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Abréviations :

a-fluoro B-alaline: FBAL

5,10-méthyltétrahydrofolate : MTHF

5-fluorouracile : 5-FU

5-fluorodésoxyuridine monophosphate : 5-FdUMP
5-fluorouridine triphosphate : 5-FUTP

5-fuorodésoxyuridine triphophate : 5-FAUTP
5-fluorodésoxyuridine : 5-FUdR

5-fluorouridine monophosphate : 5-FUMP

5-fluouridine diphosphate : 5-FUDP

5-fluorodésoxyuridine diphosphate : 5-FdUDP
5-fluorodihydrouracile (ou 5-fluoro-5,6-dihydrouracil) : 5-FUH2 ou DHFU
5’-Deoxy-5-fluorouridine : 5-DFUR

5'déoxy-5-fluorocytidine : 5’dFCR

5'-déoxy-5-fluorouridine : 5’dFUR

Acide désoxyribonucléique : ADN

Acide 5-fluorouréidopropionique : 5-FUPA

Acide ribonucléique : ARN

Acte de Biologie Hors Nomenclature : BHN

Adénosine triphosphate : ATP

Agence Européenne du médicament : AEM (anglais EMA)
Aire sous la courbe : ASC (anglais AUC)

Anti inflammatoire non stéroidien : AINS

Anti dépresseur tricyclique : ATC

Alanine-Amino-Transférase : ALAT

Anti inflammatoire non stéroidien : AINS

Anti dépresseur tricyclique : ATC
Aspartate-Amino-Transférase : ASAT

Autorisation de mise sur le marché : AMM

Autorisations de mise sur le marché : AMM

Cancer colo rectal : CCR

Cellules Mononuclées Sanguines Périphérique : PBMC (anglais)
Centre de BioPathologie: CBP

Centre de Lutte Contre le Cancer : CLCC

Clinical pharmacogenetics implementation consortium : CPIC
Common Terminology Criteria for Adverse Events: CTCAE
Cytochrome P450, Family 2, Subfamily C, Polypeptide 19: CYP2C19
Cytochrome P450, Family 2, Subfamily D, Polypeptide 6: CYP2D6
Désoxythymidine monophosphate : dTMP

Dénomination commune internationale : DCI

Débit de filtration glomérulaire : DFG

Désoxyuridine monophosphate: dUMP

Désoxythymidine monophosphate: dTMP

Dihydrouracile : UH2

Dihydropyrimidine déshydrogénase : DPD
Dihydropymidinase : DHP

Dutch Pharmacogenetics Working Group : DPWG
Fédération francophone de cancérologie digestive : FFCD



Fluoropyrimidine: FP

Food and Drug Administration: FDA

Guanosine triphosphate: GTP

Groupe francophone de cytogénomique oncologique : GFCO

Groupe de pharmacologie clinique oncologique : GPCO-UNICANCER
High performance liquid chromatography : HPLC

Haute Autorité de Santé : HAS

Institut National du Cancer : INCa

Inhibiteurs de la recapture de la sérotonine : IRS

Méthyléne tétrahydrofolate réductase : MTHFR

Missions d’Enseignement, de Recherche, de Référence et d'Innovation : MERRI
Normal metabolizer: NM (synonyme, extensive metabolizer: EM)
Nudix hydrolase 15 : NUDT15

Next Generaiton Sequencing : NGS

National Comprehensive Cancer Network : NNCN

Orate phosphoribosyl transférase : OPRT

Organisation mondiale de la santé : OMS (anglais : WHO)
Phosphatases alcalines : PAL

Phosphoribosylpyrophosphate : PRPP

Polymorphisme nucléotidique (anglais Single Nucleotid Polymorphism) : SNP
Polymerase chain reaction : PCR

Poor metabolizer: PM

Réseau national de pharmacogénétique : RNPGx

Réseau National de Pharmacogénétique : RNPGx

Société Européenne d'Oncologie Médicale : ESMO

Société frangaise de carcinologie cervico-faciale : SFCCF

Société frangaise d'oto-rhino-laryngologie et de chirurgie de la face et du cou : SFORL
Société frangaise de pharmacie clinique : SFPC

Société frangaise de pharmacie oncologique : SFPO

Société frangaise de pharmacologie et de thérapeutique : SFPT
Société frangaise de sénologie et de pathologie mammaire : SFSPM
Société nationale frangaise de gastro-entérologie : SNFGE
Thiopurine s-methyltransferase: TPMT

Thymidylate synthetase : TYMS

Thymidine phosphorylase : TYMP

Uracilémie : U

Uridine phosphorylase : UPP

Voies aérodigestives supérieures : VADS
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| Introduction

I.1 Rappels sur les fluoropyrimidines :

1.1.A Généralités sur les antimétabolites

Parmi l'arsenal thérapeutique des traitements meédicaux antinéoplasiques, les
chimiothérapies classiques cytotoxiques ont tenu et tiennent toujours a ce jour un rdle
primordial. Il existe plusieurs classes de chimiothérapies cytotoxiques, dont les
antimétabolites, appelés ainsi de par leur action d’inhibition de la synthése d’acide
désoxyribonucléigue (ADN) ou d'acide ribonucléique (ARN) via difféerents
meécanismes.

Les anti métabolites se composent de trois sous-classes : les analogues pyrimidiques,
les analogues puriques et les antagonistes des folates.

Pour rappel, on différencie les bases puriques des bases pyrimidiques en fonction du
noyau aromatique constituant le squelette des noyaux azotés des acides nucléiques

comme décrit dans la figure 1.
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Figure 1 : Les bases nucléiques, cours intensifs de I'l.G.R. Jean-Baptiste Bachet GHPS, 14/01/2020.
# : bases pyrimidiques * : bases puriques



L’action des analogues puriques et pyrimidiques consiste a interférer avec les
précurseurs nucléotidiques naturels, soit en inhibant directement leur synthése, soit
en leur faisant concurrence pour la synthése d’ADN et d’ARN.

Les antagonistes des folates inhibent l'action de [l'acide folique (ou acide
ptéroylmonoglutamique), qui a de nombreux effets sur le métabolisme. Il est, entre-
autre, indispensable a la synthése de la désoxyThymidine MonoPhosphate (dTMP),
un des principaux désoxyribonucléotide composant I’ADN, ainsi qu’a la synthese des
bases puriques, adénine et guanine.

Le tableau ci-dessous résume les principaux anti métabolites utilisés en France,
principalement en onco-hématologie mais aussi dans d’autres spécialités médicales

comme en rhumatologie.

Sous-classes DCI (nom commercial) 1ére AMM

Analogues puriques Azathioprine (Imurel®) 30/12/1997 (FR)
6-Thioguanine (Lanvis®) 08/07/1999 (FR)
Fludarabine (Fludara®) 05/12/1994 (FR)
Clofarabine (Evoltra®) 29/05/2006 (EMA)
Cladribine (Litak®, Leustatine®) | 05/09/1994 (FR)
Nélarabine (Atriance®) 22/08/2007 (EMA)
Pentostatine (Nipent®) 25/03/1993 (FR)
Thioguanine (Lanvis®) 08/07/1999 (FR)
Mercaptopurine (Purinethol®, 10/12/1997 (FR)
Xaluprine®)

Analogues pyrimidiques | Fluorouracile 11/10/1993 (FR)
Capécitabine (Xéloda®) 02/02/2001 (EMA)
Gemcitabine (Gemzar®) 22/06/1996 (FR)
Cytarabine (Aracytine®) 24/09/1987 (FR)
Trifluridine + tipiracil (Lonsurf®) 25/04/2016 (EMA)
Décitabine (Dacogen®) 20/09/2012 (EMA)
Azacitine (Vidaza®) 17/12/2008 (EMA)

Antagonistes des Methotrexate 09/11/1981 (FR)

folates Pemetrexed (Alimta®) Raltitrexed | 20/09/2004 (EMA)
(Tomudex®) 23/02/1996 (FR)

Tableau 1 : Liste des anti métabolites en fonction de leur sous-classe avec leur premiére date
d’autorisation en France ou Européenne via 'TEMA. Source : répertoire des médicaments de TANSM
http://agence-prd.ansm.sante.fr




Nous nous intéressons dans ce travail plus particulierement aux fluoropyrimidines,
représentes trés majoritairement par le 5-fluorouracile (5-FU) et sa prodrogue orale, la
capécitabine. Nous ne présenterons pas les autres prodrogues orales du fluorouracile
telles que le Tegafur associé a 'uracile (UFT®), le Carmofur ou le S-1 (Teysuno®, une
association de Tegafur, Gimeracil et Oteracil) car ces 3 drogues ne sont pas ou plus

utilisés en pratique clinique en France.

[.1.B 5-fluorouracile

a. Historique
L’utilisation plus importante de I'uracile par certains tissus tumoraux en comparaison
a des tissus physiologiques chez I'animal a été démontrée dés 1954 par Rutman et al.
(1). L'hypothése a donc été la suivante : la synthése d’'un analogue des pyrimidines
pourrait interférer avec la synthese d’acides nucléiques au niveau du tissu tumoral et
ainsi permettre de diminuer sa prolifération. Peu de temps aprés, en 1957,
Heidelberger et ses collegues présentaient dans la revue Nature une nouvelle classe
d’antitumoraux, les pyrimidines fluorées ou fluoropyrimidines (2). Le fluor apparaissait
comme un bon candidat associé avec l'uracile pour développer une molécule
antitumorale, autant du point de vue conformationnel que de par le potentiel toxique
de cet atome. Sa superposition a I'atome d’hydrogene en position 5 semblait la
meilleure position pour obtenir le plus de stabilité entre I'atome de fluor et celui de
carbone (2) d’ou I'appellation de 5-fluorouracil. Ainsi plusieurs méthodes de synthése

du 5-fluorouracile ont été publiées dés 1957 (3) et sont encore utilisées a ce jour.
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b. Structure
La structure chimique du 5-FU ressemble fortement a celle des pyrimidines naturelles,

comme présenteé sur la figure ci-dessous.

Uracile Thymine 5-Fluorouracile

Figure 2 : structure chimique 2D des bases nucléiques pyrimidiques et de leur analogue fluoré.
Source : https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

La formule moléculaire du 5-FU est la suivante :C4H3FN20O2

Le 5-FU est composé d’'un noyau aromatique a six atomes, distinctif des bases
pyrimidiques, avec quatre atomes de carbone et deux atomes d’hydrogéne auxquels
se rajoutent les deux fonctions cétones en position 2 et 4. La différence avec l'uracile
vient du remplacement de I’hydrogéne au niveau du carbone 5 par un atome de fluor.
Ce dernier possede un rayon atomique assez proche de celui de I'hydrogéne, ce qui
permettrait de minimiser le changement de conformation moléculaire du 5-FU en

comparaison a l'uracile.

¢c. Mécanisme d’action
Le 5-FU agit chez 'Homme comme un cytotoxique via son action antimétabolite. En
effet, ce dernier est converti dans la cellule en un équivalent de désoxynucléotide, le
5-fluorodésoxyuridine monophosphate (5-FAUMP) qui forme alors un complexe

covalent avec la thymidylate synthétase (TYMS). Parce que le 5-FAUMP présente plus

11



d’affinité avec la TYMS que son substrat naturel, le dUMP, la formation du complexe
TYMS / 5-FAUMP bloque donc I'action naturelle de la TYMS, qui est de convertir la
désoxyuridine monophosphate (dUMP) en désoxythymidine monophosphate (dTMP).
Cette inhibition conduit alors a I'altération de la synthése d’ADN (4).

Il existe d’autres voies d’inhibition de la synthése d’ADN et d’ARN, cependant moins
bien démontrées :

- Le 5-FU triplement phosphorylé est converti en 5-fluorouridine triphosphate (5-
FUTP), qui peut s’'incorporer dans les différents ARN, interférant avec ce dernier
et pouvant par exemple amener a la synthése inadéquate de protéines.

- Le 5-FU est aussi transformé en 5-fluorodésoxyuridine puis aprés triple
phosphorylation, en 5-fuorodésoxyuridine triphophate (5-FAUTP). Cette
molécule s’insére alors dans 'ADN et entraine sa fragmentation, pouvant
amener a I'apoptose en I'absence de réparation adéquate.

Ces trois mécanismes sont décrits dans la figure ci-dessous.

Cancer cell

Fluorouracil |

T
| Fluoropyrimidine
| PK pathway
| s ~
| / \ \
‘ FIuorodeoxyu&JiM ; Fluorouridine triphos ,
Fluorodeoxyuridinetrip@
LN \
\ |
2L DNA ¥ v
C TYM9 incorporation L ;
= — 7 incorporation
\S,lo-Metherne-Tl-fg; x | dume ; NARRIN .

- ( I \
!\dihydrofolah ,) L dTMP ) I \
/' ‘\
& Folate cycle DNA \ Cell cycle |
| ~2n repair

B GGH) ATDG> TP53
<MTHFR) b CEF ERC(‘_z Apoptosls

CF &«
PGS .
| (o (OHFR ’smu@ x C@ > Condesn

Figure 3 : Pharmacodynamidljé du 5FU éﬁrniveau intracellulaire. En violet le nom des molécules et
leurs métabolites, en bleu les génes des protéines ciblées, en vert les intermédiaires biologiques.
Source : https://www.pharmgkb.org.
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De maniére notable, il semblerait que les mécanismes d’actions soient différents en
fonction du mode d’administration :

- Les injections de 5FU en bolus interférent plutét avec 'ARN

- Enrevanche, le 5FU continu interférerait plutét avec ’'ADN (5).
Finalement le 5-FU se définit aussi comme un agent radio-sensibilisant et un

immunosuppresseur.

d. Anabolisme
Aprés injection intraveineuse, environ 80% du 5-FU est métabolisé au niveau
hépatique et la quasi-totalité du 5-FU non métabolisé est éliminée par voie urinaire
(4).
Le 5-FU est transporté dans la cellule, de la méme maniere que l'uracile, par un
systéme de récepteurs saturables et non dépendant de ses concentrations intra ou
extra cellulaires.
Le 5-FU intracellulaire suit alors deux voies principales, la voie du catabolisme via
I'enzyme dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) ou bien celle de I'anabolisme avec
la production de nucléotides fluorés et les conséquences citées ci-dessus sur '’ADN et
'ARN (4). Il existe un lien direct entre 'anabolisme et le catabolisme du 5-FU, avec
une préférence pour la voie du catabolisme. Il a été démontré que I'anabolisme du 5-
FU était fortement dépendante du catabolisme « avide » de la DPD (6). On estime trés
faible la proportion de 5-FU non catabolisé, suivant donc finalement la voie de
I'anabolisme (1 a 3%).
La figure ci-dessous explique les différentes voies d’anabolisme aboutissant aux effets

cytotoxiques du 5-FU sus cités :
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Figure 4 : anabolisme du 5-FU intracellulaire. Source : https://www.fmcgastro.org.

D’une part le 5FU est métabolisé en 5-fluorodésoxyuridine (5-FUdR) par la
thymidine phosphorylase puis en 5-FAUMP par la thymidine kinase. On rappelle
que c’est le complexe 5-FAUMP-Thymidilate synthétase qui empéche I'action
de cette derniére, aboutissant ainsi a l'inhibition de la synthése d’ADN. Ce
complexe est stabilisé par wune troisieme molécule, le 5,10-
methyltétrahydrofolate (MTHF).

D’autre part, l'orate phosphoribosyl transférase (OPRT) permet la
transformation du 5-FU associé au phosphoribosylpyrophosphate (PRPP) en 5-
fluorouridine monophosphate (5-FUMP). Le 5-FUMP se transforme en 5-
fluouridine diphosphate (5-FUDP) sous l'action de la monophosphate kinase
puis en 5-FUTP sous l'action de la pyrimidine diphosphate kinase, avec les

conséquences déja citées sur 'ARN.
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- Enfin, sous laction de la pyrimidine monophosphate kinase et de la
ribonucléotide réductase, le 5-FAUMP et le 5-FUDP peuvent se transformer
tous deux en 5-fluorodésoxyuridine diphosphate (5-FdUDP). Cette molécule,
sous l'action de la pyrimidine diphosphate kinase, se transforme en 5-FAUTP,

avec les conséquences que nous venons d’évoquer sur 'ADN.

e. Association a l'acide folinique

L’acide folinique sous forme de folinate de calcium (ou leucovorine) injectable est
utilisé dans un certain nombre de protocoles de chimiothérapies contenant du 5-FU.
L’injection se fait sur 120 minutes, précédant I'administration du 5-FU, seul ou en
paralléle de I'injection d’oxaliplatine (ex : protocole FOLFOX 4 simplifié).

L’acide folinique est entre autres métabolisé en MTHF, permettant une stabilisation du
complexe 5-FAUMP-Thymidilate synthétase et ainsi prolongeant I'inhibition de la
thymidilate synthétase. Les protocoles incluant de I'acide folinique ont démontré une
majoration de l'effet anti tumoral dans un certain nombre de cancers, notamment
I'adénocarcinome colique (7). Certains protocoles utilisent eux l'acide L-folinique,

forme lévogyre de 'acide folinique.

f. Catabolisme
D’apres les études, le 5-FU serait catabolisé a plus de 80% par la DPD en 5-
fluorodihydrouracile (5-FUH2). Cette enzyme, décrite depuis les années 1960, est
ubiquitaire ; son activité est toutefois la plus haute dans le tissu hépatique mais est
aussi fortement présente dans les cellules mononuclées du sang. Il a été démontré
que cette enzyme possédait une variabilité circadienne, au moins dans les cellules

mononuclées du sang (8). Il s’agit aussi d’'une enzyme saturable, dose dépendante, et
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dont la variabilité inter individuelle de I'activité est trés importante, allant jusqu’a un
facteur 10 dans certaines études (9). Le 5-FUH2 suit ensuite une chaine de
dégradation : il est dégradé en acide 5-fluorouréidopropionique (5-FUPA) puis en a-
fluoro B-alaline (FBAL) associé a de l'urée et du CO02 sous l'action de la
dihydropyrimidinase et la [B-uréidopropionase respectivement. Ainsi, une large
proportion de 5-FU est excrétée par voie respiratoire sous forme de C02 et une
proportion plus modérée dans les urines et dans la bile (10). On retrouve dans les
urines des patients traités par 5-FU du FBAL, du 5-FU non métabolisé et du 5-FUPA.
Il est a noter que le FBAL et ses dérivés sont a 'origine de la toxicité neurologique,
cardiaque et hépatique cholestatique du 5-FU, notamment via le fluoroacétate, un
poison du cycle de Krebs.

La figue ci-dessous résume le catabolisme du 5-FU.
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Figure 5 : catabolisme du 5-FU intracelullaire. Source : (11)
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g. Pharmacocinétique

Le 5-FU a une mauvaise biodisponibilité par voie orale, avec une médiane de 28%,
variant de 0 a 74% chez 12 patients testés a la dose de 10 a 15 mg/kg (12).

Le 5-FU est donc uniquement utilisé en forme soluble en injection intra veineuse avec
une stabilité importante a pH physiologique, de I'ordre de plusieurs semaines. Il est
injecté soit en bolus sur quelques minutes, soit en diffuseur sur plusieurs jours.

Utilisé en bolus, on observe une diffusion rapide et sélective du 5-FU dans les tissus
a une croissance rapide, avec en 4 heures une concentration jusqu’'a huit fois plus
élevée que dans les tissus a croissance normale. Ce phénomeéne, couplé au
mécanisme de catabolisme actif de la DPD, explique la trés courte demi vie
plasmatique du 5FU, de I'ordre de 6 a 16 minutes. En 3 heures le 5-FU a disparu de
la circulation sanguine. Finalement, le catabolisme du 5-FU étant saturable, la
clairance du 5-FU diminue en parallele de 'augmentation des doses (10).

Utilisé en diffuseur continu sur plusieurs jours, le 5-FU a des concentrations plus
faibles et difficiles a calculer, mesurées entre 0.8 et 71.0 umol/L. Il a été mis en
évidence une variabilité circadienne de la molécule chez des patients recevant du 5-
FU en continu, expliqué par son catabolisme (13) (14). Les concentrations de 5-FU
semblent suivre en effet une courbe inverse de I'activité de la DPD, avec un minimum
de concentration de 5-FU retrouveé entre 2 et 4h et un pic d’activité DPD entre 22h et
4h retrouvé chez 6 des 7 patients étudiés dans l'article de Harris et al.

Le volume de distribution du 5-FU en bolus varie entre 14 et 54L et sa clairance
plasmatique varie entre 48 et 114 L/h. En ce qui concerne le 5-FU en diffusion (ou
infusion continue), nous n’avons pas retrouvé de calcul de volume de distribution, et

la clairance plasmatique est beaucoup plus importante, entre 54 et 420 L/h.
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La pharmacocinétique du 5FU semble influencée par plusieurs facteurs, dont le sexe
(clairance 15% plus élevée chez 'homme) et I'age (toxicités dont le syndrome mains
pieds plus fréquent). Il existe finalement une importante variabilité interindividuelle des

concentrations de 5FU.

h. Indications en pratique clinique
Les premieres études randomisées avec le 5-FU ont été réalisées a partir de la fin des
années 1980 avec de petits effectifs de patients atteints de cancer colorectal, d’abord
potentialisé par du méthotrexate puis rapidement par de la leucovorine (15). On note
en France une premiere autorisation de mise sur le marché (AMM) en 1993, et le 5-
FU est aujourd’hui utilisé en France et dans le monde dans de nombreux cancers,

principalement ceux du tractus digestif. Il a ’TAMM en France pour :

Les adénocarcinomes digestifs, notamment en situation localisée ou avancée
(gastrique, pancréatique, cesophagien, colorectal) ou dans le carcinome
colorectal en situation adjuvante.

- Les carcinomes mammaires, en situation adjuvante ou en récidive

- Les adénocarcinomes ovariens

- Les carcinomes épidermoides des voies aérodigestives supérieures (VADS) en

situation localement avancée ou métastatique

Le 5-FU est aussi utilisé dans le cancer du pancréas en situation adjuvante et avancée,
ainsi que dans les traitements du carcinome épidermoide de la marge anale et du

cholangiocarcinome localisés ou avanceés.

Il N’y a pas d’indication d’administration de 5-FU en intra musculaire.
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Il existe des formes de 5-FU topiques, a utilisation locale cutanée (EFUDIX 5%®) ou
méme ophtalmologique. Le 5-FU est aussi utilisé en injection intra-artérielle hépatique
dans des indications précises telles que le traitement des métastases hépatiques des
adénocarcinomes colorectaux. Le 5-FU est également utilisé en intra-veineux dans le
contexte de chimiothérapie hyperthermie intra-péritonéales (CHIP), de maniere

synchrone au bain de chimiothérapie intra péritonéal.

i. Contre-indications

Les contre-indications mentionnées sur la RCP du produit sont les suivantes :

Hypersensibilité

Patients présentant un déficit complet d’activité de la DPD
- Grossesse

- Allaitement

- Mauvais état nutritionnel

- Hypoplasie médullaire

- Infection potentiellement sévére

J. Posologies
En monothérapie, la dose du 5FU varie sur la RCP du produit de 400 a 600
mg/m2/jour, prescrit 3 a 6 jours par mois, en perfusion d’'une heure (protocole de la
MAYO clinic).
Le protocole LV5FU2 simplifié de la fédération francophone de cancérologie digestive
(FFCD), protocole de monothérapie frequemment utilisé en France, prévoit tous les 15
jours :

- Une dose d’acide folinique de 400 mg/m2 sur 120 minutes

- Un bolus de 5-FU de 400 mg/m2 en 10 minutes
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- Un diffuseur de 5-FU de 2400 mg/m2 sur 46 heures

Il est précisé sur la RCP du produit que la dose de 1g/m2 en une seule injection ne

doit pas étre dépassée dans la majorité des indications.

Il est conseillé sur la RCP du produit de réaliser un ajustement de dose de 5-FU en

cas de trouble grave de la fonction hépatique.

En polychimiothérapie, les doses de 5-FU varient d’'un protocole a I'autre suivant son

mode d’administration, en bolus ou en infusion. Sur la RCP du produit, il est mentionné

des doses variant de 300 a 600 mg/m2/jour pendant 2 a 5 jours, séparées de 3 a 4

semaines.

Le tableau ci-dessous présente a titre d’exemple les différents protocoles de

chimiothérapie comprenant du 5FU utilisés en pratique clinique en France (non

exhaustif).
Protocole Leucovorine 5-FU bolus 5-FU perfusion Autres  molécules
(1)
LV5FU  simplifié | 400 mg/m2 (2h) 400 mg/m2 (10 | 2400 mg/m2 | Aucune
(J1-J15) min) (46h)
LVS5FU standard | 200 mg/m2 J1 et | 400 mg/m2 J1 | 600 mg/m2 (22h) | Aucune
(J1-J15) J2 (2h) et J2 (10 min) J1etJ2
FOLFOX simplifié | 400 mg/m2 (2h) 400 mg/m2 (10 | 2400 mg/m2 | Oxaliplatine 85 a
(J1-J15) min) (46h) 130 mg/m2 (2h)
FOLFIRI (J1-J15) | 400 mg/m2 (2h) 400 mg/m2 (10 | 2400 mg/m2 | Irinotécan 180
min) (46h) mg/m2 (90 min)
FOLFIRINOX (J1- | 400 mg/m2 (2h) 400 mg/m2 (10 | 2400 mg/m2 | Oxaliplatine
J15) min) (46h) 85mg/m2 (2h) +

irinotécan 150 a 180
mg/m2 (90 min)

CDDP-5FU- Non Non 800 mg/m2/ jour | Cisplatine 80mg/m2

trastuzumab (J1- (120h) (60 min)+

J22) trastuzumab

CDDP-5FU avec | Non Non 800 a 1000 | Cisplatine 75 a

radiothérapie mg/m2/ jour | 80mg/m2 (60 min)
(96h)
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CDDP-5FU sans | Non Non 1000 mg/m2/ jour | Cisplatine 100

radiothérapie (J1 - (120h) mg/m2 (60 min)
J29)
ECF (J1-J22) Non Non 200 mg/m2/ jour | Epirubicine 50
(21 jours) mg/m2 (30 min) +
cisplatine 60 mg/m2
(60 min)
CDDP-LV5FU (J1 | 400 mg/m2 (2h) 400 mg/m2 (10 | 2400 mg/m2 | Cisplatine 50
J15) min) (46h) mg/m2 (60 min)
Mitomycine-5FU Non Non 750 a 1000 | Mitomycine C 10 a
avec (ou sans) mg/m2/ jour (96h | 15 mg/m2 (bolus)
radiothérapie a 120h)
TPF (J1-J21) Non Non 750 mg/m2/ jour | Docétaxel 75
(120h) mg/m2 (60 min) +
cisplatine75 mg/m2
(60 min)
CF(E) ou PF(E) | Non Non 1000 mg/m2/ jour | Cisplatine 100
(J1-J21) (96h) mg/m2 ou

carboplatine AUCS5
(60 min) + erbitux
hebdomadaire

FEC 50/ FEC 100 | Non 500 mg/m2 (20 | Non Epirubicine 50 a
(J1-J21) min) 100 mg/m2 +
cyclophosphamide
500 mg/m2
5FU continu (avec | Non Non 225 mg/m2/ jour | Aucun
radiothérapie) en continu (6
semaines)

Tableau 2 : principaux protocoles de chimiothérapie contenant du 5-FU utilisés en pratique clinique en
France (non exhaustif).

Le 5-FU peut aussi étre utilisé en administration intra hépatique sur 4 a 6 heures a une

dose de 600 mg/m2 toutes les semaines.

k. Toxicités
Les toxicités du 5-FU sont nombreuses autant sur le plan physique que sur le plan
hématologique.
Le 5-FU a des toxicités spécifiques gastro intestinales et hématologiques bien décrites
dans la littérature, avec principalement diarrhées, mucites, leucopénie et

thrombopénie, lié a son mécanisme d’action sur les tissus a croissance rapide.
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Sont aussi décrites dans la littérature des toxicités communément retrouvées pour
d’autres molécules de chimiothérapies tels qu’asthénie, nausées, vomissements,
alopécie, plus rarement toxicité oculaire et photosensibilisation.

Des toxicités cutanées telles que le syndrome mains-pieds sont décrites avec le 5-FU.
Ce genre de toxicité est surtout plus fréquentes avec ses prodrogues orales (16).

