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INTRODUCTION

En 2017, d’apres I'Institut National du Cancer (INCa), plus de 320 000 personnes ont été
traitées par chimiothérapie en France. Qu’elles soient conventionnelles ou de plus en plus
ciblées et complexes, elles sont souvent trés couteuses, ont un index thérapeutique étroit et
sont parfois responsables d’une toxicité importante. La réponse aux anticancéreux est
variable entre les patients. Elle dépend de nombreux parametres liés ou non a l'individu :
I'alimentation, I'age, le sexe, les pathologies associées, les co-médications, I’environnement,
la génétique ... L'individualisation thérapeutique est donc un enjeu important dans ce
domaine afin d’optimiser la prise en charge a tous points de vue : efficacité, toxicité, colt. La
pharmacogénétique est une approche de personnalisation du traitement qui connait un
développement important actuellement. Elle étudie I'influence des variations génétiques de
I'individu impliquées dans la réponse au médicament. Cette discipline se présente comme un
outil de prise de décision clinique afin d’optimiser I'efficacité thérapeutique et de réduire le
risque d’effet indésirable. Grace a l'identification et la caractérisation des polymorphismes
génétiques, il est possible d’anticiper une réponse a un traitement ou de prévenir un échec

thérapeutique.

Dans ce travail de thése, nous nous focaliserons sur I'étude de 5 anticancéreux pour lesquels
la recherche de variants génétiques a été documentée dans la littérature. Il s’agit du 5-
fluorouracile et son analogue la capécitabine, des thiopurines (azathioprine et 6-
mercaptopurine), de l'irinotécan, du méthotrexate et du tamoxiféne. Aprés un rappel sur les
bases de la pharmacogénétique, I'objectif est de décrire les examens de pharmacogénétique
qui peuvent permettre d’améliorer |'efficacité et/ou de diminuer la toxicité des traitements

anticancéreux.
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1. LA PHARMACOGENETIQUE DANS LE DOMAINE DE L’ONCOLOGIE

1.1. QU’EST-CE QUE LA PHARMACOGENETIQUE ?

1.1.1. Rappels de biologie moléculaire

Un individu est caractérisé par son génome qui représente I'ensemble de son matériel
génétique codé dans son acide désoxyribonucléique (ADN). Le génome humain est composé
de 46 chromosomes : 22 paires d’autosomes et 1 paire de chromosomes sexuels (X et Y).
Chaque chromosome est constitué d’'une double hélice d’ADN formée de séquences de
nucléotides. Le nucléotide est formé de 3 unités : une base azotée, un groupement phosphate
et un pentose (désoxyribose). Il existe 4 nucléotides qui se différencient par leur base
nucléique :
- Les purines :
o A:désoxyadénosine 5 monphosphate (dAAMP)
o G :désoxyguanosine 5’monophosphate (dGMP)
- Les pyrimidines :
o T:désoxythymidine 5’monphosphate (dTMP)
o C:désoxycytosine 5 monphosphate (dCMP)
Elles ont la particularité de s’unir deux a deux par complémentarité formant ainsi des paires
de base a I'origine du code génétique (A avec T et C avec G) comme cela est représenté sur la

figure 1 (1) :

FIGURE 1:
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Le géne est un segment d’ADN codant pour une protéine. Il peut étre responsable d’'un
caractére ou commander des fonctions moléculaires (tissus, cellules, organisme). Il se réplique
et peut étre transcrit en acide ribonucléique messager (ARNm) qui sera lui-méme traduit en
protéine. Les protéines sont les effecteurs qui portent les fonctions biologiques
(développement, différenciation, métabolisme). Les génes sont formés d’une alternance de

régions codantes (exons) et non codantes (introns) (2).

Chromosome

|

Locus (e.g., 15925) ‘

| E Int :ene Inti E |
] ] o
R P K CE LR EEL

DNA |

Transcription and translation

N oo —

Protein

FIGURE 2 : ORGANISATION MOLECULAIRE DU GENE

Comme le montre la figure 2, les génes commencent et se terminent toujours par un exon. Le
premier et dernier exon renferment une séquence non traduite mais transcrite dans ’ARN :
la séquence UTR (untranslated region) qui porte des séquences signal. |l existe également des
séquences régulatrices de génes :

- Un promoteur, composé de quelques centaines de nucléotides. Il est situé en amont du
géne au niveau de I'extrémité 5. Il est reconnu par I’ARN polymérase qui va s’y fixer et
déterminer le début et I'orientation de la transcription. Ce promoteur permet d’induire ou
de diminuer la transcription d’un gene.

- Un opéron, qui agit sous le contréle du promoteur pour lancer la transcription.

- Lesilencer qui est un inhibiteur, situé entre le promoteur et le gene de structure, permet
de ralentir ou d’arréter la transcription.

- L’enhancer qui est un activateur de la transcription (trans-activateur), il agit a distance et

peut se trouver en amont ou en aval du géne de structure.
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Il est important de noter que tous les génes ne codent pas pour des protéines. Certains sont
transcrits en ARN particuliers qui ne seront pas traduits (ARN ribosomiques, ARN de transfert,

microARN, etc.).

1.1.2. Histoire de la pharmacogénétique

Pour certains spécialistes, il est possible de remonter a 510 avant JC. En effet, Pythagore
évoquait déja le fait que « ce qui peut étre nourriture pour certains peut étre poison violent
pour d’autres » a propos du favisme (déficit en glucose-6-phosphatedéshydrogénase ou
G6PD). Il découvre ainsi que chez certains individus la consommation de féves provoque une

anémie hémolytique (3) (4).

La théorie de I’évolution de Darwin en 1858 décrit la sélection naturelle. Elle s’appuie sur le
fait que I'apparition spontanée de nouvelles variations dans les caractéres transmis rendent
I'organisme plus compétitif dans la lutte pour la survie. L’'observation de I'’environnement des
espéces reste cependant une limite qui n’explique pas |'origine de ces variations et leur

transmission.

Les prémices de la génétique apparaissent en 1865 avec Johann Gregor Mendel. Il découvre
que les caracteres individuels sont déterminés par des « facteurs » distincts hérités des
parents. Grace a I'étude de la génétique des pois il découvrira que chaque caractére peut
présenter deux formes différentes et leur expression est liée a un facteur dominant par

rapport a I'autre (qualifié de récessif).

En 1909 le botaniste Wilhelm Johannsen invente le terme de « géne » et congoit que
I’ensemble de I'organisme participe a I'hérédité. Il propose les termes de « génotype » et de
« phénotype » en 1912. A cette époque le phénotype est une réalité concrete alors que le

génotype semble totalement abstrait.

Entre 1880 et 1920, Thomas Hunt Morgan en travaillant sur une drosophile décrit la théorie

de I'hérédité chromosomique (Prix Nobel 1933). La transmission du caractére « couleur des

yeux » ne s’effectue pas selon les lois de Mendel et semble en relation avec le sexe. A partir
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de cette découverte, il y a une évolution du concept de « géne », qui devient un élément situé

sur un chromosome qui sera responsable d’un caractere.

En 1914, le médecin Archibald Garrod travaille sur I’alcaptonurie (ou maladie de I'urine noire).
Suite a ses observations, il affirme que des enzymes détoxifient les xénobiotiques afin qu’ils
puissent étre éliminés sans danger. Il observe ainsi que les personnes traitées par du sulfonal
(hypnotique utilisé vers la fin du 19°™e siécle) ayant un déficit enzymatique sont plus a risque
de développer un effet secondaire grave (comme la porphyrie). Il est le premier a établir le
lien entre un géne et une enzyme mais aussi entre une maladie humaine et les lois de Mendel
sur I’hérédité. Il proposera plus tard le terme « d’individualité chimique ». Le concept selon
lequel les variantes génétiques provoquent des altérations du métabolisme des médicaments

est donc né (5).

En 1918, Marshall et ses collegues rapportent que les populations noires sont plus résistantes
gue les caucasiens aux gaz moutarde. En 1929, ces découvertes sur les différences de réponse
a des xénobiotiques seront étoffées par d’autres études sur la réponse a la cocaine, a
I'euphtalmine, a I'éphédrine et a I'atropine. L'auteur commence a établir un lien entre I'origine

ethnique et la réponse aux xénobiotiques.

Dans les années 1950, des études révolutionnaires sur l'isoniazide (4) et la primaquine
mettent en lumiére la relation entre la réponse au traitement et le patrimoine génétique d’un
individu. Cela coincide en 1953 avec la découverte de la double hélice d’ADN par Watson et

Cricks.

En 1959, Friedrich Vogel définit le terme « pharmacogénétique » comme I'étude des bases
héréditaires de la variabilité des effets des médicaments. Le premier livre sur le sujet,
« Pharmacogenetics Heredity and the Responses to Drugs » de W.Kalow, a été publié en 1962.
A la fin des années 1970, un lien fut établi entre le CYP2D6 et la débrisoquine (1977), suivi par
les premiers articles scientifiques sur la thiopurine S-méthyltranférase (TPMT) et

I’azathioprine en 1980 (6).
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Le séquencgage de I’ADN en 1977 par les méthodes de Sanger et de Gilbert permettra
I'identification de polymorphismes impliqués dans la réponse aux médicaments des 1980. La
découverte de la réaction de polymérisation en chaine (PCR) par Mullis en 1986 permettra de
compléter les méthodes de génotypage. Le projet génome humain commencera en 1988 et

s’achevera en 2003 avec le séquencage complet de ’ADN du génome humain.

1.1.3. Définitions

1.1.3.1. Génotype et phénotype

Le génotype est I'ensemble des variants génétiques portés par un individu. Il fait référence a
la constitution des genes sur le plan moléculaire. Le phénotype représente I'ensemble des
caractéristiques observables et résulte de la variation génotypique ainsi que de son

interaction avec I'’environnement. C’'est I’expression clinique des genes.

Chaque individu hérite de deux copies de la plupart des genes, une de chaque parent. Il

possede deux versions alléliques d’un méme géne qui déterminent son génotype :

- Si les deux alléles portés par les chromosomes sont identiques, I'individu est qualifié
d’homozygote.

- Siles deux alleles sont différents, I'individu est hétérozygote.

Les alleles d’'un méme gene peuvent s’influencer par une relation de dominance et de
récessivité.

- Un allele dominant présent dans le génotype sera exprimé et visible dans le phénotype.

- Un allele récessif présent dans le génotype ne sera pas exprimé ni visible dans le

phénotype si I'autre est dominant.

1.1.3.2. Polymorphisme génétique

En comparant les séquences génomiques entre les individus, 99,9% de ressemblances sont
observées. Les différences s’expliquent au niveau moléculaire par certaines mutations et
altérations du génome qui sont a 'origine de I'existence de variants de genes. Ces variants

génétiques sont sources de diversité entre les individus (7).
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Il est important de distinguer les termes mutation et polymorphisme :

- Une mutation génétique est rare car elle survient chez moins de 1% de la population. Elle
aura des effets déléteres et souvent pathogenes.

- Un polymorphisme génétique est une variation pouvant étre retrouvée chez plus de 1%

de la population et n’est pas obligatoirement pathologique.

Il existe différentes modifications de la séquence d’ADN a I’origine de polymorphismes (2).

1.1.3.2.1. Les Single Nucleotide Polymorphism ou « SNP »

Les SNP correspondent a la substitution d’un nucléotide par un autre (figure 3). lls
représentent 90% des variations génétiques (8). On dénombre plus de 10 millions de SNP pour
3 milliards de paires de base. Il faut distinguer les transitions (remplacement d’une base
pyrimidigue ou purique par une autre base de méme nature) et les transversions

(remplacement d’une base purique par une base pyrimidique, ou inversement).

Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
Substitution of one DNA unit (a nucleotide) for another at a particular site (here, a C replaces an A found in wild-type triplet 1); the changed sequence of
the triplet results in an altered amino acid in the protein product.

%\/@
|LTJ“L<.=J“MHLGJ <l @Hm i @HL?J U L@JH@ Ul m|

1 l l l |
poen -+~ DL TG >

FIGURE 3 : LE POLYMORPHISME « SNP »

1.1.3.2.2. Les Copy Number Variations ou « CNV »

Les CNV correspondent a une insertion ou une délétion de bases (2). Elles peuvent impliquer
une seule base (comme c’est le cas sur la figure 4) ou des centaines de milliers de nucléotides.
Ces délétions ou insertions vont entrainer un décalage du cadre de lecture au niveau des
séquences codantes. Cela donnera lieu a I'apparition d’'un codon Stop prématuré et a

I'aboutissement d’une protéine incomplete, souvent non fonctionnelle. Dans certains cas plus
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rares la protéine codée présentera une délétion ou une insertion d’un ou plusieurs acides

aminés, avec des conséquences fonctionnelles variables (9).

Insertion
Intrusion of an additional DNA unit or units into the gene sequence (here, a C between the T and A in wild-type triplet 1); this may change
not only the sequence of the triplet in which it occurs, but of all subsequent triplets, producing alterations in many amino acids of the protein

product. /%
IHEFH“M g lEJ”lsJ A LTJHE;J g L*J”lCJ 9 HI A

l l l l l
Protein - - - — Pt Pt o~ P P----

Deletion
Excision of a DNA unit or units (here, an A from wild-type triplet 1); this may change all subsequent triplets and the corresponding amino acids
of the protein product.

8
R EL L

Lo L L
Protein - --— Pt = < < )----

FIGURE 4 : LE POLYMORPHISME « CNV »

Le schéma du haut (figure 4) illustre une insertion et le schéma du bas une délétion

nucléotidique.

1.1.3.2.3. Les polymorphismes de répétition

Les polymorphismes de répétition sont des séquences répétées en tandem de nombreuses
fois, a partir de motifs de longueur variable (figure5). Ces séquences sont nommées

différemment selon leur taille : les microsatellites, minisatellites, satellites ou mégasatellites

2).
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Tandem Repeats
Addition of multiple copies of a DNA triplet (here, TAT), end-to-end; each new triplet can add one more copy of the amino acid it encodes to the
protein product; the resulting elongated protein product may function differently than that produced by the gene’s wild-type variant.
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FIGURE 5 : LE POLYMORPHISME DE REPETITION

Certaines de ces variations génétiques, le plus souvent des SNP, n’auront pas d’effet sur le
phénotype. D’autres vont affecter I'expression et/ou la fonction des protéines codées par le
géne et ainsi avoir une influence sur un ensemble de caractéres individuels : apparence

physique, groupe sanguin, prédispositions a certaines maladies, réponse aux médicaments....

1.1.3.3. Pharmacogénomique et pharmacogénétique

Selon I’Académie de Médecine (10), la pharmacogénomique étudie I'effet des médicaments

sur le génome humain. La pharmacogénétique est une branche de la pharmacogénomique.

Elle a pour objet I'étude de l'influence des variations de génes (patrimoine génétique du

patient) impliqués dans la réponse au médicament (efficacité/toxicité). Elle vise a établir un

lien entre un polymorphisme et I'effet d’'un xénobiotique. Les modifications peuvent survenir
sur des génes ayant une influence sur la pharmacocinétique (PK) ou la pharmacodynamie (PD)
du médicament :

- Cela peut étre des genes qui codent pour différentes protéines, enzymes et transporteurs,
qui interviennent dans les étapes d’absorption, de distribution, de métabolisation et
d’élimination (ADME) des médicaments. Cela joue un role dans le devenir du médicament
dans I'organisme (pharmacocinétique). La majorité des variations étudiées concernent le
métabolisme des médicaments. C’est le cas de la superfamille des cytochromes P 450
(CYP450) responsables de 80% des réactions d’oxydation de phase | du métabolisme. A ce
jour, il existe de nombreuses isoformes et plus de 60 genes identifiés. Le polymorphisme
le plus étudié est le cytochrome P 450 2D6 (CYP2D6) qui posséde de nombreux substrats
et dont le nombre de variants est loin d’étre négligeable. Enfin, nous pouvons également
citer comme exemple le géne DPD qui code pour I'enzyme DPD (dihydropyrimidine

deshydrogenase) responsable de I'élimination de la capécitabine ou du 5-fluorouracile.
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Certains polymorphismes du gene DPD sont responsables d’'une accumulation du
médicament engendrant un risque accru de toxicité (11).

- Il peut également s’agir des génes qui codent pour des protéines impliquées directement
(récepteurs, protéine de transduction du signal) ou indirectement (transporteurs d’efflux)
dans la réponse clinique au médicament (pharmacodynamie). C’'est le cas par exemple
des modifications génétiques entrainant une surexpression de la glycoprotéine P (protéine

d’efflux P-gp) codée par le géne ABCB1 empéchant le médicament de se lier a sa cible.

Dans le cas des médicaments anticancéreux, la réponse peut étre influencée par I’ADN ou ARN
tumoral. En effet il peut y avoir un échappement thérapeutique en cas de mutation de ce
dernier. C'est le cas notamment en cas de mutation de c-ABL, ce qui provoque une résistance
a I'imatinib (12). De méme, il existe des mutations dans le cas des cancers du sein : quand le
récepteur des oestrogénes associé ou non a celui de la progestérone est mis en évidence il
pourra étre proposé un traitement anti-hormonal comme le tamoxifene. Dans le cas de
I’expression de l'oncogéne Her-2/neu, le traitement par I'Herceptin® (trastuzumab), un

anticorps dirigé contre cet oncogéne peut étre envisagé (13).
Il est important de souligner que la pharmacogénétique n’est pas concernée par I'étude du

génome tumoral. Par conséquent les variations de réponses liées a la génétique de la tumeur

ne seront pas étudiées dans cette thése.

1.1.4. Objectifs de la PGx

La réponse aux médicaments dépend de facteurs endogenes (tels que I'age, le sexe, la
grossesse, l'insuffisance rénale ou hépatique, I'inflammation, les maladies, la génétique,
I’appartenance ethnique ...) mais aussi exogenes (comme I'alimentation, le tabac, I'alcool,
I’environnement, les xénobiotiques, ...). Elle peut étre extrémement variable dans le temps et

d’un individu a I'autre.

