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Résumé

Introduction. L’adénocarcinome (ADK) du pancréas est un cancer de mauvais pronostic avec
une survie a 5 ans de 9,3%, tous stades confondus. Son incidence est en augmentation. La
chimiothérapie est un traitement clé du cancer du pancréas, quel que soit le stade de la
maladie, mais n’est pas dénuée d’effets secondaires. La médecine personnalisée est un des
objectifs de la cancérologie, c’est dans ce contexte que s’est développée la
pharmacogénétique. De nombreux polymorphismes génétiques, ou SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), présents sur les génes codant pour des enzymes du métabolisme des drogues
ont été décrits. L’objectif était d’identifier si des polymorphismes germinaux des geénes
candidats connus ou suspects d’étre impliqués dans le métabolisme des chimiothérapies
étaient associés a la toxicité ou a I’efficacité chez des patients avec un ADK du pancréas
métastatique.

Matériel et méthodes. Des échantillons de sang périphériques de 317 patients issus de 2
études de la FFCD (Fédération Francophone de Cancérologie Digestive) comparant différents
protocoles de chimiothérapie en 1 ligne métastatique et d’une étude préliminaire de patients
en 1°® ligne métastatique d’un ADK du pancréas ont été collectés. Une sélection de 231
polymorphismes au sein de 86 génes impliqués dans le métabolisme des chimiothérapies a été
génotypée par NGS (Next Generation Sequencing). L’objectif principal était d’évaluer la
corrélation entre génotype et survenue de toxicités séveres. Les objectifs secondaires étaient
de regarder I’influence du génotype sur la réponse au traitement en termes de survie globale

métastatique (SGm) et survie sans progression métastatique (SSPm).

Résultats. Parmi les 231 polymorphismes étudiés, 11 SNPs ont été trouvés associés a la
toxicité hématologique ou digestive de la chimiothérapie sur les genes ERCC1 (rs3212948 ; p
= 0,046), SLCO4A1 (rs3787537 ; p = 0,045), SLC19A1 (rs1051266 ; p = 0,031), SLC28A3
(rs7867504 ; p = 0,03), SLC28A1 (rs8187755; p = 0,018), CYP4F2 (rs2074900 ; p = 0,014),
CYPA4F8 (rs4646523 ; p = 0,019), FMO4 (rs2223477 ; p = 0,042), UGT2B7 (rs7662029 ; p =
0,045), CDA (rs602946 ; p = 0,035), DPYD (rs3918290; p = 0,018). Le SNP ERCC1-
rs3212948 était eégalement associé a la survie globale metastatique (C/C versus G/C + G/G;
HR 1,63 ; 1Cos% [1,10 - 2,4]; p = 0,015). La médiane de survie était de 9 mois chez les
patients C/C versus 13 mois chez les patients G/C + G/G.
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Discussion. Les différents génes codaient des enzymes du métabolisme des drogues
(cytochromes, CDA, DPYD), des transporteurs (Solute Carrier) ou des protéines impliquées
dans la réparation de ’ADN (ERCC1). L’allele G du SNP ERCC1-rs3212948 semblait
associé a un meilleur pronostic dans les cancers du pancréas métastatiques traités par
chimiothérapie. Ce SNP est décrit, dans les cancers du poumon et ORL, comme un facteur de
risque de cancer, un facteur prédictif de la réponse aux sels de platine et a la radiothérapie, un
facteur pronostique et un facteur de risque de toxicité a la chimiothérapie. Il existe de
nombreuses études de pharmacogénétique dans la littérature mais elles sont hétérogénes, voire

contradictoires.

Conclusion. L’approche pharmacogénétique peut étre une stratégie utile pour personnaliser et
optimiser le traitement de chimiothérapie dans les ADK du pancréas métastatiques. L’idéal

serait une étude prospective.
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[l Introduction

A. Adénocarcinome du pancréas

L’adénocarcinome (ADK) du pancréas représente 90% des tumeurs pancréatiques. Son
incidence est relativement rare (11°™ rang des cancers). En France, son incidence a doublé
chez les hommes et triplé chez les femmes entre 1982 et 2012 (1). C’est une maladie de
mauvais pronostic, avec une survie a 5 ans de 9,3 % (en 2015), tous stades confondus (2).

Le traitement de I’ADK du pancréas varie sclon le stade de la maladie. Le seul traitement
curatif est la chirurgie, réalisée dans les stades localisés, suivie d’une chimiothérapie
adjuvante. La chimiothérapie utilisée chez les patients OMS 0 - 1, sans comorbidité, ni
diarrhée majeure est le FOLFIRINOX modifié (Etude Prodige 24, ASCO 2018) permettant
une survie sans récidive médiane de 21,6 mois versus 12,8 mois chez les patients traités par
Gemcitabine (HR 0,58 ; ICes% [0,46 — 0,73]; p < 0,01) (3). Les autres protocoles de
chimiothérapie adjuvante sont la Gemcitabine, permettant une survie sans maladie de 13,4
mois versus 6,7 mois dans le groupe contréle sans chimiothérapie adjuvante (HR 0,55 ; 1Cgs0
[0,44 - 0,69] ; p < 0,01) (4) ou bien la Gemcitabine associée a la Capecitabine suite a 1’étude
ESPAC-4 qui montrait une survie globale de 28 mois versus 25,5 mois dans le groupe
Gemcitabine seule (HR 0,82 ; 1Cg5%[0,68 — 0,98] ; p = 0,032) (5).

Dans la majorité des cas, le diagnostic est posé au stade métastatique, pour lequel les patients
sont traités par chimiothérapie palliative, comme le FOLFIRINOX pour les patients OMS 0-1,
de moins de 75 ans, avec un taux de bilirubine < 1,5 fois la limite supérieure de la normale,
permettant une survie globale médiane de 11,1 mois versus 6,8 mois dans le groupe
Gemcitabine (HR 0,57 ; 1Cos59% [0,45 - 0,73] ; p < 0,001) (6). L autre drogue utilisée est donc
la Gemcitabine, en référence depuis 1997 (7) +/- associée au Nab-paclitaxel, en effet cette
association a montré une augmentation de la survie globale par rapport a la Gemcitabine seule
(médiane de survie globale de 8,5 mois versus 6,7 mois ; HR 0,72 ; I1Cgs% [0,62 — 0,83] ; p <
0,001) (8).

Dans les cancers localement avancés (30-40 % des patients au diagnostic), le traitement clé
est également la chimiothérapie avec la Gemcitabine en traitement de référence, et une
chirurgie pourra étre secondairement réalisée en fonction de la réponse au traitement dit

d’induction.
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La chimiothérapie est donc le traitement principal de I’ADK du pancréas mais n’est pas
dénuée d’effets secondaires. Dans 1’essai Prodige 4, I’incidence des neutropénies de grade 3 -
4 liées au FOLFIRINOX était de 46 % et I’incidence des diarrhées de grade 3 - 4 de 13 %
(6). La Gemcitabine est connue comme moins toxique mais 1’étude MPACT rapportait 38%
de neutropénies de grade 3-4 dans le groupe Nab-paclitaxel — Gemcitabine, 27% dans le

groupe Gemcitabine seule et 4 % de décés toxiques dans chaque groupe de traitement (8).

B. Médecine personnalisée ou médecine de précision

Un des objectifs en cancérologie est la personnalisation du traitement a la tumeur et au
patient. L analyse biologique et moléculaire de la tumeur a toute sa place dans la médecine de
précision. Par exemple, le choix de la thérapie ciblée, dans les cancers colorectaux
métastatiques, est adapté aux statuts mutationnels KRAS et NRAS de la tumeur (9). De méme,
les patients atteints de cancer gastrique métastatique et présentant une surexpression de HER2
au niveau tumoral peuvent bénéficier d’une thérapie anti-HER2, le Trastuzumab, qui permet
d’améliorer la survie globale. La médiane de survie globale dans le groupe Trastuzumab
associé a la chimiothérapie était de 13,8 mois versus 11,1 mois dans le groupe chimiothérapie
seule (HR 0,74 ; 1Cos% [0,60 — 0,91] ; p = 0,0046) (10).

La pharmacogénétique étudie I’ensemble des mécanismes d’origine génétique intervenant
dans la variabilité individuelle de la réponse aux medicaments. Elle permet d’adapter le
traitement au patient afin d’optimiser 1’efficacité et de limiter les effets indésirables. La
réponse aux médicaments est souvent variable d’un individu a ’autre, ce qui rend parfois leur
utilisation difficile. Des facteurs génétiques affectant la pharmacocinétique et la
pharmacodynamie des médicaments expliquent en partie cette variabilité interindividuelle. De
nombreux polymorphismes génétiques, ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms),
affectant les génes codant pour des enzymes de phase | et de phase Il, des transporteurs, des
pompes a efflux, et d’autres protéines impliquées dans le métabolisme des drogues ont été
décrits. Les réactions du métabolisme des xénobiotiques peuvent étre divisées en deux
ensembles : les réactions de phase | et de phase Il. Les réactions de phase | sont des réactions
de fonctionnalisation catalysees majoritairement par des mono-oxygénases a cytochrome
P450. Les autres enzymes de phase | sont les déshydrogénases, les réductases et les
hydrolases. 1l s’agit de réactions de fonctionnalisation permettant de créer un métabolite
intermédiaire électrophile sur lequel pourra s’exercer une seconde transformation, celle de

phase Il. Les reactions de phase Il sont des reactions de conjugaison afin d’obtenir des
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métabolites hydrosolubles. Parmi les enzymes de phase Il figurent les UDP-glucuronosyl

transférases, les N-acétyltransférases, les glutathion S-transférases et les sulfotransférases.

En oncologie, la pharmacogénétique est la science permettant de comprendre les altérations
génétiques et leurs effets sur la pharmacodynamie et la pharmacocinétique des drogues anti-
cancéreuses, dans le but de fournir aux patients le traitement qui permettra la meilleure

réponse avec la meilleure tolérance.

Les polymorphismes, ou SNPs, correspondent a la variation d’une paire de base sur une
position spécifique du génome. Ces variations sont fréquentes : MAF > 1 % (Minor Allele
Frequency). Elles peuvent étre silencieuses ou a 1’origine des différences inter-individuelles
quant a la réponse a un traitement ou a la prédisposition a une maladie. Les SNPs sont
localisés dans des régions codantes ou non codantes (introns, exons non-codants, régions
régulatrices). De nombreuses équipes ont étudié la pharmacogénétique de genes codant pour
des protéines impliquées dans le métabolisme ou le transport des drogues, afin d’identifier des

biomarqueurs prédictifs de la réponse, de la survie ou de la toxicité aux différents traitements.

Sur le plan de la nomenclature, une « reference SNP ID number » ou « rs » ID est assignée a
un groupe (ou cluster) de SNPs qui correspondent a un emplacement identique sur le génome
(12).

Actuellement, la FDA (Food & Drug Administration) recommande 1’identification du
génotype *28 :*28 de I’'UGT1AL, qui est associé a un risque trés éleveé de développer une

neutropénie sévere, avant 1’administration d’Irinotécan a forte dose (12).

En pratique médicale courante, il est obligatoire de déterminer le statut DPYD (Dihydro-
pyrimidine déshydrogénase) avant I’administration de 5-FU. Le 5-FU est un anti-métabolite
bloquant la voie des pyrimidines, il est inactivé a plus de 80 % dans le foie par 1’enzyme
DPYD. Le génotypage du géne DPYD recherche 4 variants (DPYD*2A, DPYD*13,
C.2846A>T et HapB3), les techniques de phénotypage analysent directement I’activité
fonctionnelle de 1’enzyme. Les sujets déficients partiels (3 %) ou complets (0,1 %) en DPYD
sont exposés a une toxicité neurologique sévere ou des neutropénies séveéres, par défaut
d’élimination du médicament. Les recommandations de I’HAS 2018 (Haute Autorité de
Santé) sont de se limiter au dosage de 1’uracilémie pour le diagnostic de déficit complet ou

partiel en DPYD. La valeur seuil pour un déficit complet est établie a > 150ng/ml (13).
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De méme, la Gemcitabine est un anti-métabolite, dont 90% est inactivée par I’enzyme CDA
(Cytidine Deaminase). Le rs2072671 est le polymorphisme le plus étudié et semble associé a

une augmentation du risque de neutropénie et de leucopénie sous Gemcitabine (14).