Les toxicités cardiaques sont plutét rares, variant de 1 a 19% dans la littérature, mais
bien documentées et potentiellement graves, avec un taux de mortalité de 0 a 13%
retrouvé. Toute complication cardiaque contre-indique formellement la réutilisation de
la molécule. Il s’agit dans la majorité des cas de douleurs thoraciques en rapport avec
un vasospasme coronarien. Cette toxicité serait en lien avec le 5FU directement mais
aussi ses catabolites, mais son mécanisme n’est toujours pas clairement élucidé a ce
jour (17).

Les toxicités neurologiques se manifestent sous forme d’encéphalopathies. Elles
sont rares, mais aussi bien documentées (18).

Si on s’intéresse aux toxicités séveres du 5-FU seul (grade 3 et 4), I'incidence est
variable dans la littérature, allant de 10 a 30%. Les déceés toxiques sont retrouvés avec
une incidence entre 0,5 et 1%, allant jusqu'a 5% chez les patients agés (19).
L’incidence de ces toxicités est trés variable en fonction de la dose et du mode
d’administration du 5-FU ainsi que de son utilisation en mono ou en
polychimiothérapie. Dans un article publié par André et al. en 2003, on retrouve des
données de toxicité grade 3 et 4 pour le protocole LVS5FU2 standard. Ces derniéres
étaient mesurées en utilisant les recommandations du National Cancer Institute
Common Toxicity Criteria (ancien CTCAE) et sont retranscrites dans le tableau ci-
dessous. |l a été décrit dans cette étude 3 déceés dans les 60 jours suivant le traitement

parmi les 452 patients du bras LV5FU2 soit un taux de 0,66% (20).
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Evénements Incidence pour les grades 3 et 4 (%)
Neutropénie 7
Diarrhées 4
Mucite 2
Nausées / vomissement 1
Syndrome main pied 0

Total

11

Tableau 3: toxicités de grade 3 et 4 dans le bras LV5FU 2 standard dans 'essai de André et al.

Une deuxiéme étude, anglais, s’est intéressée a comparer des doses de 5-FU tres

proches de celles du protocole LVS5FU2 simplifié avec d’autres protocoles de

chimiothérapie. Le protocole de 5-FU comprenait: 175 mg/m? de Levofolinate, un

bolus de 400 mg/m2 de 5-FU et une perfusion sur 46h de 5-FU a 2800 mg/m2. Les

toxicités ont été recueillies en utilisant les criteres du National Cancer Institute

Common Terminology version 2.0. Le tableau suivant décrit les toxicités grade 3 et 4

retrouvés dans cette étude, chez un nombre conséquent de patient (n=1305) avec un

taux de déceés toxique de 1% (21)

Evénements Incidence pour les grades 3 et 4 (%)
Neutropénie 9

Diarrhées 6

Mucite 2

Nausées / vomissement 4

Syndrome main pied 2

Neuropathie sensitive 1

Asthénie 13

Alopécie <1

Tableau 4: toxicités de grade 3 et 4 dans le bras LV5FU dans I'essai de Seymour et al.

23



Il existe aussi une différence de toxicité entre les méthodes d’administration de 5-FU
(perfusion continue ou bolus). Une étude publiée en 1998 conclue a une association
significative entre toxicité hématologique de grade 3 et 4 et le schéma en bolus, en
comparaison aux schémas en perfusion continue. Concernant les toxicités extra
hématologiques, seul le syndrome mains-pieds de tout grade était significativement
associé au schéma avec perfusion continue en comparaison au schéma en bolus (22).
Les polychimiothérapies comprenant du 5-FU, dont les protocoles les plus répandus
sont le FOLFOX, le FOLFIRI, le FOLFIRINOX, le cisplatine-5FU ou encore le TPF, ont
ainsi des degrés de toxicités hématologiques et extra hématologiques treés variables,

plus importantes que le 5-FU seul.

I. Antidote

Il existe un antidote en cas de surdosage en 5-FU, I'uridine acétate (Vistogard®), dont
I'efficacité a été démontrée dans la littérature (23). Il s’agit d’'un analogue pyrimidique
dont la dose a administrer chez un adulte est d’'un sachet de 10g per os toutes les 6
heures pour un total de 20 doses.

Ce traitement est autorisé depuis 2015 par la FDA aux Etats-Unis. Il est disponible
aprés ATU en France et indiqué a la suite d’'un surdosage avéré en fluoropyrimidine
(5-FU ou prodrogue orale), ceci indépendamment de la présence de symptomes. |l est
aussi indiqué en cas de symptdmes évocateurs d'une toxicité sévere et précoce. Dans
tous les cas, l'uridine acétate doit étre administré dés que possible et au plus tard 96h
apres I'administration de 5-FU, ce qui pose un probléme important du fait de I'absence

de stock de ce médicament sur le sol européen.
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m. Interactions médicamenteuses
Sur la RCP du produit, I'association du 5-FU aux anti-vitamines K est déconseillée
(augmentation du risque hémorragique), ainsi que I'association avec la phénytoine ou
la fosphénytoine.
L’association avec le vaccin anti amarile et d’autres vaccins vivants atténués est
formellement contre indiquée, de maniére similaire aux autres chimiothérapies
cytotoxiques.
Doivent aussi étre pris en compte les différentes associations suivantes :

- Acide folinique: potentialisation des effets indésirables du fluorouracile.

- Interferon alpha: augmentation de la toxicité gastro-intestinale du fluorouracile.

- Metronidazole et ornidazole: augmentation de la toxicité du fluorouracile par

diminution de sa clairance.

Par ailleurs, Diasio et al. ont mis en évidence en 1998 une interaction entre le 5-FU et
la sorivudine, un antimétabolite avec une activité anti virale qui inhibe la DPD et a
comme conséquences une augmentation des toxicités potentielles du FU (24). La

sorivudine n’est plus utilisé a ce jour en pratique clinique en France.

n. Mécanismes de résistance
Il existe de nombreux mécanismes de résistance décrits au 5-FU a ce jour (25)(26) :
- Augmentation de TYMS (par amplification génique par exemple) afin de rétablir
son activité enzymatique malgré la présence de 5-FAUMP.
- Diminution de I'affinité de la TYMS pour le 5-FAUMP.
- Surexpression de DPD au niveau tumoral, avec une déstabilisation de

I'équilibre anabolisme / catabolisme en faveur de ce dernier.
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- Mutation de TP53 au niveau tumoral, avec I'absence de signal apoptotique
malgré la présence de dommages de I'’ADN.

- Diminution d’activité de la thymidine phosphorylase, avec pour conséquence
une diminution des anabolites cytotoxiques du 5FU comme la 5-FAUMP.

- Diminution des folates ou des polyglutamates en intra tumoral qui sont
nécessaires pour stabiliser le complexe TYMS-5-FAdUMP.

- Amplification d’autres voies de fabrication des pyrimidines, indépendantes de

la TYMS.

1.1.C Capécitabine

a. Historique

Devant la mauvaise biodisponibilité orale du 5-FU, ses toxicités spécifiques et ses
problématiques d’administration par voie intraveineuse (diffuseur sur plusieurs jours),
s’est naturellement posé la question d’un traitement cytotoxique alternatif notamment
par voie orale.

Parmi les fluoropyrimidines orales synthétisées dans les suites de 'avénement du 5-
FU, appelées les 5'désoxynucléosides; la 5-Deoxy-5-fluorouridine (5’-DFUR) se
distingue par son activité antitumorale sur des lignées cellulaires de sarcome murin
(27). Le 5’-DFUR est convertit principalement en 5-FU dans le tissu tumoral mais aussi
au niveau du tube digestif, ou il exerce donc une action cytotoxique avec des effets
indésirables digestifs parfois invalidants. Cette molécule était utilisée en pratique
clinique en oncologie au Japon dans les années 1980 et 1990.

Afin de réduire les toxicités digestives de ce type de molécule, un dérivé carbamate
du 5’-DFUR, la capécitabine est développée et décrite dans la littérature a partir du

milieu des années 1990. Cette molécule nécessite un premier passage hépatique
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avant sa dégradation en 5-DFUR puis en 5-FU, réduisant donc la toxicité digestive en
comparaison au 5-DFUR. On retrouve les premiers articles décrivant l'utilisation de la
capécitabine dés 1996. Une phase | en 1998 par Mackean et al. proposait pour la
phase Il des doses journalieres de 2510 mg/m2 et montrait des résultats de réponse
tumorale encourageants, surtout dans les cancers digestifs et du sein (28). La
capécitabine, commercialisée sous le nom de Xéloda®, est utilisée a partir de 2004
suite aux essais cliniques de phase Ill dans le cancer du cdlon en phase avancée (29)
et en phase adjuvante (30) et est encore largement utilisée a ce jour dans cette

indication ainsi que dans de nombreuses autres localisations.

b. Structure

La structure de la capécitabine est plus complexe que celle du 5FU.

La formule moléculaire de la capécitabine est la suivante : C1sH22FN3Os.

Il s’agit d’'un carbamate, obtenu a partir de la cytidine, un nucléoside dont la base
pyrimidique est une cytosine. La cytosine differe de l'uracile car le carbone 4 du noyau
pyrimidique est porteur d’'une fonction amine (NH2) et non d’une fonction cétone (O).
La cytidine est obtenue a partir de la liaison de la molécule de cytosine a un ribose. La
capécitabine est donc une cytidine pour laquelle on a remplacé en position carbone 5
I'hydrogéne par un atome de fluor et a laquelle le groupe amino-acide en position 4

est convertit en son dérivé N-(penyloxy)carbonyl, comme visible dans la figure 6.
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Cytosine Cytidine Capécitabine

Figure 6 : structure chimique 2D de la cytosine, de la cytidine et de la capécitabine. Source :
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

c. Meécanisme d’action
Sur le plan cytotoxique, la capécitabine étant une prodrogue orale du 5-FU, son action
in fine via les mécanismes précédemment décrits sur '’ADN, 'ARN et la TYMS reste
la méme.
Au total, la capécitabine appartient aux groupes des cytotoxiques antimétabolites
fluoropyrimidiniques, il s’agit aussi d’'une prodrogue orale, un carbamate, un agent

organofluoré et un membre de la famille des cytidines.

d. Pharmacocinétique
La capécitabine a une excellente biodisponibilité orale et passe la barriere intestinale
sans étre dégradée. Sa dégradation en son métabolite actif, le 5-FU, se fait via trois
enzymes clefs au niveau hépatique et tumoral. La capecitabine est d’abord
métabolisée en 5’déoxy-5-fluorocytidine (5’dFCR) par des carboxylesterases (CES 1
et 2) présentes quasi exclusivement au niveau hépatique, puis en 5'-déoxy-5-
fluorouridine (5’dFUR) sous I'action de la cytidine désaminase (CDA), surexprimée au
niveau hépatique mais aussi au niveau tumoral. Finalement, la métabolisation du

5dFUR en son anabolite actif, le 5-FU, se fait sous l'action de la thymidine
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phosphorylase (TYMP) ou de l'uridine phosphorylase (UPP1 et 2), enzymes dont
I'activité est bien plus importante au niveau tumoral et hépatique comparée aux autres
tissus (31). Avec cette pharmacocinétique particuliére, certains auteurs considerent
I'action de la capécitabine plus ciblée que celle du 5-FU au niveau du tissu tumoral. La

figure ci-dessous permet de résumer le métabolisme de la capécitabine.
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Figure 7 : Pharmacocinétique de la capécitabine. Source : (32)

La capécitabine, contrairement a d’autres fluoropyrimidines orales, ne subit pas de
dégradation intestinale sous I'effet de la pyrimidine nucléoside phosphorylase, enzyme
surexprimée au niveau intestinal. Ceci permet d’atteindre des doses importantes de
meétabolites cytotoxiques en intracellulaire tout en évitant la toxicité digestive limitante,
(sous forme de diarrhées principalement), obtenue avec des molécules comme le 5'-
DFUR (28). Cette spécificité explique ainsi le succes de la capécitabine parmi les
autres fluoropyrimidines orales. Le catabolisme de la capécitabine se fait de maniére
similaire a celui du 5-FU, une fois la molécule convertie en cet anabolite actif.

La capécitabine et certains de ses métabolites sont liés aux protéines et

principalement a I'albumine, mais pour le 5-FU la fraction liée aux protéines reste
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faible, de I'ordre de 10%. La demi vie des fluoropyrimidines est courte, 51 minutes
pour la capécitabine et 45 minutes pour le 5FU. L’élimination du 5FU se fait a 95%
dans les urines, avec une excrétion fécale minime. On retrouve principalement du
FBAL comme métabolite de la capécitabine au niveau urinaire. Finalement, il existe
une modification de sa pharmacologie dans le temps, avec une augmentation de 22%
des concentrations de 5-FU a J14 en comparaison a J1 pour la dose de 2 510 mg/m2/
jour de capecitabine sur 14 jours. Ceci explique les modalités de prise de cette
molécule, avec une semaine d’arrét aprés J14, afin de permettre I'élimination des
meétabolites du 5-FU dont le FBAL. La capécitabine peut étre prise aprés un repas, car
méme si on observe une diminution du taux d’absorption de la molécule au décours
de l'ingestion d’aliments, il n'y a finalement que peu d’effet sur I'aire sous la courbe

(ASC) du 5’'DFUR ou du 5-FU.

e. Indications en pratique clinique
La capécitabine a '’AMM en France dans le cadre du traitement des :
- Cancers colorectaux, en situation adjuvante ou métastatique
- Enassociation avec la radiothérapie dans le cancer du rectum (schéma CAP50)
- Cancers de I'estomac ou de la jonction oeso-gastrique en phase avancée
- Cancers du sein
La capécitabine est aussi prescrite dans le cadre du cancer du pancréas et de

certaines tumeurs rares comme les carcinomes neuro-endocrines.

f. Contre-indications

Outre les contre-indications habituellement retrouvées avec les chimiothérapies telles

que I'’hypersensibilité, la grossesse, I'allaitement, les insuffisance séveres hépatiques
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et rénales, on retrouve sur la RCP du produit sa contre-indication chez les patients
présentant un déficit complet en DPD. La molécule est aussi contre-indiquée en cas

de réaction séveére et inattendue a un traitement contenant une fluoropyrimidine.

g. Posologies

La capécitabine existe en comprimeés pelliculés de 150 ou de 500 mg, elle peut étre
utilisée en monothérapie ou en association, et la dose varie en fonction du protocole
utilisé. En monothérapie, la molécule est fréquemment prise a la dose de 1250 mg/m2
deux fois par jour, le matin et le soir, dans les 30 minutes qui suivent un repas, pendant
14 jours consécutifs suivi de 7 jours de pause.

En association, la dose de capécitabine peut varier de 625 mg/m2 a 1000 mg/m2 deux
fois par jour. Il existe des schémas continus de prise de capécitabine, notamment avec
la radiothérapie. Le tableau ci-dessous résume les principaux protocoles utilisant de

la capécitabine en utilisation pratique en France.

Protocole Dose de capécitabine Autres molécules (a J1)

Capécitabine monothérapie | 2500 mg/m2/ jour en 2 prises 14 | Aucune

(J1-J21) jours puis 7 jours d’arrét

Capécitabine avec | 1600 a 2000 mg/m2/jour en deux | Aucune

radiothérapie prises, les jours de RT

Xélox (J1 - J21) 2000 mg/m2/ jour en 2 prises pour | Oxaliplatine 130 mg/m2 (120
14 jours puis 7 jours d’arrét. min)

Xeéliri (J1 - J21) 1600 a 2000 mg/m2/ jour en 2 | Irinotécan 200 a 240 mg/m2 (90
prises pour 14 jours puis 7 jours | min)
d’'arrét

CAPTEM (J1 - J28) 1500 mg/m2/ jours en 2 prises | Témozolomide 150 puis 200
pour 14 jours puis 14 jours d’arrét | mg/m2 en 1 prise J10 a J14

Capécitabine cisplatine | 2000 mg/m2 en 2 prises pour 14 | Cisplatine 80mg/m2 (60 min) +

trastuzumab (J1 — J21) jours puis 7 jours d’arrét. trastuzumab

Tableau 5 : principaux protocoles de chimiothérapie contenant de la capécitabine utilisés en pratique
clinique en France (non exhaustif).
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Il n'y a pas de recommandations sur la RCP européenne du produit, d’ajustement de
dose chez des patients présentant une insuffisance hépatique. La capécitabine est
contre-indiquée en cas d’insuffisance rénale sévere avec deébit de filtration
glomérulaire (DFG) < 30 mL/min et il existe des recommandations de diminution de
posologie pour les insuffisances rénales modérées (clairance entre 30 et 60 mL/min),
de 25% pour la dose de 1250 mg/m2 deux fois par jour. Il n'y a pas de
recommandations de diminution de dose chez les patients &gés, mais on observe plus
de toxicités chez les patients au-dela de 65 ans dans les études s’étant intéressées a

la question (33).

h. Toxicités

La toxicité de la capécitabine, comme celle du 5-FU, est dose dépendante et varie
aussi en fonction de l'utilisation du produit en monothérapie ou en association avec
d’autres molécules de chimiothérapie ou la radiothérapie.

En monothérapie et a la dose de 1250 mg/m2, on note principalement des effets
secondaires digestifs avec diarrhées, mucites, douleurs abdominales. Il est décrit des
effets secondaires communs des chimiothérapies comme des nausées ou
vomissements, une asthénie, une anorexie. L’alopécie est rare. |l a aussi été décrit,
comme avec le 5-FU, une toxicité neurologique et cardiaque, en lien avec les
catabolites du 5-FU. Une toxicité spécifique, nettement plus fréquente avec la
capécitabine en comparaison au 5-FU est le syndrome main-pied. Sur le plan
hématologique, la toxicité est modérée mais bien existante. Sur le plan biologique, il
est nécessaire de surveiller le bilan hépatique avec la bilirubinémie. Le tableau ci-

dessous reprend les toxicités tout grade et grade 3 et 4 chez 995 patients ayant regu
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en prise en charge adjuvante d’un cancer du c6lon de la capécitabine pendant 6 mois

a la dose initiale de 1250 mg/m2 matin et soir (30).

Evénement Incidence tout grade (%) Incidence grade 3 et 4 (%)
Diarrhées 46 11
Nausées ou vomissements 36 3
Mucite 22 2
Syndrome main pied 60 17
Asthénie 23 1
Douleur abdominale 10 2
Alopécie 6 0
Anorexie 9 <1
Neutropénie 32 2
Hyperbilirubinémie 50 20

Tableau 6: toxicités tout grade et grade 3 et 4 pour le bras capécitabine dans I'essai de Twelves et al.

En phase métastatique dans le cancer colorectal, chez 297 patients traités a la méme

dose de 1250 mg/m2 deux fois par jour 14 jours sur 21, 'équipe de Van Cutsem et al.

retrouve des toxicités similaires a celles retrouvées en adjuvant, comme décrit dans le

tableau ci-dessous (34).

Evénement Incidence grade 3 et 4 (%)
Diarrhées 10,7

Mucite 1,3

Syndrome main pied 16,2

Thrombose veineuse profonde 1,6

Anémie 2,7

Neutropénie 2
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Thrombopénie 1
Neutropénie fébrile 0
Hyperbilirubinémie 28,3
Elévation ALAT 0,7
Elévation ASAT 0,7
Elévation PAL 3
Hyperglycémie 4

Tableau 7: toxicités de grade 3 et 4 (dont les parameétres biologiques) pour le bras capécitabine dans
I'essai de Van Cutsem et al.

La toxicité cutanée de la capécitabine, principalement représentée par le syndrome
mains-pieds, peut étre expliquée par I'expression plus importante au niveau de la face
palmaire des deux enzymes DPD et TYMP, pouvant aboutir localement a une plus
forte concentration de 5-FU et ses catabolites, toxiques pour les cellules souches de

la peau (16).

i. Antidote
L'uridine triacetate (Vistogard®), utilisé dans les intoxications au 5-FU, a aussi son
efficacité dans les intoxications a la capécitabine, avec les mémes modalités déja

citées (23).

J. Interactions médicamenteuses
Sur la RCP européenne du produit, la capécitabine est contre indiquée en cas de
traitement récent ou concomitant avec de la brivudine. Il s’agit d’'un analogue
nucléosidique de la thymidine avec une activité contre le virus de la varicelle, ayant

comme conséquence une diminution de l'activité de la DPD et donc une forte
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augmentation de l'activité cytotoxique du 5-FU avec des toxicités graves rapportées
dans la littérature (35).
La RCP du produit mentionne aussi une précaution particuliere devant un risque
d’interactions médicamenteuses entre la capécitabine et les médicaments ci-dessous :
- Anticoagulants oraux coumariniques
- Phénytoine
- Acide folinique
- Antiacides
- Allopurinol

- Interféron alpha

k. Mécanismes de résistance
Nous n’avons pas retrouvé dans la littérature d’articles décrivant des mécanismes de

résistance au 5-FU spécifiques a sa pro-drogue orale.

|.1.D Flucytosine

La Flucytosine (Ancotil®) est une molécule commercialisée en France depuis 1998,
utilisée par voie orale (comprimés de 500mg) ou en perfusion intra veineuse.

Il s’agit d’'un antimycotique a usage systémique. Ce médicament fait aussi partie de la
famille des antimétabolites, car la molécule est dégradé en 5-FU aprés l'action de la
cytosine déaminase (36).

Cette molécule a une activité antimycotique et est indiquée dans le traitement des
mycoses systémiques séveres telles que les candidoses, -cryptococcoses,
chromomycoses ou aspergilloses, souvent en association avec 'amphotéricine B.

La dose utilisée du médicament dépend de la fonction rénale.

35



Du fait de 'action cytotoxique de cette molécule via le SFU, cette molécule est aussi

contre indiquée en cas de déficit complet avéré en DPD.

|.2. Le déficit en DPD

|.2.A Pharmacogénétique

a. Pharmacogénétique et pharmacogénomique

La pharmacogénétique, terme utilisé depuis les années 1950, correspond a la
variabilité de réponse individuelle a une thérapeutique, en fonction de son hérédité
genetique. C’est en 1959 que Vogel s’attache a définir pour la premiere fois ce terme
(37).

On peut considérer Pythagore (510 av. JC) comme un des ancétres des principes de
pharmacogénétique car il fut le premier a évoquer le favisme, décrivant des réactions
graves touchant certains individus aprés ingestion de féves et non d’autres. Presque
2500 ans plus tard, en 1956, I'équipe de Carson et al. mettait finalement en évidence

le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase.

Avec les travaux sur le génome dans les années 1990 apparait la notion de
pharmacogénomique, qui se veut plus large que la pharmacogénétique avec
I'hypothése que des variations du génome, méme infimes, peuvent influencer de
maniére plus ou moins importante la réponse d’un individu a une drogue. Finalement,
une conférence internationale d’harmonisation en 2008 décide de définir la
pharmacogénomique comme |'étude des variations des caractéristiques de I'’'ADN et
de I'ARN liée a la réponse a un médicament. Cette conférence définit la

pharmacogénétique, elle, comme I'étude des variations des séquences d’ADN liée a
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la réponse aux médicaments (38). Ces termes sont finalement trés proches et certains

les considerent comme interchangeables.

Les pharmacogénéticiens utilisent une nomenclature commune pour décrire les
variants possibles d’'un géne a l'origine d’'une variabilité de réponse a une molécule
donnée, appelée parfois un pharmacogéne. Une deuxiéme notion de
pharmacogénomique importante est celle de « metabolizer » (métaboliseur en
frangais). Les métaboliseurs normaux ou « extensive metabolizer » (EM) sont les
individus avec deux alléles d’'un pharmacogéne ayant comme conséquence un
phénotype fonctionnel et qui vont donc métaboliser normalement un médicament
donné. Les « poor metabolizers » (PM) ont eux deux alléles mutés entrainant leur
perte de fonction et auront donc un phénotype non fonctionnel. Les « intermediate
metabolizers » portent eux un alléle sur les deux muté, pouvant parfois impliquer un
phénotype moins fonctionnel. Finalement, les « ultrarapid metaboliser » portent des

alleles impliquant au contraire un gain de fonction au niveau du phénotype.

Garrod, qui publie en 1906 un article nommé « Inborn Errors of Metabolism » est le
premier scientifique a supposer que les effets secondaires inhabituels d’'une molécule
peuvent étre expliqués par le métabolisme anormal d’un individu. Des chercheurs se
sont efforcés de décrire, principalement depuis les années 1960, la pharmacocinétique
et la pharmacodynamique des différentes molécules utilisées en pratique clinique
grace a des meéthodes robustes de dosage des médicaments et leurs métabolites dans
le plasma et les tissus. Ces travaux ont permis de mettre en évidence certaines
enzymes clefs dans le métabolisme ou le transport de ces médicaments. Une étude

estime que prés d’'un tiers des effets indésirables graves aux thérapeutiques actuelles
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pourraient étre expliqués par des facteurs génétiques et donc potentiellement évités

(39).

L’'importance de la pharmacogénomique s'illustre dans deux modéles précis de

pharmacocinétique des médicaments :

- Les prodrogues, qui sont souvent métabolisées par une ou quelques enzymes
clefs : par exemple, clopidogrel et CYP2C19 ou codéine et CYP2D6. La perte
de fonction de ces enzymes peut ainsi aboutir a des effets secondaires
importants.

- Pour des médicaments avec une marge de dosage étroite et métabolisés par
un systéme enzymatique clef, par exemple TPMT et 6-mercaptopurine. Un
déficit enzymatique de métabolisme pourrait la aussi aboutir a des

conséquences cliniques importantes aux doses utilisées.

Au contraire, les médicaments dont la pharmacocinétique n’est pas suffisamment bien
connue, ceux dont le métabolisme ne dépend pas d'un seul systéme enzymatique clef
mais plutot de multiples voies enzymatiques, ou bien ceux dont I'activité thérapeutique
ne dépend pas d'un spectre de dosage étroit, sont de moins bons candidats au
développement de leur pharmacogénomique en paralléle de leur utilisation en pratique
clinique. Le tableau ci-dessous résume les 24 molécules et leurs génes bénéficiant
d’'une recommandation de la part du clinical pharmacogenetics implementation
consortium (CPIC), un des principaux groupes de pharmacogénéticiens actifs dans le

domaine.

38



Molécule Gene impliqué

Mécanisme pharmacodynamique

Ivacaftor CFTR

Warfarine CYP4F2 et VKORCA1
Rasburicase G6PD

Abacauvir, allopurinol, carbamazépine, | HLA-B
Oxcarbazepine HLA-B

Interférons (peginterferon alfa-2a, | IFNL3 (IL28B)
Succinylcholine et anesthésique inhalés RYR1 et CACNA1S

Mécanisme pharmacocinétique

Efavirenz CYP2B6

Clopidogrel, IRS (ex: citalopram, | CYP2C19

Celecoxib et autres AINS (ex: aspirine, | CYP2C9

Codéine, IRS, ATC, odansétron, tropisétron, | CYP2D6

Tacrolimus CYP3A5

5-FU, capécitabine, Tégafur DPYD

Azathioprine, mercaptopurine, thioguanine TPMT et NUDT15

Simvastatine SLCO1B1

Atazanavir UGT1A1

Tableau 8 : médicaments et pharmacogénes correspondant pour lesquels il existe des
recommandations de dosage en fonction des résultats de test phénotypique ou génotypiques.
Source : https://cpicpgx.org.

b. Pharmacogénomique et cancérologie
Le tableau ci-dessus met en évidence le fait qu’il existe a ce jour peu de molécules en
oncologie possédant des recommandations de pharmacogénomique. Comme précisé
plus haut, cela peut étre di au manque de génes clefs identifies dans la

pharmacocinétique des autres médicaments.
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A ce jour, aucun pays au monde n’a rendu obligatoire un test génétique avant la
prescription d’'une molécule avec une activité cytotoxique, afin de prendre en compte
le risque de toxicité induit par un systéme de catabolisme insuffisant. La possibilité
d’un test génétique et / ou phénotypique est par contre mentionnée dans plusieurs
RCP de produits en oncologie, par exemple purinéthol et TPMT pour la FDA

ameéricaine.