Comme nous I'avons vu précédemment il est possible grace a la pharmacogénétique de faire

le lien entre le génotype, le phénotype et les effets cliniques (figure 6) (14).
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FIGURE 6 : LIEN ENTRE LE GENOTYPE ET LE PHENOTYPE

Dans le 1¢" cas, le patient présente une mutation inactivatrice sur les 2 génes (homozygote)
impliqués dans le métabolisme du médicament. La diminution du métabolisme conduit a
une accumulation du médicament dans I'organisme a 'origine de la majoration du risque
de toxicité chez le patient.

Dans le 2" cas, le patient présente une mutation inactivatrice sur 1 seul géne
(hétérozygote). Le médicament est métabolisé normalement. Sa concentration est dans la
zone des concentrations thérapeutiques garantissant efficacité thérapeutique.

Dans le 3™ cas, le patient ne présente aucune mutation inactivatrice (homozygote).
Comme les genes sont actifs le médicament va étre métabolisé et éliminé plus

rapidement. Il en résulte un risque d’inefficacité chez le patient.
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- Dans le 4°™ cas, le patient présente 2 génes actifs et un géne actif supplémentaire. Le
médicament va &tre métabolisé et éliminé encore plus rapidement que dans le 3°™¢ cas.

Sa concentration sera quasiment nulle, ce qui explique une non-réponse thérapeutique.

Notons que ce schéma ne concerne que les médicaments qui ne sont pas des prodrogues,
c’est-a-dire qui ne sont pas activés secondairement a leur métabolisme. Dans le cas des
prodrogues, la métabolisation produira le métabolite actif. Par exemple, chez un métaboliseur
rapide, la prodrogue sera trés vite métabolisée en composé actif et pourra étre a I'origine
d’une toxicité plus importante. En outre, il semble nécessaire de souligner le fait qu’il existe

également des cas ou I'étape de métabolisation abouti a la formation de composés toxiques.

La pharmacogénétique va ainsi permettre :

- D’identifier les patients non répondeurs a certaines thérapies, pour lesquels le traitement
serait tout simplement une perte de temps et donc de chance de réussite.

- D’adapter les posologies des médicaments afin d’en prévenir la toxicité et éviter les effets

secondaires.

La pharmacogénétique apparait donc comme un outil d’individualisation thérapeutique
permettant d’optimiser les traitements médicamenteux en termes de sécurité d’emploi et
d’efficacité. Pour ce faire, tout I'enjeu est de mettre au point des tests pharmacogénétiques
simples et de faire des études permettant d’évaluer I'impact réel du SNP identifié sur la

réponse aux médicaments.

1.1.5. Domaines d’application

La pharmacogénétique permet a la fois une approche prospective et rétrospective. Dans le

thérapeutique ou I'arrivée d’un effet secondaire suite a la prise d’'un médicament. Dans cette

optique, la pharmacogénétique permet un apport a la pharmacovigilance (16).
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La pharmacogénétique présente un intérét majeur pour les médicaments dont l'index
thérapeutique est étroit ou encore pour ceux dont la réponse clinique est difficile a évaluer
rapidement (17). Cest le cas dans le domaine de [I'oncologie et Cc’est
pourquoi I'individualisation du traitement est particulierement importante. L’azathioprine
(AZA) en est I'exemple le plus ancien avec la thiopurine S-méthyltranférase (TPMT). Dans ce
domaine, il est possible de citer d’autres exemples de couples médicaments/génes
fréquemment étudiés tel que le 5-fluorouracile (5-FU) et la dihydropyrimidine
deshydrogenase (DPD), I'irinotécan (IRT) et I'uridine diphosphate glucuronosyltransférase 1A1
(UGT1A1), le méthotrexate (MTX) et la méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR) ou
encore le tamoxiféne (TMF) et le cytochrome P450 2D6 (CYP2D6).

Au cours de cette thése, nous développerons uniquement l'intérét de I'utilisation des tests
pharmacogénétiques dans le domaine de I'oncologie. Néanmoins, il existe d’autres exemples
d’applications :

- Pour les médicaments dont la réponse clinique est difficile a évaluer rapidement tels que
les immunosuppresseurs (18) : Tacrolimus (CYP3A4, CYP3AS5), Azathioprine (TPMT), Acide
mycophénolique (UGT 1A9), Ciclosporine (ABCB1, CYP3A4)

- Pour certains médicaments utilisés en cardiologie (19) : Warfarine et AVK (VKORC1, CYP
2C9), Clopidogrel (CYP2C19), Simvastatine (géne SLCO1B1).

- Pour les médicaments prescrits en psychiatrie et neurologie: halopéridol et
antidépresseurs sérotoninergiques (CYP2D6), et les antiépileptiques principalement (20)
(21) (22).

- La pharmacogénétique est également présente dans le domaine de I'infectiologie. C’est le
cas en virologie, le génotype HLA-B*5701 semble associé a une hypersensibilité a
I’abacavir (23).

- Enfin dans le traitement de la douleur, nous pouvons citer les dérivés
morphiniques (codéine, tramadol, morphine) et la méthadone métabolisés par le CYP2D6

(24) (25).

Il semblerait toutefois que les applications cliniques soient encore limitées en France (26).
Plusieurs explications peuvent étre proposées pour expliquer cette utilisation restreinte. La

premiére est le fait que I'effet ne soit pas linéaire entre les polymorphismes génétiques et le
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phénotype : I'dge, I'épigénétique, ou encore la prise d’autres traitements auront une
influence. La 2" limite est le manque de connaissances et de formation en génétique
moléculaire afin de prescrire et d’interpréter les tests PGx. Le 3°™e frein a la diffusion des tests
PGx est I'évolution constante de la nomenclature des SNP. De nouveaux variants sont
découverts constamment et le nombre de génes est exorbitant. Trop nombreux a mémoriser
en I'état actuel, cela complique la prise de décision médicale. Enfin, la 4°™¢ et derniére limite
reste le colt du test. La plupart ne sont pas obligatoires et donc non pris en charge par les
organismes de sécurité sociale. En 2017, seuls 22 000 patients ont bénéficié de tests
pharmacogénétiques (27). Cela représente une faible proportion comparée a la population

cible et crée des différences d’acces aux soins.

1.2. IMPACT DE LA PGx DANS LA VARIABILITE DE LA REPONSE AUX

TRAITEMENTS

1.2.1. Pharmacocinétique (PK)

La PK est I'étude du devenir du médicament dans |'organisme. Elle comprend 4
étapes communément appelées A.D.M.E : Absorption (ou résorption), Distribution,

Métabolisation (ou biotransformation), Elimination (figure 7).

R
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Voie orale
L Site d’action M-R
Voie IV
Métabolites |=——= Métabolisme
s
_ M : Médicament

P : Protéine

R : Récepteur

FIGURE 7 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU DEVENIR D’UN MEDICAMENT DANS L’'ORGANISME
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1.2.1.1. Absorption (ou résorption)

La résorption correspond au passage du médicament de son lieu d’administration jusqu’au
compartiment sanguin. Elle concerne toutes les voies d’administration, sauf la voie
intraveineuse. Lors du passage du médicament dans le sang, le passage a travers des
membranes biologiques s’effectue par deux mécanismes principaux :

- La diffusion passive, selon un gradient de concentration. Grace a ses caracteres
physicochimiques (non ionisé, liposoluble) le médicament franchit naturellement la
membrane biologique. C'est le cas le plus fréquent.

- Le transport actif, grace a une protéine transmembranaire qui joue le réle de
transporteur. Ce passage s’effectue contre le gradient de concentration, il demande de

I’énergie (adénosine triphosphate ou ATP) et il est donc sélectif et saturable.

Le transport actif s’effectue par des transporteurs d’influx ou des transporteurs d’efflux (28).
IIs sont présents en grande quantité au niveau des organes et jouent un role de barriere. On
les retrouve par exemple, au niveau des entérocytes, des tubules rénaux, des canaux biliaires,
du placenta ou encore de la barriére hématoencéphalique. Les transporteurs sont représentés

par 2 super familles (Figure 8) :

Transport passif Transport actif
.

Milieu extracellulaire *S .o

Milieu intracellulaire

SLC transporteurs ABC transporteurs
FIGURE 8 : TRANSPORTEURS SLC ET ABC

On retrouve les transporteurs « solute carrier » (SLC) et les transporteurs « ATP-binding
cassette » (ABC) (29). Les transporteurs SLC utilisent le transport passif facilité (composés

hydrophiles) ou un transport actif secondaire, c’est-a-dire couplé a un transport d’ion ou de
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métabolite qui se fait selon un gradient de concentration (antiport ou symport). Les

transporteurs ABC ont une activité ATPase.

Le transporteur d’efflux expulse les substances endogenes et exogenes potentiellement
toxiques hors des cellules et protege ainsi I'organisme. C’est le cas de la glycoprotéine P (P-gp
nommée également ABCB1 ou MDR1). Elle appartient a la superfamille des transporteurs ABC
et a été I'un des premiers transporteurs mis en évidence dans les phénomeénes de résistance
multidrogue (MDR) des cellules cancéreuses. La P-gp montre une grande variabilité
interindividuelle d'expression et de fonction, ceci ayant une influence directe sur la
disponibilité systémique de ses substrats. Cette variabilité est en partie due a un

polymorphisme génétique auquel est soumis le ggéne MDR.

Les transporteurs d’influx facilitent I'entrée des substances dans les cellules. Les

transporteurs SLC en sont les principaux représentants. Il est possible de distinguer :

- Les transporteurs d’anions organiques (OAT) qui transportent les petites molécules.

- Les transporteurs d’anions inorganiques (OATP) localisés au niveau de la membrane
basolatérale des hépatocytes. Ils transportent des anions endogénes (prostaglandine,
urée) et exogénes (antibiotiques, antiviraux, méthotrexate, AINS)

- Les transporteurs de cations inorganiques (OCT).

1.2.1.2. Distribution

La distribution du médicament dans I'organisme permet de transporter le médicament du
compartiment sanguin vers les tissus et les organes cibles. Le volume de distribution (Vg4) est
le parametre PK qui représente le volume fictif dans lequel devrait se distribuer le médicament
pour étre a la méme concentration que celle du plasma. Un volume élevé signifie que le

médicament a une distribution tissulaire importante.

Dans le compartiment sanguin, le médicament peut étre retrouvé sous deux formes : liée ou
libre. Lorsqu’il est lié aux protéines plasmatiques, il est inactif et ne peut pas traverser les
membranes biologiques. Seule la forme libre du médicament est « active » et peut diffuser
dans les tissus. Les médicaments se fixent différemment aux protéines en fonction de leur

liposolubilité. Ainsi, le pourcentage de la forme liée par rapport a la forme libre caractérise le
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médicament et peut varier de 0 a 99%. Notons que le pourcentage de liaison aux protéines
plasmatiques peut étre diminué en cas de compétition avec un autre médicament trés
fortement lié aux protéines plasmatiques ou en cas de pathologies (insuffisance rénale ou

hépatique) ou d’état physiologique (grossesse, age) pouvant moduler leur concentration.

Comme cela a été précédemment décrit dans le paragraphe sur I'absorption, la diffusion dans
les tissus et les organes est le jeu d’une diffusion passive ou d’un transport actif a ces niveaux.
Ce phénomeéne va dépendre de la perméabilité des capillaires, et de I'accessibilité des
différents tissus (ex: barriere hémato-encéphalique). La diffusion du médicament va
également dépendre de la vascularisation des organes et du débit sanguin. Plus un tissu est

vascularisé plus le médicament va pouvoir venir s’y fixer et atteindre sa cible.

1.2.1.3. Métabolisme

La métabolisation permet de transformer les médicaments en métabolites par des processus
enzymatiques. Cette étape permet de favoriser I’élimination du xénobiotique en le rendant
plus hydrosoluble. Elle a lieu principalement dans le foie mais elle peut également avoir lieu
dans les reins, les intestins, les poumons. Elle aboutit le plus souvent a la production de
métabolites inactifs. Toutefois, dans le cas d’administration de prodrogues, les métabolites
seront rendus actifs par cette étape. Cette biotransformation (figure 9) comprend trois

phases : fonctionnalisation (phase 1), conjugaison (phase Il) et expulsion (phase lIl) (14).
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FIGURE 9 : ETAPES DE METABOLISATION

1.2.1.3.1. La phase |

La phase | ou phase de fonctionnalisation est caractérisée par des réactions enzymatiques
d’oxydo-réduction. Ce sont des réactions de modification de la structure d’'un médicament
par I'addition ou bien I"élimination d’un groupement chimique. Les systéemes enzymatiques
concernés sont principalement la superfamille des cytochromes P450. lIs sont situés soit dans
la membrane externe du réticulum endoplasmique, soit dans la membrane interne ou externe
des mitochondries. Il existe un grand nombre d’iso-enzymes du cytochrome P450, classées en
18 familles et 44 sous-familles (30). Le plus important est le CYP3A4 : il catalyse les réactions
du métabolisme de 30% des médicaments (31). La figure 10 représente les différentes

enzymes responsables du métabolisme en fonction de leur importance relative (32).
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FIGURE 10 : ENZYMES DU METABOLISME EN FONCTION DE LEUR IMPORTANCE RELATIVE

Légende : ADH, alcool déshydrogénase ; ALDH, aldéhyde déshydrogénase ; CYP, cytochrome P450 ; DPD,
dihydropyrimidine déshydrogénase ; NQO1, NADPH quinone oxidoreductase ; COMT, catéchol O-
methyltransferase ; GST, glutathion S-transférase ; HMT, histamine méthyltransférase ; NAT, N-
acétyltransférase ; STs, sulfotransférases ; TPMT, thiopurine S-méthyltransférase ; UGTs, uridine 59-
triphosphate glucuronosyltransférases.

1.2.1.3.2. La phase |l

La phase Il ou phase de conjugaison permet de coupler le médicament a un acide organique
dans le but de le rendre plus hydrosoluble. Les enzymes qui responsables ces réactions sont
des transférases qui catalysent le transfert d’un co-substrat spécifique (groupement méthyle,
acétyle, glycine, glutathion, ...). En fonction du groupement transféré, les réactions de
conjugaison portent des noms différents. Les plus répandues sont la glucurono-conjugaison,
la sulfo-conjugaison, I'acétylation, la méthylation, la glycine-conjugaison et la glutathion-

conjugaison.

1.2.1.3.3. La phase Il

La phase Il correspond a I'expulsion du xénobiotique inchangé ou du métabolite (actif ou
inactif). Cette phase de transport a travers la membrane cellulaire est assurée par des

transporteurs ABC et SLC.
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Enfin, il est important de souligner que les médicaments ne passent pas nécessairement par

ces 3 phases. Certains ne sont pas métabolisés et éliminés directement sous forme inchangée.

D’autres ne passent que par les phases | ou Il.

1.2.1.4. Elimination

L’élimination est la sortie du médicament de I'organisme par une voie d’excrétion : rein

(urines), poumons (air expiré), foie (fécale), peau (sudation), ceil (lacrymale), bouche

(salivaire). Cette phase va commencer dés la pénétration du xénobiotique dans I'organisme.

1.2.1.4.1. Elimination rénale

Le rein est le principal organe d’élimination des médicaments. Le néphron est I'unité de

fonctionnelle du rein. Son réle est d’assurer la filtration glomérulaire puis les échanges

tubulaires. L'excrétion urinaire repose sur trois processus :

La filtration glomérulaire qui permet le passage du médicament du sang vers les urines.
Elle dépend du poids moléculaire des médicaments ou des métabolites (leur taille devant
étre inférieure a 50 kDa), de leur fixation aux protéines plasmatiques et du débit de
filtration glomérulaire. La filtration concerne donc avant tout les molécules de petite taille,
chargées électriquement (hydrosolubles) et non liées aux protéines (fraction libre). Il s’agit
d’un transport passif uniqguement ayant pour seule limite des facteurs physiques tels que
les forces de diffusion ou électriques, la pression et la concentration.

La sécrétion tubulaire permet de faire passer certaines molécules dans l'urine par des
systémes de transport actifs. La sécrétion tubulaire implique des transporteurs d’influx
situés au pole basolatéral des cellules tubulaires proximales. lls appartiennent
principalement a la superfamille SLC (OAT1, OAT3, OCT2, OATP4C1). Elle implique
également des transporteurs d’efflux au pole apical tels que MRP2, MRP4, BCRP, MDR1,
MATE1, MATE2K (33).

La réabsorption tubulaire concerne une partie des molécules filtrées. Cette étape permet
le retour du métabolite de l'urine vers le sang. C’est un mécanisme généralement passif
sous I'influence du pH urinaire. Les molécules non ionisées au pH de 5 a 8 sont concernées.

Il est possible que certains médicaments soient réabsorbés par un transport actif. Dans ce
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cas la réabsorption fait appel a des transporteurs d’influx au pole apical (OAT2, OAT4,

URAT1, OATP1A1, PEPT1, OCTN) et d’efflux au péle basal (MRP6) (33).

Le schéma ci-dessous (figure 11) permet de situer les différents transporteurs d’influx et

d’efflux responsables des processus de résorption et de sécrétion tubulaire (34).

Blood Renal epithelial cells Urine
'8 Y
OATP4CHo— gg MATE1/2-K
MRP2/4
OCT2
I i €+ pgP
OAT1— £~ BCRP
&5 OCTN1/2
OAPE%: &> URATI
OAT2 &P PEPT2
&5 OAT4/10
. J
/ N\
Basolateral Apical

FIGURE 11 : PRINCIPAUX TRANSPORTEURS D’INFLUX ET D’EFFLUX DE LA CELLULE TUBULAIRE RENALE.

