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1. Le cancer en France : Etat des lieux.

Avec 278 000 nouveaux cas en 2000 contre 160 000980 en France, l'incidence des
cancers est en augmentation constante dans nogse geanme dans la plupart des pays
occidentaux.

Cette augmentation conséquente du nombre de ceanders dépistés et traités (quasiment
donc le double en moins de 20 ans) est liee allissement de la population - avec une
espérance de vie désormais estimée a la naissanmestjue 90 ans pour les femmes et 80
pour les hommes -, aux facteurs de risques magiuta seconde moitié du vingtieme siecle
gue sont le tabagisme et la consommation d’alcadljvers facteurs de pollution encore
incomplétement isolés, a ce que l'on appelle d'emme général le « déséquilibre
nutritionnel » associé a une alimentation induliérieiche en graisses et déficitaires en
produits « frais », et enfin a I'exposition a dastéurs de risques professionnels, trop souvent
négligés, tel que I'amiante pour ne prendre queheple le plus connu.

Parallélement se sont développés sous I'impulsis gbuvoirs publics des campagnes de
dépistages de masse efficaces et rembourséesAgaulance Maladie permettant au sein de
populations cibles une identification plus précdegumeurs encore accessibles a la chirurgie
offrant ainsi un réel espoir de guérison : canggmécologiques (cancer du col utérin et
frottis cervico-vaginaux pendant la période gégitatancer du sein et mammographies
proposées a toute femme de 50 a 74 ans) et caocknmectaux (Hémocult® désormais

généralisé en 2009 a tout le territoire et poute@ersonne dont 'adge est supérieur a 50 ans).

Le poids économique de la maladie cancéreuse s8aimdé Publique et le retentissement
humain et affectif sur la vie des malades et desl@mntourages est considérable: 150 000
personnes meurent chaque année en France d’urr carecqui en fait désormais la premiere
cause de mortalité dans notre pays devant les malazhrdio-vasculaires -, 800 000
personnes vivent avec un cancer et pres de 2 nidllimt eu un cancer (nombres qui ne font
gu'augmenter du fait de la survie constamment pigde grace aux progres meédicaux).
Finalement le colt global du cancer pour notreesystde santé peut étre estimé a pres de 15
milliards d’euros en 2002 justifiant de récentessanes de priorité nationale, proposées et
inscrites dans les deux « Plans Cancer ». Ces ggstisent a améliorer I'organisation des
soins pour tous les malades cancéreux et notamfaenés aux moyens diagnostiques et
technologiques, a augmenter les budgets allougsexherche clinique comme fondamentale,

a privilégier le bien-étre des patients et de |dansilles, et a favoriser les dépistages comme
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la prévention en renforcant les soins primaireg #udiminuant les disparités au sein du
territoire. Il existe donc (enfin) en France, epdis moins d’'une décennie, une réelle prise de
conscience tant de la part des Pouvoirs Publicsdgsedifférents professionnels impliqués
dans la recherche et les traitements, et ce désgrarapartenariat avec les associations de
malades. Ainsi le budget global de soins destindéa dutte contre le cancer a été
considérablement augmenté : plus de 500% en 10 ans.

Avec ces efforts budgétaires et de I'ensemble detepaires de santé, la prise en charge n’'a
cessé de s’améliorer et on estime a I'heure aetupllen France 50% de I'ensemble des
cancers sont guéris par les moyens thérapeuticquesetionnels mis en ceuvre, combinant
principalement la chirurgie, la radiothérapie efireda chimiothérapie. Concernant cette
derniére, elle reste le traitement privilégié désiaions malheureusement plus graves,
cancers localement évolués et/ou métastatiquepeenettant un allongement certain de la
survie des malades, associé le plus souvent a maéoaation de leur qualité de vie, mais
n'offrant malheureusement toujours pas d’espoicul@bilité dans la majeure partie des cas.
Avec les progrés scientifiques, les nouveaux tretets dits « ciblés », et la place importante
enfin reconnue aux soins de support (prise en ehswgiale, psychologique, de la douleur, de

la nutrition,...), ces situations métastatiques tehdéanmoins a se « chroniciser ».

2. Chimiothérapies « classiques », « ciblées » arcers.

L'intérét en terme de survie des traitements dedthérapie cytotoxiques « classiques » doit
cependant étre constamment contre-balancé toutremude « I'histoire de la maladie » par
les effets secondaires qui découlent de leurs asptes complications, parfois graves voire
mortelles, sont liées aux faibles index thérapewsgde tels médicaments rendant parfois
difficiles leurs maniements surtout dans une pdmrade malades déja affaiblis par la
maladie et présentant frequemment des défaillattioeganes. Le caractere « indistinctif » de
ce type de traitements cytolytiques tant sur leBules cancéreuses (effet bénéfique
recherché) que sur tout tissu normal en divisignide (effets délétéres responsables des
principaux effets secondaires), et les phénomeeegisistance observés tout au long des
lignes délivrées, ont amené a privilégier le déppment de nouveaux agents thérapeutiques
davantage « ciblés » sur la cellule cancéreusardfainsi I'espoir de limiter au maximum les
effets déléteres sur le reste de I'organisme «osaiut en optimisant le contréle de la maladie.

Ceci n'a été rendu possible que par les avancéedigles réalisées ces derniéres années en
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recherche fondamentale puis appliquée, qui ont igerle décortiquer les principaux
mécanismes intimes sous-tendant le développemeral tant au niveau de la cellule elle-
méme (voies de transduction des signaux stimutaime le cycle cellulaire), qu’au niveau de
son environnement (néoangiogenese activant I'expartsimorale et facilitant I'évolution
métastatique, collagénases tumorales permettg@ni@tration et I'implantation de la tumeur,
etc...). Aprés la démonstration de la preuve du ganicevitro puisin vivo chez I'animal
dans les années 90, le début des années 2000 anéuiintérét de ces traitements ciblés
avec des résultats parfois tout a fait specta@dagt jamais atteints par les chimiothérapies
usuelles (par exemple l'imatinib (Glivec©) dirig@érdre c-kit (CD117) dans les tumeurs
stromales digestives et dans la leucémie myéldidentue, ou le trastuzumab (Herceptin©)
dans les cancers du sein surexprimant le récepwwurface HER-2). Depuis, les grandes
firmes de l'industrie pharmaceutique privilégiemt fdcon tres nette le développement de ces
nouvelles molécules au détriment des cytotoxiqueassiques » : a I’heure actuelle plusieurs
centaines de thérapies ciblées (anticorps ou petit@écules inhibitrices) sont testées dans
des essais cliniques de phase | a Ill a travemndede, contre moins d'une dizaine de

molécules visant la réplication de 'ADN propremdite!

Ces innovations sont certes souvent encourageargisshélas pas toujours proportionnelles
au prix des molécules elles-mémes, et font queit@jaux colts déja relativement élevés des
produits de chimiothérapies conventionnelles, m&gslement a celui en augmentation
croissante des traitements de support (antiémétiquéacteurs de croissance
hématopoiétiques,...), le poste « cancer » représ@stamais jusqu’a la moitié des dépenses
hospitalieres de médicaments. Enfin I'expérienceique et les plus récentes données
scientifiques révelent d’'une part que ces nouvéeliésapies ne sont dans leur grande majorité
« que » des agents cytostatiques quand elles silisEe@s en monothérapie, au moins en
Oncologie, et d'autre part qu’elles n’échappent eateusement pas aux mécanismes de
résistances habituellement observés avec les dtdresnents anticancéreux.

Ces mécanismes de résistance, notamment pourtitss paolécules inhibitrices, comportent
des phénomeénes classiques d’adaptation cellulakex@nobiotiques - via principalement les
pompes a efflux appartenant a la superfamille detéimes de résistance a de multiples
drogues (MDR), mais il existe également des phénesieplus subtils impliquant des
protéines kinases (entre autres) constitutionnefgnactivées et en aval de la cible inhibée

par la thérapie, rendant cette derniere donc flartient voire totalement inefficace (exemple

14



de la protéine KRas et des anticorps monoclonauk HBR1 que sont le cetuximab
(Erbitux®©) et le panitumumab (Vectibix©)). Enfin ipparait désormais clair que les
traitements dits « ciblés » sont d’autant plus caffes qu’ils visent la voie principale
dominante d’activation transductionnelle, - « Driweay » -, du clone tumoral, et non des
voies accessoires secondaires, tout en considéiant sir qu’il existe de nombreuses
interactions entre ces mémes voies et par constqdes risques d’échappement
thérapeutique.

Toute la difficulté des travaux de recherches fomelstaux et translationnels a I'heure
actuelle, est donc d’isoler cette voie principgénéralement trés précocément activée dans la
carcinogénese, pour mieux la cibler tout en préneda possibles activations en aval. Le
schéma caricatural de la simple inhibition d’'uneievale transduction aboutissant a
l'interruption de la croissance tumorale apparafiaplus complexe dans les faits, expliquant
sans doute I'échec d’essais cliniques pourtanttogitss sur des raisonnements théoriques

prometteurs.

3. Notion d’individualisation des traitements anti@ancéreux.
Rationel de notre These d’Université.

Finalement au vu des différentes observations regpe plus haut et de I'expérience clinique,
il ressort que :
= Le nombre de patients atteints de cancers va allescendo dans les
décennies a venir
» Les meilleures chances de guérison des cancedesdabont offertes par le
dépistage précocede tumeurs non métastatiques encore accessiblas a
chirurgie, seul traitement curateur, possiblemesstoeiée a des traitements
adjuvants incluant la radiothérapie et la chimicdipé
» L’efficacité des chimiothérapie augmente généraldnagec leurs posologies
(mais avec le plus souvent un « effet seyiFigure 8, p 4Q), suivant les lois
de la croissance tumorale « Gompertzienne » enl@giecsolide décrites il y
a plus de 50 ans; cette augmentation posologiguenesirte cependant

inévitablement a une élévation majeure et intolérdbs taux de toxicité
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Pour un méme régime de traitement et dans la méunisn clinique, la
simple observation nous indique que des patientgponaent
extraordinairement alors que d’autres tres pelevoas du tout

Pour une méme posologie de chimiothérapie, certdéneloppent des effets
secondaires majeurs quand ces derniers peuvertbétra fait minimes pour
d'autres

Les traitements d'un patient «tout-venant », sadministrés a I'heure
actuelle sur des bases probabilistes de réponsemdds de la littérature),
issues d'études cliniques dont les criteres d’'isioln sont souvent stricts
(patients sélectionnés) et peu en rapport avecsitmtions vécues au
quotidien pour le praticien ; les taux de toxicigmnt par ailleurs souvent
minoreés ou insuffisamment détaillés dans ces m&tuees cliniques

L’intérét d’'une chimiothérapie devrait dans l'idgeduvoir étre définie en pre-
thérapeutique par le bénéfice net entre l'effiéagitévisible et les effets
secondaires attendus, non sur des bases statstejuebservationnelles se
rapportant a des données de cohortes, mais bietescas individuel du
malade lui-méme : prédire les populations de peienrisque d’échec de
traitement et/ou a haut risque de toxicité estjéotif principal désormais
recherché en Oncologie Médicaltans ce cadre, la pharmacogénétique
peut étre d'une aide précieuse, nous y reviendrons.

Un faible effort est consacré a I'heure actuelldadpart des grandes firmes
pharmaceutiques au développement de nouvelles uledcytotoxiques de
chimiothérapie « classique » c'est a dire visantréalication de I'ADN
proprement dite. Il s’agit donc eXploiter au maximum le potentiel des
molécules déja disponiblegpour finalement « faire mieux avec ce que I'on
a»

Un effort par contre conséquent de ces mémes inelssest consacré a la
recherche de nouvelles cibles cellulaires et mddéas tumorales dont
I'inhibition peut aboutir a des résultats cliniquegpressionnants, constituant
pour certaines de ces molécules une avancée stalt@jeure dans I'arsenal
thérapeutique. Malheureusement ces traitements miteux et également
sujets a des phénomeénes de résistances intrinseqypest dans de rares cas,
iIs ne supplantent pas les traitements « classiques et ne font

gu’'optimiser l'efficacité de ceux-ci, rendant d’autant plus évidente la

16



nécessité des recherches dans le sens de cettenaptition, ce qui est
I'objet méme de la pharmacogénétique

» Les traitements anticancéreux, comme leurs conmjaits constituent un codt
de santé publique qui impose une rationalisatiofedes utilisations pour que
le modele francais dg meilleur soin pour tous et sans discrimination »

puisse survivre a la pression économique

En considérant ces differentes observations, a gémees dernieres années la notion de
traitement non pas « ciblé » maisndividualisé » (ASCO 2009) cherchant a optimiser les
schémas de traitements pour définir la meilleuratégie (doses, fréquences des prises,

adaptation) en fonction du patient considérée etcdesctéristiques tumorales observées.

» Concernant les cytotoxiques « classiques ») s’agit d’améliorer I'index
thérapeutique permettant ainsi d’augmenter leur efficacité teut limitant les
effets secondaires grevant possiblement la quaditée du malade et pouvant étre
potentiellement mortels. L'index thérapeutique d’'m&dicament est défini en
pharmacologie comme le rapport de la dose létal#%5dose pour laquelle il est
attendu que 50% de sujets décedent) a la doseaadfiidose pour laquelle le
traitement est efficace pour 50% de la populatidtius ce rapport est éleve,
meilleur est l'index thérapeutique. En pratiqueniclie et par extension, ce
concept a été adapté et représente, pour une daséalle rapport de l'efficacité
d’'un médicament (effet sur la tumeur) a la toléeade ce médicament (effets sur
les tissus saing)oir Figure 8 p 40). Cette amélioration de l'index thérapeutique
passe par la prise en compte des caractéristigémétigues intrinséques du
métabolisme du patient lui-méme (pharmacogénétiqded caractéristiques du
meétabolisme tumoral avec ses mécanismes potentids résistance
(pharmacogénomique), et de l'optimisation des dasf@isaces par I'étude du
devenir du médicament (clairance) dans l'organisehe chaque malade
(pharmacocinétique). Finalement I'optimisation det cndex doit permettre le
maintien de la dose intensité, (définie payrniuk et al. comme la quantité de
médicament administrée par unité de temps (mg/mfee), fonction de la dose

administrée et de sa fréquence), car c’est cete duensité qui est a la base de
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I'efficacité de la chimiothérapie. Une meilleurengaréhension des mécanismes
pharmacologiques et pharmacogénétiques pour chadesircytotoxiques utilisés,
est donc indispensable pour permettre d'atteindrefaton rapide cette dose

intensité individualisée.

Concernant les nouvelles molécules « cibléesib,s’agit d’identifier la voie
dominante de transduction impliqguée dans le déypelo@nt du clone tumoral en
prenant en considération de possibles mutatiomgaites — éventuels facteurs de
résistance -, et ainsi viser de facon optimaledeau moléculaire le plus pertinent
en vue de I'obtention de la meilleure réponse theutique. Il apparait par ailleurs
evident qu’il existe également des variabilités m@onses interindividuelles
fonction de polymorphismes génétiques constituiédsin les polymorphismes
pour les récepteurs IgG fet les réponses aux anticorps monoclonaux induisan
des réponses de type ADCC (Antibody-dependentraetiated cytotoxicity) en
sont un exemple parmi d’autres. La pharmacogére@qainsi toute sa place dans

le développement et I'optimisation de ces nousgetlasses thérapeutiques.

Mo Banafit
— + Toxicity

All patients
with the sama hﬁ_“\, | .
1 + Banefit

diagnosis
+ Toxicity
\, i

if
oy

G + Banafit
Ty Mo Toxicity
Mo Benefit

Mo Toxicity

Figure 1. Variabilité de réponses au traitement dans une plgtion
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En conclusion, la connaissance du meilleur schéma de dose itdepsur chaque type
tumoral et pour chaque individu, I'adaptation desglogies aux métabolismes du patient et
de la tumeur, I'exploitation maximale des ancienmegécules probablement sous-exploitées
et le ciblage couplé de la voie activatrice domiaarsi elle existe, pourrait permettre a
'avenir de définir un protocole « a la carte »s@gé a des posologies adaptées, optimisant
ainsi la réponse tout en limitant au maximum ldstefsecondaires délétéres inhérents aux
traitements. L'intérét d’'une telle approche devétie de pouvoir isoleavant le début du
traitement, les malades qui ne tireront aucun hénéfe ce dernier sur leur maladie (toxicités
et colt inutiles plus perte de chance sur la syreieceux qui développeront des toxicités
inacceptablegFigure 1). Finalement cette utilisation optimale des tragets anticancéreux
devrait logiguement aboutin fine & des économies en termes de colt pour I'Assurance
Maladie.

Dans ce cadre générdd, pharmacogénétique et la pharmacogénomiqueeprésentent des
voies majeures de recherche et de développementle®iconcepts se sont trés largement
répandus ces dix derniéres années, bien qu’enapetouvent confidentiels, gui sont la

base du rationel du travail de Thése d’Université éveloppé dans ces pages.

Ce travail a été rendu possible par I'accueil quisia été fait dans I'Unité de Recherche
INSERM U892, dirigée par monsieur le Professeucke@AMELIN, unité reconnue sur le
plan international dans ce domaine de recherchevet I'aide constante et amicale de
Monsieur le Professeur Alain MOREL et Madame le teac Michele BOISDRON-CELLE.
Nous développerons dans les pages suivantes namuxrafin de donner des exemples
concrets de I'apport d’'une telle approche danshaalne de prédilection de notre laboratoire,

les cancers colorectaux.
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1. CANCER COLORECTAL ET CHIMIOTHERAPIE
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1. Les cancers colorectaux : Carcinogenése, épid@iagie.

Les cancers colo-rectaugonstituent un probleme majeur de santé publiquenddes pays
occidentaux.En Europe, 360 000 nouveaux cas annuels sontaltgonés, dont 38 000 en
France, ce qui fait du cancer colorectal le preragrcer digestif en incidence. A eux seuls,
les cancers colorectaux représentent 15% de |atdotkes cancers, juste aprés le cancer du
sein chez la femme, et les cancers du poumon giraktate chez 'homme. Malgré les
progres accomplis ces dernieres années sur le thl@drapeutique tant en terme de
chimiothérapie, que par l'avenement et le dévelopgd de nouvelles techniques de
chirurgie hépatique et pulmonaire, couplées a etle la radiologie interventionnelle
(radiofréquence), ce type de cancer reste une eaaave : la moitié des patients a d’emblée
au diagnostic, ou développera au cours de I'histoaturelle de la maladie, des métastases
qui restent corrélées a un pronostic extrémemeotgi# : dans ce cas de maladie évoluée,
10% seulement des patients sont vivants a 5 an80@ 6éces par an).

La fréquence, la gravité au stade métastatigueadaer colorectal - la survie dépend de la
précocité du diagnostic -, justifient des efforéalisés sur le plan national en terme de
dépistage via la réalisation d’'un test simple, flo€ult®, consistant en la recherche, dans un
échantillon de selles, d’hématies traduisant I'exise d’'un saignement chronique occulte -
maitre symptdme - possiblement en rapport avecléssns précancéreuses (adénomes =
foyer circonscrit de dysplasie) ou cancéreuses n@cinomes), et imposant donc la
réalisation d’une colonoscopie d’exploration. C& st depuis 18 mois maintenant généralisé
a I'ensemble du territoire, et cible la populatépmisque considéré commemoyen »au vu

de la courbe d’incidence du cancer coloreaure 2). population de plus de 50 ans,

indifferemment du sexe.
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Figure 2. Incidence et Mortalité par Age en 2005.
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Le cancer colorectal est en effet avant tout unelatie du vieilissemenfla moyenne d’age
au diagnostic est d’environ 70 ans) liée a I'acclaton sur une période allant de 15 a 20 ans
d’altérations génomiques et cellulaifdsgure 3) au sein de cellules du revétement muco-
épithélial de la paroi digestive, se traduisanafd@ement sur plan anatomopathologique par,
et de facon chronologique, I'apparition initialeidé hyperplasie, évoluant vers une dysplasie
de grade variable (I'adénome ou «polype ») et rnenlé cancer proprement dit
(adénocarcinome lieberkuhnien dans 95% des caggide#ré comme invasif une fois la
membrane basale sous-épithéliale franchie: a eelestle risque de dissémination
meétastatique lymphatique et/ou veineuse est m&kuB0 a 60%), transformant le pronostic

de la maladie.

DNA

Hypomethylatlon Fearon and Volgestein, 1990

12p
Epitheliu K-ras
normal
Epithélium
hyperplasique

’ 17p
adénome p53

précoce Autres
Adénome alterations

' 7 | intérmédiair
10 a 20 ans | Adénome
- tardif
Histoire naturelle du CRC Carcinome
Métastase

Qqs semaines a qgs mois < 6 mois
20 % des patients d’emblée ou 30 % pdt HDM = 50 %

Figure 3. Séquentiel Altérations Génomiques et Histologie.
Les anomalies génétiques correspondent sur le plancycle cellulaire en I'activation
d’'oncogenes (Kras par exemple,...) et en l'inactorati’anti-oncogéenes (APC, p53,....).

Le risque évolutif d'une Iésion précancéreuse (adéme) vers un authentique
adénocarcinome est d’'autant plus grand que le reordbrpolypes est éleve, que le type
« villeux » est le type histologique architectupaédominant, que la taille est supérieure a 1

cm, et enfin que le degré de dysplasie est élevé.

La grande majorité des cancers colorectaux sont des sporadiqguesméme si le risque

augmente avec l'existence d’antécédents familiauypr@mier degré (risque alors considére
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commex élevé ». Seuls 5% des cancers colorectaux sont recorotame strictement liés a
des facteurs génétiques, héréditaires, avec trasgmi autosomique dominante, a forte
pénétrance (plus de 90% des sujets atteints d’'um@tion constitutionnelle présentent un
cancer colorectal), et a expressivité variable(is tres élevé s il s'agit de laPolypose
Adénomateuse Familiale (PAFNée a des mutations au niveau de I'antioncogAReE
(Adenomatous polyposis dplet lesyndrome HNPCC (hereditary non polyposis colorecta
cancer), anciennement nommé syndrome de Lyigch, des mutations au niveau de génes
impliqués dans la réparation des mésappariementsAGN (MSH2, MLH1, PMS1 et
PMS2), se traduisant par un phénotype d’instabitiiérosatellite (MSI) dit « RER + »
(Replication ERror).

La responsabilité de I'environnement dans le dégmdment des cancers colorectaux est
maintenant un fait établi. Les données varient djpays a l'autre, mais les études
épidémiologiques descriptives et les études clauntial, suggerent que, parmi les facteurs
d’environnement, l'alimentation et la sédentaribéignt un rdle prépondérant, en plus de
l'influence des facteurs génétiques. Les légumesbknt jouer un réle protecteur dans les
dernieres phases de la carcinogenése tandis qoérézdes raffinées, les graisses ajoutées, les
charcuteries et les abats apparaissent comme de=ura de risque tout au long de la
séquence adénome-cancer. Ainsi un apport caloiigs® et une vie sédentaire sont des
éléments synergiques dans cette séquence, prolatilgmar un hyperinsulinisme avec

augmentation de I'lGF (insulin growth factor).

2. Les cancers colorectaux : traitements et chimibérapies.

2.1. Le traitement chirurgicalest le seul traitement radical du cancer cololeetanécessite
un « contréle-qualité » strict a savoir la confitioa histologique de marges saines minimales
de 5 cm de part et d’autre de la tumeur lorsquselge est dans la partie colique, I'exérése du
meésocolon et des ganglions de drainage (au moirssirlPanalyse anatomopathologique), et
'exérése indispensable du mésorectum dans le tase dumeur rectale. La chirurgie
hépatique réglée des meétastases est possible elang€rhe temps opératoire ou dans un
second temps, éventuellement couplée dans ce cagsatechniques de radiologie
interventionnelle par radiofréquence peropératomgres chimiothérapie « d’épreuve » de

premiere ligne métastatique. De méme la tumeur @eatdans un premier temps laissée en
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place si absence d’hémorragie digestive massivétameen jeu le pronostic vital du patient,
et si absence de risque d'occlusion intestinalehaa que dans ce cas la mise en place
d’endoprothése digestive par voie endoscopique @eatune solution palliative permettant
de réaliser un traitement systémique et d’évaluesi d&a chimiosensibilité du primitif et des
meétastases avant éventuelle reprise chirurgical@nviune résection complete (RO = aucune

tumeur macroscopiquement résiduelle) de I'enseniddecibles.

2.2. La chimiothérapieJongtemps utiliséexclusivemenén situation palliative, a désormais
déemontrée son utilité

- d'une part dans la prévention des récidives Exat a distance notamment en
cas d’atteintes ganglionnaires sur la pieéce d’eséé(stade 1ll), situation dite « adjuvante »,

- mais également dans les cas de disséminationstagétme localisée
(hépatique par exemple) offrant un objectif de pbédle résécabilité secondaire, seul espoir

de guérison pour le patient.

A. Monochimiothérapie par 5-Fluorouracile.

En considérant que les 25% des patients ayant d&stases d’emblée et les 30% qui, malgré
'administration de chimiothérapie adjuvante aprésection a but curatif, récidiveront, on
peut estimer que prés de la moitié des 38 000 matennuellement diagnostiqués porteurs
d’'un cancer colorectal ont ou auront besoin d’'uhanothérapie a un stade localement
avance ou meétastatique.

Jusqu’au début des années 90 - il y a seulemerdn20-, le standard thérapeutique en
situation métastatique était la mise en place desgte confort avec une espérance de vie qui
n'excédait pas les 6 a 8 mois. A I'époque, propase chimiothérapie a des patients au
pronostic si sombre (généralement des monochintapings) pouvait paraitre pour de
'acharnement thérapeutique. Deux études randomimgenéanmoins permis de démontrer la
légitimiter d’'une telle démarche qui, loin d’étrgrassive, ne se fait pas au détriment de la
gualité de vie des malades, tout a fait respecagdgpchimiothérapie. La premiere étude a
inclus 40 patients traités par chimiothérapie qeetg-FU-Acide folinique-Cisplatine versus
soins de confort. La médiane de vie a été douldédeptraitement, 11 mois versus 5 mdis

La seconde étude a inclus 183 malades, qui ontueeuchimiothérapie associant 5-FU et
méthotrexate soit d’emblée soit secondairementasrd@apparition de symptémes. La survie
globale a été améliorée de 5 mois dans le growgi tpar chimiothérapie d’emblée et la

survie sans symptome a été améliorée de 8 j2pis
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Entre 1990 et 1995, le seul produit de chimiothiéram peu actif dans le cancer colorectal
était le 5-Fluorouracile, et les tentatives de pbisniothérapie associant le méthyl CCNU ou
le BCNU s’étaient soldés par des échecs. Le prmhcimvail des équipes a donc été

d’optimiser les chimiothérapies a base de 5-FU.

Les premieres tentatives positives d’optimisatiah @mporté des modulations d’activité du
5-FU par I'acide folinique ou le méthotrexate. Dembreux essais comparant de tels schémas
ont été réalisés et publiés mais avec des résfittalement non conclusifs car souvent basés
sur de faible effectifs. Deux méta-analyses ontmierde trancher : I'adjonction de l'acide
folinique (a faible comme a forte dose) avant I'auistration de 5-FU permet de doubler le
taux de réponse (de 10 a 23%) sans effet sur laesgiobale, malgré une bonne puissance
statistique (1281 maladef]. L’adjonction a forte ou faible dose de méthottexa donné
des résultats similaires en termes de réponsesefs0s 24%) avec un effet se traduisant cette
fois sur la survie globale : 9,1 mois avec 5-FU seusus 10,7 mois avec la combinai$éh

Une autre meéthode consista a changer la technigaemaistration et d'utiliser des
perfusions continues plutdt que des bolus ou defugens courtes. Une méta-analyse
reprenant les huit principaux essais testant ditygras de perfusions continues (de quelques
jours a plusieurs mois) a montré que la perfusiomtinue faisait passer le pourcentage de
réponses de 14 a 22% (p=0,0002), la survie médiagmant que tres modestement améliorée
puisqu’elle passait de 11,3 mois a 12,1 mois (pHJ%]. Cette différence minime ne fut pas
suffisamment convaincante pour justifier de l'adoptd’'un traitement par 5-FU continu
pendant tout son traitement, de surcroit beauctugpgontraignant pour le patient.

Le premier schéma européen intensifié ayant preaw&ipériorité par rapport au schéma nord
ameéricain classique (Mayo-Clinic) de 5-FU + acidénique est le schéma dit LV5FU2 qui
associe a de fortes doses d’acide folinique, ulusbde 5-FU et une perfusion continue de 5-
FU, et ce pendant 48h toutes les deux semainessAj@s résultats favorables en phase Il, il a
ete démontré dans un essai francais intergroueaimic448 patients que le schéma LV5FU2
était supérieur au schéma hebdomadaire bolus emsede réponses objectives (33% versus
14%, p=0,0004) et de survie sans progression 2&isesversus 22 (p=0,012). La survie
globale n’était pas statistiquement supérieure thabsas traités par LV5FU2, mais il existait

une tendance favorable (62 versus 57, p=(®&]7)
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D’autres types d’optimisation ont également étéetlippes :

v La chronochimiothérapie Elle respecte les variations nycthémérales d’aétiv
des enzymes métabolisant le 5-FU. Les procédumscependant lourdes en
terme de gestion des hospitalisations, ce d'autantn essai randomisé
comparant le bras 5-FU/acide folinique chronomaosldéun bras identique
avec oxaliplatine, n’'a retrouvé qu'un taux de rémondécevant (16%)
concernant le traitement sans oxaliplafirie

v' L’adaptation pharmacocinétique de dose€ette solution développée dans
notre centre par Gamelin Bt al a démontré son intérét en permettant
d’obtenir des taux de réponses deux fois plus étgvavec un schéma non
adapté (35 versus 18%, p=0,004), une meilleureiessanédiane (16 versus 13

mois, p=NS), et ce sans augmentation des effetsidateqd8].

Tous les protocoles de chimiothérapie développés datre travail de These et utilisant le 5-
FU bénéficieront de cet apport d’optimisation, pettant des études de pharmacogénétique

sans biais liés a des posologies possiblement ptéda au métabolisme du patient.

B. Nouvelles molécules et Polychimiothérapies adds 5-Fluorouracile.

1. L'irinotecan (Campto®).

Les premiéres études rapportant I'intérét de bitetan dans le cancer colorectal ont été
rapportées au Japon et aux Etats-Unis, en moncathiénapie et sur un schéma
hebdomadaire dans le milieu des années 90. Endsrane étude de phase Il de Rougieal.

a rapporté sur 48 patients non prétraités en Bituanétastatique, des taux de réponse
objective de 19%9]. Ultérieurement, il a été développé des protocdlassociation de ce
médicament avec le LV5FUA0], ainsi qu’en association avec le schéma hebdomeadai
5-FU et d’acide folinique a I'allemand#&l]. Les pourcentages de réponse approchaient 35%
dans le bras des schémas combinés versus brasisatecan : 35% versus 22% (p<0.005).
Le temps jusqu’a progression ainsi que la surviebgke était eégalement notoirement
augmentés (6,7 versus 4,7 te 17,4 versus 14,1 pwis)3).

Des résultats similaires ont été obtenus aux Efais-avec des schémas 5-FU bolus, sans
détérioration de la qualité de vie, justifiant lesftionnement de [lirinotecan comme un
nouveau standard de traitement en monothérapiemeomn association avec le 5-FU

(Protocole FOLFIRI pour le plus utilisé en France).
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Le principal effet secondaire clinique observé au@gnotecan, outre un syndrome
cholinergique au moment de sa perfusion et prépand’administration préalable d’atropine
0,25 mg S/C, est un syndrome diarrhérique, posaia cholériforme et dose dépendante,
d’apparition semi retardée (vers le 8é jour) mammtdlintensité peut étre limitée par
I'utilisation adéquate d’antidiarrhéiques type Impéide a posologies adéquates (1 gélule
toutes les 2 heures tant que les symptémes per3is@ette toxicité clinique, ainsi que la
toxicité hématologique — neutropénie essentielldmem imposé la dose de 180 mg/m2
d’irinotecan tous les 15 jours en association aeetV5FU2 afin de limiter, dans une
population « tout-venant » de patients, les tauxistpies de toxicités séveres (grade 3 ou 4
OMS) a moins de 20%.

2. L’oxaliplatine (Eloxatine®).

L’oxaliplatine a, contrairement au cisplatine, wawivité propre contre les cellules tumorales
dérivées de cancers du colon. Alors gu'initialememtmédicament a été utilisé d’emblée
combiné au 5-FU + acide folinique, il a fallu atlem 1997, pour qu’'un essai de phase II,
multicentrique, en premiere ligne, rapporte 24%@apmnse objective en monochimiothérapie,
chez 37 patientgl2]. Ceci dit, I'intérét principal de I'oxaliplatinesebien la potentialisation
des chimiothérapies par 5-FU et acide foliniquewiaffet synergique avec le fluorouracile.
Deux essais ont confirmé sur le plan clinique csytgergie, suspectée par les étudegtro

et précliniques, le premier chez 100 patients awveschéma chronomodulé], le second
contre un bras comparateur standard par LV5RA32: 420 patients ont été inclus avec 51%
de réponses dans le bras avec oxaliplatine coetnteraent 22% dans le bras sans. La
médiane de survie sans progression était augmeatée traitement combiné d’emblée (9,0
versus 6,2 mois, p=0,0003) alors qu’il N’y a pagdd&rence de survie globale, celle-ci étant
supérieure dans le bras oxaliplatine, mais a latdirde la significativité (16,2 versus 14,7
mois, p=0,12). L'oxaliplatine a ainsi démontré displb ans sa place de choix dans I'arsenal
des traitements de chimiothérapie dans le canclerembal métastatique (et adjuvant) et
constitue avec le 5-FU et l'irinotecan, la troisedrogue majeure dans cette indication.

Le schéma conjuguant 5-FU et oxaliplatine le pltissé en France a I'heure actuelle est le
régime FOLFOX4 associant au LV5FU2 classique, 85m2gle L-OHP tous les 15 jours.

Les toxicités de [l'oxaliplatine sont représentéear mles neutropénies/thrombopénies
potentiellement sévéres, et par des toxicités mhegigues aigues et tardives, doses
dépendantes, a type de paresthésies pouvant ghénadriement la qualité de vie des patients.

Ce profil de toxicité possiblement liée soit a demibles ioniques au niveau des canaux
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sodiques, soit a des troubles de réparation desitadair 'TADN des neurones des ganglions
spinaux, ainsi que les phénomeénes de résistanesvélsau-dela d’une dizaine de cycles de
chimiothérapie, font intervenir de multiples génegpliqués dans la réparation de I’ADN
(systtme NER - Nucleotid Excision Repair - ou BEBase Excision Repair -), sujets de
polymorphismes interindividuels.

Dans ce cadre les études de pharmacogénétique gieatr apporter des éléments de
compréhension sur les variabilités de réponsesdbsgicités permettant un meilleur rationel
dans l'utilisation de I'oxaliplatine (voir TROISIERMPARTIE).

Un essai de phase Il multicentrique national, tgilear le GERCOR, a inclus 226 patients qui
recevaient le schéma FOLFOX6 (LV5FU2 simplifié,tsgEins second bolus de 5-FU au J2 +
100 mg/m2 d’oxaliplatine) suivi de FOLFIRI (LV5FW2mplifié + 180 mg/m2 d’irinotecan) -
ou la séquence inverse -, en premiére ligne méi@staaveaross-overa la progression. Les
résultats retrouvent une équivalence d’efficacitéeeles deux régimes thérapeutiques avec
56% et 54% de réponse et 14,4 mois de Temps juRrogression (TTP) pour la séquence
FOLFIRI suivi de FOLFOX contre 11,5 mois pour l@sénce inverse. La survie globale était
de l'ordre de 21 mois pour les deux régimes (2@,2165 respectivement). La difféerence
essentielle repose sur les profils de toxicitésca8% de neutropénies grade 3-4 pour le
FOLFIRI, 44% de neutropénies et 34% de neuropatiiade 2 ou plus pour le FOLFOX
(dont 20% persistantes sous FOLFIRI), ayant erdra@® d’arrét de traitemefit4-15].

Des schémas intensifiés de type FOLFOXIRI ont &idiés[16], avec d’excellents résultats
en terme de réponses objectives mais au prix deits notamment hématologiques séveres
(50% de neutropénies de grade 3-4) faisant réseevgipe de régime a des patients jeunes et
dans un contexte de curabilité avec notamment daastases hépatiques potentiellement
résécables. Dans le contexte par contre de matadi€voluée, on privilégiera plutét au-dela
de la deuxieme ligne des schémas de monothéraggipsditabine orale par exemple) ou des
pauses thérapeutiques qui n'ont pas montré d'efédétaire sur la survie globale (Essais
OPTIMOX) et dont I'objectif est bien le maintienudie qualité de vie mise a mal par les

venues hospitaliéres itératives.
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3. Les thérapies ciblés.

3.1. Bevacizumab.

Les thérapies ciblées se sont imposées tout auderig maladie métastatique des cancers
colorectaux. Le bevacizumab (Avastin®), anticorps-¥EGF, a montré son efficacité dans
'étude pivotale qui a conduit a son AMNA7] aux Etats-Unis comme en Europe, en
comparant son association a un schéma américaillfifbtecan et 5-FU bolus) a ce méme
schéma seul + placebo, avec 20,3 mois de médiarerdie grace a I'adjonction versus 15,6
sans.

Dans I'étude BICC-C étudiant I'association du beéxamab a un régime FOLFIRI, plus
adapté a nos pratiques courantes, un taux de répssintéressant de 63% a été rapporté
avec une meédiane de survie de 28 mois jamais tteisque 1318].

Concernant un schéma associé au FOLFOX ou XELOXpremiere ligne, I'étude de
premiere ligne ayant autorisé l'utilisation du beizamab avec ces traitements rapportent des
résultats moins bons en terme de survie sans @sigre qu'avec lirinotecan mais
statistiguement significatifs (9,4 mois versus8,0023)[19].

Le bevacizumab reste efficace en seconde ligne (¢@rsus 10,8 mois) dans une étude
rapportée utilisant un schéma FOLFOX comme brasétirence[20], et I'étude BRITE,
certes observationnelle, va dans ce 42t Au-dela de la deuxieme ligne, par contre, un
traitement par bevacizumab semble tres peu efficaveme le démontre les résultats de
'étude Chenet al, publiée en 2006, avec seulement 1% de réponseseeisurvie sans
progression de 3,5 mois chez les patients receuaat chimiothérapie de type 5-FU+
Bevacizumab apres échec du FOLFOX et du FOLRZR].

3.2. Anticorps anti-EGFR (Epithelial Growth Facteeceptor).

Le cetuximab (Erbitux®) comme le panitumumab (Meigf) ont démontré leur efficacité
versus des soins de confort dans deux études, égnés du FOLFOX comme du FOLFIRI :
respectivement et en terme de survie sans progre6sl mois contre 4,6 (p=0,0046) pour le
cetuximab, 12,3 semaines versus 7,3 pour le paoimab dans la sous-population sans
mutation du gene KraR3,24] Les études CRYSTAI25] et BOND [26] ont montré les
bénéfices de I'adjonction du cetuximab a l'irin@een termes de réponses comme de survies,
en premiere comme en deuxiéme ligne de traiterient.ce qui concerne l'association
oxaliplatine-cetuximab, aprés les résultats trésmgtteurs de I'étude ACROBA[R7], avec

72% de réponses objectives en phase Il et la caisioin FOLFOX, un essai randomisé de

30



phase Il (OPUS) a été mené en premiére ligne dertrant. Le taux de réponse a été de 36%
contre 45,6% pour I'association, alors que plus366 patients ont été inclus, soit une
différence non significative et un niveau de rémomgérieur a celui observé en phase Il. La
survie sans progression n'était pas de méme med{ifi&2 mois)[28]. La nécessité d’'une
recherche du statut Kras reste toutefois indisfg@asd’efficacité n’existant qu'en cas
d’absence de mutation a ce niveau. D’autres fastgéinomiques prédictifs de résistance sont
cependant en cours d’exploration comme le statsitgéaes Braf, PI3K (qui font I'objet d’'un
des travaux de recherche présentés ici) et la pérégérozygotie de PTEN, traduisant bien
l'intérét des études génomiques visant a individealles traitements au plus prés du clone
tumoral. Au dela de ce dernier, il a par ailleués @pporté des polymorphismes génétiques
constitutionnels au niveau des récepteurs pourtdién Fc des IgG (F®) aboutissant a des
variations de réponses aux anticorps monoclonawuisant une activité cellulaire
cytotoxiqgue de type ADCC (Antibody-dependent-ceidiated cytotoxicity), comme le

cetuximab par exemp[@9].

C. Conclusion.

De ce tour d’horizon des principaux traitementsctianiothérapies utilisés dans le cancer
colorectal métastatiqu@ableaux | a Ill), il en ressort que les progres ont été tout a fait
considérables en moins d’'une vingtaine d’années tlaprise en charge de cette pathologie,
et ce, sans considérer les progres parallélesldatmnaine des soins de support (traitements
antiémétiques, adjonction de facteurs de croissheoeatopoiétiques, prise en charge de la
douleur, prise en charge psychologique et soadte,) comme dans les nouvelles techniques
de chirurgie et de radiologie interventionnelleehsemble de ces thérapies mises en ceuvre
dans un cadre multidisciplinaire, a ainsi permis p@sser d’'une survie globale médiane
d’environ 6 mois au début des années 90 a plus ales2désormai@-igure 4), avec pour
certains patients dont la résécabilité des métstast rendue possible secondairement sous
chimiothérapie, un réel espoir de guérison (40% pkesents RO peuvent étre considérés
comme guéris au-dela de 5 ans), espoir encore giralle il y a moins de 10 ans. Les
progres sont toutefois plus importants dans I'alid@nde meilleurs taux de réponse objective

gue sur les survies sans progression ou glqbajere 5).
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Tableau I. Résumé des principaux essais et résultats en pregrligne métastatique.

Author Mo. of pts Regimen RR PF5 median Median
survival
5-FU regimens
De Gramont®® 216 Bolus 5-FU/FA 14.4 5.5 14.2
De Gramaont®® 217 5-FU/FA c.i. 2.6 6.9 15.5
Van Cutsem/Hoff* 603 Capecitabine % 4.6 12.9
OHP regimens
De Gramont®? 207 FOLFOX -4 50,7 9.0 16.7
Levi® 186 SFU/FA + OHP chrono 51 6.4 15.9
Cassidy* 9% XELOX 55 7.7 19.5
Goldberg** FOLFOX 45 8.7 19.5
Tournigand® 81 FOLFOX-6 54 8.0 -
CPT-11 imens
Dol lar 199 FOLFIRI 49 6.7 17.4
saltz*® 231 IFL 9 7.0 14.8
Goldberg** 264 IFL 3 6.9 15.0
Tournigand® 69 FOLFIRI 56 8.5 -
Bajetta® 68 XELIRI 47 8.3 =
CPT-11 + OHP regimens
Falcone™ 32 FOLFOXIRI 2 10.8 28.4
Souglakos™! 31 De Gramont + OHP + CPT-11 58.1 13 =
Abad™ 47 FOLFOXIRI &9 =22
Goldberg** 264 IROX 35 6.5 17.4
Monoclonal antibodies
Hurwitz™ 402 IFL + Bevacizumab 44,8 10.6 20.3
Kabbinavar™* 104 5-FU/F4 + Bevacizumab 2% 9.2 16.6

Tableau Il. Résumé des principaux essais et résultats en dengiégne métastatique.

Author No. of pts Regimen RR (%) PFS median Median survival
OHP (past-CPT-11 failure)

Janinis®? 2 OHP/SFU/FA 13 3 9
Kouroussis™ 41 FOLFOX-2 17 B.5 12
Ryan® 70 FOLFOX 1 6.2 8.7
Rothenberg*® 152 FOLFOX-4 9.9 4.6 9.8
Tournigand™® 81 FOLFOX-6 15 4.2 -
Giantonio®” 289 FOLFOX-4 - 5.5 10.7
CPT-11 (post-OHP fallure)

Andre*® 3 FOLFIRI 6 4.5 10.7
Ulrich-Pur®® 38 CPT-11 21 4.8 »9.5
Stickel™ 2% CPT-11/5FU/FA 27 5.8 10
Tai" 18 FOLFIRI 222 - 7.5
Mabro”™ o FOLFIRI-2 17 4.1 9.7
Tournigand™ &9 FOLFIRI 4 2.5 -
Monoclonal antibodies (post-CPT-11 failure)

saz’? 57 Cetuximab 9 1.4 6.4
Cunningham™ 111 Cetuximab 10.8 1.5 6.9
Cunningham™ 218 Cetuximab + CPT-11 22.9 4.1 8.6
Giantonio®’ 243 Bevacizumab - 3.5 10.2
Giantonio®” 290 FOLFOX-4 + Bevacizumab = 7.4 1.5
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Figure 4. Bénéfices obtenus par les différents protocoles
de chimiothérapies emsge médiane depuis 20 ans.

Tableau Ill. Principales études concernant les combinaisons
bithérapies cytotoxiques et biothérapaans les cancers
colorectaux en premiere ligne.

(d’aprés La Lettre du Cancérologue Novembre 2Q09)

Agent ciblé Chimiothérapie Essais RO Ssp SG
(référence) (%) (mois) {mois)

Irinotécan
BICC-C (16, 17)
FOLFIRI ACCORD 13 (23) 58-59 9,0-11,2 23,0-28,0
Bévacizumab +...
Al0 0604 (18) 54-55 9,0-12,1 23,0-NA
CAPIRIZXELIRI ACCORD 13 (23)
Irinotécan (total) 54-59 9,0-12,1 23,0-28,0
CAPIRI AlO 0604 (57) 54 6,7 NA
Cétuximab +...
AIQ 0604 (57) . : )
FOLFIRI CRYSTAL (37) 45-47 8,6-8,9 17,4-19,9
Irinotécan (total) 45-54 6,7-89 17,4-199
Oxaliplatine ‘
‘ TREE-2 20) . .
FOLFOX NO16966 (19) 47-52 9,4-9,9 26,0
Bévacizumab +...
TREE-2 (20)
AlO 0604 (18) i g X
CapeOX/CAPOX/XELOX CAIRO-2 (21) 44-53  9,3-10,7 204-27,0
NO16966 (19)
Oxaliplatine (total) 44-53 9,4-10,7 20,4-27,0
CAPOX . AlO 0604 (57) 59 7,9 NA
Cétuximab +...
AlO 0604 (57) 43-46 8,3 18,9
FOLFOX oPUS (39)
Oxaliplatine (total) 43-59 7,9-83 18,9
" Bévacizumab +... Irinotécan ou oxaliplatine (total) 44-59 9,0-12,1 20,4-28,0
Cétuximab +...  Irinotécan ou oxaliplatine (total) 43-59 6,7-89 17,4199

NA : non atteinte.
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Figure 5.Bénéfices comparés entre les taux de réponse object
et la survie globale selon traitements.

A I'heure actuelle, 3 situations distinctes peuvegtre isolées(Figure 6) qui vont
déterminer la prise en charge et le choix réseméti@aitements, prenant en compte leurs
efficacités mais également les effets secondameseqr sont inévitablement liés et dont

I'acceptabilité pour le patient comme pour le miath dépend de I'objectif du traitement :

v Situation d’opérabilité immédiatdes métastases et dans le méme temps que la
tumeur primitive, suivie d’'une chimiothérapie aduate (FOLFOX).

v Situation de résécabilité « envisageabl@un seul site métastatique hépatique par
exemple) aprés une chimiothérapie de premiére damxieme ligne : le choix du
traitement portera sur les protocoles offrant lesilleurs taux de réponses
objectives (RO) et en considérant les effets semoesl en fonction du terrain

sous-jacent.

v Situation de résécabilité « inenvisageablémétastases multi-sites et en trop
grand nombre) : La qualité de vie doit prévaloinsaque les protocoles offrant les
meilleurs temps médians de survie sans progredseotemps jusqu’a progression
(TTP) est en effet un « surrogate marker », soinanqueur de substitution prouvé
de la survie globale dans le cancer colore@at31] un temps médian jusqu’a

progression augmenté aura un impact sur la sutviekp.
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Figure 6. Les différents objectifs de traitement en situatiorétastatique.

Pour chacune de ces situatiobeploration pharmacogénétiqueque nous définirons dans
le chapitre suivanpourrait étre d’'une aide majeure pour le praticien: En cas de
réséecabilité immeédiatde choix de la chimiothérapie « adjuvante » paw@tre guidé par le
métabolisme du patient (risque de toxicité rédbibéta I'oxaliplatine par exempledans la
situation de recherche de la meilleure réponse abje d'emblée un schéma
d’intensification de traitement, autorisé par dedymorphismes liés a des mécanismes de
meétabolisation « rapide» pour le médicament corc@dGT1AL 6/6 concernant lirinotecan
par exemple) offre au patient les meilleures eplas rapides chances de résécabilité, critére
indispensable a une possible guérison, en évitdhdc prévisible de traitements inutiles
avec toxicités et perte de changafin, dans le cas d'une situation définitivemealligtive,

la recherche de polymorphismes liés a des risqagsuns de toxicités privilégie la qualité de
vie du malade et permet d’éviter des traitemeniilement lourdsNotre travail de thése a
ainsi porté sur les 3 cytotoxiques de référence EHuorouracile, irinotecan et

oxaliplatine) dans le cancer colorectal dans le bute viserin fine chacun de ces objectifs.
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Il. PRESENTATION DE LA PHARMACOLOGIE ET DE LA
PHARMACOGENETIQUE DES PRINCIPAUX
CYTOTOXIQUES UTILISES DANS LE CANCER
COLORECTAL METASTATIQUE

2. INTERET DE LA PHARMACOGENETIQUE
EN ONCOLOGIE MEDICALE
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1. Définition

La réponse a tout traitement médicamenteux eswééable d’'un individu a l'autre, tant sur
le plan pharmacologique (efficacité recherchée) gue le plan des toxicités (effets
indésirables). Alors que la variabilité de cetteargse, souvent difficile a prévoir, est déja une
limitation importante a I'utilisation « rationelledes médicaments « classiques », elle devient
un probléeme majeur en cancérologie compte tenuedfenétre thérapeutique étroite avec un
risque vital potentiellement engagé pour le mal&®ballelement un schéma de traitement
(molécules utilisées, posologies, rythme d’admiatgin) insuffisamment efficace engage a
plus ou moins long terme le pronostic de survigdtient du fait d’'un contréle insuffisant de
la maladie tumorale en situation métastatique eet favoriser des rechutes aprés traitement
adjuvant «inadéquate » par le développement deomitastases non éradiquéds

rationalisation des traitements de chimiothérapie & donc cruciale dans ce contexte.

En dehors d’erreurs d’indications, de posologielatilisation, qui participent pour une large
part a l'inefficacité et a la toxicité des chimiéthpies, les causes de variabilité de réponses
aux traitements peuvent étre d’origine multiples :
» physiopathologiqueséage, grossesse, insuffisance cardiaque, hépatiguénale,
pathologies (infections) associées...
» environnementales : alimentation (jus de pamplemoussse et irinotecan),
coadmisnistration de médicament (interférencebgda.
» génétiques variations génétiques du meétabolisme et du trahsigs médicaments,

des cibles pharmacologiqu@sgure 7)[32].

Anticancer
drugs
Environmental 1 &
factors
{ Transport

Variations

o
in *s \
I

drug response ? ‘t\iM etab 0“ =
i Cell

Drug
interactions

Figure 7.Interaction facteurs génétiques-médicaments-celltlenorale.
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La pharmacogénétique étudie les meécanismes d’origine génétique inteamerdans la
variabilité interindividuelle de la réponse aux it#ments, avec pour objectif le
développement de tests simples permettant d’identies individus exposés aux effets
indésirable$33]. Le terme de « pharmacogénétique» a été propada fié@ des années 1950,

a la suite de la démonstration du caractére héiéglitle la survenue d’hémolyse en cas
d’administration d’agents antimalariques, chez mbasades présentant un déficit en glucose-
6-phosphate déshydrogénd8d-35]. Depuis, de tres nombreux exemples d’anomalies de

réponse aux medicaments liées a des facteurs geegtont été décrif86—39]

2. Métabolisme et transport des médicaments

Les médicaments représentent une part importarstexéleobiotiques auxquels I’'homme est
exposeé en permanence. lls sont généralement deenatgdrophobe et doivent étre
meétabolisés en composés hydrophiles pour étre fpiement éliminés dans la bile et/ou
dans les urine§32]. Aprés administration orale, les médicaments ddiyEmétrer dans le
compartiment vasculaire pour atteindre leur cikle,franchissant la barriere intestinale, au
niveau de laquelle il existe des transporteursimesta les expulser (phase « 0 » du
meétabolisme, représentée par exemple par la Plytane (P-gp), produit du géne MDR1
ou ABCB1). Le métabolisme est ensuite essentieléntepatique et les enzymes qui
participent a la biotransformation des médicameist schématiquement divisés en trois
groupes :

» les enzymes de phaseqli sont des enzymes de fonctionnalisation (oxsgés,
oxydoréductases, hydrolases), qui rendent les mle€c plus polaires (par
hydroxylation ou désalkylation par exemple). Lezyenes de la superfamille des
cytochromes P450 (CYP) catalysent la grande m@ajdes réactions de phase |

» les enzymes de phase djui sont des transférases qui catalysent degioeacde
conjugaison, et rendent les métabolites encore Ipyasophiles, par greffage d’'un
radical acétyle, sulfate, glucuronate, méthyl, butaghion.

» enfin, pour étre éliminés hors de la cellule, cegatolites conjugués doivent étre
transportés a travers la membrane ges protéines de phase, Ifui appartiennent a
la méme famille que la P-gp : les protéines ABC PAIhding cassette : par exemple
ABCC1 ou MRP1 dans 'ancienne nomenclature, ABCE2..
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Ces différentes protéines enzymatiques et de transp partagent plusieurs propriétés :
= Elles appartiennent a des superfamilles compredanhombreuses isoformes qui
possédent de fortes homologies dans leurs séquen@esdes aminés.
= Elles ont une spécificité de substrat relative legvauchante. Enfin leur expression,
voire leur activité, est tres variable en fonctida facteurs physiopathologiques,

environnementaux et génétiques (polymorphismestiggies).

3. Polymorphismes génétiques

Tout gene (y compris ceux codant pour les enzymésrvienant dans les réactions de
biotransformations des médicaments) peut préseeteanomalies de séquences ponctuelles
ou SNP Single Nucleotide Polymorphi3rdes délétions partielles ou totales, ou encese d
duplications ou amplifications. Ces différentessiamns d’'un méme gene définissent des
alleles et chaque individu posséde deux versidésicales d’'un méme gene, identiques ou
différentes déterminant un génotype particulieexistence dans la population générale de
ces différents alleles d’'un méme gene, et, paréguent, de différents génotypes, définit un
polymorphisme génétique. Dans la définition classiqu polymorphisme génétique s’ajoute
une notion de fréquence arbitraire, précisant Gliele le moins fréquent doit présenter une

fréequence au moins égale a 140].

Les mutations qui affectent les génes des enzyragsept étre responsables de variations
d’expression et/ou d’activité de ces protéines, emirainant une diminution ou une
augmentation de l'activité ou encore une abseriegetde la protéine enzymatiq[86], avec
des conséquences tres variables sur le profilldeatwe et d’efficacitéFigure 8).

Les polymorphismes génétiques des enzymes du nlistabodes médicaments s’expriment
dans la population générale sous la forme de diftérphénotypes métaboliques, définissant,
dans le cas le plus général, deux groupes dindsvidits métaboliseurs lents (déficit
d’activité enzymatique) et métaboliseurs extensifgapides (activité enzymatique normale).
L'existence de métaboliseurs dits ultrarapides @€t enzymatique augmentée) ou
intermédiaires (activité enzymatique réduite) estlément reconnue pour certaines enzymes

polymorpheg36].
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Figure 8.Relation entre doses, efficacité et toxicite.
(d’aprés Rellingt al Nature Review 2001)

Des études de familles ont permis d’établir queHénotype lent se transmet généralement
sous le mode autosomique récessif, c’est-a-dirdegumdividus Métaboliseurs Lents sont, au
niveau de leur génotype, homozygotes ou hétéroeggmmposites pour un ou deux allele(s)
non-fonctionnel(s) du géne. La fréquence de cderdifits phénotypes est variable dans la
population en fonction de I'enzyme polymorphe etupune méme enzyme, variable en

fonction de l'origine ethnique ou géographique pegulations étudiédd1] (Figure 9).

- = — — - —
; R Hi
Paz de gene achf 1 gene achif 2 génes achiz Plus de 2 genes achifs
hétabolisme hétabolisme Métabolisme hlétalilisme
Lent Intermédiaire Rapide Ultrarapide

= Gene defectuen (deletion, mutabion mactrvatnee)
4 Gene actf
Figure 9. Bases moléculaires du polymorphisme génétique.
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4. Prédiction de la réponse aux médicaments : phétypage ou génotypage.
Deux approches méthodologiques peuvent étre widispour déterminer la capacité

meétabolique d’un individu vis-a-vis d’'une enzymendée le phénotypage et le génotypage.

» Les méthodes de phénotypagsposent soit sur une mesure de I'activité enziguat
soit sur 'administration d’'un substrat-test (em@el un médicament), suivie d’'une
mesure des quantités de substrat résiduelles é&¢daurs métabolites a partir d’'un
échantillon biologique, urinaire ou sanguin. Oredétine le rapport métabolique entre
la quantité de substance retrouvée sous forme nmigéraet celle d’'un (ou plusieurs)
meétabolite(s), qui est le reflet de I'activité enmtique étudiée. Dans le cas des études
qui feront I'objet du Travail de Thése présente¢ ligirapport de I'activité métabolique
du 5-FU a été rendu possible par les dosages esm@tographie en Phase Liquide a
Haute Performance (HPLC) du DihydroUracile (UH2§letl'Uracile (U).

» Les méthodes de génotypageposent sur l'utilisation des outils issus dédilalogie
moléculaire, la technique de PCR (Polymerase CRaizction) étant généralement a
la base des méthodes utilisées en routine. Ceoaexdimécessitent le recueil préalable,
par des techniques peu ou non invasives, d'un étbanbiologique (sang total,
frottis buccal), a partir duquel est extrait etifié’ ADN génomique de I'individu. La
stratégie de génotypage appliquée est fonction dantain nombre de parametres, en
particulier la nature des mutations a identifieruations ponctuelles, délétion ou
amplification du gene...) et le nombre de mutatiandentifier pour obtenir un taux
d’efficacité de prédiction du phénotype le plus/élpossible (fonction de la fréquence
des polymorphismes dans la population étudiée).vdritage majeur de la
détermination du phénotype par génotypage résides da fait qu’elle n'est pas
soumise a linfluence de facteurs confondants (coadtration de médicaments,
pathologies associées...) mais elle peut étredfage en raison du nombre parfois

élevé de mutations a détecter.

5. Application en Cancérologie.

On estime aux USA que 7% environ des patients ptésedes effets secondaires graves aux

traitements médicamenteux entrainant 100 000 démesn. Concernant les anticancéreux,
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les effets toxiques engendrés sont souvent sé(20es 25% de toxicité de grade 3-4 et 0.2%
de mortalité), grevent la qualité de vie des pagigmeuvent mettre en jeu le pronostic vital, ou
simplement retentissent sur la conduite et I'effiga du traitement et donc sur la survie
globale. Parmi les facteurs de potentiel échecigitdg d’'un traitement de chimiothérapie,
non dénué de risques donc, ou parmi les facteutsnpels de toxicité, on trouve les
variations interindividuelles du métabolisme quiuancent les capacités d’anabolisme et de
catabolisme des médicaments. Ces capacités variablg donc, comme nous l'avons vu,
reliees a des modifications génétiqgues des enzylmemeétabolisme, des récepteurs et des
transporteurs des traitements anticancéreux. Skdotype de polymorphismes et leur
localisation, chez I'h6te (pharmacogénétique) ou rueau de la cellule tumorale
(pharmacogénomique), la réponse au traitementaantticteux en sera affect@aegure 10):

» Cas a: Existence de polymorphismes a la fois chez I'hétda tumeur régulant la
biodisponibilité de I'agent anticancéreux, I'efflex la rétention, et déterminant si I'agent
peut étre actif sur la tumeur.

» Cas b: Nombreux polymorphismes tumoraux affectant la idtés a l'agent et
indispensables a l'agressivité tumorale (génesdaks p53, dihydrofolate réductase ou
topoisomerase Il)

» Cas c: Polymorphismes germinaux intervenant dans la dal& au traitement : haut
risque de toxicité mais polymorphismes (si conse@ns le génome tumoral) ayant peu
d’'intérét dans I'expansion tumorale (génes tels gilb@purine methyl transferase ou

Dihydropyrimidine Dehydrogenase).

En résumé la pharmacogénomique cherche a corr@esrpblymorphismes situés au sein du
génome tumoral a des résistances prévisibles amitetnents anticancéreux, tandis que la
pharmacogénétique cherche a rapprocher des polyhismpes du génome germinal (de
I'héte) aux profils de toxicités prévisible®n peut néanmoins remarquer que
- d’une part la plupart des polymorphismes germinseixetrouvent au niveau de
’ADN tumoral : les résultats sur ADN génomique pent donc pour une large
part étre extrapolés a I'’ADN tumoral. Ceci n'estspaai bien sOr pour les
mutations retouvées au niveau des voies transdungtiies, impliquées trés tot
dans la carcinogenese et pour lesquelles I'étudegéootype tumoral est
indispensable. Par ailleurs en cas de perte diwtgotie, comme c’est par

exemple tres fréquemment le cas dans les cancéosectaux concernant le
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chromosome 18 - porteur du gene de la Thymidy@gtethetase (TYMS) -, les
résultats observés doivent étre interprétés avécaption, ce d’autant que les
métabolismes et mécanismes de régulations des eszynpliquées dans le cycle
cellulaire sont trés probablement notablement fitss dans une cellule dérégulée
comme la cellule tumorale par rapport a un leuacytculant

- que d’autre part un polymorphisme renforcant \dt#i d’'une chimiothérapie peut
alors étre également corrélé a un profil prévisideplus grande toxicité : c’est le
cas par exemple de la Méthyltétrahydrofolate desigghase (MTHFR), comme

nous le verrons plus loin concernant le 5-Fluoroilea

Polymorphism Hosat genome  Tumour genome

a In proteins that affect
drug availability to
tumour

b In protsins that affect
turnour drug sensitiviy

€ In proteins that
affect toxicity

Figure 10.Localisations des polymorphismes
et retentissement attendu.
(d’aprés Rellingt al Nature Reviews 2001)
L'importance relative de chaque polymorphisme (loateellule tumorale) dans le
retentissement clinique est exprimée par la taide cercles ; le degré d’interaction entre les
polymorphismes par la taille du recouvrement desles.

Le concept séduisant de pharmacogénétique - a doac plus simple dans sa realisation et
son exploitation pratique que I'exploitation du gral tumoral -, fait désormais I'objet d’une

véritable réflexion dans les grands congres intemnaux (le dernier congres ameéricain
d’Oncologie Médicale ASCO 2009 mettait d’'ailleurs exergue cette voie de recherche

translationnelle).
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Mais qu’en est-il de la réalité sur le terrain 2é\jour, malheureusemefitndividualisation
thérapeutique, paraissant pourtant si évidentéest toujours pas de pratique courante
dans la plupart des services assurant la délivideseoins aux patients cancéreux.

Plusieurs raisons peuvent étre avancegmur expliquer cet état de fait :

v' Dans la plupart des cas et dans le contexte dédebdine basée sur la preuve », les
données conclusives définitives (niveau de preuvenAnquent car les études sont le
plus souvent basées sur des données rétrospeetiges des cohortes de patients de

faible ampleur.

v |l existe avant tout et de maniére évidente uncitédie communication de ce type de
recherches translationnelles aupres des praticimsterrain: les études sont
nombreuses mais les résultats tres souvent coctivads tendant a décourager de
leurs futures exploitations. A cela, un point aemotles contradictions « apparentes »
sont trés souvent la résultante d’'une part d’'unefusion entre les résultats issus
d’études ayant pour objet ’ADN tumoral et d’aut@blant les polymorphismes de
'ADN germinal, et d’autre part la grande hétéro@iéh des patients comme de leurs
traitements dans la recherche de facteurs de atio@l Enfin les métabolismes
complexes impliqués dans la pharmacobiologie d@wicthérapies anticancéreuses
(voies cataboliques, nom des enzymes, interactiomplications dans le cycle
cellulaire) rendent peu lisibles pour le plus grammanbre une littérature scientifique
vécue comme de « Biologie Fondamentale » sans scerder les applications
pratiques futures. Cependant des exemples cardeatynar leur (apparente) simplicité
comme les mutations de KRas associées a |'écheéaiiements par anticorps anti-
EGFR, et l'utilisation de plus en plus répandue te&rapies ciblées tendent a
rapprocher le pragmatisme médical des notions aaxeplde biologie cellulaire. Dans
ce contexte et a I'avenir, la pharmacogénétiqueaiteme plus étre marginalisée et
méme étre intégrée en tant que telle dans le cudass jeunes générations

d’oncologues.

v Les concepts anciens et bien ancrés du développeleemédicaments anticancéreux
« classiques » basés d'une part sur la notion dtacgu corporelle, ne reposant
pourtant sur aucune justification expérimentalehébrique et représentant un frein

aux nouveaux raisonnements pharmacologiques, etre’gart sur des adaptations de
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doses basées sur I'observation et la gradatiortaéstés cliniques font finalement
prescrire des protocoles de chimiothérapies a dssl@gies standardisées fondées sur
des données statistiques d’efficacité et de tot&rahéoriques, prenant en compte les
populations de métabolisme « intermédiaire » oapide » (80 a 90% des cas), mais
négligeant les populations extrémes a risquest sdnefficacité pour les

métaboliseurs « ultrarapides », soit de toxicitds pes métaboliseurs « lents ».