Par contre, lintérét de [l'oncologie pour la pharmacogénomique se porte
essentiellement a ce jour sur les mutations somatiques retrouvées sur les cellules
tumorales. En effet 'analyse génétique des tissus tumoraux a permis depuis déja de
nombreuses années de définir des sous populations de patients chez lesquelles une
molécule donnée serait ou ne serait pas active. Les exemples sont nombreux,
notamment en oncologie thoracique (cancer du poumon et mutation EGFR), en
oncologie digestive (cancer du colon et mutation NRAS et KRAS) et dans les cancers

de la femme (cancer du sein et amplification HER2).

d. Problématiques de la pharmacogénomique a grande échelle.
Auhourd’hui, les principaux obstacles au développement de la pharmacogénétique,
discutés dans I'article de Roden et al. publié en 2019 (40), sont:
- Les ressources disponibles en pratique pour dépister de larges proportions de
population.
- Le nombre de patients amenés a bénéficier de cette intervention, en général
faible comparé a la population dépistée.
- Les considérations éthiques, en rapport par exemple avec le caractéere

géneétiquement transmissible des anomalies retrouvées ou bien en rapport avec
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d’autres mutations incidentes potentiellement retrouvées sur les analyses ADN
réalisées.
- Finalement, le rapport bénéfice / colt que peut représenter ces techniques de

dépistage.

|.2.B Toxicités graves aux fluoropyrimidines et déficit en DPD

a. Littérature

Depuis le début de son utilisation en tant qu’agent anti cancéreux, il a été décrit des
toxicités graves et méme des décés toxiques aprés 5-FU, aux doses conventionnelles
alors utilisées. Ansfield et al. rapportent dés I'année 1962, 32 décés toxiques parmi
1091 patientes traitées avec du 5-FU a la dose moyenne de 15 mg/kg par jour en
bolus pendant 5 jours tous les mois, soit un taux de décés toxique d’environ 3%.
Pendant les trente années qui ont suivi, un intérét croissant a été porté pour déterminer
la pharmacocinétique et la pharmacodynamique du 5-FU afin d’expliquer ces toxicités
graves voir létales -malgré des doses habituelles de cette thérapeutique-.

De maniere paralléle, dans la littérature pédiatrique des années 80, sont rapportés
plusieurs cas de pyrimidinémie familiale (appelée encore thymine-uracilurie ou
pyrimidinurie) chez des enfants avec des symptdmes neurologiques plus ou moins
séveres (épilepsie, retards mentaux) mais non spécifiques (41). En 1985, Tuchman et
al. rapportent un cas de toxicité sévére au 5-FU chez une jeune femme de 27 ans sans
symptéme neurologique pré existant,. Les auteurs soulignent que la seule anomalie

biologique notable retrouvée chez la patiente était des taux élevés d'uracile et de
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thymine sanguin et urinaire. Ces anomalies ont aussi été retrouvés chez un des freres

de la patiente.

b. La dihydropyrimidine déshydrogénase
Physiologiquement, I'action de cette enzyme est la dégradation initiale de l'uracile et
de la thymine en 5,6-dihydrouracil et 5,6-dihydrothymidine respectivement. Pour
mémoire, l'uracile et la thymine sont des nucléotides, nécessaires a la formation de
'ADN et de 'ARN mais aussi a la fabrication de molécules comme I'adénosine
triphosphate (ATP) et le guanosine triphosphate (GTP) qui servent de sources
d’énergie a la cellule. Les produits finaux de la dégradation des pyrimidines sont le
NH3, le CO2, ainsi que la B-alaline et I'acide B-aminoisobutyrique respectivement pour

I'uracile et pour la thymine comme le résume la figure ci-dessous.

0 (o]
l CHj;
HN | HN ‘
N N
o NH O NH
Uracil (U) Thymine (T)
+ NADPH + H*
NADPH + H Dihydropyrimidine
NADP" dehydrogenase NADP*
(o} (¢]
| CHj
HN HN
0 NH O?‘\NH
5,6-dihydrouracil (UH2) 5,6-dihydrothymine (DHT)
H QOﬁ Dihydropyrimidinase l/\‘ H,0
(o] o
Ho ! Ho_||
(o] (o} CHj;
HoN j HoN j/
O)\NH o} NH
N-carbamyl-R-alanine (NCBAIla) N-carbamyl-B-aminoisobutyric acid
H,0 - H,0
B-Ureidopropionase
€O, + NH, CO, + NH,
o
HO\ﬁ HoOII
cj Cj/CH3
HoN HoN
R-alanine R-aminoisobutyric acid

Figure 8 : métabolisme de l'uracile et de la thymine (42)
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Il s’agit d’'une enzyme ubiquitaire, surexprimée dans le tissu hépatique et dans les
cellules mononuclées du sang périphérique. Cette enzyme respecte une activité
gaussienne chez 'homme (43), il existe donc une importante variabilité d’activité a
I'échelle interindividuelle. La variation circadienne d’activité de cette enzyme a été
étudiée, avec un pic d’activité la nuit entre 22h et 4h, et un minimum d’activité entre 10
et 14h (14).

Cette enzyme a rapidement été mise en évidence comme la voie de métabolisation
préférentielle du 5-FU. En effet plus de 85% du 5-FU est dégradé en ses différents
catabolites par un systéme enzymatique dont la premiére étape est la dégradation du
5-FU en 5-FUH2 via la DPD (figure 5). Cette premiere étape de dégradation se fait
via un mécanisme NADPH — dépendant.

En compétition avec l'uracile et la thymine, il a été démontré que le 5-FU est le substrat
préférentiel de la DPD, au moins dans les cellules hépatique (9).

La structure cristalline de la DPD a été décrite dans plusieurs articles, ainsi que le
complexe crée avec le 5-FU et le NADPH, avec des domaines de liaison clef, dont la
bonne conformation est nécessaire au fonctionnement de I'enzyme. La figure ci-
dessous est tirée de l'article de Dobritzsch et al. et montre la structure cristalline avec

les différents domaines de la DPD (44).
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domain IV
/ FMN/pyrimidine binding

domain V
C-terminal Fe-S clusters

domain |
N-terminal Fe-S clusters
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FAD binding

X v
domain 111
NADPH binding

Figure 9 : structure cristalline de la dihydropyrimidine déshydrogénase provenant de tissu hépatique
de porc décrite par Dobritzsch et al.

Le géne codant pour la synthése de la DPD est le géne DPYD. Il a été caractérisé en
1994 par Yokota et son équipe. Il s’agit d’'un géne d’une taille importante, avec 4399
nucléotides codant pour 23 exons sur 950 kb, situé prés du centromére du

chromosome 1, en position 1p 21.3, comme montré sur la figure ci-dessous (45) :

Chr 1
™M - ™
w o o g ON - - N =« HMOM o~ - - o) = NN o I &N N - NN O <
M M MM Om [y [y N N N - NN NN NN M M 0 m h- o o I o
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Figure 10 : localisation du géne DPYD sur le chromosome 1. Source: https://www.genecards.org

Le géne DPYD code ainsi I'information génétique d’une protéine avec 1025 acides
aminés. Il existe a ce jour plusieurs centaines de polymorphismes génétiques de ce
géne décrits dans la littérature, principalement sous forme de mutation ponctuelle

appelés SNP (single-nucleotide polymorphism) et avec des effets plus ou moins
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importants sur la fonction de I'enzyme DPD selon les conséquences du
polymorphisme sur la protéine synthétisée et le caractére hétérozygote ou

homozygote de ce polymorphisme.

c. Lien entre déficit en DPD et toxicités graves sous fluoropyrimidines
Avec le développement des connaissance de la pharmacocinétique du 5-FU, la DPD
est rapidement décrite des les années 1980 comme I'enzyme clef du catabolisme
intracellulaire du 5-FU (4).
Apreés des travaux sur un cas de toxicité grave au 5-FU et aprés avoir mesuré l'activité
de la DPD sur les cellules mononuclées du sang périphérique chez la patiente et dans
'ensemble de sa famille, Diasio et al. est le premier a décrire le probable lien entre
déficit d’activité de la DPD et toxicité grave au 5-FU (46).
Dés 1993 avec la publication des travaux de Lu et al. I'importance d’'une mesure de
'activité de la DPD avant mise en route d’'une chimiothérapie par 5-FU est ainsi
soulignée (43). Ce dernier propose de mesurer l'activité DPD des cellules
mononuclées dans le sang périphérique en mesurant les différents catabolites du 5-
FU sur chromatographie en phase inversée apres prélévement sanguin.
Finalement, le méme Diasio publie en 1994 un état des connaissances sur I'activité de
la DPD et la chimiothérapie par 5-FU, suggérant déja a I'époque (9) :

- Un lien entre la toxicité au 5-FU et I'activité de la DPD, bien que non encore

démontrée formellement dans des essais cliniques.

- Le caractére parfois familial du déficit d’activité de la DPD

- Une activité circadienne de la DPD, avec un pic d’activité nocturne

- Le caractére homozygote ou hétérozygote du déficit d’activité de la DPD,

pouvant expliquer des toxicités plus ou moins sévéeres sous 5FU.
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- La petite proportion de patients avec une activité DPD déficitaire dans la
population générale

Depuis ces publications, les preuves entre déficit en DPD et toxicité sévéres sous 5-
FU mais aussi sous sa prodrogue la capécitabine se sont accumulées, non seulement
a travers de nombreux rapports de cas dans la littérature mais aussi suite a la
publications d’essais cliniques rétrospectifs comme prospectifs (47). Les essais
cliniques portant sur la corrélation entre déficit en DPD et toxicité sous 5-FU ont tout
d’abord utilisé des test phénotypiques, évaluant par exemple l'activité DPD sur les
cellules mononuclées du sang périphérique ou bien le ratio dihydrouracile sur uracile
(48) (49). Apres les années 2000 et les connaissances accumulées sur le génome et
ses variant notamment sous forme de SNP, beaucoup de travaux se sont attachés a
montrer des corrélations entre déficit en DPD et toxicité sous 5-FU via I'étude des
variations du géne de la DPD (50).
Concernant les autres voies d’utilisation du 5-FU, il a été rapporté au moins un cas de
toxicité sévere aprés utilisation de 5-FU topique avec des symptdmes typiques (colite
et de neutropénie de grade 4) chez un patient, une semaine aprés I'application de la
forme topique. L’absorption systémique du 5-FU est en effet estimée a 10% de la dose
topique et peut donc avoir de conséquences graves pour les malades, surtout ceux

présentant un déficit complet comme le patient en question (51).

d. Autres explications aux toxicités graves sous fluoropyrimidines
Dans une étude rétrospective sur des données de patientes ayant regu une
fluoropyrimidine entre 2001 et 2011 et dont I'abstract a été présenté mais les données
non publiées, Boisdron et al. décrit de maniére rétrospective chez les patients ayant

présenté une toxicité de grade 3, 4 et 5 apres administration de fluoropyrimidine (n

46



=247), la présence d’'une mutation hétérozygote ou homozygote délétere de DPYD
chez 33% des patients (n = 82).

Cette étude, ainsi que les données d’autres études, souligne néanmoins que d’autres
pistes doivent étre étudiées pour expliquer les toxicités aux fluoropyrimidines autres

que celle du déficit d’activité de la DPD.

L’enzyme responsable de la deuxiéme étape de catabolisme du 5-FU aprés la DPD
est la dihydropymidinase (DHP). La DHP est codée par le géne DPYS, présent sur le
chromosome 8 en position q22. Ce géne consiste en 10 exons, contient 1560 paires
de bases, et code l'information génétique d’'un polypeptide de 519 acides aminés. Pour
mémoire, la DHP dégrade le 5-FUH2 en 5-FUPA. Cette enzyme se situe
principalement dans le tissus hépatique et rénal. Le premier patient ayant présenté
une toxicité sévére aprés 5-FU avec une activité DPD normale sur les cellules
mononuclées du sang périphérique mais présentant une mutation délétere de DPYS
a éte décrit par van Kuilenburg et al. en 2003 (11) Ce dernier a estimé la fréquence de
la mutation sur I'alléle en question dans la population normale a moins de 0,5%. Dans
une étude japonaise, 8 individus sur 391 (2%) ont présenté a I'état hétérozygote un
variant supposé délétere du géne DPYS (52). Van Kuilenburg propose méme dés
1999 une technique de chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC) permettant d’identifier les patients avec un déficit d’activité de la

dihydropyrimidinase (53).

Un deuxiéme axe de travail s’est construit autour des travaux de Hirota Offer et
concerne la régulation de I'expression de la DPD au niveau hépatique. En effet, des
microARN (miRNA), miR-27a et miR-27b mais aussi mi-R-582-5p et miR-134 ont

comme role de réguler I'expression de la DPD a partir de sites de reconnaissance
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présents sur le géne DPYD en la réprimant. La surexpression de ces deux miRNA a
donc comme conséquences in vitro 'augmentation du 5-FU via la diminution de son
catabolisme par la DPD (54) (55). En 2016, Meulendijks et al. ont étudié deux
polymorphismes de miR-27a chez 1592 patients et ont mis en évidence une
association entre la présence d’un des deux variant de miR-27a et les toxicités grade
3,4 et 5 apres fluoropyrimidine chez des patients aussi porteurs d’'un variant du géne
DPYD, suggérant ainsi I'intérét d’'un screening combiné MIR27A/DPYD pour identifier

les patients a risque de toxicité sévére aprés fluoropyrimdine.

Un troisieme axe de travail concerne la méthyléne tétrahydrofolate réductase
(MTHFR), dont le role est de dégrader de facon irréversible le 5-10 méthyléne
tétrahydrofolate (MTHF) en 5-méthyltétrahydrofolate. Pour rappel, c’est le MTHF qui
permet la stabilisation du complexe TYMS/FAUMP et donc une meilleure compétition
a la synthese endogéne de thymine. Dans un essai étudiant 75 patients chinois atteints
de cancer de I'estomac, Lu et al. trouve une association entre un polymorphisme du

géne MTHFR et la réponse mais aussi la toxicité aux fluoropyrimidines (56).

Un quatrieme axe concerne les polymorphismes génétiques du géne de la TYMS,
notamment au niveau de son promoteur et de sa région 3’-UTR, étudié par Lecomte
et al. Ce dernier conclue que le génotypage TYMS joue un réle important pour prévenir

les toxicités au 5-FU (57).

Un cinquieme axe concerne surtout la capécitabine, dont le métabolisme nécessite
laction de la CDA, qui désamine le 5’déoxy-5-fluorocytidine en 5'-déoxy-5-
fluorouridine principalement dans le tissu hépatique. Une diminution d’activité du CDA
aurait comme conséquences une accumulation de métabolites du 5'déoxy-5-

fluorocytidine, dont fait partie le 5-FAUMP (lui-méme inhibiteur de la TYMS). Un lien
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entre le syndrome main pied et un polymorphisme de CDA a ainsi été rapporté en

2011 par Caronia et al. (58).

En 2013, Longanayagam s’est intéressé aux relations entre toxicité sévéres et les
variants dans les génes DPYD, TYMS, CDA et MTHFR chez 430 patients anglais dans
les 4 premiers cycles de traitement comportant une fluoropyrimidine (59). Il est
retrouvé une association entre un variant homozygote du géne de la TYMS et une
I'augmentation du risque de toxicité de grade 3 et 4, mais avec une spécificité de 54%
et une VPP de 25%, l'auteur n’a donc pas recommandé en pratique la recherche de
ce déficit. Pour les patients traités avec de la capécitabine, un variant homozygote de
MTHFR a été associé de maniere significative avec un syndrome main pied de grade
2 a 3. De plus, deux variants du promoteur du géne codant pour 'enzyme CDA ont été
associés de maniére significative avec des diarrhées de grade 2 a 4, cependant avec
une VPP de 40% soit trop basse pour recommander la réalisation de ce génotypage

sans étude supplémentaire.

Finalement, il faut aussi retenir que les toxicités graves de grade 3 et 4 varient en
fonction du protocole de chimiothérapie utilisé, un protocole avec une
monochimiothérapie par 5-FU ou capécitabine sera nettement moins toxique qu’une
chimiothérapie avec plusieurs molécules. Dans le protocole FOLFIRINOX, utilisé par
exemple dans le cancer du pancréas ou du colon, sont rapportés pour les toxicités
grade 3 ou 4 jusqu’a : 20% de diarrhées, 45% de neutropénie, 5.4% de neutropénie

fébrile, 10% de thrombopénie, 23% d’asthénie et 14.5% de vomissements (60) (61).
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1.2.C Génotypage DPYD

Les premiers travaux s’intéressant au dépistage de patients avec une activité DPD
déficitaire ont porté sur la mesure de l'activité DPD des cellules mononuclées isolées
depuis du sang périphérique, considérée comme le reflet indirect de I'activité DPD au
niveau des cellules du tissu hépatique. Cette technique, mesurant la capacité des
cellules mononuclées du sang a convertir du fluorouracile marqué par un radio-isotope
en dihydrofluorouracile, est donc une technique phénotypique. Bien que reproductible
et validée, cette technique ne s’est pas avérée étre réalisable en pratique clinique pour
un dépistage de masse principalement du fait du matériel nécessaire (49) (62).

Le développement des connaissances sur le géne codant pour la protéine DPD ont
beaucoup accru depuis la derniére vingtaine d’années et ont permis de mettre en avant
le génotypage du géne DPYD comme une technique de choix pour identifier au moins

une partie des patients a risques de toxicité sous fluoropyrimidine.

a. Principe du génotypage DPYD
Le génotypage DPYD s’attache a rechercher dans la séquence du gene DPYD la
présence d’un ou de plusieurs variants aux conséquences potentiellement délétéres
sur la fonction de la protéine DPD. Les conséquences des variants peuvent étre décrits
in vivo au moyen d’essais cliniques mais aussi in vitro et, recemments, peuvent étre
aussi prédits avec des modélisations in silico. Les variants sont pour la plupart des
SNP. Pour rappel, les SNP représentent 90% de 'ensemble des variations génétiques
humaines connues et correspondent a la variation d’une seule paire de bases entre
individus de la méme espéce et dont la fréquence allélique doit étre supérieure a 1%.

Ce sont des mutations dans les séquences codantes ou non codantes du géne,
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pouvant aboutir a une protéine avec une activit¢ modifiée. On différencie ainsi les
mutations déléteres, aboutissant a une protéine DPD modifiée avec une activité
diminuée et donc un risque accru de toxicité graves aux fluoropyrimidines pour les
patients porteurs de ce variant et les mutations non délétéres, pouvant aussi aboutir a
une protéine DPD modifiée, mais sans conséquence sur son activité. Il existe a ce jour
plusieurs centaines de SNP du géne DPYD décrits dans la littérature.

A cause de son mécanisme autosomique codominant (les deux alléles du géne de la
DPYD vont s’exprimer), la présence de variant a I'état hétérozygote ou homozygote
du géne DPYD est importante. Un patient possédant un variant délétere du géne
DPYD a I'état homozygote aura ainsi une activité¢ DPD proche de 0 et donc un risque
important de toxicité sévére ou de déces suite a une exposition a une fluoropyrimidine.
Un patient possédant un seul variant délétére du géne DPYD donc a Iétat
hétérozygote aura une protéine qui restera au moins en partie fonctionnelle, avec un
risque moins important mais néanmoins existant de toxicité sévére ou de décés suite
a une exposition a une fluoropyrimidine.

La technique privilégiée pour étudier ’ADN et mettre en évidence un ou des variants
rares est le séquencage.

Cette technique nécessite en général peu de sang périphérique (10 ml) prélevé sur
tube EDTA. Le séquengage se fait au moyen d’'une « polymerase chain reaction »
(PCR) qui est une technique de réplication ciblée, in vitro et automatisée de I'ADN.
Cette derniére permet d’obtenir d'importantes quantité d’ADN a partir d’'un échantillon
peu abondant via une succession de réactions et de réplications d’'une matrice d’ADN
double brin. La deuxiéme étape consiste alors au séquengage a proprement parler

pour mettre en évidence une mutation ponctuelle sur 'ADN prélevé. Dans le cas du
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dépistage des variants du géne DPYD, on peut rechercher un variant ou plusieurs
variants déja connus en parallele, en ne séquengant qu’une petite partie du géne.

D’autres techniques utilisant un séquengage haut débit permettent d’étudier la totalité
du géne DPYD. En général les 23 exons sont séquences, en incluant les régions
introniques adjacentes. Dans le cas du séquencage complet du gene DPYD, la
recherche de mutations introniques dites « profondes » n’est pour le moment pas ou

peu réalisée.

b. Evolution de la découverte des variants

La découverte du premier polymorphisme du géne DYPD en lien avec des toxicités
séveres aprés fluoropyrimidine a été rapportée par Vreken et al. en 1996 chez deux
patients Hollandais et correspond au variant DPYD *2A (63). D’autres variants suite a
des cas de cas de toxicités sévéres aux fluoropyrimidines ont été mis ensuite en
évidence, par analyse a postériori du géne DPYD des patients en question (64).

Aprés avoir identifiés un certain nombre de variants sur ces rapports de cas, des
études de plus large ampleur ont été réalisés sur des populations ayant regu des
fluoropyrimidines, en recherchant de maniére rétrospective ou parfois prospective une
association entre des variants connus de DPYD et des toxicités graves (grade 3 ou 4)
voir |étales (grade 5). Certaines études, bien moins nombreuses, ont validé de maniére
prospective le caractere délétere de certains de ces variants en réalisant des
adaptations de dose préalable chez les patients les présentant. Pour ces études, les
toxicités séveres étaient comparées a celles retrouvées dans des groupes contrbles
de patients contrdle (ne présentant pas ces variants), et chez des cohortes historiques
de patients présentant ces variants retrouvés dans la littérature et dont les doses de

fluoropyrimidines n’avaient donc pas pu étre adaptées au préalable(65).
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A ce jour, toutes ces études ont permis de valider avec un bon niveau de preuve la

classification d’un certain nombre de variants de la maniere suivante (66):

- Deux variants communs n’ont pas de conséquences déléteres sur l'activité
DPD : ¢c.1627A>G et c.85T>C.

- Deux autres variants réduisent modérément la fonction de la DPD a I'état
hétérozygote : c.2846A>T et c.[1236G>A ;1129-5923C>G].

- Deux derniers variants altérent en profondeur [l'activité DPD a ['état

hétérozygote : ¢.1905 + 1G>A et c.1679T>G.

Finalement, 'analyse de bases de données sur le génome de plusieurs milliers de
patients originaires de différentes populations a permis de mettre en évidence
plusieurs centaines de variant du géne DPYD supplémentaires. Néanmoins pour une
grande majorité de ces variants, il n’existe aucune donnée clinique sur leur lien avec
les toxicités graves aux fluoropyrimidines. Néanmoins, la mesure d’activité in vivo et
'estimation de leur conséquences in silico a permis de les classer comme
potentiellement déléteres ou non. Offer et ses colléegues ont mené en ce sens deux
études importantes en 2013 et 2014 et ont mis en en évidence plusieurs variants
délétéres in vitro afin d’orienter les cliniciens, en I'absence de données in vivo, face a
un patient présentant un tel variant (67) (68). Finalement, en s’appuyant sur les
connaissances sur la structure de la protéine DPD et sur les données des
conséquences in vitro des variants déja connus, Shrestha et al. ont recemment monté
la validité d’'un modéle prédictif de mesure d’'activité DPD de variants du géne DPYD
réalisé in silico : le « DPYD-Varifier » (69). Ainsi, I'auteur a pu estimer a partir de ce
modéle informatique, les conséquences de 295 variants nouvellement identifiés du

gene DPYD. Ce dernier retrouve pour 89 de ces variants une diminution d’activité de
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la DPD. L’étude des variants in vitro et in silico n’a par contre pour le moment pas
aboutit a des recommandations d’adaptations de doses en pratique clinique dans les
différents référentiels s’intéressant au sujet. Il existe a ce jour de nombreux autres

modéles informatiques estimant les conséquences des variants du gene DPYD.

Au total, depuis le premier variant DPYD mis en évidence en 1996, plus de 450 autres
variants du géne ont été mis en évidence, avec une évolution exponentielle du nombre
de variants découverts avec le temps. Parmi ces 450 variants, plus de 140 d’entre eux

seraient potentiellement délétéres sur les fonctions de I'enzyme DPD.

Sur la page suivante, les deux frises chronologiques montrent le paralléle entre
I'évolution de [lutilisation des fluoropyrimidines dans différentes localisations
carcinologiques et I'évolution des connaissances sur le déficit en DPD sur le plan

phénotypique et génotypique.
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Figure 11 : Paralléle chronologique entre I'utilisation du 5-FU en oncologie et les connaissances sur le déficit en DPD. Gris : travaux fondamentaux, violet : essais cliniques, vert :
travaux sur le génotypage DPYD, jaune : travaux sur le phénotypage DPD, rouge : recommandations.
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c. Variants déléteres

Mutation ¢.1905+1G>A (ou rs3918290 ou IVS14+1G>A) ou haplotype *2A. Elle

correspond a la substitution d’'une guanine par une adénine au niveau du site
d’épissage du géne situé sur 'exon 14. Cette substitution aboutit ainsi a une délétion
de 165 paires de bases et une protéine DPD tronquée, non fonctionnelle (63). Dés
lors, les sujets homozygotes avec un haplotype *2A/*2A ont une activité DPD nulle et
ont un risque de toxicité grave et de déces toxique aprés exposition aux
fluoropyrimidines (70). L’association entre toxicit¢ de grade 3 et 4 aprés
fluoropyrimidine et le variant DPYD *2A a I'état hétérozygote a été démontré dans
plusieurs études (71) (72). L’intérét d’'une diminution de dose initiale significative, de
50% pour les patients mutés hétérozygotes DPYD *2A a pu étre démontré en 2016

dans un essai prospectif par Deenen et al. (73).

Mutation c. 1679T>G (ou rs55886062 ou 1560S). Cette mutation correspond a

I'haplotype DPYD*13. Ce variant, moins fréquent dans la population caucasienne que
le variant DPYD *2A, correspond a une substitution au niveau de I'exon 13 du géne
aboutissant au remplacement d’'une isoleucine par une sérine en position 560 de la
protéine. Les conséquences précises sur la fonction de la DPD ne sont pas bien
décrites mais le lien avec une activité DPD diminué in vitro a été démontré, avec une
protéine a 75% non fonctionnelle (67). Plus récemment, I'association entre les patients
porteurs hétérozygotes de cet alléle et des toxicité graves aprés fluoropyrimidine a été
mis en évidence (19). La mise en évidence de cette mutation a I'état hétérozygote
nécessiterait une diminution de dose de fluoropyrimidine de I'ordre de 50% mais cela

n’a pas été démontré de maniéere prospective comme pour DPYD *2A (66).
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Mutation ¢.2846A>T (ou rs67376798 ou D949V). Cette mutation n’a pas d’haplotype

référencé correspondant. Il s’agit d’'une mutation mise en évidence en 2000 par van
Kuilenburg (50), située au niveau de I'exon 22 du géne DPYD et a l'origine de la
substitution d’aspartate pour une valine en position 949 de la protéine. Les
conséquences structurelles sur la protéine interferent avec une partie de son activité,
notamment sur sa liaison avec certains cofacteurs (74). Les conséquences in vitro sur
I'activité DPD sont une réduction d’activité estimée a 41%. De la méme maniére
'association entre ce variant a I'état hétérozygote et les toxicités graves apres
fluoropyrimidines a été démontrée dans la littérature (72). La mise en évidence de
cette mutation a I'état hétérozygote nécessiterait une diminution de dose de
fluoropyrimidine de l'ordre de 25%, sans que cela ne soit validé de maniére

prospective.

Haplotype HapB3 : Il s’agit d’'un haplotype particulier, combinant 5 polymorphismes

habituellement génétiquement liés, 4 sont situés dans des introns : ¢.1129-5923C>G
(rs75017182), c.483+18 G>A (rs56276561), c.680+139 G>A (rs6668296) et c.959-51
T>C (rs115349832) et un dans un exon : ¢.1236G>A (ou rs56038477 ou E412E). C'est
le variant ¢.1129-5923C>G, se situant dans l'intron 10, qui aboutit & un épissage
dysfonctionnel de 'ARN messager. Une association entre des patients porteurs
hétérozygotes de cet haplotype et les toxicités graves aprés fluoropyrimidines a été

retrouvée dans certains articles (19).

Néanmoins il existe des données contradictoires sur ce variant, plusieurs études
n‘ayant pas pu retrouver d’association entre ce dernier et les toxicités graves apres
fluoropyrimidines, dont entre autre une étude menée sur une population de 1953

patients traités pour un cancer du cdolon en situation adjuvante (59) (75). Cet haplotype
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n’est pas étudié in vitro mais il a été retrouvé une activité DPD sur PBMC diminuée
chez les patients présentant ce variant (74). Ce dernier est par contre relativement
plus fréquent que les 3 autres dans la population caucasienne, comme résume plus
bas (tableau 9). La mise en évidence de cette mutation a I'état hétérozygote
nécessiterait une diminution de dose de fluoropyrimidine de I'ordre de 25% sans que

cela n’ait été validé de maniére prospective.

