cmin >1 mg/L (12 %Y Similarly, VRC Guir in patients failing to respond to VRC therapy
were lower compared to successfully treated patiebastly, a median VRC &, >2.2 mg/L
was found to be a strong predictor of microbioladjior clinical successThus, a therapeutic
target between 1 and 4-6 mg/L for VRG,Chas recently been proposed by the British
Society for Medical Mycology. However, VRC Gi, is frequently below this efficacy
threshold in patients suffering from hematologic ligrancies ’ notably in AHSCT
patients®

VRC Gin exhibits large inter- and intra-individual variktigs® ° °

that could be in part
related to nonlinear pharmacokinetics, metabobsatia cytochrome P450 (CYP) and drug-
drug interaction$. ** Younger ag& ® *2 oral administration of VRE ** and concomitant
medication with enzyme inducers like phenytoinamipicin or also glucocorticoitis™ are
associated with decreased VRG,;{CIn this context, therapeutic drug monitoring (TPbf
VRC is of particular interest. A prospective randoed study has recently demonstrated the

interest of VRC TDM, since an improvement of treatiresponse and a decrease of drug

27



discontinuation due to adverse effects was obtainegatients benefiting from TDM
Nevertheless, TDM-based dose adjustment has sonits:lia VRC dose change can lead to
irregular changes in VRC.§, and TDM only allows dose adjustmenposterioriwhereas it
seems crucial to obtain adequate VRG.@s soon as possible after the start of treatthéht.
Indeed, an initial VRC G, <0.35 mg/L appeared to be a strong predictor of afiorf* Since
VRC is extensively metabolized by CYP450jt could be hypothesized that genetics
affecting CYP450 have a strong influence on iniW®C GCyi,. Thus, identifying relevant
genetic polymorphisms could be useful when prompaipriori dose adjustment and to reach
an adequate VRC G, from the first determination. CYP 2C19, 3A4, 3AXdaio a lesser
extent 2C9, are involved in VRC metabolismall of these CYPs exhibit a number of
clinically relevant polymorphisms. Genetic studiesusing on the CYP2C19 genotype have
already demonstrated a link between the gain-fancéllele *17 and an insufficient VRC
Cmin, 2 or between alleles *2 and *3 and increased VR..£ The impact of CYP2C19
genotype on VRC pharmacokinetics was later confirmbBy several population
pharmacokinetic studi¢é.?° Moreover, the presence of a CYP2C19 polymorphissifeen
associated with a higher frequency of out-of-ra¥&€ Cni, in lung transplant cystic fibrosis
patients’> However, the impact of CYP3A polymorphisms on VR, has never been
investigated.

The intra-individual variability of VRC G, is also considerabfe? *°requiring regular VRC
Cmin determinations throughout tltiration of VRC treatment.Some authors reported no
correlation between the first and subsequent VR, Ovhereas others showed that initial
and subsequent VRCf; were correlated only when initial VRC.{z was greater than

2 mg/L®
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This retrospective study aimed to describe theatians of VRC G, throughout the course
of VRC therapy in a cohort of AHSCT patients, andidentify the determinants of the

variability in the first and in subsequent VRG;Cralues.

Materiel and methods

Patients

This study was conducted in Grenoble University pitas Center, France. Adult (>18 years
old) patients who had received an AHSCT, were éckatith VRC and underwent TDM of
VRC between January 2011 and July 2013 were efigMRC G, determined before the
allograft or before VRC pharmacokinetic reachedemdy state and patients with less than
three VRC G,n determinations were excluded. After treatmentiahidn (without loading
dose) or dose adjustment, a 3-day period was cemesidnecessary to obtain a VRG;C
steady state. Demographic and clinical data, receahcerning VRC therapy (&, daily
dose and route of administration) and concomitaedinations were retrospectively collected.
All patients gave written informed consent for ginanalysis, sample collection and use of
their data. This retrospective study realized @ideal samples stored in a biological sample

collection (DRC-2013-1983) was approved by theaegi Ethics Committee.

Classification of invasive aspergillosis

IFI were classified as possible, probable or proaenording to the guidelines from the
European Organization for Research and Treatme@aoter/ European Invasive Infections
Cooperative Group and the National Institute ofeAdly and Infectious Diseases - Mycoses

Study Group criteria (EORTC/MSG).
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Measurement of plasma VRC trough concentration

VRC Gnin were measured by a validated liquid chromatographgem mass spectrometry
method?® Briefly, after protein precipitation, samples wdrgected into a 2-dimensional
chromatographic system. In the first step, samplesre cleaned in a perfusion
chromatography column before being eluted and fearesl to an analytical column. Finally,
compounds were detected by tandem mass spectromdéteyplasma drug standard curve

ranged from 0.1 to 20 mg/L. The therapeutic rangs letween 1 and 5 mg/L.