Légende : BCRP breast cancer resistance protein, BSEP bile salt export pump, MATEs multidrug and toxin
extrusions, MRPs multidrug resistance-associated proteins, NTCP sodium taurocholate co-transporting
polypeptide, OATs organic anion transporters, OATPs organic anion-transporting polypeptides, OCTNs
organic cation and carnitine transporters, OCTs organic cation transporters, PEPTs peptide transporters, and
P-GP P-glycoprotein.

1.2.1.4.2. Elimination hépatique

Le 2™ organe le plus important pour I’élimination est le foie. Le xénobiotique présent dans
le sang va étre capté par les hépatocytes puis étre transformé avant d’étre excrété dans la bile
au moyen de systémes de transports actifs. Le métabolite libéré dans la lumiére intestinale
sera ensuite éliminé par les féeces. Cela concerne principalement les grosses molécules

liposolubles et les métabolites conjugués.

Au niveau de I’hépatocyte (figure 12), les transporteurs situés au pole sinusoidal vont extraire
les médicaments présents dans le sang et ceux du péle canaliculaire vont les excréter dans la

bile (34). Les transporteurs d’influx appartiennent principalement a la superfamille des SLC
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avec pour principaux représentants SLCO1B et 2B (OATP1B et 2B), SLC22A7 (OAT2) et SLC22A1
(OCT1). Les transporteurs d’efflux sont principalement les transporteurs ABC avec ABCB11

(BSEP), ABCC (MRP3, MRP4), ABCG (BCRP) et le transporteur SLC47A2 (MATE1) (33).
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MRP3 <« — MATE1
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Basolateral Apical

FIGURE 12 : PRINCIPAUX TRANSPORTEURS D’'INFLUX ET D’EFFLUX EXPRIMES PAR LES HEPATOCYTES

Dans certains cas, le métabolite conjugué excrété dans la bile peut subir une hydrolyse par les
enzymes de la flore intestinale. Cette déconjugaison va redonner naissance a la molécule
initiale qui a son tour peut étre réabsorbé. Ce cycle, appelé cycle entéro-hépatique, peut étre

répété plusieurs fois et est responsable d’'une augmentation de I'exposition a un médicament.

1.2.2. Pharmacodynamie (PD)

La PD est I'étude de l'effet d’un médicament sur 'organisme. Paul Ehrlich disait: « Les
substances n’agissent pas si elles ne se fixent pas », c’est a dire qu’un médicament pour étre
efficace doit pouvoir se lier a une cible. Il devra y avoir une reconnaissance entre les 2
partenaires (affinité et sélectivité) et une réponse cellulaire responsable d’un effet
thérapeutique. La cible est souvent un récepteur, un transporteur, une enzyme ou le matériel
génétique (ADN ou ARN). L'interaction du médicament avec son site d’action va entrainer une

réponse pharmacologique via des mécanismes de signalisation intracellulaire.
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1.2.2.1. Cibles thérapeutiques des anticancéreux

La figure 13 illustre les 8 capacités distinctives des cancers qui sont: I'autonomie de
croissance, l'insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance, I'éviction de I'apoptose, la
réplication indéfinie, I'induction de I'angiogenése, I'invasion et les métastases, la dérégulation
du métabolisme énergétique cellulaire, I'éviction d’une destruction par le systéme
immunitaire, I'inflammation favorisant les tumeurs et l'instabilité des mutations du génome

(35).
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FIGURE 13 : CAPACITE DISTINCTIVE DES CANCERS ET CIBLES THERAPEUTIQUES

Inhibitors of
VEGF signaling

Ainsi, trés succinctement, les médicaments anticancéreux peuvent étre classés en différentes

catégories par rapport a leur cibles thérapeutiques.

le nom de « chimiothérapies conventionnelles », ce sont les anticancéreux les plus anciens.
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Non spécifiques des cellules cancéreuses elles peuvent étre cytostatiques, antinéoplasiques
ou cytotoxiques. Utilisées en polychimiothérapies, leurs objectifs sont d’agir sur des cibles
différentes pour obtenir une synergie d’effet. La chimiothérapie est administrée sous forme
de cycles (cures) qui permettent de diminuer le nombre de cellules tumorales tout en laissant
aux cellules saines le temps de se régénérer. Concernant leurs mécanismes d’action, les
antimétabolites (exemple: le 5-FU, le méthotrexate) inhibent la synthése des acides
nucléiques en inhibant des enzymes clés ou en jouant le réle de substrat piege. Les agents
alkylants créent des liaisons covalentes avec I’ADN entrainant une inhibition de la réplication
et la transcription. De plus ils induisent la libération de radicaux libres entrainant des cassures
des brins d’ADN. Les agents intercalants (exemple : les anthracyclines) provoquent une
détorsion de la molécule d’ADN. Ainsi les ARN et ADN polymérases ne peuvent plus
progresser, ce qui inhibe la réplication et la transcription. Les agents scindant réalisent de
nombreuses cassures des brins d’ADN en se comportant comme des endonucléases. Les
inhibiteurs des topoisomérases (exemple : I'irinotécan) inhibent la religation en stabilisant le
complexe topoisomérase-ADN. lls interféerent non seulement dans I’élaboration de la

Acu , Mais aussi av ubuline.
molécule d’ADN, mais aussi avec la tubuline

L’hormonothérapie est utilisée dans le traitement des cancers hormonaux-dépendants selon

deux stratégies: [linhibition de la sécrétion d’hormones endogénes ou le blocage d’un

les cestrogénes tels que les antagonistes des récepteurs aux ocestrogenes (exemple: le

tamoxiféne) et les inhibiteurs de I'aromatase.

contre les cellules cancéreuses grace a I'immunothérapie. Parmi les traitements, il existe
I'immunostimulation (vaccins), la thérapie cellulaire (greffes) et I'inhibition des points de

controle du systéme immunitaire (anticorps monoclonaux anti-CTLA4 ou anti-PD1).

Enfin, les thérapies ciblées peuvent étre utilisées. Elles sont spécifiques de la cellule

cancéreuse puisque la cible pharmacologique est exprimée ou surexprimée dans le cancer.
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tumorales. Parmi elles, les inhibiteurs des protéines kinases bloquent la fixation de I'ATP au

niveau du récepteur entrainant le blocage de la transduction du signal secondaire a leur

activation. Les anti-angiogéniques bloquent le récepteur du Vascular Endothelial Growth

Factor, (VEGFR) et empéchent ainsi la prolifération des néo-vaisseaux de la cellule tumorale.
Les anti-EGF-R (récepteurs aux facteurs de croissance épidermique ou Epidermal Growth
factor) peuvent étre bloqués par des anticorps monoclonaux ou par des anticancéreux
interférant avec les voies de signalisation contrélant la prolifération cellulaire. Les inhibiteurs
des PARP (poly-ADP-ribose-polymérase) permettent de supprimer les mécanismes de réponse

cellulaire en cas d’altération de I’ADN. Les inhibiteurs du protéasome vont dégrader les

protéines responsables la régulation du cycle cellulaire.

En cancérologie, I'identification de cibles fait I'objet d’importantes recherches. Les cibles

thérapeutiques que nous venons de présenter dans ce paragraphe ne sont pas exhaustives.

1.2.2.2. Exemple de mutations des cibles

Dans le domaine de la cancérologie, les exemples de polymorphismes modifiant des
parameétres pharmacodynamiques ne relévent pas du domaine de la pharmacogénétique. En
effet, il ne s’agit pas de modifications du patrimoine génétique du patient ayant une influence
sur le devenir du médicament. Ce sujet trés dense relévera surtout du domaine de
I'oncobiologie moléculaire par I'’étude des processus d’échappements thérapeutiques. C'est
la raison pour laquelle, aprés avoir détaillé les différentes cibles, nous allons donner

seulement quelques exemples de mutations de cibles.

1.2.2.2.1. Les récepteurs

Le récepteur est une protéine sur laquelle va venir se fixer un médiateur chimique. Ce dernier
peut étre endogene, c’est a dire sécrété par I'organisme (c’est le cas des hormones ou des
neuromédiateurs), ou exogene lorsqu’il s’agit d’'un médicament (activateur ou inhibiteur). Le
récepteur est capable de reconnaitre et de fixer de facon spécifique un « ligand ». Cette

réponse est réversible et saturable. Le ligand peut étre un agoniste ou un antagoniste :
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- L’agoniste est une molécule capable d’engendrer, par sa liaison a ses récepteurs, une
réponse biologique semblable a celle du médiateur endogéne. Cet agoniste est dit
« entier » lorsqu’il engendre une réponse maximale ou « partiel » lorsque la réponse n’est
pas totale. Il peut aussi étre « inverse » quand il s’"oppose a la liaison du médiateur a son
récepteur et entraine une réponse opposée a celle de I'agoniste.

- L’antagoniste est une molécule dont l'interaction avec le récepteur ne déclenche pas de
réponse biologique et s’oppose a I'effet du médiateur endogene. Le ligand endogéne ne
peut donc plus aller se fixer car le récepteur est bloqué.

Les récepteurs présents au niveau membranaire peuvent étre des récepteurs couplés aux

protéines G (RCP-G), des récepteurs a activité canal ionique, des récepteurs a activité

guanylate cyclase, les récepteurs a activité protéine kinase. lls ont fait I'objet de découvertes
scientifiques importantes au cours de la derniere décennie. Exprimé sur les cellules tumorales
le récepteur tyrosine kinase (RTK) est impliqué dans la régulation des réponses cellulaires
telles que la survie, la prolifération et la mobilité. L'imatinib qui inhibe le RTK Kit codé par

I’oncogene c-Kit est une cible thérapeutique bien connue a ce niveau. Il est également exprimé

sur les cellules endothéliales impliquées dans la vascularisation de la tumeur. Les cibles

thérapeutiques a ce niveau vont inhiber leurs récepteurs le VEGF-R (bevacizumab) et I'EGF-R

(cétuximab)).

Au niveau nucléaire, les récepteurs sont des protéines directement localisées dans le noyau

de la cellule ou provenant du cytosol aprés un passage de la membrane nucléaire. Il peut s’agir

de facteurs de transcription qui se lient a la région promotrice des génes soit pour augmenter
ou pour réprimer la transcription de I’ADN. Leurs ligands doivent étre suffisamment lipophiles
pour pouvoir traverser les membranes plasmiques et nucléaires pour se lier aux récepteurs.

Les ligands peuvent étre des hormones circulantes, de médiateurs synthétisés par la cellule

ou encore des métabolites cytosoliques. Dans le cancer du sein, le tamoxiféne agit comme un

antagoniste au niveau du sein en venant se fixer sur le récepteur aux cestrogenes. Cependant

il possede des effets agonistes au niveau de I'os, de 'endomeétre et sur les lipides sanguins, ce

qui entraine une diminution de la perte osseuse et du taux de LDL cholestérol.

Certaines mutations au niveau du récepteur entrainent une diminution de I'entrée des
molécules anticancéreuses dans la cellule tumorale. L'imatinib, utilisé en 1% intention dans

les leucémies myéloides chronique (LMC), est un exemple d’anticancéreux ou les phénomenes
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de résistances sont devenus un probléme majeur en clinique ces derniéres années. Rappelons
gue la LMC est liée a la translocation chromosomique t (9; 22) (g34; g11) qui donne naissance
a un oncogene de fusion sur les chromosomes 9 et 22. Ce dernier induit la production d’une
protéine tyrosine-kinase BCR-ABL non régulée qui sera responsable d’une myéloprolifération.
L'imatinib se lie de maniére compétitive au site de liaison de I’ATP de la tyrosine kinase BCR-
ABL et empéche ainsi la cascade de signalisation responsable de la prolifération de la cellule
tumorale. Parmi les mécanismes de résistances mis en évidence (12), des mutations
génétiques du gene de fusion BCR-ABL ont été mises en évidence (37) (38) (39). Certaines
mutations entrainent la surexpression de la protéine kinase BCR-ABL, d’autres induisent un
changement de conformation du site de liaison ou perturbent le contact avec le médicament
ce qui entraine une perte de réponse a I'imatinib. L’analyse des mutations du géne de fusion
BCR-ABL permet de déterminer la meilleure stratégie de traitement et d’orienter le choix de
I'ITK & utiliser (40). |l sera alors possible de s’orienter vers des ITK de 2"% génération tels que

le nilotinib, le dasatinib, le bosutinib ou le ponatinib (41).

1.2.2.2.2. Les enzymes

Certains médicaments agissent sur les systémes enzymatiques qui catalysent des réactions
chimiques dans |'organisme. Vingt-cinq pour cent des médicaments actuels sont des
inhibiteurs ou plus rarement des activateurs enzymatiques. Des enzymes interviennent au
niveau des grandes voies métaboliques, comme c’est le cas de la dihydrofolate réductase
(inhibée par le MTX). Il existe également des enzymes impliquées dans le métabolisme des

médiateurs ou encore dans les voies de signalisation intracellulaires.

Nous prendrons comme 1° exemple la voie de signalisation Ras/RAF/MEK/ERK. Elle est
majoritairement impliquée dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la survie, de
I'adhésion, de la mobilité et de la différenciation des cellules. Son activation incontrélée est
un évenement fréquemment retrouvé dans les cellules cancéreuses. Elle est composée de la
protéine Ras et des 3 kinases : RAF, MEK et ERK. Elle va s’activer en réponse a des stimuli
extracellulaires (cytokines, hormones ou facteurs de croissance) et entrainer une cascade de
phosphorylation protéique responsable de la réponse cellulaire. La mutation oncogénique de
la protéine Ras entraine une sur-activation de la voie de signalisation et la surexpression de

facteurs de croissance (42). Trente pour cent des tumeurs présentent une mutation des génes
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Ras (43). Leurs connaissances ainsi que celle des mécanismes de signalisation a permis de
mettre au point des thérapeutiques ciblées. Comme il n’est pas possible actuellement de
bloquer directement la protéine Ras, une des possibilités thérapeutiques est le blocage en

aval avec, par exemple, le sorafénib (inhibiteur de RAF kinase).

Le 2" exemple choisi concerne I'important réseau enzymatique du 5-FU. En cas de
surexpression de I'enzyme DPD, son activité accrue sera responsable d’une augmentation du

catabolisme au 5-FU et plus largement de résistance au 5-FU (44).

Enfin le 3°™ exemple cité sera le réseau enzymatique de I'irinotécan. L’action thérapeutique
de son métabolite, le SN-38 dépend du fonctionnement normal de la topoisomérase I. La
diminution de I'expression du géne TOP1 qui code pour la topoisomérase | entraine un
changement de conformation du site de fixation. Ce changement au niveau du site de liaison
de la topoisomérase | entraine la formation de liaisons non stables entre le SN-38 et le
complexe Topo-ADN. L’effet cytostatique est donc moindre car de cette facon il n’y a plus de

mort cellulaire (45).

1.2.2.2.3. Mécanismes de transport

Les mécanismes de transport font appel a des systémes de pompes ioniques, de canaux
ioniques ou encore de transporteurs ioniques. Des phénoménes de résistances peuvent étre
expliqués par des modifications génétiques au niveau des transporteurs. C’est le cas par
exemple de la surexpression des protéines d’efflux telles que la glycoprotéine P (P-gp) codée
par le géne ABCB1 ou MDR1 (Multidrug Resistance-associated Protein). Le médicament
anticancéreux est de cette fagon rejeté en dehors de la cellule et il ne peut donc pas se lier a

sa cible (46).

1.2.2.3. Particularité du profil génétique de la tumeur

L'analyse et la caractérisation des tumeurs du point de vue des récepteurs, des mutations
présentes ou de la surexpression de protéines a la surface des cellules permet de définir les
marqueurs tumoraux. lIs seront utiles pour le choix du traitement et peuvent étre utilisés pour

prédire |'efficacité et la toxicité d’une molécule (47).
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L'expression et le profil génétique de la tumeur ne seront pas développés dans cette thése.
En effet, nous avons montré, par différents exemples, que la PD des anticancéreux est par
essence liée aux mécanismes d’action exercée sur les cellules tumorales. Par définition, la
pharmacogénétique s’applique aux parameétres génétiques acquis du patient et non pas a des

mutations secondaires comme cela est le cas dans les cancers.

En résumé, nous avons démontré que pharmacogénétique allait étudier les variations de

génes et leurs conséquences au niveau (48) :

- Des protéines impliquées dans la PK (faisant varier les concentrations en médicament au
cours des différentes étapes A, D, M et E)

- Des cibles du médicament, soit la PD (en cas de modification des récepteurs ou des
systemes participant a la réponse cellulaire). Dans ce cas, c’est la sensibilité du patient au

médicament qui est modifiée, malgré des concentrations correctes.

La PGx des médicaments anticancéreux va donc principalement reposer sur I'étude des

parameétres PK.

1.3. IMPORTANCE DE LA MAITRISE DE LA VARIABILITE DE REPONSE EN

ONCOLOGIE

L'index thérapeutique étroit des anticancéreux impligue une adaptation constante des
posologies afin de garantir une bonne efficacité et d’éviter une intoxication. Les
chimiothérapies possédent une toxicité importante, souvent communes a de nombreuses
classes. Il s’agit notamment des toxicités digestives (nausées et vomissements, diarrhées,
constipation), hématologique (myélotoxicité), neurologique (neuropathies périphériques),
cutanéomuqueuse (mucites, alopécie, syndrome main-pieds) et gonadique (stérilité). Elles
peuvent également étre responsables de syndrome de lyse tumorale (hyperuricémie,
hyperkaliémie, augmentation des LDH) ou encore de toxicité d’organes (néphrotoxicité,
cardiotoxicité, hépatotoxicité). Ces effets secondaires potentiellement graves constituent une

perte de chance pour le patient.
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Toutefois, il existe des variabilités inter-individuelles et intra-individuelles importantes en

termes de réponse et de toxicité. Elles s’expliquent par des différences au niveau de la

pharmacocinétique, de la population cible traitée et de I'environnement (figure 14) (49).

e Médicament

physiopathologiques

l Facteurs génétiques
- Age \ o /
),

- Insuffisance rénalg Polymorphismes génétiques
- Insuffisance hépatique - Protéines de transport

D
- Grossesse Q - Enzymes du métabolisme
- Cibles pharmacologiques
Facteurs
environnementaux

- Interactions médicamenteuses

- Tabac REPONSE

- Alcool
o ¢ N ,}
‘T
INEFFICACITE

EFFICACITE
TOXICITE
FIGURE 14 : ORIGINES DE LA VARIABILITE DANS LA REPONSE AUX MEDICAMENTS

Ainsi, les variations inter-individuelles peuvent en partie étre expliquées par :

Des facteurs physiologiques: I'age, la taille, le poids, la surface corporelle, la
polymorbidité.