Il existe de nombreux autres variants déléteres décrits dans la littérature, mais
principalement avec des arguments d’analyse in vitro ou in silico, sans avoir a ce jour
de preuve clinique de leur association avec des toxicités graves aprés

fluoropyrimidines.

d. Variants non délétéres

Mutation ¢.1627A>G (1543V ou rs1801159), correspondant a I'’haplotype DPYD*5. Il

s’agit d’'une mutation sur I'exon 13. Du fait de leur similitude, le remplacement de

I'isoleucine pour une valine n’a que peu d’impact sur le fonctionnement de la protéine.

Mutation ¢.85T>C (C29R ou rs1801265) correspond a I'’haplotype DPYD *9A. Il s’agit

d’'une mutation sur I'exon 2.

Ces deux mutations n’ont pas montré d’association significative avec les toxicités aux
fluoropyrimidine de grade 3 et 4 dans plusieurs essais cliniques de grande ampleur
(76). L'activité DPD in vitro, étudiée par Offer et al. n'est pas diminuée pour c.1627A>G
et est méme augmentée de 13% pour ¢.85T>C (67). Cette derniére observation
corrobore les hypothéses de certains émettant I'hypothése d’un effet protecteur de

c.85T>C sur les toxicités au 5-FU (77).
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La mutation c.1601G>A (haplotype DPYD*4, ou rs1801158 ou p.S534N) n’a pas été

associée aux toxicités de grade 3 et 4 aprés fluoropyrimidines dans une méta-analyse
de Meulendijks et al. avec un RR de 1,52 (IC 95% 0,86 — 2,70). Ce variant était
retrouvé chez 182 patients a I'état hétérozygote (4,7% de la population étudiée) et
chez deux patients a I'état homozygotes (0,1%) sur un total de 3900 patients
réunissant 5 études difféerentes (19). Ce variant n’est néanmoins pas encore décrit

comme un variant non délétéere dans les dernieres recommandations (66).

De nombreuses autres mutations non délétéres ont été mises en évidence dans la
littérature, mais leur caractére bénin repose sur des arguments d’analyses d’activité

DPD in vitro et in silico et n’a pas été validé dans des essais cliniques.

e. Variants aux conséquences discutées
Il existe certains variants de DPYD dont le caractére délétere ou non est discuté, avec
des résultats discordants dans la littérature. L’incidence faible des variants délétéres
du géne DPYD, le caractere rétrospectif de beaucoup d'études sur le sujet,
I'hétérogénéité des populations et des protocoles de chimiothérapie utilisées sont des
obstacles importants pour répondre a la question des conséquences d'un variants
donné de DPYD sur la tolérance aux fluoropyrimidines. Des méta-analyses comme
celle de Meulendijks ont permis d’avoir suffisamment de puissance pour retrouver une
association entre certains variants dont le caractere délétére n’était pas retrouve
significativement, comme pour I'haplotype HapB3 (19). Dans ce contexte, I'étude des
conséquences in vitro et in silico des variants non étudiées dans les essais cliniques
pourrait sembler une solution. Mais cette technique a ses limites, comme le montre

'exemple de I'haplotype DYPD *6. En effet la mutation ¢.2194G>A (ou rs1801160 ou
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p.V732l) a montré comme conséquences in vitro une activité DPD strictement normale
dans I'étude de Offer et al. de 2013 (67). Or dans plusieurs essais cliniques de taille
conséquente, le variant DPYD*6 est associé significativement a une toxicité aprés

fluoropyrimidines (78) (79) (80).

|.2.D Phénotypage DPD

a. Principe du phénotypage DPD

L’étude du phénotype présente plusieurs avantages sur le génotype pour mieux cerner
le catabolisme du 5-FU. Théoriquement, elle permet de s’abroger de I'étude des
variants du géne DPYD, d’autant plus que le nombre de variants est tres important
pour ce gene. Le phénotypage permettrait aussi d’éviter I'étude des systémes de
régulation du géne DPYD au niveau transcriptionnel et post transcriptionnel. En effet
certains sont déja décrits dans la littérature, comme miR-27a et miR-27b et d’autre
sont probablement encore a découvrir.

Parmi les techniques de phénotypage de DPD, il existe des techniques directes et des
techniques indirectes, dont I'objectif est de refléter le mieux possible I'activité de
'enzyme DPD chez un individu.

La mesure de l'uracile et du ratio dihydrouracile (le substrat endogéne de I'enzyme
DPD) sur uracile, qui sont des méthodes indirectes, se sont avérées étre des
techniques de choix pour la pratique clinique en comparaison aux autres techniques
proposées et notamment par la mesure de l'activité DPD sur les PBMC (méthode
directe). La mesure du ratio UH2/U a été proposée dés 1997 par une équipe frangaise
(81) et la preuve de la corrélation de ce ratio avec les paramétres pharmacocinétiques

du 5-FU et les effets secondaires aprés 5-FU a été apportée deux ans aprés (49).
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L’avantage de cette technique réside principalement dans sa faisabilité, car elle
nécessite un simple appareillage de chromatographie en phase liquide, disponible
dans un grand nombre de laboratoire d’analyse en ville comme a I'hépital.

La recherche d’uracile et de dihydrouracile dans le sang se fait en effet par technique
de chromatographie liquide de type HPLC (high performance liquid chromatography),
qui permet la séparation des constituants d’'un mélange. Ce systéme est couplé a un
détecteur permettant I'identification et la quantification des constituants séparés. Dans
la chromatographie avec détection UV, une phase stationnaire (colonne) est parcourue
par une phase mobile qui entraine le mélange a analyser. Les composés que I'on veut
analyser sont alors retenus a des vitesses différentes, ce qui permet de les séparer.
Le détecteur, associé a un enregistreur placé a la sortie de la colonne, permet d’obtenir
un chromatogramme avec une information qualitative en fonction du temps de
rétention de chaque soluté et une information quantitative en fonction de 'amplitude

de chaque pic correspondant a un soluté particulier.

| CoLONNE | [ détecteur |
pompe
i E——
Vers
l enregistreur

Réserve de liquide
phase mobile

Figure 12 : schéma illustrant le principe de 'HPLC. Source : http://www4.ac-nancy-metz.fr
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La méthode d’'HPLC utilisée pour mesurer le rapport UH2/U permet donc de détecter
de maniére qualitative et quantitative 'uracile et le dihydrouracile dans du plasma
centrifugé et préparé de maniére adéquate. La détection de l'uracile et dihydrouracile
par chromatographie est faite soit par spectrophotométrie UV, la technique la plus
couramment utilisée en France, soit par spectrométrie de masse. Cette derniére
technique est utilisée dans certains laboratoires frangais et donnerait des résultats plus

fiables que la technique de détection par UV (82).

Dans les deux cas, 'HPLC couplée a une technique de détection est considérée
comme une technique utilisable en pratique clinique, reproductible et fiable. Elle
nécessite néanmoins des conditions pré analytiques trés strictes : centrifugation
immédiate de I'échantillon a 4°C, décantation puis congélation du plasma jusqu’a
analyse. En effet Remaud et al. ont montré que la concentration d’uracile augmente
rapidement apres prélévement, a 4°C comme a température ambiante, faussant donc
le ratio UH2/U. Par contre, I'uracile tout comme le dihydrouracile restent stables a -

20°C (83).

b. Rapport UH2/U
Ce ratio est le rapport du dihydrouracile retrouvé dans le sang et exprimé en ng/mL
(ou ug/L) sur l'uracile retrouvé dans le sang en ng/mL.
Dés les premiéres descriptions de la méthode, Gamelin et al. démontrent une
corrélation significative entre le ratio UH2/U, les niveaux plasmatiques de 5FU (r =
0,58) ainsi que la clairance plasmatique du 5FU (r = 0,639) (49).
Dans I'étude de Boisdron Celle et al. en 2007 effectuée chez 252 patients traités par

un protocole contenant du 5-FU, I'auteur retrouve une valeur moyenne de ce rapport
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a’7,6 +/-2,7][0.002-17.3] avec une médiane a 7,3. L’étude retrouvait une corrélation
significative entre le ratio et la toxicité apres 5-FU, avec un seuil pour toxicité sévere a
6, basée sur une courbe ROC (84).

Au total, trés peu d’études ont montré une corrélation significative entre le ratio UH2/U
et les toxicités sévéres aprés fluoropyrimidines, et ces dernieres ont été menés sur de
faibles effectifs. Dans d’autres études, comme celle de Grimaldi menée chez 205
patientes ayant bénéficié d’'un phénotype DPD, il n’a par contre pas été démontré
d’association entre le ratio UH2/U et les toxicités séveres de grade 3 et 4 aprés les
deux premiers cycles de traitement par fluoropyrimidine, mais cette étude n’était pas
désignée initialement pour répondre a cette question. La moyenne du ratio UH2/U était
de 11.1 et la médiane de 10,6 (Q1-Q3 8.2-12.9, échelle de 0.1-36) (76).

Plusieurs études ont aussi démontré de maniére prospective le bénéfice de
'adaptation de dose de 5-FU avant traitement chez les patients ayant un rapport
UH2/U anormal. Launay et al. ont par exemple étudié chez 218 patients atteint de
cancer des VADS, l'intérét de I'adaptation de dose de 5-FU aprés mesure du ratio
UH2/U (85). L'auteur ne retrouve en effet pas de différence significative pour les
toxicités séveres précoces (apres 2 premiers cycles) entre le groupe EM et le groupe
PM ayant bénéficié d’'une adaptation de dose de 5-FU antérieure. Dans cette étude, la
valeur moyenne ou médiane du ratio UH2/U n’était pas disponible.

Du fait du manque d’études robuste et des différences importantes de valeurs seuils
proposeées par les équipes s’intéressant au sujet, il N’y a pas de valeurs retenues
collégialement a ce jour permettant, sur la base d’un ratio UH2/U, de définir un patient
métaboliseur normal (EM), ou métaboliseur lent (PM) avec une proposition

d’adaptation de dose en fonction des valeurs de ce ratio.
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Le rationnel pour mesurer le ratio UH2/U plutét que l'uracilémie afin d’'identifier le
mieux un patient déficitaire DPD est le suivant : mesurer le substrat d'une enzyme
ainsi que son catabolite semble plus informatif que de mesurer seulement son
substrat. De plus, plusieurs études ont montré une variation circadienne de la
concentration d’uracile sanguine. Une étude a aussi mis en évidence linfluence
significative de I'apport alimentaire sur l'uracilémie, en mettant en évidence une
diminution de l'uracilémie entre 8h et 13h plus prononcée aprés prise d’un bol

alimentaire matinal qu’en période de jeune (86).

c. Uracilémie
Elle est exprimée en ng/mL.
La valeur d’uracilémie est associée aux toxicités graves apres fluoropyrimidine dans
plusieurs études :

- Dans une premiere étude de Meulendjiks en 2016, 507 patients ont pu étre
testés par dosage de l'uracilémie avant administration de 5-FU. L’auteur a pu
montrer une corrélation significative entre 'augmentation de I'uracilémie par
pallier de 10 ng/mL et le risque de toxicité de grade 3 4 et 5 précoces aprés
adminitration de 5-FU, avec un Odds Ratio a 2,41 (IC95% 1,31 — 4,44) (87). La
valeur moyenne et médiane d’uracilémie dans cette étude n’a pas été rapportée
et il nN’a pas été proposé de seuil d'uracilémie au-dessus duquel le risque de
toxicité sévere devient significatif.

- Dans I'étude déja citée, Boisdron Celle et al. retrouve une corrélation entre la
toxicité apres 5-FU et la concentration d’uracile chez 236 patients testés, avec

une concentration d’uracile moyenne augmentant progressivement avec les
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grades de toxicité. Le seuil de toxicité d’uracilémie déterminé par une courbe

ROC est estimé a 15 ng/mL dans cette étude (84).
Certaines études tendent vers une préférence pour l'utilisation de l'uracilémie par
rapport au ratio UH2/U comme test prédictif des toxicités aprés 5-FU. Meulendjiks et
al. montre par exemple dans une étude post hoc sur 550 patients, une meilleure
corrélation entre l'uracilémie et I'activité DPD sur les PBMC, en comparaison au ratio
UH2/U. Il apparait aussi dans cette étude que I'uracilémie permettrait mieux de prédire
les toxicités sévéres au 5-FU que le rapport UH2/U, aprés ajustement sur les co-
variables age, sexe, et protocoles de chimiothérapie (88).
Dans cette étude, il est retrouvé qu'une concentration d’uracile élevée (>16 ng/mL) est
fortement associée avec des toxicités séveres liees aux fluoropyrimidine avec un OR
a 5,3 (P=0,0087) ainsi qu’'avec les toxicités fatales liées aux fluoropyrimidine avec un
OR a 44,8 (P= 0,0011). Les auteurs concluent ainsi a un risque de toxicité
cliniquement significatif chez des patients présentant une uracilémie > 16 ng/mL mais
aussi possiblement pour des patients avec une uracilémie entre 13,9 et 16 ng/mL.
De plus, une étude de Van Kuilenburg, retrouve elle aussi une corrélation entre
I'activité DPD mesurée sur PBMC et 'uracilémie chez 100 volontaires sains, mais ne
retrouve pas cette association avec le rapport UH2/U (42).
Par contre, dans une autre étude déja citée de Grimaldi, 205 patientes, traités pour
une majorité par capécitabine en monothérapie ont été suivies. Dans cette cohorte,
les concentrations d’uracilémie avant traitement n’étaient pas significativement
différentes chez les patients ayant présentés une toxicité de grade 3 et 4 par rapport
a ceux n'en ayant pas présenté, mais cette étude n’était pas réalisée pour répondre a
cette question et il s’agissait d’un faible effectif (76). Par contre, les patients présentant

une uracilémie > 16 ng/mL étaient a risque significatif de développer une toxicité de
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grade 4 en comparaison aux patients avec une uracilémie < 16 ng/mL (RR 20,6, p =
0,21).

Un argument rationnel pour utiliser I'uracilémie contrairement au ratio UH2/U est
I'hypothése que I'enzyme DHP, qui réalise la deuxiéme étape du métabolisme des
fluoropyrimidines, est saturable a concentration physiologique. La concentration
d’UH2 représenterait plutdt le fonctionnement de la DHP et ainsi le ratio UH2/U ne

serait donc pas un bon reflet de I'activité de la DPD (88).

d. Autres méthodes de phénotypage

Une hypothése émise a la suite des résultats de Grimaldi et al. déja cités, qui ne
retrouve pas d’associations entre toxicités de grade 3 et 4 aprés fluoropyrimidine et le
dosage d’uracilémie ou ratio UH2/U, est que a I'état physiologique, les concentrations
d’uracilémie ne suffisent pas pour saturer 'enzyme DPD (76). Ainsi, seulement un
déficit en DPD marqué aurait un impact sur les concentrations physiologiques d’uracile
et de dihydrouracile.

Ces observations ont poussé certaines équipes a proposer d’autres méthodes de
dépistage du déficit en DPD. Le test idéal serait un test simple, peu colteux, a la fois

sensible et spécifique et avec un délai de rendu raisonnable.

- Calcul de l'activité DPD sur PBMC :

Il s’agit d’'une des premiéres méthodes proposées pour dépister les patients a risque
de toxicité apres fluoropyrimidine. L'activité est exprimée en pmol de 5-FUH2/min/mg
de protéine.

La méthode simplifiée a été décrite en 1997 par Johnson mais le principe de détection
radio-enzymatique existait déja depuis le début des années 1990 (62). Le principe

consiste a isoler apres centrifugation les PBMC du plasma. On réalise ensuite un
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mélange entre les PBMC et du 5-FU marqué au Carbone 14 (6-'*C FUra) en suivant
le principe de I'HPLC. Une détection radioisotopique permet de détecter le
fluorouracile et de dihydrofluorouracile marqués au Carbone 14. Cette méthode a
comme avantage d’étre un test phénotypique direct pour la recherche de patients avec
une activité DPD déficitaire et est décrit par les auteurs comme rapide, sensible, et
semi-automatique.

La principale barriére a l'utilisation a grande échelle est la difficulté de mise en place
du test qui nécessite un équipement adapté, avec un substrat radioactif. De plus, cette
analyse nécessite une quantité importante de sang, entre 30 et 60 mL contre 5SmL pour
une méthode indirecte par mesure de l'uracilémie et du ratio UH2/U. Il existe aussi une
variabilité importante d’activité de DPD interindividuelle mais aussi intra individuelle,
sans seuil robuste identifié dans la littérature permettant d’identifier des patients a
risque de toxicité grave aprés fluoropyrimidine. Enfin, la mesure de I'activité DPD sur
PBMC pourrait ne pas refléter I'activité globale DPD d’un individu, l'activité

enzymatique se faisant principalement au niveau du tissu hépatique.
- Fibroblastes :

L’activité DPD a aussi été mesurée sur fibroblastes, isolés sur sang périphérique, en
utilisant la méme méthode par radioisotope que celle citée plus haut avec les PBMC.
L’activité DPD peut aussi étre mesurée sur monocytes, lymphocytes, polynucléaires

et plaquettes (89).
- Dose test d'uracile :

Van Staveren et al. ont étudié I'évaluation de I'activité DPD indirecte en dosant I'uracile
et de dihydrouracile chez des patients ayant ingéré une dose charge d’uracile diluée

dans de I'eau. Chez les patients considérés déficitaires suite a une mesure d’activité
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DPD sur PBMC, la pharmacocinétique de l'uracile était significativement différente

comparée aux patients considérés comme non déficitaires (90).

- Test respiratoire

Un test respiratoire proposé par Mattison et al. en 2004 propose de dépister les
patients par une ingestion d’'une solution aqueuse de 2-'3C-uracile (6 mg/kg) puis de
mesurer les concentrations de '3CO; expirées en utilisant un appareil de
spectrophotométrie, avec une excellente corroboration avec la mesure de I'activité

DPD pour les PBMC (91).
- Test salivaire :

Enfin, Antunes et al. ont proposé trés récemment une technique de mesure des
concentrations d'uracile et de dihydrouracile dans la salive séchée en utilisant la
chromatographie liquide couplée a un appareil de spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/MS). L’avantage de cette technique est que le rapport UH2/U semble stable
a 45°C jusqu’a 9 jours (92) (93).

Ces tests ont pour le moment surtout été utilisé chez des proportions relativement
faibles de volontaires sains et nécessitent une validation plus robuste a travers des
essais cliniques pour pouvoir étre envisagées en pratique clinique dans le dépistage
du déficit en DPD. Une technique prometteuse pourrait étre I'utilisation d’'une dose
charge d’uracile mais cette derniére représente une contrainte importante pour le
patient, nécessitant pour le moment des prises de sang répétées dans le temps a la

suite de I'injection de la dose de charge.

69



.2.E Epidémiologie du déficit en DPD

a. Incidence, VPP, VPN, sensibilité et spécificité des dépistages

Le tableau ci-dessous résume les valeurs prédictives positives (VPP), valeurs

prédictives négatives (VPN), sensibilité et spécificité des principaux tests de

dépistages proposeés pour le dépistage des toxicités de grade 3 4 et 5 sous

fluoropyrimidine :

Elément Incidence Sensibilité | Spécificité | VPP | VPN | Source

dépisté (Hétérozygotes) | (%) (%) (%) | (%)

Variant *2A | 1,62% 5,2 > 99 Terrazino et
(57 1 3499) al. (72)

Variant *13 | 0,20% 0,3 46 Meulendijks
(11/5616) et al. (19)

Variant 1,47 % 5,4 > 99 Terrazino et

C.2846A>T | (34 /2 308) al. (72)

Variant 4,08% 6,4 41 Meulendijks

HapB3 (174 /1 4261) et al. (19)

Association 12 99 61 86 Toffoli et al.

*2A + 13 + (94)

C.2846A>T

Association 6 95 13 |88 Meulendijks

*13 + et al. (88)

C.2846A>T

+ HapB3

Uraciléemie | 6,18% 18 95 35 190 Meulendijks

> 13,9 | (34 / 550) et al. (88)

ng/mL

Uracilémie 22 91 24 190 Meulendijks

>13,9 + *13 et al. (88)

+C.2846A>T

+HapB3

Tableau 9 : caractéristiques des différents tests de dépistage du déficit en DPD.
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Sur ce tableau, on peut constater la trés faible sensibilité des différentes approches,
phénotypiques comme génotypiques. Par contre, plus on combine les tests plus la
sensibilitt semble augmenter. Il semble aussi qu'ajouter au test la recherche de
I'haplotype HapB3 augmente la sensibilité mais au détriment de la VPP.

Dans ce tableau, nous n’avons pas inclus le rapport UH2/U ni la mesure de l'activité
sur PBMC car nous n’avons pas trouvé d’articles étudiant les paramétres nous
intéressant pour ces deux tests.

Grimadi et al. s’est aussi intéressé au calcul de ces paramétres dans une étude sur
plus de 200 patients traitées principalement par capécitabine en monothérapie. Dans
cet essai, on peut souligner que, quel que soit le test, la sensibilité est meilleure pour
dépister les toxicités de grade 4 en comparaison aux toxicités de grade 3 et 4 (76). Ce
résultat est a relativiser au vu du faible nombre d’événements de toxicité de grade 4
(2,1% des patients) et au fait que 37% des patientes étaient déja prétraités par

fluoropyrimidine.

b. Importance de l'ethnie
La plupart des études que nous avons présentées s’intéressent a des populations
d’origine caucasienne. Il n’est pas retrouvé dans la littérature la méme fréquence des
polymorphisme génétiques du géne DPYD en fonction de l'origine ethnique de la

population étudiée.

L’article de Shrestha et al s’intéresse a de trés larges populations grace aux données
geénetiques contenues dans plusieurs bases de données dont le « 7000 genome
project ». Cette base de données a été réalisée entre 2008 et 2015 et contient les
informations génétiques de 2504 individus, provenant de 26 populations différentes. A

partir des données de cette étude, on voit que les haplotypes *2A, *13 et la mutation
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c.2846A>T ont une prévalence plus importante chez les populations Européennes et
Européennes Américaines, et sont beaucoup moins présentes dans les populations
d’Asie de I'Est (69). Un article de Offer retrouve les mémes prévalences trés faibles

de ces mutations dans une population d’origine africaine (68).

|.2.F Recommandations sur le déficit en DPD

a. Evolution des recommandations en France
Il existe plusieurs étapes clefs en France qui ont permis d’aboutir en pratique au
dépistage de masse des patients avant la primo prescription de fluoropyrimidine :

e La publication en 2016 des Recommandations du groupe GPCO-Unicancer et
du RNPGXx, qui proposent alors déja de dépister tout patient avant la mise en
route d'un traitement par 5-FU ou capécitabine (annexe 1). Cette analyse peut
se faire soit par phénotypage (rapport UH2/U) soit par génotypage (recherche
de 3 variants *2A *13 et c.2846A>T), avec des recommandations d’adaptation
de dose en fonction des résultats. Une proposition de ré-augmentation
progressive de la dose est préconisée pour les phénotypes partiellement
déficitaires en fonction de la tolérance initiale a la chimiothérapie. Ces
recommandations soulignent le faible colt de la technique a I'époque : 110
euros pour le génotypage 3 variants (BHN 410) et de 40 euros pour le
phénotypage (BHN 150). Finalement, ces recommandations annoncent la mise
en place d’'un programme de recherche national appelé FUSAFE financé par
'INCA (PHRC de 2014) et coordonné par le GPCO-Unicancer et le RNPGx

visant a répondre aux questions sur les stratégies de dépistage. Ce projet
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mentionne 25 études avec plus de 10 000 patients, les résultats n'ont pas
encore été publiées officiellement a ce jour. Un abstract présentant une partie
des résultats a néanmoins été présenté au congrés de 'lESMO en septembre
2019 (95).

La publication dans le Bulletin du Cancer en avril 2018 d’une mise au point des
recommandations précédemment citées, en proposant un dépistage combiné
avec un phénotypage par uracilémie (+/- ratio UH2/U) et génotypage 4 variants
(2A, *13, p.D949V et HapB3). Outre des recommandations plus précises sur
les adaptations de dose en fonction du phénotype ou du génotype, les auteurs
soulignent I'absence de recommandations nationales ou internationales
validant une stratégie de dépistage du déficit en DPD. L’article cite les 17
laboratoires hospitaliers réalisant en routine la recherche de déficit en DPD.
Finalement, il est précisé les modalités de remboursement du laboratoire pour
ces tests, facturés a I'établissement demandeur selon le BHN, ce dernier
pouvant réaliser une demande de remboursement MERRI (96).

La publication en décembre 2018 d’un rapport officiel d’'une centaine de page
de I'INCa et de la HAS afin de proposer des recommandations d’experts, a partir
d’'une analyse critique de la littérature. Ce rapport propose finalement la
réalisation d’'une uracilémie seule comme test de dépistage du déficit en DPD
avant prescription de fluoropyrimidine, en reconnaissant toutes les limites de ce
test. Pour les auteurs, l'uracilémie entre 16 et 150 ng/mL est évocatrice d’'un
déficit partiel et I'uracilémie supérieure a 150 ng/mL est évocatrice d’'un déficit
complet (107).

La publication de la note d’information du 12 avril 2019 de la direction générale

de la santé, soulignant que la délivrance et [I'administration d’une
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fluoropyrimidine sont subordonnés par le résultat de la recherche d’un déficit en
DPD par mesure de I'uracilémie (annexe 2).
e La publication au journal officiel le 31 aout 2019 de I'inscription de l'uracilémie

a la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (acte 0500 — B120).

De plus, la mention de la contre-indication en cas de déficit en DPD est mentionnée
sur la RCP EMA de la capécitabine depuis juillet 2017. Le TNCD mentionne aussi
depuis sa mise a jour en 05/03/2020 I'uracilémie comme test pré thérapeutique avant
fluoropyrimidine (accord d’expert) et propose en option un génotypage DPD devant

une uracilémie anormale (accord d’expert).

b. Recommandations hors France
Il Nexiste pas a notre connaissance de recommandations internationales de société
savantes préconisant la réalisation d’'un dépistage en DPD systématique avant
fluoropyrimidines. Dans les recommandations de 'ESMO de 2016 sur la prise en
charge du cancer du colon, le dépistage DPD avant fluoropyrimidine est une option
mais n’est pas recommandé en routine (niveau recommandation Il, D) (97). Plusieurs
lettres peuvent étre trouvées dans la littérature proposant une modification de cette
recommandation (98), sans changement a ce jour. Aux Etats-Unis, le dépistage DPD
n'apparait pas dans les recommandations de prise en charge sur le cancer du célon
du National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (99). La contre-indication en cas
de déficit DPD apparait sur l'information de prescription FDA du 5-FU et de la
capécitabine mais le test n’apparait pas comme obligatoire avant prescription de

fluoropyrimidine.
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Il existe par contre plusieurs recommandations de dépistage en DPD provenant de
groupes d’experts en pharmacologie. Le CPIC, un groupe de pharmacogénéticiens
americains et européens ont publié une mise a jour de leurs recommandations en
2017, avec des propositions d’adaptation de dose en fonction du génotypage (100).
Finalement, le Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) a publié récemment
en novembre 2019 une mise a jour de leurs recommandations sur le sujet. Les auteurs
proposent un score d’activité génique variant de 0 (absence d’activité DPD) a 2
(activité DPD normale) avec une adaptation de dose en fonction du score. Un intérét
particulier est porté au phénotypage mais celui-ci n'est réalisé qu’en deuxiéme
intention, aprés génotypage. Les recommandations du DPWG différent de celles du
NCCN sur plusieurs points, le DPWG mentionnant par exemple la contre-indication de
I'utilisation des fluoropyrimidine systémiques mais aussi par voie cutanée chez les

patients déficitaires complet (activité a 0) (66).