Genotyping

Genotyping was performed on residual samples froatime biological analyses collected
before the allograft. DNA was extracted from whiod cells using Macherey-Nagel

NucleoSpin™ Blood L kit (Hoerd, France).
CYP2C19 genotyping

The quality and quantity of DNA was checked witk thanoDrop™ 2000 spectrophotometer
(Thermo Scientifi€, lllkirch, France). CYP2C19 genotyping was realizey direct
sequencing after DNA amplification using specifiingers for *2, *3 (associated with low
CYP2C19 activity) and *17 alleles (associated withicreased CYP2C19 activity)
(see supplemental data, Table E1). The presendkeotvild-type allele CYP2C19*1 was
inferred in the absence of CYP2C19*2, CYP2C19*3 &mdP2C19*17. Patients were
classified as ultra-rapid (URM), extensive (EM)iotermediate metabolizer (IM) according
to the established genotype-phenotype relationshipposed by Mega and colleagues

(see supplemental data, Table E2).
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CYP3A genotyping

The CYP3A4*22 allele (associated with low CYP3A4idty) and the CYP3A5*1 allele
(associated with CYP3A5 expression) were studiédguthe Tagmaf allelic discrimination
assay (Life Technologies™, lllkirch, France). Puaiise were classified as intermediate

metabolizers (IM) if they had the *22 allele andemsive metabolizer (EM) if not.

Determination of genetic score

To evaluate the impact of both CYP2C19 and CYP3Aotges, a combined genetic score
was calculated for each patient. First, a speg#icetic score was separately attributed to each
CYP2C19 and CYP3A genotype and both specific scaree then added to obtain the
combined genetic score (see Table 2). Briefly,gpecific genetic score for each cytochrome
was determined as follows: the absence of any pmighsm (genotype *1/*1 for CYP2C19,
absence of CYP3A4*22 and the presence of CYP3AR36r CYP3A) conferred a score
equal to 1, whereas the presence of a gain orseolisiunction allele inferred respectively an
increase or a decrease in the genetic score. Tibudition of the genetic score was +/- 0.5
when the gain or the loss-of-function allele wasehezygous or +/- 1 when the gain or the
loss-of-function allele was homozygous. The genstiare was expressed in arbitrary units.
Patients were classified into three categoriesenfetic score: <2, 2 and >2. A genetic score
equal to 2 corresponds to normal CYP2C19 and CY&&Avities (or the association of one
gain-of-function allele and one loss-of-functioretd), whereas a genetic score < or >2

reflects diminished or increased CYP2C19 and CYR8uvities respectively.
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Data analysis

Statistical analyses were performed using Statvefiware, version 5.0 (SASIntitute,
North Carolina). Quantitative data are expressednadian and 0 and 98" percentiles.
Statistical analyses were performed separateljhennitial VRC G,i, and on the subsequent
VRC Gnin. Comparisons between groups (meégsusfemale, intravenous (1V) therapss.
oral therapy, CYP2C19 and CYP3A phenotypes, gersetice) were performed with non-
parametric tests (Mann-Whitney test to comparec2igs, or Kruskal-Wallis test followed by
Bonferroni adjusted t test to compare at leastdigs). A Wilcoxon rank test was used for
the comparison of pairwise series. As the numbeXREL C,, determinations varied among
patients, the frequency of VRGe <1lmg/L was calculated for each patient. The pergasa
of VRC Gin<1mg/L according to the genetic score groups wenepeoed using Fisher’s test
at the first VRC Gi, determination and using the Mann-Whitney test idosequent VRC
Cnmin- A Spearman test was used to study the correlétatvween two quantitative variables.
The Hardy-Weinberg equilibrium was tested for epolymorphism using the online method
of Rodriguezet al®® Univariate and multivariate linear regression ase$ywere used to
identify the determinants contributing to the vhiiigy of VRC Cpin. A p-value <0.05 was

considered as statistically significant.

Results
Population characteristics

Thirty-three  AHSCT patients were included in ouudst Table 1 summarizes their
demographic characteristics, hematological diaghase conditioning regimens. All patients

received VRC therapy for IA, except 1 patient whadhinvasive candidiasis. The
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classification of 1A is detailed in Table 1, butr fd patients IA could not be retrospectively

classified.
CYP450 polymorphisms

Genotyping was performed for 88 % of patients (n=@8o0d samples before the allograft
were not available for other patients). The prapog of CYP2C19 and 3A genotypes are
described in the supplemental data (Tables E2 &)dRor CYP2C19, 37 % (n=11), 34 %
(n=10) and 28 % (n=8) of patients were classifisduikM, EM and IM respectively. All
patients classified as IM for CYP2C19 expressed *eaallele, while no *3 allele was
detected in our cohort. The CYP3A4*22 polymorphisras detected in 24 % (n=7) of
patients, and a single patient expressed CYP3A® Hhardy-Weinberg equilibrium was
respected for each allele (CYP2C19%#=0.74, p=0.39; CYP2C19*17%°=0.34, p=0.56;
CYP3A4*22:4°=0.55, p=0.46) and no linkage disequilibrium wateded between CYP3A4
and CYP2C19 genotypes (p=0.46). Concerning the swmdlgenetic score, 34 % of patients
(n=10) had a genetic score <2, 34 % (n=10) hadnetgescore equal to 2 and 31 % (n=9) a