La difficulté a mettre en évidence pour la plupggs médicaments I'(es) enzyme(s)
majeure(s) impliquée(s) dans les phénomeénes dgtaidses et/ou dans les risques de
toxicités ; ces mécanismes étant le plus souveniplexes et faisant intervenir

plusieurs niveaux métaboliques imbriqués.

Les protocoles actuels étant basés le plus sousentdes polychimiothérapies,
influence éventuelle d'un facteur de toxicité cemant une molécule peut étre
« lissée », «annulée » ou « majorée » par le rok$ate des autres traitements de
chimiothérapie. A cela, se rajoutent des toxick@ésnmunes. Ainsi les analyses
rétrospectives statistiques cherchant a dégageiade=irs de corrélation en uni-aet
fortiori en multivariée sont rendues difficiles par les noeal biais évidents qui en

découlent, ce d’autant que les effectifs rappattass la littérature sont faibles.

Dans le méme ordre d’idée, les nombreux facteursatdusion liés a la prise
concomitante pendant tout le temps des traitenariisancéreux, d’autres traitements
dits de « support » (corticothérapie, antiépilepds; antisécrétoires, etc...) rendent
potentiellement peu lisibles les résultats de &ation, des voies métaboliques
communes (notamment au niveau hépatique via lescltggmes) pouvant tres

largement interférer.

L’'application du concept «d’individualisation tleutique » implique des
laboratoires experts, ayant démontré leurs pogstitechniques avec validation en
routine des recherches pré- et per-traitementdigs’soient de nature génotypiques
ou phénotypiques. Ces laboratoires labellisés oatement peu nombreux sur le
territoire francais ce qui constitue un frein awaléppement de telles techniques en
pratigue courante, d’autant que le nombre d’examdunsfait de l'augmentation

croissante du nombre de malades dans les futuregesrs’accompagnera de besoins
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paralleles en personnels comme financiers. La itotish de cancéropdles et de
centres régionaux de recherche centralisée dewdaiimoins améliorer cette situation

a l'avenir.

Malgré tous ces écueils potentiels, I'idée de lizdtion de la pharmacogénétique en
complément des autres avancées scientifiques tesidténdre et fait I'objet de plusieurs
revues dans des publications internationf@s46), focalisant I'intérét d’'une telle démarche
a la fois dans l'optimisation des réponses auxemaents - et donc sur les survies - , mais
egalement sur la diminution des effets second@rages qui représentent non seulement un
colt humain, mais aussi financier pour les systemeeSanté des pays occidentaux et/ou des
compagnies privées d’assurance (notamment aux UBd@gpitalisations prolongées, retard a
la mise en route des traitements, mauvais conttéte symptdomes donc augmentation du

nombre de ponctions par exemple, des séjours meédicetc.

Les tableaux IV et Villustrent les principales enzymes ayant fait jggbdu plus grand
nombre de communications et d’articles ces dersiammées, ainsi que le retentissement sur
le plan cliniqgue d’éventuels polymorphismes a leuvgaux, tant en terme d’efficacité que de
toxicité. Certaines d'autres elles sont représentisns notre travail de Thése et seront
discutées et détaillées plus loin.

Enfin, dernier argument sur la légitimité d’'unddgedlémarche : si le praticien peut « tolérer »
jusqu’a un certain point des effets secondairesni@ilement graves dans le contexte d’'une
maladie évoluée a pronostic vital engagé, il agpdaalement inacceptable et disons-le

« non éthique » de ne pas proposer des dépistagkss rde pharmacogénétiques, quand ils
sont I'objet d’abondantes communications (exempld@hzyme du catabolisme DPYD dans

le cas du 5-Fluorouracil, nous y reviendrons), ahsdle cas particuliers des traitements
adjuvants, situations cliniques ou le(a) patiere@ déja potentiellement guéri(e).
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Tableau IV. Polymorphismes, incidences, types de cancers comret conséquences
meétabolique®’apres Shimoyama S et §5].

Enzyme  Mutation Turnor type or regimen Significance Frequency

DPD Most frequent IVS14+1G=AW2 Nasopharyngeal 18 Activity L, toxicity 7117 Range from 0% in Asians to
colorectal '='7 breast,'® 3% in Caucasians
pancreas,'® esophagus'®

DHP GA33A (Gly278Asp* Breast Activity |, toxicity T < 0.5%

TS NTR#= Healthy subjects Decreased TS activity Increased number in Africans.

by decreased NTR Caucasians (2R; 19%, 3R, 38%.
Chinese (2R; 2%, 3R; 87%)

G=C in USF binding Healthy subjects Activityl 3RC; 15% in African

sequence®™ and bladder Arnericans, 26% in Hispanics,
30% in Chinese, and 33% in
Whites

6-bp del in 3-UTR®*® Colorectal Activityl 9% in Hispanic Whites, 22% in
non Hispanic Whites, 28% in
African Americans, and B6% in
Chinesa

MTHFR CETIT (Ala222\al)7+ 57 Healthy subjects™, Activity | < 1% in Blacks, 10% in

colorectal™ Caucasians, and > 20% in

Italians and Hispanics™
10% in Africans, 30% in
Caucasians, and 45% in ltalians
and Mexicans™
Europe (north < southl, America
(west < south)”

A1208C (Glud294la)™ ND Activity 4-12% in Europe and Morth
Armericans, 4% in Japanese
and Chinese

OPRT GE38C (Gly2134la% Colorectal Activity T, severs toxicity 9% in Japanese

G1286C (Gly429Arg)s= ND Mot clarified ND

T3260G (Val109GlyEs ND Mot clarified ND

AZBEG (ArgoaGly)= ND Naot clarified MD

440G poly™ ND Silent ND

GSTpi AT404G 2106Vl Lung, colorsctal®™ Activity | 19% in African Americans, 7%
in European Americans, 3% in
Taiwanese™
9% in Australian European®
C2294T (Alal14Val)se2 Lung, colorectal® Reduced activity almost 0%
ERCC2 ATB1C (Lys224GIn)'™ 6FU alone or with irinotecan Survivall ND

G3124A (Asp224Asn)'™ Not relate to survival ND

C168A (higher to Not relate to survival MD

lower usage codon)'™

ERCCH C118T thigher to Coloractal, BFU with oxaliplatin~ Response to chemotherapyT MD
lower usage codon)'™?

Capgzam Lung, platinum-based Survivall MD

DHP; dihydropyrirminidase; DPD; dibydropyrimidine dehydrogenase; ERCC; excision repair cross complerentary group; GST, glutathione 5 trans
ferase; MTHFR; methylenetetrahydrofolate reductase; ND; not determined; NTR; number of tandern repeat; OPRT; orotate phosphoribosyl trans:
ferase; TS; thymidylate synthase; USF; upstream stimulatory factor; UTR; untranslated lesion,
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Tableau V. Exemples de polymorphismes associés a des varigtittnréponses aux
agents anticancéreuwxD’apres Lee et al46].

Substrates

Clinical Phenoty pe

Drug-metabolizing enzyme

Phase 1
CYP3A4/3A5

Phase 11
TPMT

UGT1ALl

NAT

GSTMI, GSTM3, GSTT1
Non-P450 phase 1

DPD

Drug transporters

P-glycoprotemn (MDR1)
MRPs
Drug targets

MTHFR
TS

etoposide (Etopophos™; Bristol-Myers Squibb;
Princeton, NI, http://www bms.com), teniposide
(Vumon®; Bristol-Myers Squibb). paclitaxel
(Taxol®; Bristol-Myers Squibb), vineristine
(Oncovin® Eli Lilly and Company;
Indianapolis, IN, http://www lilly.com)

6-MP, thioguanine, azathioprine (Imuran®;
Prometheus Laboratories, Inc., San Diego, CA
http:/fwww prometheus-labs com)

irinotecan (Camptosar®; Pfizer Pharmaceuticals;
New York, NY, http://www plizer.com)

amonafide (Quinamed®; ChemGenex
Pharmaceuticals Ltd, Menlo, CA, http:/iwww.
agtbiosciences.com)

various anticancer agents

5-FU

various anticancer drugs

various anticancer drugs

5-FU and antifolates
5-FU and antifolates

interindividual variability in pharmacokinetics

hematopoietic toxicity; dose adjustment required

toxicity (diarrhea, neutropenia)

myelotoxicity; dose adjustment required for fast
acetylators

decreased efficacy

severe treatment-related toxicity

drug resistance; interindividual variability in pharma-

cokinetics

drug resistance; intermdividual variability in pharma-

cokinetics

toxicity; drug resistance

drug resistance

Abbreviations: CYP = cytochrome P450; DPD = dihydropyrimidine dehydrogenase; GST = glutathione S-transferase; MDR1 = multidrug resistance [;
MRP = muludrug-resistance-related protein; MTHFR = 3,10-methylenetetrahydmfolate reductase; NAT = N-acetyl transferase; TPMT = thiopurine
methyltransferase; TS = thymidylate synthase; UGT1Al = UDP-glucuronosyltransferase 1Al 5-FU = 5-fluorouracil; 6-MP = 6-mercaptopurine,
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. PRESENTATION DE LA PHARMACOLOGIE ET DE LA
PHARMACOGENETIQUE DES PRINCIPAUX
CYTOTOXIQUES UTILISES DANS LE CANCER
COLORECTAL METASTATIQUE

3. PHARMACOLOGIE DU 5-FLUOROURACILE
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Le 5-fluorouracile (5-FU), antimétabolite connu deppresque un demi-siedé7], est I'un

des plus anciens médicaments anti-cancéreux eteasbre a I’heure actuelle utilisé dans le
traitement de nombreuses tumeurs solides (seionc@RL). Dans le cadre du cancer colo-
rectal, il représente depuis le début des annéds Stdndard du traitement car ayant apporté
un gain en terme de survie globale et de survis sgmptdme, ceci sans altération de la

gualité de vie, par rapport aux soins de corjb&].

Malgré I'avénement de nouvelles molécules telles guraltitrexed, I'irinotécan ou encore
I'oxaliplatine développées a partir de 1995, lelb4ieste le cytotoxique de référence seul ou
en association dans cette pathologie tant en situatljuvante que métastatique. L’adjonction
dans les schémas de traitement de modulateursvitédel que I'acide folinique, a permis
'optimisation de son efficacité par stabilisatide l'inhibition de la thymidylate synthase
(TYMS), cible principald48]. Une méta-analyse a ainsi montré un gain en telermeponse

(passant de 10 a 23%) bien que sans effet surveesglobal€g[3].

Assez paradoxalement compte tenu de I'anciennetéodeutilisation, le meilleur schéma
d’administration du 5-FU reste encore a I'heuraielde sujet a controvers¢$9] : Perfusion
bolus versus perfusion continue avec des profilségense et de tolérance si différents que
I'on peut considérer ces deux modalités comme @dements distinctfs0], fréequence des
perfusions, posologies du 5-FU et de l'acide fgjird, autant de parameétres qui restent a

optimiser.

De méme, I'existence d’un effet dose du 5 FU, figste concept de schémas d’administration
dit “intensifiés ”, intensification des posologigsii se heurtent inévitablement, du fait du

faible index thérapeutique de la molécule a l'inste la plupart des autres agents

anticancéreux, a I'apparition de toxicités park#seres, voire mortelles donc inacceptables.

De ce constat découle depuis quelques années unell@oapproche basée cette fois sur la
pharmacogénétigyegrenant en compte le génome de I'héte (polymarph), prédictive de
la tolérance a la chimiothérapie, et suplarmacogénomiguestudiant le génome tumoral
(profil d’expression et mutations des genes ciblgs) serait prédictive de la réponse au

traitement.
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Cette voie de recherche considérant la pharmaedlcigiique, biologique et génétique de
I’hdte comme de la tumeur, pourrait ainsi permeattoptimiser au mieux l'intensification de
doses - et donc I'efficacité de la chimiothérapitout en limitant les toxicités, avéatfine la
proposition d’'un traitement individualisé contradtéargement avec la pratique actuelle du

traitement standardisé.

Dans ce cadre, trois enzymes impliquées dans\itetbu le métabolisme du 5-FU ont été
particulierement étudiées : La dihydropyrimidineilrogénase (DPYD), enzyme principale
de son catabolisme, la thymidylate synthase (TY,M8)cible principale, et plus récemment
la méthylene tétrahydrofolate réductase (MTHFR)tdenrdle dans le métabolisme des
folates participe a la modulation de son activithacune de ces enzymes présente une
variabilité d’expression individuelle du fait delpmorphismes génétiques.

1. Le métabolisme du 5-Fluorouracile : Généralités.

1.1. Le 5-Fluorouracile est une fluoropyrimidine dela classe des antimétabolites
différant de I'uracile par la substitution d'un ate de fluor sur le carbone 5. Interférant avec
la synthése des acides nucléiques, son actioroastaycle-dépendant et majeure pendant la
phase S du cycle cellulaire.

La demi-vie apres injection intra-veineuse en b@sistrés courte (entre 8 et 22 minutes). Le
volume de distribution est par contre trés large1d a 54 litres) avec une clairance se situant
entre 0,5 et 2 I/min, non linéaire et variant al@aose administrée. Le métabolisme est
essentiellement hépatique (95%), I'élimination ania restant faible de I'ordre de 5 a 10 %
sous forme principalement inchangée. Lors de perigscontinues prolongées, il existe une
participation pulmonaire a I'extraction du toxigpeuvant atteindre 50%. Par ailleurs la
fixation aux protéines plasmatiques est faible (10%

Apres pénétration dans la cellule, le métabolisme5dFU est représenté par deux voies
compétitives : La voie anabolique le transformamtnecléotide responsable de son activité
cytotoxigue et la voie catabolique aboutissant fotenation de composés inactifs, produits

d’élimination(Figure 11).

» La voie catabolique: La dihydropyrimidine déshydrogénase (DPYD) est
I'enzyme principale et limitante. Elle réduit tnegpidement prés de 80 % du 5
FU en 5,6-dihydro-5-fluorouracile (5-FUH2). Ce 54/R est ensuite clivé par
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la dihydropyrimidinase aboutissant a I'acidefluoro--uréidopropionique
(FUPA) finalement métabolisé en-fluoro-B-alanine (FBAL), catabolite

principal du 5 FU, par l'uréidopropionase.

» La voie anabolique plus complexe:Trois voies essentielles peuvent étre

individualisées.

FEFF PFi

R FUR 1—"* FUMP — g FUDP— @ FUTF — | EilA

!

g0%| DPD FUdR — * FAUMP —p FdUDP —p FdUTE
¢ DA
F-DHU /
dUNP —X—> dTMF — g dTDP—— dTTF
¥ &
F-TIEA CHIFH4 FH3 TdE. —p= Thimine
/ FH4
SN SCHO-FH4

Figure 11 Métabolisme du 5 FUOPRT = Orotate phosphoribosyltransferase.

A/ Une voie principale via son métabolite FAUMP correspondant a l'inipitde la
thymidylate synthase (TYMS) aboutissant a I'apjpamitde coupures intra brins et a des
mécanismes d’'apoptose par l'inhibition de la bidsgee de I'ADN via le taux
d’expression de la protéine F§81,52] elle-méme régulée par le statut génomique,

sauvage ou muté, de I'anti-oncogéne 3.
B/ L’incorporation par l'intermédiaire du métabolit e triphosphaté 5-FUTP,mimant

en taille 'UTP, dans ’ARN au cours des mécanismes de transcription, abantiasdes

altérations fonctionnelles avec anomalie de la naséitn post-transcriptionnelle.
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L’incorporation dans les différents types d’ARN gmissiblement liée aux toxicités
observées notamment au niveau diggs#]. Ce mécanisme est plus particulierement en

cause dans les schémas d’administration de typgsbol

C/ L’incorporation dans 'ADN lui-méme par la formation du 5-FAUTP se présentant
comme substrat des ADN polymérases a la place d#dythymidine triphosphate

(dTTP) elle-méme déplétée par le blocage de la TYMS

Enfin l'intégration dans les membranes cellulaides sucres nucléotidiques contenant du
5-FU (FUDP-hexoses, FUDP-hexosamines, FUDP-N-até&ybsamines) pourrait aboutir

€galement a des altérations a ce niveau et aalgsdes de la glycosylation

1.2. Toxicités dues au 5-Fluorouracile.

Le profil de toxicité du 5-FU dépend du mode d’adistration (en bolus ou en perfusion
continue)[55], de la durée d’exposition et des variabilités vitlielles notamment dans le

cas de déficits plus ou moins complets de 'acidi¢ la dihydropyrimidine déshydrogénase.

Cette toxicité est principalement digestidose dépendante et limitante, a type de nausées-
vomissements immédiats (30 a 60%) prévenus par pramedication adéquate, et de
diarrhées exsudatives voire hémorragiques (9% deéeghl-1V en moyenne) aggravées par
I'association avec I'acide folinique, ou l'intertér et les perfusions longues. C’est également
le cas des atteintes des muqueuses (mucite, gmgiprévenues par bains de bouche

antiseptiques.

La toxicité hématologiquéeuconeutropénie et thrombopénie) est plus frégudans le cas

des traitements de type bolus.

Il existe par ailleursine toxicité cutanédont le profil clinique va de la photosensibilieata
la toxidermie et plus fréquemment, dans le casettugions continues, a une érythrodermie

palmo-plantaire appelée “ Syndrome Main-Pieds " BSM

Une irritation conjonctivale (larmoiement, conjonctivite, kératite) liee a wndrome sec

oculaire peut se rencontrer, plutét dans les sch@nagerfusion.
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Enfin, il existeun risque de toxicité cardiaquaggrave par les traitements haute dose et
I'association avec le cisplatirig6], dont la fréquence est proche de 10%. Cette téxést a
type de spasmes coronaires mimant un angor, abaatisependant rarement a un véritable
infarctus du myocarde, ou exceptionnellement a tgpeidération myocardique par toxicité
directe (myocardite toxique) : Le tableau cliniqgs alors celui d’'un choc cardiogénique aigu
engageant le pronostic vital. Un bilan cardiologiquréthérapeutique s’impose donc devant
tout patient &gé et/ou a risques cardio-vasculaires

Il n'existe pas de traitement préventif et le ®&ment curateur, outre les mesures

symptomatiques, se résume a l'arrét immédiat gettusion de 5-FU.

Les autres toxicités multi-viscéralesvec défaillance grave éventuelle, dont I'atteinte
neurologique (ataxie cérébelleuse, leuco-encéphaé rencontrent essentiellement en cas de
toxicité sévere, dominée par les cas de déficiearajle I'activité enzymatique de la DPYD
[57].

2. La dihydropyrimidine déshydrogénase (DPYD).

Son gene est localisé sur le chromosome 1p22 gbaden23 exons. L'activité enzymatique
de la DPYD est soumise a un polymorphisme généti§8¢ et présente une grande
variabilité d’expression interindividuelle qui sépartit selon une courbe gaussienne dans la
population généralfs9]. L'altération des fonctions hépatiques n’est papliquée[60], pas
plus que I'age ou l'origine ethniqyiél]. Il existe des résultats discordants quant au.sexe

La protéine DPYD est constituée de 2 sous-unitéstigues (homodimére), de 1025 acides
aminés chacune, et comporte plusieurs motifs stragk fonctionnels. Les bases
pyrimidiques (thymine et uracile) sont ses substnaturels avec une affinité supérieure pour
le 5-FU. Une trentaine de mutations ponctuellesépatindividualisées jusqu’a présent, dont
une quinzaine induisant une baisse d'activité emtiue soit par déreglement
transcriptionnel (mutations dans la région proneedrisoit et plus fréquemment par la
synthese d’'une protéine mutée au niveau des sielqués dans son activifeigures 12.1

et 12.2) La fréquence de ces déficits dans la populatsrestimée a 3% pour les partiels et

0,2% pour les complets.
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Figure 12.1.Organisation du gene de la DPY[DLes différentes couleurs représentent les
régions codantes pour les cinq domaines distinodfiouvés au niveau de la protéine: Vert
pour le domaine | (N-Terminal contenant 2 sites §4S] servant aux réactions d’oxydo-

réduction), jaune pour le domaine Il (domaine dasibn au dinucléotide flavine-adénine

[FAD]), orange pour le domaine lll (domaine de Ban au dinucléotide nicotinamide-

adénine réduit [NADPH]), rouge pour le domaine INaiéon au résidu mononucléotide

flavine [FMN] et pyrimidine), et bleu pour le domaiV (C-Terminal contenant 2 sites[4Fe-
4S]). Les principales mutations connues sont ingéguet trois d’entre elles étudiées ici
indiquées par les fleches rouges.

Conséquence du polymorphisme
IVS14 + 1G>A

|ADNg. -

ARN messagers

Protéine fonctionnelle Protéine tronquée non fct®

imssp Tolérance au 5 FU sy Toxicité

Figure 12.2.Exemple de retentissement fonctionnel d’'une mutetide la DPYD.

L’activité enzymatique est corrélée avec la toRigrévisible au 5-FU notamment en cas de
déficit majeur. La technique radioenzymologique glentification dans les lymphocytes
circulants reste la référendé2] mais est inapplicable en pratique courante. Désutr
approches sont développées au Centre Paul Papiads
» Un dépistage génétique par pyroséquencage desionstéts plus fréquentes dans
la population caucasienne : IVS 14 + 1G>A, au nivda la région codant pour le
site de fixation du substrat, 1679 T>G au nivealade&gion codant pour le site de
fixation au FAD, 2846 A>T interférant avec la fis@at du cofacteur et le transport

d’électrons et enfin 464 T>A, mutation non-sens.
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>  Au rapport plasmatigue UH2/U (l'uracile étant I'wles substrats naturels de la
DPYD et UH2 son métabolite), plus adapté a desnigaes de routine en
laboratoire et mieux corrélé a la clairance plasjoatdu 5FU.
Ces méthodes permettent ainsi de dépister lespmtiéficitaires tout en offrant la possibilité

d’avoir une idée pré-thérapeutique de la dose @Mimisée chez le patief@3].

3. La thymidylate synthase (TYMS).

3.1. La thymidylate synthase est une cible priviiée dans la stratégie antitumorale.

Elle constitue en effet la seule voie de synthesdadthymidine, précurseur nucléotidique
spécifique de I’'ADN, indispensable a sa réplicagbaux mécanismes de réparation.

La TYMS est ainsi responsable de la transformapan méthylation de la déoxyuridine
monophosphate  (dUMP) en  déoxythymidine = monophosphat(dTMP), le
méthylenetétrahydrofolate (CH2THF) ayant le role absubstrat en tant que donneur de
meéthyle. Le dTMP est ensuite phosphorylé en dégxyitline di- puis tri-phosphate (dTTP),
lequel est incorporé dans 'ADN par des enzymegrpétases.

Le 5-FAUMP, métabolite actif du 5 FU, agit donc eoenun inhibiteur compétitif d’affinité
plus grande cependant que le substrat naturel déMiBrmant avec la molécule de TYMS et
le méthylenetétrahydrofolate un complexe ternaiable, le transfert de méthyle étant rendu
impossible par la présence de I'atome de fluor esitipn 5 qui ne peut étre déplacé a la
différence de I'atome d’hydrogéne.

Le gene de la TYMS est situé sur le chromosomealipe longueur de 18 kilo paires de
bases et est constitué de sept exons et six inftédhsLa région promotrice et les principaux
sites initiateurs de la transcription sont respectient localisés a environ 400 paires de bases
(pb) et 180 pb en amont du codon initiateur ATG.

Compte tenu de son role privilégié dans la syntleé$z réparation de I'ADN, la TYMS a fait
I'objet de nombreuses recherches dont les pringipasultats peuvent étre réesumés comme

Suit.
3.2. L’état des connaissances sur la thymidylate sthase.

» La sensibilitéin vitro au 5-FU de lignées cellulaires de cancers coltauec est

inversement corrélée au taux de TYMS et a son nidéexpression[65-66].
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» Un des mécanismes de résistance innée ou acquis€diest I'hyperexpression de la
TYMS [67].

> In vivo, la surexpression du géne de la TYMS représentemafacteur prédictif de
mauvaise réponse au traitement par S5[R).

> La protéine TYMS, qui possede des sites de liagaonacides nucléiques, joue un réle
de régulation sur son propre ARN messager -airsisgu les ARNm de p53 et c-myc
entre autres lui conférant donc une action largesein de la cellule- par un
phénomene de rétrocontrole négatif selon qu’'ell®@eson liee a ses substrggg)].

> Il a été mis en évidence un certain nombre de potginsme au sein du gene de la
TYMS dont les conséquences sur l'activité enzynmtigasseraient par des niveaux
de régulation transcriptionnel, traductionnel ettpioaductionnel.

Ainsi & ce jour, trois polymorphismes ont été indiidualisés :

3.2.1. Au niveau de la région promotrice(Thymidylate Synthase Enhancer Region ou
TSER) - qui ne possede pas de TATA Box a l'insemdmbreux genes impliqués dans le
cycle cellulaire- ainsi qu’au niveau de la régB®mon traduite de TARNm (3'UTR), il a été
décrit un polymorphisme de répétition d’'une ségeetie 28 paires de bases appelée “R”
pour “ Répétition ”. Cette variation du nombre dmjsences “R” de 2 a 9 (le plus grand
nombre étant observé dans les populations d’origineaine)[70] pour chacun des alléles a
permis d’individualiser des groupes de patientsit 8omozygotes 2R/2R, et 3R/3R, soit
hétérozygote 2R/3R pour les plus fréquentes danpdpulations non africaing3 ableau
V).

Tableau VI. Génotype de la région promotrice et fréquence 'déidle chez les sujets
caucasiens, du Sud-Est Asiatique, et chindsaprés Marsh. Genomics 58, 310-312 (1999).

Genotype Allele frequency
Ethnic Group n 212 2/3 3/3 2 3
Caucasian 96 19 % 43 % 38 % 0.40 0.60
Southwest 95 16 % 44 % 40 % 0.38 0.62
Asian
Chinese 96 2% 31% 67 % 0.18 0.82
Japanese 21 n/a N/a n/a 0.19 0.81
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In vitro, les études ont montré que I'activité transcriptielle du promoteur comprenant trois
séquences de répétition est augmentée par rapp@iteadu promoteur en contenant deux
[71]. Les travaux de Kawakaret al ont également montré qu’il existe une augmentatie

I'efficacité traductionnelle (3 a 4 fois plus) dARNm avec trois séquences “ H72].

In vivo, les données cherchant une corrélation entreémpseaces de répétition et la réponse
observée au traitement par 5-FU sont tres variatdes leur méthodologie (étude du génome
tumoral ou non, de 'ARNm, de lactivité enzymategucohortes de faibles effectifs,
modalités différentes de traitement associant gad@utres cytotoxiques dont la cible n’est
pas la TYMS, cancers de type et de stade variést..flaas leurs résultats souvent
contradictoire$73-75].

3.2.2. Un polymorphisme nucléotidique (G>C) surajoté et situé dans la deuxiéme région
de répétition de I'allele 3R a été individualisg & environ 7 ans.

In vitro, des études utilisant différents plasmides desfeantion ont ainsi pu montrer, dans le
cas d'une séquence sauvage “ 3G ” (la plus frégudgus la population caucasienne, environ
56%) une meilleure efficacité de la traduct[@6] comme de la transcriptidi@7]. Pour cette
derniere, la modulation serait liee a I'abolitiorurd site de fixation pour un facteur
transcriptionnel USF-1 dans le cas de la mutati8@ ™ (Figure 13 ci-dessous)L’existence

de cette mutation surajoutée pourrait rendre cordpte résultats contradictoires soulignés
plus haut, et son individualisation permettre, déa@mu polymorphisme de répétition et au vu
des études de transfection, de redéfinir la distioin des patients selon une expression
prédictive de la TYMS dite “ haute ” ou “ basseur sles criteres purement génétigues. Une
nouvelle répartition a ainsi été proposée par ijggule Kawakami en 200F6] détaillée
dans lgableau VII.

28ph ISF E-Box 28 pb
[CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG |CCGCGCCACTTCGCCTGCCTCCGTCOCE
GCGCCACTTGOCCTGCCTCOGTCCCG | COGCOCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG | COGCEUCACTTCGCCTGUCTCCGTCCCC

USF E-Box USF E-Box C

Figure 3. Séquences de répétition de 28 pb au sein de la région promotrice du géne de Ia TS, Le dte de fization E-Box pour le facteur de
transcription USF-1 est souligne (d'apres Mandola ef o )
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Tableau VII. Expression prévisible de la TYMS selon la
combinaison de la mutation C>G et du polymorghe.
« Haute » expression « Basse » expression

2R/ 2R 2R/ 3Rg
2R / 3Rc 3Rc / 3Rg
3R/ 3Rc 3Rg/ 3Rg

In vivo, deux études rétrospectives, étudiant 'ADN turhpoaur la premiére (258 patients) et

'ADN germinal sur leucocytes circulants pour lac@ede (89 patients), ont retrouvé une
corrélation statistiquement significative entreteelistribution et la survie globale de patients
porteurs de cancers colo-rectaux traités par 5 ¥t ain avantage pour les groupes a

expression “ basse[76,78]

3.2.3. Enfin il existe un dernier polymorphisme aype d’insertion-délétion de 6 paires de
basessituée 477 pb apres le codon “ Stop ”. L’alleletpot la délétion est présent chez 27 %
des caucasiens, avec de grandes variations iteigaes, et est associé a une diminution de
stabilité de TARNm TYMSin vitro ainsi qu'a une baisse de I'expression de la TYMEai

tumoralin vivo [79].

4. La méthylene tétrahydrofolate réductase (MTHFR).

Elle tient un role essentiel dans le cycle destéslat la synthese du S-Adénosylméthinine
(SAM), donneur cellulaire universel du groupemenétimgle en convertissant de facon
irréversible le 5-10 méthylene tétrahydrofolate @EHA4) en 5-méthyltétrahydrofolate
(CH3FH4). Elle se situe donc a l'interface entrgdée de synthése de la thymidine et celle de
la méthionine, indispensable a la synthése proteigu cycle cellulaire et a la méthylation de
'ADN (Figure 14).

La modulation de l'efficacité du 5-FU par I'acidelihique, précurseur du CH2FH4, par
stabilisation du complexe ternaire formé avec |aVI5Y a été clairement démontiéd].

Le réle clé de la MTHFR dans la concentration icetiulaire de folates explique I'attention
portée sur cette enzyme comme cible de recherchel’pptimisation des traitements par le

fluorouracile.
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Son géne est localisé en 1p36.3 et comporte 11se@mrégion promotrice ne comprend pas
de TATA Box mais de nombreux flots CpG, comme daufYMS, et de multiples sites de
liaisons avec SP1 transactivateur ubiquitaire. 4dations ont été répertoriées en 2004 dont
37 induisant un déficit enzymatique sévere (inféria 20% de la normale) associé a une
hyperhomocystéinémie, des thromboses, des anonmaig®logiques et une prédisposition
au cancer par hypométhylation de I'ADN. Les deuxatians les plus fréquentes (environ
15% et 12% respectivement pour les homozygotes ldgmspulation caucasienne) et les plus
etudiées sont les polymorphismes nucléotidiques@¥V (diminution de 75% de l'activité
pour les homozygotes) et 1298 A>C (diminution d&30

In vitro, des études relativement récentes ont fait la gredyr concept de la

majoration des effets des fluoropyrimidines endmgénotype MTHFR mu{&0].

In vivo, peu d’études et sur de faibles effectifs ont &vale lien81-84].

Néanmoins, ces différents travaux ont montré dpsnges au traitement par 5-FU
pour la plupart significativement différentes emdton du polymorphisme de la
MTHFR, essentiellement pour la mutation 677 C>Tcawe bénéfice observé dans ce
cas. Par contre, en dehors de I'étude chinoise wetlal. concernant des patients
porteurs d’'un cancer de lI'estomac, il n'a pas éié em évidence de différence en
terme de toxicitéf85].

Les données sur les survies sans progression suie®s globales sont encore plus
fragmentaires. Il n’a pas été rapporté de difféeesignificative sur ce point selon le
polymorphisme 677 C>T, mais les travaux de Etieztred. observent paradoxalement
une survie écourtée dans le cas des homozygotessreat 129482]. Un résultat
possiblement en rapport avec une croissance tuenguals rapide du fait d'une
synthese de thymidine plus efficace et/ou du faitpiénoménes d’hypométhylation
de 'ADN.

Finalement la recherche de corrélation entre les pmcipaux polymorphismes des
enzymes impliquées dans le métabolisme du 5-FU esltoxicités ou efficacités observéees
dans le cadre d'un traitement de type LV5FU2 (Leucweorine et 5-FU en perfusion), fait

I'objet de la publication N°1 présenté dans le cadr de notre Thése d’Université.
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Acide Folinique { (6R) 5-Formyl H4 Folate

(65) 5-Formyl H4 Folate (Elvorine®):Isomére Lévogyre (naturel, actif)

MTHFS Glutation
5-F 1 H4 Folat .
g ormy T ot a SHMT Vit B6
Meéthényl H4 Folate
MS Vit B12 Homocystéine SAH
Cycle des Purines ) o
- 5-Méthyl H4 folate Synthése Méthionine
10-Formyl H4 Folate Méthi 01121 o SAM
MTHFR -,
.".
SHMT SHMT :
PURINES H4 Folate 5-10 Méthyléene H4 Folate H4 Folate
DHFR@ ’ TS FdUMP :
H2 Folate v
ALIMENTATION - Synthése ADN S{’,}J‘ﬂ%“ﬁ PO
"Réparation DNA Méthylation

Méthionine

Figure 14.Balance entre les voies de synthése de la méthiemit de la thymidine.
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. PRESENTATION DE LA PHARMACOLOGIE ET DE LA
PHARMACOGENETIQUE DES PRINCIPAUX
CYTOTOXIQUES UTILISES DANS LE CANCER
COLORECTAL METASTATIQUE

4. PHARMACOLOGIE DE L'IRINOTECAN (CPT-11)
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1. Présentation.

Les inhibiteurs de topoisomerase | font partiemd’'glasse d’agents cytotoxiques parmi les
plus prometteuses développées ces dernieres arnm@esdécouverte n’est cependant pas
récente : Le programme de « screening » de I'litshtational du Cancer américain (NCI)
identifia dés les années 50 que les extraits dieréachinoisCamptothecea Acuminagvaient

un effet cytotoxique sur des lignées de cancer uma

En 1966, Monroe Walkt al. identifia le principe actif a partir de ces exisavégétaux, la
camptothécing[86]. Des expériences de pharmacologie cellulaire gmméé ont permis
d’observer dans les années 70 que la camptothiicloesait des lésions d’ADN, ainsi qu’'une
inhibition de synthése des ARNm et de 'ADN avecrincellulaire [87]. En raison de
'insolubilité en solution aqueuse de la camptothec c'est le sel de sodium de
camptothécine qui fut testé en phase | et Il présau début des années 1970 : quelques
réponses furent observées dans les cancers calaxeaastriqgues et pulmonaires mais la
survenue de cystites hémorragiques stoppa a I'epteydéveloppement de la moléciB8-

89].

Finalement ce n'est qu'en 1985 que I'enzyme nueléapoisomerase | a été formellement

identifiée comme sa cible moléculaire, relancantédrét de la campthotecine, comme de ses
dérivés, au vu donc de son mécanisme d’actionadait donc original par rapport a d’autres

cytotoxigues : le ciblage de la Topoisomérase Is Dérivés plus hydrosolubles et moins

toxiques furent alors développés en clinique, ertiqudier l'irinotecan (CPT-11) et le

topotecar(Figure 16).

L'irinotecan (Campto, Pfizer), est le 7-éthyl-1Q-[#piperidino)-l-piperidinocarbonyloxy-
campothécine. C’est un inhibiteur de topoisomeias®is c’est surtout la prodrogue d’un
inhibiteur de 300 a 1000 fois plus actif, le SN-88 7-éthyl-10-hydroxycamptothécine,
obtenu aprés action d’'une enzyme carboxyestéra€d @net conduisant a la perte du radical
bispiperidino. Le SN-38 est le plus puissant das@ de topoisoméras@lvitro [90].

Ainsi les effets pharmacodynamiques de l'irinoteqaril s’agisse de I'activité antitumorale
comme des effets secondaires sont directemenalpésoncentrations circulantes de SN-38.
L’irinotecan fut le premier dérivé hydrosoluble ceemptothécine a entrer en essai clinique au

Japon dans les années 80. Il fut par la suite coniatisé pour le traitement des cancers

63



colorectaux métastatiques résistants au 5-FU, suiieux essais cliniques efi IRyne de
traitement, 'un comparant lirinotecan versus sotte supporf91] et l'autre versus une
seconde modalité de 5-HB2]: dans les deux cas, les taux de réponse n’étpéEntmajeurs

en gain mais le bénéfice en survie sans progresdi@in par contre évident : lirinotecan
induisait donc un impact plus fort en terme de petae lié au temps qu’en terme de volume
tumoral lysé. Il a été enregistré en premiere ligass le traitement des cancers colorectaux
métastatiques, en association avec le 5[#8], puis avec le bevacizumdb4] ; enfin les
données de I'étude CRYSTAL démontrent son effiéacbmbinée avec le cetuximab en

premiere ligne métastatiq@s].

Molecular R R R
Compound weight 1 2 3 Ry
Camplothecin A48 36 -H -H -H -H
Topotecan 421 46" -H -CHNICHa)y -COH -H
9
Irinctecan 586 65 © -CHaCH; -H -o-C -ND—N » -H
SN-38 392.42 “ZH-GHg -H -OH -H
s-Aminocamptothecn 353 38 -H -MHz -H -H
B-Mitrocamptothecin 393.35 -H -MNO5 -H -H
P
Gl-147211 518577 “CHyN _ N-CH; .y -OCH;CH;0-
—GH=CH~CH—
Exatecan 435 45° e T -CHs -F
z
Karenitecin 445 B0 -H  -CHzCH28{CHz)y -H -H

? Free baze,

Figure 16. Camptothécine et dérivés.
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Le développement clinique de l'irinotecan fut requable avec trés clairement une relation
majeure entre la dose-intensité et I'effet théréipae. Cependant I'intensification de dose se
heurta a I'écueil de deux toxicité limitantes : uoricité habituellement rencontrée avec les
cytotoxiques « classiques », la neutropénie, et toriité plutdt inhabituelle, I'apparition
d'une diarrhée aigue tardive de type cholérifornppuvant conduire a des états de
déshydratation sévére avec nécessité d’hospiialiseface a cette derniere, I'apprentissage
clinique d’'une prise en charge adéquate par utetngnt antidiarrhéique (loperamide) a forte
dose et a débuter des les premiers symptdomes parmineilleur contrble de cet effet
secondairg96]. Parallelement le développement d’autres schémasadements aboutissant
a un meilleur rapport efficacité-tolérance a faitviggier, en France en tout cas, des
protocoles toutes les deux semaines a 180 mg/me ljnotecan (protocole FOLFIRI en

combinaison avec le 5-FU97-98].

2. Pharmacologie de I'lrinotecan (CPT-11).

L’irinotecan est donc un dérivé hémi-synthétique ke camptothécine, qui inhibe
spécifiguement la topoisomérase |, induisant ds®ihé simple brin de 'ADN bloquant la
fourche de réplicatiofFigures 17.1 et 17.2)Son activité cytotoxique est conditionnée par le

temps de contact avec les cellules, et semblefgpéede la phase [99-100]

Tvpel Topoisomerase /\
s —{on @
L\ )
/ S~—
jy—_— 3 Type TA

Topoisomerase I

53 5

DNa Topoisomemse I-DNA covalent temary complex
binary complex

Figures 17. 17.1Mécanisme d’action de la Topoisomérase | sur 'ADN.
17.2Interaction ADN/Topoisomerase l/Irinotecan: Complexernaire stable.
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Le CPT-11 est principalement métabolisé par lebmafestérases en un métabolite actif : le
SN-38, de bien plus grande affinité pour la Topwiémse | purifiée, et plus cytotoxique sur
plusieurs lignées cellulaires tumorald$01]. Le SN-38 est lui-méme inactivé par
glucuroconjugaison via l'uridine diphosphoglucureyktransferasé A1 (UGT1A1). Le SN-

38 (glucuronidé) est par la suite hydrolysé damstestin. A ce niveau, une partie est
cependant retransformée en SN-38 sous I'actiop gleicuronidases bactériennes digestives
contribuant a la survenue du tableau diarrhéiqge eetardé. Enfin, le CPT-11 est oxydé par
les cytochrome P450 CYP3A4 et CYP3A5 en métabolitestifs : APC et NPGFigures
18.1 et 18.2)

CPT_11 LR : SN-38

carboxylestérase v

| Cyiotoxicity

CYP 450 3A4 UGT 1A1
APC SN-38G
BILE

v
Bifinsy excrefion

Figures 18.1 et 18.2Métabolisme de I'lrinotecan.

Irinotecan est une prodrogue requérant une actoratinétabolique par les carboxylestérases
en son metabolite actif, BN-38 L’lrinotecan est lui-méme métabolisé par les chitomes
hépatiqgues P450 3A4 (et 3A5) en 7-ethyl-10-[4-Nufinopentanoic acid)-1-piperidino]
carbonyloxycamptothecinAPC), qui a une activité antitumorale 500 fois moiadpar
rapport au SN-38. Le SN-38 est détoxifie par glooidation via [l'uridine
diphosphoglucuronosyltransferases 1A1GT 1Al en SN-38 glucuronidéSN-38QG puis
éliminé dans les selles par voie biliaire.

Le CPT-11 inchangé est I'entité principale dansplasma, suivi par I'APC, le SN-38
glycuroconjugué et le SN-38. Les essais de ph#$60-750 mg/m2 IV en 30 minutes) ont
montré une pharmacocinétique triphasique, aveadend-vie plasmatique terminale de 14,2
heures. Le SN-38 a montré un profil déliminationpHasique avec une demi-vie
d’élimination terminale moyenne de 13,8 heurf00-101] Une large variabilité
interindividuelle des paramétres pharmacocinétiguais observée, notamment pour le SN-38.
L’exposition au CPT-11 et au SN-38 augmente prapanellement avec la dose administrée.
La pharmacocinétique semble indépendante du noddmeycles administrés et du schéma
d’utilisation [100].
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Une des voies d’élimination majeure est fécale lesasels biliaires, avec environ 33% de la
dose d'irinotecan administrée retrouvée dans l#es§®9]. La sécrétion biliaire se fait par
lintermédiaire de deux types de transporteurs ti@nsporteurs canaliculaires de la bilirubine
et des anions organiques (CMOAT), ainsi que lessprarteurs d’efflux aux xénobiotiques
dont la P-glycoprotéine (Pgp), mais également ABC&2lont les activités sont réduites lors
d’une obstruction biliaire, de phénomeénes inflanoinas et septiqugd02-103] L’'autre voie
d’élimination est biliaire, avec prés de 50% dddae administrée retrouvée dans les urines.

On l'a vu, les principales toxicités de lirinotecaont hématologiques et digestives. La
toxicité digestive est principalement attribuée &M-38 et a I'exposition secondaire
endoluminale dans le tube digegtiD4-105] La toxicité hématologique est corrélée a I'aire
sous la courbe de l'irinotecan et du SNEB86].

La clairance de lirinotecan est diminuée d’envirdf% chez les patients ayant une
bilirubinémie comprise entre 1,5 N et 3N. Chez pasients, la posologie de 200 m/m2
d’irinotecan entraine une exposition comparablelfe ®bservée chez les patients ayant des
parameétres hépatigues normaux et recevant 350 mg/bd?s d’administrations
hebdomadaires, le risque de manifestations d’eftedsiues hématologiques de grade 3-4 au
premier cycle, comme la neutropénie, a été plugtétbez les patients dont la bilirubinémie
totale de départ était l1égérement élevée (de 175 am&romol/L) que ceux dont la
bilirubinémie était inférieure a 17 micromol[LO7]. Des taux élevés de bilirubinémie et de
phosphatases alcalines sont étroitement corrélamea diminution de la clairance de
lirinotecan, principalement par excrétion biligisvec augmentation consécutive des taux de
SN-38[107] : Il est donc recommandé pour des administratims les 21 jours, des
posologies de 200 mg/m2 chez les patients prédemt@nbilirubinémie de 1,5 a 3 N, et de
300 mg/m2 lorsque la bilirubinémie n’excéde pad\l,bes recommandations du fabricant
sont de déconseiller I'administration d’irinotecelmez les patients avec bilirubinémie > 35
micromol/L, des transaminases > 3N en l'absencendtastases hépatiques, et de 3N en
présence de celles{di08]. Par ailleurs, l'irinotecan est modérément lié gurotéines
plasmatiques (30-60%) mais son métabolite acti§Ne38, y est lié a prés de 95% [24] : une
prudence toute particuliere doit donc étre coréeilchez les patients présentant une
hypoalbuminémie du fait d’'un état de dénutritioryng insuffisance hépatocellulaire (tare
sous-jacente, envahissement métastatique), d'utemti@n hydrosodée (augmentation du
volume de distribution), de pertes rénales (gloho@athies voire syndrome néphrotique),

d’'un hypercatabolisme (syndrome infectie(k)9]. On notera que le CPT-11 administré en
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IV chez un patient porteur d’'un drain biliaire exte (donc sans exposition endoluminale)
était éliminé plus lentement que chez des sujetss;savec une toxicité essentiellement

hématologiqug109].

Finalement, les études pharmacocinétiques de papula’ont pas montré de corrélation
entre la clairance de l'irinotecan et les carastifluies démographiques tels que le poids, la
taille, le sexe, I'ethnie, et la fonction rénaleof@mment la clairance de la créatininémie
calculée par la formule de Cockroff)10]. A noter cependant que chez le patient fumeur,
I'aire sous la courbe s’est révélé plus basse hee e non-fumeuill1l], avec une exposition
diminuée de plus de 40% au SN-38 : la toxicité &@hgique était considérablement réduite
dans cette population avec seulement 6% de neuiesp&éveres (grade 3-4), contre 38%
chez les non fumeurs (OR :0,10 ;IC95% :0,02-0,43<;0,001); la toxicité digestive était par
contre comparable dans les deux groupes. Le mé@sarpsurrait correspondre a 'activation
des cytochromes P450 (dont le CYP1A2 et a moinire ke CYP3A4) par les dérivés
aromatiques polycycliques contenus dans la fuméalshe. En tout cas, une telle donnée est
a prendre en considération des lors que lI'on retleedes niveaux de corrélations entre
certains polymorphismes impligués dans le métamalisie lirinotecan et les toxicités

observées (risque de biais statistiques en anahiseomme en multivariée majeurs).

Autres risques importants de biais statistiquess: ihteractions médicamenteuse possibles,
notamment avec les inhibiteurs (kétoconazole, pamgle...) ou inducteurs (rifampicine,
carbamazépine, phénytoine, phénobarbital,...) ducbytome CYP3A4[108]. Avec le
kétoconazole par exemple, il est observé une diimde 87% de 'AUC de I'APC et une
élévation de 109% de 'AUC du SN-3@12]. Il nest pas rapporté de modification

pharmacocinétiques par contre avec l'associatidsrBU/acide foliniqug108].

Finalement les principales caractéristigues phaociaétiques de l'irinotecan et de ses
dérivés sont résumées dand &bleau VIII, ci-apres.

Dans le domaine de la pharmocogénétique, les efartsont focalisés ces derniéres années
sur les polymorphismes de 'UGT 1Al dans la poporegénérale, et les retentissements
éventuels qui peuvent en découler en terme deogestes toxicités ou d’optimisation
thérapeutique avec éventuelle intensification deedoselon la population étudiégest
€galement l'objet d'un de nos travaux présentés igioir DEUXIEME PARTIE ;

publication n°2).
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Table I Pharmacokinetic parameters of the camptothecins in adult cancer patients with solid tumeors®

Chemical AUC  Urmary Oral
form Crae (D) CL V.. iy Tatio  excretion bicavailability
Compound  Administration  assayed () (liter’h'm®)  (literm®) (h) (LT) (%) (%) Ref.
Camptothecin Bolus iv. T 21,300 (20) 0.34 T0 133 NES 16.5 3,4
zodinm
Topotecan 30 min i.v. L TE(1.5) 274 734 28 037 6466
T 142(1.5) 13.4 68.6 4.1 302 64, 72
2hca L 38(1.5) 275 G20 41 033 6769
T 10.7 (1.5 14.4 NR 33 0.0 67
21da L 1.5(0.8) 402 NR NE 033 70,71
T 4.2(0.6) 13.1 NR NR 40.0 70, 71
p-o- L 12.8(1.5) 24 033 NR 30 66
Innotecan 90 min i.v. L 975 (1500 33.3 NR 37 044 115, 116
T 2304 (150) 17.0 1420 73 25.7 115, 116, 119
96 h ci T 286 (10) 249 NE NE NRE NE 120
p-o- L T8.9 (66) 262.07 114 039 NR 8 117, 118
SN-38° 90 min iv. L 334 (1500 115 051 115, 116
T 933 (1300 102 0.26 115, 116, 119
96 h ci T 6.4 (10) NE NRE NE 120
p-o- L 18.4 (66) 169 073 NE 117
Q.AC T2hci L 26(2.5) 274 2398 168 009 134, 158
T 59.1(2.5) 20 236 84 321 159
p-o- L 127 (D.84) 972 0.08 48 160, 161
T 116 (1.5) NE NE 63 161
ANC p.o. L 35(1.5) NE 011 171-174
T 432(1.5) 144 30 NR 171-174
GG-211 30 min 1.v. L 23.6(1.5) 5.5 il 6 0217 177-178
T 96.5 (1.5) 21.0 149 9.6 11.0 177
72hc L 22(1.75) 64.4 NE 7.5 NR 114 179
21da L 0.7(0.4 0.3 NR NE NR NR 180
p-o- L T59(6) 68 043 113 181
T NR NR NR 11.8 181
Exatecan 30 min 1.v. T 177(0.5) 1.8 143 73 NR 6.10 187, 188
2hca T 14424 29 29 139 NR 89 191

“The mformation presented mn this table represents a comprehensive evaluation of the published data for each compound from single agent
clinical studies m adult cancer patients. In cases where pharmacokinetic data was reported for multiple studies of the same admunistration schedule,
data was selected from studies that were considered to be mest reliable, based on an assessment of the methodology described in the report and
agreement with other published data for the drug. Parameters for which more than one reference has been cited are the average of values from the
mdividual studies.

" The abbreviations used are: ci, continuons iv. infusion; C,, (D), peak plasma concentration {dose in mg/m®); CL, total plasma clearance; V,,
apparent volume of distribution at steady state; t;, ;. half-life of the terminal dispesition phase; L, intact lactone form of the camptothecin; T, total
camptothecin (lactone + carboxylate).

“NE., parameter was either not reported or could not be estimated from reported data.

“CL/bioavailable fraction.

“ 5N-38 pharmacokinetic parameters obtained after mnotecan administration.

fReported value is considersd to be unreliable.

Tableau VIII. Parameétres pharmacocinétiques de la camptothécindeeses dérives.
(D’apres Garcia-Carbonero R, et Supko JG. Clin GarRes 2002 ; 8 : 641-61.)

3. Adaptation pharmacogénétique et Irinotecan.

L'uridine diphosphoglucuronosyltransferase 1A1 (UAI), et dans une moindre mesure
FTUGT1A7 et 'UGT1A9 (voir plus loin), est donc I'enzyme majeure du catabolisme du SN-
38, métabolite actif toxique de I'irinotecan, sadqnogue. Son inactivation est réalisée par
réaction de glucuronidation aboutissant au SN-3®wgbnidé, SN-38G, inactif sur le plan
stoechiométrique dans sa liaison avec la topoisaseél; et atoxique, éliminé par voie biliaire
dans les feces ou il sera finalement en partiediysi et en partie retransformé en SN-38 par
certaines bactéries du tube digestif.

D’une maniere générale, les réactions de glucummmagaison, et en particulier celles

catalysées par I'UGT1Al, constituent les modificat métaboliques de phase 2 les plus
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frequemment impliquées dans le métabolisme descaddintgcf. page 39) Le métabolite
formé, dérivé glucuronoconjugué (ou « glucuronifi@reduit de la formation d’'une liaison
covalente entre le médicament (ou la substance gemd@) substrat et I'acide UDP-
glucuronique synthétisé par I'organisme a partighicose, est beaucoup plus hydrophile que
la molécule mere; il ne présentera plus d’actipidrmacodynamique (a la seule exception
connue d'un des métabolites glucuronoconjuguésadedrphine) et pourra étre facilement
éliminé a la fois au niveau urinaire et dans la.bfomme pour la plupart des systéemes
enzymatiques, il existe plusieurs UDP-glucurondsyhsférases qui different les unes des
autres par leur séquence peptidique avec pour goesées une affinité différente de ces
isoenzymes pour chacun de leurs substrats.

Deux familles d’'UGT ont été caractérisées: UGT1U&T2. Contrairement aux autres
systemes comme les cytochromes P450 ou méme lesnas de la famille UGT2 pour
lesquels a chaque isoenzyme correspond un gerieufiart 'ensemble des 13 iso-enzymes
gui composent la famille UGT1 sont codés par ur gene, le locus UGT1A situé sur le
chromosome 2g37. Ce locus est en effet constitue pfemier groupe de 13 exons potentiels
dont un seul ne sera finalement traduit du faind&pissage alternatif (chacun de ces exons
constitue I'exon 1 qui differe d’'une isoforme a aurtre), puis de 4 autres exons (exons 2 a 5)

qui sont communs a toutes les isoforrffEégure 19).

Exon 1% COommon exons
| M 1
2 3 4 5
F-UTR I-LTR
ERER RN EEEEEE
12p Mp & W 13p » 7 & § 4 3 Ip 1

UGTIAS RNA

Figure 19. Structure du gene de I'UGT1Acorrespondant aux genes codant pour 13
isoenzymes différents, chacun de ces genes étampiose d’un seul des exons 1 (de 12p a 1)
et de 4 exons communs (2-5). Les premiers exoostEpissés de facon alternative en ARN
(comme représenté pour les isoformes 1A1 et 1ABxdeption des pseudogénes 12p et 13p,
tous les exons ont leur propre promoteur. La paptieximale des ces promoteurs contient la
boite TATA (« TATA box ») qui est importante paurdnscription.
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Il existe une variabilité interindividuelle de It@dté enzymatique de I'UGT1Al liée a
I'existence d’'un polymorphisme correspondant ppa@ment en l'insertion d’'un septieme
doublet de base “TA” (le polymorphisme « sauvagksplus fréquent, en comportant 6) au
sein de la “TATAA box” dans la région 5’promotricer gene de l'UGT1A1113-114] La
frequence de ce polymorphisme allélique (TA)6TAA WGT1A1*28, dans la population
Caucasienne, est de 39% et la fréquence des \arfmrhozygotes (*28/*28, ou 7/7),
également connus sous le nom $idrome de Gilberfassocié a une augmentation de la
bilirubine non conjuguée, libre, au niveau sérigudenviron 10% dans la population
générale. Le reste de cette derniere se répatte 6% d’homozygotes “sauvages” (*1/*1,
ou 6/6) et 45% d’hétérozygotes (*1/*28, ou 6/7).

Il existe des génotypes plus rares (5/6 ou 5/7F ave activité enzymatique au minimum
conservée et des variabilités ethniques importgdtes]. Le caractéere homozygote pour le
polymorphisme mutant (c’est a dire A(TA)7TAA pdeargénotype de la région promotrice)
aboutit a une activité enzymatique équivalente % 8@ celle de la valeur “sauvage”, a une
augmentation consécutive des taux plasmatiquedNed@8Set donc a un plus grand risque de
toxicités severes, a type de neutropénies et dehdes de grade 3{416-119] (Figures 20 et
21).
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Figures 20. 20.1Corrélation entre le taux de polynucléaires neuptales (ANC) au nadir
(échelle logarithmique) et le génotype de la bdit®TA de 'UGT1ALl.Les barres
correspondent aux valeurs moyennes. La partie oentagrésente la neutropénie de grade
4.Le patient 7/8 n’a pas été évaluable pour la repgnie (reproduit d’apres Innocenti et al.
J Clin Oncol 2004).

20.2.Corrélation entre le taux de polynucléaires neugitailes (ANC) au nadir (échelle
logarithmique) et le taux sérique de bilirubine &le avant le traitementLa partie ombrée
représente la neutropénie de gradead.taux inférieur a 0,6 mg/dLe : de0,6 & 0,7 mg/dL ;
m : supérieur a 0,8 mg/dL.
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UGTI1A FAMILY GENE LOCUS

Promoter —o BEx 1 —— Bx 2 —— Bx 3 — Ex 4 —— Ex 5

l - ~ S

/ \4 Variable region Common region
Wt
(TA) TAA

UGTAT low
expression
Leucopaeni
diarrhoea

Figure 21.Polymorphismes dans la région promotrice de TUGAL et
retentissement potentiel sous chimiothérapie pantecan.

UGTATI high
expression

Ainsi le génotype de la région promotrice de 'UQIt28 est considéré comme un
marqueur pronostique de toxicités chez les patieutsvant de I'irinotecan mais sa recherche
n'est cependant pas systématiqguement réalisée aiguyw courante alors méme que les
dispositions réglementaires aux Etats-Unis, vid-aod and Drug Administration” (FDA), la
préconisent, avec conseils donnés de diminuerdsslpgies dans le cas d’'un syndrome de

Gilbert avéreé.

Une telle incitation n’existe malheureusement pasm®nce. Ceci dit, méme aux Etats-Unis,
de telles dispositions focalisant sur la pharmanéti@ue, soit le génotypage de 'UGT1Al,
avant toute administration de I'irinotecan, sorntae a I’heure actuelle sujets de controverses
et finalement peu appliquées dans les faits. Ritsieaisons peuvent expliquer une telle
situation :
= L’application en pratique courante concernant lest®mas de doses a mettre en
ceuvre en fonction des résultats génotypiques nfest codifiéglcomme cela peut
I'étre par exemple concernant I'existence d’'uneatiah au niveau de Kras et la
non indication thérapeutique qui en découle, desicaps monoclonaux
Cetuximab ou Panitumumab; situation finalemenizpée ») ; la FDA elle-méme,
recommande une diminution de posologie sans ernsprde niveau (-20, -30% ?)

ni les adaptations éventuelles ultérieures et sall@s bases (toxicités cliniques ?).
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A ce stade, il est important de considérer queh@armpacogénétique appliquée a
I’Oncologie, ne constitue nullement un simple rendu de résufiétetiquesmais
bien un conseil thérapeutigue global d’adaptation indduelle avec
recommandations de diminution (ou d’augmentatiorcds échéant) des doses,
mais également conseils sur le suivi et la suewsié, quelle soit clinique ou

pharmacologique.

En outre, I'association entre génotype de I'UGT 1Al et toxités
hématologiques semblent étre influencée par la dos#irinotecan deélivrée
[120], ce qui constitue des biais statistiques dangelprétation des données
cliniques (plusieurs schémas de traitements déuiss posologies tres variables).
Il existe par ailleurs un manque de preuves forsdlhiveau A) dans la littérature
que l'adaptation individuelle de doses d’irinotecdminuant certes les toxicités,

ne compromet pas l'efficacité du traitement.

Le génotype homozygote UGT1A1 *28 / *285yndrome de Gilbert) confére une
haute susceptibilité de toxicité hématologique dages intensifiées d’irinotecan
(> 250 mg/m2) ; cependant iifexplique pas a lui seul la plupart des cas de
neutropénies sévereset il apparait clair que d’autres facteurs génétsgou non,
contribuent a ce type de toxicités. Ainsi lors &SICO 2008, ont été rapportes les
résultats d’'une étude ancillaire de I'essai PETAB@omparant FOLFIRI et
LV5FU2 en adjuvant apres exérese d'un carcinoméquel de stade Il ou
[l [121]: un génotypage de 'UGT1AL a ainsi été realis&zch05 patients ayant
recu l'irinotecan. Le génotype *28 / *28 a été détechez 13% des patients, ce qui
correspond a l'incidence habituellement rencontieeyndrome de Gilbert dans la
population générale. Ce génotype homozygote éfiféicteyement associé a
davantage de diarrhées et de neutropénies de daailtsi que de neutropénies
fébriles. En analyse multivariée (et en ne tenamigte que du premier cycle de
chimiothérapie et du risque de neutropénie féhriles facteurs prédictifs
indépendants étaient le statut UGT1Al (RR2,6, pAOrDais aussi et surtout le
sexe féminin (RR 4,3, p=0,0058). Les facteurs sahsur prédictive significative
étaient la bilirubinémie, I'age, le performancetissaet la surface corporelle. Ainsi
la valeur prédictive du sexe inciterait a davantdgerudence chez la femme en

cas d’escalade de dose de l'irinotecan sans qgeihexlu que ce facteur prédictif

73



Soit en rapport avec une toxicité liee au 5-FU. @npar ailleurs vu, des
interactions médicamenteuses (antifongiques parmpbed, des facteurs
alimentaires (jus de pamplemousse) ou des modesedé@abac) peuvent tres
largement interférer avec l'irinotecan et étre esude toxicités ou de résistance au

traitement.

Enfin sur le plan génétigue et depuis quelques années, de nombreuses études
translationnelles ont cherché a investiguer le sile I'efficacité et les toxicités d’autres
polymorphismes au sein de genes impliqués dansnkssanismes pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de [lirinotecafil22-124] Ainsi de nombreux SNP (Single
Polymorphism Nucleotid) potentiellement responsabtune altération de l'activité de
TUGT1Al ont été identifies, comme par exemple BBP 3156G>A, 211G>A (alléle
UGT1A1*6), 686C>A (UGT1A1*27), 1456T>G (UGT1A1*7§gt associés a une diminution

in vitro de la glucuronoconjugaison du SN-38, ou le SNP B2® (UGT1A1*60)
fréqguemment retrouvé chez des sujets japonais byipabinémiques. Cependant, I'impact de
chacune de ces derniéres mutations sur la glucooonayaisonn vivo du SN-38 n’est pas

clairement établi.

D’autres variants de I'UGT 1A ont également été lexgs: le SN-38 sous forme
glucuronoconjugué est en partie retransformée ef3&Bous I'action def glucuronidases
bactériennes contribuant a la survenue des diarhémlives liees a I'administration
d’irinotécan. Il a ainsi été montré qu'une actiomtilsiotique locale (obtenue par
administration orale de néomycine) s'accompagnaitnal moindre toxicité digestive.
L’ensemble de ces observations expliquent peutggteda survenue de diarrhées soit corrélée
a I'existence de variants non pas de 'UGT1Al, ntwd’'UGT1A7, isoenzyme exprimée au
niveau digestif mais non au niveau hépatiffis]. Il est possible d'imaginer que la toxicité
digestive dépende plus de cette isoenzyme alordagtaxicité systémique implique plutdt
TUGT1AL.

De méme, un article récent (Mai 2009) de Cecddtiral. [126] dans Journal of Clinical
Oncology, rapporte des données trés intéressantes sur &intde ['évaluation des
polymorphismes de 'UGT 1A7 et 1A9 et qui pourraiétre également prédictifs de toxicités
et de réponses, seuls ou en association avec d¢ypége de 'UGT 1A *28.
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D’autres voies et polymorphismes sont égalemeriens d’exploration : Ainsi par exemple,
les génes des transporteurs ATP Binding CassetBC)Adont ABCB1 (codant pour le
transporteur MDR1 ou P-glycoprotéine (Pgp), sebondmenclature utilisée), ABCG2 (MXR
ou BCRP et ABCC2 (MRP2 ou cMOAT) présentent degatians, respectivement, 1236C>T
, 421C>A et 156231A>G qui ont été associées adimenution des fonctions d’efflux des
protéines correspondantes. Pour ce qui concenmotécan et ces protéines de transport, une
corrélation entre génotype et phénotype n'a ét&€mBs, a ce jour, que pour la mutation en
position1236 de la protéine MDR1 (ABCB1) et la phacocinétique du SN-3&27].

Ces résultats démontrent en tout cas que, plus quaimple polymorphisme isolé, c’est la
considération d'un ensemble de polymorphismes qaupaient a I'avenir nous permettre
de faire une « cartographie pharmacogénétique »\pseonnelle pour chaque patient.