[l Matériel et méthodes

[1.1 Contexte de I'étude :

I1.1.A Recommandations sur le dépistage du déficit en DPD

La publication de la mise au point des recommandations du GPCO-Unicancer et du
RNPGx disponible en ligne des février 2018 et publiées dans le volume 105 du bulletin
du cancer au mois d’avril 2018 est une étape clef dans les étapes du dépistage du

déficit en DPD en France et pour la mise en place de notre étude.
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Dans cet article, qui fait I'état des connaissances de la littérature sur le sujet, il est
vivement recommande la réalisation d’un dépistage combinant le phénotypage DPD
(uracilémie complétée par le ratio UH2/U) au génotypage des 4 variants *2A, *13,
HapB3 et c.2846A>T avant la mise en route d’un traitement par SFU ou capécitabine.
Ces recommandations se distinguent de celles déja émises en 2016 sur plusieurs
points :

- La recommandation du dépistage systématique porte sur tous les patients
recevant une primoprescription de fluoropyrimidine et non ceux les plus a risque
de présenter une toxicité.

- La mise a disposition des cliniciens réalisant ces analyses d’un outil clair et
précis d’adaptation des doses de fluoropyrimidine en fonction des résultats des
test effectués.

- Les auteurs soulignent que les moyens de réaliser ces tests sont bien
disponibles en France, et citent les laboratoires d’analyses dédiés et leur
répratition sur le territoire. Il est a noter tout de méme qu’a I'époque seulement
8 laboratoires sur 17 réalisaient en pratique clinique la mesure de l'uracilémie
et du ratio UH2/U.

La mise en pratique de ces recommandations en France et dans les départements du
Nord et du Pas-de-Calais, s’est faite progressivement a partir de ces publications. Le
pble de biopathologie du CHRU de Lille (CBP), qui pouvait alors déja proposer un
phénotypage DPD par rapport UH2/U et un génotypage DPD par séquengage complet
du géne DPYD, s’est donc adapté a cette demande croissante. Quelques semaines
apres la publication des recommandations de février 2018, le CPB incluait dans les
résultats de phénotypage la mesure de l'uracilémie en ng/mL, en plus des résultats du

ratio UH2/U. L’annexe 5 présente un exemple de résultat type d’'un dépistage combiné
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de recherche de déficit en DPD, que le praticien recgoit aprés en avoir demandé
'analyse.

Or le référentiel HAS-INCa, publié seulement dix mois plus tard en décembre 2018,
vient rapidement modifier les recommandations précédemment émises par le RNPGx.
Plusieurs sociétés savantes francaises compétentes en oncologie et en
pharmacologie ont été sollicitées afin de réaliser ce référentiel (FFCD, GFCO, GPCO-
UNICANCER, RNPGx, SFCCF, SFPC, SFPO, SFPT, SFSPM, SNFGE) et finalement
six oncologues (ou spécialistes d’organes), treize spécialistes ayant une expérience
sur la recherche de déficit en DPD (biologistes, pharmaciens, pharmacogénéticiens)
et cinq représentants institutionnels (INCa, HAS, ANSM) se sont regroupés pour
réaliser ce travail.

Ce rapport insiste tout d’abord sur la nécessité de pouvoir réaliser en masse un test
prédictif de toxicités graves aux fluoropyrimidines, en rappelant qu’en moyenne 80 000
patients sont traités par an en France par fluoropyrimidines avec un taux de toxicités
de grade 3 et 4 est estimé entre 20 et 25% et un taux de mortalité estimé entre 0,1 et
1%.

Ce référentiel, aprés une analyse détaillée et critique de la littérature et des
connaissances sur le déficit en DPD, recommande une simple mesure de l'uracilémie
en guise de dépistage. L’objectif, clairement émis par les auteurs, de dépister en
priorité les patients présentant une suspicion de déficit complet de DPD justifie cette
« désescalade ». Le seuil d’'uracilémie est fixé arbitrairement a 150 ng/mL, sur la base
de I'expérience des experts, qui rapportent que les patients ayant présenté une toxicité
de grade 4 ou 5 sous fluoropyrimidines et diagnostiqués déficitaires complets

présentaient a priori tous des valeurs d’uracilémie trés élevés. Le génotypage 4
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variants est lui jugé trop peu sensible et apportant une VPP médiocre. A la fin du
rapport, les experts ont émis plusieurs perspectives qui sont rapportées ci-dessous :
« Les performances du génotypage (qui présente l'avantage de conditions pré-
analytiques et analytiques simples) pourraient étre ameéliorées par l'identification et la
validation d’un plus grand nombre de variants DPYD cliniquement pertinents, selon
plusieurs voies possibles parmi lesquelles :

- La réalisation d’un criblage complet du géne DPYD, potentiellement restreint
aux patients présentant un résultat de phénotypage anormal, avec exploration
fonctionnelle (in silico, in vitro et/ou ex vivo) des variants identifiés ;

- La mise en place d'une base de données clinico-biologique nationale
répertoriant, en parallele des résultats de phénotypage, les nouveaux variants
DPYD identifiés ainsi que le suivi clinique des patients diagnostiqués comme
déficitaires en DPD (traitement prescrit, posologie des fluoropyrimidines,
toxicités) »

Notre étude s’est mise en place aprés la publication des recommandations de

décembre 2018, et s’inscrit dans la lignée des perspectives proposées par ce rapport.

I1.1.B Le dépistage du déficit en DPD au CHRU de Lille

Peu de temps apres les recommandations initiales du RNPGx et du GPCO en avril
2016, le CBP du CHRU de Lille proposait comme dépistage combiné du déficit en DPD
un phénotypage avec le ratio UH2/U associée a une technique de séquencgage
complet du géne DPYD, en lieu et place du génotypage 3 ou 4 variant.

Ainsi entre I'été 2017 et I'été 2019, le CHRU de Lille a pu réaliser autour de 3000
génotypages complets du géne DPYD associé a un phénotypage.

Avec le génotypage DPYD est aussi réalisé un séquengage complet du géne de
UGT1A1, donc certains variants sont en lien avec les toxicités d’une autre molécule
de chimiothérapie, l'irinotécan. Finalement, le gene DPYS est aussi séquencé a la

recherche de variants déléteres, de maniére plus exploratoire.
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a. Principe du dépistage combiné avec séquengage complet
L’intérét du séquengage complet du géne DPYD a tres peu été étudié dans la
littérature. Plusieurs articles se sont intéressés a décrire les incidences des variants
retrouvés avec un séquengage complet du géne DPYD dans différentes populations,
mais sans pouvoir valider ce test comme une technique potentielle de dépistage du
déficit en DPD (101).
L’étude de Grimaldi et al. en 2017 est la seule étude, a notre connaissance, analysant
l'intérét d’'un génotypage complet de DPYD associée a une mesure du phénotypage
(uracilémie et ratio UH2/U). Les auteurs proposent dans cette étude une analyse des
sensibilités, spécificités, VPP et VPN des différents tests ou combinaisons de test pour
dépister les toxicités de grade 3 et 4 aprés fluoropyrimidines. Cette étude montre que
la sensibilité de la technique de dépistage est augmentée en y incluant les variants
retrouvés chez les patients testés et considérés comme délétéres in vitro (76).
Le rationnel derriere la réalisation d’'un dépistage combiné associant le séquencgage
complet du géne DPYD peut se résumer ainsi :

- L'utilisation du génotypage des 4 variants délétéres connus pour identifier les
patients a risque de toxicité de grade 3 ou 4 aprés fluoropyrimidine est peu
sensible mais assez spécifique.

- Y ajouter 'uracilémie avec un seuil a 16 ng/mL semble augmenter la sensibilité
du dépistage.

- Reéaliser un séquencage complet du géne DPYD permettrait d’identifier les
variants potentiellement délétéres supplémentaires et ainsi d’augmenter la

sensibilité de la technique de dépistage sans conséquences sur sa specificité.
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b. Meéthode de séquengage DPYD au CHRU de Lille

La technique de séquencage du gene DPYD, associée au séquencage des genes
DPYS et UGT1A1 au CHRU de Lille, nécessite 10 mL de sang prélevés sur 2 tubes
EDTA et acheminés a température ambiante.

L’extraction d’ADN est réalisée par un automate CheMagic Star (Hamilton Robotics).
La stratégie de séquengage nouvelle génération utilise un systéme de séquencage a
haut débit MiSeq Benchtop Sequencer.

S’agissant d’une analyse génétique, le patient remplit aprés information éclairée du
clinicien ayant demandé I'analyse, une autorisation de recherche et d’utilisation de

données génétiques dont un exemplaire figure en annexe 3.

c. Méthode de phénotypage

La méthode de phénotypage DPD au CHRU de Lille suit les prérequis de conditions
strictes pré analytiques des échantillons de sang déja cités, d’autant plus que cette
plateforme analyse les demandes de nombreux laboratoires, cliniques et hépitaux
périphériques d’'une partie de la région Hauts-de-France.

Le laboratoire de biopathologie du CHRU de Lille demande ainsi, comme spécifié en
annexe 4, un prélévement sanguin sur un tube EDTA de 5mL qui doit alors étre
rapidement congelé, dans les 30 minutes suivant le prélévement. La congélation n’est
réalisée qu’aprés une phase de centrifugation a 4°C pendant 10 minutes a 1500 g
suivie d’'une phase de décantation. La technique d’HPLC utilisée ensuite nécessite au
mois 1,5 mL de plasma et est une méthode UPLC-MS/MS (Ultra-High Performance
Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometric) réalisée avec un appareil validé,
Waters Aquity TQD. Cette technique a été proposée et validée en 2012 par Coudoré

et al. (82). Il s’agit d’'une technique de chromatographie sur phase liquide utilisant un
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appareil de spectrométrie de masse en tandem comme outil de détection pour l'uracile
et le dihydrouracile. Cette technique posséde en théorie une meilleure précision
comparée a la chromatographie en phase liquide conventionnelle utilisant une
détection UV ainsi qu'une meilleure résolution, une meilleure sensibilité et une durée

d’analyse plus courte de 4,5 minutes.

[I.2 Objectif de I'étude :

[I.2.A Question scientifique :

Dans les suites du rapport INCa-HAS de décembre 2018, de nombreuses questions
ont émergé, notamment concernant I'intérét du génotypage DPYD qui était jusque-la
un test régulierement demandé par les oncologues médicaux et spécialistes d’organes
et réalisé en routine par de nombreux laboratoires de biologie moléculaire a travers la
France.

L’expérience accumulée depuis plusieurs années au CHRU de Lille concernant le
séquencage complet du gene DPYD nous a semblé pouvoir étre le socle d’un travail
évaluant cette technique, en recueillant rétrospectivement les données de toxicité
aprés fluoropyrimidine chez les patients testés.

Ce recueil de données a un double objectif.

- Le premier est de décrire et éventuellement d’évaluer statistiquement l'intérét
clinique du dépistage du déficit en DPD réalisé au CBP de Lille au moyen de
données de toxicité et de réduction ultérieure de dose de chimiothérapie.

- Le second est de réaliser une analyse des pratiques cliniques dans plusieurs

centres d'oncologie de la région Hauts-de-France en recueillant, chez une
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population peu sélectionnée de patients débutant une chimiothérapie par
fluoropyrimidines, les données des tests pré thérapeutiques réalisés, des
protocoles de chimiothérapies utilisés et de leurs toxicités précoces
hématologique et extra hématologiques.
La question scientifique fait directement écho aux perspectives émises par le rapport
INCa-HAS de décembre 2018 sur le dépistage du déficit en DPD. |l s’agit d’apporter
de maniére rétrospective une base de validité clinique au dépistage combiné utilisant
le séquengage complet DPYD, qui pourrait étre éventuellement propice a la mise en

place d’une validation prospective dans un deuxiéme temps.

Afin de pouvoir évaluer la technique d’intérét avec des arguments cliniques, nous
avons recueillis les données de toxicité précoces chez nos patients, c’est-a-dire entre
le premier et le deuxieme cycle de chimiothérapie comportant une fluoropyrimidine,
supposes, chez les patients présentant une enzyme DPD déficitaire, d’étre plutét le
reflet d’'une toxicité du 5-FU ou de la capécitabine.

En prévision d'une population recevant en majorité des protocoles de
polychimiothérapies avec une fluoropyrimidine et non de monochimiothérapie par
fluoropyrimidine seule et pour nous libérer le mieux possible de ce biais de confusion,
nous avons aussi recueilli les modifications de doses spécifiques au 5-FU ou a la
capécitabine au deuxiéme cycle de traitement.

L’incidence des patients déficitaires complet, estimée entre 0,01 et 0,1%, fait que cette
étude n’a en aucun cas la prétention d’établir des données sur le déficit complet en
DPD, elle s’intéresse surtout a la population déficitaire partielle en DPD, plus

fréquente.
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[1.2.B Description :

Notre étude a cherché a évaluer la recherche de déficit en DPD par phénotypage
(uracilémie et rapport U/UH2) et génotypage par séquengage complet du géne DPYD

réalisée dans les départements du Nord et du Pas-de-Calais.

Il s’agit d’'une étude rétrospective multicentrique recueillant les données médicales de
patients provenant de six établissements de santé différents : un centre de lutte contre
le cancer (CLCC), un centre hospitalier régional universitaire (CHRU) et quatre centres
hospitaliers généraux (CH).

Le recueil de données a concerné les patients de ces centres traités pour la premiere
fois par fluoropyrimidine entre le 01/03/2018 et le 28/02/2019.

Le synopsis initial de I'étude est présenté en annexe 6.

[1.2.C Objectif principal

L’objectif principal de I'étude est d’évaluer I'utilité clinique de la technique d’intérét par
la proportion de patients nécessitant une réduction secondaire de la dose de 5FU ou
capécitabine au deuxiéme cycle de traitement.
Le critere de jugement principal est donc un critere de jugement composite
correspondant aux événements suivants :

- Reéduction de dose de 5FU (sous forme de bolus ou d’infusion) ou de

capécitabine au deuxiéme cycle de traitement
- Ou report de la 2¢ cure de 5FU ou de capécitabine secondaire a une toxicité

suspectée de ce traitement.
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I1.2.D Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires de notre étude sont multiples.

a.

Objectif secondaire de toxiciteé :

Evaluer I'utilité clinique de la technique d’intérét par la proportion de patients ayant

présenté une toxicité hématologique ou extra hématologique de grade 3, 4 ou 5 entre

le premier et le deuxiéme cycle de traitement.

Les données de toxicité recueillis ont été gradées en utilisant comme référentiel le

CTCAE version 5.0.

b.

Objectif secondaires épidémiologiques :

Etablir 'incidence des déficits partiels retrouvés dans notre population.

Etablir le taux de discordance entre le phénotype DPD et le génotype DPYD.
Etablir 'incidence des toxicités spécifiques du 5-FU en fonction des protocoles

utilisés.

Analyse des pratiques cliniques :

Taux de dépistage systématique de la recherche de déficit en DPD.

Taux de dépistage conforme en fonction des périodes de recommandations.
Taux de majoration des doses en cas de bonne tolérance du traitement chez
les patients étiquetés comme déficitaire ayant bénéficié d’'une adaptation de
dose au premier cycle de traitement.

Taux d’adéquation entre les doses recommandées par le dépistage au premier

cycle et les doses prescrites.
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- Délais entre la prescription du test, sa réalisation, son analyse au laboratoire,
le compte rendu des résultats et la premiére injection de chimiothérapie.

- Motif éventuel de 'absence de dépistage du déficit en DPD.

[1.3 Mise en ceuvre de I'étude :

[I.3.A Mise en place initiale de I'étude

a. Population :

Afin d’avoir une population la plus représentative possible de la pratique clinique et
pour avoir un nombre de sujets suffisant, nous avons décidé d’inclure tout patient
majeur recevant pour la premiére fois une chimiothérapie contenant une
fluoropyrimidine (5-FU ou capécitabine) sur une année de temps et d’inclure les
patients de plusieurs centres dont les recherches de déficit en DPD étaient analysées
par le laboratoire de biopathologie du CHRU de Lille.

Les patients devaient avoir regu leur premiére perfusion de chimiothérapie contenant
une fluoropyrimidine entre le 1°" mars 2018 et le 28 février 2019 c’est-a-dire apreés la

publication des recommandations du GPCO-UNICANCER de février 2018.

b. Critéres d’inclusion :
Les critéres d’inclusion pour notre étude sont les suivants :
- Patient > 18 ans.
- Primo-prescription de fluoropyrimidine (voie intra veineuse ou orale) entre le 1°¢"

mars 2018 et le 28 février 2019.
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- Ayant regu au moins une perfusion de chimiothérapie comportant du 5-FU ou
ayant débuté un cycle de capécitabine orale.

- Ayant donné son consentement écrit pour la réalisation de la recherche
geéneétique (si réalisée) et sa non opposition a l'utilisation de ses données (tous

les patients).

c. Aspects reglementaires :

Sur le plan réglementaire, nous avons réalisé notre étude en accord avec la
méthodologie de référence MR-004, encadrant les traitements de données a caractére
personnel a des fins d’étude, d’évaluation ou de recherche n’impliquant pas la
personne humaine. Il s’agit dans notre cas d’une étude portant sur la réutilisation de
données médicales, avec un caractére d’intérét public et seules les données
strictement nécessaires et pertinentes au regard des objectifs de la recherche ont été
collectées.

Tous les patients ayant réalisé un génotypage DPYD avaient au préalable rempli le
formulaire de consentement dédié, décrit en annexe 3 et avaient ainsi donné leur
autorisation au stockage et a I'utilisation de ces données génétiques a des visées de
recherche.

Aucun des patients inclus dans notre étude n’a émis d'opposition a l'utilisation de ses

données médicales a des fins de recherche.
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[1.3.B Méthodologie de recueil de données rétrospective

a. Centres participants :

L’étude a été réalisée a l'initiative du Centre Oscar Lambret, le centre promoteur notre
étude.

Nous avons contacté un clinicien pour chacun des cing autres centres hospitaliser
sélectionnés. Ces centres réalisaient en pratique courante des traitements par
chimiothérapie a base de fluoropyrimidine.

Les données des patients dans chaque centre ont été recueillies apres contact du
clinicien et de I'équipe de recherche clinique locale. Le recueil de données a été réalisé

de maniére strictement anonyme, directement dans chaque centre.

b. Recherche des patients :

Afin d’inclure les patients ayant regu une chimiothérapie par 5-FU intra veineux
pour la premiere fois dans l'intervalle de temps voulu, nous avons utilisé les logiciels
de prescription de chimiothérapie propre a chaque centre (CHIMIO® de computer-
engineering et TIMEWISE® de Canyon Technologies). Pour chaque patient de ces
listes, nous avons analysé le dossier médical afin d’exclure les patients ayant regu une
fluoropyrimidine antérieurement, dans un autre centre ou a une date antérieure a
I'utilisation du logiciel.

Afin d’inclure les patients ayant regu une primo prescription de chimiothérapie par
capécitabine, nous avons utilisé plusieurs sources pour les identifier dans un des
centres de recueil. Le moteur de recherche pour le big data en cancérologie ConSoRe
(Continum Soin Recherche — Unicancer) a été utilisé (mots clefs « 5-FU » et

« xeloda ») ainsi qu’une recherche DIM (radiothérapie et cancer colorectal). Nous
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n‘avons pas réalisé la méme méthodologie pour les autres centres et avons donc
inclus pour ces derniers principalement des patients ayant regu du 5-FU intra veineux.
Nous n’avons pas inclus de patients ayant recu une fluoropyrimidine par autre voie

que la voie orale ou intra-veineuse (ex : cutanée, intra artériel hépatique).

c. Données recueillies dans le « case report form » (CRF) :

Les données épidémiologiques recueillies étaient le mois et 'année de naissance, le
sexe, 'histologie du cancer traité, le stade du cancer, le protocole de chimiothérapie
utilisé, les traitements éventuels associés (immunothérapie et thérapies ciblées).

Les données concernant le dépistage en DPD recueillies étaient la réalisation de ce
dépistage quel qu’il soit, la cause en cas de non dépistage, la méthode de dépistage
demandée par le clinicien et celle réalisée par le laboratoire, les résultats du
geénotypage, les résultats du phénotypage (uracilémie et ratio UH2/U), la prise en
compte des résultats pour le premier cycle de chimiothérapie, la majoration de dose
au deuxiéme cycle en cas de dose diminuée pour une suspicion de déficit en DPD et
de bonne tolérance du premier cycle.

Les données concernant la chimiothérapie au deuxiéme cycle étaient la réalisation ou
non d’'un deuxieme cycle de chimiothérapie, la cause de I'annulation du 2°¢ cycle, la
réduction de dose de fluoropyrimidine toute cause au deuxiéme cycle, le détail des
causes de réduction de dose : report de cure / réduction ou arrét du bolus de 5-FU/
réduction ou arrét de fluoropyrimidine hors bolus de 5-FU. En cas de report, la durée
et la cause de ce report étaient recueillis.

Les données des toxicités entre le premier et le deuxiéme cycle de chimiothérapie ont
été recueillies en suivant la méthodologie du CTCAE version 5.0 quand I'information

était disponible sur le dossier, avec le recueil des grades de toxicités hématologiques
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toute cause, de 'anémie, de la neutropénie, de la thrombopénie, de la mucite, du
syndrome main pied, des diarrhées, de la perte de poids, de I'asthénie, des nausées,
des vomissements, ainsi que de la neutropénie fébrile et de la colite.

Nous avons recueilli, quand elles étaient disponibles, la date de prescription de la
recherche de déficit en DPD, la date de recueil, I'heure de recueil, la date de réception
du prélevement par le CPB de Lille, la date du compte rendu et la date du premier
cycle de traitement comportant une fluoropyrimidine.

Enfin, pour une éventuelle étude ancillaire, les données concernant le dépistage
genetique DPYS et UGT1A1 ont été recueillies, ainsi que les modifications de dose
d’irinotécan réalisées en cas de mutation de UGT1A1.

Les données citées ont été recueillies de maniére anonyme, sur un tableur EXCEL,
avec un numéro de patient et un numéro de centre identifiant chaque patient.

Les fichiers contenant la correspondance entre l'identité des patients et les numéros
ont été conservées dans la base de données de I'établissement de recueil, en

coordination avec I'équipe de recherche clinique locale.

II.4 Analyses statistiques :

[I.4.A Nombre de sujets nécessaires

S’agissant d’'une étude sur données rétrospective, il n’y a pas eu de calcul du nombre
de sujets nécessaires avant la mise en route du recueil de données.

Etant donné l'incidence faible des patients suspects de déficit en DPD sur la donnée
de leur taux d’uracilémie (taux > 16 ng/mL retrouvé chez 3% a 9% des patients dans

la littérature) ainsi que I'incidence faible des patients présentant un variant de DPYD
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délétére ou suspect d’étre délétere a I'état hétérozygote (environ 6% dans la
littérature), nous avons statué sur un nombre de patients a inclure entre 300 et 500

afin de pouvoir inclure un nombre suffisant de patients déficitaires en DPD.

1I.4.B Détail des analyses statistiques :

Les caractéristiques des patients inclus ainsi que les données relatives aux examens
de dépistages et aux traitements seront présentées sous forme de tableaux
récapitulatifs. Les variables continues seront résumées par les parameétres classiques
de la statistique descriptive (médiane et valeurs extrémes, moyenne et écart-type si
justifié). Les variables catégorielles seront présentées sous forme de tables de
contingence (fréquence absolue et pourcentage de chaque modalité), en précisant par
ailleurs le nombre de données manquantes.

Pour I'analyse du critére de jugement principal, 'adéquation de la dose initiale de 5-
FU, définie par I'absence de réduction de dose a la deuxieme séance de
chimiothérapie, sera comparée entre les patients dépistés (quelque soit la méthode)
et les patients non dépistés a l'aide du test de Fisher. Elle sera également comparée
entre les groupes a l'aide d’'une régression logistique multivariée qui sera ajustée sur
le stade thérapeutique, I'age, I'utilisation d’'une mono/polychimiothérapie et I'utilisation
ou non de bolus de 5-FU.

La survenue d’une toxicité hématologique ou extra-hématologique de garde 3, 4 ou 5
sera comparée entre les patients dépistés et les patients non dépistés a I'aide du test
de Fisher. Elle sera également comparée entre les groupes a I'aide d’'une régression

logistique multivariée ajustée sur les variables évoquées précédemment.
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L’évolution de la proportion de patients qui bénéficie d’un dépistage, quelle que soit la
méthode, sera analysée de mars 2018 a février 2019 par le test de tendance de
Cochran—Armitage.Par ailleurs, I'adéquation de la dose initiale de 5-FU et la toxicité
du traitement seront analysés dans plusieurs sous-populations de maniére descriptive.

La variation de I'uracilémie en fonction de I'heure de recueil sera également décrite.

lll Résultats

[11.1 Caractéristiques des patients :

[11.1.A Digramme de flux :

Entre le mois d’avril 2019 et janvier 2020, 597 patients ont été inclus rétrospectivement
dans notre étude a partir de 1405 dossiers étudiés. La figue suivante représente le

diagramme de flux des patients inclus dans notre étude.

Patients éligibles n = 1405

Exclus (n= 808)

FP antérieure (n=414)

Suivi dans un autre centre (n= 242)
Pas de FP (n= 137)

Autre cause (n=4)

Dépistage 3 ou 4 variant (n= 3)
5FU concomitant a une CHIP (n= 3)
Opposition aux données (n= 2)

5FU voie topique (n= 2)

Age <18 ans (n=1)

A 4

L I I I R A 2

v
Inclus : 597

Figue 13 : Flow chart de I'étude
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[11.1.B Données de population générale :
Le tableau ci-dessous résume les caractéristiques principales des patients inclus. A
noter que pour 10 patients, la présence d’un bolus ou non de 5-FU dans le protocole

de chimiothérapie n’est pas connue.

Variable Effectif (ou moyenne) Fréquence (ou médiane)
Sexe

Femme 233 39.0%

Homme 364 61.0%

Age 61.7 ans 63.0 ans [55.0;70.0]
Localisation tumorale

Autres 18 3.0%

Bas tractus digestif 212 35.5%

Haut tractus digestif 196 32.8%

ORL 116 19.4%
Sénologie/Gynécologique 55 9.2%
Stade

Curatif 270 45.2%

Palliatif 327 54.8%
Chimiothérapie DM =10 1,7%

5-FU en continu 1 0.2%

Bolus seul 26 4.4%

Capécitabine orale 72 12.3%

Diffuseur 5-FU avec bolus 260 44.3%

Diffuseur 5-FU sans bolus 228 38.8%

Tableau 10 : caractéristiques de la population de notre étude (DM = données manquantes).
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Au total, notre population se compose en majorité de patients de sexe masculin (61%),
avec un age de 62 ans en meédiane. Presque 70% de notre population est représentée
par des patients traités pour un cancer du tractus digestif, suivi d’'une proportion
importante de patients suivi pour un cancer des VADS (19,4%) ainsi que de patientes
traitées pour des tumeurs mammaires et gynécologiques (9,2%).

Les patients ont été traités par plus de 31 protocoles de chimiothérapie différents, celui
le plus représenté étant le protocole FOLFOX 4 qu’ont regu 37% des patients (n = 221)
puis le FOLFIRINOX pour 13,5% des patients (n = 81) puis le TPF pour 10% des
patients (n= 63). Concernant le protocole de chimiothérapie, nous avons proposé des
sous-groupes de patients en fonction des types de protocoles d’administration de 5-
FU. La majorité des patients n'ont pas regu d'immunothérapie ou de thérapie ciblée
concomitante associée au premier cycle de chimiothérapie (98,7 et 82,7%
respectivement). Finalement, la majorité des patients ont été traité par des
polychimiothérapies contenant du 5-FU soit 521 patients (87,3%), seulement 76

patients ont été traités par une fluoropyrimidine seule (12,7%).

[11.1.C Résultats du dépistage

a. Détail du dépistage des patients pour le déficit en DPD :

Parmi les 597 patients étudiés, un dépistage de déficit en DPD quel qu’il soit a été

demandé pour 519 d’entre eux soit 86,9% de la population. 78 patients n’ont donc pas

bénéficié de recherche de déficit en DPD dans la période d’intérét.
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Pour la plupart de ces patients (96,2% des patients), il n’était mentionné aucune
justification pour expliquer la décision de ne pas réaliser le test de dépistage en
question. Chez deux patients, une mauvaise information figurait sur le dossier
concernant l'utilisation antérieure de fluoropyrimidine et pour un patient, le clinicien
mentionnait bien dans le dossier la décision de ne pas réaliser de dépistage.