Les progrés de la biotechnologie et de la bio-informatique ont permis a la recherche
génomique d’évoluer de I’étude d’un seul geéne vers des études a 1’échelle du génome grace
aux techniques de séquencage a haut débit ou NGS (New Generation Sequencing).
L’accessibilité a ces nouvelles techniques fait de la pharmacogénétique un outil utilisable en
pratique clinique. L’intégration de la génomique dans le domaine médical a transformé 1’¢re

des traitement anti-cancéreux d’une médecine universelle a une médecine de précision.

C. Etude de faisabilité

Dans un travail préliminaire, la puce a ADN DMET™ (Drug Metabolism Enzymes and
Transporters) d’AFFYMETRIX® avait été évaluée sur I’ADN de 87 patients, atteints de
cancer du pancréas traités par chimiothérapie, sur la prédiction de la survenue de toxicités
hématologiques, digestives et sur la progression (15). Cette puce ciblait les enzymes
impliquées dans 1’absorption, la distribution, le métabolisme et 1’excrétion des drogues, ainsi
que des transporteurs. L’étude d’association avait mis en évidence 122 SNPs
significativement associés a la réponse ou a la toxicité sous chimiothérapie chez ces patients :
22 impliqués dans le métabolisme de la Gemcitabine en monothérapie, 31 associés au
métabolisme du FOLFIRINOX, 43 chez les patients traités par chimiothérapie a base de 5FU

et 26 chez les patients traités par chimiothérapie a base de Gemcitabine.

Ce travail avait conclu a la faisabilité d’une approche globale du patient clinico-biologico-
génétique. Ces résultats nécessitaient cependant une étude de plus grande ampleur sur une

population plus homogene pour proposer des recommandations cliniques. (16)

D. Objectifs de I'étude
Notre objectif était, a partir d’un séquengage ciblé d’amplicons par NGS, d’identifier un ou
plusieurs biomarqueurs prédictifs de la toxicité ou de la réponse aux chimiothérapies utilisées
dans le cancer du pancréas métastatique, afin de personnaliser le traitement et a terme

d’améliorer la survie et la qualité de vie de ces patients.

L’objectif principal était d’évaluer la corrélation entre génotype et survenue de toxicités
séveres digestives ou hématologiques (> grade 2), évaluées selon les critéres NCI-CTC v4.0
7).
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Les objectifs secondaires étaient de regarder 1’influence du génotype sur la réponse au

traitement en termes de survie globale métastatique (SGm) et survie sans progression

métastatique (SSPm).

Matériel et méthodes

A. Patients

Un ensemble de 332 patients ont été séquences :

O

75 patients de I’étude préliminaire, des services d’oncologie digestive de la Timone (AP-
HM), de gastro-entérologie de 1I’Hopital Nord (AP-HM) et de I’Hopital Européen, a
Marseille. 11 s’agissait de patients présentant un ADK du pancréas métastatique, ayant
recu au moins une ligne de traitement par chimiothérapie métastatique.

173 patients issus de 1’étude Prodige 35 (FFCD — Fédération Francaise de Cancérologie
Digestive), une étude de phase I, randomisée, qui comparait en 1% ligne métastatique le
protocole de chimiothérapie FIRGEM (alternance de FOLFIRI et Gemcitabine) versus
FOLFIRINOX +/- LV5FU2 en entretien. L’objectif principal de cette étude était d’évaluer
le taux de patients vivants et sans progression radiologique (RECIST V1.1) et/ou clinique
a 6 mois dans chaque bras (18).

84 patients issus de 1’étude Prodige 37 (FFCD), une étude de phase Il, randomisée,
comparant, en 1°¢ ligne métastatique du cancer du pancréas, un bras expérimental
alternant 2 mois de nab-Paclitaxel et Gemcitabine avec 2 mois de FOLFIRI.3 versus un
bras de référence nab-Paclitaxel et Gemcitabine. L’objectif principal était d’évaluer le
taux de patients vivants et sans progression radiologique (RECIST V1.1) et/ou clinique a

6 mois dans chaque bras (19).

Parmi les 173 patients de Prodige 35 et les 84 patients de Prodige 37, respectivement 11 et 4

patients étaient en commun avec 1’étude préliminaire, et ont donc été retirés de 1’analyse

statistique. Ces patients communs ont été utilisés comme contréle interne. Les analyses ont

donc porté sur 317 patients : 75 de 1’étude préliminaire, 162 de 1’étude Prodige 35 et 80 de

I’étude Prodige 37 (Tableau 1). Les consentements de tous les patients ont été obtenus.
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,E_tu.de . Prodige 35 | Prodige 37 Total
Caractéristiques de la population pu tninEle
(N=75) (N=162) (N=80) (N=317)
Sexe Homme 45 (60.0%) | 100 (61.7%) | 39 (48.8%) 184 (58.0%)
Femme 30 (40.0%)| 62 (38.3%) | 41 (51.3%) 133 (42.0%)
OMS OMS 0 0(0.0) 71 (43.8%) 29 (36.3%) 100 (31.5%)
OMS 1 32 (42.6%)| 91 (56.2%) | 41 (51.3%) 164 (51.7%)
OMS >2 43(57.3%) 0 (0.0)| 10 (12.5%) 53 (16.7%)
Age au diagnostic N (N=75) (N=162) (N=80) (N=317)
métastatique
Moy. (SD) 64.37 (11.31) | 63.10 (8.40) (674427; 63.70 (8.96)
Médiane 64 65.10 65.42 65
Min ; Max 41;87| 39.79;7538 43;569 39.79 ; 87
Age > 70 ans 25 (33.3%) | 35 (21.6%) | 16 (20.0%) 76 23.9%)
’E.tu.de . Prodige 35 | Prodige 37 Total
ractéristiques de la tumeur et traitements preliminaire
(N=75) (N=162) (N=80) (N=317)
Chirurgie du Primitif Oui 22(29.3%) 23 (142%) 8 (10.0%)| 53 (16.7%)
Métastases Métastases Hépatiques 43 (57.3%) | 130 (80.2%)| 71 (88.8%) | 244 (76.9%)
Métastases Pulmonaires 16 (21.6%) 37 (22.8%) | 17 (21.3%)| 70 (22.1%)
Métastases Osseuses 7 (9.3%) 9 (5.6%) 1(1.3%)| 17 (5.4%)
Carcinose Péritonéale 29 (38.7%) 35 (21.6%) | 14 (17.5%)| 78 (24.6%)
Adénopathies 11 (14.7%) 13 (8%)| 6(7.5%)| 30 (9.5%)
Autres métastases 6 (8.1%) 32 (19.7%) | 23 (28.8%)| 61 (19.2%)
Traitements 1% ligne N (N=75) (N=162) (N=80) (N=317)
métastatique FOLFIRINOX 30 (40.0%) | 57 (35.2%) 0(0.0) 87 (27.4%)
FOLFIRINOX - LVFU2 2 (2.7%)| 58 (35.8%) 0(0.0)| 60 (18.9%)
FOLF'FE'F?F: GGEe,\rA“)Citabi”e 6(8.0%) 47 (29.0%) 0(0.0)| 53 (16.7%)
Nab J'ng';;’;lasbi”e ] 4 (5.3%) 0(0.0) 37 (46.3%)| 41 (12.9%)
Nab + Gemcitabine 0 (0.0) 0(0.0)| 43(53.8%)| 43 (13.6%)
Gemcitabine 26 (34.7%) 0(0.0) 0(0.0)| 26(8.2%)
Nab + 5-FU 3 (4.0%) 0 (0.0) 0(0.0)| 3(0.9%)
Autres 4 (5.3%) 0 (0.0) 0(0.0)| 4(1.2%)

Tableau 1 : Tableau descriptif de la population
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B. Les SNPs

Une sélection de 231 SNPs a été étudiée sur 86 génes, portant sur les enzymes de phase | et 11,

les transporteurs et des protéines, impliqués dans 1’absorption, la distribution, le métabolisme

et I’excrétion des drogues (ADME). Le choix des polymorphismes était basé sur les résultats

de I’étude préliminaire et les données de la littérature (Annexes 1 et 2), la majorité des genes

étaient sur la puce DMET™,

Certains SNPs étaient situes sur des génes codant pour des protéines rentrant en jeu dans le

métabolisme d’une drogue spécifique. Dans un second temps, nous avons donc réalisé une

analyse en sous-groupe, sur les génes ayant un role dans le métabolisme d’une drogue

specifique (Tableau 2).

Chimiothérapies

Nombres de
patients

Geénes étudies (SNPs)

A base de Gemcitabine

165

CDA
RRM1
SLC29A2
SLC28A1
SLC28A2
DCTD
SLC29A1
SLC28A3

A base de 5FU

247

DPYD
MTHFR
GSTP1
CYP19A1
UMPS
CDK

FOLFIRINOX

147

GSTM3
ERCC1
SLC22A2

A base d’Irinotecan

242

SLCO1B1
ABCC4
UGT1A1
ABCG1
SEMA3C
C8orf34

FOLFIRI

94

PPARG

Tableau 2 : Analyses de sous-groupes en fonction de la chimiothérapie et des genes

impliqués dans leur métabolisme spécifique.
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C. Technique

1. Extraction de ’ADN génomique
Nous avons analysé 1I’ADN constitutionnel des patients, pour cela I’ADN a été extrait du sang
périphérique par différentes techniques.

Les échantillons d’ADN génomique des patients de 1’étude préliminaire ont été
antérieurement extraits manuellement du sang périphérique, a 1’aide du kit d’extraction
FlexiGene® (QIAGEN®, Hilden, Allemagne). Les qualités et les quantités des échantillons
d’ADN obtenus ont été mesurées avec un spectrophotomeétre NanoDrop™ (Thermo Scientific,
Commonwealth of Massachusetts, USA), et leur qualité par le rapport de densité optique
(DO) DO260/DO2g0. Les concentrations d’ADN ont été ajustées a 60ng/pl avec du tampon
FG3 (solution Tris-HCI, 10 mM pH 8.5) et les échantillons conservés a 4°C. Le dosage final a

été fait par fluorométrie avec la technique Qubit®.

Les échantillons d’ADN génomique des patients de Prodige 35 et 37, ont été extraits du sang
périphérique a I’aide du kit d’extraction automatique Maxwell® RSC Buffy Coat DNA Kit
(PROMEGA, Madison Wisconsin, USA), par 1’unit¢é INSERM UMR-S 1147 a Paris, sous la
responsabilité du Professeur Pierre Laurent-Puig, responsable du Centre de Ressources
Biologiques (CRB) de la FFCD.

2. Génotypage par NGS (Next-Generation Sequencing)
La préparation des banques a été réalisée selon la méthode QIAseq™ (QIAGEN®, Hilden,
Allemagne) puis le run a été réalisé sur NextSeq™ (ILLUMINA®, San Diego, USA).

Dans un premier temps, les 332 ADN ont été répartis en 4 plaques de 96 puits. Chaque ADN
a été dosé avec la technique Qubit® Fluorometric Quantification (ThermoFisher, Walltham,
USA), High Sensitivity ou Broad Range, en fonction de la concentration. Les concentrations
d’ADN ont été diluées a 5ng/uL. Un nouveau dosage Qubit® a été réalisé pour confirmer la

concentration.

Les régions cibles ont été sélectionnées a 1’aide des kits d’enrichissement de cibles QIAseq™

Targeted DNA Panels, selon les instructions du fabricant (Figure 1).