Des modifications physiologiques pouvant induire une modification de Ia
pharmacocinétique du médicament : fonctions rénales ou hépatiques (élimination),
grossesse (distribution).

L’environnement (alimentation, jus de pamplemousse, tabac, alcool, prise simultanée de

xénobiotiques).

Les variations intra-individuelles sont les changements qui s’opérent chez un individu. Il peut

s’agir d’'une pathologie aigue, de déshydratation, d’un syndrome inflammatoire.
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1.3.1. Critéres actuels d’adaptation des traitements anticancéreux

Classiquement ['efficacité des chimiothérapies est jugée a distance de leur administration.
Parmi les parametres utilisés |'efficacité peut reposer sur des criteres cliniques, tels que I’état
général du patient (score OMS), la présence d’effets secondaires, |'apparition de nouveaux
symptémes pouvant faire suspecter une rechute ou I'apparition de métastases, mais surtout
I'impact sur la qualité de vie. Ce dernier paramétre est principalement utilisé en recherche
clinique avec les notions de « survie » sans progression ou globale. Elle repose aussi sur des
criteres biologiques, tels que le suivi des biomarqueurs tumoraux. Leur étude constitue un
outil précieux pour aboutir a un traitement personnalisé. Utilisés a visée prédictive, ils
permettent de prédire la réponse ou non a une thérapie donnée (50). La combinaison aux
criteres radiologiques et anatomo-pathologiques permet d’évaluer la réponse, la progression
et la stabilité des Iésions tumorales notamment grace au Response Evaluation Criteria In Solid

Tumors (RECIST) (51).
Notons que le calcul des posologies des anticancéreux n’est pas toujours évident en pratique

clinique. Il se base principalement sur des abaques indiquant la dose a administrer en fonction

de la surface corporelle du patient (52).

1.3.2. Autres outils de personnalisation du traitement anticancéreux

1.3.2.1. Exemple du STP

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) consiste a mesurer la concentration sanguine

d’'un médicament. Il peut étre mis en ceuvre pour les médicaments répondant a des criteres

précis :

- Lorsqu’il existe une marge thérapeutique étroite, c’est a dire que les concentrations
toxiques sont proches des concentrations thérapeutiques.

- Lorsqu’il existe une variabilité importante de la PK du médicament. Dans ce cas, les
posologies ne permettent pas de présumer de I'efficacité du traitement.

- Lorsqu’il existe une relation connue entre la concentration sanguine et I'efficacité clinique,
en particulier lorsque la réponse pharmacologique est difficlement mesurable
cliniquement ou biologiquement.

- Lorsqu’il existe une corrélation entre la concentration sanguine et la toxicité.
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La détermination des concentrations résiduelles a I'état d’équilibre, permettra d’adapter les
posologies a chaque patient afin de maximiser I’efficacité thérapeutique tout en minimisant

I'apparition des effets indésirables.

1.3.2.2. Perspectives de la PGx

Lorsqu’il est réalisable, le STP va surtout permettre de documenter une toxicité ou une
inefficacité, de controler I'observance ou 'activité et de comprendre la PK et la PD de chaque
individu. Réalisé a posteriori, lors de I'administration du médicament, il ne permettra pas
d’anticiper la réponse au médicament. En ce sens, la pharmacogénétique s'impose comme un
nouvel outil prédictif de la réponse aux anticancéreux. Elle a pour but de prédire, de décrire
ou de comprendre certains mécanismes d’inefficacité ou de toxicité grace aux examens de
phénotypage et de génotypage. Il sera désormais possible d’adapter les posologies en
fonction des polymorphismes et phénotypes identifiés. La mise en évidence de facteurs de
risque individuels liés a des particularités pharmacogénétiques permettrait une meilleure
prise en charge globale car les examens de pharmacogénétique s’effectuent en amont d’une

prescription d’anticancéreux.
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2. EXAMENS DE PHARMACOGENETIQUE EN ONCOLOGIE

2.1. TECHNIQUES D’ANALYSE

2.1.1. Le génotypage

2.1.1.1. Définition

Le génotypage est I'étude des genes. L'ADN est analysé afin d’identifier directement les
anomalies génétiques et de prédire le phénotype en cas de corrélation. Les méthodes de
génotypage reposent sur l'utilisation de techniques de biologie moléculaire telles que la
technique de réaction de polymérisation en chaine (PCR : Polymerase Chain Reaction) ou le
séquencage. Le génotypage a un intérét diagnostique (en cas de suspicion de phénotype
déficitaire ou ultrarapide par exemple) et un intérét expérimental (pour les phénotypes non
connus). En pratique clinique, le génotypage est la technique la plus utilisée car,
contrairement au phénotype, il n’y a pas d’influence de facteurs confondants (pathologies,
co-administration de traitements). Il est facile a réaliser, permanent mais sa détermination

n’a un intérét que lorsqu’une corrélation entre le génotype et le phénotype a été démontrée.

2.1.1.2.Technigues de génotypage

Il existe deux techniques de génotypage : la Réaction de Polymérsation en chaine (PCR) qui
permet de rechercher une variation précise et le séquencage qui va permettre I'analyse

compléte d’une séquence d’ADN.

2.1.1.2.1. Principe de la Réaction de Polymérisation en Chaine ou « PCR »

La PCR est une méthode permettant d’amplifier une séquence cible d’ADN. C’est une étape
indispensable avant d’identifier un polymorphisme. La principale technique utilisée est la PCR

Tagman® que nous allons détailler ici.

Le mélange réactionnel suivant doit étre préparé avant I'étape d’amplification par PCR :

- Léchantillon d’ADN génomique a amplifier. |l est extrait a partir d’échantillons divers :

sang, frottis buccal, racine de cheveu, ....
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- L’ADN polymérase. Celle utilisée est extraite des bactéries thermophiles (Thermus
aquaticus) : la Taq polymérase. Elle présente la particularité de résister a la chaleur et
d’étre active a de hautes températures.

- Un mélange des 4 désoxyribonucléotides (dNTP) qui entrent dans la polymérisation de
I’ADN.

- Une paire d’oligonucléotides ou « amorces » spécifiques de la séquence d’ADN a amplifier.
Ce sont de courtes séquences d’ADN servant de point de départ a la synthése d’un brin
d’ADN complémentaire. Les amorces vont se fixer sur leurs séquences cibles par

complémentarité aux extrémités 5’ et 3’ du gene.

Le mélange réactionnel ainsi préparé est placé dans un thermocycleur afin d’y subir plusieurs

étapes (figure 15) :

/ — \ ADN double brin )
—
- Amorces
chantillon 1 Dénaturation
d’ADN 95°C
Al ﬂ
@ @ & > Cycle 1
2 Hybridation des amorces = 8 —
dNTP ADN 56-64°C  Amorce 1 s ¢ o & > &
polymérase : & —— Rl T
3 Elongation
72°C
J
3
( 2" amplicons >Cyden
Thermocycleur
J

FIGURE 15 : LES DIFFERENTES ETAPES DE LA PCR

- La dénaturation de I’ADN : I'élévation de la température a 95°C assure la cassure des
liaisons hydrogénes qui va permettre au double brin d’ADN de se dissocier. A cette

température, les enzymes autres que la Taq polymérase seraient dénaturées.
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- L’hybridation : C’est a cette étape que les amorces vont venir se fixer aux brins d’ADN de
maniére spécifique et complémentaire. L’hybridation est réalisée entre et 56°C et 64°C, la
température dépend de la taille et du type d’amorce.

- L’élongation : C'est I'étape de polymérisation des amorces. Elle s’effectue a 72°C. Les
amorces hybridées servent de point de départ a la polymérisation, qui se fait par ajout

successifs de désoxyribonucléotides (ANTP) présents en excés dans le mélange.

La succession des cycles permet une augmentation exponentielle de la quantité d’ADN. La
réaction est réalisée de facon automatique grace a un thermocycleur. Il permet de générer en
moins d’une heure des millions de copies de la séquence cible a partir de tres faibles

concentrations initiales d’ADN (de I'ordre de 10-15 mol/L ou 1 ng/mL) (53).

La PCR quantitative en temps réel, appelée « RT-gPCR » permet de mesurer I'amplification
tout au long de la réaction enzymatique. Plusieurs techniques de mesure de I'amplification
existent. Dans le cas des génotypages, la PCR TagMan® est souvent mise en ceuvre. Le principe
de cette technique est basé sur l'activité 5’ exonucléasique de la Taq polymérase pour
hydrolyser une sonde hybridée a sa séquence cible. Le mélange réactionnel comporte : une
sonde marquée par un fluorochrome VIC® et une sonde marquée par une fluorochrome
FAM™ qui differe de la premiere d’un nucléotide (SNP recherché), ainsi que 2 amorces
spécifiques de la cible pour I"'amplification. Le fluorochrome émetteur ou « reporter » (VIC®
ou FAM™ selon l'allele) est fixé sur I'extrémité 5 de la sonde. Il est inhibé par un second
fluorochrome suppresseur ou « quencher » présent en 3’. Aprés |'étape de dénaturation,
I'amorce marquée VIC® ou FAM™ vient s’hybrider a la séquence complémentaire du brin
d’ADN a amplifier. Le « quencher » est assez proche du « reporter » pour absorber son énergie
de fluorescence. Lors de I'étape de polymérisation de I’ADN, la Taq polymérase coupe la sonde
et libére le fluorochrome « reporter » qui ne sera plus inhibé par le « quencher » et pourra

émettre sa fluorescence (figure 16) (53).
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ADN polymérase
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Un échantillon homozygote pour l'allele 1 engendrera 100% de fluorescence VIC®, un
échantillon homozygote pour I'allele 2 engendrera 100% de fluorescence FAM™, et un

échantillon hétérozygote engendrera une fluorescence VIC® et FAM™ (figure 17).

6.00
rLegend
N © AleleX
500 ® AleeY
Homozygoteg mutés R A Alele Xty
o B NIC
7 ‘0 %(' * Al X Undetermined
< e A -
& *e £ Hétéroozygotes
g 3.00 2 A R
g A
>
3 200
<
="® o™
1.00 5] Homozygotes sauvages
Contréles néthifs
0.00
0.00 040 0.80 1.20 160 200 240 280

Allele X (UGT2B7 GG)

FIGURE 17 : LECTURE DE LA PCR

2.1.1.2.2. Principe du séguencage

Le séquencgage est une méthode permettant de déterminer I'ordre d’enchainement des

nucléotides d’un fragment d’ADN donné (55).
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Le séquencgage de Sanger ou séquencage de 1% génération est la méthode la plus ancienne

et la plus utilisée actuellement dans les laboratoires de diagnostic moléculaire (56). Cette

technique est utilisée pour analyser un seul géne ou un petit groupe de génes. La méthode de

séquencage de Sanger demande I'utilisation d’un tube pour chaque type de base, soit 4 tubes

contenant :

- Le brin d’ADN a séquencer

- Une séquence amorce

- Des nucléotides (ANTP) permettant d’étre ajoutés au brin complémentaire

- LADN polymérase qui va permettre I'élongation et donc la formation d’un brin
complémentaire

- Des didésoxynucléotides (ddNTP) ou « base stop » correspondant a chaque base, et

permettant d’interrompre la polymérisation des chaines.

L'élongation est assurée par une ADN polymérase pour former des brins d’ADN
complémentaires grace a I'ajout de nucléotides (ANTP). Si une base-stop (ddNTP) est insérée,
la synthése du fragment est interrompue. A la fin des cycles, le mélange contient donc des
fragments de tailles différentes (57). Les fragments générés se termineront tous par un
ddNTP, ce qui permet de localiser ce nucléotide sur la séquence. Ces fragments d’ADN obtenus
sont marqués par une sonde radioactive puis séparés selon leur taille grace a une
électrophorese. lIs seront ensuite lus par un photorécepteur. Cette approche est chronophage

et ne permet d’explorer qu’un nombre limité de genes (figure 18).
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FIGURE 18 : METHODE DE SEQUENCAGE SELON SANGER
Source : André C. 2018

Actuellement, des méthodes de séquengage haut débit ou « Next Generation Sequencing »

(NGS) sont de plus en plus utilisées. Elles permettent d’augmenter la capacité d’analyse de

génes (meilleur rendement, plus rentable et plus fiable). Ces nouvelles techniques sont en

effet capables de séquencer simultanément et indépendamment de 80 mégabases (Mb) a 100

gigabases (Gb) d’ADN, soit 10 000 a 100 000 fois plus que les séquenceurs capillaires les plus

performants (56). Il est désormais possible de séquencer non plus un fragment simple d’ADN,
mais un mélange complexe, allant jusqu’a un génome entier (58). En pratique, le séquencage
haut débit comporte 3 étapes schématisées sur la figure 19 (53) :

- La réalisation d’une librairie, qui consiste a produire des copies de courts fragments
d’ADN d’intérét. Il peut s’agir de « capture » (obtenu par hybridation) ou « d’amplicons »
(obtenus par PCR). Pour ce faire, il existe des kits d’enrichissement commerciaux pour
ligaturer les fragments a de courtes séquences universelles (adaptateurs).

- L’amplification clonale de chaque fragment ciblé. Différentes plateformes existent, avec
des techniques différentes : support solide (lllumina®), émulsion sur billes (ePCR).

- Leséquencage paralléle qui permet une détection par différentes méthodes biochimiques

avec, par exemple: le pyroséquencage (figure 5), le séquencage par terminateur
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réversible, le séquencage par ligation. Durant le séquencage I'automate va recueillir des

données physiques en temps réel.

Il 'y aura ensuite une derniere étape d’analyse bio-informatique des données.

ADN polymérase
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L'exploitation des données peut s’avérer problématique avec ces NGS. Il faut réussir a
transformer les signaux informatiques bruts en données biologiques exploitables pour le
clinicien. Cela s’effectue en plusieurs étapes grace a des logiciels spécialisés. Dans un premier
temps, ils vont transformer les signaux bruts en séquences, qui seront alignées sur un génome
de référence afin de leur conférer une localisation génomique. Ensuite, il y aura une recherche
de variants par comparaison avec un génome de référence. La derniére étape consiste a
annoter ces variants. Différents fichiers aux formats différents sont générés pour chacune des

étapes (59).
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2.1.2. Le phénotypage

2.1.2.1. Définition

Le phénotypage est I'identification d’un phénotype, c’est a dire les traits observables chez un
patient. Les méthodes de phénotypage reposent sur une mesure directe de I'activité
enzymatique. Elles sont principalement applicables dans le domaine des polymorphismes

affectant la biodisponibilité des médicaments, et en particulier leur métabolisme.

2.1.2.2.Technigue de phénotypage

Cela consiste a doser un substrat métabolisé par une enzyme spécifique. Le substrat peut étre
un médicament (substrat exogéne) ou un métabolite (substrat endogene). Un échantillon
biologique (urine, sang) est recueilli afin de quantifier le substrat et de son (ou ses)
métabolite(s). Les parametres pharmacocinétiques ou son indice de métabolisation : rapport
[molécule métabolisée / molécule inchangée] sont déterminés. Ce rapport est le reflet de
I'activité enzymatique étudiée. Les résultats obtenus permettent de définir un profil

métabolique individuel pour un patient donné (30).

Il est possible de distinguer le phénotypage isolé et le phénotypage simultané. Dans le 1¢" cas
un substrat test spécifique a une enzyme est administré. Dans le 2" cas, plusieurs substrats
tests spécifiques sont administrés. Cela permet de détecter de maniére simultanée I'activité

enzymatique de multiples enzymes dans un test unique.

Cette technique comporte quelques limites. Tout d’abord l'activité de I'enzyme n’est pas
permanente et peut varier. Cette variation peut étre liée a une co-administration avec
d’autres médicaments ou a une diminution pathologique du métabolisme (comme c’est le cas
chez des patients ayant une fonction hépatique altérée). Il est donc important de renouveler

le test en cas de suspicion de modification du métabolisme (apparition d’une toxicité).

Dans le cas des substrats exogenes, un grand nombre de médicaments peuvent étre
utilisés tels que la caféine (phénotypage du CYP1A2), 'oméprazole (phénotypage du
CYP2C19), le midazolam (phénotypage du CYP3A), le dextrometorphane (phénotypage du

CYP2D6), le losartan, la warfarine ou l'ibuproféene (phénotypage du CYP2C9), .... La survenue
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d’effets secondaires avec ces substrats tests ou leur contre-indication médicale est une
seconde limite a cette technique. En pratique courante, I'utilisation des substrats exogénes

reste tres limitée.

2.2. TESTS PHARMACOGENETIQUES ET RECOMMANDATIONS ASSOCIES EN

ONCOLOGIE

2.2.1. Test pharmacogénétique DPD et fluoropyrimidines

2.2.1.1. Pharmacologie du 5-fluorouracile et de la capécitabine

La capécitabine (Xeloda®) est un médicament anticancéreux de la classe des antimétabolites
analogue de la pyrimidine. Il s’agit du précurseur du 5-fluorouracile (5-FU) (60). Contrairement
au 5-FU, il est administré par voie orale et permet la prise en charge ambulatoire des patients
traités par le fluoropyrimidine. Cette molécule est principalement indiquée dans la prise en
charge des cancers colorectaux, des cancers gastriques et des cancers du sein. Sa posologie
est de 1250 a 2500 mg/m?/jour en fonction du plan de prise et de I'existence d’une

radiothérapie ou d’une chimiothérapie concomitante.