genetic score >2 (Table 2).
VRC therapeutic drug monitoring

A total of 308 VRC G,, were analysed (Table 3), representing a median @ésages per
patient (range: 3-25) for a median follow-up dwatof VRC G, TDM of 94 (14-269) days.
The median delay between two VRG,Cdeterminations was 7 (4-21) days. The description
of VRC Gyin, proportion of oral VRC therapy and comedicatians detailed in Table 3. The
inter-individual coefficient of variation (CV) wa&4 %, whereas the median intra-individual

CV was 68 % (ranging from 14 to 185 %). Forty-twergent of VRC G, were out of the
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therapeutic range and 85 % (n=28) of patients hddaat one inadequate VRG,&during

their course of treatment. Figure 1a illustrates igh intra and inter individual variability.

During the course of treatment of the 33 patieBsVRC dose adjustments for 16 patients
were performed, representing 11% of 275 follow-URG/Gyin for 48 % of patients. Seventy
percent (n=21) of these dose modifications werbzegh without changing the VRC route of
administration, while 27 % (n=8) resulted from aftb-oral switch, and 3 % (n=1) were

discontinuations of VRC therapy due to an overdose.

Figure 1b shows the relationships between VRC diilye (expressed in mg per day) and
VRC Gy for both routes of administration. Considering oaalministration, VRC Gin
presented a CV of 72 % and was weakly correlatedRG daily dose (r=0.412, p<0.0001),
while IV administration led to a VRC &, CV of 101 %, and no correlation was found with

daily dose (r=0.096, p=0.5).

Initial VRC trough concentrations

The description of initial VRC & is detailed in Table 3. Thirty-nine percent of iaitVRC
Cmin Were out of the therapeutic range with the majouihder the lower therapeutic limit:
33 % being <1 mg/L and 6 % being >5 mg/L. VRC IMmaistration was associated with
higher initial VRC G, compared to oral treatment (IV: 1.7 mg/L (0.3-5v@rsusoral:
1.0 mg/L (0.1-2.9); p=0.03). Sex, age and body nradex (BMI) had no impact on initial

VRC Cnin (p=0.5, p=0.8, p=0.3 respectively).
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Influence of CYP450 polymorphisms

The influence of CYP450 polymorphisms was studiednitial VRC Gy, adjusted on VRC
dose (VRC G,/D) to overcome the influence of VRC dose. Aftealoadministration, the
CYP2C19 phenotype affected initial VRG,&D (Kruskal Wallis test: p=0.04) with higher
initial VRC Ci/D in IM compared to URM patients (post-hoc testO®07, figure 2a).
Similarly, the presence of the *22 allele for CYRBAvas associated with statistically
significant increased VRC /D (figure 2c). The combined genetic score influshd/RC
Cnin/D (Kruskal Wallis test: p=0.01), with a genetioose >2 associated with a lower VRC

Cnmin/D compared to a genetic score <2 (post-hoc te€t:009, figure 2e).

Studying all initial VRC G, independently of VRC route of administration paed similar
results: a trend towards an influence of the CYP2@lenotype (Kruskal Wallis test: p=0.08,
figure 2b), an influence of the *22 allele (Man-Wfay test: p=0.05, figure 2d) and of the

genetic score (Kruskal Wallis test p=0.05, figufedh the first VRC G,n/D.

None of the patients having a genetic score <2epted an initial VRC G, <1 mg/L while
47 % of patients having a genetic scehad an initial VRC @in <1 mg/L (Fischer test:

p=0.01).

In a multiple linear regression model integratihg ¥ RC route of administration, the initial
VRC dose and the combined genetic score, the cadbmenetic score remained an

independent predictor of initial VRCqa (r2=0.33, p=0.04)
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Subsequent VRC trough concentrations

Longitudinal TDM of VRC G, is detailed in Table 3. 37 % of the subsequent \Rg»
were outside the therapeutic range, 36 % being glLmand 1% >5 mg/L. The route of
administration had no impact on follow-up VRG,EC[IV: 0.9 mg/L (0.3-4.8)versts oral:

1.4 mg/L (0.2-3.3); p=0.9].
Influence of CYP450 polymorphisms

The combined genetic score influenced subsequer@ ZR, or subsequent VRC /D
(Figure 3a, 3b) (Kruskal Wallis test: p=0.004 ar)®001, respectively), subsequent VRC
Cnin Of patients having a genetic score >2 was lowan tinat of patients with genetic score

<2 (post-hoc test: p=0.002).