A chaque série de 96 librairies, 11 échantillons, choisis de maniere aléatoire, ont été visualisés
au Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, Californie, USA) sur une puce HS DNA
Labchip, afin de lire leur taille en paires de bases (Figure 2), et de le moyenner sur la totalité

des librairies. Les 96 échantillons étaient dosés au Qubit® et les concentrations d’ADN
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étaient ajustées a 4nM. Les échantillons ont été regroupés dans un mélange équimolaire pour

séquencage.

Ce pool était chargé a une concentration de 1,2pM pour le séquencage, sur le séquenceur

NextSeq™ d’Illumina®, en cassette Mid Output 300.
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Figure 1 : Les étapes du QIlAseq Targeted
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Figure 2 : Bioanalyzer de 11 échantillons
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D. Les criteres d’évaluation

1. Données clinico-biologiques
Pour chaque patient, ont été évalués I’age au diagnostic métastatique, le statut OMS, les
localisations métastatiques et la chimiothérapie recue en 1 ligne métastatique.

2. Les différentes chimiothérapies
Dans le groupe des patients de 1’étude préliminaire, les patients ont recu différents protocoles
de chimiothérapie : FIRGEM (alternance FOLFIRI et Gemcitabine), Gemcitabine seule,
FOLFIRINOX, Nab-Paclitaxel — Gemcitabine en alternance avec le FOLFIRI, Nab-Paclitaxel
—5FU, TFOX, FOLFOX, Nal-IRI — 5FU et Nab-Paclitaxel — Gemcitabine.

Pour les patients de 1’étude Prodige 35: FOLFIRINOX +/- entretien par LV5-FU2 ou
FIRGEM.

Pour les patients de 1’étude Prodige 37 : Nab-Paclitaxel et Gemcitabine ou une alternance de 2

mois de Nab-Paclitaxel et Gemcitabine avec 2 mois de FOLFIRI.3.

3. Evaluation des toxicités
Les toxicités étudiées étaient les toxicités digestives et hématologiques liées a la
chimiothérapie de premiére ligne métastatique, eévaluées selon les critéeres NCI-CTC v4.0
(17). Ces criteres étaient recueillis avant chaque cycle de chimiothérapie. On considérait la
toxicité hématologique (TH) lorsque les criteres du NCI-CTC v4.0 étaient > 2 ; soit les
polynucléaires neutrophiles <1500/mm3, ou le taux d’hémoglobine <10g/dL, ou les plaquettes
<75000/mm3. On considérait la toxicité digestive (TD) lorsque les critéres du NCI-CTC v4.0
étaient > 2 ; soit diarrhée (augmentation du nombre de selles > 4/j par rapport a 1’état basal)

ou vomissement (> 3 vomissements - séparés de 5 min - en 24h).

4. Evaluation de I'efficacité
L’évaluation était faite selon les critéeres RECIST 1.1 sur un scanner thoraco-abdomino-
pelvien avec injection de produit de contraste, tous les 2 mois pour les études Prodige 35 et 37

et tous les 3 mois pour les autres patients.

Nous avons évalué la survie sans progression métastatigue (SSPm), définie comme
I’intervalle de temps entre la date de début de la 1% ligne métastatique et la date de 1°®
progression radiologique (selon les criteres RECIST v1.1) ou la date de déces (quelle que soit
la cause). Les patients vivants sans progression ou perdus de vue étaient censurés a la date de

derniéres nouvelles. Nous avons également évalué la survie globale métastatique (SGm) qui
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était définie comme l'intervalle de temps entre la date de début de la 1°® ligne métastatique et
le décés (toute cause). Les patients perdus de vue ont été censurés a la date de derniéres

nouvelles.

5. Les criteres de jugement
Le critere de jugement principal était I’impact du génotype sur la survenue de TH et TD. Les

criteres de jugements secondaires étaient 1’impact du génotype sur la SGm et sur la SSPm.

E. Analyses statistiques

Un ensemble de 231 SNPs a été caractérisé, les genotypages ont été obtenus sur les 317
¢chantillons d’ADN. Les SNPs respectaient la loi de Hardy-Weinberg. Le codage utilisé était
le suivant : 2 = homozygote pour I’all¢le de référence (sur dbSNP) ; 1 = hétérozygote ; 0 =

homozygote pour 1’all¢le variant.

Pour I’analyse de toxicité, les patients étaient séparés en 2 groupes: avec toxicité
hématologique ou digestive d’un grade > 2 versus les patients sans toxicité (ou < grade 2). Les
statistiques usuelles étaient présentées en fréquence et pourcentage. Les comparaisons ont été

réalisées par un test du X2 ou un test Fisher exact (selon les proportions).

Pour les analyses de survie, I’estimation des Hazard Ratio (HR) pour chaque géne a été
effectuée a 1’aide d’un modele de Cox stratifié selon 1I’étude pour I’analyse globale (Cox,
1984). Les hypotheses sous-jacentes au modeéle (proportionnalité des risques et de
loglinéarite) ont été vérifiées.

La signification correspondait a une valeur de p < 0,05.

Dans un premier temps, les analyses de toxicité ont été realisées sur I’ensemble de la
population, puis les analyses de survie ont été faites sur les SNPs significatifs en toxicite.
Dans un second temps, nous avons réalisé des analyses de sous-groupes en fonction des
chimiothérapies et des SNPs spécifiques a certaines chimiothérapies (Tableau 2), en termes

de toxicité puis de survie sur les SNPs significatifs en toxicité.
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V. Résultats

A. Population globale

1. Toxicité
Sur les 231 SNPs étudiés, une association significative entre 11 SNPs et la toxicité a été mise
en évidence pour I’analyse sur les 317 patients (Tableau 3). Pour chaque SNP, nous avons
regardé le nombre de patients homozygotes sur I’alléle de référence, hétérozygotes ou
homozygotes sur 1’all¢le variant, en fonction de la toxicité. Nous avons pris comme référence
dbSNP pour I’allele de référence, qui ne correspond pas toujours a I’allele majeur dans la
population générale. Sur les 317 patients, 156 patients ont présenté une toxicité digestive et
161 n’en ont pas présentée. Pour la toxicité hématologique, 166 patients ont présenté une
toxicité hématologique versus 151 sans toxicité. Pour chaque SNP significatif sur le plan
statistique (p-value < 0,05), nous avons relevé le gene et sa fonction. Les données ont été

recherchées sur les sites doSNP, Ensembl.org et PharmgKB (20).

Tableau 3 : SNPs corrélés a la toxicité digestive et hématologique dans la

population globale.

Toxicité digestive Non Oui p-value
N=161 N=156
CIC 82 (50.9%) 101 (64.7%) X20.0450
SLCO4A1
Rs3787537 T/C 70 (43.5%) 49 (31.4%)
Alléle référent T
TIT 9 (5.6%) 6 (3.8%)
G/G 38 (23.6%) 38 (24.4%) X20.0447
UGT2B7
Rs7662029 A/G 72 (44.7%) 87 (55.8%)
Allele referent A A/A 51 (31.7%) | 31 (19.9%)
A/A 0 0 X20.0354
CDA
Rs602946 G/A 7 (4.3%) 1 (0.6%)
Alléle réferent G
G/G 154 (95.7%) 155 (99.4%)




Toxicité hématologique Non Oui p-value
N=151 N=166
creCL cic 19 (12.6%) 13 (7.8%) |  X20.0462
Rs3212948 GIC 25 (16.6%) | 45 (27.1%)
Allele réferent G G/G 107 (70.9%) | 108 (65.1%)
oLC10AL ciC 46 (30.5%) |  55(33.1%)|  X20.0311
Rs1051266 TIC 83 (55.0%) | 70 (42.2%)
Allele referent T T 22 (14.6%) | 41 (24.7%)
oL oA cic 17 (11.3%) | 23(13.9%) |  X20.0300
Rs7867504 TIC 48 (31.8%) | 73 (44.0%)
Allele referent T T 86 (57.0%) | 70 (42.2%)
oL CoBAL T 0 (0.0) 0(0.0)| X20.0183
Rs8187755 AIT 0 (0.0) 6 (3.6%)
Allele réferent A AIA 151 (100.0%) | 160 (96.4%)
Cvpars AIA 6(4%) | 21(127%)|  X20.0137
Rs2074900 GIA 52 (34.4%) | 60 (36.1%)
Allele réferent G G/G 93 (61.6%) | 85 (51.2%)
Cvpars T 75 (49.7%) |  57(343%)|  X20.0193
Rs4646523 GIT 62 (41.1%) | 92 (55.4%)
Alléle référent G GG 14 (9.3%) 17 (10.2%)
MO GIG 25 (16.6%) 13 (7.8%) X2 0,042
Rs2223477 AIG 59 (39.1%) | 79 (47.6%)
Allele réferent A AJA 67 (44.4%) | T4 (44.6%)
5PV T 0 0| x20.0183
Rs3918290 CIT 0(0.0) 6 (3.6%)
Allele referent C c/c 151 (100.0%) | 160 (96.4%)




a) Rs3212948 (ERCC1)

Ce SNP est situé sur le chromosome 19, NC_000019.10 :9.45421104G>C (GRCh38.p12),
NM_202001.2 :c.321+74C>G, géne ERCCL, codant pour la protéine de réparation de I’ADN
ERCC-1 (Excision Repair Cross-Complementation group 1) qui participe a la réparation de
I’ADN par excision de nucléotide (NER : nucleotide excision repair). Il s’agit d’un variant
intronique. Dans la population générale, 1’allele G a une fréquence de 0,48 versus 0,52 pour
I’alléle C (gnomAD), mais il existe une inversion de fréquence entre les patients européens (G
= 0,65 et C = 0,35) et les patients africains (G = 0,15 et C = 0,85) ou asiatiques (G = 0,26 et C
= 0,74). Dans notre étude, 25 des 151 patients sans toxicité hématologique étaient
hétérozygotes G/C (16,6%) versus 45 des 166 patients avec toxicité (27,1%). Pour les
homozygotes G/G, il s’agissait de 107 patients sans toxicité (70,9%) versus 108 des 166
patients avec toxicité (65,1%). Pour les homozygotes C/C, il s’agissait de 19 patients dans le
groupe sans toxicité (12,6%) et 13 patients du groupe avec toxicité (7,8%). La signification
était de p = 0,046.

Nous ne pouvons pas, avec ces données, conclure a un alléle prédisposant & la toxiciteé

hématologique. Les patients hétérozygotes semblaient avoir plus de toxicité hématologique.

b) Rs3787537 (SLCO4A1)
Ce SNP est situé sur le chromosome 20, NC_000020.11 : 9.62672390T>C (GRCh38.p12),
NM_016354.3 :c.*497T>C, géne SLCO4AL1 (Solute Carrier Organic anion transporter family
member 4A1) qui code pour la protéine OATP4AL (Organic Anion Transporting Polypeptide
4A1). 11 s’agit d’un variant en aval du codon stop, dans la partie 3’ non traduite. Dans la
population générale, I’allele T a une fréquence de 0,23 versus ’allele C de 0,77. Dans notre
population globale, 82 des 161 patients sans toxicité digestive étaient homozygotes C/C
(50,9%) versus 101 des 156 patients avec toxicité digestive (64,7%) ; 70/161 (43,5%) des
patients sans toxicité digestive étaient hétérozygotes T/C versus 49/156 (31,4%) chez les
patients avec toxicité digestive ; et pour les patients homozygotes T/T, ils représentaient 5,6%
des patients sans toxicité digestive versus 3,8% des patients avec toxicité digestive. La

signification était de p = 0,045. L’alléle T était protecteur vis-a-vis de la toxicité digestive.
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c) Rs1051266 (SLC19A1)
Ce SNP est situé sur le chromosome 21, NC_000021.9 :9.45537880T>C (GRCh38.p12),
NM_194255.2:c.80A>G. Les 2 alleles sont représentés de maniére equitable dans la
population générale : T = 0,49 et C = 0,51 (GnomAD). Il est situé sur le gene SLC19A1
codant pour la protéine SLC19A1 (Solute Carrier family 19 member 1) également appeléee
RFC1 (Reduced Folate Carrier protein 1), un transporteur du folate jouant un réle dans la
régulation des concentrations en folate intracellulaire. Il s’agit d’une variation codante non
synonyme entrainant en position 27 la substitution d’une histidine par une arginine
(p.His27Arg). Dans notre étude, chez les 151 patients sans toxicité hématologique, 83 (55%)
étaient hétérozygotes T/C ; chez les 166 patients avec toxicité hématologique on en comptait
70 (42,2%). Les homozygotes T/T représentaient 22/151 des patients sans toxicité
hématologique (14,6%) versus 41/166 patients avec toxicité (24,7%). 1l y a environ le méme
taux de patients homozygotes C/C entre le groupe avec toxicité (46/151 soit 30,5%) et le
groupe sans toxicité hématologique (55/166 soit 33,1%). La signification était de p = 0,031.