Finalement des mutations au niveau de la cible nagmérinotecan, la Topoisomérase |, ont
été identifiées, initialement sur levurg8] mais également et plus récemment au sein du
tissu tumoral de patients traités par CPTHI29] (Figure 22) Ces mutations pourraient étre
responsables de mécanismes de résistance au taitemis la pertinence de leur recherche

en pratique courante sur le plan clinique rest@ena démontrer.

F615 G HESAH 364 W 3Estop

1 198 =7 97 TEA

Marrminal domain core domain linker C-tarminal
domaln  domain

Figure 22. Représentation schématique des principales mutagioau niveau de la
Topoisomeérase | impliqguées dans les mécanismesdestance au CPT-11 (d’apres [130]).
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. PRESENTATION DE LA PHARMACOLOGIE ET DE LA
PHARMACOGENETIQUE DES PRINCIPAUX
CYTOTOXIQUES UTILISES DANS LE CANCER
COLORECTAL METASTATIQUE

5. PHARMACOLOGIE DE L'OXALIPLATINE

DACH : ligand Oxalate : ligand

transportenr hydrolysable

[ ¥ 1 3

NH* P
/ \ / O /
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1. Introduction.

Les dérivés de platine constituent a I'heure atduelne classe majeure d’agents
anticancéreux. Depuis la découverte du cisplatirs®me autorisation de mise sur le marché en
1978, de nombreux composés de platine ont été &ysiret évalués en tant que cytotoxiques,
mais seulement cing sont actuellement utiliséscidplatine et le carboplatine dans le monde
entier, I'oxaliplatine dans quelques pays (Eurdpgts-Unis), le nédaplatine au Japon et le
lobaplatine en Chine. Si ces molécules partagemrdariété fondamentale de former des
adduits sur '’ADN, ils présentent néanmoins defdihces tant pharmacocinétiques qu’au

niveau de leur spectre antitumoral.

Les dérivés de platine sont des agents alkylaptisqu’ils possedent un groupement
chimique pouvant former des liaisons covalentescaglduits » avec les acides nucléiques.
Ces adduits vont inhiber la réplication de 'ADN @ttrainer la mort cellulaire. lls sont
constitués d'un atome de platine lieé a deux ligands ligand transporteur et un ligand

hydrolysable, variable en fonction du dérivé.

Pour le cisplatine ou cis-diamino-dichloro-platinet le carboplatinedérivés de premiére et
deuxieme génératioffiTableau 1X), les ligands hydrolysables sont respectivementx deu
atomes de chlore et un cyclobutane dicarboxylate spus I'effet de I'hydrolyse, sont
remplacés par des molécules deau formant ainsi composé commun, le cis-
[(NH3)2Pt(H20) 2f* ou diaquoplatin¢Figure 23).

Pour l'oxaliplatine (Eloxatin®), [(1R, 2R)-1,2-cyclohexanediamine-N, N’] [oxalato-}D,
O] platine (ll), ou trand-diaminocyclohexane oxalatoplatinum, L-OHP, le tfida
transporteur est le diaminocyclohexane (DACH) digland hydrolysable est I'acide oxalique
(Tableau 1X). L'oxaliplatine est activé par la perte du grougeitnoxalate qui est remplacée
par deux ions chlore. L'oxaliplatine est ainsi gsiommé en DACH-dichloroplatine, métabolite

actif.

Ces composeés formés par hydrolyse spontanée vertezxdeur cytotoxicité en formant des
adduits sur 'ADN, plus particulierement au nivede I'atome N7 des bases guanine et
adénine. Ces adduits peuvent étre monofonctiorflietsa’ une seule base) ou bifonctionnels
(lies & deux basegligure 23). L’analyse de la structure des adduits formédearsplatine

[131-132]montre que les ponts intrabrins guanine-guani@ (@) représentent 60 a 65 % du
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platine lié avec 'ADN, les ponts adénine-guanifAdG) représentent 20 a 25% et les ponts
intrabrins guanine-guanine non adjacentes 5 a’ &&%.adduits restants sont constitués de
diverses liaisons telles que liaisons interbringlet adduits monofonctionnels. Bien que les
adduits formés par le carboplatine soient idensgleur cytotoxicité est plus faible que celle
du cisplatine car I'hydrolyse est plus lente, cae gupligue une diminution dactivité

antitumorale entre les deux molécules et selondasers de 15 a 30%.

Pour l'oxaliplatine, la réactivitt du DACH-platine vis-a-vis de I'ADNst largement
inférieure a celle du cisplatine, c’est-a-dire gqu@ncentration équimolaire, I'oxaliplatine
forme moins d’adduits que le cisplatine. Cependanpotentiel cytotoxique de I'oxaliplatine
est plus fort que celui du cisplatine dans de neod®s cellules tumorales. Le groupement
DACH fait saillie a I'extérieur du sillon majeur deADN et produit un adduit plus
encombrant que ceux formés par le diaquoplatine.phbsitionnement du groupement
cyclohexane, son encombrement, sa nature apotdeedadt qu'il induit un rétrécissement du
sillon majeur empécheraient sa reconnaissanceegasylsttmes de réparation (notamment

celui de réparation des mésappariements ou MMR).

Tableau IX. Principales caractéristiques du Cisplatine, Carbafine et oxaliplatine [133].

Cisplatine Carboplating Oxaliplatine
Struecture chimigue
9 HaN = )O H,
Pt HN ¢ - M (8]
HN ~al Y, 0-C e S
Pt d e - Pt
et "N NoNy
HN  ©O-C_ H
a \‘:} 2
PM = 300,0 Da PM = 3713 Da PM = 3973 Da
Demi-vies du platine plasmatigue Naa = 1443 minutes Tize = 12-98 minutes T2 = 26 minutes
Tzp = 1-5 heures Tuzp = 1.3-1,7 heures
Ty = 24127 heures Tz, = B2-40 heures Tyzy = 367 heures
Demi-vies du platine ultrafiltrable Tza = 10-30 minutes Tz = 1,6-87 minutes Tyrzx = 21 minutes
Tizp = 0.7-0.8 heures Tyzp = 1,7-1.9 heures Torzp = 3.2 heures
Fixation protéique (4 heures) > 90 % 24 85 %
Elimination Rénale Rénale Rénale
Excrétion urinaire (24 heures) 23-50 % h-82 % > 50 %
Toxicite Méphrotoxicité Wy &losupression M e rotoxic iteé

Meurotoxic ité

En outre, et contrairement au cisplatine et au adatine, I'oxaliplatine a une action
antitumoralein vitro etin vivo dans les tumeurs digestives et spécialement @snsahcers

colorectaux. Il a montré cette activité tant emnuaibn métastatique en mono comme en
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bithérapie (en association avec le 5-Fluoroura¢eir page 29)[12-13,134] qu’en situation
adjuvante apres résection compléte de cancersldn stade lll (stade C de Dukes) (Essai
MOSAIC comparant un schéma FOLFOX4 a un bras nééér¢V5FU2 ; Survie sans rechute
a 3 ans 78,2% dans le bras FOLFOX4 versus 72,9%ldaras sans oxaliplatine; HR : 0,77,
p = 0,002), résultats confirmés tres récemmentupar réactualisation des données a 6 ans
[135]. Cette efficacité sur le plan clinique, de I'agation oxaliplatine et 5-Fluorouracile,
démontrée depuis plus de 15 ans maintenant danssdass cliniques de grande ampleur, a
ainsi confirmé I'observatioin vitro de la synergie entre ces deux moléc|is6]: Cette
synergie existe peut étre encore plus avec l'obadlie qu’avec le cisplatine, du fait que
I'oxaliplatine engendre peu de ponts intrabrinsgctement létaux pour la cellule, mais plutét

des cassures monobrins, potentialisées par l'itiiibde synthese de thymidine par le 5-FU.

‘_"‘\._.;_'..
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Figure 23.Hydrolyse du cisplatine et formation d’adduits aniveau de ’ADN.

2. Pharmacologie de I'Oxaliplatine.

Les caractéristiques pharmacocinétiques de I'obediie ont fait I'objet d’'une revue par
Grahamet al. [137]. L'oxaliplatine se comporte vis-a-vis des prot&imdasmatiques de la
méme maniéere que le cisplatine avec une fixatipideaaux protéines de haut et de bas poids
moléculaires, suivie de liaisons avec une hauteigffa I'albumine et aux gammaglobulines.
Le platine se lie de facon irréversible aux érytiytes dans lesquels il peut s’accumuler. La

demi-vie du platine lié aux érythrocytes est dej@rs, équivalente a celle des globules

79



rouges. Le platine lie aux cellules du sang ne @& considéré comme un réservoir de
forme active de médicament compte tenu de la natuggersible de cette liaison et de
I'absence d’efflux observié vitro. C’est certainement ’lhémoglobine, la protéineeneg des

globules rouges, qui fixe le platine de facon cewtd[138].

La biotransformation de I'oxaliplatine en dérivégifs s’effectue par voie non enzymatique
dans les solutions physiologiques par le déplacemdanligand labile oxalate. Plusieurs
especes réactives se constituent alors, notameefdrimes monoaquo- et diaquo- du groupe
des 1,2-diaminocyclohexane (DACH)-platines, lesigselse lient par covalence aux
macromolécules. Il se crée également des pontsbiitte et intrabrins dans I'ADN a la
position N7 de 2 guanines adjacentes, d’'une adégind’'une guanine adjacentes et de
guanines séparées par un nucléotide, empéchantlaingplication et la transcription de
I’ADN, d'ou des effets cytotoxiques et antinéoptpss.

L’élimination de I'oxaliplatine est majoritairemeantinaire (50% de la dose administrée sont
éliminés par les urines dans les 48 heures). Lanipre phase d’élimination, dite phase
d’élimination rapide (T1/2a), correspond a I'éliraiion directe par filtration glomérulaire de

I'oxaliplatine intact ou des intermédiaires dicligrmonochloro- et diaquo-DACH-platine.

Des études ont montré la corrélation entre |la aae rénale du platine ultrafiltrable et le
débit de filtration glomérulaire suggérant que il&ration glomérulaire est le mécanisme
d’élimination majoritairement impliqué apres admstration d’oxaliplatine. Il n’existe pas

cependant de contre-indication a son utilisationrpies clairances de la créatininémie > 30
mL/min. Il est cependant possible (mais aucuneeéhid exploré cette hypothése) que la
clairance des dérivés de l'oxaliplatine pourrait &alentie par I'administration concomitante

de composeés potentiellement néphrotoxiques.

Les études$n vitro etin vivo chez I'animal comme chez 'homme montrent quedlgtatine
n'est pas meétabolisé par les isoenzymes du cytowrB450 et n'inhibe pas I'activité de
celles-ci chez I'étre humain. Aucune interactioast’donc a prévoir entre I'oxaliplatine et les

médicaments métabolisés par ce systéme (contraiteari@inotecan).

Enfin concernant de possibles interactions médicsmuses, I'administration d’'une dose
unique (homologuée : protocole FOLFOX, le plus eoument utilisé en France) de 85

mg/m2 d’oxaliplatine immédiatement avant celle deFBb n'a pas modifié le degré
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d’exposition du patient au 5-FU; par ailleurs légidesin vivo et les rapports de
pharmacovigilance n’ont pas montré de modificatidediaison protéique du platine avec des
médicaments tels que I'érythromycine, les salicyi@salproate de sodium, le granisétron et
le paclitaxel. Aucune interaction avec des alimerdsété établie.

Finalement les principales caractéristiques phaogiaétiques de [l'oxaliplatine sont
résumées danfes tableaux IX et X La figure 24 décrit les principaux produits de
biotransformation du L-OHP et leurs niveaux d’aitéi\cytotoxiques.

Tableau X. Principales études pharmacologiques concernant Bdiplatine
(D’apreés Graham ét 2000)

No. of PK
Dose No.of No of PK Matrices samples Method
Study type (mg/m®) cycles  patients 3-FU# evaluated” (duration) (validation) Ref.
Biotransformation
In vitre NA NA NA NA UE.P.B NA HPLC-UV, M5 Shackleton and
(validated), Allen (53)
radiochenucal
NA NA NA NA UE U NA HPLC-UV, MS McDougall and
(validated), Allen (34)
radiochenucal
In vivo 130 1 5 —3-FU* UF 3(048h)  ICPMS (validated) Allen et al (21, 22)
U 1-3 (1-5 days)
Excretion
Urine & feces 130 1 5 —3FU U 5(1-5 days) ICPMS (validated) Allen ef al. (21, 22)
Fe 1 (1-5 days)
130 1 7 —5FU U 9(1-11 days) ICPMS Misset and Allain
(30)
Fe 8 (1-21 days)
130 5 ] —53FU U 2(048h)  ICPMS (validated) Graham ef al
(19, 20)
135200 1 16 —5FU U 1(0—24h) FAAS Marty (28)
130 2 13 +3-FU U 1(0-24h)  FAAS (validated) Eem et al (23)
Special populations
Eenal impairment 130 1 24 —5FU UE. P.U 19(0-144 h) FAAS Massari et al (33)
Age, sex hepatic, 130 1 11-27  —-3FU UE U NA NA Graham ef al. (36)
renal impairment
Drmg interactions
3-FU in vivo 85 1-7 18 +3-FU P (3-FU) 68 (~1h) HPLC-UV (validated) Papamichael et al
(37,38
CYP430 NA NA NA NA Microsomes NA P450 assays Shﬂckletcoz:l and
metabolism (validated) Allen (31)
in vifre
CYP430 mhibition NA NA NA NA Microsomes NA P450 assays Brandl and Brian
in vifre (validated) (32)
Con. meds. in vifro NA NA Con. meds. S NA Ultrafiltration FAAS  Urlens and

Tillement (44)

* Pharmacokinetic assessments made in the presence (+) or absence (—) of 3-FU.
“ P, plasma; UF, ultrafiltrate; B, blood cells; U, urine; Fe. feces; S, serum; Con. meds, concommitant medications.
¢ 5-FU administration delayed for 48 h durning blood sampling for biotransformation and PE.
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Figure 24. Principaux produits de biotransformation du L-OHIet leurs niveaux d’activité
cytotoxiques (Valeurs IC50 in vitro pour des celdd de carcinome colique humain lignée
HT-29).

3. Profils de toxicités de I'Oxaliplatine.

Les principales toxicités observées avec l'oxalip&a sont représentées par ulicité
digestive (nausées/vomissements) prévenues par [l'utilisatilen sétrons,une toxicité
hématologique(surtout sur les lignées plaquettaire et granubm), et une alopécie
généralement de faible intensitgrade 1 dans 30% des cas). Mais c’est surtotbx@ité
neurologique, dose-limitantgui constitue la toxicité la plus sévere, pouvamtentiellement
entrainer un important retentissement sur la quektvie (génes dans les gestes fins de la vie
qguotidiennes : écriture, fermeture des boutonsh@encses, lacage, troubles de la marche par
atteinte proprioceptive) et dont les traitementsyjrdes toxicités tardives, sont a la fois peu
nombreux et peu efficaces (Lyrica®, Rivotril°). Batre cette complication impose le plus
souvent des adaptations posologiques (a la batksd)oxaliplatine, des interruptions de
traitements, et finalement peut donc compromettrdoénéfice de I'ensemble du schéma
thérapeutiqu§l39].
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Neuropathie périphérique sensorielle.

Manifestations neurosensorielles aigués.

Ce type de symptdomes survenant généralement anldefila perfusion de 2 heures de
I'oxaliplatine, ou dans les heures qui suiventftéfaue spontanément aprés quelques heures
ou quelques jours, et réapparait frequemment lessticiitements ultérieurs. Les symptomes
neurosensoriels peuvent étre déclenchés ou aggmaésune exposition a de basses
températures ou par des contacts avec des olgéls.ftls se manifestent habituellement par
une paresthésie, une dysesthésie ou une hypoestinassitoire. Un syndrome aigu de
dysesthésie pharyngolaryngée s’observe chez d@ ®ades patients; il se traduit par des
sensations subjectives de dysphagie ou de dyspeésyffocation, sans signe de détresse
respiratoire (absence de cyanose et d’hypoxie)ladgmgospasme ou de bronchospasme

(absence de stridor et de sifflements).

Dysesthésies, paresthésies des extrémités et regh@périphérique.

La toxicité limitant la dose d’oxaliplatine est esiellement neurologique. Son incidence est
estimée a pres de 70% des patients traités, diinéemariable[140]. Elle se traduit par une
neuropathie périphérique sensorielle caractériaéeme dysesthésie et/ou une paresthésie des
extrémités, accompagnées ou non de crampes, saldéeahchée par une exposition au froid
(85 a 95 % des patients).

La durée de ces symptdmes, généralement régressits les cycles de traitement, s’accroit
avec la répétition de ceux-ci. La survenue de dosleet/ou d'une géne fonctionnelle
nécessite, selon la durée des symptomes, I'ajustatada dose, voire l'arrét du traitement.
Cette géne fonctionnelle, s’observant notammenupardifficulté a exécuter des gestes fins,
est une conséquence possible de l'atteinte seltsotie risque de survenue d’'une géne
fonctionnelle pour une dose cumulée d’environ 8@fmA (soit 10 cycles) se chiffre a 15 %
ou moins. Les signes et les symptdmes neurologigag®nuent dans la majorité des cas a

I'arrét du traitement.

Autres manifestations neurologiques

Au nombre des autres symptdbmes qui ont parfois aiéervés, on a signalé un
dysfonctionnement des nerfs craniens pouvant peeladforme d’'un événement isolé ou de
plusieurs événements combinés, notamment un ptasis, diplopie, une aphonie, une
dysphonie, un enrouement, parfois décrit comme pelysie des cordes vocales, une

sensation anormale a la langue ou une dysarthaidoip décrite comme une aphasie, une
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névralgie faciale, une douleur faciale, fascicolas, une douleur oculaire, une baisse de
l'acuité visuelle, une altération du champ visugle cécité passagere (réversible apres l'arrét
du traitement), une amaurose et une cécité moneceuteansitoire. Les manifestations
suivantes ont également été observées : spasmétaragsspasmes musculaires, contractions
musculaires involontaires, secousses musculairgeclonie, troubles de la coordination,
démarche anormale, ataxie, troubles de I'équilibreserrement/pression/inconfort/douleur

dans la gorge ou dans la poitrine

A T'heure actuelle, aucun traitement n'a été valmlur prévenir cette complication. Des
perfusions de Gluconate de Calcium et de SulfateMdgnésium ont été proposées et
pourraient constituer un début de solutjpAl] mais des études de plus grande ampleur sont
encore nécessaires pour faire la démonstratiotingérét d’un tel dispositif préventif, et pour
asseoir son implantation en pratique clinique catgraDe nouveaux agents neuroprotecteurs
(Xaliprodene, agent neurotrophique) ont égalementaestés avec des résultats encourageants
dans la prévention de lincidence de la neuropathi@lino-induite [142], mais son
développement reste hypothétigue dans cette imglicagans travaux de compléments

définitifs.

Finalement les complications neurologiques de lipkatine sont si fréquentes et représentent
un tel probleme dans le gestion au quotidien d'vietoxique phare dans le traitement des
cancers colorectaux, que d’'importants efforts dansompréhension de la physiopathologie
de ces neuropathies ont été réalisés, cherchaetn&rcdes profils pharmacogénétiques de
patients a « haut risque ». Les mécanismes im@iqlens la neurotoxicité induite par
'oxaliplatine restent encore a I'heure actuelléatigement obscurs. Cependant plusieurs
hypothéses et observations peuvent étre avancees.

v' Les agents platinants, via la formation d’adduits ISADN, pourraient affecter les
axones, la myéline et les structures gliales dasomes, et spécialement au niveau des
nerfs périphériques et des ganglions spinaux d@sampostérieures de la moelle

v Comme agents de type « métaux lourds», I'oxaliptast éliminé par des systéemes
enzymatiques impliquant particulierementQéutathione S-Transferasel (GSTP1)
Plusieurs polymorphismes retrouvés au sein du gbmecette enzyme, ont été
investigués dans plusieurs études translationneléess le but de rechercher des
corrélations possibles entre ces polymorphismémtnsité des neurotoxicités, avec

des résultats variables et finalement peu concijaiB-144]. L’exploration de cette
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voie de recherche cherchant a cibler des polymorpéines a risque de la GSTP1
fait I'objet d’'une des publications présentées dansotre travail de Thése
(Publication N°3)

v Des études biopsiques sur prélevements nerveuxlaplément exposés a
l'oxaliplatine n’ont pas montré de corrélation enfles symptémes neurologiques
présentés par les patients et une dégénéresceectv@baxonalg¢l45]

v' La neurotoxicité pourrait impliquer I'oxalate, pwatipar hydrolyse de I'oxaliplatine,
qui est un chélateur du calcium et qui va interféaeec I'ouverture des canaux
sodigues calcium-dépendants. Ces canaux sont inggliglans la transmission du
potentiel d’action des cellules excitables lorslaedépolarisation cellulaire et leur
dysfonctionnement pourrait étre responsable desfessations neurotoxiqugd46] ;
des polymorphismes impliqués dans la voie du mésbe de I'oxalate pourrait
représenter une voie de recherche originale, notathmau niveau de lI'enzyme
Glyoxylate AminoTransferase (AGXTgette hypothése a été explorée dans deux

des études présentées dans notre travail de Theswiblications N°3 et N°5).

4. Mécanismes de résistance a I'Oxaliplatine.

L’échec des chimiothérapies anticancéreuses egarie di a des phénomenes de résistance
intrinséque a la tumeur, présente d’emblée ou aecuu cours du traitement.

Six processus majeurs ont été répertoriés danédestance aux sels de platine :

— une diminution de I'accumulation intracellulade médicament

— une inactivation par conjugaison avec des grognésrthiols

— une augmentation de la réparation de 'ADN

— une modification de la fonction de certaines giras régulatrices du cycle cellulaire

— la tolérance aux lésions formées par une synthassiésionnelle

— l'altération de l'induction de la mort cellulairgpar surexpression de protéines anti-

apoptotiques comme Bcl-2 ou Bcl{147-148).

Une diminution de 20 a 70% de la concentrationigplatine a été observée dans les lignées
cellulaires résistantes au cisplatine. Les mécarsspotentiellement impligués dans cette
diminution de I'accumulation sont les phénomeénésfldx et d’efflux (détaillés dans la revue
de Rabiket al.[149]), notamment par les transporteurs du fer (CtrlIP28 et ATP7A), mais
aussi par MRP2 (ABCC2 ou cMOAT)50]. La voie de conjugaison au glutathion intervient
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dans la détoxification des dérivés de platine etimlie leur cytotoxicité en inhibant la
formation d’adduits a '’ADN[151]. Ainsi des concentrations augmentées de GSH ént ét
observées dans des lignées cellulaires résistantesplating152-153] et dans des tumeurs
issues de patients résistants au cispldfibd-155] Les métallothionéines, qui jouent un role
dans I'hnoméostasie des ions Zn2+ et dans les nsnaside détoxication des métaux lourds,

peuvent étre impliqguées dans la détoxication dasé&iede platine.

Enfin les mécanismes impliqués dans la réparates atlduits de platine sur 'ADN sont
majoritairement le systeme de réparation par extisie nucléotides (NER) qui élimine les
mutations induites par des carcinogenes environnt&me et le systeme de réparation des
meésappariements (MMR) qui répare des erreurs deagpn (Figure 25). Le NER répare
les adduits des trois dérivés de platine et dimidaec leur cytotoxicité. Les protéines du
NER comme XPA, ERCC1-XPF et XPB ont une expresgius élevée dans les tumeurs
résistantes aux dérivés de plat[i6-157] Le MMR fonctionne differemment, puisque les
protéines du MMR reconnaissent les adduits forna¥sle cisplatine et le carboplatine sur
’ADN, mais ne permettent pas de les réparer. Boutontraire, elles vont induire I'apoptose
de la cellule et par conséquent, participer a tatoyicité. Aussi, les cellules déficientes en
MMR (souvent liees au phénotype d’instabilité deikrosatellites MSI) présentent une

résistance au cisplatine et au carboplatine.

L'oxaliplatine, en revanche, n’est pas reconnuleavlMR donc ce systeme ne contribue pas
a sa cytotoxicité et peut étre utilisé dans destusidéficientes en MMR, comme les tumeurs

colorectales dans lesquelles le cisplatine outleagdatine ne sont pas actifs.

Les protéines de la famille HMG1 (high mobility gm présentent la spécificité de
reconnaitre les adduits a 'ADN formés par le @sipke. Elles peuvent protéger les adduits de
platine des enzymes de réparation de '’ADN et domér a leur toxicité en se liant a eux,
empéchant l'acces aux lésions des protéines du NBERPG et XPF. Dés lors, ces
endonucléases ne peuvent exciser le nucléotideetdss adduits persistent sur 'AQNS8].
L’inactivation des protéines a boite HMG va faeiit’activité du NER et par conséquent,
I'excision des adduits de platine.
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Figure 25. Les différents mécanismes possibles de résistanoe sels de platine apres la
formation des adduits sur 'ADN. La déficience duysteme MMR ne concerne pas
'oxaliplatine. L’inhibition apoptotique, des mécasmes annexes de réparation et
I'hyperactivation du systeme NER (via ERCC1 par axge) peuvent par contre constituer
de potentiels facteurs de résistance a I'oxalipiei

(d’apres Kelland. Nature Reviews 200%9)).

La recherche de corrélation entre les polymorphssingpliqués au niveau des genes de
réparation de I'ADN sur le plan germinal (a padie leucocytes circulants), et non des
cellules tumorales, et I'observation d’éventuetiesistances (variation des taux de réponses a
l'oxaliplatine) et de toxicités pourrait permettie sélectionner des patients a risque
prévisionnel (et donc en pré-thérapeutique) de migewéponse a une chimiothérapie a base
d’oxaliplatine. Cette recherche fait I'objet des publications N°34 et 5 de notre Thése

d’Université.
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Notre travail de Thése d'Université s’appuie sus leotions de pharmacogénétique
développées dans la premiére partie de notre ex@spitre 11.2) et sur les données les
plus récentes de la connaissance des métabolistngers complexes des trois principaux
agents cytotoxiques utilisés dans le traitementcdncer colorectal métastatique : le 5-
fluorouracile, I'irinotecan et I'oxaliplatine queoas avons introduits précédemment. Ces trois
agents cytotoxiques constituent en effet a I'hexateielle - et trés probablement pour encore
longtemps -, les traitements de chimiothérapieplas utilisés a travers le monde et les plus
efficaces dans cette indication, seuls ou en coamdmn avec la nouvelle génération de

thérapies dites « ciblées ».

Il nous a paru évident dans le contexte sciengfidindividualisation thérapeutique de nous
interresser a ces molécules afin d’en caractéleserisques et les bénéfices, et ainsi de nous
permettre d’envisager dans leur utilisation un teeil rationel. Ce dernier ne pourra que
rendre d’autant plus efficace en terme de taux émnses comme en terme de survies,
'adjonction de molécules plus récentes (mais dégeld nettement plus chéres, et non
dénuées de risque de toxicité comme de résistargie)que les anticorps monoclonaux anti
VEGF ou anti EGFR. La fréquence importante au deifa population générale et la séverité
du pronostic des cancers colorectaux au stade tatgae (Chapitre 11.1), font de cette
recherche un élément indispensable dans I'évolud®iOncologie moderne tant en terme

humain qu’en terme pharmacoéconomique.

Ce travail a été rendu possible par I'accueil gousha été fait pendant plus de cing ans
maintenant dans I'Unité de Recherche INSERM U89&gé&k par monsieur le Professeur
Erick GAMELIN, unité dont le domaine de prédilectiest justement la caractérisation de
facteurs génétigues et génomiques en vue doptinlse traitements cytotoxiques et
notamment dans les tumeurs digestives. Ce trawwisa pu bénéficier de I'expérience et des
résultats des travaux de I'équipe dirigée par Mausle Professeur GAMELIN au sein de
laquelle Monsieur le Professeur Alain MOREL et Mawgale Docteur Michele BOISDRON-
CELLE ont apporté leur vision respectivement dddgi® moléculaire et de pharmacologie.
Leur aide constante et amicale a rendu possiblgavail résolument translationnelbxé sur
les conséquences cliniques pour le patient d’'unidie métabolique pouvant paraitre, au
premier abord en tout cas, difficile pour les pmems cliniciens de par sa complexité, mais
dont l'importance — cela est slr -, ne fera quaite dans les années futures pour la

considération des protocoles de prise en charge.
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Nous avons donc pu bénéficier pendant ces annédheéke, de la richesse d'un plateau
technique offrant des possibilités de recherchdesptan génétique comme génomique avec
mise au point de techniques a haut débit et fiabhesamment via le pyroséquencage),
autorisant des études sur des cohortes consequeatgmtients. De méme, I'utilisation
systématique de I'adaptation pharmacocinétique asesl du 5-fluorouracile est de pratique
courante au sein du Centre Paul Papin, et systédmeatient utilisée lors de la délivrance de
chimiothérapie a base de cet antimétabolite danadee des cancers colorectaux, assurant un
traitement au plus pres du métabolisme des patimsenant finalement en considération les

phénomenes épigénétiques encore mal élucidés du 5-F

Enfin, dans chacune des études présentées daadriede ce travail, nous avons cherché a
individualiser des cohortes de patients homogéfiegia limiter au maximum les risques de
biais liés a des facteurs environnementaux, d'dggat général (Performance Status) et de
lignes de chimiothérapie. Nous nous sommes attatédgdier sur le plan phamacocinétique
et pharmacogénomique des schémas de traitememts,utapremier temps « simples », a
base de 5-fluorouracile modulé par l'acide foliregafin d’isoler des facteurs prédictifs de
réponses et de toxicités strictement liés a ce tgpeombinaison et sans interactebipriori
avec d’autres voies métaboliques impliquées paragests cytotoxiqgues annexes. Dans un
deuxieme temps et fort de cette expérience et derésultats, il nous a semblé utile
d’entreprendre le méme type de recherche sur d#sgmles plus complexes associant a ce
traitement de « base » des molécules plus réctailes que l'irinotecan (protocole FOLFIRI)
et I'oxaliplatine (protocole FOLFOX-4), en intégtgour chacune d’entre elles leurs données
de pharmacogénétiques propres. Les résultats deétteies, bien que rétrospectives,
permettent néanmoins d’envisager un rationnel ¢ldaas la prise en charge des cancers
colorectaux en phase métastatique prenant en cdegptexicités prévisibles, les possibilités
d’intensification de traitement, le confort du jeati et sa qualité de vie, et ce, dans le cadre
général de l'objectif thérapeutique fixé par I'exdon de la maladie au moment de sa
découvertdFigure 6, page 35kt/ou son évolutivité en fonction de la réponsdraitement.

Ce rationnel et ses conseéquences thérapeutiquesie«terrain » seront explicités dans notre

conclusion.
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lll. TRAVAUX PERSONNELS
B. PATIENTS ET METHODES
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1. Sélection des cohortes de patients.

1.1. Aspects éthiques et réglementaires.

L’état clinique, psychologique ou de conscience plasents dans toutes nos études étaient
compatibles avec la signature d’'un consentemerdiréclsur les recherches génétiques
possiblement en cours ou envisageables dans netrteeC

Ces études étant basées sur une analyse rétrgspdetidonnées comportant 'examen de
caractéristiques géenétiques des sujets, ellestémhénées dans le cadre de la loi Huriet (art.
L. 145-15 du Code de la Santé Publique) et toupdésnts ont donc signé (depuis 2000 dans
notre Centre) un consentement éclairé avant pnélénts sanguins, en acceptant que leur
ADN germinal isolé a partir des leucocytes circtdgouisse faire I'objet d’études ancillaires,
fondamentales ou appliquées, en cours ou a venir.

Enfin le recueil des données cliniques concernbatjge patient (taux de réponse, toxicités,
iconographies...) ont été recueillies sous couvertatdidentialité dans les dossiers patients
« papier » ou plus récemment « informatisés », aw@ation de bases de données Excel© qui

ont été exploités pour les méthodologies statisgqu

1.2. Critéeres d’éligibilité : Pour chacune des étuds présentées icichaque patient était

suivi au Centre Paul Papin (Centre Régional deeL@tintre le Cancer d’Angers), était agé de
plus de 18 ans, et atteint d’'un cancer colo-rectétastatique avec cible(s) mesurables(s).
L’espérance de vie estimée était supérieure aimois avant le début du traitement, et I'état

général en permettait sa réalisation selon lesdmpratiques médicales.

En ce qui concerne les caractéristiques avanemngint, le Performance Status (PS) classé de
0 a 3 répondait a la définition OMS. La bilirubinetale (facteur déterminant pour
lirinotecan) était considérée comme normale<sil0 mg/L ou< 22 umol/L. Les
transaminases devaient étre inférieures a 1,5 Kaler Les marqueurs sériqgues ACE et CA
19.9 avant chimiothérapie sont considérés commenaax pour des taux inférieurs
respectivement a 3 Ul/ml et 30 Ul/ml.

Les patients a risque cardio-vasculaire ont béméfctune consultation de cardiologie

autorisant la mise en route d’un traitement pasriduracile.

Les délais de prise en compte pour l'inclusion m@gpective et les modalités de traitement

sont variables pour chaque étude et détaillés dbarticle qui leur est rapporté.
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1.3. Evaluation des réponses.
L’évaluation de la réponse réalisée en générad trmis aprés le début du traitement quelles
gue soient ses modalités, était également défelamn les criteres RECIST a savoir:
Réponse completadisparition des Iésions cibles
Réponse partiellediminution d’au moins 30% de la somme des phasids
diametres de chalgs®n cible.
Progression tumoraleaugmentation d’au moins 20% de la somme des plus
grands diarestde chaque Iésion cible.
Stabilité tumorale diminution tumorale insuffisante pour définirauréponse
partielle et/owaentation tumorale inférieure a celle
nécessaire pour définir une progression.
1.4. Toxicités.
Les grades de toxicités étaient codifies selon l&ssdication de 'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé). Concernant la neurotoxigitgpre a I'oxaliplatine, la classification
américaine du NCI (National Cancer Institute) aquartre été privilégiée.

1.5. Définitions des Survies.

Survie sans progression.

La survie sans progression (ou survie spécifigi@vénement est la « progression
tumorale ») est définie par la période séparantldée du diagnostic de la date de la
progression tumorale objectivée par des critériegaes (occlusion, ictere, symptomatologie
évocatrice d'une nouvelle localisation métastafjgueet/ou  iconographiques
(tomodensitométrie, échographie, radiographiesdstals) et/ou biologiques (altération du
bilan hépatique, marqueurs ACE et CA 19.9) soutetreent tel que décrit dans I'étude.

Survie globale.
La survie globale (I'événement est le « tout dégésst définie par la période séparant la date
du diagnostic de la date du déces, intégrant la eflake statut aux derniéres nouvelles, quels

gue soient les traitements recus au décours dedgmits dans I'étude.

1.6. Méthodes statistiques utilisées.

Logiciels.

Les étude statistiques descriptives et analytiquegté réalisées sous les logiciBRSSCet
SAS 9.1.30 (USA).
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Types d’analyses et tests employeés.

Le test du Chi2 a été utilisé pour comparer lajfelhce de chacun des alleles avec sa
fréquence attendue selon les lois de répartitiomdgene dans la population générale de
Hardy-Weinberg. Les facteurs bien connus pronostiglans le cadre des cancers colorectaux
meétastatiques ont été pris en compte (test du Qhi@e Fisher) afin d’éviter les biais sur les
taux de réponses, de survies et de toxicités ésra@lx polymorphismes étudiés (nombre de
sites métastatiques (B more), performance status (ECOG 0 orsR2), age (< 60, 61-70 et

> 70 ans) et sexe. Les facteurs pronostiques déefitié et de tolérance ont été analysés par
régression logistique. Le risque d’erreuétait classiquement choisi a 5%.

Les courbes de survies ont été réalisées selogtlaoae de Kaplan-Meier. Le modele de Cox
de régression uni- ou multivarié a été utilisé ptarrecherche de corrélation entre les
génotypes étudiés et les survies sans progressitas survies globales. Pour les modéles
multivariés, seuls les génotypes ou les parameatiiegjues avec un p<0,25 en analyse
univariée étaient retenus pour I'analyse avec pgisecompte des facteurs de confusion et

d’interaction.

2. Méthodes de génotypage.

2.1 Isolement de 'ADN germinal.

L’étude du génotype des patients a été réalis@atat ge 'ADN germinal (ADNQ) extrait des
leucocytes circulants : un prélevement sanguirdest effectué sur anticoagulant. A 500

de sang total est ajouté 1 ml de solution de Iy&ed(Blood Cell Lysis Buffer, Roche®)
permettant la destruction des globules rouges phac @smotique tout en conservant les
globules blancs. Aprés élimination du surnagead, LB de solution de protection des acides
nucléiques (RNA/DNA stabilisation reagent fot bldmohe marrow, Roche®) étaient ajoutés
au culot, lysant les membranes cellulaires toutcenservant les acides nucléiques. La
conservation de I'échantillon s’est faite a - 20°@prés dilution de la solution de
conservation, homogénéisation et adjonction deéprase K détruisant les protéines, une
tablette MGP (Magnetic Glass Particles) a été épqui permettra au cours d’'une incubation
en milieu salin la fixation de I'’ADN sur des billele verre magnétiques. Aprés plusieurs
lavages, les billes se fixant a un portoir magn&jcelles-ci ont été finalement sédimentées
par centrifugation: les 10QL de surnageant contenant I'ADNg ont été récupéts

conservés a 4°C.
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2.2. Polymorphisme de la thymidylate synthase (TYMS

Notons d’emblée que I'amplification de la régiomntérét de la Thymidylate Synthase n’est
pas rendu aisée du fait du grand nombre de doublati€otidiques G/C répétitifs assurant
une forte covalence (3 liaisons) entre les deursbd’ADN d’une part avec difficulté de
désappariements (difficulté a la mise au pointrogle pour le nombre de cycles, le pH et les
températures), mais également du fait de la haétgiénce d’hybridations non spécifiques ce
qui nous a obligé a I'utilisation de DMSO afin digmenter la stringence du milieu de PCR
(force ionique faible).

Dans le cadre de la premiere ét@Bablication N°1), I'analyse du polymorphisme au sein de
la région promotrice du géne de la TYMS a été séalipar une analyse par PCR décrite ci-
apres, suivie d'une technique de RFLP pour la reisévidence du polymorphisme G>C au
sein de la deuxieme région de répétition « R salele 3R.

Dans les études FOLFIRPublication N°2) et FOLFOX-4(Publication N°3 et N°4),la
mise en évidence de ces polymorphismes a étéééglm des techniques de pyroséquencage
assurant une meilleure fiabilité et un haut débmglle rendu des résultats. Cette derniére
meéthode a été mise au point par Mlle Asevoaia Aamlians notre laboratoire et au cours de

son propre travail de These.

2.2.1. Amplification de I'ADNg pour TYMS par la technique de Polymerase Chain
Reaction.

Cette technique a été développée au cours de tnawal de Master2, avec modification de
'amorce anti-sens par rapport a une précédenteétalisée dans notre laboratoire. En effet,
le produit d’'amplification ne permettait pas, dit fde la taille des fragments obtenus apres
digestion enzymatique par Hae lll, la mise en éwdede la mutation G>C dans |4 2
séquence de répétition de l'allele 3R. Le choidadeouvelle amorce a été fait au vu de la
littérature, 'amorce sens de notre laboratoirétialement choisie aprés interrogation du
programme Primer 3 Output sur internet, étantpréeshe de celle de Kawakast al. (Voir
Pharmacologie du 5-fluorouracile).Aprés mise au point pour les concentrations de IIgC
et de DiMéthylSulfOxyde (DMSO), et pour le nombeeaycles de PCR, la technique utilisée

en routine est décrite ci-apres.

96



ETUDE DU POLYMORPHISME DU PEOMOTEUR.DE LA
THYMIDYLATE SYNTHASE PAR. PCE.

F TMiliser le couple d’amorces appelé ¢ TS » (améroté 650 F 1245)

#  Travailler au masitmim dans la dace

* Protocole :

Adix PCR HaO gep 25 L. 146 pL
Tatnpon 10 5L
IIal, 25 mid 3l
diTP + UTE 10 2pul
TAD) cotrmerciale 0,4 ul

Adix Amarce DSOS % final) 25l
HaO gsp 24 pL 195 ul
Araorce TE 10 phv 2L

+ 1 pL ADMa (100 ngful)
+ 1 gomitte d'hiile

# Témoins :

FANR Glycérol stock
2B (LR n® 144 n® 1432
3R (1B n® 145 n® 143
4R (15000 n® 162 n® 210

¥ PCR:HYBAID:prog 36
84 °C 3 min
84 °C 30 sec
g0 °C 30 sec} 35 cycles
F2°C | tmin
F2°C 3min

# Deépots:
8 pL de PCE. sur gel d" Agarose 2% TBE 1 X
2pL de blen

1 : Homozyaote 2R (108 ph)

2 Homozygote 3R (136 ph)

3 : Heterozygote 2B/ 3R
Sequence de Ia région prowwiice de la TS contenant les trois répétidons de 28 ph
Les positions des amorces Sens et Anfi-Zens sort indiquees, aing queles sites de restriction
powr Hae II1 et 1a position de la srotation C>G dansla seconde séquence de répétition

Amorce Sens n° ﬁﬂﬂh 32 Séquencede 2Bph  2F
T8lagogcgegacg focargggalaagorgrec SenagEEgice g CArc grarcac LI rrmﬂwrﬂwwa
ccactifegr tcrn*twcrm*mrm‘m‘rwmcwIcfn*trrcrmwcgcccgccgcgc g ﬂfcrmg
ctoccgrgreggccd w60 £t <
C Amorce Anti- Sem n°1245
1] Site de restriction Hae Il (ggec) () Codon mitiateur

2.2.2. Visualisation des produits d’amplification Figure 26).

lls sont visualisés sous UV aprés électrophoresgedd’agarose 2% en présence de bromure

d’éthidium (BET) a 0,5ug/uL, agent intercalant des acides nucléiques. Un neangde poids

moléculaire 50 pb analysé simultanément permegtkrmhiner la taille des brins.

97



Les témoins positifssont les clones (amplifiés dans un plasmide reaoenb) utilisés au
1/800e, développés antérieurement dans le laboradai centre Paul Papin et correspondant
aux génotypes 2R/2R, 2R/3R et 3R/3R.témoin négatif est une préparation « mix PCR »
sans ADNg ajouté révélant ainsi une éventuelle aoimtation si une bande devait étre

visualisée.

Marqueur
G3D IRAR 2R/R G3PDH S0ph

ADMg p atients T-
2R/IR l L l l
o et i:'- -.-_-_.'L_- .-'._;'1 =N 4

e
1 4

TD - ADNg

Figure 26.PCR de la région promotrice de la thymidylate syasle. Electrophorese sur gel
d’agarose 2%.Visualisation des génotypes principaux aprés ntignasur gel dans du
tampon TBE 1X (a droite). La taille des amplicoasde 108 pb pour un fragment 2R, de 136
pb pour un fragment 3R.

G3PDH= Glycéraldéhyde-3-phosphodéshydrogénase (geqeimé constitutionnellement
dans toutes les cellules)

G3D=G3PDH avec DMSO (DiMéthylSulfOxyde).

2.2.3. Mise en évidence de la mutation G>C de laytmidylate synthase par Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP).

Le produit d’amplification est concentré par pudfion grace au systeme QIAquick™
(Qiagen®) qui utilise les variations d’affinité H4DN a une membrane de silice en fonction
du pH et des concentrations de sels dans le miliélution, pendant la centrifugation (13000
tr/min), qui a lieu en milieu alcalin pauvre ensseermet I'élimination des primers et des
impuretés telles que les enzymes, les nucléotidesimcorporés ou le DMSO qui fuient a
travers la colonne. La taille des fragments d’ARnus va de 100 pb a 10 kb. Le produit de
purification (30uL) est digéré pendant 150 minutes en présencendgota Buffer 2 (4uL
pour une concentration finale de 1X) par I'enzymeeHIl (Sigma®) (L) , dont le site de
restriction GGCC au niveau de la deuxieme séqudaagpétition de l'alléle 3R est aboli en
cas de mutation G>C. Les fragments d’ADN obtenud sualisés apres migration sur gel
d’agarose 3% dans du tampon TAE (Tris, Acide acétigt EDTA) 1X(Figure 28). Les
tailles prévisibles des fragments aprés coupuresiiaegau des sites de restriction sont

visualisées sur l&igure 27.
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Hae IT1
IRe i | i | *1 136 pb
- Hae I Hae IIT -
Hae III
Re T —— ' =1 1360
32 Mae T 94 10
Hae III
R i N =% 108pb
32 Hae I 66 10

Figure 27.Sites de restriction pour Hae lllLa croix indique la position du
codon ATG. Les nombres indiquent la taille prévesies différents fragments.

Ilawqg uemy
T- 3Rc/3Re  3Ro/3Re 3Rg/3Rg 3Rc/3Re “01b

Figure 28.Electrophorese sur gel d’agarose 38&s fragments de restriction
apres digestion du produit d’amplification par &Hl. T- = Témoin négatif.

2.3. Polymorphismes de la DPYD, MTHFR, UGT1Al et degenes de réparations de
I’ADN impliqués dans le métabolisme de I'oxaliplathe (pour ces derniers : voir articles
N°3 et N°4).

Tous ces polymorphismes ont été étudiés sur ADMhiged de patients, isolé a partir des

leucocytes circulants périphériques (simple préfeamt sanguin), et en utilisant les

techniques de mini-séquencage luminométrique epgegel ou pyroséquencage.

2.3.1. Pyroséquencage.

Le pyroséguencage est un séquencage par elongédimorces par distribution ordonnée de

nucléotides (la position de la mutation étant c&)nen nombre réduit (50 au mieux),

obligeant a une amorce de séquence (10 a 15 pthede la mutation a caractériser.
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Quatre étapes successives sont nécessaires

» Purification sur plaque de PCR des produits PCRtibidés (simple brin) par des
billes de Sépharose™ couplées a la streptavidir@ésence d’'un tampon de liaison :
Le mélange est agité pendant 5 minutes a températabiante. En parallele le milieu
d’hybridation soit 50 pL de tampon d’hybridation &6 pmoles d’amorces de
séquence est préparé dans les puits d'une sectagiee@ fond platFigure 29).

> Préparation de 'ADN simple brin A l'aide d’'un systéme d’aspiration, les billes
fixant les produits PCR biotinylés sont retenuel&egtrémité de pics d’'un bloc en
« hérisson » muni de mini-capillaires (96 pics@ut)t La dénaturation de ces produits
PCR s’effectue par un lavage en aspiration darairg&isuccessifs (Ethanol 70% puis
0,2M NaOH et enfin un tampon de lavage pH 7,6 élant '’ADN non biotinylé). Les
billes ayant les ADN monocaténaires biotinylés si#pposés par arrét de I'aspiration
dans les puits correspondant de la plaque a fatdmpgure 29).

Génotypage de la DPD et de la MTHFR
par pyroséquengage
Principe du mini-séquencgage luminométrique en temps réel.

Préparation des échantillons

Bille de Sépharose® Pdt de PCR biotinylé

coupléeala - @ + “IIIrrrre

streptavidine

L o o o gl 0Dl iation de PADN

._(._I_I_I_I_I_I_I_I_ Dénaturation et isolement
d’un ADN simple brin
Lavages

.—(.—l—l—l—l—l—l—l—l— Hybridation de | amorce

de séquence

Figure 29. Principes du mini-séquencage luminométrique.
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» Hybridation de I'amorce de séquengai s’effectue par incubation a 80°C pendant 2
minutes. La plaque est enfin déposée dans le pyweséeur avec installation de la
cartouche d'injection contenant les enzymes (ADNympérase, ATP sulfurylase,
luciférase et apyrase), les substrats (adénosipddsphosulfate (APS) et luciférine)
et les 4 désoxynucléotides (dNTP) ou le dASP (désoxyadénosineas-thio
triphosphate) remplace le dATP (désoxyadénosipbdsphate) qui n’est pas reconnu

par la luciférase.

» Miniséquencage L’addition des dNTP s’effectue séquentiellemerit’/ADN
polymérase catalyse la liaison de dNTP en 3’ dedae. L'incorporation induit un
relargage de pyrophosphate (PPi), qui est convamtibTP par 'ATP sulfurylase en
présence d’APS. L'ATP ainsi formé permet la connerspar la luciférase de la
luciférine en oxyluciférine, réaction qui s’accorgpa de I'émission d’'un signal
lumineux proportionnel a la quantité de base polygéé et enregistré sous la forme

d’'un pyrogrammeFigure 30).

Génotypage de la DPD et de la MTHFR
par pyroséquencage (ADN génomique)

DPD
MTHFR IVS14+1G>A . o
677 C>T 2846 A>T Ex : Patient hétérozygote 677 C>T
1298 A>C y - 1679 T>G
iy 464 T>A

|
hccmcmmec\lﬁhﬂh

dATP

_ ATP sulfurylase 5

¢ Luciférase -

p Détection du signal lumineux, enregistrement
sous la forme d’un pyrogramme, et analyse:

Figure 30Principes du mini-séquencage luminométrique (Syite
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2.3.2. Polymorphismes de la dihydropyrimidine déshyrogénase (DPYD).

Les études génotypiques de la DPYD ont été coupldesmesure du rapport plasmatique
dihydrouracile/uracile (UH2/U}§Voir plus loin 3. Méthode de phénotypage)Les quatres
mutations les plus fréquentes dans la populatiamcasienne ont été systématiquement
recherchées chez tous les patients par des métdedeslymérase Chain Reaction (PCR) et
la technique de pyroséquencage: Il s'agit de laatiart IVS 14 +1G>A induisant la délétion
compléete de I'exon 14 lors de I'épissage, de laatmn 2846 A>T sur I'exon 22, de la
mutation 1679 T>G sur I'exon 13 et de la mutatiem4sens 464 T>A plus récemment mise
en évidence dans le laboratoire. Une derniere muatéux-sens T85C, décrite chez E.Coli, a
été également recherchée mais celle-ci n’entraae dans notre expérience de risque de
toxicité (Annexe 1)

2.3.3. Génotypage de la méthyléne tétrahydrofolatéductase (MTHFR).
Il est réalisé apres amplification PCR par amoioérylée des exons MTHFR présentant une
mutation d’intérét (exon 4 pour la 677 C>T et exbrpour la 1298 A>C) et s'effectue

€galement par mini-séquencage luminomeétrique epdegelAnnexe 2)

2.3.4. Génotypage de l'uridine diphosphoglucuronodlyansferase 1A1 (UGT1Al).

La réalisation du pyroséquencage de la région ééntde la TATAA Box du géne de
TUGT1AL1 a suivi les procédures de mises au poatrites par notre laboratoif&60].

Les PCR comprenaient une dénaturation initiale pen@&antinutes a 95°C, suivie de 50
cycles avec dénaturation pendant 30 secondes a Agb@dation via les primers pendant 30
secondes a 60°C, puis séquence d’extension pen@nminute a 72°C ; enfin les PCR
étaient finalisées par une séquence d’extensiordgmen5 minutes a 72°C. Toutes les
opérations étaient réalisées sur DNA Thermal Cy&&r (Perkin-Elmer, Boston, MA) avec
une unité de Taq Polymerase (Euroblue Taq; Eurdéivance).

Les différents primers utilisés pour la séquencepgmséquencage ont été préalablement
décrits[1]. Les réactions elles-mémes étaient réalisées@ 8° pyroséquenceur automatisé
PSQ 96 instrument (Pyrosequencing AB, Uppsala, $wjedLe temps optimal entre
l'intégration de deux nucléotides pour I'obtentidnn pyrogramme de bonne qualité était de
120 seconde@-igure 31).
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Figure 31.Pyrogrammes typigues attendus selon les polymonpieis
de 'UGT1A1.

3. Méthodes de phénotypage : Utilisation de la pharacocinétique du 5-FU.
Deux modalités de traitements par 5-FU ont étés&ed dans lpublication N°1:
Soit un protocole LV5FU2 de typeDe Gramont « adapté bimensueldéfini par :
Elvorine 200 mg/m2 a HO de J1.
Fluoro-uracile 400 mg/m2 en bolus IV sur 10 mn add2]1 suivi
immédiatement par 2500 mg/m2 en perfusion de 46ekeu

Surveillance pharmacologique : préléevement de Berdang a H43.

Soit un protocole de typeFUFOL 4 heures hebdomadaireomportant :
Elvorine 100 mg/m2 a J1.
Fluoro-uracile 1200 mg/m2 a J1 sur 4 heures.

Surveillance pharmacologique : prélevement de Berdang a H3.

Pour les autres études clinicobiologiques présent@ans cette Thésdes modalités du
FOLFIRI comme du FOLFOX-4 sont les mémes concerstidtement le 5-FU que le
schéma LV5FU2, mais avec rajout respectivement &@ rhg/m2 pour l'irinotecan en

standard et 85 mg/m2 pour I'oxaliplatine.
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CARACTERISATION DES POLYMORFHISMES DU GENE DE LA
DHYDROPYRIMIDINE DESHYDROGENASE (DPD).

hutacions :

M UTATIONE s “c;:ﬁ:n'ﬁﬂlmn"“ AMORCER BB TAILLE
VS14+H1G=A Intron 14 fala]a} 10 855 180 pB
TSSC = C2OR 2 753 F50 252 100 pB

TaGds = L1155 % 5 1055 10326 1053 200 pB
Ti672E = BE0S 12 5049 G0 (= aFd 204 phB
AZ2295T = D949y 22 T3 1092 256 107 pB

¥# Protocole : PCE en Plague
Mix ACR : Tarmpon 10 2005 pLy, MWaCl, 30 mb (25 pLy, dNTE + TUTP 10 m( 1 ply, TAQ
Alain 2005 pLy, HyO gsp 25 pL (16 pld
Mix Amwice pour Ia matation IVS14+1G=A, DO4OV : HyO gsp 25 pL (23 pL), Amorces
10 pICL ply+ 1 pl ADMg (100 ngfpl)
Mix Amorcepour I nomtation C298., 15608, L155X : HaO gsp 25 pL (22 pl), Amorces 10
P02 ply + 1 pl ADRg (100 ngfuly

* PCR: Eppendorff Plagque : prog. 41PL

o :
B4 *C, 5 min
84 =, 30 zec -
’ &
(=] =
55°C, 30 sec 35 cycles mEL
[ - '
?2 C,lﬂl‘lﬂ H—i — Ny T d
: 2 R 1 e
T2°C, Smin b T # A W ® BN T e R TR T 0 T
1 MG GUELE O s se rossEylEine | 90 Muaion HATER i 17 Mubon del TCAT
. - 2. Mutation PESL 10 ML En OeS 131 Cenet :IH HMubaicn difl 106 1owama
- ais 3 Mtatian SX01R T1: Mutatian T 15800 (promobeus) | 19 Mutation del T
A o4 MIAAON B2 A 20 reuiatian C258 120 Mutsbon R21H ARG
; I_[L. dE PI:R = Mutstian 24970 24 pAUation REEEH 138 mvinanin veassL
& MLatian BEAdh 147 ML WIS I'zil MU Y210
2 @r b T BALLAR 150 15 Mulstian EI06s 2T Temain posiil o s
ur gﬁ‘l d & 0se 112 *o 2 Mutstian 1= 18570/ FERAF 15 hautatian D e 124 - Temain négatn

* Pyrosénuencage :
IVE Id +1 G=A

(] ITI] IR P (B8 PPE)

@ £ A € @ & O 7 - B S K £ O no= 1 [8 [ B R BB A @ B s
o LB = CIOR = T -
. ;“ ik TI:[ I m
=] 1 -} ] 3 . 2 ] 3 4 1 [ 1 e 3 ] 1 &

Tl ol Thil oo T ol

E T B A £ B @ A o € 3 B K I B B & E T = & T £ = k. @

Annexe 1.Pyroséquencage pour la DPYD.
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CARACTERISATION GENOTYPIQUE POUR. LES MUTATIONS

677 C=T ET 1298 A=

¥ Mutation 677 =T : Fxon 4

AtTiofce Sens

n® 1115

Arnorce antisens biotinylée n® 1125

# Mutation 1298 A~C : Exon 7

Atniofce sens

n® 1145

Zumiorce antisens biotinylée n® 1142

* Protocole :
Adix ACR

Mix Amaree

# Témwins :

Tarnpon 10 2
IlgCly 50 told

dHTP + UTP 10 b
TAD Alain 2

Hy O gep 25 ple

H, O gsp 24 pl.
Arnorce 10 pbd
+ 1 pL ADMz (100 ng/pl)

Masintion 677 C=T
Sauvage C/C (1/100)
Nhté  T/T (1/100)

Mistation 1208 A=C
Sauvage AfA (1/100)

ALRF
n® 260 - 261
n® 262 - 263
ALRS
n® 303 - 304

Ihaé

Cic (1100

n® 305 - 306

- PCR:HYBAID: prog 49
T 2nin 30
4 °C 30 sec
57 °C 30 sec } 35 cycles
71°C 1min 30

F2°C Stmin

1. Dépois :

B pL de PCR sur gel d'Agarose 1,23 TBE 1 X

C677T (1)

1: GPFDH
244"

Positifs

5 Meégtif

A1208C 2)

1: G,FDH
145

FPositifs

6 MNégtif

# Pyroséequencage
Mutation C677T : amorce séquencen® 1137 Fnry : C677T Séquence GAG CT CGA

Mutation A1208C :amorce séquence n® 1143 Enay : A1208C Séequence A/C AA GT GT

-Cde la MTHFR

208 ph

202 ph

5pl
2pl
1 uL
0,5 pL
16,5 pL

22l
2pl

Fypedrol stock

n® 309 - 310

n® 311 - 312 - 359 - 360
Glyedrol stock

n® 355 - 356

n® 357 - 358

Eppendorf Plague : prog. MTHFR

Idern 30 cyeles
@) 2)
1 23 4 5 1 23 4 5 &

L=

M

g E R E B 1O F

EI"C

Annexe 2.Pyroséquencage pour la MTHFR.

105



Number of patients

50
45
40
a5

30 4
25 4
20 1
15 4
10 4

0-

Outre le dépistage de possibles mutations au nivkawgéne de la DPYD (approche
génotypique), il est réalisé de routine au Centsul PPapin d'une part un dosage
préthérapeutique du rapport UH2/U (approche phgmging) pour chacun des patients devant
bénéficier d’'un traitement par fluorouracile, suan cours de traitement d’'une adaptation
pharmacociétique de doses permettant ainsi unenigation du protocole de chimiothérapie

au plus prés du métabolisme « réel » des patieatde long de leur traitement.

3.1. Intérét du rapport UH2/U.

La méthode « historique » radioenzymatique de needarl’activité de la DPYD n’est pas
adaptée a une utilisation courante du fait de sed&ur et de I'emploi d’un radioisotope. Le
dosage urinaire en HPLC (Chromtographie en Phageide a Haute Performance) de
pyrimidines naturelles ne permet que le diagnad#iaéficit complet et est donc largement
insuffisant pour le screening de patients a risdqaas une population générale. L'autre
possibilité développée dans notre laboratoire aleétdosage de l'uracile plasmatique. Une
premiéere étude observationnelle sur 250 patiemidaient a montrer une corrélation entre le
taux élevé plasmatique de l'uracile et les risqiesurvenue d’effets secondaires séveres au
5-FU [161]. Cependant, ce dosage pouvait lui-méme étre aujets variations diverses dont
I'alimentation. A donc été mis au point une tecluigle dépistage des patients par dosage
plasmatique (en HPLC avec barrette d’'iodes ou LONE a la fois du substrat naturel de la
DPYD, l'uracile et de son métabolite, le dihydrazilea (UH2) (Figure 32). Avec cette
meéthode, il existe une bonne corrélation entreygport UH2/U et a la fois les concentrations
plasmatiques a la premiere cure, la clairancerdigition du 5-FU et les toxicités observées
(Figure 33).

20 -

18 - i
16 -
14 4 |
*
12
=2
10 . .
#
S
B - § * t
4 : ¢ * +
: 4
iy L A [~ 2 + v
- o e o) Pl ot
o - [~ T T T _|—.
¥ o M e [ w g 0 !
UH,/U ratio o 1 2 3 4

Toxicity grade

Figure 32.Distribution du rapport UH2/U. Figure 33.Corrélation UH2/U et toxicités.
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En combinant les techniques génotypiques et phprptys, la détection prétérapeutique d’un
déficit enzymatique en DPYD est élevée avec unsilsité de 88% et une spécificité de 78%
(Figure 34).

Respective sensitivity (Se) and specificity (Sp), positive and negative predictive values (P.PV, NPV for 2 dilferent values of prevalence,
107 and 20% of the different paramelers

Tests Se (%) Sp (%) PPYV. NPV

1070 0% 10% 20P4
Relevanl SNP 47.1 98,3 0,75 0.87 0.94 0.88
Lracil BR.2 69,4 0,24 0,42 098 0.96
UHy/'U ratio B2.4 TR4 0.30 .49 0.98 0.95
SNP and uracil 47.1 98.7 080 0,90 0.94 0.B8
SMP or uracil ER.2 69 024 0.42 098 0.96
SMNP and UHL/U ratio 41.2 98,3 0,73 0.6 0.94 0.87
SMP or UH./U ratio ER.2 TR4 031 0,51 098 0.96
UHU ratio and wracil Th.A Bi6 0.34 0.5 097 093
UHU ratio or uracil 941 64.2 .89 0,95 0.99 0.98
3 Tests (and) 41.2 98.7 0.78 0.89 0.94 0.87
3 Tests (or) 94.1 64,2 0,23 01,40 099 0.98

Figure 34. Valeurs des tests en fonction des pangtres étudiés [161].

3.2. Pharmacocinétique du 5-FU.
Tous les protocoles de traitement présentés iguetle que soit I'étude, bénéficient d’'une
adaptation pharmacocinétique des doses de 5-F@glsas sa concentration plasmatique et
I'aire sous la courbe, et déterminée a partir djaies permettant un ajustement au plus prés
du profil métabolique du patient, ceci quel qué Bschéma thérapeutique utilisé, I'aire sous
la courbe seuil de toxicité ainsi mise en évide(®® a 30 mg x h/l) restant constante et
permettant des extrapolations aux différents tneetets[63]. Les posologies de 5 FU sont
ainsi adaptées d’'une cure a l'autre, en prenamt $ie également en compte les éventuelles
toxicités observées et en visant la zone dite peérigque (ZT).
Un tel suivi permet également le calcul de la elae plasmatique du fluorouracile. Celle-ci
peut étre abaissée du fait de I'existence d’unandition de l'activité enzymatique de la DPD
qui sera de toute fagon systématiquement recherandise également via des facteurs
épigénétiques mal élucidés (mutations non encosesnén évidence, intervention d’autres
mécanismes enzymatiques....).
La formule utilisée pour le calcul de cette claicanest la suivante :
Clairance 5 FU [(Lxh)/m2]= Vitesse de perfusion ¢n)/m2] /  Concentration a
I'équilibre du 5 FU[mg/L]

avec Vitesse de perfusion = dose de 5FU (mg/rd@j)ée de perfusion (h)
Ainsi la clairance pour le protocole LV5FU2 adapté estl®®,84+ 43,37

la clairance pour le protocole FUFOL 4h est de ¥0351,52
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Une différence significative a été mise en évidegiwige ces deux moyennes par la méthode
de distribution de I'écart réduit.es patients présentant respectivement dans le pmtole
LV5FU2 et dans le protocole FUFOL 4h une clairancenférieure a 89,47 (Lxh/m2)
[132,84-43,37] et 52,22 (Lxh/m2) [103,4-51,52] sardnsidérés a risque de toxicité accru
au 5-FU.

3. En conclusion.

L’acces aux differentes techniques, décrites plust,hoffertes par le laboratoire de l'unité
INSERN U892, nous a donc permis pendant toute téedde notre These de pouvoir tester
nos hypotheses concernant la pharmacogénétiquelelaasire d’études translationnelles en
parallele et au plus pres de nos activités clirsqu@e cette expérience, sont issues les
différentes publications présentées ci-apres, dardroite ligne - on I'espére -, des divers
travaux déja parus sur le sujetoir les Chapitres précédents) Les résultats souvent
complexes et paraissant abscons ramenés a |& rdalierrain, n’en demeurent pas moins des
étapes a prendre en compte dans l'optique d'undleme prise en charge des cancers

colorectaux métastatiques, logique qui sera déeadbns nos conclusions.
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lll. TRAVAUX PERSONNELS

C. PREMIERE PARTIE :
5-FLUOROURACILE ET CANCER COLORECTAL
METASTATIQUE
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Influence des parameétres pharmacogénétiques sur laolérance et
I'efficacité du 5-Fluorouracile dans le traitementdes cancers colorectaux
métastatiques.

1. Présentation du travail et résultats
2. Discussion
3. Publication N°1

Influence of fluorouracile outcome parameters daremce and efficacy in patients
with advanced colorectal canceCapitain O, Boisdron-Celle M, Poirier AL,

Abadie-Lacourtoisie S, Morel A and Gamelin Bharmacogenomics J. 2007;
Article on line; Epub ahead of print.