Le tableau suivant décrit les tests de dépistage du déficit en DPD demandés par les
cliniciens pour les 519 patients dépistés, ainsi que I'analyse réalisée in fine par le
laboratoire du CBP de Lille. Parmi les 32 cas ou le test demandé n’a finalement pas
pu étre réalisé par le laboratoire la majorité correspond a un phénotypage qui n’a pas
eté realisé (78% des demandes non respectées), principalement a cause de
problématiques pré-analytiques.

Au total, nous avons donc pu récupérer les résultats de 475 génotypages par
séquencage complet de DPYD ainsi que 478 résultats de phénotypage DPD
(uracilémie et ratio UH2/U). Par contre, les résultats finaux du test n’étaient pas tous
disponibles pour le praticien le jour de I'initiation de la chimiothérapie. Ainsi, la derniere
variable du tableau 11 présente les données de tests disponibles le jour du premier

cycle de chimiothérapie comportant une fluoropyrimidine.
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Variable Effectif Fréquence
Test demandé

Dépistage combiné avec séquengage complet 466 89.8%
Génotypage seul par séquencgage complet 16 3.1%
Phénotypage seul par uracilémie et UH2/U 37 7.1%
Respect du test demandé

Non 32 6.2%
Oui 487 93.8%
Evolution du test

Dépistage combiné > Génotypage seul 25 4.8%
Dépistage combiné > Phénotypage seul 7 1.3%
Méthode respectée 487 93.8%
Test finalement réalisé

Dépistage combiné avec séquengage complet 434 83.6%
Génotypage seul par séquencage complet 41 7.9%
Phénotypage seul par uracilémie et UH2/U 44 8.5%
Test pris en compte au premier cycle de chimiothérapie

Dépistage combiné avec séquengage complet 366 61,3%
Génotypage seul par séquencage complet 33 5,5%
Phénotypage seul par uracilémie et UH2/U 73 12,2%
Pas de dépistage 125 20,9%

Tableau 11 : Test de dépistage en DPD réalisés parmi les 519 patients chez qui il a été demandé.
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b. Résultats des tests de dépistage en DPD
Le tableau suivant indique les indications de réductions de dose suite aux résultats de

genotypage DPYD pour les 475 patients testés.

Adaptation de dose en fonction du variant DPYD Effectif | Fréquence
Diminution de 25% 21 4.4%
Diminution de 50% 4 0.8%

Pas de diminution de dose (sauvage et variants non pathogenes) 424 89.3%
Proposition de diminution 25-50% 3 0.6%
Pas de diminution de dose (variant a priori non pathogéne) 23 4.8%

Tableau 12 : Résultats d’adaptation de dose proposée par le CBP en fonction du génotypage DPYD

Parmi les 21 patients nécessitant sur la base du génotype une diminution de dose de
fluoropyrimidine initiale de 25%, 20 patients présentaient un haplotype HapB3 et un
patient présentait une mutation c.2846A>T a I'état hétérozygote.

Parmi les 4 patients nécessitant sur la base du génotype une diminution de dose de
50% de fluoropyrimidine, trois patients présentaient un variant hétérozygote *2A et un
patient présentait un variant hétérozygote *13.

424 patients soit presque 90% de la population testée ne présentaient pas de mutation
du géne DPYD ou alors présentaient un alléle non délétére fréquent (dans ce cas non
révelé sur le compte rendu), ne nécessitant pas d’adaptation de dose.

Dans notre population, nous avons retrouvé 3 patients présentant a I'état hétérozygote
des mutations peu étudiées auparavant, avec une mutation (c.557A>G) démontrée
comme ayant une activité diminuée in vitro et deux mutations (c.1751C>T et ¢.2180-
3T>C) dont 'activité n’ont pas été décrites in vitro. Pour ces trois patients il a ainsi été

proposé une diminution de dose de l'ordre de 25 a 50% de la dose initiale de
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fluoropyrimidine. Chez 23 patients il a été mis en évidence des variants de DPYD sans

conséquence supposeées sur l'activité de la DPD sans pourvoir I'affirmer avec un

niveau de preuve suffisant. Parmi ces 23 patients, 19 présentaient des variants a I'état

hétérozygote avec une activité estimée normale in vitro :

1 patient présentait la mutation c.1615G>A

1 patient présentait la mutation c.2161G>A

15 présentaient I'haplotype DPYD*4 (mutation c.1601G>A)

2 patients présentaient la mutation c.1218G>A

Enfin, un patient présentait la mutation ¢.2567C>T non étudiée in vitro, et trois patients

présentaient la mutation c.496A>G, non délétére in vitro mais a I'état homozygote. Au

total Pour ces 23 patients, le laboratoire proposait de ne pas diminuer les doses mais

en soulignant le faible niveau de preuve de cette proposition.

Le tableau suivant indique les résultats de phénotypage DPD pour les 478 patients

testés.
Uracilémie Effectif Fréquence
16 < Uracilémie < 100 19 4.0%
Uracilémie < 16 459 96.0%
Ratio dihydrouracile / uracile
3< UH2/U <6 5 1.0%
UH2/U >6 473 99.0%
Résultat total phénotypage DPD
Déficitaire 21 4.4%
Normal 457 95,6%

Tableau 13 : Résultats du phénotype DPD réalisés chez 478 patients.
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Chez les 467 patients dont nous avons pu récupérer la valeur exacte de l'uracilémie
(manquante pour 11 patients), la moyenne était de 7,5 ng/mL et la médiane de 6,5
ng/mL (IC 95% 4,6 —9,1).

Au total, 21 patients avaient un résultat de phénotypage faisant suspecter un déficit en
DPD : uracilémie > 16 ng/mL et/ou ratio UH2/U < 6.

La figure ci-dessous montre I'histogramme de la variable quantitative retrouvée pour

I'uracilémie dans notre étude.

Figure 14 : distribution de I'uracilémie. Abscisse : uracilémie (en ng/mL). Ordonnée : proportion des
valeurs d’uracilémies.

Le tableau 14 montre I'effectif total de patients déficitaires dans notre population ainsi
que le détail des effectifs pour ces patients. Parmi les 45 patients déficitaires, quatre

patients soit 8% de la population avaient un génotype correspondant au phénotype.

98



Patients déficitaires Effectif Fréquence

Non 474 91.3%

Oui 45 8.7%

Détails de la population

Génotype 24 4.6%
Phénotype 17 3.3%
Génotype et Phénotype 4 0.8%
Non déficitaire 474 91.3%

Tableau 14 : Effectif de patients déficitaires en fonction du test proposé chez les 519 patients testés

c. Concordance entre les tests de phénotypage et génotypage.
Un test de concordance a été réalisé pour étudier les deux tests de phénotypage
réalisés (uracilémie et rapport UH2/U) a partir du tableau ci-dessous. Le coefficient

kappa est mesuré a 0,2373693, soit une concordance faible entre les deux tests.

Variable 3< UH2/U <6 UH2/U >6
Uracilémie < 16 2 457
16 < Uracilémie < 100 3 16

Tableau 15 : répartition des 478 patients analysés en fonction des deux méthodes de phénotypage

Un test de concordance a aussi été réalisé entre 'uracilémie et le génotypage chez
les 434 patients ayant bénéficié du test combiné, comme décrit sur le tableau suivant.
Le coefficient kappa est mesuré a 0,09550842 soit une concordance tres faible entre

les deux tests.
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Variable Pas de | Variant Proposition Diminution | Diminution
mutation | non diminution 25% 50%
délétere 25-50%
Uracilémie < 16 375 19 3 18 1
16 < Uracilémie < 100 14 1 0 1 2

Tableau 16 : répartition des 434 patients analysés en fonction des résultats d’'uracilémie et de
génotypage DPYD.

Finalement, un test de concordance a été réalisé entre les résultats poolés du
phénotypage (uracilémie et ratio UH2/U) et le génotypage chez les 434 ayant bénéficié
du test combiné, comme décrit sur le tableau suivant. Le coefficient kappa est alors

mesuré a 0,1324864 soit la encore une concordance faible entre les deux tests.

Variable Pas de | Variant non | Proposition Diminution Diminution
mutation | délétére diminution  25- | 25% 50%
50%
Phénotype 374 19 (95.0%) 3 (100.0%) 17 (89.5%) 1(33.3%)
Normal (96.1%)
Phénotype 15(3.9%) | 1(5.0%) 0 (0.0%) 2 (10.5%) 2 (66.7%)
déficitaire

Tableau 17 : répartition des 434 patients analysés en fonction des résultats de phénotypage et de
génotypage DPYD.
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[11.1.D Résultats de diminution de dose de fluoropyrimidine et toxicités a C2

a. Mesure du critere de jugement principal

Le tableau suivant fait état des modifications de dose de fluoropyrimidine au deuxiéme
cycle de chimiothérapie (C2) dans la population étudiée, avec les différentes causes.
37 patients n’ont pas bénéficié de 2° cure de chimiothérapie alors que celle-ci était
planifiee. Pour 12 patients la cause était directement due au traitement (effet
indésirable pour 10 patients et décés toxique pour 2 patients). Pour 25 patients en
revanche, I'annulation du deuxiéme cycle de chimiothérapie n’était pas expliquée par
une toxicité de la chimiothérapie (progression et altération de I'état général pour 13
patients, décés non toxique pour 7 patients, événement infectieux non lié a la
chimiothérapie pour 5 patients). Ces 25 patients ont donc été exclus de I'analyse du
critére principal composite.

Les principaux éléments modifiant les doses de fluoropyrimidine au deuxiéme cycle
sont le décalage de cure (15,9% des patients) et les réductions de dose (9,4%des
patients). Parmi les patients reportés, la cause majoritaire retrouvée était un effet
indésirable de la chimiothérapie pour 54 patients (59,3%), un événement infectieux
pour 19 patients (20,9%). Pour les 18 patients restants (19,8%), la cause du report n’a
pas pu étre clairement identifiée dans le dossier. Chez les patients dont la dose de
fluoropyrimidine a été réduite au deuxiéme cycle, celle-ci a concerné le bolus de
chimiothérapie chez 19 patients (6,6% de la population recevant un bolus) et a
concerné la dose de capécitabine ou de diffuseur de 5-FU chez 46 patients (8,1% de

la population).
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Variable Effectif Fréquence Population
C2 réalisée 597
Non 37 6.2%

Oui 560 93.8%

Cause d’annulation de C2 37
Non lié au traitement 25 67,6%

Lié au traitement 12 32.4%

Diminution de dose de FP a C2 572
Non 447 78.1%

Oui 125 21.9%

Détail des diminutions de FP a C2 572
Cure de chimiothérapie non réalisée 12 2.1%

Réduction ou arrét de FP 54 9,4%

Report de cure 91 15.9%

Pas de modification de FP 440 76.9%

(Dose de FP augmentée) 7 1.2%

Tableau 18 : Détail des modifications de dose de fluoropyrimidine a C2 dans la population étudiée.

b. Toxicités entre C1 et C2
Le tableau suivant indique la fréquence des effets secondaires graves entre le 1°" et
le 2¢ cycle de chimiothérapie dans la population étudiée. Les données manquantes
pour les variables de toxicité ont été considérées comme une toxicité de grade < 3. Le
détail des toxicités tout grade pour toutes les variables recueillies est indiqué en

annexe 7.
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Variable Effectif Fréquence

Toxicité grave (grade 3, 4 et 5)

Non 515 86.3%

Oui 82 13.7%

Toxicité grave hématologique

Non 548 91.8%

Oui 49 8.2%

Toxicité grave extra hématologique

Non 556 93.1%

Oui 41 6.9%

Tableau 19 : Toxicités graves entre C1 et C2 parmi les 597 patients de I'étude.

[11.2 Critére de jugement principal :

[11.2.A Analyse principale :

Cing cent soixante-douze patients étaient donc évaluables pour I'événement
modification de dose de fluoropyrimidine au deuxiéme cycle. Dans le tableau 20, les
patients ont été séparés en 4 groupes en fonction du test de dépistage pris en compte

au moment de la premiére cure de chimiothérapie.
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Variable Pas de | Dépistage Génotypage Phénotypage | Observations
dépistage combiné seul seul

Modification de 572

dose a C2

Non 95(79,8%) | 277 (78.9%) | 26 (81.2%) 49 (70,0%)

Oui 24 (20,2%) | 74 (21.1%) | 6(18,8%) 21 (30,0%)

Tableau 20 : Modification de dose de FP a C2 pour les 572 patients évalués en fonction des tests de
dépistages

Un test de Fisher a été réalisé, comparant le groupe de patients dépistés pour le déficit
en DPD (quel que soit le test) et les patients non dépistés. L'odds ratio pour la
modification de dose de chimiothérapie par fluoropyrimidine est calculé a 1,14 (IC 95%
0,68 — 1,96) p=0,7087. Il n’y a donc pas de différence significative de modification de
chimiothérapie a la deuxieme cure entre les groupes de patients dépistés pour un
déficit en DPD et le groupe non dépisté.

Nous avons aussi compareé la relation entre la survenue d’une modification de dose au
deuxiéme cycle de chimiothérapie et les différents types de dépistages DPD réalisés,
en ajustant sur le stade thérapeutique, I'age, I'utilisation d’'une mono-chimiothérapie
ou d’'une poly-chimiothérapie et l'utilisation ou non de bolus de 5-FU a l'aide d’'une
régression logistique multivariée. Dans cette analyse, seule l'utilisation d’'une poly-
chimiothérapie était significativement associés a une modification de dose de
chimiothérapie par fluoropyrimidine au deuxiéme cycle en comparaison a la mono-

chimiothérapie, avec un ORR a 2,729 (IC 95% 1,315 -6,421) p= 0,012.

104



Variable

Modification de FP a C2

Stade palliatif vs curatif

OR =1,039 [0,688-1,573] p= 0,857

Age

OR =1.010 [0,992-1,029] P=0.302

Utilisation d’une polychimiothérapie versus
monochimiothérapie

OR = 2,729 [1,315-6,421] p=
0,012

Utilisation d’'une FP en bolus

OR =0,812[0,532-1,236] p= 0,332

Utilisation d’un dépistage combiné versus pas de test | OR= 1,009 [0,603-1,732] p=0,973

OR = 0,965 [0,326 — 2,327] p=

Utilisation d’'un dépistage génotypique seul versus

pas de test 0,944
Utilisation d’'un dépistage phénotypique seul versus OR =1,613[0,803 — 3,222]
pas de test p=0,176

Tableau 21 : Régression multivariée de modification de dose a C2 en fonction des variables : stade, age,
chimiothérapie, utilisation de bolus de 5-FU et de la méthode de dépistage.

I11.2.B Analyse de sous-groupes :

Nous avons réalisé une analyse du critére de jugement principal sur la sous population
de patients déficitaires (sur le génotypage et/ou le phénotypage).

Parmi la population d’intérét, 2 patients ont été exclus de I'analyse principale pour les
raisons déja citées. Parmi les 43 patients restants, 9 n’étaient pas dépistés au moment
du premier cycle de chimiothérapie et n’avaient donc pas d’adaptation préalable de
dose pour ce motif. 34 patients par contre avaient eu une dose au premier cycle
adaptée au résultat de dépistage et donc une diminution préalable de dose de

fluoropyrimidine.
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Variable Non dépisté a C1 Dépistés a C1 Observations

Modification de dose a C2 43
Non 7 (77.8%) 31(91,2%)
Oui 2 (22,2%) 3 (8,8%)

Tableau 22 : effectifs chez les patients déficitaires pour I'événement modification de dose a C2

Nous n’avons pas réalisé d’analyse statistiques sur ce sous-groupe devant le nombre
trop faible d’événements. Dans le groupe de patients déficitaires non dépistés, 22,2%
de la population ont eu une modification de dose au deuxiéme cycle alors que dans le
groupe de patients déficitaires avec dose adaptée 8,8% des patients ont eu une

modification de dose au deuxieéme cycle.

[11.3 Critéres de jugements secondaires :

l11.3.A Analyse de toxicités :

Pour I'analyse de toxicité, les données des 597 patients inclus dans notre essai ont
été pris en compte. Les analyses statistiques ont été réalisées en n’incluant que les

patients présentant une toxicité de grade 3 ou supérieure.

a. Toxicité sévere en fonction des méthodes de dépistage
Ce tableau présente la répartition des toxicités sévéres (grade 3 4 et 5),
hématologiques et extra hématologiques entre la premiére et la deuxiéme cure de
chimiothérapie dans notre population en fonction des groupes de dépistage de déficit

en DPD.
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Variable Pas de | Dépistage Génotypage Phénotypage
dépistage combiné seul seul

Toxicité de grade 3-4 5

Non 107 314 (85.8%) 29 (87.9%) 565 (89%)

Oui 18 (14.4%) | 52 (14.2%) 4(12.1%) 8 (11%)

Toxicité hématologique

Non 111 339 (92.6%) 31 (93.9%) 67 (91.8%)

Oui 14 (11.2%) | 27 (7.4%) 2 (6.1%) 6 (8.2%)

Toxicité extra hématologique

Non 119 337 (92.1%) 31 (93.9%) 69 (94.5%)

Oui 6 (4.8%) 29 (7.9%) 2 (6.1%) 4 (5.5%)

Tableau 23 : répartition des toxicités séveres parmi les 597 patients étudiés.

Un test de Fisher a été réalisé, comparant le groupe de patients dépistés pour le déficit
en DPD (quel que soit le test) et les patients non dépistés. L’odds ratio pour la toxicité
sévere totale est calculé a 0,93 (IC 95% 0,52 - 1,75) p = 0,7721. Il 'y a donc pas de
différence significative de toxicité sévére entre la premiéere et la deuxiéme cure entre
les groupes de patients dépistés pour un déficit en DPD et le groupe non dépisté.

Nous avons aussi réalisé une analyse de toxicités pour la sous population de patients
déficitaires (sur le génotype et/ou le phénotype). Parmi les 45 patients étudiés, 10
n’étaient pas dépistés au moment du premier cycle et n’avaient donc pas d’adaptation
préalable de dose pour ce motif. 35 patients par contre avaient eu une dose adaptée
au résultat de dépistage au premier cycle et donc une diminution préalable de dose de

fluoropyrimidine.
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Variable Dépistés a | Non dépistés a | Population non | Observations
Cc1 C1 déficitaire

Toxicité de grade 3-45 N=519

Non 33(94.3%) | 8(80.0%) 410 (86.5%)

Oui 2 (5,7%) 2 (20,0%) 64 (13.5%)

Tableau 24 : Effectifs pour 'événement toxicité grade 3 4 et 5 pour la population de patients
déficitaire DPD et pour les 519 patients dont le statut DPD est connu.

20% des patients dont le test n’était pas disponible au premier cycle ont développé
une toxicité sévere entre le premier et le deuxiéme cycle de chimiothérapie alors que
seulement 5,7% des patients dont le résultat du test était disponible au premier cycle
ont présenté une toxicité grave entre les deux premiers cycles de chimiothérapie.

Devant le faible nombre d’événements le test de Fisher n'a pas été réalisé pour ce

sous-groupe de patients.

b. Toxicité en fonction des chimiothérapies
Notre étude prévoyait comme objectifs secondaires, d’étudier les toxicités des
chimiothérapies en fonction des doses de 5-FU. Dans une premiere analyse, nous
avons comparé les toxicités graves totales, hématologiques et non hématologiques
pour la population en fonction du protocole de chimiothérapie en comparant un groupe
de patients sous fluoropyrimidine en mono chimiothérapie versus un groupe de

patients sous fluoropyrimidine en poly chimiothérapie.
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Variable Mono-chimiothérapie Poly-chimiothérapie

Toxicité de grade 345

Non 69 (90.8%) 446 (85.6%)

Oui 7 (9.2%) 75 (14.4%)

Toxicité hématologique

Non 71 (93.4%) 477 (91.6%)

Oui 5 (6.6%) 44 (8.4%)

Toxicité extra hématologique

Non 75 (98.7%) 481 (92.3%)

Oui 1(1.3%) 40 (7.7%)

Tableau 25 : Effectif des toxicités séveres en fonction du protocole de chimiothérapie pour les 597
patients analysés.

Un test de Fisher a été réalisé, comparant le groupe de patients traités par mono-
chimiothérapie et le groupe de patients traités par poly-chimiothérapie. L’'odds ratio
pour la toxicité sévere extra hématologique est calculé a 6,23 (IC 95% 1,02— 255)
p=0,048. Les toxicités sévéres extra hématologiques sont donc significativement plus
fréquentes pour le groupe de patients sous poly-chimiothérapie en comparaison au
groupe de patients sous mono-chimiothérapie. Nous n’avons par contre pas pu
montrer de résultat similaire en comparant I'incidence des toxicités séveres totales et
les toxicités hématologiques dans les deux groupes.

Nous nous sommes aussi intéressés a I'analyse des toxicités graves entre le premier
et le deuxiéme cycle de chimiothérapie en fonction de l'ajout d'un bolus de

chimiothérapie.
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Variable Diffuseur 5-FU sans bolus Diffuseur 5-FU avec bolus

Toxicité de grade 345

Non 193 (84.6%) 231 (88.8%)

Oui 35 (15.4%) 29 (11.2%)

Tableau 26 : Effectif des toxicités sévéres en fonction de I'ajout d’'un bolus au diffuseur de
chimiothérapie chez les 480 patients analysables.

Le test de Fisher ne montrait pas de différence entre le groupe de 5-FU avec bolus en
comparaison au groupe sans bolus de 5-FU pour les toxicités sévéres entre le premier
et le deuxiéme cycle de chimiothérapie, odds ratio a 0,69 (IC 95% 0,39 — 1,21) p =

0,181.

[11.3.B Analyse des pratiques cliniques :

a. Recommandations de dépistage
Le taux de dépistage systématique de la recherche de déficit en DPD dans notre
population est de 86,9%. 78 patients n'ont donc pas été dépistés systématiquement
dans notre population (13%). Si 'on regarde le taux de dépistage disponibles au
moment de la réalisation du premier cycle de chimiothérapie, le nombre de patients

non dépistés monte a 125 patients soit 20,9% de la population non dépistée.

Concernant les périodes de recommandations de dépistage, 499 patients ont recgu leur
premiére chimiothérapie contenant du 5-FU entre mars et décembre 2018 et 98

patients entre janvier et février 2019. Pour les 499 patients ayant réalisé leur
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chimiothérapie en 2018, 381 patients (76,4%) ont bénéficié d’'un dépistage selon les
recommandations en vigueur (dépistage combinant phénotype et génotype). Pour les
98 patients traités en 2019, 93 patients (94,9%) ont bénéficié d’un dépistage selon les
recommandations en vigueur (dépistage contenant au moins une uracilémie).

La figure ci-dessous montre I'évolution des méthodes de dépistage en fonction du
temps avec en abscisse les mois de la période de recueil et en ordonnée la proportion
de patients. Le test de dépendance de Cochran—Armitage realisé a partir de ce
graphique montre ainsi une évolution significative des pratiques de dépistage en

fonction du temps (p = 0,00000000003673).
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Figure 15 : évolution du dépistage du déficit en DPD en fonction de la période d’étude

b. Délais d’analyse
Chez les patients pour lesquels les données étaient disponibles, nous avons analysé
les délais entre la prescription du test et la réalisation du premier cycle de

chimiothérapie, en fonction du test réalisé par le laboratoire.
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Les trois tableaux suivants montrent pour chaque type d’analyse les paramétres entre
la prescription et le compte rendu de I'analyse ainsi que le délai entre le compte rendu

et la premiére cure de chimiothérapie (exprimés en jours).

Variable Moyenne | Ecarttype | Médiane Min Max
Délai entre prescription et 12,41 4,17 12 6 32
compte rendu
Délai entre compte rendu et 12,37 24,33 8 -33 350
premier cycle de chimiothérapie

Tableau 27 : délais (en jours) pour le dépistage de déficit en DPD combiné.
Variable Moyenne | Ecarttype | Médiane Min Max
Délai entre prescription et 11,20 3,62 11 7 29
compte rendu
Délai entre compte rendu et 7,27 11,33 6 -21 27
premier cycle de chimiothérapie

Tableau 28 : délais (en jours) pour le dépistage de déficit en DPD par génotypage seul.

Variable Moyenne | Ecarttype | Médiane Min Max
Délai entre prescription et 8,82 4,34 8,5 2 27
compte rendu

Délai entre compte rendu et 12,80 13,16 9,5 -10 63
premier cycle de chimiothérapie

Tableau 29 : délais pour le dépistage de déficit en DPD par phénotypage seul.




La figure suivante permet d’apprécier les délais entre la prescription du test de

dépistage par le clinicien et le compte rendu de I'analyse.
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Figure 16 : délais entre prescription et compte rendu pour les différentes méthodes de dépistage.

c. Respect des propositions d’adaptation de dose.

Chez les patients dépistés avant le premier cycle de chimiothérapie, 'adéquation entre
les doses proposées par le laboratoire et |la dose prescrite est de 99,2%. En effet un
seul patient n’a pas eu de diminution de dose de chimiothérapie initiale alors que cela
était proposé par le compte rendu du test, disponible avant le premier cycle. Il s’agissait
d’'un patient double hétérozygote c.557A>G et ¢.3067C>A, sans uracilémie
augmentée et pour lequel la dose de chimiothérapie aurait di étre baissée de 25%.

Par contre, chez 124 patients la dose de chimiothérapie n’était pas en adéquation avec
les recommandations car 78 d’entre eux n’étaient pas dépistés pour le déficit en DPD
et 46 n'avaient pas de résultats de test au moment du premier cycle de chimiothérapie.
Parmi les 35 patients déficitaires ayant bénéficié d’'une diminution de dose de

chimiothérapie en adéquation avec les recommandations du test de dépistage, 7
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(20%) ont vu leurs doses de chimiothérapie étre majorées au deuxiéme cycle devant
une bonne tolérance clinique et biologique. Le tableau ci-dessous présente les

caractéristiques de la population dont la dose a été ré-augmentée.

Nombre de patients | Génotypage DPD Phénotypage DPD

3 Pas de mutation délétére | Uracilémie anormale (2), ratio anormal (1)
2 Haplotype HapB3 Normal

1 Haplotype DPYD*13 Normal

1 Mutation c.2846A>T Uracilémie normale mais ratio anormal

Tableau 30 : Résultats de génotypage et de phénotypage pour les 7 patients dont la dose a été
majorée a C2.

[11.3.C Analyse supplémentaires :

a. Déficit en DPYS.
Chez les 475 patients ayant bénéficié d’un dépistage du déficit en DPD comprenant
un génotypage DPYD, un séquencage du géne DPYS a aussi été réalisé. Parmi ces

475 patients, aucun variant supposé délétere n'a été mis en évidence.
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b. Déficit en UGT1A1.
Chez les 475 patients ayant bénéficié d’un dépistage du déficit en DPD comprenant
un génotypage DPYD, un séquengage du géne UGT1A1 a été réalisé, en plus du
séquencage DPYS. Pour 40 patients soit 8,4% de la population testée, un variant

délétére a été mis en évidence.

Il s’agissait du variant *28 a I'état homozygote pour 38 patients et du variant *36 a I'état
homozygote pour un patient. Chez le dernier patient, un variant rare a été mis en
évidence (c.1220delA).

Parmi les 40 patients, sept seulement ont été traités avec un protocole contenant de
lirinotécan. Les doses d’irinotécan correspondaient a des doses faibles ou
intermédiaires (150 a 180 mg/m2) et l'irinotécan a été administré avec un protocole de
poly-chimiothérapie (type FOLFIRINOX ou FOLFIRI). Chez cinq patients sur sept, la
dose d’irinotécan a été diminuée dés le premier cycle de chimiothérapie, de 30%.
Parmi les cinq patients un seul a vu sa dose d’irinotécan secondairement ré-
augmentée au deuxiéme cycle devant une bonne tolérance. Chez deux patients la

dose n’a pas été modifiée devant les résultats du génotypage.

c. Reésultats d’uracilémie en fonction de I'heure de recueil.
Nous avons pu recueillir 'heure du recueil de I'uracilémie chez 409 patients de notre
étude parmi les 467 patients dont nous disposions de la valeur exacte de I'uracilémie
en ng/mL. Ces deux données nous ont permis d’étudier les paramétres d’uracilémie

en fonction de I'heure de recueil, présentées sur le tableau ci-dessous.
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Variable Moyenne Ecart type Médiane Minimum Maximum N

0-8h 8,65 5,65 7,10 2,5 23,1 17
8-10h 7,86 4,36 6,85 2,2 26,0 50
10-14h 7,99 5,36 6,90 1,7 45,0 171
14-17h 6,90 4,67 5,80 11 33,0 135
17-24h 5,51 2,77 5,05 2,0 14,6 36

Tableau 31 : résultats d’'uracilémie en ng/mL en fonction de I'heure de recueil.

d. Résultats de toxicité en fonction de la valeur d’uracilémie

Il s’agit d’'une analyse supplémentaire non prévue initialement dans le synopsis de

notre étude.