L’all¢le C était un facteur protecteur vis-a-vis de la toxicité hématologique.

d) Rs7867504 (SLC28A3)
Ce SNP est situé sur le chromosome 9, NC_000009.11 :9.84305321 (GRCh38.p12),
NM_001199633.1 :c.267A>G, géne SLC28A3 codant pour la protéine Solute Carrier family
28 member 3. Il s’agit d’une variation codante synonyme, avec une thréonine en position 89
(p.Thr89=). Dans la population générale, les proportions des alleles sont T = 0,59 et C = 0,41
(GnomAD). Dans notre étude, chez les 151 patients sans toxicité hématologique, 86 (soit
57%) étaient homozygotes T/ T alors qu’il n’y en avait que 70 (soit 42, 2%) dans le groupe
avec toxicité. Les hétérozygotes T/C représentaient 48/151 patients (31,8%) sans toxicité
versus 73/166 des patients avec toxicité hématologique (44%). Il y avait 23 patients
homozygotes C/C dans le groupe avec toxicité (13,9%) versus 17 patients dans le groupe sans
toxicité (11%). La signification était de p = 0,03. L’all¢le C était un facteur de risque de

toxicité hématologique.
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e) Rs8187755 (SLC28A1)
Ce SNP est situé sur le chromosome 15, NC_000015.10 :9.84905565A>T (GRCh38.p12),
NM_004213.5 :c.630A>T, géne SLC28A1 codant pour la protéine Solute Carrier family 28
member 1. Il s’agit d’une variation codante synonyme, avec une glycine en position 210
(p.Gly210=). Dans la population générale, la fréquence de I’all¢le T est de 0,007 (GnomAD).
Dans notre étude, seulement 6 patients étaient hétérozygotes A/T (1,9 % de la population
totale) et tous ont présenté une toxicité hématologique, soit 6/166 patients avec toxicité
hématologique étaient hétérozygotes (3,6%) ; p = 0,018. L’alléle variant T semblait donc un

facteur de risque de toxicité hématologique.

f) Rs2074900 (CYP4F2)
Ce SNP est situé sur le chromosome 19, NC_000019.10 :9.15886010G>A (GRCh38.p12),
NM_001082.5 :c.1029C>T, gene CYP4F2 (Cytochrome P450, famille 4, sous-famille F),
codant pour un cytochrome P450, une enzyme catalysant de nombreuses réactions dans le
métabolisme des drogues. Il s’agit d’une variation codante synonyme, entrainant en position
343 la persistance d’une histidine (p.His343=). Chez les 151 patients n’ayant pas présenté de
toxicité hématologique, 93 (61,6%) étaient homozygotes G/G ; alors que 85 des 166 patient
avec toxicité étaient homozygotes G/G (51,2%). 1l y avait 52 patients hétérozygotes G/A dans
le groupe sans toxicité (34,4%) et 60 dans le groupe avec toxicité (36,1%). Parmi les 151
patients sans toxicité, 6 étaient homozygotes A/A (4%) versus 21 des 166 patients avec
toxicité (12,7%). La significativité statistique était forte (p = 0,014). Donc ’alléle G semblait
protecteur vis-a-vis de la toxicité hématologique.

g) Rs4646523 (CYP4F8)
Ce SNP est situé sur le chromosome 19, NC_000019.10 :9.15615676G>T (GRCh38.p12),
NM_007253.3 :c.60G>T, gene CYP4F8 codant pour un cytochrome P450. Il s’agit d’une
variation codante synonyme, remplacant une Leucine par une Leucine en position 20
(p.Leu20=). Dans la population générale, la fréquence des deux alléles est G = 0,43 et T =
0,57 (gnomAD). Dans notre étude, 75 des 151 patients sans toxicité hématologique étaient
homozygotes T/T (49,7%) versus 57 des 166 patients avec toxicité hématologique (34,3%).
Les patients hétérozygotes (G/T) représentaient 62 (41,1%) des patients sans toxicité

hématologique versus 92 (55,4%) des patients avec toxicité hématologique. Il n’y avait pas de
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difference de frequence de patients homozygotes G/G entre le groupe avec et le groupe sans
toxicité (respectivement 17 patients soit 10,2% et 14 patients soit 9,3%). La signification était

de p =0,0193. L’all¢le G était associé a un plus haut risque de toxicité hématologique.

h) Rs2223477 (FMO4)
Ce SNP est situé sur le chromosome 1, NC_000001.11 :9.171339693A>G (GRCh38.p12),
NM_002022.3 :c., géne FMO4, codant pour I’enzyme flavin containing dimethylaniline
monoxygenase 4. Il s’agit d’un variant intronique. Dans le groupe de patients n’ayant pas
présenté de toxicité hématologique, 25/151 (16,6%) étaient homozygotes G/G, alors qu’il y
avait 13 patients G/G parmi les 166 patients ayant présenté une toxicité hématologique
(7,8%). 1l y avait 59 patients hétérozygotes A/G parmi les 151 avec toxicité hématologique
(39,1%) versus 79 patients hétérozygotes parmi les 166 avec toxicité hématologique (47,6%).
Dans les deux groupes avec ou sans toxicité il y avait des patients homozygotes A/A en
proportion équivalente. La significativité était de p = 0,042. L’allele A était un facteur de

risque de toxicité hématologique.

i) Rs7662029 (UGT2B7)
Ce SNP est situé sur le chromosome 4, NC_000004.12 :9.69096194A>G (GRCh38.p12),
NM_001074.2 :c.-327A>G, géne UGT2B7 codant pour la protéine UDP-
glucuronosyltransferase-2B7, une enzyme de phase Il du métabolisme impliquée dans
I’¢limination de xénobiotiques potentiellement toxiques. Il s’agit d’un variant en 5° du geéne
en amont du site initiateur de la transcription. Chez les 161 patients sans toxicité digestive, 51
étaient homozygotes A/A (31,7%), 72 hétérozygotes A/G (44,7%) et 38 homozygotes G/G
(23,6%). Chez les 156 patients ayant présenté une toxicité digestive, 31 étaient homozygotes
A/A (19,9%), 87 (55,8%) hétérozygotes A/G et 38 (24,4%) homozygotes G/G. La

signification était de p = 0,045. L’alléle G était un facteur de risque de toxicité digestive.
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j) Rs602946 (CDA)
Ce SNP est situé sur le chromosome 1, NC_000001.11 : g.20589042G>A (GRCh38.p12),
NM_001785.2 :c.-88G>A, gene CDA (Cytidine Deaminase) codant pour la protéine CDA,
une enzyme impliquée dans I’inactivation de 90% de la Gemcitabine, au niveau du foie. Il
s’agit d’un variant de la portion 5’UTR du geéne, correspondant a la portion de I’ARN
messager en amont du codon d’initiation. La fréquence de I’alléle mineur A est extrémement
faible dans la population générale : 0,0092 d’aprés le GnomAD (Genome Aggragation
Database). Notre population était représentative de la population générale car sur les 317
patients, seulement 8 patients étaient hétérozygotes G/A (soit 0,025%). Chez les patients sans
toxicité digestive, 7 patients étaient hétérozygotes (4,3%) ; alors que chez les patients ayant
présenté une toxicité digestive, un patient étaient hétérozygotes (0,6%). La signification était
de p = 0,035. Etre hétérozygotes semblait donc un facteur protecteur vis-a-vis de la toxicité

digestive.

k) Rs3918290 (DPYD)
Ce SNP est situé sur le chromosome 1, NC_000001.10 :g.97450058C>T (GRCh38.p12),
NM_000110.3:c.1905+1G>A, géne DPYD codant pour la dihydropyrimidine
déshydrogénase. Il s’agit d’une mutation sur un site donneur d’épissage. Le rs3918290 C>T
est également connu sous le nom IVS14+1G>A ou ¢.1905+1G>A ou DPYD*2A. Dans la
littérature, le variant T a une fréquence tres rare avec une proportion dans la population
générale de 0,00574 (GnomAD). Dans notre étude, seulement 6 patients étaient hétérozygotes
C/T, tous les autres patients étaient homozygotes sur 1’alléle majeur C. Ces 6 patients étaient
tous dans le groupe des patients ayant présenté des toxicités hématologiques, ils représentaient
3,6% des patients avec toxicité hématologique ; p = 0,0183. L’alléle T était donc un facteur de

risque de toxicité hématologique.
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2. Efficacité

La survie a été analysée a travers la SGm et la SSPm, uniquement pour les SNPs qui étaient

significatifs pour les toxicités.

Pour la SSPm, aucun SNP n’était significatif (p < 0,05).

Pour la SGm, étre homozygote G/G sur ERCC1-rs3212948 était bénéfique sur la SGm par
rapport aux homozygotes C/C; HR 1,5; ICes0 [1,018 - 2,229]; p = 0,04. La médiane de

survie des patients homozygotes C/C du SNP rs3212948 était de 9 mois, 1Cos0 [6,11 - 11,24] ;

alors qu’elle était de 13 mois chez les patients G/G ; 1Cose [11,24 - 14,13] ; et de 13 mois

chez les patients hétérozygotes G/C ; 1Cos9% [10,88 - 15,97]. A 12 mois de suivi métastatique,

31,3% des patients C/C étaient encore en vie versus 52,1% chez les patients G/G (Tableau 4).

Hazard
Parameter Pr > ChiSq Ratio| 95% Hazard Ratio Confidence Limits
rs3212948 | C/Cvs G/G 0.0405 1.506 1.018 2.229
rs3212948 |G/Cvs G/G 0.8761| 1.023 0.766 1.366
rs3212948
c/C G/IC G/G

Médiane (mois) [IC 95%]

8.94[6.11; 11.24]

12.85[10.88 ; 15.97 ]

12.72[11.24; 14.13]

Temps | % patients vivants % patients vivants % patients vivants
6 mois 71.9 % 79.2% 80.8 %
9 mois 50.0 % 72.2% 65.3 %

12 mois 31.3% 55.2 % 52.1 %

18 mois 125 % 29.7 % 32.0%

24 mois 125 % 16.6% 22.0 %

Tableau 4 : Survie globale métastatique du SNP ERCC- rs3212948 :

C/ICvs G/G et G/IC vs G/G
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Une analyse complémentaire en comparant C/C vs G/C + G/G et C/C + G/C vs G/G a été
réalisée. Les patients C/C avaient une médiane de SGm de 9 mois; 1Ces% [6,11 — 11,24]
versus 13 mois ; 1Cose [11,57 — 14,06] ; HR 1,63 ; I1Cos% [1,10 - 2,4] ; p = 0,015 (Tableau 5,
Figure 3). Donc I’allele G semblait étre de bon pronostic.