Abstract N° 1 (# 424) and Poster Presentatio(Board # 94)at the 2007
Gastrointestinal Cancers Symposium of the Amari8aciety of Clinical Oncology
(Orlando, Florida, USA).

Récipiendaire d’'un Merit Award ASCO 2007

1. Présentation du travail et résultats.

1.1 Rationel.

La prise en compte depuis peu des données phawganots et pharmacogénétiques
représentent une voie de recherche récente ethgesbent majeure en vue de I'optimisation
des traitements anticancéreux. Dans le cas duoBeflmacile, les études les plus avancées ont
concerné la thymidylate synthase (TYMS), la méthgl&trahydrofolate réductase (MTHFR)
et la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPYD). Qelamt les résultats trés souvent
contradictoires (plus de 700 publications concetrfeaseule TYMS sur PubMed cherchant a
évaluer son éventuelle influence sur des schémasaiements a base de 5-FU!), en terme
de réponses et de survies selon les différentsmmjyhismes, ainsi que le caractere
hétéroclite des études justifient la poursuiterédeberches dans ce domaine.

Ainsi, si le réle des polymorphismes génétiqueskderacquis dans la prédiction des toxicités,
avec notamment la mise en évidence des mutatisraus fréquentes et les plus graves de la
dihydropyrimidine déshydrogénase, la situation pareen difféerente dans la recherche de
critéeres prédictifs de réponses. Cela tient a émde disparité des séries publiées, disparité
soulignée dans une méta-analyse réc¢b®]: Séries souvent de faibles effectifs, trés
hétérogenes dans les types de maladies étudiédsa (@emiéere a la xeme ligne,...), les

modalités de traitements utilisés (avec ou sandipta@ne ou irinotecan) et surtout
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comportant des méthodologies tres variées de geageyet de mesures d’expression pour les
genes d'intérét.

Par ailleurs, une partie de ces résultats cont@dis pourrait découler des possibles
différences observées sur le plan génétique emdeN tumoral somatique et 'ADN
constitutionnel génomique étudié par exemple suecdeytes circulants. Car si, du point de
vue théorique, la prédiction des toxicité peut éaisée a partir de ce dernier, la situation est
peut-étre différente du point de vue de la prédlicties réponses au traitement.

A cet égard, les travaux de Uchida al [163], montrent une incidence élevée de la perte
d’hétérozygotie de I’ADN tumoral au niveau du lodsesla thymidylate synthase (77%) sur le
chromosome 18 par rapport a I’ADN génomique, bitrs pmportante que celle rapportée
habituellement, probablement du fait d’'une plusndeasensibilité dans la méthode utilisée
(isolement des cellules tumorales par techniquemitgodissection au laser). Ce travail
montre ainsi que I’ADN tumoral ne peut étre extlamirictement a partir de ’ADN germinal,
surtout considérant la TYMS, et que l'isolement reée cet ADN tumoral reste complexe et
peut se heurter a des problemes techniques avpeeride contamination d’ADN germinal

issu du tissu péritumoral.

La recherche des polymorphismes génétiques a pitir simple prélevement sanguin,
utilisée dans notre étude, représente donc uneroptierressante dans ce contexte, qui outre
le mérite de la simplicité de la technologie mise aeuvre, repose sur deux rationnels,
théorique et pratique :

Théorique car, bien que les cellules tumorales se distingyar un haut degré
d’instabilité génomique, elles se sont dévelopgépartir d’'un génome original dont elles ont
gardé un grand nombre des caractéristiques. Aiagide des genes impliqués dans le
meétabolisme du 5-FU, tels que la DPYD et la MTHBRYye la perte possible d’hétérozygotie
du chromosome 18, probléme spécifique a la TYMSerprobablement valide. Par ailleurs,
les différences d’activité enzymatique de la TYMfre la tumeur primitive et ses métastases
[164], ainsi que les variations observées de cette ictselon les localisations de ces
meétastase$l65] ne sont pas en faveur d’'une étude spécifique tte emzyme sur tissu
tumoral a moins d’obtenir des prélevements biopssqsystématiques ce qui n’est pas
réalisable en pratique courante. Enfin, il semi@e probable que la pression de sélection
clonale est privilégiée un génotype de la TYMS igdnt une faible activité transcriptionnelle
(concretement le génotype 2R/2R). Ainsi les résultmncernant les génotypes a « haute

expression » sur ADN germinal peuvent logiquemanpriori étre considérés comme
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« approchants » de la situation au niveau tumdmal.outre les mécanismes complexes de
régulation négative de la protéine TYMS sur sorpcARNmM[69] doivent probablement
« régulariser » (a la hausse) une situation deepaiélique (par perte d’hétérozygotie du

chromosome 18) si celle-ci était intervenue au solurdéveloppement clonal.

Il existe par ailleursdes considérations plus pragmatiqueBADN germinal est
obtenu simplement a partir d’échantillons sangongie cellules de la muqueuse buccale et
peut étre facilement conservé au froid. LARNmM pkits adapté a I'étude de la régulation
transcriptionnelle mais implique l'utilisation dessu frais (et donc des biopsies) et d’'une
technologie de biologie moléculaire “temps-réelcompte-tenu de sa fragilité de
conservation. L'étude de la protéine de TYMS esinsige aux mémes contraintes (avec
nécessité de nombreux échantillons) et ne pernobtehir que des résultats semi-quantitatifs

de I'expression réelle de la TYMS.

Finalement, la conception et la réalisation du traail clinico-biologique présenté ici

s’articulaient autour de trois objectifs principaux :

= |a recherche d'une méthodologie d'analyse génétiquepartir d’'un simple
prélevement sanguin donc facilement accessible,faitde colt, facilement
reproductible, incluant les trois enzymes les péisdiées dans le cadre de

I'activité du 5-FU, ceci couplé a des méthodes pia@ocinétiques de routine.

= L’obtention de résultats pouvant étre intégrés dam$utur essai prospectif avec

adaptation du traitement dans une population cible.

= |a volonté de réaliser une étude sur une populdtmmogéne de patients porteur
d’'un cancer colo-rectal métastatique et bénéficttiusivement d’'un traitement
par 5-FU (évitant tout biais toxicité-efficacit@ laux métabolismes et interaction
d’autres molécules cytotoxiques comme I'oxaliplatiou lirinotecan) et par
perfusion continue, modalité qui cible plus spéciément la thymidylate synthase
par rapport a un schéma bolus entrainant plutdtéljration du 5-FU directement
dans les ARNm.
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Prenant en compte ces considérations a la foigithws (methodologiques : éviter les biais
pour comprendre l'implication des différents polympitismes) et pratiques (situations
courantes de la « vraie vie » ou le LV5FU2 est emtargement utilisé€), notre étude, quoique
rétrospective, s’inscrivait pleinement dans unéneeche d’individualisation des traitements
de chimiothérapie courante. En outre, il s'agisshit premier travail publié, a notre
connaissance et a I'époque, analysant simultanéleeimhpacts thérapeutiques respectifs des
polymorphismes de la TYMS, DPYD et MTHFR dans ledreadu cancer colo-rectal

métastatique.

1.2. Résultats.

Notre travail rétrospectif monocentrique a doncdié&uwne population de patients porteurs
d’un cancer colo-rectal en situation métastatsureune période d’environ 7 ans.

76 patients ont été inclusLa moyenne d’age était de 71 ans, correspondantdannées
épidémiologiques de ce type de cancer, avec de&ness entre 38 et 88 ans. La quasi-totalité
(93%) des patients était en bon état général aidiion du traitement. 76% de la population
avaient un site métastatique unique qui était dem$4 des cas de localisation hépatique. I
s’agissait en majorité de premiere ligne de tra@en{83%). Le choix de traitements par 5-FU
en perfusion continue (sur 4h ou sur 46h) privdéigla voie de blocage de la synthése
d’ADN, et était par conséquent plus adapté a dedeétciblant la thymidylate synthase.

La répartition du génotype de la région promotrice correspondait aux données de la
littérature [166] : 18,4% 2R/2R, 51,3% 2R/3R, 30,3% 3R/3R, le ggmtgR/2R étant le
moins représenté dans les populations caucasiehaeslistribution des génotypes de
MTHFR était en accord avec la loi d’équilibre de Hardgiberg: 9,2% de notre population
étaient homozygotes mutés pour 1298 A>C et 10,6 pd7 C>T. Il n'existait pas de
différence significative dans les populations sd®mpolymorphisme en terme d’age ou de
sexe, avant ou aprés exclusion des patients deridgjtoxicité au fluorouracile, faisant de ces

populations des groupes homogéenes autorisantudsestie comparaison.

En ce qui concerne I'étude des toxicités66 évenements toxiqueseulementont éte
rapportés, le traitement était donc dans I'ensengle bien toléré d’autant que la grande
majorité de ces toxicités étaient de faible grayité% de grade I-1l), essentiellement
cutanéo-muqueuses (47,5%) dont 22% de diarrhéés,dE8syndrome main-pied et 7,5% de

mucite. Les atteintes oculaires sous-évaluées ldaligérature n’étaient pas rares (17%) et
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justifiaient d’'une prévention par lavages au sémimysiologique préventif. Les nausées-
vomissements étaient rares et bien contrdlés, cotanexicité hématologique. La toxicité
cardiague (6%) correspondait aux données de éaditire sans aucun infarctus du myocarde

notifié.

La prise en compte de facteurs prédictifs de tt&iau 5-FU, avec la recherche systématique
des quatre mutations les plus fréquentes dans lpulgmon caucasienne de la
dihydropyrimidine déshydrogénase couplée au caleula clairance, a permis d’isoler neuf
patients a risque soit1,8% de la population initiale Trois d’entre eux présentaient une
mutation connue et six une clairance altérée cesquis-tend l'importance des facteurs
épigénétiques encore mal élucidés et justifie lalioaison des deux méthodes (génétique et
pharmacologique) pour la détection de ces patiebiscidence importante retrouvée
représente ainsi un argument supplémentaire pdig détection avant tout traitement par 5-
FU : 55,6% seulement d’absence ou de faible tai@tou 1) et 33,3% de toxicités séveres
(grade Il ou IV), et ce malgré des mesures préves de diminution systématique des

posologies et une surveillance clinique stricte.

Il na pas été démontré dans notre étude de ctimélantre les grades de toxicités et les
différents génotypes du fait de trop faibles effectOn pouvait remarquer néanmoins une
tendance a des grades de toxicités plus élevéslempspulations homozygotes mutées 677
C>T et 1298 A>C (12,5% et 20% respectivement) gaodification du type clinique de
celles-ci.

En régression logistique univariée sur la population générale, les deux variables
significatives pour le risque relatif de toxiciteai@nt un état général altéfg=0,004)et les
facteurs de risque tels que définis dans I'étudesavoir mutations au niveau de la DPYD et
baisse du rapport UH2/U ($§=0,031) ce qui confortait leurs caractéres discriminabis.
analyse multivariée, la variable mutation 1298 A>C était significatiyg=0,018) si C/C,

confirmant peut-étre la tendance exprimée plus. haut

L’étude de la réponse au traitementetrouvait un taux de réponse objective d’envid8fo
dont 6,6% de réponse complétece qui correspondait aux taux habituellement iéseavec
le protocole LV5FU2 et Fufol 8h avec adaptationrptecocinétique de doses (35$8). Du

fait d’effectifs trop faibles, aucun résultat sttitjue ne pouvait étre dégagé des taux de
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réponses en fonction des différents génotypes. ©Ouavagit néanmoins noter un net
infléchissement des taux de réponse objective desmpopulations 3R/3R et expression
TYMS “ haute ” ce qui était plutét en faveur desuléats attendus au vu de la littérature. Par
contre, et de facon plus surprenante, on ne reifbaucune tendance a une obtention d’'une
meilleure réponse en cas de mutations doublesqaled de MTHFR ; on observerait méme
plutbét paradoxalement un effet délétére (diminutoes réponses objectives et réponses

complétes nulles).’analyse en modéle univariéétait non contributive.

La survie globalemédiane était d20 mois (IC 95% [440j; 900j]) sur la population étudiee
sans facteur de risquee taux était de 5% de survie a 5 ange qui correspondait aux
données épidémiologiques. L'état général altéré2B%(p=0,03) I'age > 75 angp=0,034)

et un marqueur ACE anormg<0,0001) a linitiation du traitement étaient des factedes
mauvais pronostic. Il n'existait pas de différersignificative quant au sexe et au type de
traitement. Les génotypes “ haute” ou “basse ” esgion de la TYMS, ou selon les mutations
de la MTHFR n’étaient pas discriminants.

Par contre, la comparaison des courbes de survizalgl entre la population 3R/3R et la
population porteur d’au moins un alléle 2R étaitteanent significativép=0,0066) Médiane

a 270 jours (IC 95% [163 ; 603]) et 844 jours 980 [550 ; 984]) respectivement.

Partant de ce constat et du role connu de la MTBEIEHRe taux intracellulaire de folates (et
donc sur la modulation d’activité du 5FU), nous resy@herché a isoler une population qui
nous semblait la plus a risque de survie globals pburte: La combinaison 3R/3R pour la
TYMS et sauvage pour MTHFR 1298 A>@ 677 C>T versus tout autre génotyiégure

15 de larticle rapporté). La médiane de survie était retrouveée a 283 joi395% [163;
603]) pour cette population contre 842 jours (ICOER45; 984]) pour l'autre. La différence
était hautement significativgp£0,0065. Cette population ainsi isolée (16 patients sur=6
23,9% soit presque un quart de la cohorte étudiémplait donc bien a risque “ d’événement
décés " précoce et pourrait faire I'objet, commeut de sa fréquence, d’une prise en charge
spécifique dans le cadre d’'une étude prospective.

En analyses uni et multivariéesles deux variables significatives étaient I'agpéieur a 75
ans (a pondérer du fait des biais possibles) eP8nélevé(p=0,010 et p=0,008)Les
différentes analyses en stratifiant sur les vaesbd'intérét (les génotypes) n'étaient pas
contributives, les effectifs étant trop faibles.

La survie sans progressiorétait del00 jours pour la population globale et non informative

pour les différents génotypes.
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2. Discussion

Notre étude était la premiére étudiant simultanérfeangénotypes de la DPYD, de la TYMS
(polymorphisme de la région promotrice et mutat@C de découverte alors tres récente) et
de la MTHFR sur une population de 76 patients posté’'un cancer colo-rectal métastatique
et recevant un traitement uniquement par fluordleaet acide folinique.

Cette population était homogéne en terme d’ageadgenéral et de sexe. Le traitement était
bien toléré avec peu d’événements toxiques rapp(Bt&en tout dont 76% de grade I-11). Le
taux de réponse objective était d’environ 34,3%.niédiane de survie globale était de 20
mois et celle de survie sans progression de 10 japres exclusion de 9 patients a haut
risque de toxicité (p=0,031 en analyse univariéepd&U (33,3% de grade IlI-IV malgré les
précautions thérapeutiques) du fait de mutationsnewes de la DPYD ou de facteurs
épigénétiques avec clairance anormalement basse.

Nous n’avons pas pu mettre en évidence un intéré th recherche de la mutation G>C de la
TYMS tant dans les toxicités que dans les répoesearvies mais notre étude comprenait un
faible effectif de patients. Les homozygotes m@&S pour la mutation MTHFR 1298 A>C
étaient a risque de toxicités séveres en analy$#variée (p=0,018).

Les critéres cliniques tels que I'état général'dd, ou des marqueurs biologiques anciens
comme I'ACE restaient des facteurs pronostiques fetrvalides.

Nous avons également montré qu'une analyse phagéaétque sur leucocytes circulants
permettait de fagcon simple et reproductible d’'isalae population présentant un mauvais
pronostic sur la survie globale (3R/3R pour la TYBtSiomozygote sauvage pour 1298 A>C
ou 677 C>T de la MTHFR), population qui pourraitstiier d’'une prise en charge
thérapeutique différente : traitement intensifi€rdblée ou augmentation des posologies de

I'acide folinique par exemple.

En effet, et au-dela des considérations puremeatistitjues portant sur la recherche
d’interaction entre survies, toxicités et polymagohes du métabolisme du 5-FU, lintérét
d’une telle étude portant sur un traitement larggmélisé comme le LV5FU2 (5-FU modulé
par l'acide folinique) était de permettre d’appnétier au mieux la nécessité ou non de
'associer a des molécules plus récentes commiadfecan ou l'oxaliplatine, et ce en

situation clairement palliative.
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Encore a I'heure actuelle, le schéma « simplifiad/s8FU2 est en effet loin d’étre « dépassé »,

y compris avec I'avénement des thérapies cibléek @our plusieurs raisons :

1. En situation adjuvante, il reste un traitement de référence par rapport a
FOLFOX-4 des essais MOSAIC (européen) et NSBP-@GD7e(icain), dans les
situations de sujets a risques (sur le plan géeéi@l neurologique), d'état général
médiocre ou d’age > 70 ans comme l'ont récemmendigge, certes avec
certaines limites méthodologiques, les résulatbétiede QUASAR, grande étude
anglaise de phase Il ayant inclus plus de 320@miat dont environ 20% étaient
agés de plus de 70 ans : le bénéfice global obsgmés chimiothérapie adjuvante
sur la réduction significative du risque de réod[¥1R=0,78], et sur le risque de
décés [HR= 0,82], n’était pas observeé dans le-gougpe de patient de 70 ans et
plus ([HR=1,13]) pour le risque de rechute commerpe risque de déces [HR =
1,02] ; ainsi, et dans ces situations, le pro®¢d5FU2 est comparable en terme

de survie sans récidive qu’'un schéma plus agressibinant I'oxaliplatine.

2. En situation métastatique,le schéma LV5FU2 a été récemment « réactualisé »
par trois études de phase Il multicentriques ramdées dans les situations
meétastatiques dont les possibilités d’opérabilgéat d’emblée inenvisageables.
Ces trois études ont cherché a démontrer lintdettthérapies séquentielles :
I'étude FOCUS (anglaise), I'étude CAIRO 1 (hollaisdd et I'étude FFCD 2000-
05 (francaise), évaluant donc une monochimiothérggair 5-FU/Acide folinique
suivie d’'une thérapie combinée versus une thérapiebinée d’emblée. Il s’agit
d’'une stratégie « crescendo » dont le but est detdé par une fluoropyrimidine
orale ou IV et de n’intensifier le traitement quasique la maladie n’est plus
contr6lée. Dans le cas de I'étude CAIRO 1, il Sagit de capécitabine suivie
d’irinotecan, suivi de Xelox versus une stratégeetgbe capécitabine-irinotecan
(Xeliri), suivi de Xelox chez 820 patienf$67]. L'essai FOCUS comportait trois
stratégies : monothérapie avec 5-FU, suivi d’irawain, monothérapie suivie d’une
chimiothérapie combinée, stratégie combinée d’'eenfdlé8]. L'étude FFCD a le
schéma le plus simple avec une chimiothérapie ¢@e tyV5FU2, suivi de
FOLFOX-4, suivi de FOLFIRI versus une chimiothgéeagombinée d’emblée par
FOLFOX-4, suivie de FOLFIRI, suivi de capécitabme autre traitement dont du
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cetuximab pour les derniers patients indiL89]. Finalement, 'ensemble de ces
études ne montre aucun bénéfice en faveur de Imiathiérapie combinée

d’emblée, ce qui justifie, au moins pour certaiasignts, I'attitude thérapeutique
consistant a débuter une monothérapie en situdiggoremiere ligne métastatique

sans perte de chance pour le pat{€igure 35).

Essai Traitement séquentiel Traitement combiné P
FOCUS [6] Blr

13,9 15,0 IC :0,79-1,03
FOCUS [6] B-Ox

13,9 15,2 IC:0,851,11
FOCUS [6] : Clr IC:0,730,96

13,2 16,7 p=0,01
FOCUS [6] COx

13,9 15,4 IC:0,81-1,06
CAIRO 16,3 17,4 IC :0,79-1,08
FFCD 2000-05 17 17 IC :0,84-1,32

Monothérapie Chimiothérapie combinée

Dovillard [2] 14,1 17,4 p=0,031
De Gramont [1] 14,7 16,2 p=0,12

Abréviafions : B-Ox : stratégie B avec oxaliplatine soit monothérapie par SFU puis Folfox, B-Ir : stratégie B avec irinotécan soit monothérapie par SFU puis Folfiri,
C.Ox : stratégie C avec oxaliplatine soit Falfox puis Folfiri, Clr : strotégie C avec irinotécan soit Folfiri suivi de Folfox.

Figure 35. Résultats des différentes études évaluant une tégee seéquentielle versus
combinée (Médianes de survie globale en mois).téetindicatif, sont indiqués les résultats
d’études princeps avec I'oxaliplatine (De Gramortta. [13]) et I'irinotecan (Douillard et
al. [93)]).

Considérant ces dernieres remarques, il apparst iatéressant d’'intégrer pleinement dans
la pratique courante les résultats de notre étude, par exemple, sélectionner des patients
pouvant bénéficier d'un schéma intensifié d’'emidéms une situation purement palliative
(puisqu’on le démontrera plus loin, lirinotecannome I'oxaliplatine « lissent » en quelque
sorte les facteurs de mauvais pronostic liés alyprphismes des enzymes impliqués dans
le métabolisme du 5-FU), ou d’autres qui, au cargrgourraient pleinement tirer bénéfice
en terme de survies comme de qualités de vie daitement simplifié par 5-FU modulé par
'acide folinigue. De méme, des patients « limieELN+ par exemple, ou avec un PS=2)
pour la mise en place d’'un protocole FOLFOX-4 efjuaaht pourraient bénéficier d’'un
traitement par LV5FU2, bien moins toxique s’ils sggtent des facteurs prédictifs de bon
pronostic concernant l'efficacité d'un schéma baséusivement sur le 5-Fluorouracile. On
le voit sur ces exemples, le retentissement ddta¢sule pharmacogénétique sur la pratique

clinique peut étre majeur pour le malade comme f@thérapeute.
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The purpose of this study was to determine simple genetic factors helpful to
tailor 5-FU administration and determine strategy in first-line chemotherapy
of advanced colorectal cancer. In 76 patients initially treated by 5-FU,
thymidylate synthase, dihydropyrimidine dehydrogenase and methylene
tetrahydrofolate reductase germinal polymorphisms, dihydrouracil/uracil
plasma ratio and 5-FU plasma clearance were investigated and correlated
for tolerance (10.5% grade 3 and 4 toxicity) and efficacy (32.9% objective
response rate and 20 months median overall survival time). Toxicity was
linked to performance status > 2 (P=0.004), low UH,/U ratio, 2846 A>T,
VS 14+ 1G= A for DPD (P=0.031), and homozygoty C/C for MTHFR 1298
A= C (P=10.0018). The overall survival of the patients with a 3R/3R TS
genotype associated with C/C for 677 C=T or A/A for 1298 A=C was
statistically shorter (log-rank test P=0.0065). Genetic factors permit the
tailoring of 5-FU treatment. They should occupy center stage in future clinical
trials for specifically designing treatment for patients with a given biologic
feature.

The Pharmacogenomics Journal advance online publication, 14 August 2007;
doi:10.1038/5.tpj.6500476

Keywords: colorectal cancer; fluorouracil; thymidylate synthase; dihydropyrimidine dehydro-
genase; methylene tetrahydrofolate reductase

Introduction

Over the past few years, a central goal of research in oncology has been to
determine main molecular biomarkers that could predict response and toxicity to
chemotherapeutic agents,

Indeed, the understanding of interindividual heterogeneity in efficacy and
toxicity could serve as a rational basis for tailored treatment (optimal drug
therapy and dosage for each patient) as opposed to an empirical ‘one-size-fits-
everybody’ chemotherapy. In this domain of a cancer pharmacogenetic
approach, intense efforts have espedally focused on fluorouracil and on its
metabolic enzymes.

S-fluorouracil (5-FU) has been widely used for almost 50 years in the treatment
of solid malignancies, especially in colorectal cancer (CRC) both in advanced and
adjuvant settings.

Its main target is thymidylate synthase (TS), a key enzyme in cell proliferation,
which is inhibited by the active metabolite, fluorodeoxyuridine monophosphate
(FAUMP).
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In patients with metastatic disease, response rates are
below 20% with 5-FU monotherapy and go up to 25%
simply by adding folinic acid, leucovorin (5-formyltetra-
hydrofolate), a precursor of the methyl donor 5-10
methylenetetrahydrofolate (CH,FH,).! Indeed, the complex
between TS and FAUMP is stabilized in an inactive ternary
form by CH;FH4.* Clinical studies have clearly demon-
strated the interest of this association allowing improved TS
inhibition?

Despite the improved response rates with the addition of
oxaliplatin or irinotecan, 5-FU remains a major drug in
treatment of CRC.* However, many questions persist such
as: how can we enhance the response rate and efficacy in
terms of survival? How can we improve tolerance, knowing
that treatment efficacy is correlated to the 5-FU dose, but
dose-intensification strategies increase toxicity? Moreover,
these toxic side effects, around 20-25% grade 3 and 4 events
with current 5-FU regimens and 0.2% toxic deaths often
occur in patients in adjuvant situations; many of them are
either already cured by swgery before chemotherapy, 30%
in pT3N1 and 70% in pT3NO stages, or can receive no
benefit from treatment.

To answer these questions, several new approaches are
under investigation, such as pharmacogenomics, by analy-
zing tumor tissue, with microarrays, for example. The
problem with pharmacogenomics is the generally high
number of genes requiring bioinformatic study that does
not make it technically suitable for routine work.

Another research approach is pharmacogenetics that
focuses on the effects of polymorphisms (especially single-
nucleotide polymorphisms (SNPs)) in drug-metabolizing
enzymes and in drug targets. It could enable the discovery
of the best-tolerated and most effective treatment strategies

FUrd — FUMP — FUDP—— FUTP— RNA

5:u/

FdUrd —— — FAlUJDP—— FdUTP,
FUH, Main Way DMNA
F-UPA dumpP dTWMP ——= dTOP—dTTP
Jg AT es Thymine
Hemocysteine Methionine DHA methylation

Figure 1 5-FU metabolic pathways. 5-FU, 5-luorouracil; 5-10 CH;FH,,
5-10 methylenetetrahydrofolate; 5-CHaFH4, 5-methyltetrahydrofolate;
FH4,  tetrahydrofolate;  dUMP,  deoxyuridine 5-monophosphate;
dTMP, deoxythymidine 5-monophosphate; dTDP, deoxythymidine
5-diphosphate; dTTP, deoxythymidine 5-triphosphate; FdUMP, fluor-
odeoxythymidine 5'-monophaosphate; FUR, fluorouracil; FUdR, 5-fluor-
odeoxyuriding; FBAL, 5-flucro-fi-alaning; DPD, dihydropyrimidine
dehydrogenase; T5, thymidylate synthase; M3, methionine synthetase.
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by the study of the hereditary basis for interindividual
differences in drug response. In our study, we decided to
focus on three previcusly studied enzymes involved in
fluorouracil metabolism and activity (Figure 1).

TS is the primary target. It catalyzes the reductive
methylation of dAUMP by CHzFHy4 to form dNTP which is
a critical reaction for cell proliferation. The T§ gene on
chromaosome 18 contains a unique 28-bp tandem repeat
sequence (called ‘R') within the enhancer region (TSER) and
within the 5-untranslated region. The three most common
genotypes in the Caucasian population (2R/2R, 2R/3R and
3R/3R) have been identified.” This tandem repeat sequence
appears to function as an enhancer element on transcription
as well as on translation of TS mRNA with an increasing
number of repeat sequences. *” Despite certain contradictory
results, most clinical studies have documented the growing
evidence that the TS genotype is associated with clinical
efficacy in terms of response and survival to 5-FU-based
chemotherapy.®'! Moreover, a common SNP has been
recently identified at the 12th nucleotide of the second
repeat in the 3R allele within a USF family E-Box consensus
element. This SNP could abolish USF-1 binding and decrease
in vitro transcriptional activity.”'® From these experimental
observations, Kawakami et al.” classified each patient in
‘Low’ or ‘High' T5 expression in accordance with the
combination of this SNP and TSER genotypic status
(Table 1). Two clinical studies showed a correlation between
this combination and owerall survival (OS) (significantly
longer in the low expression group).''#

Dihydropyrimidine dehydmgenase (DPD) is the key enzyme
involved in the catabolic breakdown of 5-FU. It is submitted
to a common genetic polymorphism and its activity displays
wide interindividual wvariability from 8- to 21-fold.'®'®
Low enzyme activity leads to excessive amounts of active
metabolites and consequently to severe adverse events,
hematopoietic, neurplogical and gastrointestinal, some-
times combined in a polyvisceral toxic syndrome, poten-
tially fatal in 0.2% of cases. In the global population, 3% of
individuals are heterozygous and at risk of adverse toxic
events. To date, around 30 mutations on chromosome 1p
associated with reduced DFD activity have been reported.
For example, the most prominent DFD polymorphism is a
G=A SNP in the GT 5-splice recognition site of intron 14
that leads to skipping exon 14 and the synthesis of an
inactive truncated protein with severe DPD deficiency.

Table 1 Classification following Kawakami et al.” in ‘Low’ or
‘High’ TS expression in accordance with the combination of SNP
and TSER genolype slatus

‘High" expression ‘Low’ expression

2R/2R 2R/3Rg
2R/3Rc 3Rc/3Rg
3R/3Rc 2Rg/3Rg

Abbreviations: CR, complete response; SNP, single-nucleotide polymorphism; TS,
thymidylate synthase; TSER, thymidylate synthase enhancer region.
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Methylene tetrahydrofolate reductase enzyme (MTHFR) con-
trols the intracellular CH;FH; concentration. It converts
CHzFHy into 5-methyltetrahydrofolate and represents a key
enzyme in the folate metabolism at the crossroads between
DNA synthesis and DNA methylation vie methylation of
homocysteine to methionine. MTHFR is also subject to
several common polymorphisms on chromosome 1p. To
date, 44 SNPs have been individualized. Among these, 37 are
correlated with severe enzyme activity deficiency (inferior to
20%) and hyperhomocysteine. The MTHFR 677 C>T and
1298 A =>C are the most common (15 and 12%, respectively,
for homozygotes)'” and homozygous mutated genotypes are
associated with lower enzyme activity (a decrease of 75% for
677 C=T and 30% for 1298 A >C). However, an accumula-
tion of intracellular CH.FH; is observed which could
enhance the efficacy of 5-FU treatment by stabilization of
the ternary complex with TS and FAUMFP. This concept was
clearly demonstrated both in experimental studies and in
clinical settings.!®23

The purpose of this study was to analyze the correlation
between TS, DPD and MTHFR germinal polymorphisms on
efficacy and toxicity of fluorouracil and leucovorin chemo-
therapy in patients with advanced CRC. Our objective was
to provide a tool for physicians to determine before
treatment patients at risk of 5-FU toxicity or resistance. To
our knowledge, this study is the first that analyzes these
three enzymes in a homogeneous population. We deter-
mined these different polymorphisms with usual biomole-
cular techniques, associated with the determination of
fluorouracil clearance and a study of wracil and dihydro-
uracil (UH/U) plasma ratios as described previously.® The
genctic polymorphism analysis was carried out from a
simple peripheral blood sample that represents an interest-
ing and easy non-invasive approach for molecular profiling.
Finally, we evaluated the tolerance to and efficacy of
fluorouracil treatment.

Results

Clinical data and frequencies of genotypes

A total of 76 patients who fulfilled the inclusion criteria
were studied. The median follow-up of the study was 1264
days (3.5 years) with 7.7-85 months (7 years) as the range.
The clinical data of these patients are provided in Table 2.
The median age was 71-years old and 93.4% of patients had
a good performance status, that is lower than 2. The sex
ratio was 1.5/1 male/female. The site of metastasis was
unique in 76% of the cases and then in 75% of cases in the
liver. These clinical characteristics were in agreement with
epidemiological data concerning advanced CRC.

In our study, 83% of patients were treated in first-line
therapy.

Table 3 lists the distribution of TS, DPD and MTHFR gene
polymorphisms. This distribution was similar with data
previously described in a Caucasian population:™'®17.2¢
18.4% for 2R/2R, 9.2% for MTHFR 1298 C/C, 10.6% for
MTHFR 677 T/T, and 3.9% for DPD polymorphism hetero-

Fluorouracil outcome parameters @
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Table 2 Patients’ initial characteristics

Clinical data Number of patients (9)

Gender

Male 46 {60.5)

Female 30 (39.5)
Ps

0-1 71 (93.5)

2-3 5(6.5)
Age

Median (years) 12

Range (years) 39-88
Turmor site

Colon 55 (72.5)

Rectum 21 (27.5)
Metastatic site

Liver 44 (58)

Lung 4(3.3)

Peritoneal 51{6.5)

Carcinomatosis

Nodes 5{6.5)
Number of sites=1 18 (23.5)
Treatment tegimen

LVSFLU2 31 (41)

Fufol 4 h 45 (57
First line of treatment 63 (83)

zygotes. Moreover, these genotype frequencies were in
agreement with the Hardy-Weinberg equilibrium and
populations with different polymorphisms are homo-
geneous with respect to age, performance status and gender,

Correlation between polymorphisms and toxicity

The different types of toxicity are described in Table 4.
Sixty-six adverse events (87.9% grade 1 and 2 side effects)
were notified, especially skin and gastrointestinal (47.5% in
total): mucositis (7.5%), diarrhea (22%) and hand-foot
syndrome (18%). Conjunctival irritation was not rare
(17%) but often not much described in previous clinical
data although it impaired the quality of life. The incidence
of hematological events was low (only 3%). Finally, the
incidence of cardiac toxicity was 6% but without constituted
myocardial infarction.

With the tailored regimens using pharmacokinetic
momnitoring, the fluorouracil-based chemotherapy was well
tolerated {only 10.5% grade 3 and 4 toxic side effects) and
no toxic death was noted.

Among 76 patients of this prior study, nine patients
(11.8% of the overall population) were isolated because of
a high risk of fluorouracil toxicity. These nine patients
presented abnormally low clearance levels of fluorouracil

The Pharmacogenomics journal
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Table 3 Distribution of TS, DPD and MTHFR polymeorphisms in
the studied population (76 patients)

Number of patients Frequency (%)

TS polymorphisms

2R/2R 14 18.4

2R/3R 39 51.3

3R/3R 23 303
TS expression

‘High' 50 65.8

‘Low’ 26 34.2
MTHFR 1298 A=C

AfA 40 52.6

AfC 29 38.2

C/C 7 9.2
MTHFR 677 C=>T

C/C 32 42.1

T 36 47.3

T 8 10.6
DrD

2846 A=T 2 2.6

WS 14+ 1G=A 1 1.3

Abbreviations: DPD, dihydropyrimidine dehydrogenase; MTHFR, methylene
tetrahydrofolate reductase; TS, thy midylate synthase.

Table 4 Distribution of the toxic side effects in the population
of patients (76 patients)

Grade T Grade 2 Grade 3 Grade 4 Total (n)

Mucositis 2 2 ] 1 5
Conjunctivitis 4 7 ] o 11
Diarrhea 5 8 2 2 17
Hand-foot syndrome 5 7 ] o 12
Cardiac ] 3 1 o 4
Hematologic 0 1 1 V] 2
Mausea 2 3 ] 1] 5
Alopecia 0 1 0 0 1
Asthenia 4 4 1 0 9
Total (n) 22 36 5 3 66

associated with an abnormal UHz/U plasma ratio: two
patients were heterozygous A/T for 2846 A =T, one for IVS
14+ 1G=A and six without DPD SNP (epigenetic factors or
SNP still unknown). In this population, nine toxic events
were described, with 33.3% (and up to 66% for DPD
heterozygoty) grade 3 and 4 gastrointestinal events, in spite
of pharmacological adjustment and clinical observation.
Concerning toxicity, a significant difference (P=0.048,
Fisher's test) was found between the populations with (nine
patients) and without a risk factor (67 patients).
Multivariate analysis of clinical and biological parameters
for predicting toxicity according to the Cox-regression

The Pharmacogenomics Journal

Table 5 Multivariate analysis of clinical and biological para-
meters for predicting toxicity according to the Cox-regression
model

Odds ratio (95% CI) P

Performance status 2-3 5774 (3.70 ; 901.25) 0.004
2846 A=T, W514+1CG = 6.20(1.18; 32.56) 0.0371
A low clearance of 5-FU
Age=75 years 0.08 (0.005; 1.09) 0.058
MTHFR 1298 A=C

AlA 1.00 (ref) 0.056

AlC 2.54 (0.30; 21.47) 0.393

C/C 2599 (1.76;, 384.32) 0.018

Abbrevistions: Cl, confidence interval; MTHFR, methylene tetrahydmofolate
reductase.

model is shown in Table 5. Fluorouracil toxicity was
significantly linked to performance status =2 with 60%
grade 3 and 4 events (P=0.004), low clearance and
heterozygoty for DPD (P=0.031), and homozygoty C/C for
MTHFR 1298 A=C (P=0.0018) with 30% grade 3 and 4
toxic events.

Correlation between polymorphisms and response

The global objective response (OR) (complete response plus
partial response (PR)) rate was 32.9 with 6.6% of complete
response (CR).

We considered the ‘high risk for toxicity’ patients as a
possible bias for the efficacy study (because of inadequate
dosage, toxic side effects leading to delayed treatment, bias
between DPD SNPs and TS/MTHFR SNPs for interpretation of
results). Consequently, the following studies (correlation
between genotypes and response or survival) were analyzed
on 67 patients after the exclusion of the nine with 5-FU low
clearance and there was no difference for response rates
(34.3% for OR and 7.4% for CR) in this new studied
population.

The distribution between response rates and the different
genotypes is shown in Table 6. No significant link was
noted. However, the OR for 3R/3R was decreased by almost
50% in comparison with other TSER genotypes, as described
in previous clinical studies. OR in the ‘High TS expression’
population also decreased with only 24 against 40.5% in the
‘Low’ group (not significant). Likewise, no wariable was
significant in multivariate analysis of biological parameters
for predicting response to fluorouracil treatment.

Correlation between polymorphisms and survival

Among 67 patients, the OS rate was 5% at 5 years (Figure 2)
in agreement with clinical data from the literature. The
median OS time was 20 months. The median progression-
free survival (PFS) time was 100 days. The log-rank analysis
according to clinical characteristics was significant, with a
longer survival for performance status <2 (P=0.03) and an
age younger than 75-years old (P=0.034).
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Table 6 Comparison of responses between the different
genolypes in population withoul risk factors (67 patients)

Objective Stability/
response (%) progression (%)
Polymorphism T3
2Rf2R (n=11) 36.4 (n=4) 63.6 (n=7)
CR=18,2{n=2)
2R/3R {n=135) 42.9 (n=15) 57.1 (n=20)
CR=38, 6 (n=13)
3R/3R (n=21) 19.0 (h=4) 81.0 (n=17)
CR=0 (n=0)
Expression T3
‘Low’ (n=42) 40.5 (n=17) 59.5 (n=25)
CR=11,9 (n=15)
‘High' (n=25) 24.0 {(n=6) 76.0 (n=19)
CR=0 {n=10)
MTHFR 677 C=T
C/C (n=28) 46.4 (n=13) 53.6 (n=15)
CR=10,7 (n=3)
C/T(n=31) 223 (n=7) 77.4 (n=24)
CR=46,5 (h=2)
TT (h=8) 37.5(h=3) 62.5 (n=5)
CR=0{(n=10)
MTHFR 1298 A=C
AA (n=37) 378 (n=14) 62.2 (n=23)
CR=8,1(n=13)
AJC (n=25) 32.0 (n=8) 68.0 (n=17)
CR=8,0(h=2)
C/C (n=5) 200 (h=1) B0.0 (n=4)
CR=0 (h=0)

Abbreviations: CR, complete response; MTHFR, methylene tetahydofolate
reductase; TS5, thymidylate synthase.

Univariate analysis for OS time according to TSER
genotypes was not significant and curves crossed (Figure 3).
However, OS medians were very different among TSER
polymorphisms: 669, 9200 and 270 days for 2R/2R, 2R/3R and
3R/3R, respectively. The log-rank test was highly significant
after gathering 2R/3R and 2R/2R versus 3R/3R (P =0.0066).

No difference was found between OS time and ‘High' or
‘Low’ TS expression with two superposable curves (Figure 4).
Likewise, there was no difference between OS or disease-free
progression survival times and the studied MTHFR geno-
types (677 C=Tand 1298 A= ().

However, the OS rate of the patients with the 3R/3R
TS genotype associated with C/C for 677C=T or A/A for
1298A=C (16 patients (23.8%)) was much statistically
shorter than that of the patients with another genotype
(log-rank test P=10.0065) (Figure 5). The OS medians were
283 (95% CI (163; 603)) and 842 days (95% CI (515; 984)),
respectively. There was no statistical difference between
these populations of 16 patients and the others in respect to
age, performance status and gender.

No variable, except age (P =0.10 if older than 75-years old,
but with a possible bias such as death by another cause than
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Figure 2 Kaplan-Meier curve with confidence interval (Cl) at 95% for
overall survival (76 patients).

cancer) or performance status (P=0.0008 if =2), was
significant in uni- or multivariate analysis for OS or PES
according to the Cox-regression method.

Discussion

New targeted drugs have transformed the treatment of
advanced CRC but the median OS is about 24 months in
the absence of metastasis surgery, and 5-FU remains the
cornerstone of the combinations. Furthermore, after pre-
vipus clinical trials that showed an improved survival with
combinations, recent multicentric randomized clinical trials
comparing one versus two drugs in firstline therapy
presented in abstract form showed no substantial difference
in OS and treatment duration in the combined group, and
on the contrary a more important toxicity.®>28 Clearly,
these recent results pose both the problem of the choice of
the drugs and that of their combination. Thanks to
tremendous progress in molecular biology, several promis-
ing genomic or genetic prognostic factors have been
reported and could be useful but treatment strategies are
still based on large clinical trials and translational studies
are still ancillary. The purpose of this study was to
simultaneously characterize the impact of pretherapeuti-
cally determined genetic and epigenetic factors on 5-FU
tolerance and efficacy and based on the relevant factors to
provide physicians with some tools to decide between one
drug versus combined therapy in first line and to tailor 5-FU
treatment.

To our knowledge, this is the first study analyzing the
impact of both TS, DFD and MTHFR, the three main
enzymes of 5-FU activity and metabolism, on its tolerance
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and its efficacy in a homogeneous population of patients
treated with a 5-FU and leucovorin combination for
advanced CRC.

Indeed 5-FU, the most commonly used anticancer agents,
provoke 20-25% grade 3 and 4 toxic side effects and 0.2-
0.5% toxic deaths to patients under treatment while many
of them are in an adjuvant setting, especially for colon
cancer, and potentially cured after surgery.* Individual 5-FU
dase management based on a pharmacokinetic follow-up
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Figure 4 Univariate overall survival of patients according to low and high TS5 expression genotype. TS, thymidylate synthase.

permits us to reach the best therapeutic index but it does not
prevent very early acute toxic side effects due to DPD
deficiency and chronic toxicities such as dacryocystis,
mainly due to TS polymorphism. Thus, in this study, the
two regimens of treatment using pharmacokinetic monitor-
ing as previously described were well tolerated in an elderly
population with a median age of 71 years. However, 10.5%
of grade 3 and 4 toxic events were observed. Concerning the
metabolic pathway of 5-FU, we found that with the
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thymidylate synthase.

pretherapeutic detection, 9 of the 76 patients were at high
risk of 5-FU toxicity because of a DPD deficiency, revealed
by a very low pretherapeutic UH,/U plasma ratio.* Two of
them were heterozygous A/T for 2846 A>T, one for IVS
14+ 1G> A, the main deleterious variants of the DPD gene.
The six other patients had no DPD variant detected in the 23
that were analyzed. In these nine patients, nine very early
toxic events were described, with 33.3% grade 3 and 4
gastrointestinal events in spite of pharmacological adjust-
ment and clinical observation. This percentage of grade 3
and 4 adverse events reached 66% for the three patients with
DPD wvariants. Thus, for early toxicity, a significant differ-
ence was found between populations with and without
metabolic risk factors. Clearly, a pretherapeutic detection of
DPD deficiency would have permitted the avoidance of
these adverse events with an initial reduction of the 5-FU
dose followed by individual dose management. Besides,
some patients had an accelerated 5-FU metabolism due to an
enhanced DPD activity that follows a Gaussian curve in the
population.'® These patients would benefit from intensified
doses of 5-FU.

Likewise, patients whose MTHIR 1298 A= C genotype was
C/C were significantly at higher risk of toxicity as well
(P=0.018).

On the other hand we focused on efficacy. The OR rate
was 32.9%, with 6.6% of complete responses in mono-
therapy, and the median OS and PFS were 20 and 3.3
months, respectively.

In terms of response, we found that the OR rate for 3R/3R
was decreased by almost 50% in comparison with other
TSER genotypes, as described in previous clinical studies.
Likewise, although statistically not significant, the OR rate

was 24% versus 40.5% in ‘High' compared with ‘Low’ TS
expression.

We found no difference between OS and TS expression in
contradiction with previously described results'>'¢ but
interestingly we found that an OS rate of 28% for the
whole population of patients, sharing 3R/3R 7§ genotype
associated with C/C for 677 C=T or AJA for 1298 A=C
was significantly far shorter than that of patients
with another genotype, regardless of its kind (P =0.0065).
Figure 5 shows the striking difference between the two
curves, with a median survival rate of 283 versus 842 days,
respectively. The other major interest of this finding is that
clearly the OS rate of this population of patients remained
poor despite the second-line combined therapy with
oxaliplatin or irinotecan. Thus, an initial intensified first-
line therapy, with a targeted therapy would probably have
been of interest.

These results, both in terms of tolerance and efficacy, have
a crucial impact on clinical practice. First, indeed, from a
simple blood sample taken before chemotherapy, physicians
can be wamned of a high risk of severe or even life-
threatening toxicity for a patient, that is relevant DPD
and/or MTHFR variants regardless of the 5-FU regimens and
the type of cancer.>* Taking into account the wide use of
5-FU and other fluoropyrimidines, this is of major interest.
In practice, in cases of a DPD deficiency, either 5-FU dose
management based on a pharmacokinetic follow-up can be
propaosed after a reduced first dose of 5-FU or the switch to
another drug, such as raltitrexed.® In the case of MTHFR
1298 A= C homozygote variant, the toxicity is not due to a
metabolic deficiency. Then a 5-FU dose reduction could be
useful but might impact the efficacy. Thus, a much closer
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follow-up will be proposed and a dose reduction at the very
beginning of a relevant adverse event.

Besides, the question of the one or two even three drugs
in first-line therapy remains unresolved, except in case of
selected patients, such as those with potentially resectable or
curable liver and/or lung metastatic disease. For the other
ones, who represent the majority of the patients, intensifi-
cation has not clearly proved its superiority in terms of OS
and has shown an inceased frequency of toxic side
effects. > 2% Pharmacognenomics and pharmacogenetics
could help the clinician to decide whether or not he has
to intensify the chemotherapy regimen. As such, the
detection of 3R/3R TS genotype associated with C/C for
677 C>Tor AJA for 1298 A=>C, is a major predictive factor
of failure to 5-FU and of a very short survival rate. It
obvigusly requires an immediately intensified combination
with another cytotoxic drug such as oxaliplatin or irinote-
can and a targeted therapy, such as an anti-VEGF or an
anti-EGFR.5 11822 [ntensification using one or two addi-
tional drugs with different metabolism pathways could
restore the efficacy. Marcuello e al.'* suggested that a
combined regimen with irinotecan or oxaliplatin could
reduce the predictive value of the MTHFR genotype in
contradiction to other previous studies with S5-FU
alone. '*2%21:23 Ng results have been reported with both TS
and MTHFR genotypes.

On the contrary, the other TS and MTHFR genotypes
are predictive of very long survival with 5-FU plus folinic
acid alone, and pose the question of the interest of
intensified and combined protocols. Actually, except for
some patients who could benefit from early metastasis
surgery and need an immediate intensified chemotherapy,
the question remains of the initial combination and the
risk of toxic side effects. This is of major importance in
the adjuvant setting. Undoubtedly, the FOLFOX regimen
has statistically improved the cure rate compared with
LV5SFU2 in patients with pT3N1 colon cancer.®® However,
oxaliplatin provokes severe chronic neuropathy in 18-20%
of patients that leads to a prolonged and sometimes
irreversible functional impairment and alters the quality
of life. Moreover, this protocol is now extended to
pT3NO patients whose risk of recurrence is 30%. Obviously,
some patients would benefit from 5-FU plus folinic acid
only and the screening for 3R/3R TS genotype associated
with C/C for 677 C>T or AfA for 1298 A= C could help to
detect patients free of these poor prognosis molecular
factors.

Over the past few years, intensive efforts have focused on
the problem of prognostic factors, both in terms of tolerance
and efficacy. Our results confirm the interest for the
detection of genetic factors such as TS, DPD or MTHFR
polymorphisms and their potential impact in clinical
practice. We have shown that this adjustment can be
performed routinely using both simple biomolecular tech-
niques and pharmacokinetic monitoring and therefore these
factors should be used in future trials for tailoring therapy
and design specifically the treatments for patients with a
given biologic feature.
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Materials and methods

Patients

This retrospective study included 76 patients treated for
advanced CRC with two different regimens, weekly or every
2 weeks, but including only fluorouracil and leucovorin.
To be eligible for inclusion, patients had to be over 18-years
old, present measurable metastatic lesions, and have a life
expectancy of at least 3 months. It was a first line of
treatment for 83% of patients, and a second or more line of
treatment for 17%. All patients were required to have
normal bone marrow and organ functions (particularly
cardiac function) before the administration of fluorouracil.
Performance status was evaluated as defined by the World
Health Organization (WHO). Written informed consent was
obtained from all patients before taking peripheral blood
samples for biomolecular analysis. A computed tomography
scan was performed before the beginning of treatment and
metastatic lesions were measured.

Chemotherapy regimen description

Two regimens of 5-FU plus leucovorin were administered,
either by a weekly 4-h 5-FU continuous infusion (FUFOL 4 h)
through a battery-operated pump after 100 mg/m? intrave-
nous bolus of leucovorin, or every 2 weeks 46-h so-called
LVSFU2 (‘de Gramont’ tailored regimen) after 200mg/m?
intravenous bolus of leucovorin and 400 mg/m?® bolus of
5-FU.*?! The initial dose was 1200 or 2500 mg/m?, respec-
tively. Previous studies showed a significant relationship
between 5-FU area under curve (AUC) in plasma and on one
hand tolerance and on the other hand efficacy and a
targeted AUC of 25 mgh 1 " had be determined, suitable to
different kinds of 5-FU infusions.’® Thus, 5-FU dose was
tailored to reach this AUC using pharmacokinetic monitor-
ing as described previously.*® Briefly, 5-FU individual dose
management was performed weekly or bi-weekly based on
5-FU steady-state plasma concentrations measured at the
previous administration, at 3h for weekly 5-FU or 43 h
infusion for LV5FU2 and guided by a dose-adjustment
chart.** Treatment was continued until progression was
documented. Then, a second-line therapy combining 5-FU
to oxaliplatin or irinotecan was proposed.

Follow-up

Every week or every 2 weeks, a physical examination was
performed and toxic adverse events were evaluated and
graded. Treatment efficacy was evaluated by comparing
metastatic lesion measurements before and after 3months
then every semester. Data were collected until the death of
the patient or until the study’s date point (1 December
2004).

Assessment of response

The response was assessed according to Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors Group Criteria and in reviewing
computed tomography scans. The OS5 was defined by the
period between the date of diagnosis and the date of death
regardless of the cause or point date. PFS was defined by the
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period between the date of diagnosis and the date of
progression (clinical, biological or radiological progression)
or death.

Assessment of tolerance

All adverse events, especially gastrointestinal events, muco-
sitis, hand-foot syndrome, conjunctival irmritation, and
leukopenia were recorded and graded for severity according
to WHO scales. Hemograms were performed every week, and
ionograms, urea, creatinine and liver enzyme tests every
2 weeks.

In the event of significant grade 2 toxicity, and without
pharmacokinetic recommendations for a decrease, the dose
was reduced by 10%. In cases of grade 3 toxicity, the
treatment was interrupted until toxic manifestations were
resolved and restarted with a decrease of 25%. Treatment
was stopped in cases of grade 4 toxicity.

Fluorouracil clearance
5-FU clearance was systematically calculated for each
patient, especially since a low clearance can possibly be
linked to unknown epigenetic factors that enhance the risk
of toxicity.

This clearance was calculated by the following pharma-
cological formula:

Fluorouracil clearance [(Ix h)/m’]

__ Continuousinfusion speed |(mgx i) ,-‘mz]

Steady-state FU concentration [mg /1]

with continuous infusion speed =5-FU dose (mg/ m?)/
infusion period (h). Thus 5-FU clearance for ‘tailored
LV5FU2' regimen was 132.84+43.37 Lx h/m? and 5-FU
clearance for ‘FUFOL 4h' regimen was 103.4+51.52 L x h/m?3.
Using the reduced difference distribution method, patients
with FU clearance below 89.47 (1 xh/m?) (132.84+43.37)
for ‘tailored LV5FU2' and inferior to 52.22 (1 x h/m?)
(103.4+51.52) for FUFOL 4 h' were considered as having a
high risk of toxicity.

Genotyping
Genomic DNA was extracted from peripheral leukocytes by
the salting-out procedure.

G3D 3IR/3R

Flusrouraci| sutcome parameters @
0 Capitaim of of

9

Determination of TSER polymorphism. For the analysis of the
28-repeat polymorphism, a fragment containing the repeats
was amplified using the two following primers: Forward
primer was determined after research on Primer 3 Qutput® -
CGCGGAAGGGGTCCTGC- and reverse primer as pre-
viously described by Kawakami et al.” -TCCGAGCCGGCC
ACAGGCAT-.

Expected fragment sizes were 108 bp for 2R and 136 pb for
3R. In each case, PCR tests were run on HYBAID in a 50
final volume containing 14l of genomic DNA (100ng/ul),
5pl buffer 10 x , 3l MgCI2 25mn, 2l dNTPs, 0.4l Taq
Polymerase, 2.5 ul DMSO (for final 5% volume), 1 ul of each
specific forward and reverse primer (10 ) and 34.1 pd Hz0.

After 35 cycles of amplification (denaturation at 94°C for
30s, annealing at 62°C for 605, and extension at 72°C for
1min), amplification products were electrophoresed in
1xTBE on agarose gel at 2% with ethidium bromide
1% (0.5 pg/pl) (Figure 6),'> %2

Determination of G=C SNP. For the determination of G=C
SNP within the second repeat in the 3R allele, restriction-
fragment length polymorphism analysis was used. Briefly,
amplification products for 3R/3R or ZR/3R genotypes were
purified using the QIAquick system kit (Qiagen,
Courtabeeuf, France) using the selective binding properties
of a silica-gel membrane. According to provided buffers,
impurities were washed away and the pure DNA was eluted
during centrifugation (13000tr/min). Purified products
(30 1) were digested with the Huaelll (Sigma, Lyon, France)
restriction enzyme (GGCC restriction site) for 150 min in
the presence of buffer 2 (4 ul for a final concentration 1 x ).
Finally, digested PCR products were loaded into adjacent
lanes on a 3% agarose gel containing ethidium bromide 1 x
and electrophoresed in 1 x TBE (Figure 7).'2-13!

Determination of DPD and MTHFR polymarphisms.  The analysis
of DPD and MTHFR polymorphisms was based on
pyrosequencing technology (bicluminometric real-time
sequence determination).

For DPD polymorphisms, four SNIs were systematically
analyzed: IVS 14+1G>A within intron 14, 2846 A=T
within exon 22, 1679 T=G within exon 13 and 464 T=A

50 bp

Scale
marker

2R/2R G3PDH e

MD - Patient gDNA

Figure 6 Thymidylate synthase enhancer region (TSER) analysis by PCR. Products can be separated in 1 = TBE on 2% gel electrophoresis with
ethidium bromide 1 x (0.5 ug/ul). Sizes of different fragments are indicated on the right (fragments of 136 bases pairs (bp) and 108bp
corresponding to 3R and 2R, respectively). G3PDH= glyceraldehyde-3-phosphodehydrogenase (gene constitutively expressed in cells).
G3D =G3PDH with dimethylsulfoxide (DMS0). MD— = negative marker with DMSO.
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Figure 7 Hoelll restriction map of TS tandem repeat fragments produced in the RELP analysis. {a} This map shows the Haelll restriction sites within
the fragments produced by PCR. ATG codonis indicated by the red cross. Theorical different sizes (bases pairs) of the DNA fragments produced after
digestion with Hoelll are shown. An Hodll restriction site within the second repeat of the 3R allele is removed with G - C SNP. Thus digestion allows
for screening of this SNP. (b) Finally, digested PCR products were loaded into adjacent lanes on a 3% agarose gel containing ethidium bromide 1 =
and electrophoresed in 1 x TBE. For each patient, the genotype was analyzed. RFLP, restriction-fragment length polymorphism; TS, thymidylate
synthase.

Table 7 DPD and MTHFR pyrosequencing. Primers used for biotinyled PCR and annealed primers used for bioluminometric real-

lime sequence determination

SNPs Exon PCR primers 5° — 3/ Annealed primers Size (pb)
Forward Biotinyled reverse
DPD W314+1G=A Intron 14 atcagtgagaaaacggetac taaacattcaccaacttatgcca aggctgactiiccaga 150
464 T=A 5 ttatggagetgctaagatga atcatacatacctcagtagcaaa cocattaatattget 200
1679 T=G 13 aatatggagcttccgtttct gagagaaaqgttttgatgagg ccagccaccageacatcaa 204
2846 A>T 22 aagcactgcagtacctiggaa tcatgtagoatttaccacagttga geaagttgtggctatga 107
MTHFR 677 C=T 4 tattggcaggttaccccaaa cteacctgaatgggaaagat agaaggtlgtctgcagg 208
1298 A=C 7 gecagaggcaaticotett citccageatcactcactttgt ggagclgaccaglgaag 202

Abbreviations: CR, complete response; DPD, dihydropyrimidine dehydrogenase;
polymorphism.

within exon 5, a nonsense mutation recently individualized
in our research unit. 3336

These SND's are associated with severe DPD deficiency and
a potential life-threatening toxicity under a 5-FU regimen.

For MTHFR polymorphisms, the two most common SNPs in
the Caucasian population were analyzed: 677 C>Tand 1298
A= C.Zo =23

For each polymorphism, a prior biotinyled PCR with
specific primers (Table 7) was performed. Briefly, DNA
simple strands were obtained by the purification of the
biotinyled PCR products with Sepharose balls coupled to
streptavidine and after denaturation with washing in
different baths (ethanol 70%, then NaOH 0.2M and finally
washing buffer pH 7.6 which washed away unbiotinyled
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MTHFR, methylene tetrahydrofolate reductase enzyme; SNP, single-nudleotide

products). These purified DNA simple strands were the
target templates for sequencing by synthesis. Indeed
the sequential addition of nucleotides (dNTP) into the
growing DNA chain from an annealed primer was com-
plementary to these target templates and each incor-
poration of ANTP by DNA polymerase led to the release
of a pyrophosphate (Ppi). This Ppi was converted by
ATP sulfurylase into ATP serving as a substrate for
Luciferase enzyme. The produced light was detected
as evidence of nucleotide incorporation and was translated
as an  on-screen  pyrogram.  Pyrosequencing  data
(pyrogram) for each patient were then compared to
theoretical patterns and the genotype was easily identified
(Figure 8).
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Figure 8 Example of pyrogram (up) and pattern (dawn) for MTHFR 677 C=T heterozygote. MTHFR, methylene tetrahydrofolate reductase.

Statistical analysis

Statistics were performed using SPSS software (Chicago, IL,
USA). z* test and Fisher's exact test were used for comparison
of different frequencies. The a-error risk was classically
chosen as 5%. Kaplan-Meier estimates and log-rank test
were employed in univariate analysis of OS and PFS.

The Cox-regression method was used for toxicity risk
multivariate analysis. The same method was used for
response to FU-based treatment or OS and PFS multivariate
analysis.
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0. Capitain, M. Boisdron-Celle, A. Poirier, P. Soulie, P. Maillart, A Marel, E. Gamelin

Introduction: 5-fluarouracil (5-FLI) remains the comer stone of the treatment of CRC. Ower the past few years, 3
enzymes implicated in fluarouracil metabalism and activity have been especially studied: thymidylate synthase
(T=), dihydro pyrimidyne dehydrogenase (DPD), and methylene tetra hydro folate reductase (MTHFR). The
purpose of this study was to determine whether the response, overall survival and toxicities were associated with
TS, OPD and MTHFR gene germinal polymaorphisms. Methods: The study included a retrospective analysis of 76
patients with metastatic CRC and treated with LvBFUZ. Genomic DMA was isolated in peripherical blood. The
double polymorphism of TS, i.e. a 28-base pair tandem repeat sequence within the 5-untranslated region with a
gingle nucleotide palymorphism was analysed. DPD SMPs (WS 14 + 1G=A, 2846 A>T, 1679 T=G and 464 T=A)
and MTHFR SMPs (677 C=T and 12938 AxC) were investigated. 5-FLI clearance associated with
dihydrouraciliuracil plasma was also studied. Statistical analysis used Khil test, linear regression analysis and
Kaplan-heier method. Results: Fopulations with different polymorphisms were homogeneous with respect to
age, performance status and gender. Treatment was well tolerated: BB toxic events with 58 graded 1-2 and 8
graded 3-4. The averall response rate was 34.3%, the median overall sunvival and median progression-free survival
median times were 20 months and 100 days respectively. C/C patients group for MTHFR 1295 A=C or
heterozygous group for DPD were at a higher risk of toxicity (p=0.018 and p=0.031). The overall survival time of
the patients with 3R/3R TS genotype associated with C/C for 677 C=T or AdA for 12984>C (16 patients = 23.8%)
was statistically shorter than that of the patients with another genatype (log-rank test p=0.0065). Conclusions:
Tao our knowledge, this study is the first one analysing both OPD, TS and MTHFR polymaorphisms in
homogeneous cohort of patients with advanced colorectal cancer treated only with 5-FLI and leucovarin, Those
results suggest from a simple blood sample the ahbility of an easy discrimination to determine patients at high
risk of taxicity ar patients with a sharter survival. In the future, a tailared treatment for these populations will be
designed.
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Influence des parameétres pharmocogénétiques sur laolérance et
I'efficacité de [lirinotecan dans le traitement des cancers colorectaux
métastatiques.

1. Présentation du travail et résultats
2. Discussion
3. Publication N° 2

Influence of pharmacogenetic polymorphisms on &rfluracile and irinotecan
efficacy and tolerance in patients treated for attved colorectal cancer.

Capitain O, Asevoaia A, Boisdron-Celle M, Poirier AL, MaittaP, Morel A, and
Gamelin E.Soumis a publication..

Abstract N°2 (# 429) and Poster Presentation (Board # 41)at the 2008
Gastrointestinal Cancers Symposium of the AmeriSaniety of Clinical Oncology
(Orlando, Florida, USA).

4. Abstract N°3 (# 2140)

Pharmacokinetic and pharmacogentic approach to wmpr dose intensity and
tolerance of FOLFIRI + Cetuximab in patients withetaistatic CRCCapitain O,
Metges JP, Adenis A, Raoul JL, Lecomte T, Lam Yhdex R, Masliah C, Berger V,
Gamelin E.

Poster Presentationat the 2010 Gastrointestinal Cancers Symposium thaf
American Society of Clinical Oncology (Orlando, i@, USA).

5. Abstract N°4 (# 2120)

Impact of PISK, BRAF and KRAS mutations on efficdaptensified FOLFIRI plus
cetuximab regimen in advanced colorectal canténot B, Capitain O, Metges JP,
Adenis A, Raoul JL, Paintaud G, Poirier AL, BoisdiCelle M, Morel A,
Gamelin E.

Poster Presentationat the 2010 Gastrointestinal Cancers Symposium thaf
American Society of Clinical Oncology (Orlando, i@, USA).