2.2.1.1.1. Pharmacocinétique

Apres avoir été administrée par voie orale, la capécitabine est rapidement absorbée. La
capécitabine et ses métabolites sont peu liés aux protéines plasmatiques. Elle diffuse
rapidement et a une affinité particuliére pour les tissus de la tumeur par rapport aux tissus
sains. Concernant son métabolisme (figure 20) celui-ci a lieu principalement dans le foie (61).

La capécitabine est une prodrogue qui nécessite une métabolisation en 5-FU (62).
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FIGURE 20 : METABOLISME DU 5-FU

Elle sera d’abord métabolisée en 5’désoxy-5-fluoro-cytidine (5’dFCR) par la carboxylestérase

hépatique puis en 5'désoxy-5-fluoro-uridine (5'dFUR) par la cytidine-désaminase (présente

dans le foie ou la tumeur) avant d’étre transformée en 5-FU par la thymidine-phosphorylase

(ThyPase).

Anabolisme : Seule une faible fraction du 5-FU est métabolisée en métabolites actifs. Ces
composés cytotoxiques s’incorporent dans la biosynthése des acides nucléiques et la
perturbent. Il existe 3 voies anaboliques majeures donnant naissance a différents
COMpOoseés :

o Lavoie du 5-fluorodésoxyuridine monophosphate (5-FdUMP)

o Lavoie du 5-FU-triphosphate (5-FUTP)

o Lavoie du FU-monophosphate (5-FAUTP)
Catabolisme: Le 5-FU est trées majoritairement (80-85%) catabolisé par |la

dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) (63). Cette enzyme réduit le 5-FU en 5-

fluorodihydrouracile (5-FUH2) dans les lymphocytes et la plupart des tissus. Au niveau du
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foie, la dihydropyrimidinase, catabolise le 5-FUH2 en acide 5-fluorouréidopropionique (5-
FUPA). Enfin, la B-uréidopropionase, transforme finalement le 5-FUPA en a-fluoro-R-

alanine (FBAL) et en urée (64).

Enfin, la capécitabine et ses métabolites sont éliminés principalement par voie urinaire, a

95,5%.

2.2.1.1.2. Pharmacodynamie

Les 3 métabolites principaux ont une activité antimétabolite (65) :

- Le 5-FdUMP en présence de 6-méthylenetétrahydrofolate se lie a la thymidilate-
synthétase (TS). Il en résulte un blocage de la méthylation de |'uracile en thymine avec
une inhibition de la synthése d'ADN et un arrét de la prolifération cellulaire.

- Le 5-FUTP est incorporé a la place de |'uracile dans les ARNs. Cela génére des erreurs
de lecture du code génétique lors de la synthése de protéines et d'enzymes, mais aussi
la production de coenzymes inefficaces et de ribosomes immatures.

- Le 5-FdUTP est incorporé dans I'ADN et va le fragmenter.

Le 5-FU perturbe la synthése de I’ADN et inhibe la synthése de I'ARN et des protéines. Ainsi la

division et la croissance de la cellule ne sont plus possibles ce qui entraine la mort cellulaire.

2.2.1.2. Intérét du test

Le 5-FU est un médicament prescrit trés fréquemment dans le cas de tumeurs solides. D’aprés
IInstitut National du Cancer (INCa), 155 794 patients ont été traités par une fluoropyrimidine
dans le cadre de leur traitement anticancéreux en France en 2015 (66). C'est environ 80 000

patients exposés par an actuellement (11).

Comme de nombreux cytotoxiques, ses effets secondaires sont importants. Les principaux
effets indésirables rencontrés sont notamment d’ordre gastro-intestinaux (stomatites,
diarrhées, nausées et vomissements) et hématologiques (neutropénie, anémie et
thrombopénie). Il existe également une toxicité cutanée non négligeable (syndrome mains
pieds, dermatite et sécheresse cutanée). Des cas de toxicité hépatique cardiaque et

respiratoire ont été décrits ainsi que des troubles musculo-squelettiques et une grande
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asthénie (11) (68) (63). Le 5-FU injectable et la capécitabine induisent des toxicités séveres (de
grade 3 et 4) chez 10-40 % des patients et des toxicités |étales (de grade 5) chez 0,2-0,8 % des

patients (66).

La clairance d’élimination du 5-FU est sous influence de I'enzyme DPD. Son activité est
extrémement variable. Cette variation interindividuelle s’explique en partie par la génétique.
La protéine DPD est codée par le géne DPD situé sur la centromérique du chromosome 1 au
niveau 1p22. Le géne se compose de 23 exons (950 kb). En cas de polymorphisme génétique,
une diminution de I'activité de I'’enzyme DPD peut étre a I'origine d’un surdosage et d’une
toxicité accrue lors de I'administration d’'une dose standard de 5-FU. Il y a 35 ans, Tuchman
M. avait déja identifié des cas de toxicités séveres et |étales chez des patients déficitaires en
DPD (69). Depuis, la littérature est trés abondante concernant le lien entre le déficit en DPD
et le risque de toxicité sévere associé, en particulier digestive, cutanée et hématologique (70).
Il semblerait que 3 a 5% des caucasiens soient porteur d’'un déficit partiel majeur. La

prévalence du déficit complet serait comprise entre 0,02 et 0,3% (71).

Le seul antidote au surdosage en 5-FU, I'uridine triacetate (Vistogard®) n’agit pas sur la voie
catabolique du DPD. Il agit comme un substrat qui va entrer en compétition avec les
métabolites actifs du 5-FU. Il n’est d’ailleurs disponible que sous ATU, dans le cadre des
surdosages accidentels survenant dans les 96h suivant I'administration d’une dose supra-
thérapeutique de 5-FU. De plus ce médicament n’est pas disponible en France ou en Europe
et demande un délai de 36h pour son acheminement (62). Il est donc primordial d’identifier
tous les patients ayant un risque de toxicité majoré avant de débuter le traitement afin de

pouvoir diminuer la posologie, voire de changer de chimiothérapie anticancéreuse.

2.2.1.3. Recommandations relatives a la réalisation du test

Sur la base des recommandations du Groupe de Pharmacologie Clinique Oncologique (GPCO)
et du réseau national de pharmacogénétique (RNPGx), appuyées par I’ANSM, le dépistage
systématique d’un déficit en DPD est désormais obligatoire avant toute mise en route de
traitement par 5-FU ou sa prodrogue, la capécitabine (72). Depuis 2019, le résumé des
caractéristiques du produit (RCP) du 5-FU précise que la prescription et la délivrance sont

dépendants de I'obtention du résultat du dépistage d'un déficit en DPD (73). Le médecin doit
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mentionner sur la prescription « résultats uracilémie pris en compte » et le pharmacien doit
s’en assurer lors de la dispensation. Pour les patients dont le géne DPD est muté ou dont
I'activité de I'’enzyme est diminuée, une réduction de la dose initiale administrée ainsi qu’une
adaptation posologique en cas de toxicité sont recommandées. Un controle de la
concentration sanguine du 5-FU pourra étre prescrit chez le patient apres l'initiation du
traitement afin de s’assurer que la diminution de posologie n’ait pas un impact sur I'efficacité
du traitement (concentration infra-thérapeutique). En cas risque toxique létal, un changement
de chimiothérapie doit étre envisagé. Cela peut poser un probléme dans certains cancers

(colon, rectum), en I'absence d’alternatives thérapeutiques.

Concernant le génotypage, la recherche de 4 variants est actuellement conseillée pour le

dépistage de déficit en DPYD :

L'allele DPYD*2A (correspondant au polymorphisme ¢.1905+1G>A ou identifiant

rs3918290),

- L'allele DPYD*2A (correspondant au polymorphisme ¢.2846A>T ou identifiant
rs67376798),

- L'allele DPYD*13 (correspondant au polymorphisme ¢1679T>G ou identifiant
rs55886062),

- L’alléle HapB3 (correspondant au polymorphisme c1236G>A ou identifiant rs56038477)

La présence de variants ne signifie pas toujours que le patient développera une toxicité

importante. Le variant dont la fonctionnalité est la mieux établie et qui influence en partie la

réponse au 5-FU est I'allele DPYD*2A (rs3918290). Situé dans un site d’épissage alternatif, il

occasionne une délétion de 165 pb correspondant a I'exon 14.

Le phénotypage est le test obligatoire avant toute délivrance de 5-FU ou de capécitabine.
Certains laboratoires réalisent la mesure directe de I'activité DPD dans les cellules
mononuclées du sang périphérique (lymphocytes et monocytes) par une méthode radio-
enzymatique. Cependant, cette méthode est coliteuse. La méthode la plus pratiquée est une
méthode indirecte qui consiste a mesurer la concentration d’'un substrat endogene de
I'enzyme DPD appelé uracile dans un échantillon sanguin. Il peut éventuellement étre
complété par le dosage de son métabolite le dihydrouracile afin de calculer le rapport

[dihydro-uracile/ uracile plasmatique] (également noté UH2/U).
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Les valeurs seuils de la concentration en uracile sont les suivantes :

- Lorsque l'uracilémie est supérieure ou égale a 150 ng/mlL, il y a un déficit complet en DPD
associé a un risque de toxicité trés sévere aux fluoropyrimidines. Le 5-FU et ses dérivés
sont formellement contre-indiqués.

- Lorsque l'uracilémie est comprise entre 16 ng/mL et 150 ng/mL, il existe un déficit partiel
en DPD associé a un risque accru de toxicité aux fluoropyrimidines. La posologie doit étre
ajustée chez le patient. Il est recommandé de réduire la dose d’anticancéreux de 50% par
rapport a la dose standard. Ensuite, le clinicien pourra adapter cette dose en fonction de
la tolérance ou d’un dosage pharmacocinétique sanguin du 5-FHU et de son métabolite,

le 5-FUH2.

Le choix des valeurs seuils utilisées pour l'interprétation du rapport UH2/U peut varier d’un
laboratoire a I'autre car il existe une hétérogénéité des méthodes analytiques. Dans la
littérature, ces valeurs oscillent entre 0 et 4 (voire 6) en cas de présence d’un déficit. La valeur
permet de statuer sur la profondeur du déficit, qui peut étre partiel, modéré, intermédiaire,
profond ou complet. Lorsque la valeur est supérieure a 6, il y a une absence de déficit, ou un
déficit qualifié de « partiel » si les concentrations en uracile sont inférieures a 100 ng/mL. Il
n’existe donc pas de valeur consensuelle pour ce ratio, mais les experts s’accordent a dire que

les patients déficitaires complets présentent des valeurs extrémes du rapport UH2/U.

2.2.2. Test pharmacogénétique TPMT et thiopurines

2.2.2.1. Pharmacologie des thiopurines

L’azathioprine ou AZA (Imurel®) et son métabolite la 6-mercaptopurine ou 6-MP (Purinéthol®)
sont des antimétabolites immunosuppresseurs de la famille des thiopurines (analogues des
purines). Leur premiére utilisation chez 'homme date de 1962. L’AZA est prescrit dans la
prévention des rejets aigus du greffon mais aussi dans les maladies dysimmunitaires telles que
: les maladies inflammatoires de I'intestin (MICI), la polyarthrite rhumatoide (PR), le lupus
érythémateux disséminé, le plus souvent dans les formes séveres de ces maladies. Le 6-MP
est principalement indiqué dans le traitement des leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) et
des leucémies aigués myéloblastiques (LAM). Les posologies recommandées par le Vidal sont

1 a 3 mg/kg/j pour I'AZA et 2,5 a 5 mg/kg/j pour le 6-MP selon les indications. Lors de
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I'initiation du traitement, il est recommandé d’utiliser une dose comprise entre 2 et 2,5
mg/kg/j pour I’AZA et entre 1 et 1,5 mg/kg/j pour le 6-MP. Cette dose peut étre adaptée en
fonction de la réponse clinico-biologique, de la tolérance et des résultats des dosages sanguins

(74).

2.2.2.1.1. Pharmacocinétique

L’absorption de I'AZA est incompléte (50 a 72%) et variable. Sa distribution est uniforme dans
tous les tissus a I'exception du LCR, dans lequel ses concentrations sont faibles. L’AZA est peu
lié aux protéines plasmatiques (30%). Concernant sa métabolisation ; I’AZA est transformé de
facon non enzymatique en présence de glutathion en 6-MP aprés la perte de son noyau
imidazolé dans le globule rouge. Le 6-MP est transporté vers les cellules et sera au carrefour

de trois voies enzymatiques compétitives (Figure 21) (75):

Azathioprine 6-MP Thioguanine

. HGPRT-1

[ 6MP | oy | TIMP | sy c—)
E TPMT oM
[ Acide 6-thiourique I 6-MMP

FIGURE 21 : METABOLISME DE L’AZA.

Azathioprine

- La voie de I'hypoxanthine—guanine phosphoribosyl transférase 1 (HGPRT-1). Le 6-MP est
transformé en thioinosine monophosphate (TIMP) puis en thioguanine monophosphate
(TGMP) aboutissant a la formation de métabolites actifs (6-TGNs) qui iront s’incorporer a
I’ADN et a I’ARN en tant que fausse base.

- La voie de la xanthine oxydase (XO), qui permet la détoxification de 6-MP intracellulaire

en acide 6-thiourique inactif.
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- La voie de la thiopurine méthyltransférase (TPMT), qui permet la détoxification de 6-MP
intracellulaire en 6-méthyl mercaptopurine (6-MMP) inactif.

La voie de la TPMT permet donc de diminuer la quantité de 6-MP circulante en la transformant

en 6-MMP. Cela a pour conséquence de diminuer la quantité de 6-MP empruntant la voie de

I'HGPRT-1 responsable de I'activité thérapeutique de I'AZA.

L’élimination se fait sous forme urinaire et fécale.

2.2.2.1.2. Pharmacodynamie

Les pseudo-nucléotides (6-TGNs) formés durant la métabolisation inhibent la phosphoribosyl-
pyrophosphate amidotransférase entrainant une inhibition de la synthése de novo des
purines. lls sont également incorporés dans les acides nucléiques, ce qui provoque des
cassures simples brins et un blocage en phases G2-M du cycle cellulaire. La protéine RAC-1
(Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) est la cible des 6-TGNs phosphorylés. Cette
protéine joue un réle dans la stimulation des lymphocytes T-CD28 (76) (figure 22). Sans cette
stimulation, I'apoptose est induite (77). La synthése lymphocytaire étant inhibée, la réponse
immunitaire sera diminuée chez le patient. L’action cytotoxique est principalement exercée
sur les lymphocytes T et, dans une moindre mesure, sur les lymphocytes B et les cellules NK
(Natural Killer). L'AZA inhibe aussi la réponse a des mitogénes et les réactions lymphocytaires

mixtes.
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Pro-apoptotique

FIGURE 22 : MECANISME D'ACTION DE L'AZATHIOPRINE VIA RAC1

2.2.2.2.Intérét du test

L’AZA est un anticancéreux qui a pour principal effet secondaire une toxicité hématologique.
Il existe une myélosuppression dose-dépendante avec une forme précoce et sévere
prédictible par la mesure de 'activité de la TPMT ainsi que des formes tardives imprévisibles.
Dix a trente pour cent des patients ne tolerent pas leur traitement a cause des effets

secondaires pouvant mettre en jeu le pronostic vital (77).

Depuis les années 1980, un facteur génétique responsable de la toxicité hématologique a été
identifié. La TPMT est une enzyme de phase Il qui assure la S-méthylation des cycles
aromatiques et des hétérocycles sulfhydriles des thiopurines afin de les rendre inactifs. C'est
une enzyme cytoplasmique de 34 Kpb qui est composée de 254 acides aminés. Elle est
présente dans de nombreux tissus et notamment dans le cceur, les cellules sanguines, le

placenta, l'intestin. Le géne codant pour cette enzyme est localisé sur le chromosome 6g22.3
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et est composé de 10 exons. Actuellement 37 polymorphismes ont été identifiés. Il s’agit pour
la plupart de SNP. L’alléle sauvage (non muté) présent chez 92 a 98% des patients est nommé
TPMT*1. Le TMPT*1 est associé au phénotype « métaboliseur rapide » et a une concentration
intra-érythrocytaire en 6-TGNs plus faible.

Les variants les plus étudiés sont (29) (figure 23). :

TPMT*2 (identifiant rs1800462, correspondant au polymorphisme ¢.238G>C, Pro80Ala),

TPMT*3A (identifiant rs1800460 correspondant au polymorphisme c.460G>A, Alal54Thr

et identifiant rs1142345 correspondant au polymorphisme c.719A>G, Tyr240Cys)

TPMT*3B (identifiant rs1800460 correspondant au polymorphisme c.460G>A, Alal54Thr)

TPMT*3C (identifiant rs1142345 correspondant au polymorphisme c.719A>G, Tyr240Cys)
Leur fréquence allélique varie en fonction de I'appartenance ethnique (75). Chez les
Occidentaux la fréquence allélique est de 0,1 pour le variant TPMT*3A. Le variant TPMT*3C
possede une fréquence allélique de 0,01 a 0,02 chez les Occidentaux et les Asiatiques et 0,06

chez les sujets d’origine Africaine (78).

Principaux alléles mutés TPMT

PmMr*2 . —HHEHHHHHHIHES— Allele sauvage TPMT

238G>C
TPMT*3A —IHM BB B R — PMT*1 —HHIEHHHHHIEHE—
4606>A 719A>6G
TPMT*38 —HHEHIHHHHHHEN—
460G> A
TPMT*3¢ —HHEHHHHHHHE—
719A> G
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FIGURE 23 : POLYMORPHISME DU GENE TMPT ET REPRESENTATION DANS LA POPULATION
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Cependant, d’autres genes moins étudiés peuvent contribuer a la toxicité de I’AZA : le géne

NUDTI15 et le géne ITPA (79).