Figure 3c shows the evolution of VRC.&during repeated TDM in patients stratified
according to the combined genetic score. As shawirigure 2c, initial VRC G, was

significantly affected by the genetic score (Kruskdallis test: p=0.03), while at each
subsequent TDM VRC &, measurement, VRC G, was not significantly different between

the genetic score categories.

The frequency of VRC &n values<l mg/L was higher (p=0.05) in patients having aajie

score>2 (50% (0-100)) compared to these with a geneticese2 (21% (0-56)).
Influence of diarrhoea

Clinical events contemporary with VRC, measurements were available for 77 % of
subsequent VRC &, (n=212). Since diarrhoea could impact VRG,{by reducing VRC
absorption, the effect of diarrhoea was investateringper osVRC therapy. Among the

235 VRC G, obtained during oral VRC treatment, clinical eentere available for 193
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VRC Gqin. Eleven episodes of diarrhoea were reported hjf&ent patients, i.e. a frequency
of 6 %. VRC G, was not influenced by diarrhoea (VRGwith andwithout diarrhoea:
1.6 mg/L (0.3-3.8yersusl1.3 mg/L (0.2-2.9); p=0.2). The influence of gasitestinal graft
versus host disease (GVHD) or mucositis could motested in our cohort because only two
episodes of gastrointestinal GVHD and one of muisogiere reported during the course of

VRC oral treatment.
Influence of concomitant medication

Data on concomitant treatments were available ®oP®of VRC G, (n=259). Ninety-four
percent (n=244) of the subsequent VRGirQvere determined whilst the patient was on
proton pump inhibitor (PPI) treatment; esomeprazatel pantoprazole being the most
frequently used PPI (Table 3). Each PPI influenéB& G, differently (Kruskal Wallis test:
p<0.0001, figure 4). Post-hoc analysis revealechdrigVRC G,, when the PPl was
esomeprazole compared to pantoprazole (p<0.000hgreas there was no statistically
significant difference between rabeprazole and egpoazole/pantoprazole. This difference

was also observed after stratification accordingewoetic scores (data not shown).

Treatment with glucocorticoids had no impact on VRG, (1.3 mg/L (0.1-3.2) withversus

1.4 mg/L (0.3-3.4) without; p=0.2). Since a muliintre study recently reported an interaction
between glucocorticoids and VRQ, pairwise patient analysis was realized to furéxglore

this drug-drug interaction. Patients who benefitean VRC Gy, determinations with and
without concomitant treatment by corticoids fotestst 7 days were selected (n=10). For each
patient, the mean VRC & with or without glucocorticoid treatment was cd#ated. To
overcome the influence of the route of administrationly VRC G, obtained during oral
therapy were used. Comparison of VR&xGn these paired series confirmed the absence of

any effect of glucocorticoid treatment on VRGiQASupplemental data, Figure E1).
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Immunosuppressive therapies including calcineurhibitors, mycophenolate or everolimus
had no effect on subsequent VRG;{CSimilarly, subsequent VRC£» was not influenced

by comedication with various CYP2C19 and/or CYP3&yane inhibitors (data not shown).

Discussion

The present study demonstrates that in a homogsradort of AHSCT patients, VRCqfa
exhibits high inter- and intra-individual varialylj resulting in almost half VRC &, being
out of the therapeutic range. On the whole, thisabdity could be partially explained by a
combined genetic score that takes into account 60R2C19 and 3A genotypes, the VRC

route of administration, and any comedication iA#.

Early optimal antifungal therapy improves the dalioutcome in patients with 1B; %" but

an initial VRC Guin <0.35 mg/L is a strong predictor of mortalftyffhese studies suggested
the importance of adjusting the VRC dose right fribra first administration to reach VRC
Cnin Within the therapeutic range early on. Our studyndnstrates for the first time that a
genetic score combining both CYP2C19 and 3A4 ggrestyis an independent predictor of
initial VRC Cqin. The impact of a CYP2C19 phenotype on initial VR, was already
suggested by a study on a Korean cohort of patwerits hematological diseases, without
reaching statistical significané®.In our cohort, CYP2C19 IM patients had statistical
significant higher initial VRC &;o/D compared to CYP2C19 URM patients, confirming the
importance of CYP2C19 polymorphisms on the varighdf initial VRC Cy,. In addition to
CYP2C19, VRC is also metabolized through the CYRS#hway’ which also exhibits
clinically relevant polymorphisms. For example ugdatacrolimus dosage guidelines based

on CYP3A4*22 and CYP3A5*3 allelic status have rdberbeen proposed in kidney
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transplantatio? Our study provides the first demonstration thaf¥P3A4 genotype also
significantly influences VRC &G, in AHSCT patients, since the loss-of-function lall&22
was associated with higher initial VRC,&D. Since the frequencies of CYP2C19 and
CYP3A single nucleotide polymorphisms were indegendf one another, it was therefore
of interest to calculate a combined genetic scoregrating both CYP genotypes.
Interestingly, a genetic score <2 was associatddl wigher VRC G,/D compared to a
genetic score >2. Moreover, none of the patientinlgaa genetic score <2 presented an initial
VRC GCyininferior to the efficacy threshold fixed at 1 mgikthile 47 % of the patients with a
genetic score2 had a subtherapeutic initial VRG,& These data suggest that this combined
genetic score could help to individualize VRC dbreen the first administration onwards, as
recently suggested for CYP2C19°° and to reduce the risk of out-of-range VRGGt the

first determination.