1. Présentation du travail
1.1 Rationel.

Notre premier travail, initié pendant notre annéevthster 2, nous a donc permis de montrer
gu'une analyse pharmacogénétique sur leucocyteslaints permettait de facon simple et

reproductible d’isoler une population présentantmawuvais pronostic sur la survie globale

133



(3R/3R pour la TYMS et homozygote sauvage pour 198 ou 677 C>T de la MTHFR),
population qui pourrait justifier d’'une prise enacpe thérapeutique différente tant en
situation adjuvante (préférer un schéma par LV5FaR rapport au schéma plus toxique
gu'est le FOLFOX, notamment chez des sujets agesxample porteur d’un génotype de
bon pronostic), qu’en situation métastatique dasschs ou la résécabilité est inenvisageable :
un schéma intensifié avec irinotecan ou oxalipapourrait étre alors plutbt préféré en cas de
génotype de mauvais pronostic concernant la TYM& éITHFR, a I'option de schémas
séquentiels (LV5FU2 ou capecitabine suivi de FOLBMXI FOLFIRI) ayant montré - mais
sans évaluation des thérapies ciblées dans cexteniales résultats comparables en termes

de survies quel que soit le bras de traitenfissit-169]

Fort de lintuition de certains auteurs, comme Maatlo et al. [170], évoquant I'idée que des
régimes de traitements combinant 5-FU/Acide folieigen association avec l'irinotecan ou
'oxaliplatine, pouvaient en quelque sorte «lissettes facteurs génétiques liés au
métabolisme du 5-FU, ce qui pourrait, au moins etigy expliquer les résultats
contradictoires observés dans la littérature, ramamis cherché a explorer cette hypothese sur
une population homogene de patients présentantancec colorectal métastatique sous
traitement par FOLFIRI. Nous avons ainsi pu redhercd’éventuelles corrélations entre
DPYD, TYMS, MTHFR et UGT 1Al, avec les taux de r@épes et les survies sans
progression et globale. De plus cette étude, ptéseici et soumise a publication, nous a
permis d’évaluer les résultats obtenus d’un teés@nde traitement dans notre institution par
l'utilisation systématique de I'adaptation indiville de doses de 5-FU via les techniques de
pharmacocinétique. Enfin, il était intéressant dastdérer le statut de 'UGT 1Al pour
confirmer ou non les résultats déja publiés sutolarance clinique et hématologique de
l'irinotecan (aucune réduction de dose n'avaitedféctuée en cas de génotype UGT 1A1*28

homozygote).

1.2. Résultats.

Notre travail rétrospectif monocentrique a doncdi&tuwne population de patients porteurs
d’'un cancer colo-rectal en situation métastatisueune période allant d’octobre 1999 a Aout
2005.90 patients ont été inclusLe suivi médian était de 3 ans envirt@a. moyenne d’age
était de 64,5 ans, correspondant aux données épidgmues, avec des extrémes entre 23 et
82 ans. La quasi-totalité (95,5%) des patientst &nai bon état général a l'initiation du
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traitement. 80% de la population avaient un sitéastatique unique qui était dans les % des
cas de localisation hépatique. Il n’existait magrement pas d’atteinte hépatique biologique,
notamment la bilirubine était normale dans tousckes Il s’agissait en majorité de premiéere
ligne de traitement (93,3%), sauf 6 patients tsagé deuxieme ligne apres un schéma par
FOLFOX4. 81,2%, 38, 3% et 14% des patients ont fi@ééd’une seconde, troisieme et
quatrieme ligne respectivement. Le schéma FOLFIR&t& réintroduit en troisieme ou
quatrieme ligne chez 8% des patients. 75% de lalptpn étudiée a recu un schéma
FOLFOX4 en seconde ligne, 32% une monothérapiesgdd (IV ou per os) et finalement
11,2% une ou plusieurs thérapies ciblées pendas¢deentiel de traitement qui a suivi le
protocole FOLFIRI.

La répartition du génotype de la région promotricecorrespondait aux données rapportées
habituellement dans la littérature notamment 242R42R pour la TYMS. Pour les autres
génotypes étaient décrits 8,9% pour le statut X2@8et 11,1% pour le statut 677 T/T de la
MTHFR. Des mutations ont été retrouvées chez &ptticoncernant la DPYD et 13,4% de la
population étudiée présentaient un syndrome dee@illhnomozygotie pour 'TUGT1A1*28).
Une différence significative concernant 'age étdt général entre les populations selon le
polymorphisme a été retrouvée (PS pour 'UGT 1Alagé pour la TYMS), et prise en
compte par la suite pour les recherches statigtiqie corrélations entre les différents
génotypes et les réponses/toxicités observées. ébdici de ne pas introduire de biais par
interférence entre des données cliniques habitaelé corrélées a un impact sur les réponses
et les survies (comme le Performance Status o), & la stricte influence des différents

génotypes.

En ce qui concernait I'analyse des toxicités289 évenements toxiquamt été rapportés,
dont 91,3% de faible grade 1-2. 8,7% de toxici##rses de grade 3-4 ont été notés, sans
déces. Ces effets secondaires étaient essentialigl®ee diarrhées (14,2% dont 5 de grade 3 et
malgré traitement par lopéramide a haute posolpgiejle I'asthénie (25,6%). Les nausées-
vomissements étaient bien contrélés, 11,7% de drétjesous traitement antiémétique a base
de sétrons. Concernant la toxicité hématologiqi8®Zeulement de neutropénies de grade 3-
4 ont été rapportées.

Aucune corrélation n'a été retrouvée entre lesédiffits effets secondaires rapportés et les
génotypes de la TYMS ou de la MTHFR, contrairem@ntnotre étude précédente

(Publication n°1). Chez les 3 patients présentant une mutationdmsigote de la DPYD, et
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apres baisse initiale de dose de 50% puis adaptptiarmacocinétique, une neutropénie de
grade 4, et des diarrhées de grade 1-2 ont étésidihfin dans la population homozygote
pour 'UGT 1A1*28 (7/7) - 12 patients -, un tauxésd&nements toxiques de 26,2% était
retrouvé (dont 2 syndromes diarrhéiques de graete8heutropénies de grade 4).

En analyse univariée ces toxicités étaient statistiquement lieés atustdGT 1Al *28 7/7
(avec un risque relatif de 3,3) sans atteindrecfoid la significativité (p=0.058, OR 3.4; 95%
Cl, 0.74 to 15.6). Par contre aucune différencéait' éetrouvée avec les génotypes 6/7 et 6/6.

L'étude de la réponse au traitementretrouvait un taux de réponse objective d’environ
42,3% dont 7,8% de réponse complétece qui correspondait aux données habituellement
rapportées avec ce type de protocole. Aucun résstiéistiquement significatif en analyse
univariée n'a pu étre dégagé des taux observésplnses et en fonction des différents
génotypes. On pouvait néanmoins noter un net imdement des taux de réponse objective
dans la population UGT 1A1 *28 7/7 (16,7% compaaéx 40 a 50% pour les autres

génotypes) avec un p égal a 0,054 (Test de Peatssmproche donc de la significativité.

La survie globalemédiane était d27,4 moiset le temps médian deirvie sans progression
de 7 mois.Le taux était de 10% de survie a 5 ans, cohérertt kes données actualisées de la
littérature. L'état général altéré (PS 2{p¥0,001)et I'dge > 75 angp=0,031)a l'initiation

du traitement étaient sans surprise des facteursmdavais pronostic. Les patients
hétérozygotes A/C pour MTHFR 1298 A>C avaient unevie globale statistiquement plus
courte en uni comme en multivarié (p=0,04 et 0@&dpectivement) par rapport aux autres
génotypes, sans qu’'une explication puisse étrertgmadPar contre et contrairement a notre
précédente étude, le génotype de la TYMS n’étaitgmgnificativement lié a la survie globale.
Concernant le statut UGT 1A1, il semblait existee tendance négative sur la survie en cas
de syndrome de Gilbert (non significatif), par ragipaux autres génotypes. Le statut
hétérozygote UGT 1Al 6/7 semblait, lui, au cont&ralle bon pronostic sur les courbes de
survies construites selon le test de Logrank (tecel@ependant non significative, y compris

en régression logistique selon Cox).
2. Discussion

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de nétinde. Tout d’abord, les résultats sus-

décrits démontrent clairement que ['utilisation ldiénotecan dans un schéma de traitement
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combiné au 5-FU/Acide folinique, « annule » en quel sorte I'impact péjoratif de certains
génotypes liés au métabolisme du 5-FU, ce qui gtdaie hypothése de départ. En résumé, |l
ne semble donc paspriori utile de rechercher ces statuts en situation hgFgapeutique en
cas d'utilisation d’un protocole FOLFIRI. Cette necche, encadrant les polymorphismes de
la TYMS et de la MTHFR, pourrait garder néanmoiagttson intérét des lors que I'on
cherche a prédire un éventuel impact sur la sws&i®s progression et donc sur la survie
globale (puisque la survie sans progression eshamgueur de substitution de cette derniére
dans le cancer colortectal métastatifR@31] d’un schéma simplifié de type LV5FU2, dont

il apparait clair que certains patients sélectisnm&uvent tirer un réel bénéfice au prix d’'une
bien moindre toxicité. Par ailleurs, et dans lereguus général d’'une lecture critique de la
littérature en recherche translationnelle, ceslta@sucomparés sur deux cohortes de patients
homogenes et bénéficiant de traitements standardisésFU2 versus FOLFIRI) avec des
schémas pharmacocinétiques au plus prés du méaeoties patients, tendent a démontrer
que des conclusions de corrélations entre suntscités et génotypes devraient étre
considérés avec précaution dés lors que des assnsigénotypiques de la TYMS ou de la
MTFHR sont rapportés a des schémas combinés, amsrpoiur I'irinotecan. Ainsi quelles
conclusions tirées d’études rétrospectives décrigan analyses de ce type, mais associees a
des schémas variés de traitements, combinant 5-¢dulé seul, FOLFIRI et/ou FOLFOX,
fortiori concernant plusieurs lignes de traitements, sutapbd ainsi aux interactions
génotypiques et médicamenteuses probables queenévebs résultats, I'adaptation du

meétabolisme clonal a I'exposition des différentaot@otiques ?

En second lieu, le suivi pharmacocinétique de dgsms le 5-FU couplé a la recherche
systématique des quatres mutations les plus fréemiethe la DPYD associée au calcul
préthérapeutique du rapport UH2/U, permet notabiénde diminuer les taux de toxicités
sans perte de chance pour le malade, les tauxpdageés et la survie sans progression avec le
schéma FOLFIRI tel qu'il a été réalisé dans nottel@ étant ceux habituellement rapportés
dans la littérature. Dans ce cas précis, I'adaptales doses a ainsi permis une bien meilleure

tolérance sans perte de chance pour le maladetibbpeioritaire de la pharmacogénétique.

Enfin et concernant spécifiquement le statut UGTL,1Aous avons fait I'hypothese au vu de
nos résultats, que le statut UGT 1A1 *28 homozyd@i&, ou syndrome de Gilbert) était
probablement lié a un taux de réponse médiocrar@ndeux fois moins que pour les autres

génotypes) et a des survies sans progression lealglplus courtes, du fait d’'un taux de
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toxicités plus élevé. Ce taux de toxicité augmeaerrait en effet entrainer des diminutions
posologiques combinées de 5-FU/irinotecan, desrrej@cures, et enfin des altérations du
performance status, autant d’éléments d’impacttiféga le pronostic global. Contrairement
a cette population probablement « sur-dosée »egpondant a ce que nous avions défini dans
le chapitre 11.2 comme « Métaboliseurs Lents », il apparait aurcedas courbes de survie
globale, que la population de patients 6/7 tirecantraire le plus grand bénéfice d’'une
posologie standardisée a 180 mg/m2 pour l'irinatgdmse standard du FOLFIRI réalisé tous
les 15 jours) réalisée en premiere ligne métastatiglors méme que la population 6/6 est,
elle, probablement « sous-dosée » («Métaboliseapsd@s voire Ultrarapides »). Finalement
le schéma posologique a 180 mg/m2 du FOLFIRI retmmwours du développement de
l'irinotecan, et au vu de sa toxicité, correspons gésultats attendus au sein d’une population
hétérozygote du point de vue d'un métabolisme cd@mant 'UGT 1Al. La conclusion
radicale qui peut en étre tirée, et en prenant terdps fréquences génotypiques (environ
41% et 13% pour les statuts 6/6 et 7/7 respectiménubservées dans notre étude, est que
plus d'un patient sur 2 (!) traité de facon staddsfe par un tel schéma de traitement ne
bénéficie pas d’'une dose adaptée a son métabotiasa. Dans ce cas il existe une perte de
chance sur l'efficacité du traitement: soit pamusdosage (les patients 6/6), soit par
augmentation des toxicités aboutissant & une gerte dose intensité (report de cures,...) (les

patients 7/7).

Partant de cette simple observation, le rationnehrmpacogénétique d'une adaptation
posologique prenant en compte le statut UGT 1AMv@d la sa justification. Ainsi a été
congue dans un second temps, une étude multiceatvigant faire la démonstration et en
prospectif de cette hypothése : 'ess&OLFIRI intensifié-Cetuximab proposé aux patients
atteints d’'un cancer colorectal métastatique epremiére ou deuxieme ligne de traitement.
Les résultats préliminaires de cet essai clinigggldase 1l, désormais fermé et réalisé entre
décembre 2004 et février 2008, ont été présentéemier congrés américain d’Oncologie
digestive (ASCO GI 2010). L’abstract accepté eésenté ci-apre@bstract N°3).

Dans cette étude, le schéma de traitement (touguieze jours pour le FOLFIRI) était le
suivant :

- Concernant le 5-FUdépistage individuel par phénotypage HPLC du oapp

UH2/U et génotypage de la DPYD. Les posologiesaileis de 5-FU étaient
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abaissée de 50% puis adaptées si rapport UH2/U(d¥8set/ou mutation
connue de la DPYD mise en évidence.

Dans les autres cas, posologies initiales de 24@n2 sur 48h aprés 5-FU
Bolus de 400 mg/m2 et acide folinique a 200 mg(i25FU2 adapté). Les
cures suivantes étaient adaptées a la pharmatiqoméapres recueil d’un
échantillon sanguin 2h avant le retrait de la pemge 5-FU (a I'état
d’équilibre).

- Concernant le cetuximab400 mg/m2 dose de charge lors de la premiére
injection, puis 250 mg/m2 chaque semaine. A noter lgmpact prédictif du
statut KRas n’était pas connu au moment de la @iocede I'essai: les
données d'inefficacité de ce type de traitemenigodim cas de mutation KRas
ne furent communiqués et publiés qu'apres la fin'égsai. Ainsi tous les
patients ont bénéficié du cetuximab dans le cadneatre étude.

- Concernant l'irinotecanen cas de génotype 6/6 : 216 mg/m2 en dosel@nitia
piuis augmentée a chaque cycle de 20% si bonneat@é clinique et
hématologique jusqu’a 300 mg/m2; pour le génotypé B0 mg/m2 puis
augmentés ; pour le génotype 7/7 (syndrome de Bilbd25 mg/m2 puis
augmenté de 10% a chaque cycle si bonne tolérdinggue et hématologique

jusqu’a 180 mg/m2 au maximum.

104 patients ont été includ.’age median était de 63 ans. 85 patients étaantleuxieme
ligne, 19 en premiére. 6 patients ont eu une ditidnunitiale de 5-FU (5 pour un déficit
partiel en DPYD, 1 compte-tenu de I'age). Le 5-FUpua étre augmenté progressivement
jusqu'a une dose de 7000 mg/m2 au 12e cycle chepatiant, soit pres de trois fois la
posologie initiale, démontrant bien lintérét d&tau plus pres du meétabolisme du sujet
comme de la tumeur. 8 patients étaient homozydd@&E 1A1 *28. 79% ont recu au moins 6
cycles de traitement, 38% au moins 12. 84 évenarmiadésirables ont été rapportés et le
traitement a été excellement toléré : 13% de gBa@é 1% de grade 4. Aucune différence
significative n’'a été notée avec le statut UGT JBAlalors que tous les patients 7/7 ont eu au
moins 6 cycles jusqu’a un maximum de dose de 158n@gaucune toxicité de type diarrhée
ou neutropénie de grade 4 n’'a été relevée dans peftulation. Enfin les taux de réponse
(évalués sur 87 patients) étaient excellents : d&%naladie contrblée (Disease Control =
DC) dont 32% de réponse objective (ORR, = Répoonseptete + Réponse partiell@Yoir
Abstract N°3 et Figure 36).
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_Individualisation Therapeutique =
Cartographie Métabolique-Cartographie Tumorale [EgE

Essais thérapeutique FOLFIRICétux
(Merck-Cancéropole GO-PHRC régional)
Etude multicentrique

Prédiction toxicité 5-FU Mutations DPD, UH,/U
5 déficits partiels (4.8%)

Intensification thérapeutique 5-FU Toxicités
40% patients doses modifiées de plus de 20% 13% (1), 1% (IV)
(722-3382 mg/m?) Neutropénies -1V : 4%

i A . 0,
Intensification Irinotécan (statut UGT1A1) Diarrhées llI-IV : 2%

UGT1A1 6/6 : 225440 mg/m? (293 mg/m?)

UGT1A1 7/7 : 133 £14 mg/m? (153 mg/m?) RO (%) Stab (%) Prog (%)
== — 6/6 | 29 42 29
Pharmacocinétique du cétuximab (Tours) o7 | 34 28 8
717 | 43 28 28

Recherche de facteurs prédictifs réponse

(Angers-Brest) =
EGFR, KRas, BRaf, PI3K, Survivine, ... RO (32) + Stab (39) =71%
Progression 29%

ASCO Gl 2010 = = — &/

= PAUL PAPIN

Figure 36.Avec I'aimable autorisation du Docteur Boisdron-GelM.

Les taux de Maladie Contrélée (= Taux de Répongedie + Taux de Maladie Stable) sont
remarquablement identiques pour chaque cohorteatiengs et selon le génotype de 'UGT
1A1: 71 ou 72%, ce qui traduit 'absence de pdeechance pour les malades, qui pourrait
étre liee a I'adaptation individuelle de dosesiddtecan (critique principale relevée dans les
symposiums et congrés lorsqu’est évoquée la phagéaétique).

Ces taux de réponses sont par ailleurs tout arfajeurs (32% de réponse objective) si I'on
considére qu’environ 82% des patients étaientéaiten deuxieme ligne de traitement et
gu’environ 40% d’entre eux ne tiraieatpriori pas bénéfice de I'adjonction du cetuximab
(frequence habituellement rapportée de la mutadieda protéine de transduction Kras). A
titre d’exemple, I'étude BOND évaluant l'efficacitdu cetuximab en deuxiéme ligne
métastatigue ne rapporte, certes aprés progresgios premiere ligne par irinotecan,
« gu’un » taux de réponse objective de 22,9% awassdciation cetuximab + irinotec§2g].
Beaucoup plus réecemmerReeters Met al. a rapporté au dernier ESMO 2009 (Abstract
14LBA), les résultats de la premiere étude de pHHsévaluant I'intérét d'associer le
panitumumab a une chimiothérapie de type FOLFIRtraitement également de deuxieme
ligne dans le cancer colorectal métastatique. Apaésendement, I'étude a analysé
spécifiguement I'efficacité des traitements chezpatients Kras sauvage ; ceux-ci n’avaient

pas recu en premiere ligne de traitement par egant ni cetuximab. Les taux de réponse
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objective étaient de 35% pour I'association coa@& pour le FOLFIRI (p<0,001), taux il est
vrai incroyablement bas pour ce type de protocale deuxieme ligne de traitement
(habituellement autour de 20-25%air page 33. Il n'en demeure pas moins que les taux de
réponse dans cette population ciblée de patientss(8auvage) ne sont pas supérieurs a ceux
observés dans notre étude « patients Kras toutnvenace qui traduit bien l'impact de
I'adaptation a la fois pharmacologique pour le 5-EUgénotypique pour l'irinotecan, sur les
résultats, ceci en I'absence de toxicités sévetes :deux objectifs (moindre toxicité et

meilleure efficacité) de la pharmacocinétique saot aussi atteints.

La survie globale de I'étude « FOLFIRI + Cetuximalne sera pas connue avant plusieurs
années et devra étre analysée alors en prenanbrapte les différents séquentiels de
traitements réaliséavant et apres ce schéma de chimiothérapie. Le recul est cepéndan
désormais suffisant pour l'analyse de la surviessamogression (SSP), marqueur de
substitution de la survie globale. Les résultatg sacellents : 189 jours soit un peu plus de 6
mois (Figure 37), pour une étude dont, on le rappelle, 82% desmatiétaient traités en
situation de deuxieme ligne métastatique.

Plus intéressant encore, et corrélé avec les cdtsemg faites plus haut sur les taux de
Maladie Contrdlée, I'adaptation des posologies '@mdtecan au statut UGT 1A1l, et en

asscociation au cetuximab, a permis :

v Non seulement, d'augmenter les taux de survie gmogression pour la
population globale (6 moigersus4 en moyenne pour les autres schémas de
traitementgvoir Tableau Il page 32) soit un gain absolu d’environ 50%, et
ce alors méme qu’une part non négligeable de lalpbpn étudiée présente

une néoplasie constitutionnellement résistantebéolhérapie par anti-EGFR

v' Mais surtout d'offrir a chaque sous-population datignts (fonction du
génotype), un traitement manifestement adapté tehappuisque les courbes
de SSP selon le statut UGT, sont parfaitement popableqFigure 38.2)
confortant les remarques énonceage 138concernant I'aspect des courbes
de survie globale de lpublication N°2 (Figure 38.1) Ainsi la prise en
compte du génotype de I'UGT a, en gquelque sortessé » les disparités
interindividuelles, preuve s’il en est de [lintérétdu concept de

pharmacogénétique.
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Figure 37.Survie sans progression de I'étude « FOLFIRI+Cetuxab ».
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Figure 38.Comparaison de lI'aspect des courbes de Surviesskelstatut UGT.
1. A gauche sans adaptation (Survie globale); Publicat N°2
2. A droite avec adaptation des posologies de l'iriecdn (SSP)
Etude « FOLFIRI + Cetuximab »

D’autres données de recherche translationnelleségal parallelement a cet essai clinique sont
en cours d’exploration et pour certaines, feromti@gent I'objet de présentations en poster a
ASCO Gl 2010 : influence du statut mutationnelsdecepteurs EGFR et influence des
mutations des genes Kras, Braf et PI3KCA. Concéroas dernieres, I'analyse rétrospective
(Abstract N°4, Linot B. et al) réalisée au sein de notre laboratoire sur 541@dspatients
retrouvent trés clairement les données connuesecosiat I'impact négatif des mutations
Kras sur l'efficacité du cetuximab, mais ce mémeant négatif est retrouvé concernant les
mutations de Braf (Kras + Braf = Voie des MAP Kiegket plus étonnant de PI3Kapleau

Xl et Figures 39 et 40.
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Tableau XI. Maladie Contrélée a 3 et 6 moiseton le génotype.

Nbre Patients (%) | a 3 mois a 6 mois

Population globale 54 (100%) 61,1% 46,3%
Aucune mutation 19 (35,2%) 84,2% 73,7%
Voie MAP Kinase mutée 23 (42,6%) 52,2% 17,4%
PI3 Kinase mutée 21 (38,9%) 47,6% 28,6%
MAP WT et PI3KCA mutée 13 (24%) 41,7% 73,7%
Au moins 1 mutation 35 (64,8%) 48,6% 31,4%

Les résultats rapportés lors des derniers congresFCO 2009 et ESMO 200%nt en effet
confirmé, en les réactualisant (Etudes CRYSTAL &US [25, 28), les données déja
disponibles sur les mécanismes de résistance aigcoigs anti-EGFR.

Il en ressort que parmi les nombreux biomarqueurétade :

- la présence de mutations au niveau des genes Krasakest un puissant
facteur prédictif de non-réponse au traitementga-EGFR dans le cancer
colorectal, ce que nous retrouvons dans notre étude

- Les mutations Kras et Braf sont mutuellement exechss

- Des mutations PIBKCA peuvent coexister avec celess genes Kras ou Braf
(16,7% de patients dans notre population de 54emisti présentent une
mutation conjointe des deux voies de transduction)

- Les mutations PISBKCA ne sont pas retenues comnteuiaprédictif de non-
réponse au traitement par anti-EGFR, mais ellesveydu renforcer la
diminution de la réponse au traitement lorsqu’eff@ssocient aux tumeurs de

type Kras muté.

Cette derniére observation est issue de I'étud€ahsertium Européen présentée pajpar

S et al. (Abstract 6005, ESMO 2009) Cette série rétrospective multicentrique portaunt
723 patients ayant un cancer colorectal métaseatiimiorésistant, traités par Cetuximab et
irinotecan, a retrouvé (données de protéomique%) 88 mutations Kras, 5% de mutations
Braf, et enfin 3 et 14% respectivement de mutatdras et PI3KCA. Les mutations de Kras,
Nras et Braf étaient effectivement exclusives n@ssmutations PISBKCA étaient associées
respectivement dans 20% et 10% des cas de mut#tiasset Braf (16,7% dans notre étude).
Les mutations de Kras étaient significativementoeaig®s a l'absence de réponse a
I'assoxiation cetuximab + irinotecan (6% versus 3%0,001), de méme que les mutations
de Braf (p<0,001) et Nras (p=0,014) dans la popmratestreinte aux Kras sauvages. La

différence en terme de réponse n’était pas sigiifie en revanche concernant les mutations
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PISKCA (21% versus 38%, p=0,075) chez les patidftas sauvages. La survie sans
progression était également diminuée en présengee dhutation Kras (12 vs 26 semaines,
p<0,001), de Braf (7,5 vs 18 semaines, p<0,001¢leetPI3KCA (12,5 vs 18 semaines,
p=0,007). Cette derniere différence disparaissaitsdle sous-groupe Kras sauvage ou la
présence d’une mutation PI3BKCA n’influait pas sasurvie sans progression (18 versus 24
semaines, p=0,176). En conclusion et concernantmesations PI3SKCA, leur valeur
prédictive n’apparait pas assez bonne pour justierestreindre la prescription de cetuximab
aux patients non mutés PIBKCA d’autant que le @eixéponse chez les patients mutés était

encore de 21%.

Ainsi notre étude, certes ne portant que sur 54emiat ne retrouve pas les mémes
conclusions :
- la fréquence des mutations de PISKCA apparait mette plus importante ;
ceci peut étre lié aux types et nombres des muastiecherchées (exon 9 et
20), ainsi qu'a la technique (génétigue dans notais, protéomique dans
I'étude rapportée par Tejpar €b al). 38,9% des patients sont retrouvés mutes
contre 14% dans cette derniere, qui correspondwauttabituellement rapporté
dans la littératurgl71].

- Dans la population restreinte a Kras et Braf saeyadgs taux de réponse
objective sont statistiquement différents a 3 nsadon le statut PI3BKCA
(57,9% pour les sauvages versus 33,3% chez lessutXX) mais non a 6
mois (21,1% versus 25%).

- Enfin, les mutations PI3BKCA apparaissent délétéeses la survie sans
progression (2,8 versus 9,8 mois, p= 0,017) dane riude, ce qui est en
contradiction avec les résultats rapportés a I'ESKM@9 (Figure 39).
D’éventuels biais dans la sélection des patieatsjifférence de protocoles,
l'intensification des doses de 5-FU et d’irinoteczrie contexte de deuxieme
ligne métastatique, pourraient expliquer en paéie résultats contradictoires
mais qui méritent réflexion sur lintérét futur aorper quant au
positionnnement de la recherche des mutations 8€GA dans le contexte
des thérapies anti-EGFR.
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Figure 39.Survies sans progression en fonction du statut des
mutations de PISBKCA dans la population MapKinasauvage.
La courbe rouge correspond a la population préseatamoins
une mutation PI3BKCA (5 patients ont 2 mutationsustanées
sur I'exon 9 et 20).
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Figure 40.Survies sans progression en fonction du statut des
mutations de la voie des MAP Kinases et P13 Kieas
La courbe grise correspond a la population préseatamoins
une mutation au niveau de Kras, Braf ou PI3K.
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Quoi gu’il en soit, 'ensemble de la population gitients avec au moins une mutation au
niveau de ces trois genes d’intérét, représenteqed4,8% de I'ensemble (!) avec une survie
sans progression presque trois fois moindre queolaulation de patients « sauvages »
(Figure 40).
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A linverse, en cas d'absence de mutatwouvant interférer avec l'efficacité du cetuximab,
les taux de réponses atteignent plus de 80 % paroritdle de la maladie a 6 cycles (3 mois),
dont 58 % de réponse objective (contre 25% si un&tion au moins est présente). Ces taux
de réponses, on le rappelle en deuxieme ligne taétpge, sont comparables avec ceux
observés en premiere ligne dans la population Kaavage de I'étude CRYSTAL (84 % de
contrdle de la maladie et 59% de réponse objecti2B). Des taux trés proches sont
également retrouvés avec un schéma FOLFOX + Cet@lxifistude OPUS), mais toujours en

premiere ligng28].

CRYSTAL
{n=540)

59

Ceci dit, si les taux retrouvés correspondent & déarits dans la littérature et dans une étude
de grande ampleur (CRYSTAL), mais de premiére ligeetraitement, il n’en est pas de
méme concernant le niveau de toxicités. Ainsi d@RSYSTAL et sur une médiane de
traitement de 6 mois, ont été rapportés :

v' Bras A (FOLFIRI + Cetuximab) 79% toxicité grade 3-4 dont 28% de
neutropénies (3% fébrile), 16% de diarrhée, 2@todicité cutanée et 2.5%
de réaction a l'injection grade 3-4 (0.8% décésqosx — 0% au cetuximab)

v/ Bras B (FOLFIRI seul)61% toxicité grade 3-4 dont 25% de neutropériés (
fébrile), 10% de diarrhée, 0.2% de toxicité cutamée0% de réaction a

I'injection grade 3-4 (1% de déceés toxique)

On le rappelle dans I'étude concernant la pubbecati°2 (parallele au bras B), seulement
8,7% de toxicités de grade 3-4 étaient notifiesdans I'étude « FOLFIRI intensifié +
cetuximab » (parallele au bras A) 14%. En dehosstdricités strictement cutanée liées a
l'utilisation du cetuximab, l'adaptation pharmacogéque (5-FU et irinotecan) et
pharmacocinétique (5-FU) apportent ainsi un gaidest en terme de qualité de vie pour le
patient (sans méme considérer le gain économigsieam®aplications liés au traitement) avec

une efficacité parfaitement maintenue, voire tragleorée.
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ABSTRACT

Dihydropyrimidine Dehydrogenase (DPYD), Thymidylat&ynthase (TYMS) and
Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR) polyphisms are predictive of safety and
efficacy in 5-FU based chemotherapy. Uridine digphagylucuronosyltransferase 1A1 (UGT
1A1) is involved in irinotecan detoxification pataw In this current study, we evaluated the
potential correlation between 9 germinal polymospis of these enzymes, and clinical
outcome and safety parameters in ninety patierts nvetastatic colorectal cancer treated by
pharmacokinetically monitored 5-FU/Leucovorin pitsotecan (FOLFIRI regimen). In case
of DPYD relevant SNPs, initial 5-FU dose was redlud®verall response rate was 42.3%,
and median overall and progression-free survivasev27.4 and 7 months respectively. 5-FU
related severe toxic side-effects were rare (8. T9@T1A1*28 7/7 genotype was statistically
correlated with a higher risk of grade 3-4 toxic{{y=0.047), especially neutropenia and
diarrhea, with a lower response rate (16.7%).

In conclusion, after pre-therapeutic DPYD genotgpiollowed by 5-FU monitoring, specific
5-FU toxic side-effects incidence was low and eifi of tailored FOLFIRI high. Irinotecan
addition cancelled out TYMS 3R/3R and MTHFR C/C&a@i7C>T or A/A 1298A>C as 5-FU
predictive factors of resistance previously desstilvith LV5FU2 regimen. UGT1A1*28 7/7
genotype was associated with a higher risk of toxiG-FU pharmacokinetic monitoring,
DPYD and UGT1A1*28 genotyping should be considdoedptimizing FOLFIRI regimen.

148



INTRODUCTION

Pharmacogenetics has become increasingly impartdahe management of cancer treatment
by identifying biomarkers that can screen patiavith increased risk of adverse side-effects
or with a decreased likelihood of tumor response, laelp to target patients for therapy. For
example, since the fifties, 5-FU is the most comiy@aministered chemotherapy agent for
the treatment of colorectal cancer in both advararealdjuvant situations. Unfortunately, its
optimal use remains unclear because of a compldaboksm pathway and a high level of
inter-individual variability. The majority of tumes do not respond to the single treatment
(lower than 10% of response rate with monotheraqy/about 20% by adding leucovorin (5-
formyltetrahydrofolate), an addition that has remedi the standard therapy for many years)

whereas the majority of patients suffer from dretated toxicity(1-3).

In previous studies we and others identified bicoolar determinants for 5-FU response and
toxicity prior to treatment for advanced colorectaincer, and particularly three enzymes
involved in the fluorouracil activity and metabalis Thymidylate synthetase (TYM®)ge
primary target of 5-FU, that presents a double palgphism in its enhancer region: a 28-base
pair (bp) tandem repeat sequence called ‘R’ witthie 5’-untranslated region, with an
increasing number of repeat sequen@eS) and a common variant recently identified at the
12" nucleotide of the second repeat in the 3R allehé ¢an stop USF-1 binding and decrease
transcriptional activity(6-8); Dihydropyrimidine dehydrogenase (DPYDhat accounts for
80% of drug clearance, is submitted to genetic ipolyphism associated with a low activity
level and potential severe adverse side effecisRb (9-10) andMethylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR)that is also subject to a common polymorphism iteado variable
activity; the most common two in Caucasians beingH#R 677 C>T and MTHFR 1298
A>C (11).

We have previously shown in patients treated wiflband leucovorin-based regimen that
we can easily discriminate patients with a higtk rig life-threatening toxicity (DPYD’s
Single Nucleotide Polymorphisms and C/C for MTHFRO8 A>C), and with a predicted
shorter survival time (3R/3R TYMS genotype assedawith C/C for 677 C>T or A/A for
1298 A>C) concerning onld.2).
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Therapeutic options have been dramatically impravigd cytotoxic agents such as irinotecan
and oxaliplatin (13-15) and more recently targeted therapies such ascizewaab or
cetuximab, but at least 2 problems remain for tangetherapy to individual patients: firstly
the current relevance of the 5-FU-specific predectiactors of efficacy, and secondly, the

determination of predictive factors of combinattberapies.

Concerning irinotecan, uridine diphosphoglucurottogysferase 1A1 (UGT1Al) detoxifies
SN38, its active and toxic metabolitéa glucuronidation into the inactive SN-38 glucuranid
(SN-38G). A common polymorphism in the Caucasiapytation consists of a TA insertion
in the TATAA element of the 5’promoter region of WEA1*28 (16-17) Genotypes are
described as 6/6, 6/7 and 7/7, indicating the nunabel A repeats in the two alleles. The
mutant homozygote UGT1A1*28 7/7 (i.e. A(TA)7TAA ftine promoter genotype), so-called
Gilbert’'s syndrome, is related to a decreased iagtimvel of this enzyme, increased levels of
SN-38, and higher risk of severe irinotecan-inducedutropenia toxicity (18-21).
UGT1A1*28 genotype is considered as predictive afidity in cancer patients receiving

irinotecan but is not detected in practice.

The purpose of this present study was to determnedictive factors of tumor response,
tolerance and survival times, to FOLFIRI regimertihwb-FU pharmacokinetically guided
administration, with the question of whether or tiw addition of irinotecan reduced or even
abolished the impact of specific 5-FU predictivetdas on efficacy and explained certain
contradictory result$22). Thus, we investigated TYMS, DPYD, MTHFR and UGTZX28
genotypes as predictive factors of treatment ouecom
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PATIENTS AND METHODS

Patients

This study included 90 patients treated for advdnm&orectal cancer according to the so-
called FOLFIRI regimen, including 5-fluorouracieucovorin and irinotecan. To be eligible
for inclusion in the study, the patient had to bdeast 18 years old, present measurable
metastatic lesions, and have an estimated lifeetapey of at least 3 months. All patients
were required to have normal bone marrow and offgaction (particularly the hepatic
function with a normal bilirubin rate) before thdnainistration of drugs. The performance
status was evaluated as defined by the World H&ganization (WHO). Written informed
consent was obtained from all patients before pergl blood samples were taken for
biomolecular analysis. A computed tomography scas performed prior to treatment and
then every 3 months until progression, and meiaskasions were measured according to
RECIST criteria.

Chemotherapy regimen description

Irinotecan was administered biweekly, before 5-FFéhtment, for 2 hours. The initial dose
was 180mg/m?, regardless of the UGT1A1*28 genotype, with no reduction for
UGT1A1*28 7/7 patients. 5-FU was administered férurs after treatment with 200mg/m?
of intravenous leucovorin bolus and 400mg/m2 ofamenous push of 5-FU for 10 minutes.
The initial 5-FU dose was 2,500mg/m?2 and then tadcaccording to our institute's practice,
using pharmacokinetic monitoring as previously dést according to fluorouracil plasma
concentrations after 43 hours (steady-state coratet) and dose-adjustment chg@8). In
cases of DPYD relevant SNPs, i.e. 2846A>T, IVS14%+AG 1590T>C, 464 T>A, the initial
dose was decreased by 50042). Treatment was continued until progression was

documented, severe toxicity took place, or accgrtinthe patient’s or physician's decision.

Follow-Up

Every fortnight, each patient was physically exasdirand any adverse toxic events were
evaluated and graded. Treatment efficacy was etsludy comparing pretherapeutic
metastatic lesion measurements to those remairfieg & months of treatment, and then
every 3 months. Data were collected until the de&tihe patient or until the termination date
of the study (01/04/2006) and any treatment adreresl after progression under the

FOLFIRI regimen was recorded.
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Response assessment

The response was assessed according to the ‘Respmasuation Criteria in Solid Tumor

Group Criteria’ and by reviewing computed tomogna@tans. The overall survival time

(OS) was defined by the period between the datthefstart of treatment and the date of
death, regardless of the cause. Progression-fregvau (PFS) was defined by the time
between the start of treatment and the date of ressgn (clinical or radiological

progression) or death.

Tolerance assessment

All adverse events, especially gastrointestinal nesje mucositis, hand-foot syndrome,
conjunctival irritation, and leucopaenia, were releal and graded for severity according to
NCI-CTC scales. Haemogrammes were performed evevgeks; electrolyte tests and tests
on urea, creatinine and liver enzymes were cagigavery month. In the event of significant
grade 2 toxicity - and without pharmacokinetic iacoendations for a decrease of 5-FU -, the
dose was reduced by 10%. In cases of grade 3 tyxibe treatment was interrupted until
toxic manifestations were resolved and treatmeist tivan restarted with a decrease of 25% of
5-FU or irinotecan according to the type of toxicitreatment was stopped in cases of grade

4 toxicity.

Genotyping

Total genomic DNA was isolated from peripheral lkalls using the blood DNA Isolation
Kit for Blood/Bone Marrow/Tissue (Roche DiagnostésmbH, Mannheim, Germany). Each
sample was controlled with respect to DNA isolatmn UV transillumination of ethidium
bromide-stained gels from subsequent electroplwossparation in 2% agarose. DNA was
isolated from 90 subjects and was used to ideiitfiylS, DPYD, MTHFR and UGT1A1*28
polymorphisms. For each batch, appropriate positimd negative controls of established

genotypes were assayed.

The determination of TYMS polymorphisms and G>C gi@ nucleotide polymorphism.

The determination of the double polymorphism of TS Mas been described in a previous
study(12). Briefly, a fragment of TYMS Enhancer Region (TSERnNtaining the repeats was
amplified using the following forward and reversemers: -CGCGGAAGGGGTCCTGC-
and —-TCCGAGCCGGCCACAGGCAT- respectively. The expdcfragment sizes were
108bp for 2R and 136pb for 3R. After running on HMB with 35 amplification cycles
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(denaturation at 94°C for 30 seconds, anneali®@ &€ for 60 seconds, and extension at 72°C
for 1 minute), the amplification products were #lephoresed in 1X TBE on agarose gel at
2% with ethidium bromide 1X (0.5pg/uL) for screeamirrinally, the G>C single nucleotide
polymorphism (SNP) within the second repeat in 8RR allele was determinated by
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Iysia after purification with the
QIAquick™ system kit (Qiagen®) and digestion with thime Il (Sigma®) restriction
enzyme (GGCC restriction site). The digested PQRIycts were loaded and electrophoresed

into adjacent lanes on a 3% agarose gel contagtimdium bromide 1X

The determination of DPYD and MTHFR polymorphisms.

As previously describe(l2), the analysis of DPYD and MTHFR polymorphisms wased
on pyrosequencing technology (bioluminometric tgak sequence determination). For
DPYD polymorphisms, four SNPs, associated with se@PYD deficiency, and hence with
potentially life-threatening toxicity under the ®}Fegimen, were systematically analyzed:
IVS 14+1G>A within intron 14, 2846 A>T within exd2, 1679 T>G within exon 13 and
464 T>A within exon 5(24 and Appendices) For MTHFR polymorphisms, the two
commonest SNPs in the Caucasian population werngzata 677 C>T and 1298 A>C. For
each polymorphism, the specific primers for priaotinyled PCR are detailed in the
Appendices.

The determination of UGT1A1*28 genotypes.

To sequence the mutations of the UGT1A1*28 geneysesl the technique previously set up
in our laboratory(25). PCRs were performed with an initial denaturafien5 min. at 95°C,
followed by 50 cycles of denaturation for 30 serad 95°C, primer annealing for 30
seconds at 60°C, and extension for 1 minute at ,/B®wed by a final extension for 5
minutes at 72°C. All amplification reactions wererformed in a DNA Thermal Cycler 480
(Perkin-Elmer, Boston, MA) with 1 unit of Taq Polgnase (Euroblue Taq; Eurobio, France).
The different sets of primers used to amplify theguences of interest, including the
polymorphisms in the UGT1A1*28 gene have previousBen described25). For the
determination of the TATAA box genotypes, two PGRgments were designed to analyse
the sequence both in forward and reverse sensectease the reliability of the analysis.
Templates for the pyrosequencing analysis were goegp as recommended by the

manufacturer, and the reaction was performed af 28f an automated PSQ 96 instrument
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(Pyrosequencing AB, Uppsala, Sweden). The optimaé tinterval between the addition of
two nucleotides to obtain the most accurate pyrognas was 120 seconds.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed on SPSS© softw@hicago, USA). The? test and
Fisher's exact Test were used for the comparisodiftérent frequencies. The error risk
was classically chosen at 5%. Kaplan-Meier plotd ang-rank Test were employed in
univariate analysis of overall survival (OS) andogression free survival (PFS), Cox
regression was employed for univariate and muiar survival analysis. The logistic
regression method was performed to evaluate tgxitsk in univariate and multivariate
analysis. The same method was used to analyzenssgdo tailored FOLFIRI treatment.
Finally ¥* test was used to compare the allele frequencpdi gariant with that expected for

a population in Hardy-Weinberg equilibrium.
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RESULTS

Clinical data and genotype frequencies.

Ninety patients who fulfilled the inclusion critarivere studied between October 1999 and
August 2005. The median follow-up was 1,140 day$ {@ars)with 8.0 to 74.1 months (6.1
years) as a range. Clinical characteristics of ghgents are given ifable | and are in
agreement with epidemiological data on advancedreotal cancer. The median age was
64.5 with 23 and 82 years old as a range. 95.5%aténts had good performance status
lower than 2. The sex ratio was 2.2. The metassigsvas unique in 80% of cases with 2/3
of cases in the liver. 93.3 % of patients weret&@an first-line therapy, except 6 treated after
a combination of 5-FU/leucovorin and oxaliplatineatherapy (FOLFOX regimen). After
tailored FOLFIRI regimen, 81.2%, 38.3% and final§% of patients could receive second,
third and fourth line respectively. FOLFIRI has beaeused in third or fourth line in 8% of
patients. 75% of the population received FOLFOXmegn- mainly in second line-, 32% 5-
FU monochemotherapy -either by intra-venous wayper os-, and finally 11.2% received

one or several targeted therapies (especially oeixand/or bevacizumab).

Table Il lists the distribution of TYMS, DPYD, MTHFR and UGA1 gene polymorphisms.
This distribution was similar with data previouslgscribed in the Caucasian populat{af,
21, 26-28) 24.4% for 2R/2R (TYMS genotype frequencies weareagreement with the
Hardy-Weinberg equilibrium), 8.9% for MTHFR 1298C3/11.1% for MTHFR 677 T/T,
3.3% for DPYD polymorphism heterozygotes (two &SI 14 + 1G>A and one for 2846
A>T) and 13.4% for UGT1A1*28 7/7 (Gilbert’'s syndrejn Comparaisons on age/b or
>75 years old), gender, performans status, numbenetastatic sites according to studied
polymorphisms showed a difference on performanaistfor UGT1A1*28 (p=0.045) and on
age for TYMS polymorphisms (p=0.003).These resubige considered for the next statistical

analysis.

The correlation between polymorphism and toxicity.

289 adverse events (91.3% grade 1-2 side-effees) veported, especially diarrhea (14.2%)
with five grade 3 events and no grade 4 eventsaatitenia (25.6%) with a majority of grade
1 or 2 events (90.5%); 8.7% grade 3-4 toxic sideet$ (but no toxic death) were observed;

11.7% of patients suffered from grade 1-2 nausedeusetron-based antiemetic drugs.
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The incidence of severe hematological grade 3-ftsvwas 2.8%, especially neutropenia.
One grade 3 case of cardiac toxicity was noticedabiin no resultant myocardial infarction.
Three patients had the relevant DPYD gene SNP.rAdteinitial dose reduction of 50%
followed by pharmacokinetic dose adjustment, weeoled one grade 4 neutropenia, one
grade 2 and one grade 1 diarrhea, two grade 1 aaveats, and finally two grade 2 asthenia.
No difference of toxicity grade or type was foumdciorrelation with TYMS polymorphism,
TYMS expression, or MTHFR SNPs, including C/C hoygmus for MTHFR 1298A>C
A1298C as previously describ€t) (Table 111).

In the UGT1A1*28 7/7 population, twelve patient8-4% of the whole population-, without
associated DPYD SNP, had a significantly higherdieicce of severe grade 3-4 side-effects,
26.2%, with two grade 3 diarrhea events in spitesyshptomatic treatment, and especially
three grade 4 neutropenia compared to the 6/7pgfee0.036). The principal other adverse
side-effects were nausea (14.3%) and astheniad@at with the same frequencies than in
the global population. Neutropenia, diarrhea angsea graded 3-4 were significantly linked
to UGT1A1*28 in univariate analysis: UGT1A1*28 7patients had a higher risk of toxicity
than UGT1A1*28 6/6 ones (p=0.058, OR 3.4; 95%CI400 15.6). There was no significant
difference between 6/6 and 6/7 genotypeab{es IVa and 1Vb).

The correlation between polymorphism and response.

The overall response rate [ORR] (complete respd@syg plus partial response [PR]) rate)
was 42.3% (n=38) with 7.8% (n=7) of complete regggrstable disease [SD] was 11.1%
(n=10) and progressive disease [PD] was 46.6% (nhi#ddgreement with known data with
FOLFIRI regimen in advanced colorectal cande&3-14) We observed for UGT 1A1*28 7/7
cohorts the ORR decreased to 16.7% compared tot &oto 50% for other UGT 1Al
genotypes - or TSER polymorphisms and TS expressiwith a p-value very near to 0.05
(0.054 with the Pearson Test). The ORR seemed wepgrn T/T for MTHFR 677 C>T and
C/C for MTHFR 1298 A>C populations with 50% and 2. respectively (no significant p-
value was found). Results of logistic regressiomlysis were shown imable IVa: no
variable was significant in uni- or multivariateadysis of biological parameters for predicting
response to treatment, but, for UGT1A1*28 7/7 cghartrend as predictive factor of worse
response (p=0.1302; OR 0.357; 95%ClI, 0.06 to m2&) noted.
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The correlation between polymorphism and survival.

The overall survival rate was 10% after 5 yearse tedian overall survival time was 27.4
months. Median progression-free survival time wasn@nths. Univariate Cox analysis
according to clinical characteristics was statalycsignificant with longer survival time for
performance status < 2 (p=0.001, OR 5.78; 95%0B & 16.51) and an age younger than 75
years old (p=0.031, OR 2.29; 95%ClI, 1.08 to 4.85)

Heterozygotes A/C for MTHFR A1298C had a shortaevisal (p=0.042; OR 1.97; 95%ClI,
1.13 to 3.42). There was no difference between aver progression-free survival and
MTHFR genotypes 677 C>T

Univariate analysis for overall survival accorditlg TYMS genotypes was not significant
(p=0.74 with respectively OR 1.28; 95%ClI, 0.67 té62and OR 1.11; 95%CI, 0.51 to 2.41),
in contradiction with previous observations witl-B- monotherapy12); no difference was
found between overall survival time and ‘High’ &woWw’ TYMS expression(Table IV and
V).

Finally, we found no significant difference betwete overall survival time of the patients
with a 3R/3R TYMS genotype associated with C/CNAHFR 677 A>C or A/A for MTHFR
1298 A>C, and that of the patients with anotheroggre, contrary to previous dati2).
Concerning UGT1A1*28 status, we found a trend torger overall survival time for the 6/7
group (Figure 1) but it was not statistically significant and nainéirmed by Cox regression

method.

157



DISCUSSION

The aim of this study was to investigate the respedmpacts of gene polymorphisms
metabolism enzymes in terms of tolerance and efficd FOLFIRI regimen considered as a

reference combination for advanced colon cantgslf)

Actually, despite some progress in the management advanced colorectal cancer, many

guestions remain unresolved:

- What kind of chemotherapy should we choose andhat evel of intensity?

- Can we still use 5-FU alone, as suggested by 2orars#d studies that recently compared
first-line 5-FU plus folinic acid therapy to thensa drugs plus irinotecan, and found no
difference in terms of progression-free survivaéathe second line and overall survival?
(29-30); or, do we have to intensify every treatment by lomimg targeted therapy to
cytotoxic bitherapy or even systematically use mlgimation of drugs?

- In that case, how much the drug added to 5-FU imnfiee relevance of specific 5-FU
predictive factors of efficacy/toxicity?

- Is there a high risk of severe toxicity with cheherapy? Does the patient have a

metabolic deficiency? How can we manage it?

Retrospective and prospective studies have beeredaut, looking for correlations between
tumor molecular characteristics or constitutioredtérs and clinical outcome in the aim to
determine biomarkers which would help clinicianckbmose the appropriate combination and

to determine the optimal drug dosq8&-33)

Since 5-FU is the cornerstone for the treatmentadbrectal cancer, different teams have
focused on its metabolism and resistance factod) as TYMS, MTHFR, DPY[§31-35)
We have shown in a large, prospective multicenphase Il study, that pharmacokinetic
tailoring for 5-FU administration, and the systeimadetection of DPYD deficiency by
genotyping, allowed us to both reduce severe adveffects and to provide high survival
rates and response percenta@3s24) We and others have shown that C/C patient gréarps
MTHFR 1298 A>C or heterozygous groups for DPYD wate higher risk of toxicity. Two
populations could as well be individualized forigngficantly shorter survival time: 3R/3R
TYMS genotype associated with C/C for 677 C>T oA Adr 1298 A>C(12).
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In the present study, our question was: does aiti@ua drug, presently irinotecan, with both
different metabolic pathway and mechanism of actioadify the relevance of specific 5-FU
biomarkers on tolerance and efficacy? To try toasnghis question, we studied a population
of patients treated with a FOLFIRI regimen, withrB-dose individually adjusted based on

pharmacokinetic follow-ug23-24)

We investigated TYMS, MTHFR, and DPYD using a fasfjable method described in a
previous article(12). Since we previously reported that the UGT1A1*28TRA box 7/7
genotype was linked to an increase of severe tsixie effects, potentially interfering with
treatment efficacy, we also investigated UGT1Ali#8ymorphism 25). To avoid another
metabolic bias in our study, we defined a bilirub@ite before treatment inferior to 1.5 X
normal rate because several precedent studies dhtvae high bilirubin rates could be

correlated with a lower irinotecan clearance byredriction of biliary excretio(28).

A total of 90 patients were studied. With 5-FU phacokinetic monitoring, only a few toxic
events, mainly low 1-2 grade events, were obsesiece only 8.7% grade 3-4 toxic side-
effects and no toxic death were observed, espgdalirhoea and asthenia.

The efficacy was good with an objective responde & 42.3%, with 7.8 % complete
responses, and median overall survival and progre$see survival times of 27.4 months
and 7 months respectively. The overall survivat naas 10% after 5 years, double the usual
rate described in the literature for metastatiodtal cancefl3-14)

In term of efficacy, we confirm previous resultsosling that survival was significantly
longer for patients with a performance status ef lthan 2 (p=0.001) and younger than 75
years old (p=0.031).

Concerning 5-FU biomarkers, we found no impact M5, MTHFR and DPYD genotypes
on combination tolerance. Likewise, we found no actpof TYMS polymorphisms and
expression, on tumor response, on overall and pssgin-free patient survival. We found
only an impact of MTHFR genotype on overall surViv@early, the addition of irinotecan to
5-FU dramatically reduce the role of 5-FU molecuésistance factors.

On the other hand, patients with the UGT1A1*28 @éhotype (12 patients=13.4%), were
correlated to grade 3-4 events (diarrhea, neutiapamnd nausea) with a strong trend (NS)
(p=0.58; OR 3.40; 95%ClI, 0.74 to 15.60). We mugipgkem mind that the longer the promoter
is (7/7 TA repeats) the less the enzyme is activierestingly, there was also a trend to a

better response rate and a longer survival timetferUGT1A1*28 6/7 group of patients
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compared to the 7/7 group, and it is noteworthyt e 6/6 group survival time was
intermediate. We assume that UGT1A1*28 7/7 patiéais$ a lower objective response rate
(NS) (p=0.13; OR 0.29; 95%ClI, 0.05 to 1.49). Thosm rsignificative trend could be explained
by the frequency of grade 3-4 toxicity in the 7/ibup, leading to repeated postponed
treatments, and consequently, a loss of efficacy twuincreased cycle delays. The better
overall survival time median for the 6/7 group abbk linked to a more appropriate dose of
irinotecan (180mg/A) according to the metabolism of these patientstt@nother hand, the
6/6 group was probably under-treated and could hresfited from an initial increase of
irinotecan. Based on previous publications thatvedothat UGT1A1*28 TATAA box
polymorphism ruled UGT1A1*28 glucuronoconjugatioctigity and SN38 half-life, we
assume that this can explain that the irinotecasage in the UGT1A1*28 6/6 group was
probably too low with an OR superior at 6/7 gro@iR(0.73; 95%CI, 0.41 to 1.30). For these
last patients, the initial dose of irinotecan (18@mf) was probably better appropriated to a

higher glucuronoconjugation rate.

In conclusion, the addition of irinotecan to the LV5FU2 protocahcels out the relevance of
TS or MTHFR status, the main 5-FU specific resisgaor prognostic factors, as though
irinotecan reverted certain mechanisms of resistaonc5-FU. This could explain certain
contradictory results reported in the literaty22). Consequently the polymorphisms of
TYMS and MTHFR do not have to be determined betoFOLFIRI regimen. These results
do not mean that the LV5FU2 regimen should be syatieally abandoned for combinations
such as the FOLFIRI regimen. From previous randedistudies, it is clear that some
patients benefit from LV5FU2 alone and can evereegpce complete remissigh-3, 13-15)
Two recent multicentric randomised clinical triatsmpared one versus two drugs in first line
therapy and showed no substantial difference imadlveurvival and treatment duration in the
combined group, and on the contrary a higher lefetoxicity with 20 to 25% grade IlI-1V
adverse event29-30) If treatment intensification is obviously establed in patients with
operable or potentially operable metastases, thstoun remains for patients with widespread
metastases, which are clearly not operable. Weghtglwould take advantage of determining
5-FU resistance factors prior to treatment, andviddally adjust the regimen based on these
parameters. Thus, in first line therapy, exceptases of selected patients, such as those with
potentially resecable or curable metastatic diseaseording to pretherapeutic 5-FU
metabolism and resistance factors, the use ofitingles, well-tolerated, and inexpensive 5-FU

plus folinic acid regimen could be justified in easof efficacy predictive factors, provided
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that firstly an optimized schedule can be deterchizved secondly, that a switch can be made
to a second line combination in case of progresdigease. Continuous infusion of 5-FU
allows the use of a significantly increased dos# th well tolerated and impacts treatment
efficacy (23). This could spare other drugs such as irinotecarfuture lines and increase
overall survival time, as hypothesized by Grotletyal. who reported a correlation between
the number of lines of chemotherapy and overalligal, with a very well tolerated regimen
and a low cos{36).

Secondly,the impact of UGT1A1*28 genotype on both toleranoe efficacy is noteworthy
and should be determined pretherapeutically. Tlkvitual dose-adjustment of irinotecan
based on UGT1A1*28 genotyping is presently undgestigation in our institution with a
clinical study that supports an increased initia$el of irinotecan of 30% (230mgi)tin cases

of 6/6 status genotype for UGT1A1*28, then a pregiee intensification until 320mg/nif

no adverse events (especially diarrhoea) are rghoht the present time, preliminary results
concerning the efficacy are unknown, but no seeeheerse-effects have been reported after

several months of an “intensive Folfiri regimen”.
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TABLES

Table Patients’ initial characteristics.

Clinical data Number (%)
Gender Male 62 (69)
Female 28 (321)
PS 0-1 86 (95.5)
2-3 4 (4.5)
Median age (years) 64.5
Range (years) 23-82
Tumor site Colon 69 (76.6)
Rectum 21 (23.4)
Metastatic site
Unique site Liver 53 (58.9)
Lung 11(12.2)
Peritoneal Carcinomatosis (6.7)
Nodes 2(2.2)
Number of sites > 1 18 (20)
First line of treatment 84 (93.3)
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Table II. Distribution of TS and MTHFR polymorphisms the

studied population.

Nb of patients Frequency (%)

TS Polymorphisms 2R/2R
2R/3R
3R/3R
2R/4R
TS Expression ‘high’
‘low’
MTHFR 1298 A>C  A/A
A/IC
C/C

MTHFR 677 C>T c/C
CIT
TIT
DPD 2846 A>T
IVS 14 + 1G>A

UGT 1A1 5/6
5/7
6/6
6/7

77

22
43
24
1
59
31
37
45
8
45
35
10

1
2
1
1
37

39
12

24.4
47.8
26.7
11
65.6
34.4
41.1
50.1
8.9
50.0
38.9
11.1
11
2.2
1.1
1.1
41.1
43.3
13.4
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Table Ill. Distribution of the toxic side-effects in the whof@pulation.

Gradel Grade2 Grade3 Grade4 Tqig (n)
Mucositis 0 0 11
Conjunctival effects 6 0 0 6
Diarrhoea 26 10 5 0 41
Hand-foot syndrome 0 0 9
Cardiac effects 0 1 0 1
Neutropenia 34 11 4 4 53
Thrombopenia 11 2 0 0 13
Anemia 18 0 0 24
Nausea 26 0 0 34
Alopecia 16 4 0 23
Asthenia 48 19 7 0 74
Total (n) 198 66 21 4 289
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Table IVa. Predictive factors of response and 3-4 grade tayicUnivariate regression

logistic analysis

Response Toxicity
OR [95% CI] p-value OR [95% CI] p-value
Age 0.6420 0.2635
<75 years oldl 1
> 75 years old 1.412 [0.330; 6.042] 2.704 [0.473; 15.462]
Performance Status 0.4865 0.4395
0.1 1 1
2-3 0.441 [0.044; 4.417] 2.534 [0.240; 26.758]
Polymorphism TS 0.9617 0.7856
2R/I2R 1
2R/3R 1.144 [0.404; 3.240] 1.027 [0.231; 4.567]
3R/3R 1.032[0.319; 3.341] 0.576 [0.087; 3.817]
Expression TS 0.9682 0.5950
Low 1 1
High  1.018[0.422; 2.456] 1.464 [0.359; 5.963]
MTHFR 677 C>T 0.8425 0.7415
cic 1 1
C/T  1.125[0.459; 2.758] 1.655 [0.460; 5.850]
T/T  1.500 [0.379; 5.936] NV
MTHFR 1298 A>C 0.4945 0.5348
AA 1 1
A/C 0.978[0.403; 2.373] 1.031 [0.256; 4.154]
C/IC 2.444[0.506; 11.804] 2.750 [0.408; 18.522]
UGT 1A1*28 0.1302 0.0583
6/6 1 1
6/7 1.513[0.618; 3.704] 0.368 [0.067; 2.021]
7/7 0.288 [0.055; 1.492] 3.400 [0.741; 15.604]

Table IVb.Predictive factors of toxicity: Multivariate regreson
logistic analysis

Toxicity

OR [95%ClI]

p-value

Performance Status

UGT 1A1*28

0.1 1
2-3
6/6 1
6/7

717

0.7355

1.591 [0.108; 23.501]

0.0764

0.357 [0.064; 1.988]
3.133 [0.629; 15.609]
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Table V. Predictive factors of overall survival: Cox propaohal hazard regression.

Univariate Multivariate
OR [95% CI] p-value OR [95% ClI] p-value
Age 0,0311 0,0120
<75 years oldl
> 75 years old 2,287 [1,078;4,854) 2,741 [1,248; 6,023]
Performance Status 0,0010 0,0008
0.1 1
2-3 5,785 [2,027; 16,508] 6,641 [2,189; 20,144]
Polymorphism TS 0,7437
2R/I2R 1
oRr/3R 1,280 [0,666; 2,460]
3R/3R 1,114 [0,514; 2,413]
Expression TS 0,7817
Low 1
High 1,081 [0,625 ; 1,868]
MTHFR 677 C>T 0,8884
cic 1
C/T 0,867 [0,488; 1,542]
T/T  0,951][0,416; 2,173]
MTHFR 1298 A>C 0,0416 0,0114
AA 1
A/C 1,969 [1,134; 3,418] 2,359 [1,333; 4,174]
C/C 0,964 [0,287; 3,245] 1,276 [0,372; 4,368]
UGT 1A1*28 0,2621
6/6 1
6/7 0,734 [0,415; 1,299]
7/7 1,370 [0,640; 2,932]
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Table VI. Predictive factors of progression-free survival: £proportionals hasards

regression.
Univariate Multivariate
OR [95%CI] p-value OR [95%ClI] p-value
Age 0,020 0,041
<75 years oldl
> 75 years old 2,242 [1,150 ;5,106] 3,001 [1,048 ; 8,592]
Performance Status 0,117

0.1
2-3

Polymorphism TS
2R/2R
2R/3R
3R/3R

Expression TS
Low

High

MTHFR 677 C>T
C/C
CIT
T/T

MTHFR 1298 A>C
AlA
AIC
C/C

UGT 1A1*28
6/6
6/7
717

1
2,250 [0,816 ; 6,205]

1
0,554 [0,324 ; 0,948]
0,780 [0,426 ; 1,427]

1
0,516 [0,326 : 0,816]

1
1,223 [0,768 ; 1,947]
0,761 [0,356 ; 1,627]

1
0,895 [0,564 ; 1,420]
1,085 [0,499 ; 2,357]

1
0,981 [0,612 ; 1,571]
1,666 [0,394 ; 7,045]

0,089

0,005

0,437

0,835

0,771

0,100

1,284 [0,581 ; 2,838]
2,376 [0,889 ; 6,353]

0,005

0,327 [0,150 ; 0,709]
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Disiribuliion Funciiaon

Surwiwal

FIGURES.

Overall survival

Figure 1. Univariate overall survival of patients according tUJGT 1Al genotypes.
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APPENDICES

DPYD and MTHFR pyrosequencing.
Primers used fdpiotinyled PCR and annealed primers used for biolometric real-time
sequence determination.

_ Annealed Size
SNPs Exon PCR Primers 5’-> 3’ )
Primers (pb)

Forward Biotinyled reverse

IVS14+1G>A Intron 14 atcagtgagaaaacggctgdaaacattcaccaacttatgcca aggctgactttccaga 150

DPYD 464 T>A 5 ttatggagctgctaagatga atcatacatacctcagtagcaaa cccattaatattggt 200
Chromosome 1679 T>G 13 aatatggagcticcgittct — gagagaaagttitggtgagg cc@gccaccageacatc 504
1p 2846 A>T 22 aagcactgcagtaccttggaelcatgtagcatttaccacagttgagcaagtt;?ggctatga 107
MTHFR 677 C>T 4 tattggcaggttaccccaaa ctcacctggatgggaaagat — agaaggtgtctgegg 208
Chromosome

1p 1298 A>C 7 gccaggggeaatteetett  cttccageatcacteactttgt  ggagcigeagtgaag 202
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Abstract

Introduction: The purpose of the present study was to determine genetic and pharmacokinetic factors to tailor 5-FU and
Irinotecan administration and determine the impact of individual dose-adjustment in first-line chemotherapy of advanced
colorectal cancer. Patients and Methods: from 90 patients with metastatic colorectal cancer treated with fluorouracil,
leucovorin and irinotecan (FOLFIRI), 1) blood DMA samples were collected: thymidilate synthetase, dibydropyrimidine
dehydrogenase, methylene tetrahydrofolate reductase and UGT 1A1 germinal polymorphisms; 2) dihydrouracil/uracil
plasma ratio and 5-FLU plasma clearance were determined. They were investigated and correlated for tolerance and efficacy.