Nous nous sommes intéressés aux données de toxicité chez les patients présentant

une uracilémie entre 12 et 16 ng/mL, en comparaison aux patients présentant une

uracilémie inférieure a 12 ng/mL.

Pour cette analyse, nous avons exclu les patients présentant une uracilémie normale

< 16 ng/mL mais avec un génotypage déficitaire si ce dernier avait été réalisé.

Nous avons ainsi identifié 379 patients présentant une uracilémie < 12 ng/mL et 37

patients présentant une uracilémie entre 12 et 16 ng/mL.

Le tableau suivant montre les effectifs de patients ayant présenté une toxicité de grade

3, 4 et 5 dans les deux groupes.
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Variable

Uracilémie < 12 ng/mL

Uracilémie entre 12 et 16 ng/mL

Toxicité de grade 34 5

Non

333 (87,9%)

34 (91,9%)

Oui

46 (12,1%)

3(8,1%)

Tableau 32 : effectif de patients présentant une toxicité sévére en fonction de 'uracilémie.

Un test de Fisher a été réalisé pour comparer ces deux populations et ne retrouve pas

de différence significative pour le critére toxicité grave entre le premier et le deuxiéme

cycle de chimiothérapie avec un odds ratio a 0,64 (IC 95% 0,12 — 2,16), p = 0,6003

IV Discussion

Dans notre étude, nous avons pu analyser les modifications de doses de

fluoropyrimidines ainsi que les toxicités précoces chimio-induites dans une cohorte de

597 patients suivis dans 6 centres d’oncologie du Nord de la France et inclus sur une

période d’un an.

Notre étude est unique car il n’existe pas a notre connaissance d’autre analyse de

cohorte de patients ayant bénéficié d’'une adaptation de dose de fluoropyrimidine suite

a un séquengage complet du gene DPYD.
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V.1 Résultats de notre étude :

IV.1.A. Description de la population :

Nous nous sommes attachés a comparer notre population a celle d’autres essais
publiés sur le sujet tels que ceux décrits dans la méta analyse de Meulendijks (19).
Cette méta analyse utilise les données cumulées de 8 essais cliniques soit de 7365
patients au total et a été montée pour étudier I'association entre 3 variants de DPYD
(1679T>G, c¢.1236G>A/HapB3, et c.1601G>A) et les toxicités séveres aux
fluoropyrimidines. Nous avons aussi comparé notre travail a deux autres études,
cherchant a valider de maniére prospective la réalisation d’'une adaptation de dose de
fluoropyrimidines en fonction des résultats d'un test de génotypage DPYD,
comprenant 1 variant (DPYD*2A) pour I'étude de Deenen publiee en 2016, et 4
variants (*2A, *13, c.2846A>T, HapB3) pour I'étude de Henricks publiée en 2018. Ces
deux études ont inclus respectivement 1613 et 1103 patients parmi une population de

patients Hollandais (73) (65).

a. Age et sexe de notre population
Les caractéristiques de nos patients sont similaires a celles des patients des différents
essais cités par Meulendijks et al. dans sa méta-analyse et de I'étude de Henricks au
moins pour I'age et la répartition des sexes. Dans I'étude de Deenen et al. la répartition
des sexes est inversée mais cette étude a inclus en proportion plus de patientes

atteintes de cancer du sein que les autres études.
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b. Histologie et protocoles de chimiothérapie

Dans notre étude, presque 70% des patients étaient traités pour des cancers du
tractus digestif, et plus particulierement 30% pour un cancer colorectal. La majorité
des études portant sur le déficit en DPD et les toxicités aprés fluoropyrimidines
s’intéressent a une population de malades d'oncologie digestive, principalement des
patients atteints de cancer colorectal. Les cancers colorectaux dans les études citées
par Meulendijks et al. représentaient par exemple entre 53 et 100% des patients.
Concernant le protocole de chimiothérapie, 87.3% de nos patients ont été traités par
poly-chimiothérapie et 12.7% sont traités par monochimiothérapie. La poly
chimiothérapie la plus utilisée dans notre étude est le FOLFOX (37% des patients).
Dans les essais cités par la méta-analyse de Meulendijks, les protocoles de
polychimiothérapies sont aussi majoritaires, mais la répartition entre poly et
monochimiothérapie reste trés hétérogéne, avec par exemple des essais comportant
exclusivement des protocoles de polychimiothérapies.

De plus, peu de patients dans notre étude étaient traités par capécitabine orale
(12,4%) ce qui est généralement retrouvé dans les cohortes francaises (102). Cela
n’est pas observé dans les cohortes d’autre pays d’Europe (Anglaises, Hollandaises)
car ces pays utilisent majoritairement la capécitabine plutét que le 5-FU. Par exemple
dans I'étude prospective de Deenen et al. seulement 10% des 1631 patients inclus
étaient traités par 5-FU IV (73). La faible proportion de patients sous fluropyrimidine
orale dans notre essai peut aussi étre due a la maniere dont nous avons inclus les
patients de notre étude, en privilégiant les recherches via les logiciels de
chimiothérapie intra veineuses. La proportion de primo prescription de fluorpyrimidine
peut donc ne pas refléter la réalité de la pratique des 6 centres d’oncologie chez qui

nous avons recruté nos patients.
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Finalement, nos patients étaient peu traités par des thérapies ciblées tels que le
cetuximab ou le bevacizumab en comparaison aux autres études les utilisant. Ceci est
expliqué par la plus faible proportion de patients suivis pour un CCR dans notre étude
et par ce que nous n’avons suivi les patients qu’entre la premiére et la deuxiéme cure
de chimiothérapie, un certain nombre de patients n’avaient ainsi pas encore débuté de

traitement par thérapie ciblée (attente du statut RAS).

c. Stades des cancers

Dans notre étude, la proportion de patients au stade non curatif (55%) excédait celle
des patients au stade curatif (45%). La proportion de patients a un stade
potentiellement curatif reste néanmoins importante. Ceci souligne d’autant plus
'importance de l'identification des patients a risque de toxicité sévere, ceux-ci étant
traités par chimiothérapie dans le but seul de diminuer un risque potentiel de récidive
avec parfois des gains en survie globale limités dans les essais cliniques.

Dans I'étude de Deenen, il y avait une proportion similaire de patients présentant une
maladie métastatique et une maladie localisée, 36% et 37% respectivement en
s’intéressant aux patients atteints de cancers du sein et de CCR. Dans I'étude de
Henricks et al. 43% de la population était traitée pour un CCR non métastatique et
21% des patients pour un CCR métastatique. Le stade du cancer du reste de la
population étudiée (sein, estomac, autre) n’était pas connu.

Au total concernant I'age, la répartition des sexes et le stade de la maladie cancéreuse,
notre population reste relativement similaire aux larges études menées de maniére
prospective ou rétrospective sur le sujet. Concernant I'histologie, notre population est
plus hétérogéne que les autres études sur le sujet, qui concernent habituellement tres

majoritairement des patients atteints de CCR. Concernant les protocoles de
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chimiothérapie, notre population differe des études similaires par la faible proportion
de patients traités par capécitabine, ce qui est du a la fois aux habitudes de
thérapeutique oncologique nationale mais aussi a la méthodologie de recrutement de

nos patients.

d. Epidémiologie des patients déficitaires

Concernant le génotypage :

L’incidence des 4 variants déléteres « consensuels » de DPYD dans notre étude est
relativement concordante avec les incidences retrouvées dans la méta-analyse de
Meulendijks.

Pour I'haplotype HapB3, Meulendijks et al retrouvent une incidence de 4,15% parmi
une population de 4261 patients majoritairement d’origine caucasienne et nous
retrouvons dans notre étude une incidence de 4,2%.

Pour I'haplotype *2A, Meulendijks et al retrouvent une incidence de 1,04% de patients
hétérozygotes parmi une population de 5737 patients et nous retrouvons dans notre
population une incidence plus faible de 0,6%.

Concernant le variant *13 a I'état hétérozygote, l'incidence dans notre population est
de 0,2% ce qui correspond exactement a I'incidence retrouvée dans la population des
5616 patients de la méta analyse de Meulendijks.

Finalement, nous n’avons par contre retrouvé qu’un seul patient présentant la mutation
c.2846A>T a I'état hétérozygote, soit une incidence de 0,2% pour cette mutation. Ceci
est relativement plus bas que 'incidence de 1,16% retrouvée par Meulendijks chez les
7318 patients étudiés.

Par contre en comparaison avec I'essai prospectif de Henricks publié en 2018, nous

totalisons moins de patients mutés pour les 4 variants « consensuels », I'auteur

121



retrouvant 8% de patients mutés pour ces variants contre seulement 4,2% des patients
de notre population.

Concernant I'haplotype DPYD*4 nous avons retrouvé 15 patients présentant ce variant
a I'état hétérozygote, soit une incidence de 3,2%. Ce variant, considéré in vitro et sur
les derniéres données cliniques disponibles comme ayant des conséquences
bénignes sur l'activité DPD est I'un des variants fréquent non délétéres a étre tout de
méme cité dans le compte rendu d’analyse du génotypage DPD réalisé par le CHRU
de Lille. Ceci peut étre expliqué par les données contradictoires sur le sujet notamment
les résultats de I'étude de Loganayagam et al (59) qui retrouve un lien entre ce variant
et les toxicités de grade 3 et 4 aprés fluoropyrimidine. L'incidence de ce variant dans
notre population est légerement moins importante que celle retrouvée par Meulendijks
dans sa population de 3900 patients étudiés (incidence de 4,7%).

Au total dans notre population, nous avons retrouvé 51 patients présentant un variant
du géne DPYD cité sur compte rendu d’analyse soit 10% des patients testés. La
proportion de patients présentant un variant DPYD est nettement plus faible que dans
I'étude de Etienne-Grimaldi et al publiée en 2017 qui retrouve 54 patients présentant
un variant DPYD sur 243 testés soit une incidence de 22% (76). La sous-
représentation des variants, principalement des variants non délétéres, est expliquée
par la décision du centre de biopathologie du CHRU de Lille de ne pas faire apparaitre
dans le rapport de recherche de déficit en DPD les patients présentant un variant de
PDYD fréequent considéré comme non délétéres tels que c.496A>G (M166V),
c.1627A>G (1543V), ¢.1896 T>C (F632F) et c.2194 G>A (V732I).

En excluant les 4 variants habituellement recherchés par le génotypage DPYD, ainsi

que I'haplotype DPYD*4, nous avons retrouvé un variant « rare » de DPYD chez 11
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patients de notre étude, ce qui correspond a 1,8% de la population testée. Parmi ces

11 patients :

Deux patients présentent des variants non étudiés in vitro dans la littérature :
c.2180-3T>C et c.1751C>T et chez qui il a été proposé une diminution de
dose de 50% de fluoropyrmidine apres analyse in silico.

Un patient avec un variant considéré comme normal in vitro (c.2161G>A) mais
potentiellement délétere in silico et chez qui il a été proposé de ne pas
diminuer la dose de fluoropyrimidine.

Un patient présentait le variant 557A>G qui est considéré comme
modérément délétére in vitro et chez qui une diminution de dose initiale de
25% de fluoropyrimidine a été proposée.

Sept patients présentant 5 variants différents qui eux ont été bien été décrits
par Offet et al. comme non délétéres in vitro (c.496A>G a I'état homozygote
chez trois patients, ¢.1218G>A chez deux patients, 1615G>A. pour un patient

et ¢.2567C>T pour un patient).

Nous n’avons pas recueilli 'origine ethnique de nos patients et n’avons donc pas

classeé l'incidence des variants en fonction de leur ethnie. Néanmoins notre population

comprend probablement en majorité des patients d’origine caucasienne ce qui

explique la concordance de nos chiffres avec ceux des études de patients Hollandais

de Meulendijks, Henricks et Deenen.

Concernant le phénotypage :

Parmi notre population testée 4,4% (n=21/478) des patients présentaient une

uracilémie > 16 ng/mL et Meulendijks en 2017 dans son étude retrouve une proportion
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de patients concordante a nos chiffres avec 3,4% (n=17/500) des patients présentant
une uracilémie > 16 ng/mL (88). Dans d’autres études, notamment dans I'étude
Etienne Grimaldi comprenant des effectifs de patients moins importants, on retrouve
jusqu’a 9% de patients présentant une uracilémie > 16 ng/mL (n =18/203) (76).

Il est a noter que chez presque 5% de nos patients dépistés, le résultat du
phénotypage n’a finalement pas pu étre rendu. La cause qui figurait sur le compte
rendu d’analyse était trés souvent une problématiques pré-analytique, les conditions
de conservation des échantillons avant analyse étant trés strictes dans le cas des
dosages d’uracile et de dihydrouracile. En comparaison, Marin et al. rapportent dans
leur étude 10,2% d’erreurs d’acheminement en pré analytique, correspondant pour la
majorité a des tubes destinés au phénotypage DPD arrivés trop tardivement et/ou a

I'état non congelé (103).

e. Concordance entre le phénotypage et le génotypage
Nous ne retrouvons pas de lien entre les résultats du génotypage DPYD et les résultats
de phénotypage par uracilémie en utilisant un test de concordance. Ceci est similaire
aux résultats retrouvés par Etienne-Grimaldi et al (76). Les auteurs n'ont en effet pu
retrouver une concordance entre le génotypage DPYD et le rapport UH2/U que pour
I'haplotype *2A et la mutation c.2846A>T. La concordance entre |'uracilémie et le
genotypage DPYD n’a été retrouvée qu’avec la mutation c.2846A>T. A la lumiére de
ces résultats, on peut estimer que la mesure de l'uracilémie ne permet de dépister
gu’une faible proportion des patients présentant un variant délétére de DPYD. Les
patients avec une uracilémie augmentée (réalisée dans des conditions pré analytiques

validées) sans anomalies au génotypage DPYD pourraient correspondre a des
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patients présentant d’autres anomalies de la voie du catabolisme de I'uracile mais cela

reste a prouver dans des essais cliniques dédiés.

Une correspondance plus robuste entre génotypage et phénotypage a été retrouvé en
utilisant la mesure de I'activité DPD sur PBMC dans I'étude de Henricks et al. (65). Ce
dernier montre en réalisant cette méthode de phénotypage directe chez 138 patients
de sa cohorte, une moyenne d’activité DPD significativement plus basse pour les
patients porteurs des variants HapB3, *2A et de la mutation c.2646A>T en

comparaison aux patients non mutés.

Finalement, de maniére plus surprenante, notre test de concordance ne retrouve pas
de correspondance entre le ratio dihydrouracile sur uracile et uracilémie. La
concordance de ces deux tests n’a pas été étudiée dans I'étude d’Etienne-Grimaldi ni
dans d’autres essais cliniques a notre connaissance. Le faible nombre de patients
présentant un rapport UH2/U anormal (<6) dans notre étude (5 patients sur 478) peut
expliquer ces résultats négatifs. De plus, selon le travail de plusieurs auteurs, le
rapport UH2/U serait surtout le reflet de I'activité de I'enzyme dihydropyrimidinase, qui
est rapidement saturée méme a concentrations physiologiques. Le rapport UH2/U a
des concentrations d’uracile et de dihydrouracile physiologiques ne serait donc pas un
bon reflet de l'activité DPD alors que ce test parait plus intéressant a des
concentrations importantes de substrat (88) (104). D’aprés ces hypothéses, I'ingestion
d’'une dose d’'uracile test suivie de la mesure d’uracile et/ou du rapport UH2/U semble
une piste tres intéressante pour augmenter a la fois la sensibilité et la spécificité du

phénotypage DPD et demande a étre validée sur des essais ultérieurs.
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IV.1.B. Résultats sur le critére de jugement principal :

Dans notre étude, nous avons décidé d’utiliser un critére de jugement novateur qui
correspond a notre sens, au meilleur moyen d’étudier les toxicités précoces liées aux
fluoropyrimidines dans notre étude. A cause du caractére rétrospectif du recueil de
données et de la proportion importante de patients recevant un protocole de
polychimiothérapie, le critére de toxicité sévere de grade 3 a 5 utilisé dans la plupart
des essais sur le sujet nous semblait moins robuste pour refléter les conséquences
d’'une toxicité précoce liée au fluoropyrimidines. Nous avons donc choisi un critere
composite qui pouvait étre retrouvé objectivement dans les dossiers des patients,
correspondant a une diminution de dose de fluoropyrimidine au deuxieme cycle de
chimiothérapie.

Notre étude n’a pas mis en évidence de différence significative sur ce critére de
jugement en comparant tous les patients dépistés quel que soit la méthode de
dépistage au groupe de patients non dépistés pour le déficit en DPD. De plus, en
s’intéressant aux sous-groupes de patients, la proportion de patients nécessitant une
diminution de dose de fluoropyrimidine a la deuxiéme cure de chimiothérapie est trés
similaire que les patients aient eu un dépistage combiné, un phénotypage seul, un
génotypage seul ou qu’ils n’aient pas été dépistés avec respectivement 21.1%, 30%,
18.8% et 20,2% de patients nécessitant une diminution secondaire de dose. On
remarque que I'évenement est relativement fréquent dans tous les groupes car apres
seulement une cure de chimiothérapie environ 20% des patients voient leur dose de
fluoropyrimidine diminuer.

En comparant plusieurs critéres recueillis dans notre analyse tels que le stade du

cancer, le protocole de chimiothérapie, la présence d’un bolus dans le protocole ou la
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méthode de dépistage, seul le protocole de chimiothérapie est significativement
associé a une diminution de dose de fluoropyrimidine au deuxiéme cycle.

Ces résultats sont a mettre en perspective car les reports de chimiothérapie
représentent une proportion importante des causes de diminution de dose et
représentent surtout des reports d’'une semaine ou moins de chimiothérapie (n=62/91).
Or le report de la chimiothérapie pouvait ne pas refléter uniquement la toxicité des
fluoropyrimidines mais aussi la toxicité des autres molécules de chimiothérapie.

Pour aller plus loin, nous nous sommes intéressés a I'analyse des patients présentant
un risque de toxicité aux fluoropyrimidines (phénotypage DPD anormal ou génotypage
DPYD déficitaire) en faisant une analyse de sous-groupe pour le critére de jugement
principal. Chez les patients dont le statut déficitaire était connu et qui ont donc pu avoir
une adaptation de dose de chimiothérapie avant primo prescription, il semble y avoir
moins de diminution secondaire de dose de chimiothérapie a la deuxiéme cure (8.8%
des patients) contrairement aux patients donc le statut déficitaire n’était pas encore
connu et qui n'ont donc pas regu d’adaptation de dose (22.2% des patients).
Néanmoins devant le nombre d’événements trop peu nombreux, aucune analyse

statistique fiable ne peut étre menée et donc aucune conclusion ne peut étre tirée.

Chez une faible proportion de patients (n=6/597), la fluoropyrimidine a été retirée du
protocole de chimiothérapie dés le deuxiéme cycle. Aucun de ces patients ne
présentaient un génotypage DPD déficitaire ou une uracilémie augmentée. La cause
de l'arrét de fluoropyrimidine n’a pas été spécifiquement recueillie pour ces patients et
un seul patient présentait une toxicité de grade 3 ou supérieure (neutropénie grade 3).
Pour ces patients il se peut qu’une toxicité qui soit en lien avec les métabolistes du 5-

FU ait eu lieu, comme une toxicité cardiaque.
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De plus, chez 37 patients la deuxiéme cure de chimiothérapie n’a pas pu étre réalisée.
Afin de diminuer le biais de confusion, nous avons exclu de I'analyse de notre critére
de jugement principal 25 patients n’ayant pas regu le deuxiéme cycle pour d’autres
causes qu’une toxicité de la chimiothérapie. Parce que notre sujet s’intéresse tout
d’abord a dépister les patients a risque de toxicité sévére, nous avons décidé de ne
pas considérer comme un évenement pour notre critere de jugement principal les
augmentions secondaires de doses de fluoropyrimidines en cas de bonne tolérance
apres la premiere cure, ce qui est arrivé chez 7 patients déficitaires chez qui la dose
initiale de fluoropyrimidine avait été diminuée.

Au total, la comparaison de nos populations sur notre critére composite n’a pas fait
ressortir de différences significatives entre les différentes populations étudiées en
fonction des groupes de dépistage de déficit en DPD.

En analysant la littérature, nous n’avons pas retrouvé d’autre étude utilisant ce critére
de jugement qui reste néanmoins intéressant chez des populations recevant des

polychimiothérapies et dans le cadre d’un recueil rétrospectif de données.

IV.1.C. Résultats sur les critéres de toxicité :

Comme détaillé en annexe 7, nous avons recueilli a partir des dossiers cliniques les
toxicités hématologiques et extra hématologiques entre la premiére et la deuxiéme
cure de chimiothérapie pour les 597 patients de notre étude. Du fait du caractére
rétrospectif, nous avons beaucoup de données manquantes, surtout concernant
certaines toxicités extra hématologiques comme par exemple le syndrome mains pieds

et les mucites, avec jusqu’a 66,3 et 51,6% de données manquantes respectivement.
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Aprés la premiére cure de chimiothérapie, nous retrouvons 13,7% de toxicités de
grade 3 ou supérieure dans notre population (8,2% de toxicité hématologique et 6,9%
de toxicité extra hématologique). Ces données sont difficiles a comparer a d’autres
essais sur le sujet car Henricks et al. ont par exemple recueilli les toxicités pendant
toute la durée du traitement, avec des toxicités plus élevées de grade 3 et supérieures
chez leurs patients (23% dans la cohorte des patients non mutés et 39% pour la
cohorte de patients mutés DPYD) (65). Etienne-Grimaldi et al. ont quant a eux recueilli
prospectivement les toxicités graves apres les deux premiers cycles de capécitabine.
On retrouve dans cet étude une proportion de patients présentant une toxicité grave
hématologique, digestive et neurologique de 12,4%(n=30/242) soit similaire a celle

retrouvée dans notre étude.

a. Toxicité en fonction du test réalisé et en fonction de la population.
Dans notre étude, nous n’avons pas montré d’association significative entre les
toxicités graves aprés le premier cycle de fluoropyrimidines et la méthode de dépistage
du déficit en DPD réalisée. L'incidence des toxicités graves aprés fluoropyrimidine est
similaire entre le groupe dépistage combiné et le groupe non dépisté avec
respectivement 14,2 et 14,4% de patients présentant une toxicité grave. Nous ne
retrouvons pas non plus d’association significative en analysant séparément les
groupes de patients en fonction des toxicités hématologiques ou extra-

hématologiques.

Nous nous sommes aussi intéressés a décrire les toxicités sévéres en fonction du
risque de sur toxicité aprés fluoropyrimidine et non en fonction du type de test de
dépistage. Parmi nos 35 patients a risque de toxicités dont la dose de chimiothérapie

a pu étre adaptée initialement, seulement deux (5,7%) ont présenté une toxicité grave
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alors que deux patients sur les huit a risque de toxicité dont la dose de chimiothérapie
n'a pas été adaptée initialement ont présenté une toxicité sévere (20%). Pour les
patients sans risque identifié de toxicité grave et donc sans adaptation de dose initiale,
64 patients ont présenté une toxicité grave soit 13,5% de la population. Méme si
aucune conclusion ne peut étre tirée du fait de ces faibles effectifs, ces résultats sont
en faveur de l'adaptation de dose de fluoropyrimidine initiale chez les patients

présentant un phénotypage ou un génotypage anormal.

Henricks et al. dans leur étude prospective ont aussi comparé une population de
patients mutés DPYD, ayant donc eu une diminution de 25 ou de 50% de dose en
fonction du variant, a une population de patients non mutés. Mais malgré la diminution
de dose, les auteurs retrouvent tout de méme une toxicité séveére apres
fluoropyrimidine significativement plus importante dans le groupe de patients mutés.
La principale conclusion des auteurs au vu d’'un tel résultat est 'hypothése qu’une
diminution de dose de 25%, qui était proposée pour les patients porteurs des variants
c.1236G>A et c.2846A>T, ne serait pas suffisante pour diminuer significativement les
toxicités séveres. Cette hypothése ne semble pas étre retrouvée dans notre étude car
méme si une analyse statistique n’a pas été réalisée (du fait de nos faibles effectifs) il
n’existe pas de franche sur-toxicité chez nos patients mutés DPYD ayant bénéficié
d’adaptation de dose de fluoropyrimidine préalable au premier cycle de traitement et

selon les recommandations actuelles.

Une autre étude similaire a la notre est I'étude de Deenen. et al. Dans cette étude
portant sur 2038 patients ayant bénéficiés d’'une recherche du variant *2A avant
chimiothérapie a base de fluoropyrimidine entre 2007 et 2011, la mutation a été mise

en évidence chez 22 patients a I'état hétérozygote (1,1%) et chez aucun patient a I'état
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homozygote. L’auteur a mis en évidence une diminution significative des toxicités dans
le groupe muté ayant bénéficié d’'une adaptation de dose avant fluoropyrimidines en
comparaison au groupe contrdle de patients retrouvés dans la littérature et n’ayant pas
recu d’adaptation de dose préalable. En effet I'incidence des toxicités grade 3 et 4
semble réduite de maniére importante car elle est de 73% dans la cohorte historique
et de 28% dans le groupe de patient dont la dose a été adaptée au génotypage DPYD
*2A. Dans la population de l'auteur avec adaptation de dose, il n’y a pas eu de décés
toxique contre 10% dans la cohorte historique de patients mutés sans adaptation de
dose. Cette étude est importante car il s’agit de la premiere étude suggérant de
maniére prospective I'intérét de I'adaptation de dose initiale de fluoropyrimidine en
fonction du génotypage DPYD pour éviter au moins une partie des toxicités séveres
liées aux fluoropyrimidines. La encore l'incidence des toxicités sévéres reste élevée
apres I'adaptation de dose en comparaison a notre étude mais les toxicités ont été
recueillies sur une période plus importante avec suivi médian de 4 a 5 cycles de
chimiothérapie en fonction des groupes.

Au contraire, une troisiéme étude menée par Launay et al en 2017 a étudié I'adaptation
de dose de fluoropyrimidine initiale en se basant sur le rapport UH2/U et retrouve une
proportion bien moins importante de toxicité précoce sévére (85). Dans cette étude
218 patients ont été inclus et la toxicité aprés les deux premiers cycles de
chimiothérapie ainsi que la toxicité de I'ensemble des cycles du protocole ont été
recueillies. De maniére surprenante, I'auteur ne retrouve que 6% de toxicités sur les
deux premiers cycles chez les patients métaboliseurs extensifs (EM), et aucune
toxicité grave chez les patients déficitaires sur le phénotypage (PM) qui avaient donc
bénéficié d’'une adaptation antérieure de dose de fluoropyrimidine. Cette étude

comprend plusieurs biais avec des patients exclus car la preuve de la diminution de
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dose ou le rapport de toxicité n’avait pas été retrouvé. On retrouve aussi finalement
chez Launay et al. la problématique pré analytique que pose le phénotypage car parmi

les 218 patients inclus, 19 ratios UH2/U n’ont pas pu étre interprétés.

b. Toxicité en fonction de la chimiothérapie.
Nous avons effectué plusieurs analyses pour vérifier la validité interne de nos données
sur des facteurs objectifs comme la toxicité en fonction du protocole de chimiothérapie.
Nous avons ainsi étudié I'incidence des toxicités sévéres en séparant la population en
deux groupes, le groupe monochimiothérapie et le groupe polychimiothérapie. Sur le
critére de toxicité sévéres de tout type, nous n'avons pas pu mettre en évidence de
différence entre les deux groupes, en raison probablement du faible effectif de patients
dans le groupe monochimiothérapie (76 patients). Par contre en s’intéressant aux
toxicités extra hématologiques et malgré le manque d’effectif, nous avons mis en
évidence une différence significative entre les deux groupes avec un OR de 6,2 avec
un intervalle de confiance a 95% large (1, 02 a 255) et un p = 0, 048 ce qui démontre
une certaine cohérence dans notre recueil de données. Par contre nous n’avons pas
pu mettre en évidence de différence significative concernant le risque de toxicités
graves en fonction de la présence ou de I'absence de bolus de 5-FU dans le protocole
de chimiothérapie chez les patients de notre étude. Ceci va a 'encontre de certaines
données faisant état d’une surtoxicité au niveau hématologique des protocoles avec
5-FU en bolus seul comparé aux protocoles de 5-FU continu seuls (22). Néanmoins,
les données de toxicité et d’efficacité manquent sur ce sujet, surtout pour comparer
les protocoles de chimiothérapie avec 5-FU en continue comportant ou non un bolus

de 5-FU.
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IV.1.D. Modifications de dose et toxicités pour les patients avec variants rares

Dans notre étude, nous avons donc recueilli les informations cliniques de toxicité entre
les deux premiers cycles et les modifications de dose de chimiothérapie au deuxiéme
cycle chez les 11 patients porteurs d’'un variant rare, peu étudié, du géne DPYD. I
s’agit donc de données avec un intérét scientifique.
Parmi ces 11 patients, seul un d’entre eux n’a pas recu I'adaptation de dose proposée
par le laboratoire (diminution de dose de 25% de fluoropyrimidine chez un patient
présentant le variant double hétérozygote c.557A>G et c.3067C>A). Ce patient n’a
finalement pas nécessité de diminution de dose de au deuxiéme cycle et n’a pas
présenté de toxicité de grade 3 ou plus.