Throughout VRC treatment, repeated adequate sestdRC G,, measurements, rather than
a single VRC G, determination have been shown to ensure treatmectess: > 3
However, few studies have focused on longitudinRCVTDM,* % 2 Zleyen though is
recommended to repeat VRGdeterminations during therapyin view of the large VRC

intra-individual variability* ” especially in AHSCT patient§: >

Follow-up VRC Gy, remained influenced by the genetic score despise édjustment being
made during longitudinal TDM. However, this findingpuld be explained by the low
frequency of dose adjustments in our cohort, int, d®RC dose adjustments were made for
only 16 % of patients, while 85 % of patients hadleast one VRC (G, outside the
therapeutic range and would be likely to need a iRSe adjustment. Nevertheless, the
genetic-related variability of VRC §, was slightly reduced during TDM, notably after 5

VRC Gin measurements although VRG,@variability remained high.

39



Concomitant treatments are known to affect VR&n,Ghotably drugs able to influence VRC
metabolism by competition at the CYP catalytic ,sétech as PPt,” *or by induction of
protein expression such as phenytbin.our cohort, PPl were used widely, and pantageaz
was associated with lower VRC compared to esomeprazole. Consistent with these
findings, anin vitro study on human liver microsomes has demonstraggdpantoprazole has

a lower inhibitory potency on CYP2C19 activity comn@d to esomeprazole and to a lesser
extent to rabeprazofé. Conversely, PPl exhibited no inhibition of CYP3Atigity at
concentrations in the same order of magnitude aspthsma levels encounteréd vivo.>*
Thus, the reduced VRC .4 in patients treated with pantoprazole we obseradd be
explained by its lower inhibitory potency on CYPZCA4ctivity. However, the effect of PPI,
especially pantoprazole on VRCnf: is far from fully understood since clinical stuslie
investigating VRC pharmacokinetics have demongiraither increasédr decreased VRC
Cmin> >%in patients treated with pantoprazole comparedniveated PPl patients. Since it's
well known that PPl competitively inhibit CYP2C19” 3% 3%taken together these results

suggest that PPI treatment significantly contributethe variability of VRC Gin.

Another drug-drug interaction, between VRC and gtacticoids, leading to reduced VRC
Cmin has been suggested by a single sflatyd proposed to be the result of CYP induction by
glucocorticoids. However, our data and other s&jd#&did not support such an interaction,
and in the present study, steroid use induced grafwiant change on VRC &, both in the
overall analysis performed with all VRC. and in the pairwise patient analysis. These
conflicting results could be explained by the hegeneity of the studied populations, the type
and the dose of glucocorticoid. Indeed, AHSCT pasien our study preferentially received
prednisone, prednisolone or also methylprednisoliniew and decreasing doses; whereas

the effect of glucocorticoid was previously demoaistd in an heterogeneous population
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including patients suffering from autoimmune digsafor whom dexamethasone treatment

was more frequent and glucocorticoid doses higher.

In our cohort, sex, age and BMI had no impact orCV&,in, whereas previous studies have
identified agé ® *?and BMI as factors influencing VRC.£&.> ® However, patients of these
latter studies were much older and had a higher Bi¥dh those of our cohort, which could
contribute to explaining these discrepancies. Megeathe influence of BMI or body weight
on VRC G,i» remains to be further explored since although exeeeight has been associated
with either reduced VRC &2 or toxic VRC Gun® other works using a population
pharmacokinetic approach did not report any effeft body weight on VRC
pharmacokinetics %> 3 In addition, we found no effect of diarrhoea on /R, as
previously describe.The influence of diarrhoea was studied in a sulygravith Gui
determined during VRC oral administration, sincedeacreased absorption could be
hypothesized, as previously described for posaaedZ In contrast, Hoenigl and
colleagueSidentified diarrhoea as a factor associated vagictlevels of VRC Gin but their
cohort included patients with hematological maligtias and/or admitted in an intensive care

unit and the two routes of VRC administration weog distinguished.