2.2.2.3. Recommandations relatives a la réalisation du test

Le phénotypage de la TPMT consiste a mesurer 'activité de la TPMT érythrocytaire. Il existe
une relation inverse entre la concentration intra érythrocytaire des thioguanines et I'activité
enzymatique de la TPMT leucocytaire. Il existe 2 méthodes de dosage : radiochimique ou par

chromatographie liquide haute performance (CLHP).

Le génotypage de la TPMT consiste a rechercher la présence de 3 mutations :
- G460>A (TPMT*3A),

- A719>G (TPMT*3C et TPMT*3A)

- G238>C (TPMT*2)

Le RNGPx évalue cette recommandation comme étant indispensable notamment dans la
prévention des myélotoxicités induites dans le cas de LAL (leucémies aigues lymphoblastiques)
(72). La seule recherche de ces 3 mutations permet de détecter plus de 95% des sujets
génétiquement déficients. Le génotypage de la TPMT est une mise en garde et précaution
d’emploi avant d’initier un traitement par AZA. Chez les patients déficitaires homozygotes, il
existe un risque important de développer une toxicité hématologique par accumulation de 6-
TGNs cytotoxiques. Pour ces patients, le Résumé des Caractéristiques du Produit (RCP) de
I’AZA indique de s’orienter vers un autre traitement non thiopurinique. Si ce n’est pas possible,
il est recommandé de diminuer la posologie initiale a 10% de la dose usuelle et de réaliser une
administration seulement 3 fois par semaine. Les patients hétérozygotes présentent
également un risque accru de toxicité. Le RCP mentionne de réduire la posologie initiale de 30
a 70% (soit 1 a 1,5 mg/kg/jour). Chez ces patients, une surveillance réguliére de la numération
formule sanguine ainsi qu’un dosage érythrocytaire des métabolites actifs (6-TGNs) sont
recommandés aprés l'instauration du traitement. Il est également possible de proposer un
dosage des métabolites 6-MMP inactifs, corrélés au risque de développer une toxicité
hépatique. Ainsi, une activité trop forte de la TPMT entrainera une augmentation de la 6-MMP
et une diminution des 6-TGNs. Dans ce cas, 'augmentation des doses d’AZA n’aura aucune

conséquence thérapeutique mais potentialisera les effets hépatotoxiques chez les patients «
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shunters ». Le dosage des métabolites peut étre recommandé dans le suivi du traitement pour

distinguer les patients « shunters », sous dosés, non observants, ou résistants.

2.2.3. Test pharmacogénétique UGT1A1 et irinotécan

2.2.3.1. Pharmacologie de l'irinotécan

L'irinotécan (IRT) est un médicament antinéoplasique disponible uniquement en milieu
hospitalier. C’est un inhibiteur de topoisomérase de type 1 disponible en France depuis 25
ans. Actuellement deux spécialités contenant la substance active sont commercialisées :
Onivyde® et Campto®. Campto® est surtout utilisé en association pour traiter des tumeurs
solides métastatiques ou avancées dans certains cancers tels que les cancers colorectaux. Il
est généralement associé au 5-FU dans le protocole « FOLFIRI » ou encore au 5-FU et a
I’oxaliplatine dans le protocole « FOLFORINOX ». Il peut également étre associé a certains
anticorps monoclonaux tels que le cétuximab ou le bevacizumab. Depuis 2015, une
formulation lyposomale PEGylée de I'IRT, Onivyde®, possede une AMM dans certains cancers
pancréatiques (80). La posologie recommandée en monothérapie est de 350 mg/m? de
Campto® administré en perfusion intraveineuse de 30 a 90 minutes toutes les 3 semaines. En

association au 5-FU, la dose recommandée est de 180 mg/m? toutes les 2 semaines.

2.2.3.1.1. Pharmacocinétique

Le pic plasmatique du métabolite actif, le SN-38, est atteint 1h30 aprés le début de la
perfusion. La liaison aux protéines plasmatiques est d'environ 65 % pour I'IRT et de 95 % pour

le SN-38.

Le métabolisme de I'IRT a lieu au niveau du foie (figure 24). Il peut étre séparé en 2 phases

(81) :
L’hydrolyse en molécule active : I'IRT est une prodrogue qui sera métabolisée en 7-éthyl
10-hydroxycamptothécine (SN-38). Ce dérivé actif, 100 a 1000 fois plus puissant, est
métabolisé par la carboxylestérase 2.

- Linactivation de la molécule active : le SN-38 est ensuite glucuronoconjugué par une
I"'uridine diphosphate-glucuronyltransférase de type 1 (UGT1A1) en un dérivé inactif et

atoxique : le SN-38 glucoronide (SN-38G), qui sera éliminé par la bile et les urines.
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FIGURE 24 : METABOLISME DE L’IRT

Carboxylestérase

Il est important de souligner que le SN-38G peut subir un cycle entérohépatique. Il peut donc
subir une déconjugaison sous I'action de bactéries intestinales. Il sera donc actif et toxique au
niveau intestinal pour les cellules a renouvellement rapide (81).

Des métabolites inactifs de I'IRT appelés NPC (7-éthyl-10-[4-(1-pipéridino)-1-amino]
carbonyloxycamptothécine) et APC (7-éthyl-10-[4-N-(acide-5-aminopentanoique)-1-

pipéridino]carbonyloxycamptothécine) sont produits par action des CYP3A.
Concernant I'élimination, 50 % de la dose d’IRT administrée par voie intraveineuse est
excrétée sous forme inchangée, dont 33 % principalement dans les feces et 22 % dans les

urines. La clairance plasmatique moyenne est de 15 L/h/m?.

2.2.3.1.2. Pharmacodynamie

L'IRT est un inhibiteur de topoisomérase I. La topoisomérase | nucléaire est une enzyme qui

assure la relaxation de I’ADN et permet le bon déroulement de la transcription et de la
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réplication ainsi que leur coordination. Elle joue également un role dans la recombinaison et
la détection des dommages de I’ADN. Comme cela a été préalablement décrit, I'IRT est
métabolisé par la carboxylestérase dans la plupart des tissus en SN-38, qui est le métabolite
actif de I'IRT. Le SN-38 transforme la topoisomérase | en un poison cellulaire en inhibant
I’étape de religation, ce qui se traduit par une « stabilisation » du complexe covalent ADN-
enzyme, appelé complexe de clivage. Cela génére des coupures monobrin de I’ADN qui
perturbent les phénomeénes de réplication de ’ADN au niveau de la fourche de réplication et

sont a l'origine de la mort cellulaire.

2.2.3.2. Intérét du test

Les effets secondaires de I'irinotécan sont principalement: la myélosuppression, la
neutropénie et les diarrhées (aigues ou retardées). Bien que la toxicité de I'IRT dépende des
génes du CYP3A et ABC, c’est la variance génétique de 'UGT1A qui est la plus documentée et
étudiée actuellement. Ainsi, la toxicité de I'IRT est dose-dépendante et inversement corrélée
a l'activité de 'UGT1A1. Ainsi, en cas de diminution de son activité, il y a une accumulation de
SN-38 toxique pour les cellules intestinales entrainant une diarrhée de grade 3 ou 4 et des
neutropénies plus fréquentes. Plus de 60 variants génétiques ont été décrits sur le gene
codant pour 'UGT1A1 dont certains ont été corrélés a son activité. Le géne de 'UGT1A1 est
situé en position 2q37 et composé de 5 exons. Dans la famille des genes de 'UGT1A, seul
I'exon 1 est variable, définissant une spécificité de substrat. L'exon 1 possede son propre
promoteur qui est une TATA box. Dans la population générale, cette TATA box comporte 6
répétitions du motif dinucléotidique « TA » schématisé (TA)sTAA. Le polymorphisme provient
de l'insertion d’un ou plusieurs dinucléotide(s) « TA » dans la TATA box a I'origine d’un déficit
enzymatique. Le nombre de répétition « TA » porté par le patient peut aller de 5 a 8 et il est
proportionnel au déficit enzymatique. L'allele variant hébergeant sept répétitions « TA »
correspondant a la séquence (TA);TAA est 'allele UGT1A1*28 (82). La bilirubine étant un
substrat de 'UGT1A1, ’homozygotie pour I'alléle UGT1A1*28, a I'origine d’un déficit partiel
de I'activité UGT1A1, est associée a une hyperbilirubinémie (maladie de Gilbert). Ce variant
allélique est présent chez 40% des caucasiens, 45% des afro-américains et 10% des japonais.
Les sujets homozygotes pour 'alléle UGT1A1*28 représentent environ 15 % de la population

caucasienne.
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2.2.3.3. Recommandations relatives a la réalisation du test

Actuellement en France, le génotypage n’est pas systématiquement réalisé avant la mise en
ceuvre d’un traitement par IRT. Dans le RCP des différents médicaments contenant de I'IRT il
est simplement mentionné des précautions d’emploi ou des adaptations de posologies.
Cependant le génotypage est recommandé en pré-thérapeutique dans le cadre du protocole
FOLFIRI fort. Ces recommandations sont schématisées ci-dessous (figure 25) par Boyer et al.

grace a un arbre décisionnel d’aide a la prescription d’IRT (83).

Dose < 180 mg/m? Dose STANDARD (180-230 mg/m?) Dose INTENSIFIEE (2 240 mg/m?
(FOLFOXIRI-FOLFIRINOX) (FOLFIRI standard) (FOLFIRI FORT)
Génotypage UGT1A1 Génotypage UGT1A1 Génotypage UGT1A1
NON INDIQUE recommandé FORTEMENT recommandé
Homozygote Hétérozygote Homuzxgote Hétérozygote Homozy‘gote Homozygote
sauvage 18 muté 1438 muté sauvage
*1/%1 *28/*28 *28/*28 *1/%1

— ! : ! ! }

Risque de toxicité

J ] Risque de .
non augmente, Risque de 1sque d Risque de
similaire St toxicité . S . St
. toxicité non " Risque de toxicité significativement augmenté_ toxicité non
quel que soit < modérémen "
le sénot augmenté < augmente
e génotype

1 111111

Dose Dose l.nte{ls:ﬁer la surveillance biologique en Intensification Intensification
initialement initialement particulier lorsque d’autres facteurs de toxicité de dose contre de dose
prévue prévue sont associés. Chez les *28/*28 une réduction de indiaude possible
dose de 30% au 1° cycle est préconisée 9

FIGURE 25 : ARBRE DECISIONNEL D’AIDE A LA PRESCRIPTION D’IRINOTECAN

Le RNPGx recommande le génotypage de 'UGT1A1 avant la mise en ceuvre d’un traitement
par IRT (20). Le génotypage repose principalement sur la recherche de la mutation *28. Les
recommandations émises sont fonction des doses d’IRT :

- Pour des faibles doses (moins de 180 mg/m?/semaine) le génotypage UGT1A1 n’est pas
indiqué. Dans ce cas, la présence de l'allele UGT1A1*28 n’est pas un facteur de risque
majeur de toxicité.

- Pour des doses standard (180 — 230 mg/m?) les patients porteurs de de I'alléle UGT1A1*28

ont un risque de toxicité augmenté. Le génotypage est donc recommandé ainsi que
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I'intensification de la surveillance biologique. Pour les patients homozygotes mutés
*28/*28 une réduction de dose de 30% au cours du 1°" cycle est préconisée.

- Pour les hautes doses (supérieures ou égales a 240 mg/m?) les recommandations sont les
mémes que pour les doses standard, cependant il sera contre indiqué d’intensifier les

doses chez les patients homozygotes mutés *28/*28.

2.2.4. Test pharmacogénétique MTHFR et méthotrexate

2.2.4.1. Pharmacologie du méthotrexate

Le méthotrexate (MTX) est un antimétabolite analogue naturel de I'acide folique. Il peut étre
administré par voie orale (Imeth®, Novatrex®) ou par voie injectable (Metoject®, Nordimet®,
Prexate®, Ledertrexate®). Il indiqué en cancérologie dans le traitement de diverses
hémopathies (leucémie lymphoblastique) ou de tumeurs solides. Les posologies varient en
fonction des indications et des protocoles : de 15 & 50 mg/m? pour les doses conventionnelles
et jusqu'a 1 000 a 12 000 mg/m? dans les protocoles a haut dosage (84). Le MTX posséde
plusieurs actions : anti-proliférative, anti-inflammatoire, immunomodulatrice , anti-

angiogénique et pro-apoptotique (85).

2.2.4.1.1. Pharmacocinétique

Aprés une administration par voie orale, la biodisponibilité est bonne (en moyenne de 60%),
avec toutefois une forte variabilité interindividuelle (surtout pour une dose supérieure a 20
mg/m?). A plus forte dose, une réduction de la biodisponibilité est observée. Aprés une
administration par voie IM, la biodisponibilité atteint 76 a 100% avec un pic plasmatique

atteint en 30 minutes.

Concernant la diffusion, la liaison aux protéines plasmatiques est d’environ 50% et la diffusion
tissulaire est bonne, avec un passage dans le sang et les tissus tres rapide. Le passage a travers
les membranes cellulaires s’effectue grace a des transporteurs d’influx de type OATP (codé

par les génes SLC) et des transporteurs d’efflux de type MRP (codé par les génes ABC) (86).

Le métabolisme est principalement hépatique mais peut également avoir lieu dans les cellules

néoplasiques (figure 26). Au niveau tissulaire, le MTX est métabolisé en dérivés
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polyglutamylés (MTX-PG), forme de stockage du MTX. Au niveau hépatique, le MTX est
partiellement métabolisé en 7-hydroxyméthotrexate moins actif que le MTX sur la DHFR. Le
MTX est également métabolisé en acide 2,4 diamino-10-méthylptéroique (DAMPA) par des

bactéries intestinales. La demi-vie plasmatique du MTX est de de 2 a 7 heures (87).

O L @D RO

FOIMTX

Hydroxylation hépatique >10%

Glomérule

| [ -
Filtration glomérulaire 50-60% técrétion tubulaire 25-30% = | Sécrétion billaire 8-20%

FIGURE 26 : METABOLISME DU MTX

L’élimination du MTX (80%) et du 7-hydroxyméthotrexate (10%) est principalement urinaire
par filtration glomérulaire. A fortes doses, le MTX est éliminé par sécrétion tubulaire grace au
transporteur OAT3 (SLC22A8) localisé sur la membrane basolatérale de la cellule tubulaire
proximale (88). Une faible proportion est éliminée dans les féces et peut subir un cycle entéro-
hépatique. Chez les patients ayant une fonction rénale non altérée, I'élimination est effectuée
en 48h et pour la majorité dans les 8 a 12 premiéres heures. La demi-vie d’élimination est

située entre 8 et 15 heures mais le MTX peut rester stocké dans les cellules.

2.2.4.1.2. Pharmacodynamie

Le MTX est un antagoniste des folates qui va étre transporté dans de nombreuses
cellules (hématies, lymphocytes, hépatocytes et synovyosites) grace a un transporteur : le

reduced folate carrier 1 (RFC1). Une fois dans la cellule, la folyl polyglutamate synthase (FPGS)
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active le MTX par ajout de résidus gamma-glutamates. Ce MTX polyglutamylé (MTX PG) est la
forme active du médicament. Grace a I'addition de radicaux glutamylés, le MTX peut rester

dans la cellule et exercer son effet thérapeutique (89) (90).

Cela se traduit par différentes actions, présentées sur la figure 27 (91) :

Adénosine

'\

Synthése de

Pyrimidine

=

- Le MTX PG inhibe la dihydrofolate réductase (DHFR). En se liant a I’'enzyme DHFR, il n’y a
plus de formation de dihydrofolate (DHF) en tértrahydrofolate (THF). Cela aura un effet
sur le métabolisme des pyrimidines et va entrainer une inhibition de la synthése d’ADN.

- Le MTX PG va également inhiber la thymidylate synthase (TS), enzyme qui joue un réle
dans la synthése de novo de la thymidine.

- Une action inhibitrice des réactions de transméthylation (MTHFR) et interfére donc avec
la méthylation de ’ADN dans le noyau.

- Le MTX PG provoque une accumulation de I'enzyme IMP-cyclohydrolase (ATIC) conduisant
a la libération d’adénosine au niveau intracellulaire. Ce mécanisme est responsable d’un

effet anti-inflammatoire puissant.
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Cette addition de résidus glutamyl peut étre inhibée par la gamma-glutamyl-hydroxylase
(GGH). Dans ce cas, le MTX va étre rejeté en dehors de la cellule par des transports actifs de

la super famille ABC.

2.2.4.2. Intérét du test

L'utilisation du MTX peut s’avérer complexe en pratique clinique du fait, notamment, de la
variabilité interindividuelle importante du MTX. Cela se traduit, lors de 'administration d’'une
méme dose de MTX, par une grande variabilité des concentrations sanguines. Ainsi,
I’'administration d’'une méme dose de MTX peu aussi bien aboutir a I'effet thérapeutique
escompté qu’a une inefficacité ou a une toxicité. La variabilité génétique de genes codant pour
des protéines impliquées dans le transport du médicament ainsi que ses cibles thérapeutiques

peut expliquer, en partie, cette variabilité (87).

Son administration a forte dose obéit a des protocoles spécifiques et doit étre réalisée en
milieu hospitalier. Le MTX possede une toxicité importante : les effets secondaires d’origine
digestifs, cutanés, hématologiques, hépatiques et rénaux sont souvent associés a une
mauvaise élimination de celui-ci. Pour limiter au maximum ces effets graves, il est
recommandé de faire un bilan initial (hématologique, rénal, et hépatique). La
supplémentation en acide folinique et I'hyper-hydratation alcaline sont pratiquées pour
diminuer le risque de toxicité :

- La supplémentation en acide folinique permet de reconstituer la réserve cellulaire de
folates réduits et ainsi rétablir la synthése des nucléotides. Ce « sauvetage » par acide
folinique doit se faire 24 a 36 heures aprés |I'administration de MTX. Elle peut étre
prolongée en cas de suspicion de retard a I’élimination du MTX.