The initial 5-FU dose was 2 500mg/m? then tailored using pharmacokinetic monitoring. Statistical analysis used the y2
test, linear regression analysis and the Kaplan-Meier method. Results: This treatment was well tolerated with few severe
toxic side-effects (8.7%). The overall response rate was 42.3%, the median overall survival and median progression-free
survival were 28 and 10 months respectively. UGT 1A1 7/7 {13.4%) and certain DPD genotypes (5%) were statistically
correlated with a higher risk of toxicity (26% and 100% grade -V neutropenia and diarrhoea) and UGT 1A1 7T a lower
response rate (17%). The overall survival time of the patients with 3R/3R TS genotype associated with MTHFR C/C for 677
C=T or AJA for 1298A=C (20 patients=22%) was not statistically different than the other genotype. Conclusions: This
protocole was efficient and well tolerated thank to 5-FU dose adjustment that lowered the incidence of severe toxic side-
effects. For CPT11, the risk of severe toxicity was statistically higher for 7/7 group and consecutively associated with a
lower response rate. DPD SNP's and UGT 1A1 genotyping combined to individual dose-adjustment with a pharmacokinetic
follow-up must be considered in FOLFIRI to optimize response rate and decrease severe adverse side effects.
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Abstract Text:

Background: A multicenter open phase Il trial has been carried outin advanced CRC combining SFU, CPT11 and Cetwdimab. Tolerance
and efficacy were aimed to be improved through pharmacogenetics (dihydropyrimidine dehydrogenase DPD and UGT1A1 genotypes
{UPG)) and pharmacokinetics (PK). Methods: pts < 80y, 2nd or 1st line chemotherapy, PS«2, normal organ function. 5-FU dose was
adjusted based on PK. CPT11 dose was adjusted according to UPG and tolerance. Doses: weekly Cetuximab (400 mg/m?D1 then 250
mgfm® dose unchanged), CPT11 biweekly, dose based on UPG: 6/6 genotype 216 mag/m® initial dose + 20% each cycle (/C) up to 300
mg/m® 67 genotype 180 mg/m= + 20% /C up to 300 mg/m?®, 7/7 genotype 125 mg/m?® +10 % JC up to 180 maim? or toxicity. SFU bolus +
2400 mgim® 46h + FA. Results: 104 pts were recruited, 85 pts were in second line, 19 ptsin first line; UPG: B/6; BIT,7/7 pts (58, 38, 8).
SFU dose: 6 pts had initial 5SFU dose reduction (5 DPD partial deficiency, 1 elderly pt). Dose of SFU infusion varied widly among patients,

from 1.8gto 7giZ. CFT11. Dose intensity planned was reached for 6/6 pts, 6/7 pts. For 7/7 pts, over 75 cycles 12 increases and S

decreases, 34 non increases. Treatment adhesion: 82 pts (79%) underwent 6C, 40 pts (38%) /12C and 13 pts (12%)18C. Toxicity: 13% of

patients experienced G3 toxic side effect and 1% G4 No difference was observed based on UPG or DPD status. Response: On 87

evaluable pts, ORR 33%, SD 39% and PD 29%. Mo difference was observed based neither on UPG nor on DPD status. Conclusions:
Individual dose adjustment was performed with a very good profile of tolerance. Treatment efficacy was the same wathever the UGT1A1

genotype which means that CFT11 should be increased in 6/6 patients and reduced in 7/7 ones. Major DPD deficiency is not a

contraindication to 5FU provided that dose is pharmacokinetically guided. Median dose administrated (ma/fm#) of CPT11 (ma/m?) and
SFU (g/m®) according to UPG

Cycle

1
C2
B
c12

5-FU | 5-FU

n gfm?®

104 [43(0-58)
100 |45(1.857)
82 43(1.8-64)
40 46(19-7)

CPT11
616

n
58
56

44

22

CPT11
B/6
mgfm?
208+21
214+32
25650
292+63

CPT11
Bi7

n

38

38

30

14

CPT11
BI7

mgfm?
179+30
180442
184454
181+£57

CPT11
T
mgim?
1252
12647
127114
1239
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IMPACT OF PI3K, BRAF and KRAS MUTATIONS ON EFFICACY OF
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Background

FOLFIRI plus cetuximab, a monoclonal EGFR antibddya reference treatment in metastatic coloreaater.
KRAS mutations are responsible for approximatel938f anti-EGFR MoAb therapy failures, but severtilen
mutations could be involved in resistance mechamsigoh as BRAF and PIK3 genotyping.

Methods

We prospectively analyzed statistical correlatibeéwveen objective tumor response, progressionsueeival
time, and mutational status of KRAS, BRAF, PI3Krtfed by pyrosequencing in 54 patients with adhezh
colorectal cancer treated with cetuximab in comtiamawith intensified FOLFIRI regimen. Statisticahalysis

used the(® test, linear regression analysis, and the KaplaieMmethod.

Results

Mutations in MAP kinases pathway were found in 42.@ras: 38.9%; BRAF: 3.7%) and PI3K mutations in
38.9% (exon 9: 25.9%, exon 20: 3.7%, exon 9 and928%). The presence of at least one mutation (MAP
kinases or PI3K) was associated with a poorer tiigcesponse to treatment (p=.0225) and PI3K rartatare

associated with highly decreased progression-fiegval time (p=.0256).

Conclusion

Genomic status of PI3K, KRAS and BRAF affected cese and prognosis of patients treated with infiedsi
FOLFIRI plus anti-EGFR MoAb therapy in metastatiolarectal cancer. PI3K, KRAS or BRAF activating
mutations were very frequent (65% of patients) im study. KRAS or BRAF mutations involved in MAP
kinases pathway were excellent predictive biomarksdrresistance and PI3K variants were associatdd av
dramatic decrease of progression free survival.cémclusion, PI3K, KRAS and BRAF pretherapeutic

genotyping should be considered for optimizing tlambination.
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Influence des parameétres pharmacogénétiques sur laolérance et
I'efficacité de l'oxaliplatine dans le traitement des cancers colorectaux

métastatiques.

1. Présentation du travail
2. Discussion
3. Publication N° 3

A multivariate analysis of pharmacogenetic biomasken efficacy and safety of a
first line treatment based on pharmacokinetic ®ftwracil regimen combined with
oxaliplatin (tailored FOLFOX4) in advanced colorattcancer. Capitain O,
Asevoaia A, Poirier AL, Boisdron-Celle M, Morel A a@elin E. Soumis a
publication.

4. Publication N° 4

A multivariate analysis of nucleotid excision ri#épgene polymophims in patients with
metastatic colorectal cancer and treated withtfinse FOLFOX4 chemotherapy.

Capitain O, Asevoaia A, Poirier AL, Boisdron-Celle M, Morel &amelin E.
Soumis a publication.

5. Publication N° 5

Predictive factors of oxaliplatin neurotoxicity. & imvolvement of the oxalate outcome
pathway.Gamelin L,Capitain O, Morel A, Dumont A, Traore S, Anne le B, Gilles S
Boisdron-Celle M, GamelirClin Cancer Research. 2007; 13(21): 6359-6368.

1. Présentation du travail

1.1 Rationnel.

Selon la méme démarche qu’avec le FOLFIRI, etdert'expérience acquise sur I'intérét de
la recherche des polymorphismes de la TYMS et d@TIRHIFR lors d’un traitement par 5-FU
exclusif, nous avons cherché a savoir si, au métme que l'irinotecan, 'oxaliplatine

« annulait » les effets délétaires de certains rpolphismes retrouvés au niveau de ces
enzymes du métabolisme cellulaire. Nous avons Isén intégré ['exploration de
polymorphismes au niveau de génes impliqués dansétabolisme propre a I'oxaliplatine,
polymorphismes qui pourraient expliquer au moingpartie d’'une part les phénomenes de
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résistance a ce cytotoxique mais également la teedcdé dose-limitante, et potentiellement
tres invalidante sur la qualité de vie des patiemés fréquemment rencontrée lors de son
utilisation. Ces genes correspondent a la Glutat&ielransférase 1 (GSTP1) impliqué dans
la voie de détoxification de I'oxaliplatine via tgutathion, et a un ensemble de protéines
intervenant dans les mécanismes de réparationAMNL' Ces dernieres ont déja largement
montré leur responsabilité dans la genése de phsstgpes de tumeurs notamment coliques,
et de nombreux résultats, quoique souvent contks ont été rapportés dans la littérature
(Voir Chapitre « Pharmacologie de l'oxaliplatine ») Ces protéines de réparation sont
impliquées dans le systeme dit de « Base ExcisgpaRR » (BER) (principalement les genes
XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group ltgirg, etOGGJL qui codent pour des
DNA glycosylases impliguées dans I'excision-réparat les groupes 8-hydroxy-2'-
deoxyguaning8-OH-dG) retrouvés lors de dommages oxydatifsi¢ead libres) au niveau
de I'ADN), et le systeme dit de « Nucleotide ExarsRepair » (NER)ERCC1, et groupe de
complementation comme les genes XPD et K&Fexemple). La famill&Excision Repair
Cross-Complementing (ERC@dtamment répare les dommages nucléotidiguesvaaunide
'ADN en deux étapes: I'excision de la base «w@rse dans un premier temps puis son
remplacement par la base correcte via I'activit®d\ polymerases/ligases. Le gdaRCC1
(ERCC group 1kxode pour une protéine de 297 aminoacides foreeet XPF (Xeroderma
Pigmentosum Complementation group F, aussi agpREC4)un complexe actif requis pour
la réparation des erreurs de combinaisons commerdasrs nucléotidiques. Plusieurs études
translationnelles ont cherché a mettre en évidelese corrélation de réponses, ou non (=
résistance) au traitement par oxaliplatine a aestgiolymorphismes de ces genes, mais la
encore les résultats sont souvent difficiles diptétation rendant trop précoce leur mise en
ceuvre en pratique courante. Le caractere contoadictle ces études peut s’expliquer
cependant par plusieurs observations simples :étigdes portent sur TADN germinal et
d’autres sur I'ADN tumoral ce qui rend peu lisiblles résultats ; les faibles effectifs en
général de ces études, ce qui rend leurs intetjgnd$a souvent non statistiquement
significatives ; le caractére tres hétérogene deetrs explorées (estomac, ovaire, poumon,
colon, etc...); et le fait que le systeme de répamattres complexe, fait intervenir de
multiples partenaires : plutét qu’un gene dont déymorphisme serait déterminant, c’est un
ensemble de coacteurs qu'il faudrait probablemeanhdre en considération. De plus, un
méme polymorphisme peut entrainer la résistancerggaaration « améliorée» des lésions
induites par 'oxaliplatine (adduits), mais égaleniavoriser 'apoptose quand des Iésions de

plus grande ampleur sont définitivement irrépammbkenfin et a ce propos, des mutations
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d’aval au niveau justement des meécanismes apopé&stiqpar exemple Bax) peuvent
« inhiber » in fine le bénéfice d’'une réparation de « mauvaise qualitdduite par des
polymorphismes de « bon pronostic » (s’entend commeéparant pas correctement ou de

facon moins efficace les lésions induites par tetoxique)(Voir Figure 25 page 88)

Dans I'hypothese éventuelle de l'implication aue@v neuronal de ces mécanismes de
réparation pouvant étre responsables, au moinasie pde la neurotoxicité a I'oxaliplatine,
nous avons également cherché a corréler les dit&rpolymorphismes étudiés avec les
grades de toxicités des neuropathies observéesndsepatients. Compte-tenu de la grande
multiplicité des genes et des polymorphismes ésudiéns le cadre de cette recherche de
déterminants génétiques prédisposants (ADN geringal les réponses et les toxicités a
'exposition d'un traitement de type FOLFOX4 conmduimt 5-FU/Acide folinique et
oxaliplatine, il nous a paru opportun d’écrire dgqaublications distinctes a partir cependant
de la méme base de données clinicobiologiques ouwaute une population homogéne de
patients porteurs d’'un cancer colorectal métastatiet non prétraitéd.a publication N°3
reprend également une autre voie de recherchdatiamselle ouverte par les résultats d’'une
etude préliminairgPublication N°5): I'éventuelle responsabilité dans la physiopatg®o
des neurotoxicités de l'oxalate, un des métabolies I'oxaliplatine (Voir Chapitre

« Pharmacologie de I'oxaliplatine »),et chélateur du calcium, calcium lui-méme impliqué
dans le fonctionnement des canaux sodiques vottagendant retrouvés au niveau axonal.
Le métabolisme de l'oxalate impligue une enzymalahine glyoxylate aminotransférase
(AGXT), dont l'un des haplotypes (mineur) pourra@tre un facteur prédisposant a
'apparition et a la sévérité des neurotoxicitégias comme chroniquéBigure 41).

Diet NAD(P) NAD(PH) alanine pyruvate
\ iIRH-PR AGT
colate +—— arviate —mm——m—- » T
elycolate B » glvoxylate glycine
NADH
m /
0 H, 0, LDH

oxalate =3P calcium-oxalate
Figure

41.Métabolismes de I'Oxalate et du Glyoxylate.
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Le glyoxylate est le produit de la sérine, glycetealanine aprés métabolisation par le foie
pour la production de glucose. Il existe trois goie détoxification dont la voie de l'alanine
glyoxylate aminotransférase (AGXT), qui a lieu esivement au niveau des peroxysomes
avec transformation en glycine lors d’'une réactonplée avec conversion de I'alanine en
pyruvate. Les deux autres réactions ont lieu dangytosol et notamment celle de la
transformation du glyoxalate en oxalatate via l@ate dehydrogénase (LDH). Il existe des
variations génétiques au niveau de 'AGXT avec jpil#® de diminution de son activité
enzymatique (jusqu’a 30%) et donc accumulation alabe par la « voie de secours » a des
taux «limites » : 'homéostasie neuronale entrérequpourrait étre perturbée dans ces
conditions par I'apport massif d’'oxalate dérivé atetlique de I'oxaliplatine délivré lors des
cures de chimiothérapies de type FOLFOX4. L'effetimotoxique de I'oxalate est en effet
bien connu, par exemple dans le cadre d’intoxicatiol’Ethylene Glycol. Sa capacité a
chélater le calcium comme le magnésium pourraifiguer des déréglements ioniques au
niveau des neurones via la perturbations du foncément des canaux sodiques calcium-
dépendants comme rapportés par notre équipe dtekfoour la bibliographie, se reporter

a l'article N°5). Ces perturbations ioniques sont visibles surdedévements urinaires
réalisés dans une étude préliminaire et citls l'article N°5: Une augmentation
conséquente du taux d’excrétion urinaire d’oxalatais aussi de calcium, sodium et

magnesium était mise en évidence chez les dixrgatgglectionnégrableau Xll).

Tableau XlI. Taux plasmatiques et urinaires apres perfusion daplatine a h+5 et J8 et

J15.
n D1 HO D1 H2 D1 HS D3 D15
Plasma concentration

Calcium [ mmaol/L) a7 2.28 + 0.09 231 +0.1 2.3 + 0.09 2.28 + 0.09 2.27 + 0.08

t test NS

Magnesium | mmaol /L) 37 0.79 + 0.07 0.81 + 0.12 0.76 + 0.07 0.8 + 0.08 0.76 + 0.11

t test NS

Potassium {(mmal/L) 37 3.68 + 0.29 377 + 0.34 379+ 04 3.67 + 0.38 3.47 + 0.37

T T=st 153

Concentration in uring/creatinine

Cxalate {pmal/mmal) 31 18.6 + 13.88 54.5 + 50.5 10.1 + 8.1 15.8 + 14.5
1 x2.9 | = 1.8

¢ test P = 0.006

Calcium [ mmal/mmal) 36 0.34 + D.22 0.63 + 0.34 0.3 + 0.23 0.32 + 0.19
i % 1.8 =11

t test P =0.003

Magnesium {mmal/mmal ) 32 0.23 + 0.15 0.39 + 0.28 0.21 + 0.12 0.19 + 0.13
| ® 1.65

t test P = 0.009

Potassium (mmal/mmal) 35 5.96 + 2.26 10.16 + 4.25 529+ 1.71 4.97 + 1.89
T = 1.7 1= 1.2

t test P =0.003

Sodium (mmaol/mmaol) 36 16.09 + 7.46 2297 + 121 10,0 + 7.1 12.3 + 5.62
1= 1.42 ] % 1.6 1= 1.3

[ toet P =0 001
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Ces variations ioniques et leurs implications &s$r danaux-voltage neuronaux justifient des
tentatives d’amélioration des tableaux cliniques ndeiropathies, ou en tout cas de leur
prévention par I'administration systématique defyston de gluconate de calcium et de
sulfate de magnésium avant et aprés perfusion bijxe@ne avec des résultats tout a fait
encourageants quoiqu’encore sujets a controjéig173] Une publication trés récente de
Sakuraiet al, sur un modele animal (rat), rapporte cependatrekaprobable implication de
I'oxalate sur les neuropathies aigues (au froidjsman sur les neuropathies chroniques (ou
le dichloro-DACH platinum - autre métabolite dexaiplatine -, molécule en développement
industriel de phase | actuellement, serait plutdhtré comme premier responsable, bien que
n'ayant aucun effet sur les canaux ioniques : d&sumécanismes sont donc a explorer dans

ce sens)174].

Enfin dans I'étude présentée puablication N°5, aucune corrélation n'a été rapportée entre
toxicités induites par I'oxaliplatine et les polyrphismes étudiés au niveau de certaines
protéines d'efflux telles que ABCC2.

En tous les cas, les résultats dmsblications N°3 et N°4 seront discutés ensemble
puisqu’elles visent le méme objectif, ont le mé@sonel et se basent sur la méme cohorte de
patients.

1.2 Résultats.

Ainsi ces deux études rétrospectives monocentrigm¢tudié une population de patients
porteurs d’'un cancer colo-rectal en situation matagiesur une période allant de Novembre
2000 a Janvier 200718 patients ont été inclusLe suivi médian était de 4 ans envirda.
moyenne d'age était de 65 ans, correspondant auxéds épidémiologiques, avec des
extrémes entre 35 et 81 ans. Tous les patientnétmaités en premiére ligne métastatique.
La majorité des patients était en bon état géenardinitiation du traitement avec un
performance status < ou égal a 2. 69% d’entre @ajeat un site métastatique unique qui
étaient dans 82% des cas des localisations hépatidu n’existait majoritairement pas
d’atteinte hépatique biologique, notamment la biline était normale dans tous les cas.
L’ACE était élevé (facteur de mauvais pronostic)degnostic dans 70,3% des cas. 83,9%,
40,7% et 15,3% des patients ont bénéficié d'unersis, troisieme et quatrieme ligne

respectivement. Le schéma FOLFIRI a été dans 519«ae celui de la deuxieme ligne, et
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52,5% des patients ont bénéficié d’'une ou de plusi¢hérapies ciblées (notamment du
bevacizumab et du cetuximab) pendant une des ligaiesnt suivi le protocole FOLFOX4.

Enfin 'oxaliplatine a pu étre réintroduit en trigimme ou quatrieme ligne, et apres résolution
des toxicités neurologiques, dans 11% des caslermeat 24,6% des patients ont également

bénéficié d’un traitement par 5-FU en monothérapié per 0s soit intraveineux.

La répartition des différents génotypes correspondé aux données de la littérature et
aux lois d’équilibre de Hardy-Weinberg. Particulierement et concernant le codon 118
(AAC) du géne ERCC étaient retrouvés 16,1% et 3#@8pectivement d’homozygotes pour
C/C et T/T (46,6% étaient donc hétérozygotes peuocus). Chacune des sous-populations
étudiées étaient homogéenes entre elles et selorriteses d’age, de sexe et d’état général,
autorisant des études statistiques de corrélatiquament basées sur les variables cliniques
(réponses et survies) et génétiques (polymorphishiesées des risques d’interaction avec
ces facteurs (age, PS,...) bien connus de pronoatis té cadre des cancers colorecatux
métastatiques.

En ce qui concerne I'étude des toxicités386 evénements toxiquaemt été rapportés, dont
79,8% de faible grade 1-2, essentiellement de hése (17,4%) et des événements
hématologiques : 11,1% de neutropénies dont 9,3%ratie 4, des thrombopénies (9%) dont
une seule de grade 4 et enfin 10,4% d’anémies.jdation de G-CSF a été rendue
nécessaire par des épisodes de neutropénies $eldales 21,2% des cas. Aucun cas de
toxicité cardiaque n'a été rapporté dans ces étudeBn et concernant les patients avec
DPYD mutée (4), les effets toxiques du traitemeninetamment les effets secondaires
spécifiqgues du 5-FU étaient rares avec seulemenudtes de grade 3 et aucun syndrome
main-pied ni diarrhées (aprés contréle adaptatiiddses de 5-FU), ce qui est tout a fait
remarquable.

Concernant spécialement la neurotoxicité induite ljpxaliplatine, elle représentait 27,7%
des événements indésirables rapportés mais et@tv@e chez pres de 91% des patients. Un
tiers de ces neuropathies étaient de grade 3.

Les posologies de l'oxaliplatine ont du étre dindies d’au moins 20% dans un tiers de la
population pendant le séquentiel de traitementqiii étre interrompu chez 50% des patients
du fait de toxicités séveres (grade 3-4) : dan%7jes cas pour neurotoxicité et dans 37,3%
pour complications hématologiques (surtout desntib@pénies, puisque les neutropénies

étaient « rattrapées » par l'utilisation de G-CSF).
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En analyse multivariée, deux variables étaient iogiivement liées au risque de
neurotoxicité : le statut C/T pour ERCC1 118 C>papissait ainsi comme un facteur de
risque de neurotoxicité avec un Odd Ratio (OR)8& Banda publication N°3 (p=0,013 ; IC
95% 0,86 a 9,55) et un Odd Ratio a 2,21 (ce ne pastles mémes variables qui ont été
etudiées d’ou les difféerences) ddaspublication N°4 (p=0,025 ; IC 95% 0,78 a 6,48). Le
statut C/C était protecteur par rapport aux deurealgénotypes dans paiblication N°3, en
analyse univariée (p=0,02). Le génotype C/C pouDXB1 A>C (20 patients = 17% de la
population) apparaissait de tres predictif : OR(#:%0,03 ; IC 95% 1,37 a 11,94). 50% de ces

patients (10) ont ainsi présenté des neurotoxidéegrade §Publication N°4).

Les études d’efficacité du traitementretrouvaient un taux de réponse objectivd dd% a

3 mois et 55,7 % a 6 mois avec 2,5% et 20,3% de méses complétes respectivement.
31,3% de chirurgies des meétastases ont pu étre sadairement realiséesavec une
médiane de survie de 38,2 mois dans ce cas cdhBecthiez les patients non opérés.
Finalement le traitement par FOLFOX4 avec adapigtizarmacocinétique de doses de 5-FU
a contrélé la maladie dans prés de 88% des canais3avec encore 77% de Disease Control
(DC) a 6 mois, taux bien supérieurs a ceux précéusm décrits dans la littératuteoir
Chapitre « Cancer colorectal et Chimiothérapie »)

Aucun résultat statistiquement significatif en gsal univariée n'a pu étre dégagé des taux

observés de réponses et en fonction des diffegémistypes.

Les taux de survies globales étaient de 76,7%, 3%6et 12,5% a 1, 3 et 5 ans. La survie
globale médiane était d23,1 moiset le temps médian drurvie sans progression de 9,3
mois. Le taux était de 10% de survie a 5 ans ce quespond aux données actualisées de la
littérature. Considérant les différents génotypesliés, les patients homozygotes C/C pour
GSTP1 341C>T avaient une meilleure survie sansress®pn que les patients C/T ou T/T :
9,4 mois versus 7,0 respectivement (p=.02) en s8gne univariée selon le modéle de Cox.
Concernant la génotypes de la région enhancer poS (5’'UTR), les survies sans
progression et globale étaient statistiquement atdoxalement plus courtes pour la
population 2R/2R que 2R/3R ou 3R/3R (p=.013 an8 r@$pectivement). Les patients C/C et
C/T pour XRCC1 (Arg399GlIn) avaient en univariéengigilleures survies sans progression et
globale que la population T/T (p=0,0072 et p= 0008spectivement). Ceci n’'était pas

retrouvé en analyse multivari@@ublication N°4).
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En analyse multivariée et en excluant les patieptyés secondairement de leur métastases,
les groupes 2R/3R and 3R/3R pour TYMS apparaissalennouveau avec un meilleur
pronostic que la population 2R/2R (p=.02; OR 0.685% 0.36 to 0.94 and p=.006; OR
0.52; CI95% 0.32 to 0.83 respectively) en contraoiic avec les études précédemment
publiées. De facon intéressante, les groupes CITTgpour GSTP1 341C>T avaient une plus
mauvaise survie sans progression que la popul&i@n(p=.006; OR 2.07; CI95% 1.22 to
3.49), et les patients homozygotes T/T pour MTHRR@®>T une tendance a une meilleure
survie globale (p=.056; OR 0.57; CI95% 0.33 to ).Ginalement en considérant les variants
a haut risque de progression, c’'est a dire C/T /ar four GSTP1 341C>T et 2R/2R for
TYMS, nous avons combiné deux populations parmille8 patients de I'étude: soit sans
aucun génotype a risque (group 0, 78 patients ¥6),1soit avec au moins un génotype a
risque (group 1, 40 patients (33.9%)). Les surgmss progression étaient de 9,6 et 7,1 mois
respectivement et les survies globales de 25.6.8rG1 L'impact négatif pour les génotypes a

risque sont visibles sur les courbes de Kaplan-Mer0,06).

2. Discussion

Nous démontrons une nouvelle fois dans cette giodant sur 118 patients, I'intérét de
'adaptation pharmacocinétique de doses de 5-FUsn@mimbinée ici a I'oxaliplatineLe
schéma FOLFOX4 adapté obtient ainsi des taux denegs tout a fait excellents par rapport
aux données déja publié@goir chapitre 11.1) avec des maladies contrélées dans 9 cas sur
10 a 3 mois et dans presque 8 cas sur 10 a 6 besssurvies globale et sans progression
étaient de 23,1 et 9,3 mois respectivement. Darnersides cas une chirurgie secondaire a pu
étre réalisée sur les métastases transformanbt®gtic des patients : Survie globale médiane
de 38,2 mois dans ce cas. Ces excellents résptiatsun schéma de traitement non combiné
a une thérapie ciblée sont corrélés a des tauaxigtés tout a fait acceptables : environ 20%
de grade 3-4 ce qui est tres inférieur aux tawitibement rapportés dans la littérature. Les
patients présentant une mutation de la DPYD n’oBsgnté aucune toxicité sévere par le
management pharmacocinétique aprés diagnostic pheingénotypique préthérapeutique.
Concernant la population générale, les toxicit@poaces étaient relativement gérables (via
I'adjonction de G-CSF pour les neutropénies) oganitraire plus contraignantes, imposant la
diminution des posologie de I'oxaliplatine (cheztians des patients) voire I'arrét complet du

traitement : thrombopénies et surtout neurotoxi@t@atients sur 10, 30% de I'ensemble des
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toxicités), cette derniere étant responsable de %@% cas d’interrruption du schéma

thérapeutique.

Une telle modalité de traitement par « FOLFOX4 &élapdevrait ainsi étre considérée, et
généralisée au besoin, afin d’améliorer I'indexraipéutique du « FOLFOX4 standard »
notamment dans les cas ou les thérapies ciblégsuwvent étre employées :

v/ Mutations du géne Kras (de Braf ? et de PI3ko? chapitre précédehtpour
les thérapies anti EGFR (cetuximab/panitumumab)atians retrouvées chez
environ 40 % des patients (prés de 80% des paii@rdsl’on considéere Braf
et PI3K dans notre étude sur 54 patients) ;

v/ contre-indications ou effets secondaires quanuli$ation du bevacizumab
(HTA non controlée, syndrome néphrotique, saigndsantifs, thromboses,

antécédents d’IDM, etc...).

Par ailleurs des situations cliniques, telles cueayéstion des patients agés ou les cas de
maladies définitivement inopérables, pourraientargant tirer profit d'un schéma offrant un

tres bon contrdle des symptoémes avec un moindyaeide toxicité.

D’autre part, des considérations pharmaco-éconassidustifient de ce type de schéma
thérapeutique permettant d’obtenir des résultatévabpnts a ceux d’autres traitements, eux
combinés a des thérapies ciblées, dont le colt&eiprohibitif dans certains pays et dont le
justificatif peut se discuter en situation tresirelment palliative, probleme d’actualité

actuellement soulevé par les compagnies d’assuramcdetats-Unis. Ceci sans compter les
economies réalisées en termes de gestion des efésisndaires (soins de support,

hospitalisations itératives, etc..).

Enfin au vu de nos observations, l'adjonction alpérapies ciblées d'un traitement

cytotoxiqgue combiné mais trés clairement « inte@sifpar son rationnel adapté au profil et
au métabolisme du patient, ne peut aboutir qu'aréeslitats encore maximalisés, notamment
sur les taux de réponse, offrant ainsi de nouv@itssibilités radiochirurgicales et de réelles
chances de guérison. Un tel schéma pourrait se @a@mp des traitements intensifs de type
FOLFIRINOX mais avec un niveau de toxicité cettés facceptable pour le plus grand

nombre et non pour des patients tres sélectiormgstg jeunes, bon état général, maladie

localisée au niveau hépatique ou pulmonaire, ....).
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Concernant les potentielles interactions entre newtoxicité a I'oxaliplatine et génotypes
nous avons mis en évidence dans nos deux étudakefes, deux polymorphismes a haut
risque de développer des évenements secondairgsmde 3-4 altérant la qualité de vie des
patients : le statut C/T (et dans une moindre n&e$LF) pour ERCC1 118 C>{Publication
N°3) et le statut C/C pour XPD 751 AX@ublication N°4).

L’oxaliplatine présente deux types de toxicités sute plan neurologique.La premiére

« aigue »intervenant dans les premieres heures suivaralésation de la cure chez pres de
90% des patients et incluant des paresthésieseacfabire oropharyngées) déclenchées et
accentuées par le froidg seconde « chronigue saractérisée par une perte de sensibilité et
par des atteintes fonctionnelles et motrices aprastemps variable d’exposition a
'oxaliplatine et dont la régression peut étre ttemgue voire impossible, grevant tres
clairement la qualité de vie des patients aveddtte des gestes fins de la vie quotidienne tels
que I'écriture, le boutonnage, le lacage etc...Cesraes peuvent également étre profondes,
proprioceptives, avec notamment instabilité a &i@t debout et marche non assurée avec
augmentation du polygone de substentation. Lessfiasies au froid sont pathognomoniques
de l'oxaliplatine et ne sont pas liées a des dtsimbjectives et morphologiques des nerfs
périphériquegVoir Chapitre « Pharmacologie de I'oxaliplatine ») Notre équipe et d’autres
ont au contraire pu montrar vitro commein vivo chez le patient, 'implication dans ce type
de toxicité de I'oxalate via les canaux sodiquekage-dépendants, méme si 'ensemble des
mécanismes restent peu clair et la physiopatholegieunivoque. Dans le contexte de cette
hypothése et des résultats d’études préliminaieestionnel de I'administration-prévention
avant et aprés chacune des injections d’oxalipatiie gluconate de calcium et de sulfate de
magneésium, est justifié, méme si des controversepw émerger sur le risque de diminution
du contréle de la maladie par cette méthode (iétenfce avec I'efficacité de I'oxaliplatine)
[175], crainte par la suite néanmoins démentie par texlasions définitives de I'étude
américaine (CONCEPT Study) dont les résultats ipighires avaient pu faire craindre, dans
un premier temps en tout cas, un effet négatif’agpbrt calcique(Présentation orale a
’TASCO GI 2008 sans publication par la suite).

Par ailleurs, I'oxaliplatine, comme le cisplatimegluit des dommages neuronaux, I'inhibition
de I'influx nerveux, et une atrophie sélective dwous-population de neurones des ganglions
spinaux, situés hors du SNC, en périphérie, et donc« protégeés » par la barriere méningée,

ou hémato-encéphalique, et ses systemes de déabixifi spécifique (protéines d’efflux
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comme ABCC2 par exempl§)76-177] Cette toxicité neurologique « chronique pourrait

par contre étre reliée au dichloro-DACH Platinumtre dérivé de I'oxaliplatingl74]. Alors

qgue la toxicité aigue est rarement invalidante {piie 95% de grade 1 et spontanément
résolutifs au-dela de 24 heures), en dehors de e de neuropathies de grade 3-4 (type
laryngospasme), la toxicité chronique est, elldepiellemnt sévere (grade 3-4 fréquents),
difficilement résolutive, dose-dépendante, dosetdinte, et finalement non régressive, une
fois installée, par les perfusions de calcium/magma. Cette toxicité semble atteindre la
fonction neuronale elle-méme sans étre liée a tienee de 'homéostasie de ces cellules.
Partant de ces hypothéses de travail, les résutatsos études tendent a les conforter en
individualisant deux protéines majeures de la w@#par dans le systtme «NER »,
particulierement impliqués dans les Iésions paudsldiées aux sels de platine (cisplatine et
oxaliplatine), que sont ERCC1 et XPOe sont, a notre connaissance, les premiéres études
corrélant directement des protéines de réparatian|dADN avec les neurotoxicités induites
par I'oxaplatine. D’autres études translationnelles avaient en eHpportés des résultats
concernant les survies sans progression dansatifEs tumeurs (dont des tumeurs coliques)
et des polymorphismes géniques de ERCC1 et XPD3, tsartefois retrouver d’éléments de
corrélations statistiques avec les neurotoxic[tE&3-185]

Nous n’avons nous-méme pas retrouvé d’interactitredes polymorphismes de 'AGXT,
contrairement aux précédents travaux de notre dabioe (voir publication N°5), ceux de
GSTP1, et l'incidence de toxicités neurologiqueesés du fait de I'utilisation systématique

pendant notre protocole d’étude de perfusions tiuca et de magnésium.

Pour expliguer de tels résultats nous faisons I'hypothése que la neurotoxicitéoriue
n’est peut étre pas liée a un probléme ioniquéegaanaux calcium-dépendant (et donc a des
variations d’activit¢ enzymatique de AGXT), ni a euraccumulation intracellulaire
d’oxaliplatine par déficit de fonctionnement destéynes de détoxification médiés par le
glutathion (et donc les polymorphismes de GSTPBHjsrhien & une toxicité sur 'ADN des
neurones périphériques, par les adduits de sepdatiee ; toxicité encore favorisée par des
systeme de réparation « défaillants » face a umessign massive par la chimiothérapie
« oxaliplatine », sans étre pour autant délétagedpnt la vie de lindividu en condition
normale d’homéostasie cellulaire. Ces anomalies AlNiites par I'oxaliplatine pourraient
aboutir a des mécanismes de stress cellulaireéeasitl» les neurones périphériques sensitifs
et désorganisant leurs fonctions dans les messaga®ceptifs envoyés vers le systeme

nerveux central via les cornes postérieures mackglaLes polymorphismes « mutés » ou
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« hétérozygotes » de ERCC1 118 C>T et XPD 751 Abx@ligssentn vitro a une diminution
d’activité enzymatique (quantitativement et/ou gativement) de chacune de ces protéines
expliqguant possiblement, sous traitement prolotege manifestations cliniques observées, et
surtout leurs faibles réversibilités, ces lésiori3NAétant définitives si non réparées. Cette
hypothése est en partie, peut-étre, corrélée asdivation d'une meilleure survie sans
progressionPublications N°3 et 4),10,1 mois versus 8,0 pour la population C/C ou,C/T
tendant a la significativité (p=0, 068), chez legignts homozygotes mutés ERCC1 118C>T
T/T, que I'on pourrait comprendre par une toxiaiEzrue de I'oxaliplatine sur les cellules
cancéreuses par les mémes mécanismes de défauigadation, mais au niveau de I'’ADN
tumoral cette fois, que ceux retrouvés possibleraamiveau des ADN neuronaux « sains »
des ganglions spinaux. Cette augmentation d’eficade I'oxaliplatine est trés nettement
visible si I'on considere la répartition des gépaty ERCC1 dans la population de patients
« bon répondeurs » (c’est a dire présentant desisés objectives (RC+RP) selon les critéres
RECIST) aprés 6 mois de traitement : C/C 15%, @%@t T/T 46%.

Enfin, et considérant justement ERCC1, il est ingoarde souligner qu’a I'inverse de cas de
mutations (comme T/T pour 118 C>T) induisant unaidution d’activité de réparation et
donc - semble-t-il - une plus grande efficacitéi@ra prix d’'une toxicité neuronale accrue),
d’autres facteurs pourraient interagir a I'invesg un surcroit d'activité avec le risque de
résistance a l'oxaliplatine. Ce probleme a été esaulet explorén vitro (sur NIH 3T3,
cellules embryonnaires fibroblastiques de soutisM€F-7, cellules tumorales mammaires
humaines) par I'équipe de Youn C# al [186], avec une étude fondamentale rapportant
implication de I'activation des voies de transtlan MAP Kinases (dont H-Ras, proche de
Kras) non seulement dans la progression tumorale @galement dans la résistance aux sels
de platine via I'induction de la transcription dang ERCC1. Depuis ces travaux (2004), la
mise en évidence de l'implication des mutationsskeamme facteur de mauvais pronostic
sur la survie dans les cancers colorectaux commechopulmonaires non a petites cellules
[187], mais également comme facteur prédictif de rasista un traitement de thérapie ciblée
par anticorps anti EGFR, a replacé la problématigid’éventuel impact de ces mutations,
par ailleurs tres frequentes (40% environ), suffitacité d’'un schéma de traitement
cytotoxique « standard » et comprenant notammemto{gt) I'oxaliplatine. Une tres récente
étude observationnelle de Loriett al [188], collectant les résultats de 6 études dans leecanc
bronchique non a petites cellules et 10 dans learagolique, ne retrouve cependant pas de

valeur prédictive négative de réponse a la chirgiaihie des mutations Kras, qui restent par
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contre associées a une diminution de la survie anédgia I'exception notable du cancer
coligue métastatique traité par chimiothérapie doéd a un traitement antiangiogénique par
bevacizumab. Ces résultats confirment ceux d’'audtedes translationnelles s’appuyant sur
les données de deux grands essais cliniques de ffhasec importantes cohortes de patients
et réactualisées selon le statut Kras : les étOdRis$S, premiere ligne FOLFOX + cetuximab -
voir page 34- et FOCUS, monothérapie par 5-FU puis combinésuge chimiothérapie
combinée d’embléewvoir page 118 (Figures 42 et 43).

Ainsi le statut muté de Kras (et de BfaB9]) ne semble donc pas interférer avec I'efficacité
ou la tolérance d’'un traitement par FOLFOX ou FORF[189-190].
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Figures 42 et 43Survies sans progression et survie globale en farctdes mutations de
Kras et Braf dans I'essai FOCUS (a gauche)[189]seirvie sans progression dans I'essai
OPUS (a droite) en fonction du statut Kras [190].

L'interprétation des survies en fonction des difféeents poymorphismes parait plus

complexe et son rationnel plus aléatoire, tant deanées sont contradictoires avec les
résultats préalablement publiés concernant la TYM&mment. Ainsi et contrairement a
lirinotecan, il semble que des parametres liesraiabolisme propre au 5-FU (TYMS et

MTHFR), jouent encore un role potentiel dans unéstl combiné de traitement avec
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l'oxaliplatine. Le bénéfice théorique de mutatios la MTHFR (associées donc a une
augmentation potentielle du stock intracellulaiee fdlates avec stabilisation du complexe
ternaire 5-FU — TYMS - Tétrahydrofolategpir chapitre « Pharmacologie du 5-FU »
comme la population homozygote T/T pour 677 C>Tve¢a diminution enzymatique
d’environ 75%), est ainsi, dans notre étude, olésesur la survie globale, avec et aprés donc
une premiere ligne de traitement par FOLFOX4 adaptéc une tendance tres proche de la
significativité (p=0,056; OR 0,57; IC 95% 0,33 &1l). Concernant le génotypage de la
TYMS, la population 2R/2R pour TSER semblent étmsque de survies moindres que les
populations 2R/3R et 3R/3R, ce qui parait tresrsmignt et en contradiction avec la méta-
ananlyse de Poppatt al [162]. En tout cas un tel résultat confirme la difficulté
d’interprétation, au moins sur le plan de I'’'ADN gpenal, d’'un tel génotypage sur le devenir
prévisionnel cliniqgue des patients atteints de eencolorectaux métastatiques ; apres plus de
10 ans d’exploration la TYMS, de régulation tréesnptexe et adaptative, ne parait toujours
pas étre un marqueur sensible et pertinent dans déwmarches de corrélation
clinique/réponse/génotydmors traitement exclusif par 5-FU ou son réle prédominant en
tant que cible principale, reste une voie de reztiteemajeure dans la compréhension des

phénomenes pharmacogénétiques.

En conclusion un schéma FOLFOX4 adapté a la pharmacogénétiquanmun haut niveau
d’efficacité tout en étant associé a un taux decttextout a fait acceptabldl devrait donc
étre systématiquement considéré tant en situatifuvante que métastatiqua, fortiori Si
I'objectif est I'obtention d’'un taux de réponse\@ea obtenir de facon rapide, et ce enfin
d’envisager dans des conditions prédéfinies, leslleues possibilités de traitements

complémentaires par exérese-destruction des metastaotentiellement curateurs.

La toxicité aigue de l'oxaliplatinesemble étre médiée par des mécanismes de perte
d’homéostasie neuronale par troubles ioniques, nigtes médiés par des altérations du
fonctionnement des canaux calcium-dépendants, hgatton entre le calcium - et dans une
moindre mesure le magnésium -, et 'oxalate, déméabolique «inactif », sur le plan
cytotoxique tumoral, de I'oxaliplatine. Selon cdioanel, des perfusions systématiques de
calcium/magnésium avant et apres traitement pdiptigne semblent justifiées et ont fait la
preuve de leur intérét en clinique tout en n’irdestht pas avec l'efficacité du traitement

cytotoxique lui-méme.
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La toxicité chronique de l'oxaliplatineemble par contre liee a des altérations génétique
potentiellement irréversibles, dose-dépendantess dua formation d’adduits sur I'ADN par
le dichloro-DACH platinum, autre dérivé actif dexaliplatine, et notamment au niveau des
neurones sensitifs périphériques des ganglionasgpjrparticulierement exposes puisque non
« protégeés » par la barriere méningée et ses sgstefificaces d’efflux des xénobiotiques
agressifs. La population de patients présentantpdgsnorphismes homozygotes sauvages
pour ERCC1 118 C>T (C/C) et XPD 751 A>C (A/A) - 1&t 45,7% respectivement -, deux
des genes majeurs du systeme « NER » particulieteimpliqué dans les mécanismes de
réparation des adduits sur I'ADN provoqués par dliplatine, semblent avoir un profil
pharmacogénétique favorable concernant ce typeoxieité et pourraient éventuellement
bénéficier d’une intensification de doses d’'oxatple, dont le bénéfice et la tolérance seront
a démontrer dans le cadre d'études prospectivesn sl méme schéma que l'essai
« FOLFIRI-Cetuximab », présenté dans la deuxiéemetiepaci-avant. Au contraire la
population T/T pour ERCC1 118 C>T semble a risqoeriade toxicité neurologique mais
parait tirer bénéfice, en terme de réponses obgxtet de survie, de cette plus grade

sensibilité a I'oxaliplatine.

Enfin il est intéressant de noter que le statuténde Kras ne semble pas interférer avec
I'efficacité ou la tolérance d'un traitement par EBOX ou FOLFIRI. Les résultats
pharmacogénétiques présentés dans le cadre detreoted de These sont dora priori
applicables aux mémes schémas thérapeutiques seosi@s a des thérapies ciblées anti
EGFR (si Kras sauvage). Il n’existe par contre g@agpreuve formelle de I'extension de ces
résultats avec une combinaison exploitant une pigraciblée antiangiogénique
(bevacizumab). Une étude de type « FOLFIRI inté®givastin » pourrait toutefois apporter

des éléments de réponse sur ce sujet.
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ABSTRACT

5-FU/Leucovorin plus Oxaliplatin (FOLFOX-4 regimerepresents a reference combination
both in adjuvant and metastatic settings of cokatecancer treatment. The purpose of this
current study was to investigate potential corr@habetween clinical outcome in 118 patients
with advanced colorectal cancer treated by FOLFOXMsit first line and 13 somatic
polymorphisms within 6 genes involved in 5-FU melam pathway - Dihydropyrimidine
Dehydrogenase (DPYD), Thymidylate Synthase (TYMS) Methylene Tetra-Hydro-Folate
Reductase (MTHFR) -, in oxalate metabolism - Glyatey Amino-Transferase (AGXT) -, in
detoxification glutathione cycle - Glutathione Saifisferaset 1 (GSTP1) -, and in DNA
repair mechanisms - Excision Repair Cross-Complémgrgroup 1 (ERCC1). 5-FU dose
was tailored using pharmacokinetic monitoring. &s&s of DPYD relevant SNPs, the initial
dose was reduced by 50%. 386 toxic events werdigtbtivith 78 graded 3-4 (20%),
especially neuro- (7.5%) and hematological (10.680)LFOX-4 regimen had to be stopped
for severe neurotoxicity in 34 patients (29.6%)e@&fic grade 3-4 5-FU adverse events were
rare (three grade 3 mucositis). C/C for ERCC1 1IBGwas significantly observed as
protective biomarker for neurotoxicity in univagaanalysis (p=.02). Overall response rate
was 77.1% at 3 months and 53.4% at 6. The mediarathwurvival and median progression-
free survival times were 23.1 and 9.3 months rdspdyg. Secondary metastasis surgeries
were carried out in 37 (31.3%) patients with a raedbverall survival of 38.2 months. C/C
for GSTP1 341C>T group was correlated with a bettedian progression-free survival than
C/T and T/T group: 9.4 months versus 7.0 respdgtie=0.006). Paradoxically progression-
free and overall survival times of the patientshw#R/3R and 3R/3R for TYMS were
statistically more than 2R/2R group: p=.006 andré&pectively in multivariate Cox model.

In conclusion, efficacy of tailored FOLFOX-4 wasgyhiwith excellent overall response and
survival rates. C/C for ERCC1 118C>T appears toabgood prognostic biomarker for
neurotoxicity and should be considered in ordeygdtimize based oxaliplatin regimens.
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INTRODUCTION.

Colorectal cancer is one of the most frequent mahgies in humans. It represents a highly
treatable and curable disease when localized, Iodiortunately 50% of patients will
experience metastatic progression associated wigoa prognosis: in this case 5-year
survival is approximately 10%. In adjuvant or m&dtis settings, 5-flurouracil (5-FU)
remains the corner stone of treatment either asglesagent (10 to 20% for response rlg)

or especially in combinations. In the last decadggaificant increasing to 50% for objective
response with a better outcome were obtained wiBUSbased regimens associated with
other synergic cytotoxic agents as oxaliplatin emdbtecan (CPT11j2-5), and more recently
with targeted therapies as bevacizumab (a recombim@noclonal antibody targeting the
vascular endothelial growth factqi§-8) or cetuximab (an antibody inhibiting the epidermal

growth factor receptor(©-10).

FOLFOX-4 regimen, which includes bolus/infusionalfliorouracil with folinic acid
modulation and oxaliplatin, became the most commaisked treatment in the first line for
patients with metastatic colorectal candéd-13) Especially FOLFOX-4, as FOLFIRI
regimen (with irinotecan), enable a subgroup oigpés with hepatic or pulmonary metastases
to undergo secondary surgery with the resultanéfiteof prolonged disease-free survival and
for few a real hope of curd4-17) However chemotherapy regimens involve severattox
side effects with potentially unacceptable lifecidiening events. At the present time, the
detection of patients either responder or withgh sk of toxicity remains unclear, but the
identification of predictive biomarkers for clinicautcome may help to define prospectively
those who are more likely to benefit from the tneatt(18-20)

In this way several biomolecular determinants weeviously studied for colorectal cancers.
Concerning 5-FU three enzymes particularly involved in metabolismere identified:
Thymidylate synthetase (TYMSje primary target of 5-FU, that presents a double
polymorphism in its enhancer region: a 28-base {gu)y tandem repeat sequence called ‘R’
within the 5’-untranslated region, with an increeshumber of repeat sequen¢2$-22)and

a common variant recently identified at thé"Iucleotide of the second repeat in the 3R
allele that can stop USF-1 binding and decreasesdrgptional activity(23-24).Finally high
levels of TYMS could be correlated with 5-FU reaigte and a poorer clinical outcorf2b-

27) but publisheddata are conflicting27) and at the present time there is no consensuseon t

interest of a potential pretherapeutic use.
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Dihydropyrimidine dehydrogenase (DPYDhat accounts for 80% of drug clearance, is
subjected to genetic polymorphism associated wibmaactivity level and potential severe
adverse side effects to 5-KR8); finally Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFRpat

is also subject to a common polymorphism leadingai@able activity; the most common two
in Caucasians being MTHFR 677C>T and MTHFR 1298A2@). MTHFR is involved in
the intracellular folate pool and variations in @szymatic activity could play a key role in
response under 5-FU based treatment via 5, 10-heettgtrahydrofolate which is a cofactor
for 5-FU inhibition of TYMS(30-33) For example, we have previously shown that we can
easily discriminate patients with a high risk ofelthreatening toxicity (DPD’s Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) and C/C for MTHFRO8R>C), and with a predicted
shorter survival time (3R/3R TYMS genotype assedavith C/C for MTHFR 677C>T or
A/A for 1298A>C) concerning only 5-FU and leucovobased regimen (LV5FUZ34).

Concerning oxaliplatin, several polymorphisms were identified inside geim@olved either
in mechanisms of neuro- and hematological toxi@tther in platinum resistance.

Oxaliplatin (Eloxatin; trans-diaminocyclohexane oxalatoplatinum, L-OHP) is thely
platinum compound to show clinical activity in caatal cancer, with a real synergic effect
associated to 5-Fuh vitro andin vivo. Its ability to form platinum-DNA adducts explairts
antitumor activity. The main adverse side effecte hematological toxicity (especially
neutro- and thrombopenia) often manageable andipheeal sensory neuropatf®-3, 11-13,
35).

Neurotoxicity, acute or chronic, induced by oxalipt is linked to potential severe effects on
quality of life. Its incidence was estimated to m@i0% of the patients receiving oxaliplatin
(36) and so is dose-limiting for its use in long-terwhoreover this adverse side-effect can
compromise patient benefit because of chemothediggontinuation(37). At the present
time no treatment was proven in order to preveist¢bmplication. Ca+/Mg infusions before
and after oxaliplatin perfusions are investigated eould be a begin of soluti¢@8) but call
for further large studies before implementatiorlinical practice. New neuroprotective agent
as Xaliproden has recently used in this indicatrath promising resultq39) but future
randomized trials must be done to confirm thesérpieary data and waiting for, oxaliplatin-
induced neurotoxicity still remains an importanolgem for praticians in optimal drug
managing. Thus growing efforts focusing on deteantnpharmacogenetics in order to
prevent in selected patients a such debiliting esdtveffect were done these last years. In fact

mechanisms involved in genetic disposition to depela severe oxaliplatin-mediated
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neurotoxicity remain unclear but several hypothdsm#ge been suggested. Platinum agents
affect axons, myelin sheath and glial structureseafrons especially in the dorsal root ganglia
and peripheral nerves, probably through the foromatf DNA adducts or DNA-adducts
proteins complex disrupting nuclear metabolism. Resavy metal agent, oxaliplatin is
eliminated through detoxification pathway enzymesd aespecially theGlutathione S-
Transferaser 1 (GSTP1) Several gene polymorphisms involved in this fgnfibve been
investigated in translational studies with variabésults (40-41) However nerve biopsy
studies have shown no correlation between sensonptems in patients under oxaliplatin
regimen and objective axonal degenerafé).

We and other have studied another electrophysicdbdnypothesis than the oxaliplatin
accumulation in neurons. Indeed interferences baea described with neuron voltage-gated
sodium channels via oxalate, a calcium chelatorabwite. So specific research on gene
polymorphisms involved in the pathway of the oxalatetabolism could have a particular
predictive interest. In our previous study, a mihaplotype ofGlyoxylate AminoTransferase
(AGXT)was found significantly predictive of both acutelachronic neurotoxicit{43). Since
nevertheless another biological study has shownradictory results in &Xenopusoocytes

model on the role of ion channels in the neuropatmesig44).

Another consistent problem remains the mechanisw@ved in oxaliplatin-resistance. DNA
adducts lead to intrastrand and interstrand cliogs-Wwhich disrupt the structure of the DNA
molecule inducing apoptosis. The degradation oflipbedin is independent of potentially
varying enzyme activity but its mechanism of actmm DNA as platinum agent explains
potential variations in patients on responses amwival times according to under- or
overexpression of DNA repair enzymes. Indeed platirresistance is a multifactor process
including transport alteration, drug detoxificati(see above), DNA repair, and tolerance to
damage and apoptogi5-47) Specific DNA repair system is well known for sotimaes to
be the main way in mediating resistan@dd). Several polymorphisms involved in repair
pathways have been associated with a higher riglaméer and variation in clinical outcome
to chemotherapy, polymorphisms including the baseis®n repair (BER) system (e.qg.,
XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group ltgirg, andOGG1genes which encode
DNA glycosylases involved in the excision repair8shydroxy-2'-deoxyguanin@-OH-dG)
from oxidatively-damaged DNA) and nucleotide exmisrepair (NER) systenERCC1, and
complementation group as XPD and XB&nes for example). Thexcision Repair Cross-

Complementing (ERCCiamily prevent damage to DNA by modified nucleetidxcision
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(first step) then repair (second step via DNA padyase activity(49). ERCC1 (ERCC group

1) gene encodes a protein of 297 aminoacids formiily XPF (Xeroderma Pigmentosum
Complementation group F, so callddRCC4) an active complex required in both
recombinational repair and nucleotide excision ire{z®).

Numerous studies have shown a correlation betwde@@E. polymorphisms and clinical

endpoints in colorectal cancers with sometimesredittory result$51-53)

Considering these data, the purpose of the cusemly was to analyze from DNA blood
samples a panel of 13 genetic polymorphisms withigenes (TYMS, DPYD, MTHFR,
ERCC1, GSTP1 and AGXT) involved in DNA repair and the metabolism and
detoxification of 5-FU and oxaliplatin. These geresl been chosen based on previously
studies and in order to determinate genetic catelideomarkers with potential statistically
correlation between them and clinical outcome afdtg parameters in advanced colorectal
patients treated by combination pharmacokinetiqteth5-FU/Leucovorin with oxaliplatin
chemotherapy (tailored FOLFOX-4).
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PATIENTS AND METHODS

Patients

This retrospective observational study included paBents treated in first-line in metastatic
setting for advanced colorectal cancer accordingth® so-called FOLFOX-4 regimen,
including 5-fluorouracil, leucovorin and oxaliplatiTo be eligible for inclusion, the patient
had to be at least 19 years old, present measunadtigstatic lesions, and have an estimated
life expectancy of at least three months. All patBewere required to have normal bone
marrow and organ function before the administrabbrdrugs. The performance status was
evaluated as defined by the World Health Orgaroma{WHO). Written informed consent
was obtained from all patients before peripherablllsamples were taken for biomolecular
analysis. A computed tomography scan was perforpreat to treatment, and metastatic

lesions were measured.

Chemotherapy regimen description

Oxaliplatin was administered every two weeks, befofFU treatment, for two hours. The
initial dose was 85mg/mz. Infusions of magnesiurd aalcium before and after oxaliplatin

perfusion were systematically performed for eaate.cu

5-FU was administered for 46 hours after treatmatit 200mg/m?2 of intravenous leucovorin

bolus and 400mg/m?2 of intravenous push of 5-FUlf@minutes. The initial 5-FU dose was
2,500mg/m2 and then tailored according to our tutis practice, using pharmacokinetic
monitoring as previously described according t@rtwracil plasma concentrations after 43
hours (steady-state concentration) and dose-adgustomartg54). In cases of DPD relevant

SNPs, i.e. 2846A>T, IVS14+1G>A, 1679T>G, 464T>Ae timitial dose was decreased by
50% (34). Treatment was continued until progression was charied, severe toxicity took

place, or according to the patient’s or doctorasien.

Follow-Up

Every fortnight, each patient was physically exasdirand any adverse toxic events were
evaluated and graded. Treatment efficacy was etsludy comparing pretherapeutic

metastatic lesion measurements to those remairfieg & months of treatment, and then

every 3 months. Data were collected until the de&tihe patient or until the termination date

of the study (end-point: 19/03/2009) and any trestihradministered after progression under
the FOLFOX-4 regimen was recorded.
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Response assessment
The response was assessed according to the ‘Respmasuation Criteria in Solid Tumor

Group Criteria’ and by reviewing computed tomognapbans.

Tolerance assessment

All adverse events, especially neuropathy and helogital events were recorded and graded
for severity according to NCI-CTC scales. Haemogrees were performed every 2 weeks;
electrolyte tests and tests on urea, creatinindiaadenzymes were carried out every month.
In the event of significant grade 2 toxicity forF& - and without pharmacokinetic
recommendations for a decrease -, the dose wasaediy 10%. In cases of grade 3 toxicity
or grade 2 for specific oxaliplatin-neuropathy, ttreatment was interrupted until toxic
manifestations were resolved and treatment was risarted with a decrease of 25% of 5-
FU or oxaliplatin respectively. Oxaliplatin was gped if neuropathy grade 3 but 5-FU
continued alone (LV5FU2 regimen) in this case. fimeat was stopped in cases of all grade

4 toxicity.

Genotyping.

Isolation of patient DNA from blood samples.

Total genomic DNA was isolated from peripheral llalls using the blood DNA Isolation
Kit for Blood/Bone Marrow/Tissue (Roche DiagnostiésmbH, Mannheim, Germany). Each
sample was controlled with respect to DNA isolatlmn UV transillumination of ethidium
bromide-stained gels from subsequent electroplossparation in 2% agarose. DNA was
isolated from 118 subjects and was used to idemtffiylS, DPYD, MTHFR, ERCC1, AGXT
and GSTP1 polymorphisms. For each batch, appreppasitive and negative controls of

established genotypes were assayed.

Analysis of Polymorphisms

Genotyping was performed using DNA obtained fromigteeral blood. All polymorphisms
were investigated using a polymerase chain reac{P@R) technique. PCR reactions
contained: 50ul of reaction mix consisted of 1X PBRfer (pH 8.5), 2.5 mM MgG| 0.2mM
dNTP (In vitrogen), 10 pmoles of each primer arsl 0.of Tag DNA Polymerase. All PCR
reagents were from Promega Corporation© and PCRepsi were from Eurofins MWG
Operon®©. PCR started with initial denaturation (®46r 2 min 30 sec, excepted TS for witch

the initial denaturation is at 95°C for 10 min)ded with final extension (72°C for 5 min) and
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30-35 cycles were performed in DNA Eppendorf/Masteler gradient (Fischer’s Scientific
Laboratory). The analysis of 12 studied polymorptagexcept TYMS 5’UTR) was based on
pyrosequencing technology (bioluminometric realdinsequence determination): PCR
products were sequenced using an automated PSQMAEB instrument (Pyrosequencing
AB, Uppsala, Sweden), according to the manufactpretocol as previously describ€si).
For DPYD polymorphisms, four SNPs, associated wéliere DPYD deficiency, and hence
with potentially life-threatening toxicity under €éh5-FU regimen, were systematically
analyzed: IVS 14+1G>A within intron 14, 2846A>T it exon 22, 1679T>G within exon
13 and 464 T>A within exon &5). For MTHFR polymorphisms, the two commonest SNPs
in the Caucasian population were analyzed: 6770wl 1298A>C. For TYMS, we analysed
simply the 28-base pair (bp) tandem repeat sequealded ‘R’ within the 5’-untranslated
region (5'UTR) but not the second polymorphism diesthe 12 nucleotide of the second
repeat in the 3R. For GSTP1, ERCC1, and AGXT, mevireported polymorphisms were
analyzed i.e. respectively: GSTP1 313A>G (lle10jV&STP1 341C>T (Alall4Vval),
ERCC1 118C>T (Asn118As), ERCC1 8092C>A (3'UTR), AGX54G>T (ProllLeu) and
AGXT 1142A>G (lle340Met).

For each polymorphism, the specific primers foophiotinyled, PCR temperature profiles of

amplification are detailed in thEable I.

Statistical analysis.

The overall survival time (OS) was defined by theripd between the date of the start of
treatment and the date of death, regardless ofdahse. Progression-free survival (PFS) was
defined by the period between the date of the sfatteatment and the date of progression
(clinical or radiological progression) or death.ti®ats without progression at the time of
analysis were censored at their last availablewsllip assessment. The chi-square test was
used to compare the allele frequency of each vangh that expected for a population in
Hardy-Weinberg equilibrium. The following baseliné well-known prognostic factors of
survival, response and toxicity (number of met&stsites (1vs more), performance status at
enrollment of study (ECOG 0 or\s 2), age (< 60, 61-70 and > 70 years) and gender) i
patients with advanced colorectal cancer were coedpwith each genotype by chi-square
test or Fisher test. Prognosis factors of efficaog safety (especially oxaliplatin induced
neurotoxicity) were analysed by logistic regressibimea error risk was classically chosen at
5%. Uni- and Multivariate Cox regression model was ukedcorrelation analysis between

studied genotypes and overall or progression fregivals. Survivals curves were added
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(Kaplan Meier method). For Multivariate models,yogenotypes and clinical parameters with
a p value <0.25 in Univariate analysis were inctudieen stepwise elimination employed
according to confounding and interaction factors.

Statistical analysis was performed on SAS 9.1.36AV
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RESULTS.

A total of 118 patients who fulfilled the inclusiamiteria were studied between November
2000 and January 2007. The end-point date was /2803. The median follow-up was 1.426
days (3.9 yearsith 26.3 (2.2 years) to 100.2 months (8.3 years)aarange. Clinical
characteristics of patients are givenTliable I, and werein agreement with epidemiological
data in advanced colorectal cancer: the medianwages5 with 35 and 81 years old as a range,
78% of patients had good performance status lomaar 2 and the sex ratio was 1.45 for male.
The metastasis site was unique in 68.6% of casesraliment of study with liver metastasis
in 82% among them. ACE was superior to normal I€¥e3 Ul/mL) in 70.3% (83 patients).
Tumor’s histologies were lieberkuhnian adenocamtiacand mucinous adenocarcinoma in

89% and 11% respectively.

All patients were treated in first-line therapyri@t inclusion criteria).Table Il lists the
successive treatments from second to fourth lineghtients received in order to evaluate the
pertinence of the analysis of overall survival. loadly number of treated patients decreased
with number of realized lines with respectively®, 40.7% and 15.3% in second, third and
fourth line. About 51% of global population receivmainly FOLFIRI regimen in second line.
52.5% received one or several targeted therapsge¢eally cetuximab and/or bevacizumab)
in metastatic treatment setting. FOLFOX-4 has beesed in third or fourth line when it was
possible — i.e. after oxaliplatin-neuropathy retolt in 11% of patients. Finally 24.6% of
patients have been too treated by only 5-FU basgidhen either by intra-venous way, or per

0s.

Table IV lists the distribution of studied gene polymorpigs This distribution was similar
with data previously described in the Caucasianufatipn for TYMS, DPYD and MTHFR

(28-33; 56-60) 21.2% for 2R/2R, 8.5% for MTHFR 1298C/C, 15.2% KMTHFR 677T/T,

and 3.4% for DPYD polymorphism heterozygotes (e A/T for DPYD2846 A>T, and two
T/A for 464T>A). All genotypes are in agreementhwihe Hardy-Weinberg equilibrium and
observed frequencies in Caucasians described wiopee studies for ERCC1, AGXT and
GSTP (51-53, 61-63) In summary, the analysis of the polymorphism tedaat ERCC1

codon 118 (AAC) showed that 16.1% and 37.3% wermxdaygous for C/C and T/T
respectively, and that 46.6% were heterozygous E6F.GSTP1 Alall4Val (341C>T), 99
patients (83.9%) were wild homozygous (C/C). Finalpopulations with different
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polymorphisms were homogeneous (i.e. without diedils difference between them) with
respect to as well as age, performance, histologpe, ACE status, as gender. Such
homogenous populations have allowed to realize @n@ Multivariate analysis in avoiding
bias linked to these well-known parameters in adedrcolorectal cancer and in focusing on

only genetic parameters.

Study of correlation between polymorphisms and toties.

The different types of toxicity are describedTiable V: 386 adverse events (79.8% grade 1-2
side-effects) were reported, especially asthaehrad%) with a majority of grade 1 or 2
events, and hematologic events: neutropaenia ()1vfh 9.3% (36) grade 3-4 events,
thrombopaenia (9.0%) with one grade 4 event, aedén (10.4%) but with only one grade 3
and no grade 4. G-CSF adjunction has to be negeissal.2%. 7% of patients suffered from
grade 1-2 nausea, under setron-based antiemetgs.dND case of cardiac toxicity was
noticed. After previous detection of DPD SNPs (fpatients) and under pharmacokinetic
follow-up, severe specific 5-FU side-effects weager with only three grade 3 mucositis
resolved by symptomatic treatment, and no gradéda#H-Foot syndrome or diarrheas.
Considering oxaliplatin induced neurotoxicity, Za70f global side-effects (but 90.6%
notified in patients) with 29 grade 3 events werported (i.e. 27.1% of total neuropathies).
Oxaliplatin had to be decreased by 20% in 30% difepts during treatment setting and
FOLFOX-4 Regimen stopped for severe toxicity in (88%) of cases: among these, 34
(57.6%) for neurotoxicity, 22 (37.3%) for hematadlog side-effects (especially
thrombopaenia), 1 for both (1.7%) and 2 (3.4%)dltergic reaction.