There are several limitations of our study. Fitsis study was retrospective, performed in a
single center and the number of patients was snsatond, the delay between blood
sampling and the last VRC administration was raesigilable, so VRC &, determined at
inappropriate times could not be excluded and caoldribute to the observed variability.
Nevertheless, our data provide the groundwork forudticenter prospective trial to confirm

the clinical interest of a combined genetic scoradjust the first VRC doses.
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In conclusion, our data confirm the influence of R2C19 and provide strong evidence that
CYP3A genotypes also influence VRC exposure in AMSgatients. In this regard, the
determination of a genetic score taking into actduath CYP genotypes could be of clinical
interest to adjusa priori the first VRC doses. An improvement in the efficand safety of
VRC therapy thanks to TDM has already been demaiestl® A further improvement could
be expected with an approach that combines indaligation of the initial VRC doses
according to the genetic score and adaptation ldwing doses according to longitudinal

TDM to manage drug-drug interactions.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics 033 allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation patients who experiencedherapeutic drug monitoring of

voriconazole

n (%) or median (1090" percentiles)

Demographics

Age, years 52.2 (35.1-60.1)
% male 20 (61)
Body mass index, kg/m? 22.5 (16.6-31.4)

Classification of IFl

Proven IFI 2 (6)
Probable IFI 15 (46)
Possible IFI 14 (42)
Not determined 2 (6)
Hematological diagnoses
Acute myeloid leukemia 22 (67)
Acute lymphoblastic leukemia 5 (15)
Non-Hodgkin lymphoma 3(9)
Chronic lymphocytic leukemia 2 (6)
Myelodysplastic syndrome 1(3)
Conditioning regimens
Myeloablative 8 (24)
Non myeloablative 25 (76)
Matching
yes 22 (67)
no 11 (33)

IFI, invasive fungal infectiorf:Data are expressed as mediar"(@0" percentiles).
® All patients were treated for invasive pulmonargersjillosis, except one patient
who had invasive candida infection.
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CYP3A

Table 2. Calculated combined genetic score (numbeof patients) according to

CYP2C19 and CYP3A genotypes

CYP2C19
*2/*1 *1/*1 *17/%1 *17/*17
CYP specific
) 0.5 1 15 2
genetic score
3adraal 0.5 1 (n=3) 1.5 (n=2) 2 (n=2 2.5 (n=0
. n= 0 (= n= 0 (n=
3A5*3/*3 (n=2) (n=0)
A4 1 1.5 (n=5) 2 8 2.5 7 3 1
. n= n= . n= n=
3AB*3/3 (n=8) (n=7) (n=1)
SAdLIL 1.5 2 0 2.5 0 3 0 3.5 1
. n= 0 (= n= O (n=
ASL/3 (n=0) (n=0) (n=0) (n=1)

Grey levels indicate the 3 genetic score categogesetic score <2 in light grey, genetic

score equal to 2 in medium grey and genetic sc@na dark grey.
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Table 3. Voriconazole plasma trough concentrations

VRC Gqin
All Initial Following

(n=308) (n=33) (n=275)
Mean, mg/L 1.6 1.9 1.6
Median, mg/L 1.3 1.4 3.0
Range, mg/L <0.1-9.7 <0.1-9.7 <0.1-8.1
<1 mg/L, % 40 33 36
>5 mg/L, % 2 6 1
Frequency of VRC oral therafy% 82 58 85
Determination during hospitalization, % 29 64 25

VRC dosing, mg/day

Concomitant treatment, %
Cyclosporine/Tacrolimus/othérs
Enzyme inhibitof

Glucocorticoid

Esomeprazole/Pantoprazole/Rabeprazole/no PPI

400 (400-600)

47/13/40
41
29
40/55/3/2

400 (400-617)

73/9/18
15
18
42/49/3/6

400 (400-600)

44114142
44
30
40/55/3/2

VRC, voriconazole; PPI, pump proton inhibitérOnly the tablet form was used for oral VRC therapfpata was

expressed as median (100" percentiles)® Others included immunosuppressive therapy by myeoplate, everolimus

or absence of immunosuppressive therapyEnzyme inhibitors included dihydropyridine, macdelj verapamil,

amiodarone, amitriptyline, citalopram, metronid&z@all of these drugs being CYP2C19 and/or CYP3hibitors).

®Glucocorticoids used were prednisone, predniscémtemethylprednisolone.
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Legends of figures

Figure 1. Variability of voriconazole plasma troudh concentrations.

(1a) Median, maximal and minimal voriconazole plasitmough concentrations in 33

post-AHSCT patients. The grey zone representshigr@peutic range.

(1b) Relationships between voriconazole dose (esck as mg per day) and plasma
trough concentration for both routes of adminisbrat Data are presented as
interquartile range (boxes), data range (whiskensyl median (horizontal line).

Numbers are indicated above boxes.

Figure 2. Influence of CYP450 polymorphisms on itial voriconazole plasma trough

concentrations adjusted to the dose (VRC /D).

Influence of CYP2C19 phenotypes on initial VRG;{D ratio obtained during VRC

oral treatment (PO) (2a) and on all initial VRG;{D ratio (PO+IV) (2b).

Influence of CYP3A phenotypes on initial VRG,&D ratio obtained during VRC

oral treatment (PO) (2c) and on all initial VRG,¢D ratio (PO+IV) (2d).