- Lhyperhydratation alcaline consiste a maintenir une diurése abondante avec du
bicarbonate a 1,4% qui favorisera I'élimination des cristaux urinaires, limitant ainsi la
néphrotoxicité du MTX.

En cas de surexposition au MTX, il existe un antidote : le Voraxaze ® (glucarpidase,

carboxypeptidase G2 ou encore CPDG2). Celui-ci est administré en cas de méthotréxatémie

systémique élevée ou d’altération précoce de la fonction rénale au décours de

I'administration. Il devra étre utilisé dans les 96 heures. C'est un médicament d’urgence

disponible sous ATU, mais ses difficultés d’obtention en France restent un obstacle.
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Les effets secondaires graves, |'adaptation des posologies ou encore le défaut
d’approvisionnement en antidote peuvent avoir un impact négatif sur la survie des patients
traités par MTX. Dans ce contexte, la recherche de polymorphismes génétiques impliqués
dans la pharmacocinétique et la pharmacodynamie du MTX qui permettrait d’identifier des
patients a risque de toxicité avant d’initier le traitement semble particulierement intéressante

(72).

La MTHFR est une enzyme clé de ’homéostasie et du métabolisme intracellulaire des folates.
De nombreuses études portent sur le lien entre le gene codant pour cette enzyme et
I’apparition de toxicité (72) (86). Le géne MTHFR situé sur le chromosome 1 en position p36.22
est composé de 11 exons. |l existe plusieurs variants documentés mais deux polymorphismes
du gene MTHFR ont été identifiés comme responsables d’une baisse d’activité de I'enzyme :

c.677T (rs1801133) et c.1298C (rs1801131).

2.2.4.3. Recommandations relatives a la réalisation du test

Al’heure actuelle les résultats restent parfois contradictoires selon les études (92). Des études
plus importantes sont nécessaires pour déterminer le réle du polymorphisme de MTHFR dans
les réponses des patients. Il n’existe donc pas de recommandations établies actuellement

pour le génotypage de MTHFR (93).

D’autres génes sont a I'étude concernant la pharmacogénétique du MTX. Il peut s’agir de
génes codants pour des enzymes du métabolisme du MTX (géne GGH). Cela peut étre des
génes codants pour des cibles du MTX comme le géne TYMS codant pour I'enzyme TS (94). Il
existe des mutations pouvant rendre cette enzyme résistante a son inhibition par le MTX. Une
forte expression du géne TYMS semble corrélée a une diminution des leucopénies et anémies
chez les enfants traités par MTX (86). Enfin, les génes codant pour des protéines de transport
du MTX sont également trés nombreux : le géne ABCC2 (codant pour la protéine d’efflux
MRP2)(95), le géne SLC22A8 (codant pour le transporteur OAT3 jouant un réle dans
I’élimination du MTX)(96), le géne ABCC4 (codant pour la protéine d’efflux MRP4), le géne
SLC19A1 (codant pour la protéine d’influx RCF1).
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Il est actuellement possible de mettre en évidence un retard a I’élimination en monitorant les
concentrations sanguines de MTX. Le praticien peut ainsi poursuivre le sauvetage par I'acide
folinique et maintenir I’hyperhydratation alcaline en cas de retard a I'élimination (97). Le STP
du méthotrexate est recommandé lorsque ce médicament est administré a haute dose

(>1g/m?) dans divers protocoles de chimiothérapie (98).

2.2.5. Test pharmacogénétique CYP2D6 et tamoxiféne

2.2.5.1. Pharmacologie du tamoxiféne

Le tamoxifene (TMF) est utilisé comme hormonothérapie en ambulatoire dans la prise en
charge des cancers du sein sous le nom commercial Nolvadex®(99). Il est indiqué dans le
traitement du carcinome mammaire en traitement adjuvant (pour prévenir les récidives) ou
encore dans les formes évoluées avec progression locale et/ou métastatique. La réponse au
traitement hormonal est meilleure si les récepteurs aux oestrogénes (RE) et/ou a la
progestérone (RP) sont exprimés. Ses principaux effets indésirables sont les accidents
thromboemboliques, le risque de développer un cancer endométrial, les myalgies ou

arthralgies et les bouffées de chaleur (100).

2.2.5.1.1. Pharmacocinétique

Le tamoxifene est administré par voie orale (VO). Il est fortement lié aux protéines
plasmatiques. Le pic des concentrations plasmatiques (Cmax) est atteint en 4 a 7h. La demi-vie
d’élimination de la molécule meére étant de 7 jours, I’état d’équilibre est atteint aprés 5a 6

semaines de traitement (100).

Le tamoxiféne nécessite une bio-activation en 4-hydroxytamoxiféne et en endoxiféne (N-
déméthyl-4-hydroxytamoxiféne). Ce dernier présente une activité pharmacologique similaire
a celle du 4-hydroxytamoxifene, mais il est retrouvé a une concentration plasmatique 10 fois
supérieure a celle du tamoxiféne (101). Le métabolisme du tamoxifene s’effectue par

I'intermédiaire de deux voies principales schématisées sur la figure 28 (102) :
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- Celle du N-desméthyl-tamoxiféne (NDT), un composé formé en forte concentration via le
CYP3A4. Ce composé majoritaire sera transformé en endoxiféne par le CYP D6.

- Lavoie du 4-hydroxytamoxiféne, produit en moindre quantité via le CYP2D6. Ce composé
est beaucoup plus actif que le tamoxifene en raison de son affinité 100 fois supérieure
pour le récepteur des estrogenes. Pour étre métabolisé en endoxifene il emprunte les
CYP3A4/5. Cette voie n’est responsable que d’une infime partie de la production de

I’endoxiféne.

Tamoxifen
CYP3A4, 3A5 |
l CYP2B6, 2D9, 3A4, 3A5, 2C19 l
N-desmethyl Tamoxifen 4-hydroxy Tamoxifen

CYP2D6 CYP3A4, 3A5
CYP3A4, 3A5

N-didesmethyl Tamoxifen Endoxifen

4-hydroxy-N-desmethyl Tamoxifen

FIGURE 28 : METABOLISME DU TAMOXIFENE

Le tamoxiféne est principalement éliminé par voie fécale aprés un cycle entéro-hépatique.

2.2.5.1.2. Pharmacodynamie

Le tamoxifene posséde des propriétés inhibitrices au niveau des récepteurs aux cestrogénes
des cellules mammaires hormonosensibles. Il s’agit d’'un modulateur sélectif des récepteurs
aux oestrogenes. C’'est un antagoniste du récepteur a I'oestradiol au niveau du sein mais il
possede cependant une activité oestrogénique au niveau de I'os, de 'endomeétre et des lipides

sanguins (99).

2.2.5.2. Intérét du test

Le statut du polymorphisme CYP2D6 peut étre associé a une variabilité de la réponse clinique

au tamoxiféene. Le géne du CYP2D6 est situé sur le bras long du chromosome 22 (22q13,1). Il
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est impliqué dans le métabolisme de 20 a 25% des médicaments dont 48 classes
thérapeutiques différentes. C'est un géne hautement polymorphe avec prés de 80 alléles

décrits (103).

Comme nous l'avons vu précédemment le CYP2D6 joue un role déterminant dans le
métabolisme du tamoxifene. Ainsi il est possible d’identifier 4 types de métabolismes en
fonction du statut du CYP2D6 (Figure 29 ) (101):

- Augmenté (ultrarapid metaboliser ou « UM ») qui ont plus de 2 copies d'alleles. Ces
métaboliseurs ultra rapides représentent environ 1% des sujets Caucasiens et 3% des
sujets Africains.

- Normal (extensive metaboliser ou « EM ») soit homozygotes sauvages, soit hétérozygotes
pour un allele non fonctionnel, soit hétérozygote pour un alléle a fonction réduite.

- Diminué (intermediate metaboliser ou « IM ») qui associent soit 2 alleles a fonction
réduite soit la combinaison d'un allele a fonction réduite et un allele non fonctionnel.

- Nul (poor metaboliser ou « PM ») (homozygotes pour des alleles non fonctionnels ou
doubles hétérozygotes) qui représentent environ 7% des sujets Caucasiens. Sur le plan
phénotypique, ces derniers sont trés bien différentiés de tous les autres groupes

phénotypiques.
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Alléles Variants

— CYP2D6*1, CYP2D6*2
— CYP2D6*9, CYP2D6*10, CYP2D6*41
— CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2DG6*6
Haplotype Phénotype = activité enzymatique prédite
— I —

Augmentée = ultrarapid metabolizer (UM)
(Duplication du gene avec variant normal)

Normale = extensive metabolizer (EM)

Diminuée = intermediate metabolizer (IM)

W

i

Nulle = poor metabolizer (PM)

FIGURE 29 : SCHEMA DES CORRESPONDANCES ENTRE HAPLOTYPES ET PHENOTYPES POUR LE CYP2D6

Certaines études ont montré que le statut CYP2D6 PM était associé a un risque de récidive ou
de déceés plus important que les statuts CYP2D6 EM dans certaines situations telles que : chez
les patientes en post-ménopause, et chez les patientes positives pour les récepteurs aux
estrogénes et traitées pendant 5 ans par 20 mg/j de tamoxiféne. Ce taux de survie diminué
chez les patientes porteuses du phénotype PM serait la conséquence d’'une moindre
formation de métabolite actif. L'apparition de certains effets secondaires, tels que les
bouffées de chaleur seraient en lien avec le polymorphisme. Elles seraient plus fréquences

chez les patientes porteuses du phénotype UM ou EM (104).

2.2.5.3. Recommandations relatives a la réalisation du test

A ce jour, chez les patientes devant étre traitées par TMF il semble indispensable d’identifier
les métaboliseurs lents. Le Consortium de mise en ceuvre de pharmacogénétique clinique
(CIPC) a émis des recommandations thérapeutiques pour chaque phénotype (105). Dans le
cas d’'un métaboliseur lent, il recommande I'utilisation d’une hormonothérapie alternative

telle gu’un inhibiteur de I'aromatase. Il stipule également que chez les métaboliseurs lents
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ayant une contre-indication a l'inhibiteur d’aromatase il est possible d’augmenter les
posologies de tamoxiféene a 40 mg par jour. Cependant, méme avec une posologie augmentée,

la concentration en endoxiféne n’atteint pas celle des métaboliseurs normaux.

Toutefois, les résultats conflictuels publiés font qu’il n’existe pas de recommandations de
génotypage du CYP2D6 chez les patientes traitées par TMF (106). Différentes limites au
génotypage peuvent expliquer le résultat de ces études controversées (107):

- Le géne CYP2D6 est un géne particulierement complexe difficile a génotyper. En effet, le
génotypage est couramment réalisé a partir d’ADN issu de la tumeur (qui subit souvent
une délétion) et non pas a partir de ’ADN germinal. De plus, il existe de trés nombreux
variants qui ne sont pas tous testés par les laboratoires. La complexité de détermination
peut entrainer une contradiction des résultats du phénotype d’un laboratoire a I'autre.

- Les études portent souvent sur les femmes ménopausées. Les résultats ne peuvent donc
pas étre extrapolables aux femmes non ménopausées qui sont pourtant les principales
concernées par la prescription de TMF.

- Enl’état actuel des connaissances, il existe une supériorité des traitements alternatifs (tels

gue l'anastrozole), par rapport au TMF quel que soit le statut du CYP2D6 de la patiente.

Le génotypage du CYP2D6 dont I'objectif est d’évaluer la tolérance et la réponse au traitement
nécessite encore quelques études. Actuellement, la recherche porte également sur d’autres
pharmacogenes tels que le CYP2C19 et le CYP3A4 tous les deux impliqués dans le métabolisme

du TMF.

Pour le clinicien, la seule préconisation pourrait-étre de ne pas associer le TMF a des
inhibiteurs du CYP2D6. Effectivement, les inhibiteurs puissants tels que les inhibiteurs de la
recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSNa) comme la duloxétine et les
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (IRS) comme la paroxétine et la fluoxétine

provoquent une diminution de la production d’endoxiféne (108).

75



3. APPLICATIONS PRATIQUES

Afin d’illustrer I'intérét des analyses pharmacogénétiques, nous présenterons dans cette
partie deux cas cliniques. Le premier portera sur la découverte fortuite d’un déficit en TPMT
suite a une intoxication a I'lmurel® (azathioprine). Le 2" cas permet de mettre en application
I’adaptation des posologies de Xeloda® (capécitabine) suite au diagnostic d’un phénotype

intermédiaire en DPD (déficit partiel).

3.1. CAS CLINIQUE 1 : Découverte d’une pancytopénie profonde chez un

patient traité par Imurel®

3.1.1. Présentation du cas

Lors de mon stage de 5°™¢ année hospitaliére dans le service de Néphrologie, Dialyse et
Transplantation du CHU Amiens-Picardie, j’ai eu la chance de travailler sur le cas d’un patient
transplanté rénal traité par Imurel® (azathioprine), qui fut hospitalisé pour une pancytopénie

profonde.

Parmi les antécédents du patient on note :
- Une hypertension artérielle (HTA) traitée par I'amlodipine 10 mg,

- Une greffe rénale sur néphronophtise héréditaire en ao(t 2017.

Concernant son traitement médicamenteux, le patient recoit le traitement

immunosuppresseur suivant :

- Cortancyl® (prednisone) 10 mg / jour,

- Advagraf® (tacrolimus) 15 mg / jour.

- Le patient était initialement traité par du Cellcept® (mycophénolate mofétil) a la posologie
de 250 mg 2 fois par jour. Une prescription d’Imurel® (azathioprine) a 50 mg 3 fois par jour
est initiée le 30/01/2018 en remplacement du Cellcept® car le patient évoquait un désir

d’enfant.
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En février 2018, le patient se rend chez son médecin traitant pour une odynophagie sans

hyperthermie. Le médecin instaure de I'’Augmentin® (amoxicilline + acide clavulanique)

devant ce tableau clinique inaugural d’une angine typique. Trois jours plus tard, le patient s’est

présenté aux urgences pour des ecchymoses spontanées des 4 membres et un syndrome

hémorragique. La numération formule sanguine (NFS) retrouve :

Une anémie normocytaire arégénérative (hémoglobine: 8,6 g/dL; VGM : 88fl;
réticulocytes < 20000/mm3).
Une agranulocytose (polynucléaires neutrophiles [PNN] : 16/mm3).

Une thrombopénie profonde (thrombocytes : 5 000/mm?3).

Le reste du bilan était normal. Le patient ne présentait pas d’altération de I'état général, la

pression artérielle était de 132/72 mmHg, sa fréquence cardiaque a 97 bpm, sa saturation a

98% en air ambiant, et sa température a 37,5°C.

Le patient a été hospitalisé et fut isolé dans une chambre a flux laminaire. Devant ce tableau

de pancytopénie plusieurs étiologies sont envisagées :

Est-ce une aplasie d’origine virale ? Une PCR pour le cytomégalovirus (CMV) et Epstein
Barr Virus (EBV) ont été prescrites pour explorer une étiologie virale.

Est-ce une insuffisance médullaire liée a une myélodysplasie ou une hémopathie
maligne ? Parmi les pathologies évoquées : un lymphome non Hodgkinien (LNH), une
leucémie aigue lymphoblastique (LAL), une leucémie aigué myéloide (LAM), syndrome
myélodysplasique (SMD). Le médecin en charge du patient a réalisé un examen clinique
complet avec la recherche de ganglions et prescrit un myélogramme et une biopsie ostéo-
médullaire (BOM).

Est-ce une complication d’'une maladie rare telle que 'hémoglobinurie paroxystique
nocturne (HPN) ? Cette maladie génétique touche les jeunes adultes. Le gene muté PIG-
A est responsable de la fabrication d’'une molécule appelée « ancre GPI ». Cette ancre
permet a des protéines spécifiques (CD55 et CD59) de se fixer en surface des cellules
sanguines, pour les protéger contre certaines attaques de notre propre systéme
immunitaire. En effet, en absence de protection, le complément, un élément
normalement présent dans le sang, se fixe sur les globules rouges et les détruit par

hémolyse (109). Cette maladie rare devra étre recherchée chez le patient grace a une prise
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de sang qui permettra de mettre en évidence par cytométrie de flux la présence ou non
de clones HPN, responsables de la maladie.

- Est-ce que cela peut-étre un effet indésirable lié a un médicament ? L’Augmentin® et
'lmurel® ont été arrétés dans I'attente des examens complémentaires et résultats

biologiques. L'interne demande de réaliser le génotypage de la TPMT.

3.1.2. Résultats

Le premier myélogramme était dilué. La réalisation d’un 2"¥ myélogramme en créte iliaque
droite a permis d’affirmer le diagnostic d’une aplasie. Il retrouve une moelle globalement
pauvre avec quelques polynucléaires éosinophiles et quelques plasmocytes. La biopsie ostéo-
médullaire (BOM) retrouve une moelle désertique et conclut donc a une sévére hypoplasie
médullaire sans myélofibrose. Ces deux examens associés aux résultats de ’lhémogramme

permettent de diagnostiquer une aplasie sévére.

Concernant la prise en charge, le patient a bénéficié d’un soutien transfusionnel avec un
concentré plaquettaire standard (4 Ul) et des culots globulaires environ 1 jour sur 2 pour
controler les signes hémorragiques. Le patient aura une NFS tous les deux jours, afin de suivre
I’évolution des leucocytes, de I'hémoglobine et des thrombocytes. Les résultats sont

présentés ci-dessous (figure 30) :
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FIGURE 30 : EVOLUTION DES LEUCOCYTES, DE L'HEMOGLOBINE ET DES THROMBOCYTES EN FONCTION DU
TEMPS.