In Univariate logistic regression model for asstioia of germinal polymorphisms and
neurotoxicity at least grade 2, two wild variantere significantly observed as potential
predictive protective biomarkers: C/C for ERCC1 €28 and 2R/2R for TYMS, with p=.02
and p=.04 respectively. ERCC1 genotype remainssstaily significative in Multivariate
analysis with a higher risk (OR 2.86) for C/T hetgrgote group (p=.013; CI95% 0.86 to
9.55)(Table VI).

Finally no other statistical correlation has bebsayved between studied polymorphisms and

other type of toxicity, notably hematological sielfects.
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Study of correlation between secondary surgery,ymobrphisms and responses.

The overall response [ORR] (complete response [@&g partial response [PR]) rate) was
77.1% at 3 months and 55.7% at 6, with 2.5% an®@%0of complete response [CR]
respectively(Table VII), consideringmetastasis surgery possibly already carried otlirae
months. These secondary surgeries were carriedho8if (31.3%) patients with a median
overall survival of 38.2 monthgs 16.6 for non-operative patients (p<0.00@E)gure 1).
Finally tailored FOLFOX-4 showed a consistent eftig with 88.1% of disease control [DC]
(JORR] plus stable disease [SD] rate) after thremtims and 77.0% at six. Finally response
rates were superior than these described in prelyia@iudies using FOLFOX-4 in advanced
colorectal cancel(11-17) No studied genetic polymorphism was significant Uni- or
Multivariate logistic regression analysis for pi&dig response to treatment in our study.

Study of correlation between clinical data, polynpdrisms and survivals.

The overall survival (OS) rate was 76.7%, 30.6% 82&% at 1, 3 and 5 years respectively.
The median overall survival time was 23.1 monthgdMn progression-free survival (PFS)
time was 9.3 months. Uni- and Multivariate Cox pdjonal hazard regression models for
association of clinical and genetic variables anerall or progression-free survival are
reported inTables VIII and Vlllbis . Logically, secondary surgery led to prolongecdsse-
free and overall survivals as previously descrifet17) p<.0001; OR 0.27; CI95% 0.17 to
0.43 and p<.0001; OR 0.34; CI95% 0.21 to 0.55 retspy. A performance status superior
or equal to 2 was a bad prognosis factor for psjom-free survival (p=.04; OR 1.59;
IC95% 0.87 to 1.96). No difference according agadgr or number of metastatic sites were
found. Considering studied genotypes, GSTP1 341®mmozygous C/C group was
correlated with a better median progression-fragigal than C/T or T/T group: 9.4 months
versus 7.0 respectively (p=.02) in Univariate Cagression model. Concerning TYMS
enhancer region (5’UTR) genotypes, PFS and OS RIR population were statistically
shorter than 2R/3R or 3R/3R populations (p=.013 .848 respectively). No difference with
another genotype was found on survival. In Multisztr Cox analysis - excluding patients
with secondary surgery carried out -, 2R/3R anB3BRTYMS group appears with a better
prognosis for overall and progression-free surgi\pk.02; OR 0.59; CI95% 0.36 to 0.94 and
p=.006; OR 0.52; CI95% 0.32 to 0.83 respectivetygantradiction with previous studiézs-
27). Interestingly, C/T and T/T for GSTP1 341C>T grsupad a significative worst
progression-free survival than C/C group (p=.00& 207; CI95% 1.22 to 3.49), and T/T
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homozygotes for MTHFR 677C>T a trend to better alleurvival (p=.056; OR 0.57; C195%
0.33 to 1.01). Finally according to variants witgrsficantly higher risk of progression, i.e.
C/T or T/T group for GSTP1 341C>T and 2R/2R for T8$Mwe have combined two
populations in 118 studied patients: either with genotype at higher risk (group 0, 78
patients (66.1%)), either with at least one or n{greup 1, 40 patients (33.9%)). Median PFS
were 9.6 and 7.1 months respectively and for me@8r25.6 and 18.6 months respectively.
Kaplan-Meier curves of these 2 groups are showkfigares 2 and 3 The adverse effect for
this genotype at higher risk with shorter PFS wias abserved in the multivariate analysis
(HR 1.80; 95%CIl, 1.20 to 2.70, p=.004), and witineand not statistically significative for OS
(HR 1.47; 95%ClI, 0.27 to 2.23, p=.006).
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CONCLUSION.

The aim of the current study was on the one handgort efficacy and safety of FOLFOX-4
regimen with SNP’s DPYD determination then 5-FU elgsharmacokinetic adaptation
according to our institute’s practice, and on thieeo hand to perform retrospectively a
collateral pharmacogenetic study in order to idgritie predictive or prognostic value of
germline polymorphisms of candidate genes assatih 5-FU and oxaliplatin metabolism
or detoxification pathways. A total of 118 patiemtsre studied in first line (strict inclusion
criteria) of treatment for advanced colorectal erand a panel of 14 genetic polymorphisms
within 6 genes (TYMS, DPYD, MTHFR, ERCC1, GSTP1 &@XT) analyzed for potential
statistical correlation.

Concerning efficacy and safety of tailored (i.eteafpre-therapeutic DPYD genotyping
followed by 5-FU monitoring) FOLFOX-4 regimen, weeported excellent results in
comparison with previous clinical dafa-4) but in correlation with our experience about 5-
FU pharmacokinetic adaptatidi35, 54-55): overall response rates [ORR] were 77.1% at
three months and 53.4% at six, with a disease a@lostitl notified 77% at six months. The
median overall and progression-free survival timese 23.1 and 9.3 months respectively.
Secondary metastasis surgeries were carried @# {81.3%) patients with a median overall
survival of 38.2 months. Moreover this adaptedtinemt was tolerated well with rare grade
3-4 specific 5-FU adverse events (only three g@adeicositis). 20.2% severe grade 3-4 toxic
side-effects were notified especially neuro- andn&®logical toxicity mainly linked to
oxaliplatin that remains the dose-limiting drugaisuch regimen treatment: G-CSF adjunction
had to be necessary in 21.2% and oxaliplatin desectdy 20% in 30% of patients during
treatment setting. Finally tailored FOLFOX-4 regimstopped for severe toxicity in 50%

along six months and in half for neurotoxicity ded 2 or plus.

It is interesting to note that a such tailored ttreent allowed to define a treatment schedule
with as well an optimal efficacy — superior thaattbdescribed results in previous studies -, as
a limited toxicity for 5-FU. Considering this, tailed FOLFOX-4 regimen should to be
generalized, alone or in combination with newepeted therapies. Alone because a such
spectacular efficacy with a chemotherapy regimewd® but pharmacokinetically improved,
could lead to a very interesting potential altereatoption in sequential therapeutics, for
example in case of targeted therapies not recomedentleeding, hypertension for

bevacizumab; anaphylactic reaction for cetuximamatated Kras), in elder, in unresectable
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MCRC, and finally in considering cost-efficiencydarational in use of newer but expensive
drugs whether the main aim of treatment is symptantsdisease control in case of refractory
advanced colorectal cancer. In this last, for examjvo randomised studies that recently
compared first-line 5-FU plus folinic acid therajmythe same drugs plus irinotecan, found no
difference in terms of progression-free survivaéathe second line and overall surviyédi-
65). OPTIMOX trials based on potential interest of a#ipeutic break after FOLFOX-4 or -6
in first line were in the same way of treatmenat&gy(66).

Tailored FOLFOX-4 regimen should to be as well asegalized in combination with recent
targeted therapies. Indeed, even if we must conside results with caution on account of
retrospective design and the small number of p&Etie@RR and progression-free survival
were very similar - and at the very least with lowest and toxicity - than that observed in
large prospective trials including new targetednagi@s cetuxima{67), or bevacizumaf68),

as reported in a very recent revie(@9). So we assume FOLFOX-4 with 5-FU
pharmacokinetic modulation and combined with swarhydted therapies could be an optimal
chemotherapy treatment in first-line , and espBcia enable a subgroup of patients with
hepatic or pulmonary metastases to undergo secprsdagery with a potential cure. This
concept is presently under investigation in outitagon considering adapted continuous
infusion of 5-FU and intensification of irinotecd@€PT11) in according to UGT1A1*28

status, i.e. an “intensive FOLFIRI regimen”.

A growing evidence is that genetic polymorphismes @ne of the major causes of individual
responses to drugs associated with sometimes sadermrse effect$18-20) The present
study analyzed both 5-FU metabolism pathway, DNpPane oxalate and detoxification
metabolisms constitutional polymorphisms in ordetarget the future optimal treatment by
defining biomarkers linked to toxicities, responsasd survivals: 12 different single
nucleotide polymorphisms (except TYMS 5'UTR) in @fefent genes were assessed by
pyrosequencing. Considering oxaliplatin-neurotdyicione wild genetic variant was
significantly observed as potential predictive potive biomarkers as well in Uni- as
Multivariate logistic regression models: C/C for ER1L 118C>T with p=.02 and p=.013
(CI95% 0.86 to 9.55) respectively. To the best of &nowledge, this is the first study
reporting such observational results. ERCC1 118@rolduct is a major component of the

NER system involving in the repair of oxaliplatimduced DNA damag¢49-50) and its
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enzymatic ability could be altered by a SNP conmgra codon of common usage (AAC) to a
less used codon (AAT) with a decrease protein leeglsequently. Several contradictory
clinical studies showed a possible correlation ketwwERCC1 118C>T and clinical outcome
(51-53, 57-59)but never with neurotoxicity linked to oxaliplatiMoreover AGXT154C>T
(ProllLeu) or GSTP1 313A>G (llel05Val) were nottisteally linked in our study with
neurotoxicity as previously describédil, 43) however all patients in our study received Ca
and Mg infusions before and after oxaliplatin psibms, which that could represent a bias by
interfering with oxalate pathway. Considering tb&ition, genesis of neurotoxicity could not
be linked — or only partially - to oxalate metabali and detoxification pathway (especially
via GSTP1), but we do the assumption that the machanism involved in neurotoxicity
could be a default of repair after oxaliplatin eggion in glial structures of neurons especially
in the dorsal root ganglia and peripheral nervastherin vitro andin vivo plus clinical

studies must to be investigated to confirm thisdtlgpsis.

Concerning correlation between germline polymonpisi®f our 13 candidate polymorphisms
and clinical outcome in advanced colorectal cangeder tailored FOLFOX-4 regimen,
GSTP1 341C>T (Alal14Val) appears to be a good mst@mbiomarker for progression-free
survival and could be considered in order to o@nbased oxaliplatin regimens. Indeed
GSTP1 341C>T homozygous C/C group was correlatdd avbetter median progression-free
survival than C/T or T/T group: 9.4 months versus réspectively (p=.02). One explanation
could be a higher risk for oxaliplatin induced reoxicity in C/T and T/T genotype groups
by intracellular drug accumulation, with conseqlieatcompromising patient benefit because
of chemotherapy discontinuation. This hypothesis wat confirmed by univariate logistic
regressiorn(Table VI) for neurotoxicity, potentially linked to the smalimber of patients in
our study. However, the observed fact that ERCCACET C/T and T/T genotypes were at
risk for a shorter progression-free disease withead to statistical significativity (p=.068)
(Table VIII) , supports our hypothesis.

Strangely and in contradiction with meta-analyssf Popat et al(27), in Multivariate Cox
regression model, PFS and OS for 5'UTR TYMS 2R/2iRytation were statistically shorter
than 2R/3R or 3R/3R populations (p=.006 and .02peetively). However the clinical
influence of TYMS polymorphisms in 5-FU based ch#émeoapy are often controversial
because of the diversity of used treatments, @lrsettings, complex mechanisms of TYMS
regulation and mainly because of TYMS tumoral statuprobably very different than that

analysed in peripheral leucocyte germline (esplgciala an overexpression, lack of
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heterozygoty of chromosome 18, and accumulatingetgenchanges). In addition, we
demonstrated in another article - under press t- ttte addition of another cytotoxic drug,
with another metabolism pathway and another actmue, cancels out the relevance of
TYMS status as pronostic or resistance factor. dfothese reasons, TYMS genotyping, at
least in germline cells, appears to us as a prglzdd predictive biomarker for responses or
survivals under 5-FU regimen, although an adveffezteon PFS was statistically observed
(p=.0039), and a “higher” risk population discrimiad combining TYMS 2R/2R and C/T or
T/T genotypes for GSTP1 341CXFigure 2). Finally, a trend to better overall survival
(p=.056; OR 0.57; CI95% 0.33 to 1.01) was obserfiaedT/T homozygotes for MTHFR
677C>T probably via a basal accumulation of intlats 5,10-methylenetetrahydrofolate
which is a cofactor for 5-FU inhibition of TYMS. deed MTHFR 677C>T germinal
polymorphism leads to a variation in protein enziimactivity with a decrease by 30% (for
heterozygotes) to 75% (for T/T homozygotes), aray @ key role in response under 5-FU
based treatment as us and others have des¢Bbeg) We assume that MTHFR genotypes
could be good biomarkers of toxicity and responseéeu 5-FU/leucovorin based treatments.
Prospective extended investigations must be domsidering as well pharmacological
modulation of folinic acid according to germinadtsts of patients before chemotherapy, and
especially during it with dose variation followintgose of 5-FU and to lead to an optimal
TYMS inhibition. This double dose-adjustment wik lassessed in a following trial in our

institute.

In conclusion, firstly we reported the clinical experience in our inggitaf first-line tailored
FOLFOX-4 following pharmacokinetic monitoring anéteat pre-therapeutic relevant 5-FU
SNPs determination in patients with metastatic reml@l cancer. Specific 5-FU adverse
events were rare and efficacy was high with exoel@RR, disease control and survival rates.
Secondary metastasis surgery was carried out inofLf8atients. We assume that a such
treatment schedule should be to consider alona ooiinbination with targeted therapies, as
well as in resecability objective as for symptonmteol in global treatment strategy in

metastatic colorectal cancer.

Secondly we identified from a simple and safety blood sEnp germinal polymorphism
(C/C for ERCC1 118C>T) linked with subgroups ofipats at lower risk of neurotoxicity
under oxaliplatin-based chemotherapy. MTHFR and EISGenotypes could be potential
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good biomarkers for progression free survival ung®LFOX-4. Further propective studies
must be assessed to confirm theses results befopementation in clinical practice.
Moreover we assume that TYMS germinal genotype agp® be a bad predictive candidate
gene with published data so conflicting, as shawthis current study.

Finally these retrospective results must to beriméted with caution: it appears difficult to
investigate the effects of one or several polymispk during all metastatic treatment setting:
Many interferences linked to clinical status odtfferent lines with combination and possibly
targeted therapies, can lead statistical confusidos/ever our present study appears relevant
with a homogenous cohort, in early-stage in diseasiing (first-line), and with an analysis of

genotypes involved in independent biologic pathways
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TABLES

Table I. Characteristics of the studied polymorphisms wighimer sequences

Gene(Site) Primer sequences 55 3’ Anneling Tm (°C)
(up) TATTGGCAGGTTACCCCAAA
(down)Biot CTCACCTGGATGGGAAAGAT
(seq) AGAAGGTGTCTGCGG 57.0
Ala226Val
(677C>T)
MTHFR
1298ASC (up) GCCAGGGGCAATTCCTCTT
(downBiotCTTTGTGACCATTCCGGTTT 57.0
(seq) GGAGCTGACCAGTGAAG
GSTP1
(up) GGACCTCCGCTGCAAATAC
llel05Val -
(313A>G) (downBiot GGCACAAGAAGCCCCTTT 56.0
(seq) ACCTCCGCTGCAAAT
GSTP1
(up) GGATGATACATGGTGGTGTCTG
Alall4Val -
(341C>T) (down)Biot GGACAGCAGGGTCTCAAAAG 56.0
(seq) GTGTCTGGCAGGAGG
ERCC1
Asn118Asn (up) TGTGGTTATCAAGGGTCATCC
(118C>T) (down)Biot CCAGCACATAGTCGGGAATTA 58.0
(seq) ACTGAAGTTCGTGCG
ERCC1
JUTR (up) CCGGGGGCAGACTACACA
(8092C>A) (down)BiotAGAGACAGTGCCCCAAGAGG 58.0

(seq) GGACAAGAAGCGGAA
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Table I (bis). Characteristics of the studied polymorphisms wjitimer sequences.

Gene(Site) Primer sequences 55 3’ Anneling Tm (°C)
(up) ATCAGTGAGAAAACGGCTGC
(down)BiotTAAACATTCACCAACTTATGCCA 58.0
(seq) AGGCTGACTTTCCAGA '

IVS14+1G>A
DPYD
A64T>A (up) TTATGGAGCTGCTAAGATGA
(down)BiotATCATACATACCTCAGTAGCAAA 58.0
(seq) CCCATTAATATTGGT
DPYD
1679T>G (up) AATATGGAGCTTCCGTTTCT
(downBiotGAGAGAAAGTTTTGGTGAGG 58.0
(seq) CCAGCCACCAGCACATCAA
DPYD
sga6a>T | (UP) AAGCACTGCAGTACCTTGGAA
(downBiotTCATGTAGCATTTACCACAGTTGA 58.0
(seq) GCAAGTTGTGGCTATGA
AGXT
Prolileu (up) CACCAATCCTCACCTCTCAC
(154C>T) (downBiotTCCTTGCTCATGGACCCG 58.0
(seq) AL +TGC+TGG+TGACCCC
AGXT

lle340Met (up) TCTCACCCACGCACTGAG

(1142A>G) (downBiotGTTTGGTTTCTGCAAAAGG 58.0
(seq)CATCGTCAGCTACGTCA

TYMS
cUTR  |(UP) GTCCTGCCACCGCGCCACTT 55.0

(down) GAGCCGGCCACAGGCATGG

220



Table Il. Patients and tumor’ initial characteristics.

Clinical data Number (%)
Gender Male 70 (59.3)
Female 48 (40.7)
PS 0-1 92 (78.0)
2-3 26 (22.0)
Median age (years) 65.0
Range (years) 35-81
Tumor histology Lieberkuhnian 105 (89.0)
Mucinous 13 (11.0)
Initial ACE levels Normal 35 (29.7)
> 3 Ul/mL 83 (3.
Tumor site Colon 77 (65.3)
Rectum 41 (34.7)
Metastatic site
Number of sites =1 81 (68.6)
=2 30 (25.4)
>3 7 (6.0)
Synchronous Metastasis 109 (92.4)
If unique site: Location Liver 66 (81.5)
Lung 0B.6)
Peritoneal Carcinomatosis or nodes 4 (4.9)
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Table Ill. Distribution of the successive lines in the wholegulation.

Line 3 Line4

Number of treated patients and 99

Type of chemotherapy

48
percentage according to initial population (%) (83.9%) (40.7%) (15.3%)

(N) Total
(%)

58
FOLFIRI
0
FOLFOX
. 27
Targeted-therapy Regimens
Intra-venous 5-FU 8
(FUFOL or LV5VU2 Regimen)
Per os 5-FU prodrugs 6

(CAPECITABINE)

29

61 (51.47%)

13 (11.0%)

62 (52.5%)

14 (11.9%)

15 (12.7%)
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Table IV. Distribution of studied polymorphisms.

Nb of patients

Frequency (%)

MTHFR 677C>T c/C
CIT
TIT
MTHFR 1298A>C  A/A
A/C
CiC
GSTP1313 A>G A/A
AlG
GIG
GSTP1 341C>T c/C
CIT
TIT
ERCC1 118C>T CIC
CIT
TIT
ERCC1 8092C>A  C/C
C/A
A/A
DPYD 2846 A>T AIT
464 T>A TIA
AGXT 154C>T CiC
CIT
TIT
AGXT 1142A>G A/A
AIG
GIG
TYMS (5'UTR) 2R/2R
Polymorphisms 2R/3R
3R/3R

42
58
18
63
45
10
55
50
13
99
17
2
19
55
44
69
40

66
47

62
50

25
58
35

35.6
49.1
15.2
53.4
38.1
8.5
46.6
42.4
5.0
83.9
14.4
1.7
16.1
46.6
37.3
58.5
33.9
7.6
1.7
1.7
56.0
39.8
4.2
52.5
42.4
51
21.2
49.1
29.7
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Table V.Distribution of the toxic side-effects under tailed FOLFOX-4 regimen.

Gradel Grade2 Grade3 Grade4 Tgig (n)

Neuropathy 56 22 29 0 107
Mucositis 12 2 3 0 17
Conjunctival effects 9 2 0 0 11
Diarrhoea 2 1 0 0 3
Hand-foot syndrome 9 5 0 0 14
Cardiac effects 0 0 0 0 0
Neutropaenia 3 4 31 5 43
Thrombopaenia 9 22 3 1 35
Anaemia 30 9 1 0 40
Nausea 21 6 0 0 27
Alopecia 18 4 0 0 22
Asthaenia 49 13 5 0 67
Total (n) 218 90 72 6 386
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Table VI. Uni- and Multivariate Logistic Regression modelsrfassociation of genetic
variables with oxaliplatin-neurotoxicity grade >2.

Univariate model

Multivariate model

Variable OR [IC g59] p OR [IC g54] p
AGXT 0.5631
cIC
CIT 1
T 0.556[0.087 ; 3.546]
0.414 [0.063 : 2.721]
AGXT 0.9205
AIA .
éﬁg 0.722[0.135 ; 3.867]
0.786 [0.144 : 4.279]
ERCC1 0.0236 0.0126
cIC 1 1
C/T  3.952[1.103: 14.164] 2.862 [0.857 ; 9.552]
T 1.402 [0.359 ; 5.468] 0.671 [0.192 : 2.340]
ERCC1 0.3553
AIA 1
AIC 0.370 [0.081 : 1.692]
C/IC  0.341[0.079 : 1.480]
GSTP1 0.1638
cIC 1
CIT+TIT 2.028[0.750 ; 5.487]
GSTP1 0.0725 0.1187
AIA 1 1
AIG 2.469 [1.037 ; 5.882] 2.290 [0.906 : 5.788]
GIG  2.964[0.782: 11.232] 3.248[0.751 : 14.049)]
MTHFR 0.2974
cIC 1
CIT 0.597 [0.268 ; 1.332]
T 0.455 [0.144 : 1.438]
MTHFR 0.9181
AIA 1
AIC 0.703 [0.185 : 2.676]
C/IC  0.800[0.203 : 3.155]
TYMS 0.0450 0.0658
2R 1 1
JRI3R  2.399[0.836 ; 6.888] 3.525 [1.053 ; 11.805]
3R 4.222[1.356 ; 13.150] 5.638 [1.585 : 20.060]




Table VII. Objective response rates.

Nb of patients (%) Nb of patients (%)

at 3 months at 6 months
Complete Response (CR) 3(.5) 23 (20.3)
Partial Response (PR) 88 (74.5) 40 (35.4)
Overall Response (OR) 91 (77.1) 63 (65.7)
=CR+ PR
Disease Control 104 (88.1) 87 (77.0)
Disease Progression 14 (11.9) 26 (23.0)

NB: At 6 months, 5 patients were dead.
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Table VIII. Univariate Cox Proportional Hazard Regression mdsléor association of

clinical and genetic variables with Survivals.

Leiver ins Orusrall & prvival Broprazioe fres Surcnel
OR [IC gee] P OF [0 5] P
ATMT QE636
Aze S50 vears 1 1
60 £ T vears 0853 BLI4T; 1438] 0554 [0.365 ; 1.405]
Tl vears 1102 676 1.794] 0994 [0628 ; 1.573]
Q010s QST
Gmder Aaz 1 1
[T L630 [LOTE : 2465) 119 [0.553 - 1591
Q4 573 Q064
Nember efmerastaficzites X1 1
.1 L1353 fLTH0; L340) 1.30] [0.565 ; 1.935)
147 LMzE
Perform an o stare
el 1 1
1.3 1433 p858;2311) 1388 [0.865 ; 1.958]
<000 1 <000
Foeecabilicy Ne 1
T 0343 B2 14 05346] Q26T [0.166; 0.4300
AGKTs
e 1 Q4534 1 05115
T 1,230 R.209; L2690 0,595 [0,606 ;
T LIT0[0.362, 43700 Q218 0325,
AGKTL+
ua 1 Q376 1 03308
e 1096 BT ; 16597 0921 [0.627;
G 0,546 [,305; 2352] 0492 [0,192; 13
ERCCL~
cc 1 Q3661 1 Q1138
oT 1146 B.,63% ; 2039 1,298 [0,738 ;1,.24]
TT 0901 B450; 1,636] 0537 [0.450; 14600
Q3391 00554
ERCCI*
i+ CT ! !
T 0,515 |,535; 1,240) 0,695 [0,470 ; 1,028)
ERCCL~
AA 1 QE600 1 Q9866
AC 02 p362; 1730] 1LO46 [0.304 ; 21700
cc 0233 B396; 1,739] 1004 [0.303 ; 2,045]
CETPI-
cc 1 Q6210 1 00eeT
T 1076 D6 1% ; 1.873] L7¥T [LO1%
T LE25 P45 T454] 1529 [0.453
CETPI- Q6450
cc 1 1 032
CT+TT 1,130 FL66T; 1917] 1,740 [1,049 ; 2.584)
CETP1-*
AA 1 Q5384 1 03342
AG 0837 BL6OT; 144 T] LO46 [0,703 ;
GG 1115 B.550;1,191] 1,411 [0,765;
MTHFE-*
cc Q0523 1 02109
oT . LTT4] 1193 [0.790; 1,7591
T - 1101] 0,732 [0.414; 1,296]
24 Q140
MTHFE * e
ClC+ T 1 1
TT 0543 B310;05939] 0663 [0.395; 1,119
MTHFE-*
AA 1 Q6T4T 1 01534
AC L1921 B.7T4; 1,535] 1136 0,831
cc 0929 B.440; 1,560] 0698 [0.345;
00147 1 LTk
s K 1 0,453 [0.295 ; 0,797
TRAR 0476 B.284;0,7946] 0,706 [0.417; 1,195]
iR 0718 P410; 1,263]
153 LIk
T= R 1 .'- 1
IRAR+ IR 0357 B347:0,594] 0,359 [0.351.0,85T]

+ Proposionz] ssk wa nor sapacted Droverall ssrvial, * Propostiona] ritk wan norrepaded for prognms vion fres serdval
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Table Vlllbis. Multivariate Cox Proportional Hazard Regression rdels
for association of genetic variables withiiSivals.

Univariate Overall Survival Progression-free Survival
OR [IC o5%) p OR [IC g5%) p
MTHFR CC+CT
1 0,0560 1 0,0871
TT0,575[0,326 ; 1,01< 0,631 [0,373 ; 1,069]
TYMS 2R
1 0,0287 1 0,0063
2R/3R + 3R 0,588 [0,365 ; 0,94¢ 0,520 [0,325 ; 0,831
GSTP1 CcC 1 0,0064
CT+TT 2,070 [1,227 ; 3,49/
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ABSTRACT

Oxaliplatin damages the DNA, leading to apoptoXBA, XPD, XPB, ERCC1 and XRCC1
genes are involved in DNA repair, and single nuidieo polymorphisms (SNPs) in these
genes can influence the efficacy of Oxaliplatin.tiis retrospective study, we analyzed 6
somatic functional genomic polymorphisms within &ngs involved in DNA repair and
correlated the results with toxicities, time to gnession (TTP), overall survival and response
to Oxaliplatin in 118 advanced colorectal cancerepés (CRC) treated with 5-Fluorouracil
regimen combined with Oxaliplatin (tailored FOLFQ@X-as first-line treatment.

The pyrosequencing assay was used to analyze tletigeariants for XPA (5'UTR A/G),
XPB (K117R A/G), XPD (Lys751GIn), ERCC1 (3'UTR C/@nd Asn118Asn) and XRCC1
(Arg399Gin).

Considering ERCC1 AND XPD polymorphisms, the riskOxaliplatin-linked neurotoxicity
was statistically higher for the wild genetic vatiagroups. XRCC1 Arg399GIrfC>T)
appears to be good prognosis biomarkers for ovarallprogression-free survivals and must

be considered in order to optimize based 5-FU regsn

Keywords: Oxaliplatin; polymorphism; pharmacogenetics



INTRODUCTION

Colorectal cancer is one of the most frequent maligies in industrialized countries for both
men and women. In adjuvant or metastatic settitigscombination of 5-fluorouracil (5-FU)
and folinic acid has been, for a long time, thendéad treatment. The clinical response rate
ranged from 10% to 20% when 5-FU is administrate@ @&ingle ager(tl-4). Adjusting the
dose or changing the protocol of administrationagides the therapeutic effects of this drug.
In the last decade a significant increasing to 5@ objective response, with a better
outcome, were obtained when 5-FU based regimens wassociated with other synergic
cytotoxic agents like oxaliplatin and irinotec@8). The introduction of these cytotoxic
agents into the chemotherapy treatment of metastatiorectal cancer represents thus an
important step in fighting this disease.

FOLFOX-4 regimen, which includes bolus/infusionalfliorouracil with folinic acid
modulation and oxaliplatin, has become the mostnonly used treatment in the first line for
patients with metastatic colorectal cand®11) Despite that, chemotherapy regimens
involve several toxic side effects with potentiallynacceptable life-threatening events.
Moreover there is still a considerable individu@rigtion in the response to these drugs.
Although synergistic effects of 5-FU and oxaliphatiave increased response rates up to 25%
even in heavily pretreated relapsing patients, rlechanisms for resistance still remain
unknown(12). At the present time, the detection of patientseziresponder or with a high
risk of toxicity remains unclear, but the ident#imn of predictive markers for clinical
outcome may help to define prospectively those ah® more likely to benefit from the
treatmen(13-15)

Oxaliplatin (Eloxatin; trans-diaminocyclohexane oxalatoplatinum, L-OHP) is tbely
platinum compound to show clinical activity in codotal cancer. The cytotoxic action of this
drug is manifested by the formation of mono-adduwgdtoplatinum between two adjacent
guanines or, more rarely, between a guanine andiraesecondarily converted into di-
adducts(16-19) If not eliminated, the oxaliplatin adducts ar¢éhé for the cell. Its main
adverse side effects are hematologic toxicity (eisflg neutro- and thrombopenia) often
manageable and a peripheral sensory neurogattsy 9-11; 20)

The neurotoxicity, acute or chronic, induced bylpkatin is linked to potential severe effects
on quality of life. Its incidence was estimated nwre 70% of the patients receiving

oxaliplatin (21) and so is dose-limiting for use of this drug imdeterm. Moreover this



adverse side effect can compromise patient bebefituse of chemotherapy discontinuation
(22).

Likewise, resistance to oxaliplatin is a multifacfiwocesg23-25). Several mechanisms are
responsible for reduced sensitivity to this drugelia decrease in intracellular drug
accumulation or, an increase of the intracelluletogification’s molecule, but also an
increase in the repair of DNA adducts by NEXR¢leotide Excision Repaiand BER Base
Excision Repair pathways. A large body of evidence attribute riygair of platinum-DNA
adducts in cellular DNA to the NER pathway. Therefothe nucleotide excision repair
pathway may have particular importance for restgtdn this drug.

This system involves four steps and the actioneseral actors. After the recognition of
damaged DNA, the heterodimeric complex XPC-hHR28Bruit different repair factors
forming complex bound proteins. The damaged sisgi@ad fragment (usually 27-30 bp) is
separated from the intact strand by helicases XR& ¥PD (Xeroderma Pigmentosum
Complementation group B and),Dand then removed by endonucleases XR&dderma
Pigmentosum Complementation group &d XPF-ERCC1 heterodimeric protein complex
(26). Finally, the synthesis is made by the DNA polyaseq27-28).

A various number of functional polymorphisms thatilcl influence DNA repair capacity and
thus the efficacy of 5-FU and oxaliplatin were itieed inside the DNA repair genes.
However, association studies with outcome seene t@fimen and cancer type specific.
ERCC1 protein Excision Repair Cross Complemeniinglays an important role in the
nucleotide excision repair (NER) pathway. He forwigh XPF (Xeroderma pigmentosum
group B a protein complex that catalyses incision oni8éof the lesiorf29).

Numerous studies have shown a correlation betwdG@@E. polymorphisms (especially
N118N) and clinical endpoints in colorectal cance@metimes with contradictory results
(30-32) The XPD protein is another key member of the NiRhway leading to repair
structural lesions such as bulky adducts and thyrmaidiimers(33). The XPD encodes a
helicase that is an essential component of thesdrgtion factor called TFIIH(34).
Mutations of XPD gene could enhance or decreasadtimty of TFIIH complexes increasing
the likelihood of oxaliplatin resistance or, in ¢@my, repair and transcription defects
respectively(35). Several teams have shown the role of K751Q antRN3polymorphisms
as predictors of response to chemothe(&8py38).Furthermore, in a few translational studies,
no significant associations were found between so{R® polymorphisms and clinical
outcome or safety under platinum chemotherég8). XPA, another member of the NER,
interacts with RPA, ERCC1-XPF, but also with TFllthus playing a central role in the
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correct positioning of the complex repairs on tiaendged DNA(29). Regarding the impact
of different XPA polymorphism on patient’s clinicalitcome, the results are contradictory
(40-41)

The XRCC1 gene is involved in the base excisiomireBER) of damages bases caused by
oxidative deamination, oxidation and methylatiomisTgene plays a very important role in
the BER performance, since this protein seats yetes where the repair must be realized.
Several XRCC1 polymorphisms could be cancer risknairkers(42) as well as oxaliplatin-
related toxicities (hematological and gastrointe)i or clinical outcome predictive markers
but further clinical studies must be investiga{¢8-44)

The goal to this study was to examine in the DNAobl samples a panel of 6 genetic
polymorphisms within 5 genes (XRCC1, ERCC1, XPA,BX&d XPD) involved in DNA
repair by NER and BER pathway. These genes had ddemsen based on previously studies
in order to determinate genetic candidate biomarkey analyzing potential statistically
correlation between them and clinical outcome inaaded refractory colorectal patients
treated by combination pharmacokinetic adapted B-&utovorin with oxaliplatin
chemotherapy (tailored FOLFOX-4).
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PATIENTS AND METHODS

Patients

118 adult patients were included in this retrospecanalysis, between November 2000 and
January 2007. The end-point date was 03/19/200%uhljects have an advanced colorectal
cancer and they received a FOLFOX-4 regimen, inotu&-FU, leucovorin and oxaliplatin.
To be eligible for inclusion in the study, the pati had to be at least 19 years old, present
measurable metastatic lesions, and have an estirtii@expectancy of at least 3 months. All
patients were required to have normal bone marrowd argan function before the
administration of drugs. The performance status ewauated as defined by the World
Health Organization (WHO). All patients signed aformed consent form for blood sample
collection to establish the clinical significancé genetic polymorphisms in advanced
colorectal cancer. A computed tomography scan wer$ogmed prior to treatment, and

metastatic lesions were measured.

Chemotherapy regimen description

Oxaliplatin was administered every 2 weeks, betofJ treatment, for 2 hours. The initial

dose was 85mg/m2. Infusions of magnesium and calchefore and after oxaliplatin

perfusion were systematically performed for eaate.cu

5-FU was administered for 46 hours after treatmatit 200mg/m?2 of intravenous leucovorin

bolus and 400mg/m? of intravenous push of 5-FUlf@minutes. The initial 5-FU dose was
2,500mg/m? and then tailored according to our tatis practice, using pharmacokinetic
monitoring as previously described according t@ritwracil plasma concentrations after 43
hours (steady-state concentration) and dose-adgmtomartg45). In cases of DPD relevant

SNPs, i.e. 2846A>T, IVS14+1G>A, 1679T>G, 464 T>Ae tinitial dose was decreased by
50% (46). Treatment was continued until progression was oh@ried, severe toxicity took

place, or according to the patient’s or doctorssien.

Follow-Up

Every fortnight, each patient was physically exasdirand any adverse toxic events were
evaluated and graded. Treatment efficacy was etmludy comparing pretherapeutic
metastatic lesion measurements to those remairfieg & months of treatment, and then

every 3 months. Data were collected until the de&tihe patient or until the termination date



of the study (end-point: 19/03/2009) and any trestihradministered after progression under
the FOLFOX-4 regimen was recorded.

Response assessment
The response was assessed according to the ‘Respmasuation Criteria in Solid Tumor

Group Criteria’ and by reviewing computed tomognapbans.

Tolerance assessment

All adverse events, especially neuropathy and helogital events were recorded and graded
for severity according to NCI-CTC scales. Haemogrees were performed every 2 weeks;
electrolyte tests and tests on urea, creatinindiaadenzymes were carried out every month.
In the event of significant grade 2 toxicity forF& - and without pharmacokinetic
recommendations for a decrease -, the dose wasea@diy 10%. In cases of grade 3 toxicity
or grade 2 for specific Oxaliplatin-neuropathy, ttieatment was interrupted until toxic
manifestations were resolved and treatment was ri&arted with a decrease of 25% of 5-
FU or Oxaliplatin respectively. Oxaliplatin was gped if neuropathy grade 3 but 5-FU
continued alone (LV5FUZ2 regimen) in this case. fimeant was stopped in cases of all grades

4 toxicity.

Genotyping

Isolation of patient DNA from blood samples

Total genomic DNA was isolated from peripheral lka®lls using the blood DNA Isolation
Kit for Blood/Bone Marrow/Tissue (Roche DiagnostésbH, Mannheim, Germany). Each
sample was controlled with respect to DNA isolatlmn UV transillumination of ethidium
bromide-stained gels from subsequent electroplwosefparation in 1,2% agarose. DNA was
isolated from 118 subjects and was used to identihpA, XPB, XPD, ERCC1 and XRCC1,
polymorphisms. For each group, appropriate posiémd negative controls of established

genotypes were realized.

Analysis of Polymorphisms

Genotyping was performed using DNA obtained fromigteeral blood. All polymorphisms
were investigated using a polymerase chain reac{P@R) technique. PCR reactions
contained: 50ul of reaction mix consisted of 1X PB&fer (pH 8,5), 2,5 mM MgG| 0,2
mM dNTP (Invitrogen), 10 pmoles of each primer &h8 U of Taq DNA Polymerase. All
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PCR reagents were from Promega Corporation and profkers were from Eurofins MWG
Operon. PCR started with initial denaturation (94%C 2 min 30 sec), ended with final
extension (72°C for 5 min) and 30-35 cycles wererfggmed in DNA
Eppendorf/Mastercycler gradient (Fischer's Sciéntifaboratory). The analysis of 6 studied
polymorphisms was based on pyrosequencing techyol@ioluminometric real-time
sequence determination): PCR products were seqdarsieg an automated PSQTM96 MA
instrument (Pyrosequencing AB, Uppsala, Swedergording to the manufacture’ protocol
as previously describe@6). For ERCC1, XPA, XPB, XPD and XRCCL1 previous répadr
polymorphisms were analyzed e.g. respectively: ERCQ8C>T (Asnll8As), ERCC1
8092C>A, XPA (23A>G), XPB (445A>G), XPD 751A>C (1351GIn), and XRCC1
399G>A (Arg399Gin).

For each polymorphism, the specific primers segeerend PCR temperature profiles of

amplification are detailed in tHeable 1

Statistical analysis

The overall survival time (OS) was defined by theripd between the date of the start of
treatment and the date of death, regardless ofdhse. Progression-free survival (PFS) was
defined by the period between the date of the sfatteatment and the date of progression
(clinical or radiological progression) or death.ti®ats without progression at the time of
analysis were censored at their last availabl@elip assessment. Thé test was used to
compare the allele frequency of each variant whitt £xpected for a population in Hardy-
Weinberg equilibrium. Each genotype was indepengeamalyzed, and a combined analysis
was planned if multiple genotypes showed a sigaificcorrelation. The log-rank test and
Kaplan-Meier plots were used to evaluate the aationi of overall survival and time to
progression with each of the following baselinegmstic factors studied in patients with
advanced CRC: mucinous histology (well or moderatgoor differenciation), number of
metastatic sites (¥s more), performance status (ECOG 0 arsR), age (< 60, 61-70 and >
70 years) and ACE levels (normes > 3 Ul/ml) at enrollment of study, and gender. The
association of each polymorphism with survival éntk to progression was analyzed singly
using Kaplan-Meier plots, the log-rank test, thiatree risk ratio, and its associated 95%
confidence interval (ClI) were calculate. Contingetables { % test) and Fisher exact test
were used for categorical variables to evaluateafiseciation of polymorphisms plus baseline

data and the response or toxicity to chemother@bg.a error risk was classically chosen at
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5%. Finally the Cox-regression method was too u$md toxicity risk and survival
multivariate analysis and Spearmann correlatioffficoent was used in univariate analysis.
Statistical analysis was performed on SPSSO so&\{@hicago, USA).
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RESULTS

Clinical data and genotype frequencies

A total of 118 patients, consisting of 70 men (88),348 women (40.7%) with a median age
of 65 years (range: 35 - 81 years), who fulfilleée inclusion criteria, were evaluated in this
study. The median follow-up was 1,426 days (3.9rgea@anging from 26.3 months (2.2
years) to 100.2 months (8.3 years). The clinicahrabteristics of eligible patients are
summarized inTable 2 They werein agreement with epidemiological data in advanced
colorectal cancer: 78% of patients had good perdmigr status lower than 2, and the sex ratio
was 1.45 for male. The metastasis site was unigué8i6% of cases at enrollment of study,
with liver metastasis in 82% among them. ACE wagsesior to normal level (> 3 Ul/mL) in
70.3% (83 patients). Tumor’s histologies were Irkhnian adenocarcinoma and mucinous
adenocarcinoma in 89% and 11% respectively.

All patients were treated in first-line therapyi@tinclusion criteria).

Overall genotypes frequencies of the studied pohpimiems are depicted ifable 3 All
genotypes are in close agreement with that pretilcyehe Hardy-Weinberg equilibrium. Our
observed genotypes frequencies were the same Wwitbe tdescribed for Caucasians in
previous reportg30-32, 37-39; 42-44)In summary, the analysis of the polymorphism
ERCC1-118 showed that, 19 patients (16.1%) posseaseA/A genotype, 44 patients
(37.3%) showed a C/C genotype, and 55 patient$¥dbwere heterozygous for this variant.
For XPD Lys751GIn (A>C) genotype, in all, 20 pate((l7.0%) were C/C homozygous and
54 patients (45,7%) showed an A/A wild type genetyp4 patients (37,3%) presented a
heterozygous A/C genotype concerning the XPD Ly&iBlpolymorphism. For XRCC1
Arg399GIn (C>T) polymorphism, 56 (47.5%) and 49.6%4) patients showed homozygous
(C/C) and respectively heterozygous (C/T) genoty@xdy 13 patients (11.0%) were T/T
homozygous. In terms of the XPB K117R polymorphisiththe patients were homozygous
wild type, confirming the observed frequencies désd previously47).

Finally for analysis according to safety and effig@f FOLFOX-4 regimen, populations with
different polymorphisms were homogeneous (e.g.autlstatistical difference between them)
with respect to as well as age, performance, ligio] ACE status and gender. Such
homogenous populations have allowed realizing @nd Multivariate analysis in avoiding
bias linked to these well-known parameters in adedrcolorectal cancer and in focusing on

only genetic parameters.



Study of correlation between polymorphisms and toxiities

The different types of toxicity are describedTiable 4. 386 adverse events (79.8% grade 1-2
side effects) were reported, especially asthaehiad$o) and hematologic toxicities like
neutropaenia (11.1%) with 36 events (9.3%) of grade thrombopaenia (9.0%) with one
grade 4 event, and anaemia (10.4%), but with only grade 3 and no grade 4. G-CSF
adjunction has to be necessary in 21.2%. 7% oepatisuffered from grade 1-2 nausea,
under setron-based antiemetic drugs. No case dfagatoxicity was noticed. After previous
detection of DPD SNPs (two patients had the relegtndied DPD gene SNP) and under
pharmacokinetic follow-up, no severe 5-FU adversents were notified (Hand-Foot
syndrome or diarrheas grade 3 or 4) with only thggade 3 mucositis resolved by
symptomatic treatment.

Concerning the specific oxaliplatin neurotoxici®?.7% of all side effects (and 90.6% of
patients) were notified with 29 grade 3 events 2« of total neuropathies). Oxaliplatin was
decreased by 20% in 30% during treatment settidgFLFOX-4 regimen has to be stopped
for severe toxicity in 59 (50%) of cases. Amongsthe34 (57.6%) occurred for neurotoxicity,
22 (37.3%) for hematologic side effects (especigilpmbopaenia), 1 for both (1.7%) and 2
(3.4%) for allergic reaction.

At Univariate analysis, 2 genetic variants werengigantly observed as potential predictive
protective biomarkers for oxaliplatin-related netosacity: T/T for ERCC1 118 C>T and A/A
for XPD (Lys751GIn) A>C polymorphisms.

For the ERCC1-118 polymorphism, using the groupatients with a C/C genotype as a
reference, the C/T group showed 2.214 fold (95%0C157; 6.480) (p = 0,0255) increased
risk of neurotoxicity, whereas patients with therte@zygous T/T genotype showed a lower
relative risk of 0.719 (95% CI: 0.231; 2.237).

In terms of XPD-751 polymorphism, using the A/A gampe group as a reference we find
that the group of patients with a C/C genotype sttbw.041 fold (95% CI: 1.368; 11.943) (p
= 0,0310) increased risk of oxaliplatin-related m¢oxicity, whereas the patients with a
heterozygous genotype showed an intermediatevelask of 1.947 (95% CI: 0.871; 4.532).
These genotypes remains statistically significantfRCC1 and XPD in Mutivariate analysis
with p=0.0236 and 0.0407 respectivélyable 5). Among patients with a homozygous C/C
genotype for XPD Lys751GIn polymorphism, 10 pate(B0%) have suffered from grade 3

neurotoxicity.
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Finally no other statistical correlation has bebsayved between studied polymorphisms and

other type of toxicity, notably hematological seléects.

Study of correlation between polymorphisms and respnses

The overall response [OR] (complete response [AR§ partial response [PR]) rate) was
77.1% at 3 months and 55.7% at 6, with 2.5% an®@%0of complete response [CR]
respectively(Table 6), consideringmetastasis surgery possibly already carried ouB at
months (1/3 cases). These surgeries were carrieth@v (31.3%) patients with a median
overall survival of 38.2 month&igure 1) vs 16.6 for non-operative patients. Finally tailored
FOLFOX-4 showed a consistent efficacy with 88.1% didease-control patients after 3
months of treatment and 77.0% at 6 months. Resposies were superior than these
described in previously studies using FOLFOX-4dmanced colorectal canc-11; 48-51)
No studied genetic polymorphism was significant Uimi- or Multivariate analysis for

predicting response to treatment in our study.

Study of correlation between polymorphisms and survals

The overall survival (OS) rate was 76.7%, 30.6% d2&®% at 1, 3 and 5 years respectively.
The median overall survival time was 23.1 monthgdMn progression-free survival (PFS)
time was 9.3 months in this study. Uni- and Multisge Cox proportional hazard regression
models for association of our 6 studied polymonpisisand progression-free survival were
reported inTables 7.

The progression-free and overall survival timeshef patients with XRCC1 C/C or C/T for
Arg399GIn (C>T) genotypes (n=74 (62.7%) patients of the dlopapulation) were
statistically more than that of the patients wittotner genotype: 9.6 (PFS) and 24.6 months
(OS) versus 6.2 (PFS) and 13.1 (OS) (p=0.005 f@ BiRd 0.01 for OS). So, patients who
were identified with a T/T genotype for the XRCC1gB899GIn polymorphism demonstrated
2.327 fold (95% CI: 1.257; 4.306) (p = 0.0072) riska shorter overall survival compared
with those with a C/C or a C/T genotype. The sammig of patients has also 2.512 fold
(95% CI: 1.376; 4.587) (p = 0.0027) risk of progiesa compared with the reference group.
The analyses of the others polymorphisms did nowskignificant associations between

overall survival or survival-free progression.
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DISCUSSION

Concerning safety and efficacy of cytotoxic drugssonsistent variation exists in the global
population and patients respond differently to taeh medication. Growing evidence is that
genetic polymorphisms are one of the major causdhese individual responses to drugs
associated with sometimes severe adverse effdwsnacogenetic studies attempt to find the
determinant genes involving in the drug metaboligmsrder to select subgroups of patients
with variable response to anticancer dr(f315)

Our exploratory pharmacogenomic collateral researab performed to study weather the 6
DNA repair constitutional polymorphisms within tbedistricted genes (ERCC1, XPD, XPB,
XPA and XRCC1), alone or in combination, may havpredictive or prognostic value in
oxaliplatin-related toxicity, clinical response aadrvival in a homogeneous cohort of 118
patients with advanced colorectal cancer treatddsnline with 5-Fluorouracil, Leucovorin
and Oxaliplatin (FOLFOX-4 regimen). The 6 differamgle nucleotide polymorphisms were
assessed by pyrosequencing.

With pharmacokinetic dose adaptation for 5-FU, thestment was tolerated well with 20.2%
severe toxic side effects especially neuro- andatelogical toxicity but without specific 5-
FU adverse events (only three grade 3 mucositis), vith excellent overall response and
survival rates. The overall response rate was 7atl%months and 53.4% at 6. The median
overall survival and median progression-free swalvitimes were 23.1 and 9.3 months
respectively. Secondary metastasis surgeries vwareed out in 37 (31.3%) patients with a
median overall survival of 38.2 months. So FOLFOXa#ored by prior DPD genotyping
combined with 5-FU pharmacokinetic monitoring, alem to define a treatment schedule
with as well an optimal efficacy — superior tharscl#éed results in previous studies -, as a
limited toxicity for 5-FU. So tailored FOLFOX-4 regen will have to be generalized. Indeed
nowadays, the majority of patients receive targdtegtapies in addition to conventional
chemotherapy. However a better management of cytotdrugs could still enhance such
synergic associations increasing especially theliikod for subgroup of patients with
hepatic or pulmonary metastases to undergo secpisdagery with a benefit of prolonged

disease-free survival.

The oxaliplatin-related neurological toxicity is eal problem of the chemotherapy

management.
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In our research, the incidence of neurotoxicitgnsevent often encountered, with a frequency
of occurrence of severe neuropathy similar to shatvn in previous studi€53). The grade 3
neurotoxicity was reported in 29 patients (24.5&) in 78 patients (66.1% of cases) this
toxicity has been identified as grade 1 and 2.

It have been indicated, for different types of @mthat polymorphisms of genes involved in
the repair of alkylating DNA adduct and DNA basendge may play a role in the treatment
effectivenesg12; 31; 43; 54-55) In our study, patients who showed a homozygousmnu
genotype for XPD Lys751GIn polymorphism were alsorenlikely to develop a severe
neurotoxicity.

Regarding ERCC1 Asn118Asn polymorphism, we havecatdd that it has been associated
with grade 3 or 4 neutropenia. In fact, patienthwd/T genotype have generally shown more
risk of severe neurotoxicity, compared with othengtypes. The identification of the SNP of
ERCCL1 as a predictor genetic factor of neurologdiczicity of platinum salts regiments was
also showed in gastric canc@8). Other researches conducted on several typesnokeca
(ovarian cancer or small cell lung) have stressedassociation of this SNP with treatment
efficacy, but not with the occurrence of severerataxicity (56).

To the best of our knowledge, this is the firstdgtueporting such observational results.
Actually, ERCC1-118 and XPD-751 products are twgamaomponents of the NER system
involving in the repair of oxaliplatin-induced DNdamagg28; 52) Several clinical studies
showed a possible correlation between ERCC1-118eleavariant or XPD-751GIn allele
and a poorer clinical outcomg0-33; 37-39) but never with neurotoxicity linked to
oxaliplatin. We could yet do the assumption thaé tmain mechanism involved in
neurotoxicity could be a default of repair afteratylatin exposition in glial structures of
neurons especially in the dorsal root ganglia aripperal nerves. Furthar vitro andin vivo
plus clinical studies must to be investigated tofcon this hypothesis.

As regards the identification of predictive geneharkers of survival, in our study several
polymorphisms have shown interesting results iati@h to the association with survival,
either overall survival or progression-free surliva

It was shown that among patients with advancedreotal cancer treated with association 5-
FU/oxaliplatin (FOLFOX-4 tailored), second and thime after failure of 5-FU or irinotecan,
XPD Lys751GIn polymorphism was seen as a bad pigntactor for overall survival36;
54). Comparable observations have also been repametudies carried on bigger groups.

However, the exact consequences of this polymanpbis NER activity and interactions with
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other close partners (including ERCC1) are not detefy known, the reported results are
quite contradictory.

Despite the research activist for the prognostie od XPD on the survival of patients with
colorectal cancer treated with platinum-based chieerapy, in our study we have not
confirmed this result.

Regarding the impact of the ERCC1 Asn118Asn polyhism on survival, the results are
still less clear. Altogether it was observed, bmtltolorectal cancer than in gastric cancer,
that the ERCC1 mRNA levels are inversely correlatath survival (12; 57) Other studies
have revealed completely different results, indingaa better prognosis for patients with C/C
genotypg31).

In our research we noticed that patients with a dmymous mutant genotype, presented a
progression-free survival longer compared to offagients. However the differences between
groups were not significant (p = 0.099).

Concerning correlation between germline polymonpisisof our 5 candidate genes and
clinical outcome in advanced colorectal cancer un8®LFOX-4 regimen, XRCCl1
Arg399GIn (C>T) appear to be good prognosis biomarkers farall’and progression-free
survivals and could be considered in order to op#mbased 5-FU regimens. The
progression-free and overall survival times of fraients with XRCC1 C/C or C/T for
Arg399GIn (C>T) genotypes (n=74 (62.7%) patients of the dlopapulation) were
statistically more than that of the patients wittother genotype: 9.6 (PFS) and 24.6 months
(OS) versus 6.2 (PFS) and 13.1 (OS) (p=0.005 f& &d 0.01 for OS).

The results of our research confirm those obtamednother team who reported an improved
response to Oxaliplatin if favorable genotyg8).

In conclusion, we identified several polymorphisiitked with subgroups of patients at
higher risk of neurotoxicity or at risk of poorelinical outcome under oxaliplatin-based
chemotherapy. These retrospective results mustetanterpreted with caution: it appears
difficult to investigate the effects of one or smlepolymorphisms during all metastatic
treatment setting. Indeed much interference linkkedlinical status or to different lines with
combination and possibly targeted therapies, cad Katistical confusions. However our
present study appears relevant with a homogenolgrigan early-stage in disease setting

(first-line), and with an analysis of genotypesalwed in independent biologic pathways.
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TABLES

Table 1: Primer sequences and PCR conditions for ERC1, XPA, XPB, XPD and
XRCC1 SNP analysis

Gene (Site) Primer sequences 55 3’ Anneling Tm (°C)
ERCC1 (Up) TGTGGTTATCAAGGGTCATCC 58.0
(down) *CCAGCACATAGTCGGGAATTA
Asnl18Asn (seq) ACTGAAGTTCGTGCG
(118C>T)
ERCC1 (up) *CCGGGGGCAGACTACACA 58.0
, (down) AGAGACAGTGCCCCAAGAGG
3UTR (seq) GGACAAGAAGCGGAA
(8092C>A)
XRCC1 (up) *CCCAAGTACAGCCAGGTCCTA 58.0
(down) TGACTCCCCTCCAGATTCCT
Arg399Gin (seq) CGTGTGAGGCCTTACC
(399C>T)
XPB “(up) ATCTCTCAGGCTCCCGATGG 62.0
(down) *TTGCAGCCCAACGCTGAC
K117R (seq) CCCATGTGCATGAGT
(445A>G)
XPA (Up) TGGAGCTGGGAGCTAGGTC 56.0
, (down) *CTCCGCGGGTTGCTCTAA
S'UTR (seq) AGGTCCTCGGAGTGG
(23A>G)
XPD (Up) CGCTCTGGATTATACGGACATCTC 58.0
(down) *GGAGTCACCAGGAACCGTTTAT
Lys751GIn (seq) GCTAGAATCAGAGGAGACG
(751A>C)

* Biotinylated primer



Table 2: Patients and tumor’ initial clinical characteristics

Clinical data Number (%
Gender Male 70 (59.3)
Female 48 (40.7)
PS 0-1 92 (78.0)
2-3 26 (22.0)
Median age(years) 65.0
Range(years) 35-81
Tumor histology Lieberkuhnian 105 (89.0)
Mucinous 13 (11.0)
Initial ACE levels Normal 35 (29.7)
> 3 Ul/mL 83 (70.3)
Tumor site Colon 77 (65.3)
Rectum 41 (34.7)
Metastatic site
Number of sites 1 81 (68.6)
2 30 (25.4)
>3 7 (6.0)
Synchronous Metastasis 109 (92.4)
Location unigue site Liver 66 (81.5)
Lung 11 (13.6)

Peritoneal, Carcinomatosis or nodes

4 (4.9)




Table 3: Distribution of studied polymorphisms in dobal population

SNP Nb of patients  Frequency (%) Allele frequency
Y q
Cc/C 19 16.1 0.39 0.60
ERCC1
CIT 55 46.6
Asnl118Asn
T/T 44 37.3
Cc/C 56 47.5 0.68 0.32
XRCC1
C/IT 49 41.5
Arg399GIn
T/T 13 11.0
A/A 20 17.0 0.35 0.65
XPA
AIG 43 36.4
5UTR
GIG 55 46.6
XPB 1
A/A 118 100.0
K117R
A/A 54 45.7 0.65 0.35
XPD
AlC 44 37.3
Lys751GIn

c/C 20 17.0




Table 4: Distribution of the toxic side effects undr FOLFOX-4 regimen

Grade 1+2 Grade 3+4 Total (n)

Neuropathy 78 29 107
Mucositis 14 3 17
Conjunctival effects 11 0 11
Diarrhoea 3 0 3

Hand-foot syndrome 14 0 14
Cardiac effects 0 0 0

Neutropaenia 7 36 43
Thrombopaenia 31 4 35
Anaemia 39 1 40
Nausea 27 0 27
Alopecia 22 0 22
Asthaenia 62 5 67

Total (n) 308 78 386




Table 5: Uni- and Multivariate Cox Proportional Hazard Regression models for
association of genetic variables with oxaliplatin-aurotoxicity (grade >2)

Univariate Logistic Regression

OR [CI 95%] Y

ERCC1 CIC 1 0,0255
C/T  2.214[0.757; 6.480]
T/T  0.719[0.231; 2.237]

XPD AIA 1 0,0310
AIC  1.947[0.871; 4.532]
C/C  4.041[1.368; 11.943]




Table 6: Objective response rates

Nb of patients (%) Nb of patients (%)

(at 3 months) (at 6 months)
Complete Response (CR) 3(2.5) 23 (20.3)
Partial Response (PR) 88 (74.5) 40 (35.4)
Overall Response (OR)* 91 (77.1) 63 (55.7)
Disease Control 104 (88.1) 87 (77.0)
Disease Progression 14 (11.9) 26 (23.0)

NBAt 6 months, 5 patients were dead.
*OR=CR+PR



Table 7.Univariate Cox Proportional Hazard Regression mdsiéor association of genetic
variables with Overall Survivals or Progression-&eurvival (N = 118)

Univariate

Overall Survival

Progression-free

Survival
OR[IC g5 p OR[IC g5%) p
ERCCL1 (Asnl118Asny 0,5661 0,1139
C/IC
CIT 1 1
T/T 1,146 [0,638; 1,298 [0,758; 2,224]
2,059] 0,837 [0,480; 1,460]
0,901 [0,490;
1,656]
ERCC1 (3'UTR)#* 0,8600 0,9866
A/A
A/IC 1 1
C/C 0,804 [0,369; 1,046 [0,504; 2,170]
1,751] 1,014 [0,503; 2,045]
0,835 [0,396;
1,759]
ERCC1 CD* 0,3391 0,0684
CIC +CIT 1 1
TT 0,815 [0,535; 0,695 [0,470; 1,028]
1,240]
XPA (5'UTR)#* 0,1604 0,9440
G/IG 1 1
G/A 1,305 [0,828; 1,053 [0,693; 1,599]
A/A 2,057] 0,961 [0,569; 1,623]
1,696 [0,969;
2,970]
XPD (Lys751GIny* 0,9026 0,7648
A/A
A/IC 1 1
c/C 1,098 [0,699; 0,874 [0,578; 1,323]
1,724] 0,862 [0,509; 1,458]
1,100 [0,632;
1,913]
XRCC1 (Arg399GIny* 0,0269 0,0057
C/C
CIT 1 1
TIT 0,986 [0,638; 0,778 [0,519; 1,165]
1,526] 2,258 [1,212; 4,210]
2,312 [1,209;
4,419]
XRCC1 CD 0,0072 0,0027
C/IC+CIT 1 1
TT 2,327 [1,257; 2,512 [1,376; 4,587
4,306]
XRCC1 and ERCC1 0,3182 0,0268
The others 1 1
T/T 1,585 [0,642; 2,569 [1,114; 5,920
3,913]

* Do not meet the assumption of proportionalityrigk to the progression-free survival

+ Does not meet the assumption of proportionality rcks to overall surviva
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Predictive Factors of Oxaliplatin Neurotoxicity: The Involvement
of the Oxalate Outcome Pathway
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Abstract

Purpose: Oxaliplatin displays a frequent dose-limiting neurotoxicity due to its interference with
neuron voltage-gated sodium channels through one of its metabolites, oxalate, a calcium chelator.
Different clinical approaches failed in neurotoxicity prevention, except calcium-magnesium
infusions. We characterized oxalate outcome following oxaliplatin administration and its interfer-
ence with cations and amino acids. We then looked for genetic predictive factors of oxaliplatin-
induced neurotoxicity.

Experimental Design: We first tested patients for cations and oxalate levels and did amino acid
chromatograms in urine following oxaliplatin infusion. In the second stage, before treatment with
FOLFOX regimen, we prospectively looked for variants in genes coding for the enzymes involved
(@) in the oxalate metabalism, especially glyoxylate aminotransferase (AGXT), and (&) in the
detoxification glutathione cycle, glutathione 5 -transferase @i, and for genes coding for membrane
efflux proteins (ABCC2).

Results: In the first 10 patients, urinary excretions of oxalate and cations increased significantly
within hours following oxaliplatin infusion, accompanied by increased excretions of four amino
acids (glycine, alanine, sering, and tauring) linked to oxalate metabolism. In a further 135 patiems,
a minor haplotype of AGXT was found significantly predictive of both acute and chronic
neurotoxicity. Neither glutathione S-transferase o nor ABCC2 single nucleotide polymarphisms
we looked for were linked to neurotoxicity.

Conclusion: These data confirm the involvement of oxalate in oxaliplatin neurotoxicity and
support the future use of AGKT genatyping as a pretherapeutic screening test to predict individual

susceptibility to neuratoxicity.

{)xulipluliu. a platinum-based chemotherapeutic agent with a
1, 2-diaminocyclohexane (DACH) carder ligand, displavs a
characteristic pattern of neurotoxicity, which is the most
with an acute onset of distal

frequent doselimiting toxicity

dysesthesia and/or paresthesia, induced or exacerbated by cold
and prolonged musoular contraction after a voluntary contrac-
tion. Although these symptoms that occur during or short
after infusion are transient and generally mild, when treatment

is continued, a persistent sensory peripheral neuropathy can
develop, eventually causing superficial and deep sensory loss,
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sensory ataxia, and functional impairment (1). The mechanism
of chronic neurotoxicity evoked by some authors is close to that
of ¢

mets

tin—being the progressive accumulation of a heavy
I, the DACH platin, in neurons and the imj ion of the
detoxication system of glutathione (2).

However, dinial neurophysiologic examinations and nerve
biopsy studies have shown that patients displaying sensory
i s of axonal

or very mild
atin has a direct “pharmacologic”

b}"”]l]l(]l]]‘a |1'.t\.-'e no
degeneration (1), Ox:
effect on the excitability of sensory neurons and muscle cells

w
e

that has not previously been described with other platinum
agents (3). Furthermore, the acute symptoms induced by
oxaliplatin are similar to those induced by several drugs or
toxins acting on neuronal or muscular ion channels, such as
tetrodotoxin (4). Our team and another reported in different
s due

cellular models that acute oxaliplatin action on neuror
to a specific interaction with sodium channels located in the
cell membrane (5, 6). Furthermore, we showed first that a
peculiar population of Na* channels was involved, probably
Ca® -dependent Na* chann and second that this effect was
not reproduced by its eytotoxic metabolite, DACH platinum,
e, both the hydrolyzable ligand and
um chelator, known for its acute neurotoxic effects, in
aise of acute poisoning, such as ethylene glycol poisoning
(5, 7). Then, oxaliplatin affects voltage-gated sodium channels
indirectly through its wsformation into one of its metabo-
lites, oxalate, by inter

but by the other one, oxal:
a cal

ering with intracellular divalent cation
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regulation in neuwronal systems (ie. caldum and/or magne-
sium) and by disrupting their intracellular homeostasis (8).
Based on these results, we set up an oxalate chelation strategy
using calciume-magnesium infusions just before and just after
oxaliplatin administration and showed its potential for the
prevention of neurotoxicity (9).