Influence of the genetic score on initial VRG,{D ratio obtained during VRC oral

treatment (PO) (2e) and on all initial VRG,&D ratio (PO+IV) (2f).

Data are presented as interquartile range (boxlesd, range (whiskers) and median
(horizontal line). Only the significant p-value abted for the post-hoc Bonferroni test
(<0.0167) is shown. Abbreviations: VRC, voricona&zdCYP, cytochrome; PO, per
os; IV, intravenous; URM, ultra-rapid metaboliz&M, extensive metabolizer; IM,

intermediate metabolizer.
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Figure 3. Influence of the genetic score on followp voriconazole plasma trough

concentrations.

Follow-up VRC Gin (3a) or G,»/D ratio (3b) according to the genetic score. Cata
presented as interquartile range (boxes), dater@mliskers) and median (horizontal
line) and only the significant p-value obtained fmrst-hoc Bonferroni test (<0.0167

for three groups ) is shown.

(3c) Temporal evolution of VRC trough concentraidhroughout longitudinal TDM
according to the genetic score. The grey zone septe the therapeutic range. Circles,
triangles and squares represent the mean (+/- athrakviation) of VRC i, for
patients having a genetic score <2, equal to 2 =hdespectively. The asterisk
indicates a p-value <0.05 for the Kruskal Wallistte€Second, third, fourth and fifth
determinations of VRC g, were obtained after a median period of 7 (2.8-29),

(7.0-36), 35 (11-59) and 53 (20-87) days afterfitse¢ determination.

Figure 4. Influence of pump proton inhibitor treatment on voriconazole plasma

trough concentrations.

Data are presented as interquartile range (boxiesy, range (whiskers) and median

(horizontal line).
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Following WRC C,;,, (mg/L}

3.5

2.5

1,3

p<0.0001

Esomeprazole Pantoprazole
(n=103) (n=143)

Figure 4

Rabeprazole
(n=8)}
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Supplemental Data

Table E1. Primers used for direct sequencing of tgchrome 2C19

Primer sequence 5’ to 3’

Polymorphism Orientation
CYP2C19*2 F

R
CYP2C19*3 F

R
CYP2C19*17 F

R

CAATAAAAATTTCCCCATCAAGA

CCTTGACCTGTTAAACATCCGTA

ATTTAGCTTCACCCTGTGATCC

AACAGGGCTTTGGAGTTTAGTG

GCCCTTAGCACCAAATTCTC

ATTTAACCCCCTAAAAAAACACG

CYP, cytochrome; F, forward; R, reverse
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Table E2. Classification and repartition of patierts according to cytochrome 2C19

genotypé
CYP2C19 genotype CYP2C19 phenotype Observed freguét (n)
*2/*2, *3/*3, *2/*3 Poor metabolizer 0 (0)
*2/*%1, *3/*1, *2/*17, *3/*17 Intermediate metaboler 28 (8)
*1/*1 Extensive metabolizer 34 (10)
*17/*17, *17/*1 Ultra-rapid metabolizer 38 (11)

1. Mega JL, Close SL, Wiviott SD et al. Cytochromé50 polymorphisms and response
to clopidogrel. N Engl J Med 200960 354-62.
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Table E3. Repartition of patients according to cy@chrome 3A genotype

Observed frequency, % (n)

CYP3A4 genotype
*1/*1 (extensive metabolizer)

*22/*1 (intermediate metabolizer)

CYP3AS5 genotype
*3/*3 (nonexpresser)

*1/*3 (expresser)

76 (22)
24 (7)

97 (28)
3 (1)
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Figure E1. Pairwise patient analysis of voriconaZe trough concentrations with and

without glucocorticoid

VRC G (me /L)
]

£S5
oL
0,5- -
2 T T
no glucocorticoid glucocorticoid
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CONCLUSION

THESE SOUTENUE PAR : Elodie GAUTIER-VEYRET

TITRE : Variabilit¢ des concentrations plasmatiques rédidst de voriconazole chez le
patient allogreffé de cellules souches hématoppiés : impact des facteurs génétiques et des

comédications

RESUME :

Le voriconazole (VRC) est un antifongique largementisé chez les patients
allogreffés de cellules souches hématopoiétiquesHJC Ses concentrations plasmatiques
résiduelles (Gin) varient considérablement sans que les causesttievariabilité ne soient
clairement identifiées, exposant le patient a wgué accru d’échec thérapeutique ou de

manifestations toxiques.

Les objectifs de cette étude ont été de décriredeations inter et intra-individuelles
des Giin de VRC au cours du suivi thérapeutique pharmaapleg(STP) longitudinal et
d’identifier les déterminants de cette variabi#é distinguant la G, initiale de VRC, des

Cmin Suivantes.