Hazard
Parameter Pr>ChiSq| Ratio |95% Hazard Ratio Confidence Limits
rs3212948 | C/Cvs G/C + G/G 0.015 1.63 1.10 2.40
rs3212948 | C/C + G/C vs G/G 0.17 1.20 0.93 1.56
rs3212948
C/C G/C + G/G
Médiane (mois) [IC 95%] 8.94[6.11;11.24]| 12.81[11.57;14.06]
Temps | % patients vivants % patients vivants
6 mois 719 % 80.4 %
9 mois 50.0 % 67.0 %
12 mois 31.3% 52.9 %
18 mois 125% 314 %
24 mois 125% 20.7%
rs3212948
C/C + G/C G/G
Médiane (mois) [IC 95%)] 11.33[10.18; 13.41] 12.72[11.24 ; 14.13]
Temps % patients vivants % patients vivants
6 mois 76.9 % 80.8 %
9 mois 65.4 % 65.3 %
12 mois 47.8 % 52.1 %
18 mois 24.4 % 32.0 %
24 mois 154 % 22.0 %

Tableau 5 : Survie globale métastatique du SNP ERCC1-rs3212948 : C/C vs G/C +
G/G et C/C + G/C vs G/G
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60

Months
Patients-at-Risk
32 14 4 2 1 1 0
291 175 76 27 10 2 0

Figure 3 : Courbes de survie selon le génotype sur le SNP ERCC1-rs3212948
C/C versus G/C+G/G. Médiane de survie C/C 9 mois versus G/C+G/G 13 mois.
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B. Analyses de sous-groupes

1. Tolérance

Les résultats de 1’analyse de la tolérance selon les SNPs spécifiques d’une chimiothérapie est

décrite dans le Tableau 6.

Chimiothérapie a base de Gemcitabine N=165
Toxicité digestive Non Oui p-value
N=87 N=78
SLC28A1 TIT 0(0.0) 0 (0.0) X20.0384
Rs3803390 CIT 13 (14.9%) 4 (5.1%)
Allele referent C c/C 74 (85.1%) 74 (94.9%)
Chimiothérapie a base de 5-FU N=247
Toxicité hématologique Non Oui p-value
N= 123 N=124
DPYD TIT 0(0.0) 0 (0.0) X20.0245
Rs3918290 CIT 0(0.0) 5 (4.0%)
Allele reférent C ciC 123 (100.0%) | 119 (96.0%)
CYP19A1 c/C 51 (41.5%) 71 (57.3%) X2 0.0194
Rs4646 AIC 60 (48.8%) 39 (31.5%)
Allele réferent A AIA 12 (9.8%) 14 (11.3%)
Chimiothérapie a base d’Irinotécan N=242
Toxicité digestive Non Oui p-value
N=107 N=135
c8orfad GIG 42 (39.3%) 65 (48.1%) X2 0.050
Rs1517114 C/IG 42 (39.3%) 56 (41.5%)
Allele référent C c/c 23 (21.5%) 14 (10.4%)

Tableau 6 : analyse de sous-groupes sur les SNP spécifiques d 'une

chimiothérapie et la tolérance
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a) Chimiothérapie a base de Gemcitabine

(1)  Rs3803390 (SLC28A1)
Ce SNP est situé sur le chromosome 15, NC_000015.10 :9.84924044C>T (GRCh38.p12),
NM_004213.5:¢.1017C>T, gene SLC28A1, codant pour la protéine Solute Carrier family 28
member 1. Il s’agit d’une variation codante synonyme, avec une histidine en position 339
(p.His339=). Dans la population générale, la fréquence de I’all¢le variant T est de 0,05
(GnomAD). Dans I’analyse de sous-groupes sur les 165 patients traités par Gemcitabine, 13
patients sur les 87 sans toxicité digestive étaient hétérozygotes C/T (14,9%) et 4 patients sur
les 78 avec une toxicité digestive etaient hétérozygotes (5,1%), tous les autres patients étaient
homozygotes C/C avec 74 sans toxicité (85,1%) et 74 avec toxicité digestive (94,9%). La
significativité était de p = 0,0384. L’all¢le T était donc un facteur protecteur vis-a-vis de la
toxicité digestive.

b) Chimiothérapie a base de 5-FU
(1)  Rs3918290 (DPYD)
Parmi les 6 patients hétérozygotes sur ce SNP dans la population générale, 5 avaient recu une
chimiothérapie a base de 5-FU. Nous retrouvions donc la signification avec ces 5 patients qui

ont tous présenté des toxicités hématologiques ; p = 0,0245.

(2)  Rs4646 (CYP19A1)
Ce SNP est situé sur le chromosome 15, NC_000015.10 :9.51210647A>C (GRCh38.p12),
NM_000103.3 :c.*161T>G, géne CYP19A1, codant pour un cytochrome P450. Il s’agit d’un
variant de la portion 5’UTR du géne, correspondant a la portion de I’ARN messager en amont
du codon d’initiation. Parmi les 247 patients traités par chimiothérapie a base de 5-FU, 123
n’ont pas présenté de toxicité hématologique et 124 ont présenté des toxicités hématologiques.
Chez les patients sans toxicité, 51 étaient homozygotes C/C (41,5%), 60 étaient hétérozygotes
(48,8%) et 12 etaient homozygotes A/A (9,8%). Chez les patients avec toxicité
hématologique, 71 étaient homozygotes C/C (57,3%), 39 étaient hétérozygotes (31,5%) et 14
étaient homozygotes A/A (11,3%). La signification était de p = 0,0194. L’alléle A était un

facteur protecteur vis-a-vis de la toxicité hématologique.
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c) FOLFIRINOX
Sur les 3 geénes analysés sur les 147 patients traités par FOLFIRINOX, aucun SNP n’était
significatif en termes de toxicité. Le SNP rs3212948 sur le géene ERCCI1 n’était pas
significatif dans ce sous-groupe.

d) Chimiothérapie a base d’Irinotécan
(1)  Rs1517114 (C8orf34)

Ce SNP est situé sur le chromosome 8, NC_000008.11 :9.68476982C>G (GRCh38.p12),
NM_ 052958.2 :c.736+8162C>G, gene CB8orf34, codant pour une protéine située dans le
noyau jouant un réle dans I’expression et la régulation de certains genes. Il s’agit d’un variant
intronique. Parmi les 242 patients traités par une chimiothérapie a base d’Irinotécan, 107
n’ont pas présenté¢ de toxicité digestive et 135 en ont présentée. Chez les patients ayant
présenté une toxicité digestive, 14 (soit 10,4%) était homozygotes C/C. Chez les patients sans
toxicité digestive, 23 (21,5%) etait homozygotes C/C. Parmi les patients sans toxicité
digestive, 42/107 (39,3%) étaient homozygotes G/G et 42 (39,3%) étaient hétérozygotes C/G.
Parmi les patients ayant présenté une toxicité digestive, 65/135 (48,1%) étaient homozygotes
G/G et 56/135 (41,5%) étaient hétérozygotes C/G. La significativite était de p = 0,05. L’allele
G était un facteur de risque de toxicité digestive.

e) FOLFIRI
Parmi les 94 patients traités par FOLFIRI, nous avions testé le SNP sur le gene PPARG mais

aucun résultat n’était significatif en termes de toxicité digestive ou hématologique.

2. Efficacité
Aucun SNP testé sur les analyses de sous-groupes n’était significatif en termes de survie. Le
SNP ERCC1-rs3212948 était significatif en termes de survie globale sur la population
globale. Nous avons donc spécifiquement testé sur la survie globale ce SNP sur tous les sous-

groupes de chimiothérapie mais aucune signification n’était retrouvée.
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V. Discussion

Cette étude a mis en évidence 14 SNPs sur 13 génes différents associés a la toxicité et 1 SNP
associé a la SGm, chez des patients atteints d’un cancer du pancréas métastatique. Nous avons

réalisé une revue de la littérature sur ces polymorphismes.

A. ERCCI :rs3212948 et rs11615

1. Fonction d’ERCC1
Le SNP associé a la toxicité mais également a la SGm était le polymorphisme rs3212948 du
géne ERCC1, codant pour la protéine de réparation de ’ADN ERCC-1, qui fait partie du
complexe enzymatique ERCC1-XPF (Excision Repair Cross-Complementation group 1 -
Xeroderma Pigmentosum Complementation group F) jouant un rdle dans le systtme NER
(Nucleotide Excision Repair). Le principe du systeme NER est de reconnaitre une lésion de
1I’ADN induite par les sels de platine ou les rayons ionisant, de former un complexe qui se lie
a la lésion de I’ADN, puis I’excision est réalisée par 1’endonucléase ERCCI1/XPF, et la
synthése de I’ADN est réalisee par I’ADN-polymérase (Figure 4) (21,22). Les
polymorphismes génétiques dans le gene ERCC1 peuvent moduler les capacités de réparation
de ’ADN et contribuer ainsi aux réponses individuelles aux sels de platine ou a la

radiothérapie.
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Dans notre étude, nous avons montré que 1’all¢le G était un facteur de bon pronostic en termes
de SGm. Les patients C/C avaient une médiane de SGm de 9 mois versus 13 mois chez les
patients G/C + G/G ; HR 1,63 ; 1Cos5% [1,10 - 2,4] ; p = 0,015. Lors de 1’analyse en sous-
groupes, dans aucun groupe de chimiothérapie nous retrouvions une significativité en termes
de survie globale sur ce SNP, probablement lié au fait du plus faible nombre de patients dans

chaque groupe.

ERCC1 a été décrit dans de nombreuses études comme facteur de risque de cancer
(notamment poumons et ORL), facteur prédictif de la réponse aux sels de platine et de la

réponse a la radiothérapie et comme facteur pronostique des cancers du poumon.

De nombreux SNPs du géne ERCC1 ont été étudiés. Le SNP mis en évidence dans notre étude
était le rs3212948, également nommé 19716C>G, IVS3+74C>G ou IVS3174G>C. 1l s’agit

d’un variant intronique, situ¢ dans 1’intron 3, a 73bp de I’exon 3 et a 677bp de 1’exon 4.

Un autre variant, le rs11615 (ERCC1 19007T>C, N118N ou C118T), est plus souvent décrit,
il est situé¢ dans 1’exon 4, donc proche du SNP rs3212948. Un déséquilibre de liaison a été
décrit entre ces deux polymorphismes. On parle de déséquilibre de liaison (LD = linkage
disequilibrium) quand la frequence des alléles de deux loci différents est différente de ce que
donnerait une association aléatoire de ces alleles. 1l y a donc une association préférentielle
entre ces deux alléles avec un tres faible taux de recombinaison méiotique dans I’intervalle.
Une étude de 2013 sur des cas de mélanome (23) a mis en évidence un déséquilibre de liaison
entre le SNP rs11615 situé dans 1’exon 4 et les rs3212950 et rs3212948 (G>C) situés dans
I’intron 3. Ces 3 SNPs sont plus frequemment représentés dans la cohorte de patients atteints
de mélanome que dans le groupe contréle sain. Nous avons donc étudié ces 2 SNPs
indifféremment, méme si dans notre étude le SNP rs11615 n’était pas significatif.

2. Facteur de risque de cancer
Les données dans la littérature sont hétérogenes et souvent contradictoires. Le variant
rs3212948 a été décrit dans une etude chinoise de grande envergure de Ma et al., en 2007
(24), sur plus de 1000 patients. Le génotype G/C du SNP rs3212948 diminuait le risque de
cancer du poumon. A contrario, une étude de 2011 (25) a comparé dans 3 groupes de
patients (452 patients avec un cancer du poumon, 175 avec un cancer ORL et 790 patients
sains), 4 SNPs d’ERCC1 dont le rs3212948, afin de mettre en evidence des facteurs de risque
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de ces cancers, mais les polymorphismes d’ERCCI ne semblaient pas jouer un role dans la

susceptibilité a ces cancers.

Une mise a jour des méta-analyses a été réalisée en 2014 (26). Une association a été
confirmée entre le rs3212948 et le risque de cancer du poumon : I’alléle variant C était
protecteur vis-a-vis du cancer du poumon. L’effet phénotypique du polymorphisme
rs3212948 engendrait une diminution du niveau d’expression de la protéine ERCC1 dans la

population chinoise, mais une augmentation d’expression dans la population caucasienne.