Le patient a bénéficié d’injections de Granocyte® (lénograstim) pendant 10 jours sans
résultats. Apres la présentation du cas en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) avec
avis des hématologues, des néphrologues et des référents nationaux du centre d’aplasie, le
Revolade® (eltrombopag) est introduit a la dose de 50 mg initialement et jusqu'a 100 mg. lls
ont également décidé d’initier le Noxafil® (posaconazole) en prophylaxie antifongique. Sur le
plan infectieux, suite a une hémoculture positive a Serratia Marcesens, une hyperthermie a
40°C et une CRP a 232 mg/L, un traitement par Tazocilline® (pipéracilline) a été initié aprées
obtention de I'antibiogramme pour une durée de 15 jours. Devant la sévérité de I'aplasie, et
I’'absence de reprise spontanée de I’"hématopoiése a 3 semaines de I'arrét du traitement, un
génotypage HLA complet a été demandé en vue d’une greffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH). La conservation des gametes a été envisagée dans le contexte de

désir d’enfant.
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Concernant |'étiologie, la prise de sang ne retrouve pas de clone HPN dans les lignées rouges
et blanches, ce qui exclut I'hypothése de I’hémoglobinurie paroxystique nocturne. La
recherche des mutations en faveur d’'une hémopathie indique I'absence de mutations
génétiques détectées. L'étiologie virale a été explorée par PCR. Le résultat de la PCR est négatif
pour le CMV mais la PCR EBV s’est révélée positive a 2,26 log. Cette derniére s'est majorée a
4,48 log durant I'hospitalisation indiquant une réplication du virus sans doute liée a
I'immunodépression. Le patient a bénéficié d’une cure de rituximab a la dose de 375 mg/m?

(diminue la réplication virale en ciblant les lymphocytes B).

Concernant I'étiologie médicamenteuse, les différents graphiques ci-dessus (figure 30)
permettent de mettre en évidence la chute brutale des parameétres hématologiques peu de
temps apres l'instauration de I'AZA. Ce médicament peut induire une myélotoxicité plus
importante chez les patients ayant une mutation de la TPMT. Cette hypothése sera confirmée
par le génotypage de la TPMT qui indique une activité partiellement déficitaire de cette
enzyme chez le patient. Le diagnostic retenu est donc une aplasie médullaire toxique a

I'lImurel®.

Le traitement de sortie du patient est composé de :

- Cortancyl® (prednisone)10 mg/j,

- Advagraf® (tacrolimus) 4 mg/j. Aprés un premier épisode de surdosage en Advagraf®
secondaire a l'introduction du posaconazole, les doses d’Advagraf® ont été diminuées
aprés un controle de la concentration résiduelle (Cmin).

- Noxafil® (posaconazole) 100mg 3cp le soir (jusqu'a ce que les PNN soient supérieurs a
1G/L),

- Revolade® (eltrombopag) 100 mg le matin,

- Aranesp® (darbépoétine alpha) 150 ug une fois par semaine,

- Amlor® (amlodipine) 10 mg le matin,

- Spéciafoldine® (acide folique) 5 mg matin et soir,

- Contramal® (tramadol) 50 mg matin et soir si douleurs,

- Doliprane® (paracétamol) 1g 4 fois par jour si douleurs,

- et Kayexalate® (polystyréne sulfonate) 1 cuillére mesure par jour.
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L'Imurel® a été arrété et les médecins devaient revoir le patient afin de d’envisager la reprise

d’une immunosuppression par Cellcept® aprés la sortie d’aplasie.

3.1.3. Discussion

Ici, le génotypage de la TPMT a permis d’étayer le diagnostic et de documenter I'apparition
d’'une pancytopénie chez un patient transplanté rénal. Ces effets secondaires rares mais
graves, peuvent étre, en partie, prédits par les examens de pharmacogénétique. Leur
réalisation systématique, avant la mise en route d’un traitement par AZA, pourrait permettre
de prévenir la survenue des complications hématologiques comme I'aplasie médullaire. Dans
le cas d’un déficit partiel comme chez ce patient, il est recommandé de diminuer la posologie
initiale en AZA de 30 a 70% par rapport a la posologie initiale. La dose peut toutefois étre

augmentée toutes les 2 a 4 semaines en fonction de la réponse clinique.

Afin de détecter la sensibilité a I’AZA, un dosage des métabolites 6-TGNs (actif) et 6-
MMP (inactif) chez le patient aurait également pu étre envisagé. Les 6-TGNs sont responsables
de 'activité thérapeutique du médicament mais aussi de la toxicité hématologique. De plus, il
semblerait que le patient n’ait pas bénéficié de surveillance de la NFS suite a la prescription
de I'AZA. Or, chez 1% des patients traités par des thiopurines I'effet hématotoxique peut se
manifester les premiers jours. A ce jour, la GETAID (Groupe d’Etude Thérapeutique des
Affections Inflammatoires du Tube Digestif) recommande une surveillance rigoureuse de la
NFS tout au long du traitement. Afin de mettre en évidence une toxicité hématologique
précoce, il est préconisé de réaliser une NFS une fois par semaine durant le 1" mois, puis une
fois par mois jusqu'a ce que la posologie optimale soit atteinte (c’est a dire pendant 3 a 6
mois). Enfin, pour le risque d’hématotoxicité tardive il est recommandé d’effectuer une

surveillance trimestrielle de la NFS.

La question du changement d’'immunosuppresseur qui consiste a remplacer le Cellcept® par
I’AZA peut également étre soulevée. Le CRAT (centre de référence sur les agents tératogénes)
nous indique que le mycophénolate mofétil (Cellcept®) possede des propriétés clastogenes
sur les tests expérimentaux. Lorsqu’il existe une exposition paternelle, avant la conception, le
prescripteur pourra envisager par précaution un relais par un immunosuppresseur non

clastogéne (ciclosporine, tacrolimus...), afin que le spermatozoide fécondant ne soit pas
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exposé au mycophénolate. Néanmoins, aucun effet tératogéne n’est attribué au traitement

paternel par cette molécule a ce jour.

3.2. CAS CLINIQUE 2 : Prescription de Xeloda® et déficit en DPD

3.2.1. Présentation du cas

Nous illustrons les modalités de prescription de la capécitabine en présentant le cas clinique

d’une patiente de 56 ans qui a été traitée par cette chimiothérapie pour un adénocarcinome

mammaire. La patiente avait comme antécédents :

Une HTA et une protéinurie (sans insuffisance rénale), pour lesquels il existe un suivi
néphrologique depuis 2015.

Un cancer mammaire droit découvert en 2012, d’emblée métastatique au niveau osseux
et pleuropulmonaire. Elle a été traitée initialement par chimiothérapie (Fluorouracile,
Epirubicine, Cyclophosphamide dit « FEC» et Taxotére® [docetaxel]) puis par
radiothérapie associée au Taxol® (paclitaxel) et I’Avastin® (bevacizumab). En 2016, des
masses ovariennes sont apparues. La patiente a subi une annexectomie bilatérale.
Secondairement a la progression, I’Avastin® a été arrété et I’Arimidex® (anastrozole) a été
introduit en juillet 2016. Suite a une nouvelle progression au niveau pulmonaire et osseux,
un traitement par Aromasine® (exemestane) et Afinitor® (évérolimus) a été initié en
décembre 2016.

Un épisode d’insuffisance rénale aigué fonctionnelle et d’hépatite lié a la prise d’Afinitor®

a conduit a son arrét en 2017.

Concernant son traitement médicamenteux, la patiente était traitée en 2017 par :

Seresta® (oxazepam) 50 mg,

Bisocé® (bisoprolol) 2.5 mg

Coveram® (périndopril + amlodipine) 10/10 mg,
Tahor® (atorvastatine) 10mg,

Orozamudol® (tramadol) 50mg,

et Aromasine® (exemestane) 25mg.
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Il na pas été possible de connaitre les éventuelles modifications du traitement depuis 2017.
Néanmoins nous savons qu’au début de I'année 2019, la patiente a bénéficié de 3 cures
d’Halaven® (eribuline), une chimiothérapie qui agit dans le cancer du sein localement avancé
ou meétastasique comme inhibiteur des microtubules. Lors d’une consultation avec son
oncologue en mars 2019, celui-ci constate une intensification des lésions au TEP-scanner et
I'apparition de foyers pulmonaires et pelvien rétro-utérin. Devant ce tableau, il décidera de

prescrire le Xeloda® (capécitabine) aprés une recherche de déficit en DPD.

3.2.2. Résultats

L'examen de pharmacogénétique a été réalisé en mars 2019. Le phénotypage repose sur la
détermination de la concentration plasmatique en uracile et en dihydrouracile complétée par
le calcul du rapport UH2/U. Dans le laboratoire ol le test de la patiente a été réalisé, les
valeurs seuils du ratio UH2/U sont définies de la fagon suivante :

- UH2/U > 6 : absence de déficit

- 3<UH2/U < 6 : déficit partiel

- UH2/U < 3 : déficit profond ou complet si UH2/U < 1.

Rappelons que la concentration en uracilémie (U) supérieure ou égale a 150 ng/mL évoque un
déficit complet en DPD. Dans ce cas, le traitement par les fluoropyrimidines est contre-
indiqué. Une uracilémie comprise entre 16 ng/mL et 150 ng/mL indique un déficit partiel en

DPD et nécessite une diminution des posologies.

Les résultats de la patiente sont les suivants :

- Uracilémie (U) : 26,40 ng/mL

- Ratio UH2/U :7,05

Le phénotype retenu est donc « partiellement déficitaire ». Les doses de Xeloda® avaient été

réduites de 50% lors du premier cycle, a raison de 1300 mg matin et soir.

Deux mois apres l'instauration du traitement, les résultats de la NFS indiquent que le
traitement était bien toléré. L'oncologue lui propose donc d'augmenter a 1800 mg matin et
soir soit une réduction de dose de -25 % par rapport a la dose de référence. Le bilan biologique

était sans particularité hormis une carence martiale avec un coefficient de saturation a 18 %.
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Le médecin a prescrit 1 comprimé de Fumafer® (fumarate ferreux) en précisant qu'il n'y avait

pas d'anémie associée (hémoglobine : 14,1 g/dL).

Par la suite, le traitement a la dose de 1 800 mg matin et soir fut bien toléré. Le médecin avait
cependant relevé un syndrome mains-pieds de grade 1 qui malgré I'application d’'un émollient
a évolué en grade 2 (crevasses importantes). La patiente présentait par ailleurs une petite
toux séche qui s’est vite améliorée. Ces effets secondaires bénins ne nécessitaient en aucun
cas une nouvelle réduction de dose. Cependant en juillet 2019, la patiente a bénéficié d’un
nouveau TEP-scanner de contrbéle qui montrait une progression aux niveaux ganglionnaire
pleural, hépatique, péritonéal et osseux. Les marqueurs tumoraux étaient également en
faveur de cette progression : le CA 15-3 était a 58 versus 37 et I'antigéne carcino-

embryonnaire (ACE) était toujours négatif a 1,8.

L’'oncologue choisira, aprés une échographie cardiaque, de mettre en place un traitement par
Caelyx® (doxorubicine) a raison d'une injection toutes les 4 semaines. Le traitement sera
débuté a distance afin d’attendre que les crevasses au niveau des pieds s’améliorent. La
patiente va bénéficier d’une vitaminothérapie par B1 B6 ainsi que des soins de supports tels

gue I'Emend® (aprépitant), le Primpéran® (métoclopramide) et le Zophren® (ondansétron).

3.2.3. Discussion

Le phénotype retenu chez la patiente est « partiellement » déficitaire. L'élévation modérée
de I'uracilémie ainsi qu’un ratio UH2/U supérieur a 6 sont en faveur d’un déficit modéré de
I'activité de I'enzyme DPYD, expliquant le terme « partiellement » dans le résultat du
phénotype de la patiente. Les recommandations de I’ANSM et de I'HAS préconisant un
phénotypage, le génotypage n’a pas été réalisé chez la patiente. Toutefois, dans ce type de
situation, la recherche des principaux variants *2A, *13, p.D949V et HapB3 peut étre une

approche complémentaire utile pour confirmer le déficit enzymatique (66).

La patiente avait bénéficié en 2017 d’un traitement par le protocole « FEC ». Méme si a cette
date, il n’y avait pas de recommandations de ’ANSM concernant la recherche d’un déficit en
DPD, il aurait été intéressant de connaitre la tolérance de la patiente au cours de ce 1¢

traitement a base de fluoropyrimidines. En effet, dans le cas d’un déficit partiel en DPD
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I'ajustement des posologies ne semble pas toujours pertinent. D’apres le référentiel de I'lnca
et de la HAS concernant la recherche de déficit en DPD paru en décembre 2018 (11)
« I'expérience des cliniciens [...] les ont amenés a constater que, la plupart du temps, 'absence
de prise en compte de ce facteur pour l'initiation du traitement n’avait eu aucune conséquence

notable sur I'état général des patients ».

Il est également intéressant de se pencher sur I'effet possible d’'une diminution de la posologie
qui peut représenter une perte de chance pour la patiente du point de vue de I'efficacité. La
proportion de patient ayant un déficit partiel est plus importante comparativement aux
patients déficitaires complets (0.02-0.3%). Toutefois, la gravité des effets secondaires étant
moindre chez les patients déficitaires partiels, une initiation a posologie standard avec un
monitorage étroit des effets indésirables pourrait étre envisagés, en particulier chez les

patients présentant une élévation modérée de I'uracilémie.

De plus, la seule réaction secondaire au traitement développée par la patiente a été un
syndrome mains-pieds. Or le statut DPD déficitaire ne semble pas corrélé a une toxicité

cutanée de faible grade.

La patiente n’était pas observante avec son antihypertenseur (Coveram®) et le Tahor®. Nous
pouvons nous interroger sur l'observance thérapeutique avec le Xeloda®. Selon cette
hypothése, celle-ci aurait pu entrainer une moindre efficacité du traitement et donc une perte
de chance pour la patiente. Certains outils tels que le STP peuvent étre utiles aux cliniciens
dans ce contexte afin de contréler la prise du traitement (110). Il consiste en un dosage

pharmacocinétique sanguin du 5-FHU et de son métabolite, le 5-FUH2.
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CONCLUSION

L'individualisation thérapeutique est un enjeu important en oncologie afin d’optimiser la prise
en charge a tous points de vue : efficacité, toxicité, colt. La variabilité de réponse a un
anticancéreux peut s’expliquer par une modification d’activité ou d’expression des protéines
a différents niveaux. Il peut s’agir d’une altération des protéines responsables du métabolisme
du médicament (pharmacocinétique) ou d’un changement des protéines qui conditionnent
I'action de celui-ci (pharmacodynamie). La pharmacogénétique, qui étudie I'influence des
variations génétiques de l'individu sur la réponse aux médicaments explique une partie de
cette variabilité interindividuelle. Cette discipline en pleine expansion s'impose comme un
outil important d’aide a la prise de décision pour le clinicien, complémentaire au suivi

thérapeutique pharmacologique.

A I'heure actuelle, les recommandations disponibles concernent uniqguement un nombre
restreint d’anticancéreux : les fluoropyrimidines, les thiopurines, et I'irinotécan. Concernant
le méthotrexate et le tamoxiféene, il n’est pas possible pour le moment d’établir de
préconisations. Dans la littérature, les études de pharmacogénétique réalisées sur ces deux

médicaments retrouvent des résultats souvent hétérogenes et discordants.

Les applications de la pharmacogénétique sont encore peu nombreuses en France, faute de
recommandations homogenes. Cette discipline plutot récente nécessite a l'avenir de
nouvelles études pour prouver la pertinence clinique de certains polymorphismes.
L'application plus large de la pharmacogénétique implique également I'existence de tests
rapides, fiables et peu couteux. De plus, elle va nécessiter de former les différents
professionnels afin d’intégrer cette discipline dans la pratique clinique. Le pharmacien
biologiste pourra étre amené a coopérer avec I'oncologue afin de proposer des adaptations

de posologie en fonction du phénotype ou du génotype du patient.

Pour la premiére fois, en 2019 le pharmacien d’officine est confronté a cette nouvelle
discipline. Effectivement, ’ANSM a rendu obligatoire la recherche d’un déficit en DPD, au

travers d’un dosage de la concentration d’uracile avant la mise en place d’un traitement par
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Xeloda®. Le prescripteur doit apposer la mention « résultats uracilémie pris en compte » sur
I'ordonnance et le pharmacien doit s’assurer de la présence de cette mention avant toute
dispensation. Afin d’optimiser la prise en charge ambulatoire des patients sous anticancéreux,
il semble important que le pharmacien d’officine soit formé a la pharmacogénétique. Il parait
essentiel qu’il soit capable d’identifier les protéines (enzymes, transporteurs, récepteurs) qui
influencent la réponse a un médicament. Il doit également étre vigilant, en sachant que
certains polymorphismes génétiques peuvent étre responsables d’effets indésirables

potentiellement graves ou entrainer une non-réponse a un traitement.
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Résumé : L’individualisation thérapeutique est un enjeu important en oncologie afin
d’optimiser la prise en charge a tous points de vue: efficacité, toxicité, colt. La
pharmacogénétique qui étudie linfluence des variations génétiques (de Iindividu)
impliquées dans la réponse au médicament se présente comme un outil de prise de décision
clinique afin d’optimiser I'efficacité thérapeutique et de réduire le risque d’effet indésirable.
Grace a l'identification et la caractérisation des polymorphismes génétiques ou des
phénotypes il est possible d’anticiper une réponse a un traitement ou de prévenir un échec
thérapeutique. Cette thése bibliographique étudie 5 anticancéreux pour lesquels la
recherche de variants génétiques a été documentée dans la littérature. |l s’agit du 5-
fluorouracile et son analogue la capécitabine, les thiopurines (azathioprine et 6-

mercaptopurine), de l'irinotécan, le méthotrexate et le tamoxiféne.
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