In total, two different mechanisms of neurotoxicity have been
hypothesized. The classic one is that of heavy metals, such as
dsplatin, involving the detoxication process (i.e., the glutathi-
one system), especially glutathione S -transferase « (GSTn),
and certain membrane efflux proteins, such as multidrog-
related protein 2 (MRPZ; refs, 10, 11). The second mechanism
is the repeated and prolonged interference of oxalate with
voltage-gated sodium channels, resulting in acute or chronic
neurotoxicity (12).

Oxalate synthesis and outcome are closely linked o those of
glvoxvlate, itself produced from serine, glycine, and alanine
metabolisms, used by the liver to produce glucose (13, 14).
Glyvoxylate is detoxified by alanine glyoxylate transferase (AGT),
exclusively in peroxisomes, through its transformation in
glycine in a reaction coupled to alanine conversion in pyruvate.
In the cytosol, glyoxylate is metabolized into glvcolate
by glyvoxviate reductase-hydroxypyruvate reductase (GRHPR;
Fig. 1). The main role of this enzyme is to prevent the
accumulation of glvexyvlate in the cytosol, converting it into
glycolate (15). The last catabolic pathways of glvoxylate are its
transformation in oxalate by lactate dehydrogenase in cytosol.
It uwsually remains minor because AGT detoxifies most of
glvoxylate, consequently considerably limiting its oxidation in
oxalate.

A deficiency in one of these two enzymes, AGT and GRHPR,
known as genetic disease, can lead to an abnormal accumula-
tion of oxalate called hyperoxaluria (16). AGXT gene variants
are very rare, but besides the genetic disease, two variants are
frequent, the wild-type known as a major allele and less
frequent minor allele, found in 20% of Caucasian patients, a
haplotype characterized by three mutations: two substitutions
Prollleu and Hell42Met and a duplication of 74 bp (17).
Only Prollleu single nucleotide polymorphism has a pheno-
typic effect. It reduces AGT catalytic activity by 3 in homozygote
patients (i.e., 4% of Caucsian patients; ref. 18).

GRHPR variants, leading to the formation of a truncated
protein or to the loss of atalytic enzyme activity (965T>G, 103
delG), are very rare (19).

Because glvoxylate is an intermediate step of the wo
metabolic pathways of oxalate, we hypothesized that patients

Diet NATHF) NAD{PH) alaning pyravEle
gyeolae ¥TTTTTR pbowylate P pigeine
NAD+
"
Oy Hai LBH

axalate ———— calcium-oxalate

Fig. 1. The metabolism of oxalate and glyoxylate. The implications of enzymes.
and links with certain amino acids. GO, glycolste oxydase (EC1.1315); LDH, lactate
da by drogenase. Solid arrows, oy tosol; dashed arows, perodsome,
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with a panial deficiency of one of these enzymes could be at
high sk of neurotoxidey after oxaliplatin infusion because they
waould not be able to manage repeated acute and high levels of
oxalate production.

In the present study, we wanted o further characterize the
oxalate outcome and effect after oxaliplatin infusion and w0
determine predictive factors of neurotoxicity in clinical practice
that could allow their prethempy detection and leading to
neuroprevention,

Therefore, we carried out two prospective studies. First, we
sought to characterize the metabolic effect on patients treated
with oxaliplatin. We tested urine for oxalate, cations, and
amino acids involved in the oxalate and the glyvoxylate
metabolism, Second, we looked for a correlation between
oxaliplal wduced neurotoxicity and polymorphisms of the
two most important enzymes, AGT and GRHPR, involved in
the metabolic pathway of oxalate, the glvoxylate-oxalate
metabolism. On the other hand, we investigated in the same
population of patients the hypothesis of a cisplatin-like
neurotoxicity genesis, involving a deficiency in the cell
detoxification pathway of heavy metals, especially the glutathi-
one cycle and the ATP-binding cassette family. We character-
ized polymorphisms of GSTr and MRP2, also called ABCC2
(10, 11, 20).

Materials and Methods

Patients

These two observational prospective studies were carried out on
French Caucasian patients treated for advanced carcinomas with
biweekly oxaliplatin + 5-fluorouracil and folinic acid (FOLFOX
regimen; ref. 21): 85 mg” oxaliplatin on day 1 plus a 5-fluorouracil
400 mg/m?* bolus and 2,500 mg/m® 46-h infusion plus 200 mg/m?
folinic acid on days 1 and 2. In the second swdy, with FOLFOX
regimen, taking into account the interest of caldum and magnesium
infusions in term of newrotoxicity prevention, patients received 1 g of
calcium gluconate and 1 g of magnesium sulfate in 15-min infusion just
before and just after oxaliplatin infusion, as published previously (9).
To be eligible, patients had to be naive of oxaliplatin, to have a WHO
performance status <2, no preexisting neuropathy, a life expectancy of
at least 3 months, an age lower than 80 years, and adequate
hematologic and cardiac status.

The relevant Ethical Commiuee stated thar this observatonal study
was not submitted to the French Huriet-Seruselar law, Written informed
consent was obtained from all patients before pretherapeutic geno-
typing (135 patients) or urine sampling (10 patients). Resulis of
pretherapeutic genotyping were not taken into account. The 5-
fluorouracil dose was adjusted individually, as is usually done in our
institution as routine practice, beginning with the second cycle based
on a pharmacokinetic follow up, as previously published (22).
Fluorouracil concentrations in plasma were measured in the Onco-
pharmacology Department (23).

Assessment of tolerability

Patients were examined biweekly, with historical and physical
examination. They were asked for treatment tolerance and underwent
examinations with hemograms, ionograms, and liver and kidney tests
before every chemotherapy cycle.

Response evaluation was carried out after three cycles by comparing
tumor measurements before and after 3 months of reatment.
Treatment was then prolonged up to a wtal of at least 6 months,
except for progressive disease.

All adverse events were taken in account and graded for severity
according to the National Cancer Institute Common Toxicity Criteria

wwww.aacrjournals.org
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(NCIMCTC) scale. Treatment had @ be stopped in case of grade 4
wicity and the French Drug Commitee had to be notified. The safery
assessment of oxaliplatin + 5-fluorouracil/ leucovorin treatment includ-
ed the following. (a) Neurologic safery: Anute and chronic, peripheral
and perioral neuropathy, pseudolaryngospasm, laryngeal dysesthesia,
muscular contractions, motor troubles, stiffness, and muscular pain.
Both the WCLCTC version 1 scale and the specific Levi-modified
neurotoxicity scale were used (24). Actually, although the Levi-modified
scale seerns very wseful for treatment adjustment and neurotoxicity
managing, NCI-CTC scale remains more suitable for neurotoxicty
assessment. (b) Other toxic side effects, such as myelotoxicity and
digestive tract toxicity, especially diarrhea. (¢) Other general variables,
such as asthenia and weight loss.

The cumufative doses of oxaliplatin, dropouts, for whatever reason
were also assessed. In the event of a case of significant grade 2
neurctoxicity, the oxaliplatin dose remained unchanged, but the cycle
could be delayed until resolution. In cases of recurrence, the dose was
reduced by 20%. In the case of grade 3 toxicity, treatment was
interrupted unil resoluton of the toxic manifesations and then
restarted with a 20% decrease of the dose. In the event of a significant
grade 2 hematotoxicity, the oxaliplatin dose remained unchanged, but
the cycle was delayed until resolution. In case of recurrence, the dose
was reduced by 20%. In the case of grade 3 toxicity, treatment was
interrupted untl resolution of the toxic manifestations and then
restarted with a 20% decrease of the dose,

Methods

First study. We measured (a) Ca™, Mg®, Na', and K* concen-
rations in plasma at HO, H2 (before and just after the end of oxaliplatin
infusion), H5, day 8, and day 15 and (b) oxalate, Ca™, Mg™*, Na*, and
K* concentrations in urine, weighed by urine creatinine at HO (hefore
oxaliplatin infusion), HS, day 8 and day 15. Urine samples were
collected as follows: urine samples of the previous 24 h before
oxaliplatin administration for HO, urine samples between HO and H5
for H5, and 24-h urine samples for days 8 and 15.

We also characterized the urinary elimination of different amino
acids with urine amino acid chromatography.

Second stndy. We genowyped AGXT, GRHPR, GS8Tn, and MRP2.
We Jooked for the most relevant mutations of the AGXT gene. They
are lisied on Table 1. Some of them are rare, involved in type 1
hyperaxaluria (15, 16). They are located on exons 1, 4, 7, and 10. Three
of them are more frequent and characterize two haplotypes: the "major
haplotype” and the less frequent “minor haplotype” (23). They are
constituted of three variants located on exon 1, 154C=T (Prollleun),
on exon 4, the duplication of 74 bp, and on exon 10, 114240
(lle340Met). The minor haplotype is found in 20% of northern
American and Furopean populations (25).

On the GRHPR gene, we looked for six varams leading to
splicing errors and to a truncated protein with the loss of cofactor or
enzyme substrate binding site or the loss of catalytic activity, four
variants located on exons 2, 6, and 9 and two variants on introns
4 and 7: 103delG located on exon 2, del AAGT on intron 4, and
four single nucleotide polymorphisms: 295C=T (Arg995top), 2651>G
[322Met>Arg), 494G=A [165Gh=Asp), and G>A on the 3’ splicing
region of inron 7 (26).

About GSTw, two variants were looked for: 313A>CG (exon 5,
1051e=Val) and 341C-T (exon 6, 114Ala=Val). Four haplotypes have
been defined: GSTPLA (llel05-Alal14), GSIPIB (Vall05-Alalld),
GSTPIC (Val105-val114), and GSTPLD (llel05-Val1l4: refs. 10, 11).
As results in the literature about their implication in the pathogeny of
neurotoxicity were contradictory, we looked for these GST variants.

For MRP2, we looked for two variants: 224C>T and 3972057 (20).

WEC isolation and DNA extraction

Blood samples were obtained for DNA isolation and the determi-
nation of genotypes. All procedures were reviewed and approved by
accredited ethics review boards, and patients signed informed consent
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Table 1. The variants of AGXT, GHPR, G5Tx, and
ABCCZ genes being looked for

Variants Amino acids
AGXT
154C>T 11Pr=Leu
155C del Codon 45 stop
156Cins Codon 167 stop
Duplication 74 bp intron 1
S576T=A 152Phe=Ile
SBEG=A 156Gly=Arg
630G=>A 170Gly=Arg
640G=A 173Cys>Tyr
B19C>T 233Arg=Cys
B20G>4 233Arg>His
853T>C 2441le=Thr
BEOG=A 246TrpStop
A1119T Arg333Stop
Al142G Ile340Met
GRHPR
103Gdel (codon 35) 45Leustop
295C>T Q9ArgStop
[AAGT]del Splicing error
(codon 135 stop)
494G=A 165Gly=Asp
G/A intron G Deletion of exon 8
965T=G Met3224rg
GSTw
313A>G Tlel05Val
34107 Alz114val
ABCC2
24C=T
3972C>T

form. DNA was extracted from peripheral blood mononuclear cells
(500 ul. of whaole blood) using a DNA isolation kit for blood/bone
marrow/tissue (Roche Molecular Diagnostics). Each sample was
controlled with respect to DNA isolation by UV transilluminaton of
cthidium bromide-stained gels from subsequent electrophoretic
separation in 1.2% agarose.

Pyrosequencing analysis

PCR conditions. PCR was done with an initial denaturation for 5 min
at 95°C followed by 50 cycles of denaturation for 30 s at 95°C, primer
annealing for 30 s ai 60°C, and extension for 1 min at 72°C followed
by a final extension for 5 min at 72°C. All amplification reactions were
done in a DNA Thermal Cycler Eppendorf, with 1 unit of Tag
polymerase (Euroblue Tag, Eurobio).

PCR conditions were the same for the different mutations tested.
Annex 1 (Table 5) shows the different sets of primers used 1o amplify
the sequences of interest.

Choice of the sequendng primers. Different sequencing primers were
designed o carry out AGXT, GRHPR GSTwn, and MRP2 gene
pyrosequencing analysis. Then, a selection was made based on the
ability to provide inwrpretable Pyrograms. DNA products consisted of
amplified genomic DNA from control subjects.

Conditions for the pyrosequencing analysis. Templates for the pyrose-
quencing analysis were prepared as recommended by the manufacturer.
Real-time pyrosequencing was done at 28°C in an automated
96-well pyrosequencer using PSQ) SNP 96 enzymes and substrates
(Pyrosequencing AB). Before analysis, the enzymes and each of the
four deoxynucleotide triphosphates (PSQ 96 SNP* Reagent kit Pyro-
sequencing AB) were loaded into a special cartridge that was mounted
in the PSQ) instrument. The 96-well microplate on which samples were
annealed with their respective sequencing primers is designed o fit
onto a socket in the P50 96 system. To apply the pyrosequencing
technique w© our work and to provide accurate results, different
variables were modified and tested (27, 28).
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Statistical analysis

Frequencies of the different gene variants and the toxic side effects
were measured and then compared. Correlations were looked for o
assess whether statistical difference existed between two observations
(e, between two percentages relatve to toxic event occurrence).
Pearson’s x° test was used.

Neurotoxicity, the outcome variable, had four categories: grades 0,
1, 2, and 3. This ordinal variable was crossed with each categorical
variable and tests of y* allowed assessing statistically significant
associations. Taking into account the ordinal nawre of the outcome
variable, Kruskal-Wallis or Mann-Whitney tests were done to complete
the ¥ tests.

The age, the cumulative adminisiered dose, and the body surface
were assumed quantitative, and then their different associations with
the neurotoxicity were examined using one-way ANOVA. For a
comparison bemween two groups (eg., grade 0-1 versus grade 2-3),
the t test was used.

Stepwise multivariate fogistic regression model was used 0 assess
the ability of covariables to predict neurotoxicity. The ¥~ goodness of
fit, odds ratios, and 25% confidence intervals were provided. In this
analysis, covariables were the statistically significant (P < 0.05)
associated vartables in the univariate analyses.

By using the covariables, this method allowed an optimal discrim-
ination berween the patients who had neurotoxicity (grades 2 and 3)
and those who had not {grades 0 and 1). At each step, the covariable
that brought most of information got in the model. Then, the
diffuseness of information made by two associated covariables was
avoided. Age and cumulative dose administered were recoded in
categorical variables in this analysis,

Moreover, to evaluate each pretherapeutic variable as a predictive
factor of woxic side effects, we determined the sensitvity, specificity, and
positive and negative predictive values of variants. First, to check that
the tests ordered the patients in true positive. rue negative, Wrong
positive, and wrong negative, we crossed the tests and calculated the =
concordance coefficient.

Sensitivity was calculated as follows: number of true positive
patients/number of true positive + wrong negative patients.

Specificity was calculated as follows: number of true-negative
patien s/ number of true negative + false-positive patients.

Statistical Package for the Social Scences 13.0 and 10.0 for Windows
(SPSS, Inc.) were used for statistcal analyses.

Results

First study. Ten initial patients treated for metastatic
colorectal cancer were studied. Their mean age was 60 + 7
vears. They were followed for 3.7 cycles (1-6 cycles).

As shown on Table 2, we found no difference in ¢
concentrations in plasma after oxaliplatin administration
compared with baseline levels, We did not do oxalate
measurement in plasma. In urine, we observed a significant
increase of oxalate excretion within 5 h following oxaliplatin
infusion, way over baseline levels (Table 2). These returned 1o
the baseline levels on days 8 and 15. Table 2 also shows an
increase of cation excretions (caldum, sodium, and potassium)
5 h after oxaliplatin administration followed by a decrease on
day & for some patients and a return to the baseline level on
day 15.

In fact, oxalate concentrations in urne did not display the
same evolution for these 10 patients. For 3 of them, it remained
stable, whereas for the others it increased up to a factor of 10,
The urine excretion of calcium and magnesium closely followed
that of oxalate.

The infusion of sodium chloride with oxaliplatin does not
1 the elevation of ation levels in urine,

ation
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Chromatograms of the amino acids in urine were done
before and after oxaliplatin infusion. Table 2 shows the
concentrations of 4 amino acids out of the 20 main ones,
which displayed modifications of concentrations in urine after
oxaliplatin infusion: glvcine, alanine, serine, and taurine.
Interestingly, they are linked to the metabolism of glyaxylate,
especially via the AGT enzyme. We observed a significant
augmentation of their concentrations in urine, but for two
patients, they remained stable, whereas for the eight other
patients the increase could be up to 4-fold. This increase was
accompanied by the simultaneous increase of urinary exaetion
of oxalate, calcium, and magnesium. However, we investigated
too few patients to look for a correlation with neurologic
SympLoms.

Second study. We investigated a total of 135 patients in a
prospective study: 93 men and 42 women. Their characteristics
are displaved in Table 3.

Toxicity evaluation. Seventeen patients experienced severe
neutropenia, 13 grade 3, and 4 grade 4, Ten patients had grade
3 diarrhea. One patient presented an allergic shock at the
beginning of the fifth oxaliplatin infusion.

Neurologic toxicity has been especially charactenzed, evalu-
ated, and graded, with its two types, acute and chronic, being
identified.

Eighty-four patients experenced acute neurotoxic effects
within NCI-CT'C grades and 25 of them experienced grade 2
or 3 neurotoxicity. Twenty-six patients suffered from chronic
neuropathy and 24 of them had grade 2 or 3 neurotoxicity
(Table 3). If we look more precisely at the grade of
neurotoxicity, 19 patients had grade 2 and 6 had grade 3 aaute
toxicity compared with 13 and 11 who had grade 2 and 3
chronic neurotoxicity, respectively (Table 3). Sixty-eight
patients presented only distal neurotexic effects, whereas 9
had also dysesthesia and/or paresthesia of the perioral and oral
region, 7 had pharyngolaryngeal tract dysesthesia, and 6 had
trismus for several days.

Genotyping results.  About the GRHPR gene, no variant was
found (Table 4). In the AGXT gene, we only found the
common polymorphism (Table 4) composed of the three
variants that consttute the haplotype “minor allele”; the
154C=T substitution, the duplication of 74 bp located on exon
I, and the 1142A=0 substiution on the exon 10, In our
population of patients, almost all the patients with the variant
154C>T, except three, presented both 74-bp duplication and
1142A=C (Table 4, bottom).

The frequency of their combination was 31.5%, which is
higher than the 20% previously reported in the literture in a
Caucasian population (Table 4; refs. 18, 19).

Usually, the minor allele is considered as present if at least
two variants are {found out of the three. We found 26.8%
heterozypotes and 4.7% homozygotes; this agrees with previous
results [~ 4% homozygotes).

We investigated GSTw polymorphism too. We found 64
GST1A patents, 14 GST1B patients, 1 GSTIC patient, no
GSTID patient, and 71 heterozygote patients.

About MRP2, we looked for MRP2 24T and 397205T
variants. Seventy-four, 51, and 10 patients were wild-
type homozygotes, heterozygotes, and variant homozygotes,
respectively, for 24C=T polymorphism. Forty-seven, 58, and
30 patients were wild-type homozygotes, heterozygotes, and
varnant homozygotes, respectively, for 397 2C=T polymorphism.
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Table 2. In 10 patients over 37 cycle: plasma and urinary concentrations before oxaliplatin (HO), 2 and
5 h (H2, H5), and days 8 and 15 following oxaliplatin infusion (variation of amino acids in urine just before and

after oxaliplatin infusion)

Comparison HO-H5

n D1 HO D1 H2 D1 HS D8 D15
Plasma concentration
Calcium (mmol/L) 37 2.28 + 0.09 231 +01 2.3 +0.09 2.28 + 0.09 2.27 + 0.08
t test NS
Magnesium (mmol/L) 37 0.79 + 0.07 0.81 + 0.12 0.76 + 0.07 0.8 + 0.08 0.76 + 0.11
t test NS
Potassium {mmaol/L) 37 368 +0.29 3.77 £ 0.34 3.79+ 0.4 3.67 £ 0.38 3.47 £ 0.37
t test NS
Concentration in urine/creatinine
Oxalate (umol/mmal) 31 18.6 + 13.88 54.5 + 50.5 10.1 + 8.1 158 + 145
=29 |l = 1.8
t test P = 0.006
Calcium {mmol/mmol) 36 0.34 +0.22 063 + 0.34 +0.23 0.32 +0.19
-] =11
t test P =0.003
Magnesium (mmol/mmol) 32 0.23 + 0.15 0.39 + 0.28 0.21 +0.12 0.19 + 0.13
I = 1.65
t test P =0.009
Potassium {mmol/mmaol) 36 596 + 2.26 10.16 + 4.25 5.29+1.71 4,97 + 1.89
tx 17 =12
t test P =0.003
Sodium (mmaol/mmal) 36 16.09 + 7.46 2297 + 1241 10,0+ 7.1 123 + 5.62
T x1.42 1 %16 | ®13
t test P =0.001
Amino acids Mean (pmol/mmol creatinine) + SE
Glycine 1 118.66 + 34 239.6 + 139 131.5+ 83 1433+ 10
Comparison HO-HS Nonparametric test: P = 00.047
Alanine 1 26.2 + 8 50.7 + 22.2 5.7+ 6 3.3+7
Comparison HO-HS Nonparametric test: P = 0.03
Serine 1 193 +6 29 + 12 23+12 20+ 2
Comparison HO-HS MNonparametric test: P = 0.09
Taurine 1 168.5 + 69 244 + 87 111 + 32 152 + 50

Nonparametric test: P = 0.04

MNOTE: In 10 patients over 37 cyde: mean + SD calcium, magnesium, and potassium plasma concentrations; mean + SD oxalate, caldum,
magnesium, potassium, and sedium urinary concentrations weighed by concomitant concentrations of creatinine before oxaliplatin (HO), 2 and
5 h (H2, H5), and days 8 and 15 following oxaliplatin infusion (normal oxalate concentrations in urine at baseline: 25.3 + 11.5 ymol/mmal
creatinine in urine); variation of amino acids in urine just before and after oxaliplatin infusion (HO, HS, day 8, and day 15).

Abbreviations: NS, not significant; T =, baseline value multiplied by.. .; | =, baseline value divided by.. .

Relationship between demographic characteristics, genetic poly-
morphism, and neurotoxicity. We looked for dinical and biolog-
ical predictive factors of neurotoxidty. The influence of the main
demographic charadteristics on the
idty, was examined. There was neither significant association
between age (P = 0.059, one-way ANOVA) nor between gender
(P = 0.404, Fisher's exact test; grades 0 and 1 versus grades 2
and 3) and neurotox (Table 5A). The other factor of interest
in study was the administered dose. We compared the means
of cumulative dose administered in different groups of neurotox-
idty (grades 0, 1, 2, and 4) and found statistically significant
differences [P = 0.001, one-way ANOVA; Table 54).

The pharmacogenetic approach consisted in seeking two
polymorphisms of the genes of the main enzymes responsible
of oxalate catabolism. We looked for a relationship between
AGXT, GSTw, and MRP2 genotype and neurotoxicity. AGXT
relevant variants were the 154C>T and 1142A>G genotypes. In
this population, the frequencies of the C/C allele, C/T allele,
and T/T allele were 69.4%, 25.8%, and 4.8%, respectively.
There were 69.9% with the wild-type (AfA), 25.3% of
heterozygous (A/G), and 4.8% of homozygous (G/G) variant

iable of interest, neurotox-
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genotypes. It was hypothesized that the presence of mutations
on these genes increased the risk of oxaliplatin-induced toxicity.
About AGXT, we found that patients with the minor allele
AGXT haplotype had a significantly higher risk of acute
neurotoxicity. Only 4 patients of 92 (4.3%) who presented
the major haplotype, the wild-type, had acute neurotoxicty at
grade 2 or 3 compared with 23 of the 43 (53.4%) patients who
had the minor haplotype.

On the other hand, 87.2% of subjects who had not any neuro-
v (grade 0) were from wild-type (C/C) group; this per-
centage was 10.6% for patients with (C/T) genotype and 2. 1% for
those with the (T/T) variant genotype. In contrast, no patient was
wild-type out of those who had severe neurotoxicity (grade 3),
but 83.3% in this group had the heterozygous (CfT) vadant
genotype and they were 16.7% with the homozygous (T/T).

Interestingly, of seven homozygote vadant patients, four
presented severe neurotoxicity. Of the three other ones, two had
initial reduced oxaliplatin doses and the third one had to have his
treatment stopped after 2 months because ofa grade 4 leucopenia.

These results concluded to very statistically significant
relationships between neurotoxicity and 1142A=0C and
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Table 3. Clinical characteristics of the patients
and distribution of acute and chronic neurotoxicity
No. patients Total 135
Women 42
Men 93
Age Mean 62 + 11
Range 30-80
Performance status 0 101
1 30
2 4
Primary tumor Colon 83
Rectum 52
Oxaliplatin Dose/fcyce
85 mg/m?/15 d 121
Treatment (mo) Mezn 5+ 2.85
Range 3-25
Oxaliplatin cumulative Mean 720 + 267
dose (mg/m?) Range 255-2,125
Acute neurctoxicity, Grade 0 50
NCI-CTC (n) Grade 1 58
Grade 2 20
Grade 3 7
Chronic neurotoxicity, Grade 0 105
NCI-CTC (n) Grade 1 2
Grade 2 15
Grade 3 13

154C=T genotypes [){2 = 3933, P < 0,001, C/C versus C/T +
TT; %2 = 38.88, P < 0.001, AJA versus A/G +G/G; Table 5B).

We found equivalent results with 11424>C genotype
(Table 5B). Sens . specificity, and positive and negative
predictive values of the detection of the minor haplotype as
predictive factors for acute neurotoxicity were 0.83, 0.84, 0.53,
and 0.95, respectively.

Because both genotypes 11424-G and 154CT were associ-
ated to neurotoxicity, multivariable logistic regression an
was done to report the specific information of each covariable
on the outcome wvariable, neurotoxicity. The covariables
included in the final model were the 154C=T genotype and
the cumulative dose. The results showed that 60.7% of the
variations were explained and 91% individuals were correctly
dassed by the model.

It is noteworthy that we found an identical relationship
between minor haplotype and chronic neurotoxicity. Only 5
patients of 92 with the major haplotype experienced a chronic
neurotoxicity compared with 23 of 43 with the minor
haplotype. Again, the difference was highly significant.

We looked at GSTw and MRP2 polymorphisms and found no
correlation between their variants and neurotoxicity, either
acute or chronic (P < 0.410; Table 58).

=

Discussion

According to the objectives of the study, we were able to
confirm the biological importance of oxalate production from
oxaliplatin, and to determine relevant predictive fadoms of
neurotoxicity, based on the exploration of the oxalate outcome

pathway.

Indeed, oxaliplatin has a unique profile of induced neuro-
toxicity, with two distinct types, acute and chronic, whose
relationship remains unclear to date. These very peculiar
characteristics of the acute neurotoxic effects of oxaliplatin
previously led us to suspect the implication of ionic channels.
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Both our team and another one reported with different models
its functional effects on sodium channel functions (6, 7).
Furthermore, we showed with an electrophysiologic approach
that one of its two metabolites, the oxalate, a calcium chelator,
was clearly involved and had a deleterious effect on specific
sodium neuron channels, voltage gated, and calcium dependent
(6). We showed at the same time that DACH platin, the other
oxaliplatin metabolite, had no effect on the ionic channels (6).
Additionally, according to our hypothesis on oxalate involve-
ment, we reported the interest of calcium gluconate and
magnesium sulfate infusions to prevent oxaliplatin neurotoxic-
ity in both its acute and chronic manifestations (9). Calcium
and magnesium sig) antly reduced the dence of neuro-
toxic effects, principally that of the acute ones.

Besides, some authors hypothesized a neurotoxic mechanism
similar to that of cisplatin due to the accumulation of DACH
platin in neurons and its effect on their trophi (29). This
hypothesis has never been confirmed. Actually, little is known
about the molecular mechanisms of cisplatin neurotoxicity
itself. Mollman (30) suggested that axonal transport may be
involved, as the neurotoxicity progresses for weeks after
treatment is stopped. More recently, it has been suggested that
cisplatin may damage dorsal root ganglion neurons, containing
the cell bodies of sensory neurons, shown to be the most
vulnerable structure, by inducing apoptosis, based on in vitro
and in vive experiments in the rat (31, 32). Although itis hardly
surprising that neurotoxic injury to the nervous system
ultimately produces neuronal degeneration and cell death, the
triggering mechanisms remain to be elucidated.

These two hypotheses of neurotoxicity generated two kinds
of approaches for treating or preventing neurotoxicity. Certain
authors tested unsuccessfully glutathione, amifostine, or o-
lipoic add, increasing the pathway of heavy metal detoxication
(33-35). The last attempt with xaliproden did not provide
convincing results (36). The other approach was to block the
action of oxaliplatin on sodium channels with carbamazepine
or gabapentin or to chelate oxalate by Lv. infusions of calcium
and magnesium, the latter now being widely used in dinical
practice (9, 37, 38).

In the present study, we further investigated the “track” of
oxalate. We showed that its concentrations in urine could be
considerably increased, up to 10-fold, after oxaliplatin admin-
istration and that it was accompanied by elevated calcium,
magnesium, and sodium urinary excretions. This was also
coupled to modifications of the urinary excretion of four amino
acids: glydne, alanine, serine, and taurine. The analysis of the
amino acid chromatograms in urine suggested an interaction

between oxalate and amino adds, with a global profile showing
a simultaneous increase, but at variable degrees, of their
concentrations. All of them are closely linked to each other as

well as with oxalate and glyoxylate metabolisms: glycine comes
from glyoxyvlate by AGT, alanine and serine, as amine group
providers, are both substrates and products of AGT; and taurne
is closely linked to serine (39).

These results confirm that, after oxaliplatin administration,
the liberation of oxalate is not negligible because it can be
measured in urdne and provokes a cascade of enzyme reactions
of the glyvoxylate metabolism and also modifications of urinary
excretions of certain amino acids linked to it.

Therefore, our hypothesis is that, after a quick oxal
infusion, the important and brutal affix of oxalate would
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result, due to the mass action law, in the production of
glvoxylate by lactate dehydrogenase. AGT would induce glycine
formation and consequently the transfer of the amine group.
This could explain the concomitant variations of alanine,

SET " ill]d taurine.

We observed wide individual variability in the management
of the rapid liberation of oxalate because after oxaliplatin the
range of increase of oxalate in urine was considerable from 1- to
10-fold. The profile of ld
dosely linked as well as those of the four amino acids involved
in the oxalate-glvoxylate metabolism. These results suggest
that some patients were able to quidkly metabolize oxalate
through AGT and GRHPR, whereas other patients could not
and consequently had a major increase of urinary excretion of
oxalate.

We therefore looked for polymorphisms of the genes coding
for the two major enzymes involved in oxalate outcome, AGT

m and magnesium in urine was

and GRHPR, and their eventual effect on oxalate management.
We used the pyrosequencing method for its reliability and
accuracy and because itis suitable for clinical practice, requiring
500 pul of total blood to extract DNA for genotyping (40).

In the popul
and magnesium infusions, acute neurotoxicity frequency was
lowered: 20 patients experienced grade 2 and 7 patients had
grade 3 neuroto . Chronic neuroto was also reduced
but at a lesser extent. About the genotyping study, we found no
variant of the GRHPR gene in our population of 135 patients
but we did find major and minor haplotypes of AGXT: the

ion of 135 patients, thanks to the calcium

154C=T substitution, the duplication of 74 bp located on
exon 1, and the 1142A=C substitution on the exon 10 (15, 17).

Almost 32% of our population of patients presented the
minor haplotype, with 4.7% being homozygotes (17, 18).
According to the literature, out of the minor haplotype, the
vardant 154C»T (Prol1leu) locted on exon 1 plays a major
ole in the reduction of AGT activity, being ~ 30% less than its
e due to a location error of the enzyme in the

basel

mitochondria mther than in the peroxisomes (18).

ts with the minor allele AGXT haplotype were at
ily higher risk of acute neurotoxicity, 53.4% versus
4.3%, despite calcium and magnesium infusions. Moreover, of
seven homozygote variant patients, four presented severe
neurotoxicity, and of the three others, two had reduced
cumulative dose of oxaliplatin. Interestingly, we found that
minor haplotype cases were similarly linked to chronic
neurotoxicity: 52% versus 5.5%. This result clearly favors a

common mecha
neurotoxicity.
Besides the involvement of oxalate in the genesis of
neurotoxic we explored the alternative hypothesis of a
latin-like toxicity, implying a detoxifying
process, such as GSTw or MRP2. We investigated their
polymorphisms, already reported by different authors, with
contradictory results (10, 11, 20). About GSTw, we found
frequencies close to those reported in the literature, but we

n in the genesis of acute and chronic

cumulative ¢

found no correlation between any haplotype and neurotoxidty,
neither acute nor chronic. Our results differ from those of

Table 4. Results of the detection of the varants of AGXT and GRHPR genes in 135 patients and frequency of

AGXT minor haplotype

Variant Amino acids No. patients Variant Amino acids No. patients
GRHPR AGXT
103Gdel (codon 35) 45LeuStop 0 154C>T 11Pr=Leu 45 (30%)
155 C del Codon 45 stop 1]
156Cins Codon 167 stop 0
295C=T 994ArgStop 0 Duplication 74 bp intron 1 46 (30%)
[AAGT Jdel Splicing error 0 S576T=A 152Phe=Ile o
(codon 135 stop) EBBG=A 156GIy=Arg i)
630G =A 170Gly=Arg 0
640G =4 173Cys=Tyr 0
494G=A 165Gy =Asp 0 819C>T 233Arg>Cys 0
B20G =4 233Arg=His 0
B53T>C 2441le=Thr 1]
BEOG =4 246TrpStop 0
G/Aintron G Deletion exon 8 0 A1119T Arg333Stop 0
A1142G Ile340Met 44 (30%)
965T>G Met322Arg ]
154C>T 1142A> genotype MNo. patients %
CC A& (major haplotype) 102 68.5
CC AG (H) 1 0.6
CTAA (H) 2 1.3
CTAG (H) 36 24.2
CT GG (H) 1 0.6
TTAG (M) 1 0.6
TT GG (M) 6 4
Minor haplotype 47 315
NOTE: The genotype of the duplication of intron 1 is in brackets.
Abbreviations: W, wild-type; H, heterozygote; M, variant homozygote.
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Table 5. Correlation study

A. Correlation between clinical and genetic variables and grade of neurotoxicity

Variable Neurotoxicity crossed with the other variables of interest
Neurotoxicity grade NCL
Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 P
No. subjects (%) a7 54 18 6
Age 649 + 9.8 61.13 + 9.4 60.3 +11.1 54.8 + 16.1 0.059*
Body surface 1.74 + 0.16 1.72 £ 0.19 178 +0.18 1.87 + 0.18 0.18*
Dose of oxaliplatin B75 + 479 1073 + 435 1262 + 394 1514 + 482 0.001*
Gender
Men 34 (72.3%) 34 (63%) 9 (50%:) 5 (B3.3%) 0.404 7
Women 13 (27.7%) 20 (37%) 9 (50%:) 1 (16.7%:)
C154T genotype
c/c 41 (B7.2%) 42 (77.8%) 4 (22.2%) 0 (0%:) <0.0017
c/TTT 6 (10.6%:) 12 (18.5%) 14 (B61.1%) 6 (B3.3%)
£1142G genotype
AJA 42 (89.4%) 41 (77.4%) 4 (23.5%) 0 (0%) <0.001 7
L/GG/G 5 (10.6%:) 12 (22.6%:) 13 (66.5%:) 6 (100%)

B. Correlation study between AGXT and GS5Tw haplotypes and 24C>T and 3972C>T MRP2 variants and neurotoxicity

Polymorphism No. patients Acute neurotoxicity Chronic neurotoxicity
Grade 0-1 Grade 2-3 Grade 0-1 Grade 2-3
Total 135 108 (80%) 27 (20%) 107 (79%) 28 (31%)
AGKT
Major haplotype 92 88 (95.7%) 4 (4.3%) 87 (94.5%) 5.5 (5%
Minor haplotype (heterozygous) 36 17 (47%) 19 (53%) 17 (47%) 19 {53%:)
Minor haplotype (homozygous) 7 3 (43%) 4 (57%) 3 (43%) 4 (57%)
GSTr haplotype (313A>G, 341C>T) 122
A/A C/C 54 46 (85.2%) 8 (14.8%) 44 (81.7%) 10 (1B.5%)
AJG C/C 42 33 (7B.5%) 9 (21.5%) 35 (B3.3%) 7 (17.1%)
A CT 14 12 (B5.7%) 2 (14.3%) 12 (B5.7%) 2 (14.3%)
G/G C/C 9 6 (66.6%) 3 (33.3%) 6 (66.6%) 3 (33.3%)
GG CT 2 2 (100%s) 0 2 0
G/GT/T 1 1 (100%:) 0 1 0
MRP2 135
24C=T
cc 74 59 (B0%) 15 {19.4%) 60 (B1.2%) 14 (19%)
T 51 41 (B2%) 10 (19.5%) 38 (74.5%) 13 (25.5%)
T 10 8 (BO%:) 2 (12.5%) 9 (90%:) 1 (90%:)
3972C>T
cc 47 36 (77%) 11 (23%) 38 (B1%:) 9 (19%)
oT 61 50 (82%) 11 (17.8%) 49 (B0%:) 12 (20%)
T 27 23 (B5.2%) 4 (16%) 23 (85.2%) 4 (16%:)

Annex 1. Nucleotide sequences of the primers used for the directed mutagenesis of 3 sites of AGXT (mutated bases in bold)

Primer Nucieotide sequence 5-3°

Variants Phel52lle (T/A) + Glyl56Arg (G/A)

Sense AGTGCTGCTGATCTTAACCCACAGGGAGTCGETCC

Antisense GGACGACTCCCTGTGGGETTAAGATCAGCAGCACT
Wariant Gly170Arg (G/A)

Sense CCCTTGATGECTTCAGGGAACTCTGCCACA

Antisense TETEECAGAGTTCCCTGAAGCCATCAAGGE
Exon 4 cloning primers

Sense GTTTGTGGEGEGETETICTE

Antisense AGGACCAGAGGGACCAGT

NOTE: AGXT: # < 0.001, ¥~ test, Fisher's exact test.
*One-way ANOVA.
Ty* test, Fisher's exact test.

Lecomte et al. and Grothey et al. who reported in a smaller cisplatin-like mechanism of toxicity. Unlike dasplatin, sural
population a correlation between the two variants and the
incidence of chronic and acute neurotoxicity, respectively

(10, 11). However, previous results are not in favor of a

oxaliplatin and displaving neuropathic svmptoms had shown
no signs or only minor morphologic signs of axonal
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nerve biopsy studies on patients having received few cycles of
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degeneration, which could hardly be distinguished from
normal findings and whidh contrasted with the intensity of
subjective symptoms. Thus, oxaliplatin is likely to have a direct
pharmacologic effect on the excitability of sensory neurons and
possibly muscle cells that has not been previously described
with other platinum agents. Besides, certain authors showed
that DACH platin, the other metabolite of oxaliplatin, was not
involved in neuwrotoxicity (41), and Takimoto et al. (42)
reported that oxaliplatin neurotoxicity was neither correlated to
creatinine nor to ultrafilterable platinum clearances and was
not linked to an accumulation of platinum. Thus, functional
neuronal damage produced by oxaliplatin may result in part
from the effects of this drug on voltage-gated sodium dhannels
and chronic oxaliplatin-induced neuropathy could be the long-
term consequence of its acute toxicity. On the other hand,
dsplatin-induced neuropathy is classically reported as a very
long-term platinum retention in deep compartments, such as
neuronal tissue, and to progressive accumulation (41), whereas
oxaliplatin has a completely different pharmacokinetic profile
and does not accumulate in plasma, with repeated chemother-
apy cydes (43).

About MRP2, previous data were very scarce. We looked for
two single nucleotide polymorphisms, 24C=T and 3972C-T,
and found that neurotoxi . both acute and chronic types, was
equally distributed in the different variants.

In total, it is likely that, in patients who displayed the AGXT
minor haplotype, the major enzyme of glyoxylate and oxalate

metabolism has a partially reduced activity. These patients
seemn unable to cope with a brutal inflow of oxalate after
oxaliplatin infusion, whose elimination becomes predomi-
nantly urinary. lts intracellular concentration increases and it
interferes with sodium channels and generates acute neuro-
o .

The disruption of ionic movements could hinder processes
such as gene expression and lead to heterogenous mRMNA
synthesis, intraneuronal heterogeneity of the populations of
Na" channels in cutaneous afferents, membrane instability, and
possibly ectopic impulse genemtion, resulting in paresthesia,
dysesthesia, and hyperesthesia (12). With repeated oxaliplatin
infusions, oxalate could progressively affect neurotransmitter
release, growth cone elongation, and neuron trophicity and
thus could lead to chronic neurotoxicity. Indeed, this favors a
common pathogeny of both acute and chronic neurotoxicity
due to oxaliplatin.

These data support the future use of this genotyping
approach, suitable to clinical practice, to be used as a screening
test to identify patients at high risk of neurotoxicity before
oxaliplatin-based therapy. This could help better prevent
neuropathy by, for example, being more prudent in terms of
cumulative oxaliplatin dosage in the case of a patient with the
minor haplotype or by using higher doses or more polonged
calcium-magnesium administrations rather than carbamaze-
pine, gabapen or venlafaxine, whose efficacy is not obvious
and whose toxicity is a cause of concern.
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Avec plus de 38000 nouveaux cas diagnostiqués edlement, le cancer colorectal
représente un véritable défi en terme de Santédugbtlans notre pays d’autant qu’environ
50% des malades présentent ou présenteront au deufhistoire de leur maladie une
évolution métastatique grévée d’'une importante afitdtavec moins de 10 % des patients

encore vivants a 5 ans.

La fréequence de cette maladie, tres clairement I&el'dge avec une incidence

exponentiellement croissante a partir de 50 arigigides efforts de prévention, de dépistage
et finalement d’optimisation des thérapeutiquespaligbles, afin d’offrir au plus grand

nombre les meilleures options thérapeutiques eanmmient les options de résections
radiochirugicales, dans une optique de possibleigpré

Malgré les progres accomplis depuis plus de 30(ksssoins de support étaient encore le
standard de traitement en situation métastatiquéhut des années 90), la médiane de survie
globale n’est que d’environ 2 ans a I'heure actuetlaux stades avancés alors méme que de
facon paralléle I'arsenal thérapeutique s’est émridu-dela de la « pierre angulaire » du
traitement qu'est le 5-Fluorouracile, de nouveltaslécules sont apparues, cytotoxiques
classiques comme I'oxaliplatine ou l'irinotecan,tieérapies dites « ciblées » dirigées contre
les mécanismes de néoangiogenése tumorale (Bewmaizuanticorps antiangiogénique
ciblant le VEGF) ou encore visant les voies deddaiction des signaux notamment la voie
MAP kinase et PI3 Kinase, activées par la stimotatiu récepteur membranaire de 'EGF

(Cetuximab et Panitumumab).

Outre l'intérét de la prophylaxie primaire imposat#s changements de modes de vie
alimentaire (diminution des apports caloriques) omrsédentaire (pratique du sport), et la
généralisation sur tout le territoire de campagdes dépistages, qu’ils soient d’ordre
individuel, imposé par un profil personnel ou faatik risque, ou d’ordre collectif (dépistage
de masse), une meilleure rationalisation des sshidispensable au controle de la maladie
au stade précoce comme au stade taf@ifure 44), d'autant que les considérations
pharmaco-économiques se révelent chaque jour plessgntes. Le choix de traitements
combinés a des formes orales, qui ont montré learinfériorité par rapport a des schémas
IV exclusifs et le développement des soins de supf®-CSF, traitements antalgiques,

antiémétiques,..) participent également a cetienalisation (maintien des doses-intensités,
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confort de vie, gestion des effets secondairesy daecent porté désormais tres clairement

sur le bien-étre du patient et sur un meilleur vées traitementé-igure 45).

Cancers Colorectaux
Comment faire mieux ??

|

.

Plusieurs voies de Recherche...

Résécabilite
des

metastases

Nouvelles
Molécules

Meilleure utilisation des cytotoxiques
Meilleur Rationnel

= Le bon TT au bon Malade...

Figure 44. Les différentes voies d’optimisation visant a améér le pronostic global du
cancer colorectal : dépistage de Iésions précanuées et/ou aux stades trés précoces,
éradication des micrométastases par les traitemexgivants, amélioration des techniques
radiochirurgicales (traitements des métastases lm&es), développement de nouvelles
molécules actives et enfin meilleure optimisatioasdmolécules déja existantes

Autres voies...

Autres voies intéressantes privilégiant la qualité de vie

|

Traitement oraux et nota;ﬁ}nent la capécitabine
° Xeliri = Folfiri
° Xelox = Folfox : Nouveau standard en 1er ligne M+ ?

mmp Etudes de grande ampleur : Objectif: La non infériorité

Phase lll: Tree-2 (USA), AlO (Allemagne), Diaz et al (Espagne),NO
16966, ML 16987 (France)

Amélioration des soins de confort
Antiémétiques plus puissant (Aprépitant,..)
Traitement antalgique + puissant, mieux adapte,
plus répandu

Prise en charge psychologique et sociale...Etc
Traitement de la personne agée

Figure 45.Les autres voies thérapeutiques privilégiant laadjteé de vie.
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Concernant spécifiquement l'optimisation des tragats de chimiothérapie existants, la
pharmacogénétigue comme la pharmacogénomique, paeeisanik le bon traitement au
bon malade et a la bonne doseet, impactant ainsi sur la qualité de vie des medad
(diminution des toxicitées séveres) et sur leur psetic global (amélioration des
réponses/controle de la maladie), représententvoies de recherche primordiales, dont la
place (en terme de publications scientifiques corem&rme de pratique courante) ne fait et

ne fera que croitre dans les années qui viennent.

Pour mieux cerner l'intérét potentiel de notre &aibde These d’Université détaillé dans ces
pages sous forme de communications (articles ahrés/posters présentés en congres), nous
avons cherché a faire la démonstration par uneerkvplus exhaustive et, on I'espére, la plus
récente de la littérature, des enjeux de Santéiquebbu’'implique la fréquence dans notre
société des cancers en général et du cancer daloezcparticulier, ainsi que des modalités
de son traitement. Dans ce but, nous nous sommsss bgur le rationel historique et
scientifique ayant amené aux progrés observés kdagsstion au quotidien de la maladie
meétastatique tant pour le malade que pour soncpatiAfin de comprendre 'objet de nos
recherches - s’entend: le role des différentesyrapz et protéines impliquées dans le
métabolisme des cytotoxiques étudiés dans nos®tudeus avons détaillé dans la deuxieme
partie de notre exposé les caractéristiques coactrna pharmacologie et la
pharmacogénétique des trois principaux traitemewtistoxiques de chimiothérapie dans le
cadre des cancers colorectaux : le 5-Fluorourdtri@ptecan et I'oxaliplatine.

Enfin nous avons présenté nos travaux en essagal@sdnettre en perspective par rapport
aux résultats déja connus et publiés, pousuivametnles efforts entrepris depuis plusieurs

années dans notre laboratoire sur cette thématique.

Finalement, notre travail de Thése s’est voulu ré&sment translationnel et appliqué,
cherchant en permanence a intégrer le bénéficetdimur le patient et visant a définir un
schéma « simplifié », autant que possible (surdamis ce domaine complexe enzymatique et
biologique du métabolisme des drogues anticansésuqui pourrait guider le praticien dans

ses choix thérapeutiques.

Il ressort ainsi de notre expérience, scientifiquet de praticien oncologue, que :
v' Au vu des progres réalisés en terme de résécabldgémeétastases, le choix

d’un traitement rapidement optimal doit étre rechéra tout prix pour espérer
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offrir des options de guérison potentielle a desepés sélectionnés et dont la
maladie est localisée et accessible aux optiomgsketion ; dans ce contexte,
les traitements offrant les meilleurs taux de ré&esndoivent étre privilégiés

car ce sont ces taux qui sont les éléments majeussicces thérapeutique.

Dans les situations adjuvantes et codifiées posr deades Il (pN+ a

I'anatomopathologie sur la piéce opératoire), olpaflents seront traités pour
le bénéfice d’un seul, il est imporatnt de dispaseprotocoles optimaux dans
leur rapport toxicité/efficacité. Ceci est encohaspvrai dans les situations plus

discutables (stade Il) ou prés de 50 patientstsaités pour en sauver un.

Dans les situations métastatiques définitivema@sécables, la qualité de vie
doit étre privilégiée (et donc des schémas de mmeinaoixicité) ainsi que le

contrble des symptébmes quand ils sont présents.

Les produits de chimiothérapies classiques sorteocaia fortiori les thérapies
ciblées, et non dénués d'effets secondaires : uilenrerationnel est donc

indispensable pour des raisons aussi bien écones\quiéthiques.

Contrairement a une idée recue, les thérapiesleesil» ne dérogent pas a la
regle archaique prévalant pour les chimiothérapiassiques : en dehors de
cas caricaturaux comme les mutations de Kras gciuert I'utilisation des
anticorps anti EGFR, le choix entre une thérapibléei visant la
néoangiogenése (bevacizumab) et celle visantiadrection du signal médiee
par les récepteurs EGF, ne se fait souvent qudesucritéres subjectifs laissés
a l'oncologue et aux habitudes de service, au mingeque le choix entre
irinotecan et oxaliplatine en premiere ligne pagraple.

Les doses de traitements sont toujours des dosegnmes adaptées
secondairement a la toxicité en les réduisant aoibge rarement en les
augmentant en cas de bonne tolérance. Manifestataematients, sous-dosés,
sont considérés comme « échappant au traitemaitrs, qu'ils évoluent sous
un régime insuffisamment adapté a leur métabolisareme a celui de leur

tumeur.
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Dans ce contexte nous avons cherché a démontrer paos études rapportées et discutées
dans ces pages que :

v' L’on pouvait définir, et dans chaque situation dgtements, des groupes de
patients a risques de toxicité et/ou de mauvaisipstic,et ce par I'analyse de
polymorphismes sélectionnés sur ADN germinal, isolgartir des leucocytes
circulants d'un simple prélevement sanguin. La mégpe est rapide (se
calguant sur la nécessité de s’adapter aux cotemimposées par la mise ne
route précoce d’un traitement spécifique sans mkrtehance pour le malade),
et de routine dans un laboratoire « expert »; flaa ailleurs été montré que,
concernant les enzymes impliguées dans les métaiedi des agents
anticancéreux, le taux de corrélation entre ADNvgeal et ADN tumoral était
relativement élevg191-192] ce qui justifie de I'extension d'un rationnel
initialement plutdt destiné a la recherche de fast@rédictifs de toxicité, a un
rationnel de corrélation avec la réponse prévisiidraitement sans nécessité

d’exploration au niveau tumoral techniquement gosplexe.

v Sur le plan pharmacologique,l’approche combinée de détection
préthérapeutigue par des techniques phénotypiquasparit UH2/U) et
génotypiques (pyroséquencage) des mutations DP¥Ennslairement suivie
d’'une adaptation pharmacocinétique de doses, pedeatellents taux de
réponses et de survies (supérieurs souvent auXtatdsyubliés dans la
littérature pour des schémas équivalents), etrdeptaur le LV5FU2, que pour
le FOLFOX4 ou le FOLFIRI, avec l'objectivation dams méme temps
thérapeutique de toxicités trés inférieures en mentomme en intensité par
rapport a ce qui est habituellement rapporté dass dublications. Ces
constatations confirment donc [lintérét de la déhar combinée
pharmacocinétique/pharmacogénétique si elle étiéialisée a I'ensemble

des populations cibles et sur tout le territoire.

v/ Concernant spécifiguement le 5-Flhus avons pu ainsi isoler une population
présentant un mauvais pronostic sur la survie ¢gof®R/3R pour la TYMS et
homozygote sauvage pour 1298 A>C ou 677 C>T de T&FR), dont la
détermination pourrait conditionner les traitemerst en situation adjuvante

gue métastatigue. La monochimiothérapie par 5-FUdulgo par l'acide
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folinique peut en effet se réveéler tout aussi affec qu'un traitement combiné
en situation métastatique tout en améliorant Iditgude vie. Par ailleurs les
résultats obtenus avec les schémas séquentielR@AIFOCUS et FFCD
2000-05 [167-169) privilegiant en premiéere intention [l'utilisatiod’'une

monothérapie jusqu'a progression, renforcent cédtgque thérapeutique.
L’intérét de poursuivre les explorations concerrlari-FU, a I’heure moderne
des thérapies ciblées, reste donc tout a fait laleb non « désuet », ce
d’autant que les combinaisons de traitements fgstematiquement courir un
risque de majoration des toxicités et que rédugreisque au maximum doit

toujours étre la priorité.

Concernant I'irinotecanun traitement « biologiquement » piloté par leudta
de 'UGT 1A1 peut se réveler extrémement efficaamesstoxicité rédibitoire
avec des taux de réponses équivalents selon clsmysepopulation étudiée
(6/6, 6/7, 7/7), et donc sans perte de chance lgoomalade : prés de 71% de
maladie stabilisée et en deuxieme ligne métaswtiqusqu’il est associé a un
traitement anti-EGFR. Par ailleurs, l'irinotecarméde « annuler » les effets
génotypiques des enzymes impliquées dans le mé&mateol du 5-FU
(notamment le statut TYMS) et donc « rattraper » ggrelque sorte, une
mauvaise réeponse prévisible sous monochimiothérpprel’antimétabolite,
guidant les options thérapeutiques pour le praticize méme I'existence de
cet effet sur les corrélations possibles entre @otype TYMSau niveau
germinal et les taux de réponses et de toxicités, doie famnsidérer avec
précaution les résultats de publications les rappbren dehors d’une stricte

monochimiothérapie par 5-Fluorouracile.

Dans le cas d'un traitement combinant FOLFIRI irgiéi@ et Cetuximab,
'analyse rétrospective des statuts Kras, BrafIBKEA des 54 patients (sur
104 de la cohorte initiale), dont le matériel tuada pu étre analyse, retrouve
les mémes résultats en terme de fréquence desiongtétras et Braf comme
en terme de facteur prédictif de non-réponse araitenent par anti-EGFR,
que les données réactualisées de CRYSTAL et OPBsemiees au dernier
congres de 'ESMO 2009 et celles rapportées pgrarepet al. concernant le

Consertium Européen. Notre étude retrouve cependatdux bien plus élevé
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d’'incidence des mutations au niveau des exons Z) ate PI3KCA (38,9%)
gu’habituellement rapporté dans la littératurefdible effectif de patients et la
technique de biologie moléculaire (plutdt que poatéue) pouraient en partie
expliquer ces résultats discordants. Enfin et eir@ment au Consertium, ces
mutations étaient trés fortement corrélées a ungesgans progression plus
courte gu’en leur absence et dans la population Kiapse (Kras et Braf)
sauvage : 2,8 versus 9,8 mois, p=0,017. Le roleptea du statut PI3KCA
sur des combinaisons de traitement avec anti-EGERemmet donc pas, a
I'heure actuelle, de tirer des conclusions défiesi En tout cas il ne justifie
pas de l'abstention d’un traitement ciblé perméftanéme dans ce cas
mutationnel, d’obtenir des taux de réponse supéxial20%. Il n’en demeure
pas moins que cette voie transductionnelle fettgjdoa I'avenir de recherches
dédiées dans les futurs essais, au méme titre 'gugrad potentiels candidats
de biomarquage prédictif : épiréguline, amphirégiliGF-1, polymorphismes
des génes EGFR et #R.

v' Considérant les voies de transduction du signaiéaédgar 'EGFR, le role
justement de PI3K pourrait expliqguer un phénomeaeagoxal observé
dans les essais cliniqgues. Ce phénoméne paradnxaa tfait interressant
pourrait faire intervenir les mécanismes sous-tendas voies de
réparation de I'ADN meédié par le systeme NER, ettamonent
ERCC1 dont nous parlerons plus loin. Ainsi il egstclairement observé
un effet délétére de I'adjonction d’'un anticorpsnodonal anti-EGFR a
une combinaison de chimiothérapie a base d’oxailif@alans les situations
de mutations du gene Kras : essai OHRE avec le cetuximab, et tout
derniérement (ESMO 2009), I'essai PRIME présentéDmauillard JY et al.
(Abstract 10LBA). Cette étude de phase lll, prospective, en ouwert,
randomisé 1183 patients présentant un cancer ctdbreaité en premiere
ligne par panitumumab + FOLFOX4 versus FOLFOX4.r®ug bénéfice
attendu dans le bras expérimental et en cas d’ebsenmutations Kras, il
s’est avéré gue le panitumumab était délétere legseatients Kras mutés :
la survie sans progression médiane dans ce cak shidistiguement
inférieure comparé au groupe traité par FOLFOX4l ¢é1B versus 8,8
mois ; HR 1,29, 1C95% [1,04-1,62], p=0,02). De mépwur la survie
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globale (15,1 versus 18,7 mois, p=0,004). Or cenpim®ne n'est pas
observé ni en cas de traitement par antiangiogénigwxaliplatine), ni en
cas de traitement par irinotecan (+ anti-EGFR dhiezs mutés). Enfin,
derniere observation: le statut Kras ne semble ipdésrférer avec
I'efficacité ou la tolérance d’un traitement par lIEFKDDX ou FOLFIRI(Voir
page 190) Le sujet peut paraitre « dérisoire » - dans lasure ou le
cetuximab comme le panitumumab ne sont plus indiguéheure actuelle
en cas de mutations Kras, le probléme n’est dons gld’actualité -, il
n‘'en demeure pas moins qu’il peut aboutir au cingtra une meilleure
rationalisation de I'oxaliplatine en cas de mutasiode PISKCA. Nous
faisons en effet I'hypothése que dans le cas dman&tion de PI3KCA,
qguel que soit le statut Kras, (soit 36 % des ptiatans notre sous-
population dex FOLFIRI intensifié + cetuximab)y»l'effet antitumoral de
'oxaliplatine pourrait étre diminué par augmerdati du taux basal
intranucléaire de ERCC1, encore majoré par uneufdiion de la voie des
Map Kinases (via EGF ou encore les mutations cimistnnelles Kras). Si
cette hypothése se révélait exacte, le statut PABK@ité pourrait étre
considéré comme un facteur prédictif fort de maswaréponse a
'oxaliplatine et pourrait ainsi a l'avenir guidele choix entre ce
cytotoxique et l'irinotecan, et ce sur des basegabives. En fait le
rationnel de notre hypothése repose sur des trav@deixrecherche
fondamentale. Tout d’abord, il a été clairement oémé in vitro sur
cultures cellulaires que Il'activation de Kras (onmeude ses isoformes)
induisait une hyperexpression dERC{B3]. En second lieu, Kras a de
multiples effecteurs en dehors de Braf, dont PI3Ksa sous-unité
catalytique PI3BKCA comme Repasky @&Aal. le décrit dans une revue de
novembre 2004194]. Le r6le d’'une activation constitutionnelle de Kra
sur PIBKCA est moins clair, mais la logique voutrpie cette activation
accentue encore la stimulation basale. Enfin, eplless important, des
résultats in vitro sur cellules d’hépatocarcinome humain montrent
clairement le role de la voie PI3K dans le contilietaux basal ’ERCC1
[195] ; une stimulation par la voie des Map kinases (Krespourra étre
efficiente si cette stimulation basale est inhiddeus faisons I'hypothése

gue cette stimulation du taux basal ’'ERCC1 daie &ggulée par un
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rétrocontrbéle négatif, comme dans la plupart degesyes métaboliques, et
posiblement par ERCC1 lui-méme. En cas de mutatmstitutionnelle de
PISKCA, ce rétrocontrdle peut étre perdu, accertdes risques de
résistance au traitement par oxaliplatine. Enfircas de mutation Kras et
PI3SKCA sauvage, l'inhibition de la voie PI3K pareuthérapie ciblée anti-
EGFR, devrait aboutir a une surstimulation de &apage », via Kras, de
PI3K (adaptation a « I'agression » par la thérafiee) et donc d’'ERCCL.
Cette situation (2/3 des cas si mutation Kras daotse série) pourrait
expliquer l'effet délétere de l'adjonction d’'un BaBRIGFR au FOLFOX
(Figure 46). Ces hypothéses seront explorées dans les prschaiis
d'une partsur le plan fondamentalrétrocontréle d’'ERCC1) dans notre
laboratoire INSERM, et d’autre padur le plan translationelpar une
analyse rétrospective des statuts Kras et PI3KCAedu de notre cohorte
de patients (celle des publications N°3 et 4)démjptar FOLFOX4, analyse
qui devrait bientét débuter pour asseoir le réleeptiellement négatif des

mutations de PI3BKCA sur un schéma a base d’oxélga

Concernant speécifiquement I'oxaliplatine justeméatneurotoxicité aigue

serait liée a des désordres hydroélectrolytiquesles canaux sodiques
calcium-dépendants impliquant I'oxalate et possitg@at donc 'AGXT. La

toxicité tardiveimpliquerait plutét des lésions par adduits li@sd&chloro-

DACH platinum sur 'ADN des neurones sensitifs d@mglions spinaux
périphériques, adduits favorisés par la défaillanies complexes de
réparation du systeme NER. Ainsi les patients hgmatzes T/T pour
ERCC1 118 C>T et C/C XPD 751 A>C sont a risque el@otoxicité mais
tirent par contre profit de cette sensibilité aeceul'oxaliplatine par une
meilleure survie sans progression (10 mois enwasus 8 pour les autres
groupes). Les populations homozygotes « sauvagéetérozygotes pour
ces enzymes (C/C et C/T pour ERCC1 118 C>T, A/A/& pour XPD
751 A>C), pourraient a l'inverse bénéficier d’'umitement « intensifié »
par oxaliplatine (100 mg/m2 tous les 15 jours paneple), bien qu’il n'y
ait pas d'effet-dose cliniguement encore démontféeure actuelle pour
I'oxaliplatine [3] ; ceci dit la grande prévalence des neurotoxi@téeurs

séveritésnt été des facteurs tres largement limitatifs dévaluation de
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Figure 46. Les différentes situations Kras et PI3BKCA en ternade mutations et
retentissement sur I'expression d’ERCC1, selon fadction ou non d'un traitement anti-
EGFR.
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ce concept dose-intensité ; la sélection des pati@vec un profil
« protecteur » pourrait justement reconsidérer develles modalités de
délivrance de ce cytotoxique. Aingt a notre connaissancé&ERCC1 et
XPD sont les premiéres cibles identifiées concerhntoxicité chronique
a I'oxaliplatine et pourraient donc étre explorées plus avant das®ulides
prospectives d’adaptation posologique calquéedesgchéma de I'étude
« FOLFIRI-Cetuximab xAbstract N°3) : Oxaliplatine a 100 mg/m2 pour
les patients hétérozygotes ou homozygotes sauv8§es)g/m2 pour les
homozygotes mutés T/T pour ERCC1 118 C>T et/ou @Gr XPD 751
A>C (respectivement 37,3 % et 17 % dans notre ¢tude

Finalement I'ensemble de nos conclusions et I'apgilbn clinique qui pourrait en étre faite en

pratigue courante sont représentés p&idare 47 ci-aprés

Ainsi, et en sus du ciblage strictement biologidladjectif thérapeutique de 'oncologue doit
bien étre désormais lindividualisation du traitetneCette individualisation ne pourra
cependant se faire que par la mise au point de wsiples, de routine, reproductibles,
réalisés sur des plate-formes biologiques dédetate colts acceptables, mais a pondérer, au
vu des économies qui seraient réalisées par laédaisation de traitements inefficaces et la

diminution de l'incidence des toxicités.

Ces tests doivent étre fondés sur des polymorplisraetement sélectionnés comme facteurs
prédictifs (de toxicité comme de réponse), expl@asdes études prospectives, axées sur des
adaptations posologiques et/ou la sélection de-gopslations de patients, et non plus sur
des études simplement ancillaires ou rétrospectoas afin d’obtenir un niveau de preuve

suffisant & leur validation en pratique courante.

TYMS, DPYD, MTHFR, XPD, ERCC1, Braf et PI3K renttedans ce cadre, grace a des
techniques a haut débit comme le pyroséquencafiseutians nos études. A l'avenir, ils
devraient dans des situations clairement définigr ge praticien rejoindrent la situation
actuelle des mutations de Kras, situation cariedd¢umais de fait hautement symbolique sur
l'intérét d’'une telle approche qui doit tendre adgenocratiser aidé en cela par la réalisation

d’études de grande ampleur et par des efforts dentmication sur ce domaine de recherche
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V. LISTE DES PRINCIPALES ABREVIATIONS
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AGXT Glyoxylate Amino-Transferase

DPYD dehydropyrimidine dehydrogenase

5-FU 5-fluorouracil

ERCCL1 Excision Repair Cross-Complementing group 1

GSTP1 Glutathione S-Transferasé

L-OHP oxaliplatin

MTHFR Methylene Tetra-Hydro-Folate Reductase

SNP single-nucleotide polymorphism

TYMS thymidylate synthase

UGT 1ALl uridine diphosphoglucuronosyltransferasd 1A

XPA, XPB, XPD Xeroderma Pigmentosum Group A, B &nd

XRCC1 X-ray repair cross-complementing group 1 girot
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