Le polymorphisme rs11615 du gene ERCC1 a été étudié dans de nombreuses études et méta-

analyses, ne lui retrouvant pas de role de facteur de risque de cancer (27,28).

3. Facteur prédictif de réponse aux sels de platine

Les chimiothérapies a base de platine, telles que le Carboplatine, le Cisplatine ou
I’Oxaliplatine, sont utilisées dans de nombreux cancers. Les sels de platine fonctionnent
comme des alkylants. Ils se lient a ’ADN via leur atome de chlore sur I’azote 7 des guanines.
IIs forment alors des ponts intra ou inter-brins. Ce complexe s’appelle adduit. Ces pontages
bloquent I’ouverture de ’ADN et par conséquent empéchent la réplication, conduisant a
I’apoptose de la cellule. La résistance aux platines est un phénoméne plurifactoriel mais elle
est notamment liée a 1’augmentation de la capacité de réparation de I’ADN dans la cellule.
Deux systéemes sont mis en cause principalement : la réparation par excision de nucléotide
(NER) et la réparation des mésappariements (MMR). L’endonucléase ERCC1-XPF joue un
role clé dans le systeme NER.

Dans notre étude, 1’analyse en sous-groupes sur les patients traités par le protocole
FOLFIRINOX comprenant de 1’Oxaliplatine ne retrouvait pas de résultats significatifs en
termes de tolérance et de survie, probablement lié au nombre insuffisant de patients dans ce

Sous-groupe.

In vitro, il a été montre, dans des lignées cellulaires de cancer des testicules, une déficience
dans le systéme NER, et en particulier une diminution du niveau d’ERCC1-XPF, expliquant
la grande sensibilité aux sels de platine dans ce cancer (29). Dans des lignées cellulaires de
cancer des ovaires, avec une résistance intrinseque au Cisplatine, I’inhibition par un ARN

anti-sens d’ERCC1 entrainait une augmentation de la sensibilité au Cisplatine (30).
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Une étude rétrospective a été realisee sur 761 tumeurs provenant de patients opérés d’un
cancer du poumon non a petites cellules ayant recu ou non une chimiothérapie adjuvante a
base de sels de platine. Un bénéfice des sels de platine était associé a 1’absence d’ERCCI1
(analysé en immunohistochimie). La chimiothérapie adjuvante, en comparaison avec
I’observation, prolongeait la survie chez les patients ERCC1-négatif mais pas chez les patients
ERCC1-positif (31).

Dans une étude de 2005 (32) sur 91 patients avec un cancer colo-rectal, sur le SNP ERCC1-
rs11615 (C118T), le profil homozygote T/T était significativement associé a une meilleure
réponse au FOLFOX par rapport aux génotypes C/T et C/C (p = 0,018). En comparaison,
aucune différence significative n’a été mise en évidence entre les différents génotypes chez

les patients traités par 5-FU seul ou FOLFIRI.

Dans 1’étude francaise de Boige et al. en 2010, sur 350 patients, portant sur le role des
polymorphismes constitutionnels sur D’efficacité et la toxicité des chimiothérapies dans le
cancer colo-rectal, les porteurs de 1’allele C sur ERCC1-rs3212948 (ERCC1-1VS3+74G, sur
le brin transcrit) avaient un meilleur taux de réponse au FOLFOX en 2°™ ligne par rapport
aux patients homozygotes G/G (33). A contrario, dans notre étude, les patients homozygotes
G/G et les patients hétérozygotes G/C avaient une meilleure survie globale métastatique par

rapport aux patients homozygotes C/C.

En 2017, une méta-analyse regroupait les travaux qui évaluaient la valeur prédictive de SNPs
des geénes de réparation de I’ADN sur I’efficacité des chimiothérapies a base de sels de
platine, chez des patients atteints de cancer du poumon non a petites cellules. Cette étude
incluait les SNPs ERCC1 rs11615 et rs3212948. Le SNP rs11615 semblait associé a
I’efficacité des sels de platine (34).

Le variant rs11615 a déja été étudié dans le cancer du pancréas, au cours d’une étude
rétrospective italienne (35). 1l était en faveur d’une survie globale plus courte : la médiane de
survie globale chez les patients T/T (homozygotes sur ’allele référence) était de 13,3 mois

versus 11,8 mois dans le groupe de patients C/C et C/T ; p = 0,044.

L’expression d’ERCCI1 a été étudiee comme facteur prédictif de la réponse au FOLFIRINOX
dans les cancers du pancréas métastatiques chez 71 patients, il était montré une meilleure SSP
(11 mois versus 4 mois ; HR 0,26; 1Cos9% [0,14 — 0,5] ; p < 0.0001) et SG (16 mois versus 8
mois ; HR 0,23; 1Cos% [0,12 — 0,46] ; p < 0.0001) chez les patients avec un taux d’ERCCI1
normal versus ceux avec une hyper-expression d’ERCC1 (36).
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4, Facteur prédictif de réponse a la radiothérapie

Plusieurs études ont montré que des SNPs de ERCC1 ou D’expression phénotypique
d’ERCCI, étaient corrélés a la réponse a la radio-chimiothérapie dans plusieurs cancers
comme le cancer du poumon, de 1’cesophage ou les cancers ORL (37-40), et plus récemment
dans les cancers du rectum (22,41). Huang et al. ont montré qu’une forte expression de la
protéine ERCC1 était un facteur prédictif d’une faible réponse a la radio-chimiothérapie
préopératoire avec du FOLFOX-4 chez des patients avec un cancer du rectum (OR 9,307;
ICos0 [2,721 — 32,457] ; p < 0,0001). Dans notre étude, seulement 4 patients ont été traités
par radio-chimiothérapie, ils étaient tous G/G pour le SNP ERCC1-rs3212948, la médiane de
survie globale métastatique de ces patients était de 28 mois [9 mois — 38 mois].

5. Facteur pronostique
D’un point de vue pronostique, dans 1’étude d’Olaussen et al., sur les 761 tumeurs du
poumon, parmi les patients non traités par chimiothérapie, les patients avec des tumeurs
ERCCl1-positives avaient une meilleure survie que les patients avec des tumeurs ERCC1-
négatives (31).

6. Toxicité
Dans 1’étude sur le cancer du pancréas de Giovanetti et al. (35), aucune corrélation entre
toxicité et génotype n’était mise en évidence. Une étude de 2016 sur 141 cancers du poumon
non a petites cellules, concluait que les patients avec 1’allele T (allele de référence) du

rs11615 avaient un risque plus élevé de toxicité liée a la chimiothérapie a base de platine (42).

B. Les transporteurs : la famille des SLC (Solute Carrier)

1. SLCO (Solute Carrier Organic Anion) ou OATP (Organic Anion
Transporting Polypeptides)
Ces transporteurs sont exprimés dans de nombreux tissus, ils permettent le transport d’anions
organiques dans les cellules. Ils transportent des endo et xénobiotiques, comme les hormones

ou les agents anti-cancéreux.

SLCO4A1 (rs3787537) : ce transporteur est impliqué notamment dans le transport du sucre,
des acides biliaires, des acides organiques et des cestrogénes. L’expression d’OATP-A est
restreinte a certains tissus contrairement a 1’expression ubiquitaire d’OATP-D ou E. Cette

protéine est exprimée dans le cerveau, le foie et la prostate mais également dans les cellules
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cancéreuses de 1’adénocarcinome du colon (43). L expression de SLCO4A1 a été étudiée chez
84 patients avec un cancer colo-rectal (44), ou il était surexprimé (en immunohistochimie)
chez 32% des patients. Une forte expression de SLCO4A1 semblait associée a une moins
bonne survie : le taux de survie a 5 ans chez les patients avec une forte ou faible expression de
SLCO4A1 était respectivement de 39,3% et 58,9% (p = 0,025). De plus, SLCO4A1 joue un
role dans le cancer colorectal dans la prolifération cellulaire, la migration, 1’invasion et la

carcinogénese.

Dans notre étude 1’alléle T était un facteur protecteur vis-a-vis de la toxicité digestive.

2. SLC ou OCT (Organic Cation Transporters)

Ces transporteurs permettent le transport de cations organiques.

SLC19A1 (rs1051266) : ce transporteur joue un role dans le maintien des concentrations de
folates intracellulaires. Ce SNP est surtout décrit dans les études de pharmacogénétiques du
méthotrexate. Dans notre étude, étre homozygote T/T semblait étre lié a plus de toxicité
hématologique. Une étude de 2016 de Pérez-Ramirez (42) retrouvait les mémes résultats sur
141 patients traités par des sels de platine pour un cancer des poumons non a petites cellules ;
les patients porteurs du génotype rs1051266-T/T avaient un risque plus élevé de toxicité
gastro-intestinale (dans 1’article, les auteurs décrivaient le génotype A/A qui correspondait au
brin transcrit, mais nous 1’avons transposé au brin codant pour plus de compréhension, donc
T/T). Les mémes auteurs ont plus récemment publié, sur la méme cohorte, que les patients
rs1051266-T/T présentaient un plus haut risque de progression (45) par rapport aux patients
C/IC et C/T; p=0,013; HR1,74; 1Cos%[1,12 - 2,68.] Mais il n’existait aucune preuve
scientifique de I’effet de ce SNP sur I’expression ou I’activité des protéines. Dans I’étude de
Huang et al., le génotype C/C (rs1051266-G/G dans I’article, sur le brin transcrit) était associé
a une réponse plus rapide a la chimiothérapie a base d’Irinotecan dans les cancers du cdlon
métastatiques, sur 120 patients, en comparaison aux patients porteurs de I’allele T (OR 3,5;
1Cos0 [1,27 - 9,80] ; p = 0,013) (46).
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SLC28A3 (rs7867504) : également appelé hCNT3 (human Concentrative Nucleoside
Transporter 3), est un transporteur intracellulaire impliqué dans le métabolisme de la
Gemcitabine (Figure 5), dont la molécule active est la dFdCTP (2’-2’-difluorodeoxycytidine
triphosphate). La saturation de ce transporteur lors de 1’augmentation de dose de la
Gemcitabine peut conduire a la diminution de la production intracellulaire de dFACTP.
L’étude de pharmacogénétique de Khatri A. (47) a montré une association entre le
rs7867504-C/C et I’augmentation de la formation du dFdCTP. Dans 1’étude de Lee Sy. et al.,
sur 85 patientes avec un cancer du sein traitées par Gemcitabine et Paclitaxel, le SNP
rs7867504 était associé a la survie globale: les homozygotes sur 1’allele C et les
hétérozygotes avaient une meilleure survie globale que les homozygotes sur I’alléle T : CC +
CT versus TT : 37 mois versus 21 mois de SG; p = 0.027 ; HR 2,6 ; 1Ces% [1,1 — 6,3] (48).
Dans notre étude, nous avons montré que I’alléle C augmentait le risque de toxicité. A
contrario, dans 1’é¢tude de Tanaka et al. (49) sur 149 patients avec un cancer du pancréas
localement avancé, traités par Gemcitabine, le rs7867504 n’était pas associé a la réponse au

traitement, a la survie ou a la toxicité.

Gemcitabine

hCNT1 Cell membrane

hCNT2
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Figure 5 : métabolisme de la Gemcitabine.

hCNT1 = SLC28A1 ; hCNT3 = SLC28A3 ; dFdCTP = 2’-2 -difluorodeoxycytidine
triphosphate; CDA = Cytidine déaminase
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SLC28A1 (rs8187755 et rs3803390) : egalement appelé hCNT1 (human Concentrative
Nucleoside Transporter 1) est un transporteur jouant le méme réle que le SLC28A3 en
permettant a la Gemcitabine, molécule hydrophile, de rentrer dans la cellule (Figure 5). Dans
notre population globale, I’all¢le variant T du SNP rs8187755 était significativement associé a
un facteur de risque de toxicité hématologique, ce variant reste trés rare dans la population
générale. De ce fait, I’analyse en sous-groupes de ce SNP uniquement sur les 165 patients
traités par Gemcitabine n’était pas significative devant le faible effectif de patients
hétérozygotes A/T traités par Gemcitabine (2 patients). Dans la littérature, ce SNP est trés peu
décrit, probablement lié a sa fréquence tres faible, ne nous permettant pas de comparer nos

résultats a d’autres études.