Les patients allogreffés de CSH ayant bénéficié dieins 3 dosages de VRC entre
janvier 2011 et juin 2013 ont été sélectionnés.dameées cliniques, pharmacologiques, ainsi
que les traitements associés ont été collectés ateéne rétrospective. Le génotypage des
cytochromes 2C19 et 3A a été réalisé sur des mdlents pré-greffe et un score génétique

combinant ces deux génotypes a été calculé poguehzatient.
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Les coefficients de variation inter- et intra-indiwvels des G, de VRC étaient
respectivement de 84 % et 68 %, résultant dans 48e%cas a des.fs hors fenétre
thérapeutique. La dose de VRC (en mg/kg) étaitebé@era la Gin uniguement pour la voie
orale (r=0,412, p<0,0001). La voie d’administratiat le score génétique combiné
influencaient significativement la G, initiale de VRC ajustée sur la dosey({D). Pour la
voie orale, la Gi/D initiale était supérieure lorsque le score génét était <2
comparativement a un score génétique >2 (p=0,00%.G,i, suivantes de VRC restaient
influencées par le score génétique (p=0,004), réent également affectées par le type
d’inhibiteur de la pompe a proton (IPP) associ pdntoprazole étant associé a dgs flus
faibles que I'esomeprazole (p<0,0001).

Les Gnn de VRC des patients allogreffés de CSH présentemc une grande
variabilité expliquée en partie par le score gépiticombiné, la voie d’administration du
VRC ou encore le type d'IPP associé. Ces donnéggesent I'intérét du génotypage des
cytochromes 2C19 et 3A4 pour I'individualisatiarpriori des doses de VRC mais soulignent
également la nécessité du STP longitudinal pouptaddées doses suivantes afin de maintenir

des Gnindans la fourchette thérapeutique.

VU ET PERMIS D’IMPRIMER
A Grenoble, le UL | S')‘;Je{L/

LE DOYEN ET PRESIDENT DE LA THESE
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Je jure, en presence des maitres de la farnlte, des ronsrillers
te l'ordre des pharmaciens el de mes condisciples -

D'honorer ceux gui m'ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur temoigner ma reconnaissance en restant fidele &
leur ensrignement.

D'exercer, dans l'intérst de la sunté publique, ma profession
auer conscience et de respeeter non senlement la legislation
rn vigueur, mais aussi les regles de Uhonneur, de la probite
¢t Du Desinteressement.

De ne tumais oublier ma respousabilite et mes Devoirs envers
le malade ef sa Diguite bumaine ; eu anrun ras ¢ ne
consentirai & utiliser mes ronnaissances ef mon ftal pour
torrompre les moenrs of fanoriser Des artes criminels.

(Bue les hommes m'accordent leur estime si e suis fidele a
mes promesses. Que ie s0is couvert Mopprobe ¢t meprise de
mes coufreres si 'y mangue.
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Elodie GAUTIER-VEYRET

Variabilité des concentrations plasmatiques résidukes de voriconazole chez le patient
allogreffé de cellules souches hématopoiétiqguesnpact des facteurs génétiques et des
comédications

Résumeé

Le voriconazole (VRC) est un antifongique largematilisé chez les patients allogreffés
cellules souches hématopoiétiques (CSH). Ses ctratiens plasmatiques résiduelles,({
varient considérablement, exposant le patient &sgque accru d’échec thérapeutique ou
toxicité. Les objectifs de ce travail ont été deré les variations inter et intra-individuell

des G,n de VRC au cours du suivi thérapeutique pharmamI¢§TP) et d’identifier les

déterminants de cette variabilité en distinguasidg, initiale de VRC, des G, suivantes.

Les Gnin de VRC, ainsi que les données clinigues et médiogsnassociés des patie
allogreffés de CSH ont été collectés de maniemmsgéective. Le génotype pré-greffe @
CYP2C19 et 3A a été déterminé et un score génétigoinant ces deux génotypes a
calculé.

Les coefficients de variation inter- et intra-inidivel des G, de VRC étaient respectiveme

de 84 % et 68 %. La dose de VRC était corrélée Gula uniquement pour la voie orale

(r=0,412, p<0,0001). La voie dadministration et kxore geénétique influencaie

significativement la G, initiale de VRC ajustée sur la dosen({D). Pour la voie orale, le

ratio Gni/D initial était supérieur lorsque le score génggicgtait <2 comparativement
score génétique >2 (p=0,009). LegiCsuivantes de VRC restaient influencées par lees
génetique (p=0,004), mais étaient également afsqgv@r le type d’inhibiteur de la pomps
proton (IPP) (p<0,0001).

Les Gnin de VRC des patients allogreffés de CSH présentemtgrande variabilité expliqué
en partie par le score génétique, la voie d’'adrration et le type d’'IPP. Ces donné
suggerent l'intérét du génotypage des CYP2C19 dt Béur I'individualisationa priori des
doses de VRC, mais soulignent également la nééedsiSTP longitudinal pour adapter

doses suivantes.

Mots-clés :voriconazole, concentration résiduelle, CYP2C19PGA4
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