Le SNP rs3803390 n’était pas significatif en population globale mais I’était en analyse de
sous-groupes sur les 165 patients traités par Gemcitabine. En effet, 1’alléle T était un facteur
protecteur vis-a-vis de la toxicité digestive. Dans 1I’étude de Soo et al. sur des patients avec un
cancer du poumon, un autre SNP, le polymorphisme SLC28A1+1561 G>A, était associé a
une augmentation de la toxicité hématologique, le mécanisme évoqué était une augmentation
de I’influx intracellulaire de Gemcitabine dans les progéniteurs de la moélle osseuse (50,51).
Le SNP rs3803390 a été étudié dans une étude coréenne en 2012 (52) chez 102 patients traités
par Gemcitabine pour un cancer du pancréas mais aucune association statistiquement
significative n’a été mise en évidence en termes de réponse a la chimiothérapie ou de survie

globale.

C. Les enzymes de phase |

1. Les cytochromes
Les cytochromes sont des enzymes de phase |, ayant des propriétés oxydoréductrices. Les
cytochromes P450 constituent une superfamille de 57 genes codant pour des enzymes avec
une activité mono-oxygénase, qui jouent un réle dans de nombreuses réactions impliquées
dans le métabolisme des drogues et dans la synthese du cholestérol, des acides gras, des

stéroides et des autres lipides. lls jouent un réle dans la phase | du métabolisme des drogues.

CYP4F2 (rs2074900) : ce cytochrome fait partie de la superfamille des cytochromes P450.
Dans la littérature, Wang C. et al ont étudié la corrélation entre les génotypes et la réponse a
I’Erlotinib dans le cancer du poumon non a petites cellules (53), sur 60 patients. L’allele

majeur G du SNP rs2074900 était significativement associé a une meilleure réponse a
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I’Erlotinib. Dans notre étude, nous avons mis en évidence que 1’alléle mineur A était a risque

de toxicité hématologique.

CYP4F8 (rs4646523) : cette protéine fait également partie de la superfamille des
cytochromes P450. Elle est principalement présente dans les vésicules séminales. Sa
constitution en acides aminés est tres proche de celle du CYP4F2. Des SNPs du géne CYP4F8
sont associés a la réponse a la Gemcitabine dans une étude in vitro sur une lignee cellulaire et
en GWAS (Genome-Wide Association Study) (54). Dans notre étude, I’allele T était

protectrice vis-a-vis de la toxicité.

CYP19A1 (rs4646): Cette enzyme joue un rdle important dans le métabolisme des
cestrogénes. Dans notre étude, [I’allele A était protecteur vis-a-vis de la toxicité
hématologique, dans le sous-groupe des patients traités par chimiothérapie a base de 5-FU (N
= 247). Ce SNP est principalement décrit dans les cancers du sein traités par
hormonothérapie. L’étude de Shao et al. retrouvait un génotype homozygote A/A associé a
une meilleure réponse a I’hormonothérapie chez les femmes pré-ménopausées, et a contrario,
ce méme génotype était associé a une moins bonne réponse au traitement chez les femmes
ménopausée (55). Dans le cancer colo-rectal, un autre SNP de ce gene (CYP19A1-rs2236722)
a été étudié et les patients porteurs de 1’alléle mineur G semblaient présenter une moins bonne

réponse au traitement par 5-FU (56).

2. FMO
FMO4 (rs2223477) : I’enzyme de phase | flavin containing dimethylaniline monooxygenase
4 a un role d’oxydation de xénobiotiques. Dans notre étude, I’alléle A était associé a un plus
haut risque de toxicité hématologique. Le géne FMO4 a été étudié comme marqueur
pronostique de progression des lésions pré-néoplasiques du col de 1’utérus, en effet son
expression diminuait progressivement avec l’augmentation de malignité des lésions pré-

néoplasiques étudiées (57).

55



D. Les enzymes de phase Il

UGT2B7 (rs7662029) : L’UDP-Glucuronosyltransferase-2B7 est une enzyme impliquée dans
la conjugaison et 1’élimination de xénobiotiques potentiellement toxiques. Dans notre étude,
I’allele G était un facteur de risque de toxicité digestive par rapport aux patients homozygotes
A/A. Dans un article récent sur 158 femmes avec un cancer du sein, pour le SNP UGT2B7-
rs7662029, le génotype A/A était statistiquement associé a une protection vis-a-vis des
neuropathies liées aux taxanes dans le cancer du sein (p = 0,02) (58).

E. Les enzymes impliquées dans I"élimination des drogues

CDA (rs602946) : La cytidine déaminase est une enzyme impliquée dans I’inactivation
d’environ 90% de la Gemcitabine, en la transformant en 2°2’difluorodeoxyuridine (dFdU)
(Figure 5). Si le déficit en CDA semblait associé a plus de toxicités, il semblerait aussi que
les patients ultra-métaboliseurs aient une moins bonne réponse au traitement (59,60). Dans
I’étude préliminaire, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre I’activité enzymatique
de la CDA et la survenue de toxicité ou la survie. Mais le statut était disponible seulement
pour 21 patients sur 93 au total, et seulement 2 étaient déficitaires. Nous n’avions pas les
informations sur le statut enzymatique des patients de Prodige 35 et 37. Dans la littérature, les
relations entre génotype et phénotype restent difficiles a établir, avec des données

contradictoires (60).

Le SNP le plus étudié dans la littérature est le rs2072671 (CDA79A>C), mais les résultats sur
son effet sur la survie sont tres hétérogenes, voire contradictoires. Dans une méta-analyse de
13 études, soit 1500 patients, 1’alléle mineur C était associé a une augmentation du risque de
leucopénies de grade > 3 et de neutropénies sévéres, chez les patients traités par Gemcitabine,
quel que soit le cancer, avec respectivement OR 2,99 ; 1Cgs% [1,357 - 6,605] et OR 1,3 ; ICos0
[0,157 - 10,981] (14). Dans notre étude, ce SNP ne sortait pas significatif sur la toxicité
hématologique (p = 0,4358) mais il était évalué sur I’ensemble des chimiothérapies alors que
seulement 52% des patients avaient un traitement a base de Gemcitabine. Le polymorphisme
CDA-rs602946 n’est pas rapporté dans ClinVar, la fréquence de 1’alléle mineur est trés rare
(0,009 d’apérs GnomAD). Dans notre étude, étre hétérozygote semblait étre protecteur vis-a-
vis de la toxicité digestive mais nous n’avions pas d’information sur une relation entre le

génotype et I’activité enzymatique CDA.
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DPYD (rs3918290) : Le 5-FU est inactive a plus de 80 % dans le foie par cette enzyme, la
dihydro-pyrimidine déshydrogénase. Le SNP rs3918290 était decrit parmi les 10 SNPs du
DPYD étudiés dans 1’étude de pharmacogénétique réalisée sur les patients de I’étude italienne
TOSCA, traités par FOLFOX ou XELOX pour des cancers colorectaux en adjuvant. Les
auteurs décrivaient une association entre les effets indésirables liés au 5-FU et I’all¢le variant
(T sur le brin codant / A sur le brin transcrit) du SNP rs3918290 (61). Une méta-analyse de
2013 confirmait que I’allele variant T du DPYD-rs3918290 était un facteur de risque de
toxicité de grade > 3 (toxicité hématologique, diarrhée, mucite) (62). Une étude sur 2886
patients avec un cancer du colon stade Il traités par chimiothérapie adjuvante a base de 5FU,
confirmait I’association entre les effets indésirables de grade > 3 et I’all¢le variant du
rs3918290, OR 15,21 ; I1Ces% [4,54 — 50,9] ; p < 0,01 (63). Dans notre étude, les 6 patients
hétérozygotes T/C sur ce SNP avaient présenté des toxicités hématologiques de grade > 2 ; p
= 0,0183. Parmi ces 6 patients, 5 étaient traités par une chimiothérapie a base de 5-FU ; p =
0,0245. Nos résultats allaient donc dans le méme sens que les données de la littérature, cela

constituait une validation externe de notre étude.

F. Autres genes

C8orf34 (Rs1517114) : Cette protéine joue un role dans la régulation et I’expression des
génes en se liant a I’ADN. Alors que dans notre étude 1’alléle G était un facteur de risque de
toxicité digestive, une étude de pharmacogénétique asiatique de 2013 sur une centaine de
patients avec des cancers du poumon non a petites cellules retrouvaient 1’alléle C associé a
une augmentation de la sévérité de la toxicité digestive par rapport a ’allele G ; p = 0,035
(64).
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VI. Conclusion

Cette étude de pharmacogénétique sur 317 échantillons d’ADN de patients avec un cancer du
pancréas metastatique a mis en eévidence des biomarqueurs de la toxicité et de I’efficacité des
chimiothérapies utilisées dans le cancer du pancréas, sur des polymorphismes constitutionnels
de génes codant pour des enzymes impliquées dans le métabolisme des drogues, pour des
transporteurs ou des protéines de réparation de I’ADN. Au total, 11 SNPs étaient associés a la
toxicité de la chimiothérapie (sur les genes ERCC1, SLCO4Al, SLC19A1, SLC28A3,
SLC28A1, CYP4F2, CYP4F8, FMO4, UGT2B7, DPYD, CDA) et un SNP (sur le géne

ERCC1) était associé a la survie globale métastatique.

Dans la littérature, il existe un grand nombre d’études de pharmacogénétique, mais les
résultats sont trés hétérogenes et souvent discordants. Cela s’explique par plusieurs raisons :
des effectifs de patients insuffisants, des polychimiothérapies hétérogenes, des études
rétrospectives pour la plupart, des études sur des ethnies différentes avec des fréquences
alléliques variables. De nombreuses associations ont été identifiées entre les polymorphismes
et les réponses aux traitements, la caractérisation systématique de certains est recommandée
par la FDA avant traitement. Mais les techniques de pharmacogénétique ne sont pas du
domaine de la routine pour les cliniciens, probablement du fait du manque de robustesse des
différentes études.

Sur le plan clinique, on pourrait envisager en pratique courante, un séquencage ciblé selon
une approche Sanger ou NGS, ou un génotypage par PCR (Polymerase Chain Reaction)
différentielle de ces 11 SNPs, chez les patients atteints du cancer du pancréas métastatique,
afin d’adapter le traitement au patient, en proposant donc une premiere approche
personnalisée du traitement de ce cancer. Il semble nécessaire de développer des outils pour
évaluer les nombreux panels de biomarqueurs pharmacogénétiques de la littérature et les
adapter a la pratique clinique. Un travail multidisciplinaire entre cliniciens, généticiens,

chercheurs et bio-informaticiens est indispensable.
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VII.  ABREVIATIONS

5-FU : 5-Fluorouracile

ADK : Adénocarcinome

ADME : Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion
ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide Ribonucléique

ASCO : American Society of Clinical Oncology

CDA : Cytidine Deaminase

CRB : Centre de Ressources Biologiques

CYP 450 : Cytochrome P 450

dFACTP : 2°-2’-Difluorodeoxycytidine Triphosphate

dFdU : 2°2’Difluorodeoxyuridine

DMET™ : Drug Metabolism Enzymes and Transporters
DPYD : Dihydro-pyrimidine déshydrogénase

ERCCL1 : Excision Repair Cross-Complementation group 1
FDA : Food & Drug Administration

FFCD : Fédération Francophone de Cancérologie Digestive
FMOA4: Flavin Containing Dimethylaniline Monooxygenase 4
GWAS : Genome-Wide Association Study

HAS : Haute Autorité de Santé

hCNT : Human Concentrative Nucleoside Transporter

HR : Hazard Ratio

HS : High Sensitivity

ICos% : Intervalle de confiance & 95%
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LD : Linkage disequilibrium = Déséquilibre de liaison

MAF: Minor Allele Frequency = Fréquence de 1’all¢le mineur

MMR : Mismatch Repair = Réparation des mésappariements

NER : Nucleotide Excision Repair = Systéme de réparation de I’ADN par excision de

nucleotide

NGS : Next Generation Sequencing = Séquencage haut debit
OATP : Organic Anion Transporting Polypeptides
OCT: Organic Cation Transporters

OR : Odds Ratio

ORL : Oto-rhino-laryngologie

PCR : Polymerase Chain Reaction

RFCL1 : Reduced Folate Carrier protein 1

ROS : Reactive Oxygen Species

SGm : Survie Globale Métastatique

SLC : Solute Carrier

SLCO : Solute Carrier Organic Anion

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

SSPm : Survie Sans Progression Métastatique

TD : Toxicité Digestive

TH : Toxicité Hématologique

UGT : UridineDiPhosphate Glucuronosyltransferase

XPF : Xeroderma Pigmentosum Complementation group F
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Annexe 1 : Liste des genes et des SNPs étudiés

Chromosome | Géne SNP

chrl CDA rs1048977
chrl CDA rs10916824
chrl CDA rs2072671
chrl CDA rs4655226
chrl CDA rs532545
chrl CDA rs602946
chrl CDA rs602950
chrl CDA rs60369023
chrl CDA rs818202
chrl DPYD rs3918290
chrl DPYD rs55886062
chrl DPYD rs67376798
chrl FMO2 rs2020861
chrl FMO3 rs2066534
chrl FMO3 rs2266782
chrl FMOG6P rs1736565
chrl GSTM3 rs7483

chrl MTHFR rs1801131
chrl MTHFR rs1801133
chrl MTHFR rs45590836
chrl MTHFR rs2274976
chrl SLC16A1 rs12727968
chrl TOP1P1 rs2223477
chr10 CHST3 rs1871450
chrl0 CHST3 rs4148944
chr10 CHST3 rs4148945
chrl0 CHST3 rs4148946
chr10 CHST3 rs4148949
chrl0 CHST3 rs4148951
chr10 CHST3 rs7072219
chrl0 CHST3 rs731027
chr10 CYP17A1 rs743572
chrl0 CYP26A1 rs2229104
chr10 CYP26A1 rs4418728
chrl10 MATI1A rs9285726
chrll ABCC8 rs757110
chrll GSTP1 rs1695
chrll MIR100 rs1834306
chrll RRM1 rs1042927
chrll RRM1 rs183484
chrll RRM1 rs2284449

Chromosome | Géne SNP

chril RRM1 rs720106
chrll RRM1 rs9937
chril SLC22A11 rs1783811
chrll SLC22A8 rs2276299
chril SLC29A2 rs8187644
chrll SLC29A2 rs8187645
chril SLC29A2 rs8187647
chrll SLC29A2 rs8187649
chril SLC29A2 rs8187659
chrll SLC29A2 rs8187661
chr12 SLCO1A2 rs7957203
chrl2 SLCO1B1 rs2291075
chrl2 SLCO1B1 rs2306283
chrl3 ABCC4 rs2274405
chrl3 ABCC4 rs2274406
chrl3 ATP7B rs2277448
chri4 LINC02299 | rs737209
chri4 SLC7A7 rs1805059
chri4 SLC7A7 rs2281677
chrl5 CYP19A1 rs4646
chrl5 SLC28A1 rs17215892
chrl5 SLC28A1 rs17215934
chrl5 SLC28A1 rs17215968
chrl5 SLC28A1 rs17222267
chrl5 SLC28A1 rs17222274
chrl5 SLC28A1 rs17222302
chrl5 SLC28A1 rs17222379
chrl5 SLC28A1 rs17222386
chrl5 SLC28A1 rs17222421
chrl5 SLC28A1 rs17222428
chrl5 SLC28A1 rs2242046
chrl5 SLC28A1 rs2242048
chrl5 SLC28A1 rs2277577
chrl5 SLC28A1 rs2290272
chrl5 SLC28A1 rs2305367
chr15 SLC28A1 rs3803390
chrl5 SLC28A1 rs45523532
chrl5 SLC28A1 rs45584739
chrl5 SLC28A1 rs72547519
chrl5 SLC28A1 rs72547520
chrl5 SLC28A1 rs8025045




Chromosome | Géne SNP

chrl5 SLC28A1 rs8042415
chrl5 SLC28A1 rs8187737
chrl5 SLC28A1 rs8187751
chrl5 SLC28A1 rs8187755
chrl5 SLC28A1 rs8187758
chrl5 SLC28A1 rs8187779
chrl5 SLC28A2 rs10519020
chr15 SLC28A2 rs1060896
chrl5 SLC28A2 rs17215633
chrl5 SLC28A2 rs17222036
chrl5 SLC28A2 rs2271437
chrl5 SLC28A2 rs8023604
chrl5 SLC28A2 rs9635306
chrl5 SLCO3A1 rs2190748
chrl5 SLCO3A1 rs2283458
chrl5 SLCO3A1 rs960440
chrl6 NQO1 rs1800566
chrl6 SULT1A2 rs11859842
chrl6 VKORC1 rs17708472
chrl6 VKORC1 rs2359612
chrl?7 PGAP3 rs2952151
chrl7 TP53 rs1042522
chrl8 ENOSF1 rs151264360
chr19 CHST8 rs1064349
chr19 CYP2A6 rs4803381
chr19 CYP2A7 rs3869579
chr19 CYP2B6 rs2279344
chrl9 CYP2B6 rs3211371
chr19 CYP2F1 rs305968
chr19 CYP4F11 rs2305801
chr19 CYP4F11 rs8104361
chr19 CYP4F2 rs2074900
chr19 CYP4F2 rs2108622
chr19 CYP4AF8 rs4646523
chrl9 ERCC1 rs11615
chrl9 ERCC1 rs3212948
chrl9 SULT2B1 rs2302948
chr2 ABCB11 rs2287622
chr2 CHST10 rs1530030
chr2 CHST10 rs1530031
chr2 CHST10 rs3748930

Chromosome | Géne SNP

chr2 CHST10 rs3828193
chr2 CYP1B1 rs1056836
chr2 CYP1B1 rs1056837
chr2 HNMT rs1050891
chr2 SULT1C4 rs1402467
chr2 SULT1C4 rs4149430
chr2 UGT1A1 rs72551340
chr2 UGT1A1 rs72551342
chr2 UGT1A1 rs4148323
chr2 UGT1A1 rs56059937
chr2 UGT1A1 rs72551341
chr2 UGT1A1l rs72551343
chr2 UGT1A1 rs35350960
chr2 UGT1A1l rs72551344
chr2 UGT1A1 rs72551345
chr2 UGT1A1 rs62625011
chr2 UGT1A1 rs72551348
chr2 UGT1A1 rs72551349
chr2 UGT1A1 rs72551350
chr2 UGT1A1 rs72551351
chr2 UGT1A1 rs55750087
chr2 UGT1A1 rs72551352
chr2 UGT1A1 rs72551353
chr2 UGT1A1 rs72551354
chr2 UGT1A1 rs72551355
chr2 UGT1A1 rs72551357
chr2 UGT1A1 rs28900406
chr2 UGT1A1 rs72551361
chr2 UGT1A1 rs1042709
chr2 UGT1A1 rs10929303
chr2 UGT1A1 rs1042640
chr2 UGT1A1 rs8330

chr2 UGT1A10 | rs10929302
chr2 UGT1A10 rs1976391
chr2 UGT1A10 rs3755319
chr2 UGT1A10 | rs4124874
chr2 UGT1A10 rs8175347
chr2 UGT1A10 | rs887829
chr20 SLCO4A1 rs3787537
chr21 ABCG1 rs1044317
chr21 ABCG1 rs225440
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Chromosome | Géne SNP

chré SLC29A1 rs186556
chré SLC29A1 rs324148
chré SLC29A1 rs3778504
chré SLC29A1 rs45458701
chré SLC29A1 rs45573936
chré SLC29A1 rs70914
chré SLC29A1 rs731780
chré SLC29A1 rs747199
chré SLC29A1 rs760370
chré SLC29A1 rs8187630
chré SLC29A1 rs8187633
chré SLC29A1 rs8187637
chré SLC29A1 rs8187640
chré SLC29A1 rs8187642
chré SLC29A1 rs9394992
chr7 ABCB4 rs4148823
chr7 PON3 rs11770903
chr7 PON3 rs13226149
chr7 PON3 rs2072200
chr7 SEMA3C rs7779029
chr8 C8orf34 rs1517114
chr8 CYP11B1 rs5303
chr8 CYP7A1 rs13251066
chr8 CYP7A1 rs8192879
chr8 NAT2 rs1041983
chr9 SLC28A3 rs7867504

Chromosome | Géne SNP

chr21 CBR3 rs2835286
chr21 SLC19A1 rs1051266
chr22 CYP2D6 rs1058164
chr22 CYP2D6 rs1080983
chr22 CYP2D6 rs1080985
chr22 CYP2D6 rs1135840
chr22 CYP2D6 rs16947
chr3 CHST13 rs1873397
chr3 CHST13 rs6783962
chr3 CYP8B1 rs6771233
chr3 PPARG rs9833097
chr3 UMPS rs1801019
chr4 DCK rs4643786
chr4 DCK rs4694362
chr4 DCK rs66472932
chr4 DCK rs66878317
chr4 DCK rs67437265
chrd DCTD rs12507552
chr4 DCTD rs35932500
chrd LOC100507053 rs12512110
chr4 LOC100507053 | rs1826909
chr4 LOC100507053 | rs2602836
chr4 LOC100507053 | rs6811453
chr4 SULT1B1 rs11731028
chr4 SULT1E1 rs1881668
chr4 UGT2B15 rs1902023
chr4 UGT2B15 rs3100
chr4 UGT2B15 rs4148269
chr4 UGT2B7 rs7662029
chr5 SLC22A4 rs272879
chr5 SLC22A5 rs274558
chré GSTA1l rs4715332
chré GSTA1 rs4715333
chré GSTA4 rs13197674
chré SLC22A1 rs628031
chré SLC22A1 rs683369
chré SLC22A2 rs316003
chré SLC22A2 rs624249
chré SLC22A3 rs2292334
chré SLC25A27 rs9381468
chré SLC29A1 rs14623

68




Annexe 2 : Liste des génes étudiés, selon leur fonction

Enzymes de phase | :

CBR3, CYP11B1, CYP17A1, CYP19A1, CYP1B1,

CYP26A1, CYP2A6, CYP2A7, CYP2B6, CYP2D6,

CYP2F1, CYPAF11, CYP4F2, CYPAFS8, CYP7A1,

CYP8B1, DPYD, FMO2, FMO3, FMO4, FMOG6P,
PON3

Transporteurs :

ABCB11, ABCB4, ABCC4, ABCC8, ABCG1,
ATP7B, DCTP, PGAP3, SLC16A1, SLC19A1,
SLC22A1, SLC22A11, SLC22A2, SLC22A3,
SLC22A4, SLC22A5, SLC22A8, SLC25A27,
SLC28A1, SLC28A2, SLC28A3, SLC29A1,
SLC29A2, SLC7A7, SLCO1A2, SLCO1B1,

Enzymes de phaselll :

CHST10, CHST13, CHST3, CHSTS8, GSTAL,
GSTA4, GSTM3, GSTP1, HNMT, NAT2, NQO1,
SULT1A2, SULT1B1, SULT1C4, SULT1E1,
SULT2B1, UGT1A1, UGT1A10, UGT2B15,
UGT2B7

Autres :

CDA, C8orf34, DCK, ENOSF1, ERCC1, MAT1A,
MIR100HG, MTHFR, PPARG, RRM1, SEMA3C,
TP53, UMPS, VKORC1
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