Parmiles 10 présentant un variant DPYD rare et ayant eu leur dose de fluoropyrimidine
adaptée dés le premier cycle, 6 patients ont présenté une toxicité de grade 3 ou 4
aprés le premier cycle et 5 patients ont nécessité une diminution de dose de
fluoropyrimidine au deuxiéme cycle. La cause des diminutions de dose est un report
de cure chez 4 patients (dont deux se sont aussi vu diminuer les doses de
fluoropyrimidine pour le deuxiéme cycle) et un arrét de traitement pour toxicité. La forte
incidence des modifications de chimiothérapie (50%) et des toxicités sévéres précoces
(60%) chez ces patients pose question. Par exemple deux patients sur les trois
présentant le variant c.496A>G (M166V) a I'état homozygote ont présenté des toxicités
sévéres avec la nécessité de diminuer la dose de fluoropyrimidine pour un patient et
I'arrét complet du protocole de chimiothérapie pour toxicité chez le deuxieme patient.
Or ce variant de DPYD, méme a I'état homozygote est supposé étre non délétere in
vitro et in vivo, plusieurs essais cliniques n’ayant pas retrouvé d’association de ce

variant avec les toxicités séveres aprés fluoropyrimidine (105) (106).
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IV.1.E. Modalités pratiques de réalisation des tests de dépistage

a. Délais des différents tests.
Dans les recommandations de I'INCa / HAS de décembre 2018, le respect d’un délai
de rendu de résultats inférieur a 7 a 10 jours est préconise. Un délai plus long pourrait
étre préjudiciable au patient d’aprés les auteurs. Selon les auteurs, le taux de résultats
rendus dans un délai supérieur a dix jours serait passé en France de 60% en 2016 a
17% en 2017. Nous nous sommes donc intéresseés, dans le cadre de I'évaluation des
pratiques dans nos six centres, au délai entre la prescription du test de recherche de
déficit en DPD et la date notée sur le compte rendu officiel du laboratoire du CHRU de
Lille ainsi qu'au délai entre la date sur le compte rendu et la premiére cure de
chimiothérapie. Il est important de préciser que la date sur le compte rendu des
résultats de recherche de DPD n’est pas forcément représentative de la date a laquelle
le clinicien demandeur de I'examen regoit I'information sur le statut DPD du patient
pour lequel il a demandé la recherche. Dans certains cas la transmission de ce résultat
pourrait étre plus longue. Le délai médian entre la prescription et la date du compte
rendu chez les patients dépistés par la technique d’intérét c’est-a-dire la méthode
combinée est de 12 jours, avec 50% des délais de rendu entre 10 et 14 jours. Pour la
technique de dosage de l'uracilémie actuellement recommandée en France, le délai
meédian entre prescription et compte rendu est de 8.5 jours, avec 50% des délais entre
6 et 12 jours. A la lumiére de ces résultats, le phénotypage répond donc aux attentes
des recommandations INCa/HAS de 2018. On peut tout de méme souligner qu’un
certain nombre de patients bénéficiant d’'un phénotypage seul sont tout de méme hors

délais, car pour 25% des patients, le délai de rendu est supérieur a 12 jours.
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Ces résultats sont aussi a mettre en perspective avec le délai entre la signature du
compte rendu par le biologiste et le premier cycle de chimiothérapie contenant une
fluoropyrimidine. En effet la médiane de délai est de 8 jours pour les patients ayant été
dépistés par méthode combinée et de 9,5 jours pour les patients ayant été dépistés
par phénotypage seul. Au total dans notre étude pour les patients dépistes, le délai
entre prescription de la recherche de déficit en DPD et le début de la chimiothérapie

varie entre 17 et 20 jours en médiane.

b. Influence de I'heure de recueil.
Comme cela est visible sur le tableau 31, nous retrouvons une tendance a la diminution
progressive de l'uracilémie en fonction de I'heure de la journée chez nos patients, avec
une uracilémie médiane de 7,10 ng/mL en tout début de journée (entre minuit et 8h)
et une uracilémie médiane de 5,05 ng/mL en fin de journée (entre 17h et minuit). Ces
résultats sont concordants avec les résultats retrouvés dans plusieurs études
s’intéressant a la question et qui concluent a une variabilité circadienne de I'activité de
la DPD (86) (13). Les recommandations de Henricks et son équipe, qui proposent de
doser l'uracile et le dihydrouracile entre 8 et 9h le matin nous semblent donc
raisonnables et permettraient d’éviter des potentiels faux négatifs dis a la réalisation
d’'une uracilémie trop tardive dans la journée. Nous ne nous sommes pas intéressés
au statut alimentaire des patients au moment de I'analyse mais il est a noter que
Hendricks et son équipe, apres avoir démontré la diminution significative de
l'uracilémie apres une prise alimentaire, recommandent aussi au patient d’étre a jeun

au moment du recueil DPD.
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IV.1.F. Evolution des pratiques de dépistage.

Le Graphique 1 présenté dans nos résultats permet d’apprécier I'évolution des
techniques de dépistage du déficit en DPD disponible lors de la premiére cure de
chimiothérapie avec le temps. On apprécie deux tendances. La premiére montre la
majoration importante de la proportion de patients dépistés avant primo prescription
de fluoropyrimidine dans nos 6 centres entre le mois suivant la publication des mises
a jour recommandations du GPCO-Unicancer et RNPGx et la fin de notre étude. La
deuxiéme est incompléte et montre un début de majoration sur les deux derniers mois
de l'étude de la proportion de phénotypage seul, suivant la publication des
recommandations de décembre 2018 de I'HAS et de I'INCa. Nous n’avons pas
retrouvé d’études, en France ou dans d’autres pays portant sur I'évolution de la
pratique des tests de dépistage du déficit en DPD en fonction du temps. Il estimportant
de rappeler que ces résultats ne décrivent que I'évolution des pratiques locales, a
I'échelle de 6 centres pratiquant I'oncologie, dans les départements du Nord et du Pas-
de-Calais et qu’ils ne peuvent pas s’extrapoler sur le reste de la France, la région

Hauts-de-France ou méme les départements du Nord et du Pas-de-Calais.

V.2 Limites et forces de I'étude :

La force de notre étude repose dans son caractére novateur car nous n’avons pas a
ce jour retrouvé dans la littérature d’essai clinique rétrospectif ou prospectif évaluant
le bénéfice du dépistage du déficit en DPD par séquengage complet de son géne.

Les caractéristiques de notre population sont relativement similaires a celles des

patients inclus dans d’autres essais étudiant le méme sujet et nous pensons que le
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critére de jugement principal utilisé est le plus objectif possible dans le cadre d’un
recueil de données rétrospectif.

Notre étude a permis de mettre en évidence des mutations rares du géne DPYD et
d’apporter des informations cliniques sur la tolérance clinique et biologique précoce
des patients mutés apres la premiére cure de chimiothérapie.

Notre étude apporte finalement des données sur I'état des lieux des pratiques cliniques
dans 6 centres pratiquant 'oncologie dans le Nord de la France.

Notre étude présente par contre plusieurs biais qui incitent a la prudence quant a
l'interprétation de nos résultats :

Un certain nombre de patients n'ont eu comme test de dépistage qu’un phénotypage
ou qu’un génotypage DPYD (respectivement 41 et 44 patients). Il existe donc une
proportion de patients présentant un risque de toxicité grave aux fluoropyrimidines qui
n’ont pas été dépistés. Cette donnée pourrait changer certains résultats de cette étude,
méme s’il s’agit probablement d’un faible effectif de patients.

Nous n’avons aussi pas récupéreé les doses exactes de fluoropyrimidines utilisées
dans les protocoles de chimiothérapie ainsi que les doses exactes des autres
molécules dans le cadre de protocoles de polychimiothérapie. Néanmoins nous avons
décrit le protocole de chimiothérapie précis utilisé pour chaque patient (dont les doses
sont standardisées par rapport a la surface corporelle) ainsi que la présence d’un bolus
de 5-FU pour chacun des patients avec peu de données manquantes pour cette
variable. Nous n’avons aussi pas intégré dans notre analyse les diminutions de dose
de fluoropyrimidine réalisées pour une autre cause que pour diminuer le risque de
toxicité sévére chez les patients présentant un génotypage ou un phénotypage DPD

anormal (exemple : diminution de dose initiale chez un patient avec comorbidités ou
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avec un état général altéré), ce qui peut représenter un biais pour l'interprétation des
résultats.

Nous avons décidé d’évaluer les toxicités précoces présentées par nos patients et
dans ce cadre nous n'avons étudié les toxicités qu’entre le premier et le deuxiéme
cycle de chimiothérapie et n’avons recueilli les modifications de doses qu’au deuxiéme
cycle de chimiothérapie et pas pour les cycles suivants. De nombreuses autres études
sur le sujet ont plutét évalué les toxicités sur la totalité du traitement et un certain
nombre ont étudié spécifiquement les toxicités précoces comme nous I'avons fait mais
en cumulant les données de toxicité apres quelques cycles initiaux cycles de
chimiothérapie (souvent les 2 premiers cycles).

De plus, il existe certaines limites de notre étude qui ne sont pas directement liées a
la maniére dont nous avons mené notre recueil de données et analysé nos résultats.

Il existe une limite technique du génotypage du gene DPYD par NGS réalisé au CHRU
de Lille qui est inhérente a cette méthode : elle ne met pas de mettre en évidence les
anomalies de structure des genes en général et donc du gene DPYD. Aussi, cette
technique ne recherche pas pour le moment les mutations introniques profondes, qui
peuvent parfois avoir une conséquence sur le fonctionnement de la protéine codée
(comme c’est le cas pour les patients présentant I'haplotype Hap B3). Il existe donc
tout de méme une possibilité de faux négatifs pour cette technique.

Pour finir, la diminution de dose de chimiothérapie représentée par le décalage d’un
cycle de chimiothérapie pouvait aussi étre le résultat d’'une toxicité autre que celle
d’'une fluoropyrimidine, nos patients étant traités pour la grande majorité par
polychimiothérapie.

Pour aller plus loin, nous n’avons pas non plus inclus, comme a pu le faire Henricks et

al, I'analyse de l'efficacité de la chimiothérapie sur le plan oncologique chez la
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population de patients a risque de toxicité sévére ayant regu une diminution initiale de
dose de chimiothérapie. Ce facteur a été par exemple analysé par Launay et al. et
'auteur ne retrouve pas de différence en terme de réponse radiologique entre les
populations avec un rapport UH2/U anormal dont la dose a été diminuée et la
population avec un ratio UH2/U normal dont la dose n’a pas été diminuée (85).

Finalement, nous n’avons pas réalise comme Deenen et al. a pu le faire, d’analyse du
rapport colt-efficacité de la méthode de dépistage du déficit en DPD. Ce dernier a pu
prouver l'intérét sur le plan économique du dépistage seul du variant *2A, pourtant
relativement peu fréquent, chez tous les patients débutant un traitement par
chimiothérapie comprenant une fluoropyrimidine. Selon 'auteur, une économie de 44
euros par patient est faite en réalisant un dépistage du variant *2A, et donc en évitant
la toxicité des fluoropyrimidines dans cette situation. Ce chiffre pourrait étre bien plus
élevé en cas de dépistage de l'intégralité des variants délétéres de DPYD comme |l

est possible avec le séquengage complet du géne.

V Conclusion

Dans un contexte de ou la connaissance de la pharmacologie des différents
médicaments utilisés en médecine et notamment en oncologie se précise de plus en
plus, la question d’identifier précocement des groupes de patients a risque d’effet

indésirables graves se justifie.

Dans le cadre des fluoropyrimidines, les données de la littérature des 40 derniéres

années ont montré I'existence d’un pourcentage significatif de patients a risque de
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toxicité grave aprés fluoropyrimidine, mais aussi la possibilité d’en identifier au moins
une partie avec des tests phénotypiques ou génotypiques bien décrits. Ces données
ainsi que la large utilisation des fluoropyrimidines dans le monde et en France, fait de
cette problématique un enjeu de santé publique. Certains obstacles techniques ainsi
que la difficulté de démontrer avec un haut niveau de preuve la capacité de ces tests
a dépister efficacement les patients a risque de toxicité sévere aprés fluoropyrimidines
pose encore de nombreuses questions. De plus un certain nombre de ces tests n’ont
pas encore la sensibilité et/ou la spécificité rendant possible leur mise en place dans
le cadre d’'un dépistage de masse. A ce jour a notre connaissance, aucun pays hormis
la France n'impose de test de dépistage pour identifier les patients a risque de toxicité

seéveére sous fluoropyrimidine.

L’'uracilémie a été retenue en France comme un test obligatoire avant la prescription
d’'une fluoropyrimidine mais cette méthode de dépistage indirecte semble avoir une
sensibilité et une spécificité tres médiocre pour l'identification des patients a risque de
toxicité grave aprés de telles chimiothérapies. C’est dans ce contexte, afin d’étudier
'apport d’'une technique innovante de génotypage complet du géne DPYD, que s’est
déroulée notre étude, avec I'hypothése de voir dans la population ayant bénéficié d’un
test combiné (génoypage complet et phénotypage), une réduction significative de

toxicité chimio induite mais aussi de diminution secondaire de dose de chimiothérapie.

Dans cette étude, rétrospective, portant sur 597 patients, nous n’avons pas pu montrer
de bénéfice significatif d’'un dépistage du déficit en DPD, quel qu’en soit la méthode,
sur la modification secondaire de dose de fluoropyrimidines, ni sur la toxicité grave
précoce entre le premier et deuxieme cycle de chimiothérapie. Notre population

dépistée a pu étre comparée a une cohorte de patients dont la dose initiale de
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fluoropyrimidine n’avait pas été adaptée sur les résultats d’'un test de dépistage.
L’absence de différence de toxicité et de modification précoce de dose de
chimiothérapie entre les groupes de patients peut étre expliquée par plusieurs biais,
certains conditionnés par le type de travail scientifique réalisé, d’autres par le sujet

étudié lui-méme et qui sont décrits dans la partie discussion de ce manuscrit.

L’étude du sous-groupe des patients déficitaires identifies met néanmoins en avant
plusieurs signaux en faveur d’'un dépistage précoce du déficit en DPD avec adaptation
des doses de fluoropyrimidines aux résultats dés le premier cycle. Notre étude
confirme aussi une mauvaise concordance entre les tests phénotypiques et les tests
génotypiques, qui nous paraissent donc plutdét complémentaires qu’échangeables
pour dépister le plus de patients a risque de toxicité sévére possible. L’intérét du
dépistage combiné du déficit en DPD associant une uracilémie et le séquencgage
complet du géne DPYD reste donc une technique prometteuse qui nécessiterait d’étre
validée de maniere plus robuste dans un contexte d’essai prospectif. Cette étude nous
a permis aussi d’apporter des données cliniques et biologiques de tolérance aprés
fluoropyrimidine chez des patients porteurs de variants rares du géne DPYD, identifies
grace a la technique de séquengage complet. Ces derniers n’auraient pas été identifiés
en cas de dépistage par uracilémie seule ou par génotypage réalisé sur les seuls

quatre variants habituels.

Finalement, comme le souligne d’autres articles dans la littérature scientifique, d’autres
pistes doivent étre étudiées afin d’'améliorer la sensibilité et la spécificité des test pré-
thérapeutiques pour identifier les patients a risque de toxicité sévére aprés
fluoropyrimidines. Dans le cadre d’'un dépistage de masse, il semble aussi obligatoire

de prendre en compte la faisabilité mais aussi le cout global de ces techniques. Un
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test phénotypique indirect comme le dosage de 'uracilémie sanguine aprés ingestion
d’'une dose charge d’uracile peut sembler une méthode intéressante pour augmenter
la sensibilité de ce test, d’autant plus que l'uracilémie est maintenant remboursée par

la sécurité sociale et sa réalisation est possible dans la plupart des laboratoires

francgais.
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107 : Recherche de déficit en dihydropyrimidine déshydrogenase en vue de prévenir certaines
toxicités séveres survenant sous traitement comportant des fluoropyrimidines (5-fluorouracile),
Recommandations et référentiels, INCa, HAS, décembre 2018.
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Dépistage du déficit en dihydropyrimidinedehydrogénase (DPD) et

sécurisation des chimiothérapies a base de 5FU (fluorouracile®) ou

de capécitabine (Xéloda®)

I- Problématique

Le 5FU et son analogue, la capécitabine (prodrogue utilisée sous forme orale) sont deux
fluoropyrimidines largement prescrites dans la prise en charge thérapeutique d’un grand
nombre de tumeurs solides (cancers digestifs, sein, ORL).

En France, on estime qu’environ 100 000 nouveaux patients par an regoivent une
fluoropyrimidine dans le cadre de leur traitement anticancéreux (Source INCa 2012).

Le 5FU et la capécitabine induisent des toxicités sévéres de grade 3-4 chez 10% a 30% des
patients et des toxicités létales chez 0,3 a 2% des patients, selon les protocoles (Tsalic 2003).
La clairance d’élimination du 5FU est majoritairement sous la dépendance d’une enzyme, la
dihydropyrimidine deshydrogénase (DPD) qui transforme le 5FU en dihydro-5FU inactif. On
estime qu’aprés administration de 5FU, 90% de la dose sont dégradés au niveau hépatique
par la DPD.

L'activité DPD est extrémement variable. Cette variabilité inter-individuelle s’explique en
partie par des facteurs génétiques. Ainsi, toute diminution importante de I’activité DPD va se
traduire, chez un patient recevant une dose standard de fluoropyrimidine, par un surdosage
pouvant entrainer des toxicités, notamment hématologiques et digestives. Si les déficits
complets en DPD sont relativement rares (0,1 a 0,5% dans la population générale), les
déficits partiels sont retrouvés chez 3% a 10% des patients, selon les études publiées sur des
populations Caucasiennes.

Le déficit en DPD d’origine génétique est, depuis 30 ans, identifié comme un facteur de
risque de toxicités potentiellement mortelles chez un patient déficitaire traité par 5FU a dose
standard (Tuchman 1985). Le déficit en DPD a également été associé a un risque de
surtoxicités séveres ou mortelles sous capécitabine (Mercier 2007).

En France, le Résumé des Caractéristiques du Produit de la capécitabine inclut une contre-
indication « en cas de déficit connu en DPD », et celle du 5FU mentionne une mise en garde
en cas de déficit en DPD, sans expliciter comment le statut déficitaire doit étre recherché.

A ce jour, il n'existe pas de recommandation formelle émanant de sociétés savantes
médicales sur le dépistage du déficit en DPD chez les patients devant recevoir un traitement
a base de fluoropyrimidines. Des recommandations ont cependant été publiées par des
sociétés savantes de pharmacologie (Swen 2011, Caudle 2013, Henricks 2015).

Il n"existe pas de recommandation de la part des autorités sanitaires et réglementaires au
niveau national ou européen. Le gene DPYD est toutefois listé par la F.D.A. nord-américaine
comme un biomarqueur validé pour la capécitabine et le 5FU (Table of Pharmacogenomic
Biomarkers in Drug Labeling, FDA website).

Une récente étude hollandaise a validé cliniquement les recommandations d’adaptation des
fluoropyrimidines en fonction du génotype du variant *2A et a également montré I'intérét
médico-économique du dépistage pré-thérapeutique de ce variant (Deenen 2015).
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II- Recommandations du groupe GPCO-Unicancer et du RNPGx

Sur la base des éléments bibliographiques et des pratiques actuelles développées en France (voir
Annexe jointe), le groupe GPCO-Unicancer et le réseau RNPGx préconisent les recommandations
suivantes pour assurer la sécurisation des traitements anticancéreux a base de fluoropyrimidines :

1. Effectuer un dépistage du déficit en DPD avant la mise en route d’un traitement a base de
5FU ou de capécitabine, tout particulierement chez les patients a risque élevé de toxicité
(protocoles utilisant I"administration de bolus ou de fortes doses, toxicité aux
fluoropyrimidines rapportée chez un membre de la famille, comorbidités ou fragilité
particuliére) ou en situation adjuvante. La présence a proximité d’un laboratoire effectuant
le test est clairement en faveur d’une recherche systématique du déficit en DPD, quelle que
soit I'approche méthodologique utilisée.

2. Ll'analyse du phénotype DPD par le dosage du dihydrouracile et de I'uracile plasmatique
(calcul du rapport dihydro-uracile/uracile) et/ou la recherche des 3 variants *2A, D949V,
I1560S sur le géne DPYD sont les stratégies recommandées par le GPCO-Unicancer et par le
RNPGx en raison de leur complémentarité sur les aspects de spécificité et sensibilité, ainsi
que de leur facilité d’acces et de réalisation analytique. Ces techniques de screening
présentent des caractéristiques techniques les rendant aisément implantables dans un
maximum de laboratoires de biologie médicale dans la perspective d'une généralisation du
dépistage du déficit en DPD chez tous les patients éligibles pour une chimiothérapie a base
de 5FU ou de capécitabine.

3. En cas de déficit total (patient avec un phénotype de métaboliseur nul ou patient porteur de
2 alleles mutés parmi les variants *2A, D949V, 1560S), une contre-indication de la
fluoropyrimidine est préconisée.

4. En cas de déficit partiel (patient avec un phénotype partiellement déficient ou patient
hétérozygote porteur d’un allele *2A, D949V, ou 1560S), une réduction de posologie de 25 a
50% doit étre proposée a la premiére cure, en fonction des autres parametres cliniques (age,
état général, comorbidités, protocoles suivis). Lorsque ce déficit est objectivé par une
approche phénotypique, la réduction de dose doit également étre discutée en fonction de la
profondeur du déficit. Pour les cures suivantes, un ajustement progressif de la dose en
fonction de la tolérance doit étre envisagé.
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11l- ANNEXES

1) Approches de dépistage du déficit en DPD et performance des tests

L’enzyme DPD est codée par un géne (DPYD) notoirement polymorphe, plusieurs centaines
de mutations ayant été décrites jusqu’a présent. Parmi elles, seule une minorité de
mutations, peu fréquentes, est associée a un déficit enzymatique en DPD pouvant expliquer
la survenue de toxicités précoces séveres sous fluoropyrimidines (Offer 2014).

A ce jour, 3 mutations consensuelles (variants *2A (c.1905+1G>A), D949V (c.2846A>T) et
1560S) sont reconnues comme significativement associées a un risque de surtoxicité sous
fluoropyrimidines (Caudle 2013). Dans I'étude la plus compléte réalisée a ce jour (2594
cancers colorectaux évaluables), les auteurs ont conclu que la présence d’un alléle muté
DPYD*2A ou D949V était prédictive de la toxicité sous 5FU (Lee 2014). L'influence des
variants*2A, D949V, 1560S et HapB3 (pris individuellement) sur la toxicité sévere liée aux
fluoropyrimidines a été confirmée dans deux méta-analyses (Terrazino 2013, Meulendjiks
2015), bien que linfluence de HapB3 n’ait pas été confirmée dans une large étude
monocentrique récente conduite sur 1228 patients (Lee 2016).

Seuls 4 a 5% des Caucasiens sont porteurs d’'une des 3 mutations consensuelles. En
conséquence, la sensibilité d’'un dépistage du déficit en DPD basé sur ces 3 mutations reste
peu élevée (entre 5% et 40% des patients avec toxicité grade 3-4 portent une des 3
mutations). Le fait de ne pas étre porteur d’une mutation ne garantit donc pas une bonne
tolérance. En revanche, la spécificité du dépistage par une approche de génotypage est trés
élevée, >90% (Boisdron-Celle 2007, Saif 2013, Milano 2013, Lee 2014).

Parallelement au génotypage, différentes approches fonctionnelles de phénotypage de la
DPD ont été développées: dosage de I'activité DPD lymphocytaire (Etienne 1994), dosage du
rapport métabolique dihydrouracile/uracile (UH2/U) physiologique dans le plasma (Boisdron-
Celle 2007, Ciccolini 2010, Coudoré 2012, Thomas 2016), dosage de I'uracile plasmatique seul
(Meulendijks 2016), ou tests basés sur I'ingestion d’'une dose-test d’uracile et mesure du
ratio UH2/U (Carlsson 2014, Van Staveren 2016 ).

L’approche phénotypique la plus fréquemment utilisée en France aujourd’hui est la mesure
du rapport UH2/U plasmatique, en raison de sa relative simplicité par rapport a la mesure de
I'activité DPD au niveau lymphocytaire. Sur la base de cette approche, une étude
rétrospective frangaise conduite chez des patients ayant présenté des toxicités séveres ou
létales sous 5FU ou capécitabine a montré que 71% des toxicités séveres (57/80) et 80% des
déces toxiques (4/5) étaient associés a un déficit en DPD identifiés par le rapport UH2/U,
alors que la recherche limitée au variant DPYD *2A ne permettait pas de retrouver ce
résultat. Le design de I'étude n’a toutefois pas permis d’évaluer la spécificité de cette
approche (Ciccolini 2006). Une étude prospective du groupe GPCO conduite chez 286
patientes avec cancer du sein métastatique a montré que l'uracilémie plasmatique était
prédictive de la toxicité sévere a la capécitabine (Milano 2013).

Une alternative aux approches précédentes est d’administrer une dose test de 5FU (dose
réduite) et de calculer les parametres pharmacocinétiques individuels permettant d’identifier
les patients déficitaires et d’ajuster la dose thérapeutique (Gamelin 2008, Bocci G 2006).
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Au total, les performances des approches de phénotypage de la DPD sont peu documentées

(aucune méta-analyse dans la littérature), de méme que les approches combinant
phénotypage et génotypage. Il n’existe pas actuellement de consensus national ou
international sur la stratégie optimale du dépistage du déficit en DPD (phénotypage et/ou
génotypage, nature du phénotypage, suivi thérapeutique pharmacologique). Un programme
de recherche national « FUSAFE » financé par I'INCa (PHRC 2014) coordonné par le GPCO-
Unicancer et le Réseau National de Pharmacogénétique (RNPGx), visant notamment a
clarifier les performances des différentes stratégies actuelles de dépistage du déficit en DPD
a travers des méta-analyses sur données individuelles, est actuellement en cours (25 études
sélectionnées totalisant plus de 10 000 patients).

2) Le dépistage du déficit en DPD en pratique en France

Le programme national FUSAFE, a travers une enquéte nationale de recensement des
pratiques, permettra entre autre de faire un état des lieux exhaustif des laboratoires frangais
proposant ces tests.

De nombreux centres hospitalo-universitaires et centres anticancéreux frangais proposent et
réalisent depuis plusieurs années le dépistage pré-thérapeutique du déficit en DPD. A ce jour,
une douzaine de laboratoires publics répartis sur le territoire national réalisent ainsi la
recherche du déficit en DPD, soit prospectivement avant I'initiation du traitement, soit en cas
de survenue d’effets secondaires graves sous fluoropyrimidines. Le rendu du résultat se fait
entre 4 et 15 jours, selon les centres.

Le génotypage de la DPYD est soumis aux contraintes définies par la DGOS pour la réalisation
d’un test génétique: agrément par I’Agence de la Biomédecine du laboratoire et des
praticiens réalisant le test, accord signé du patient (consentement spécifique pour analyse
génétique constitutionnelle). Cette analyse sur prélevement sanguin peut étre réalisée par
n‘importe quelle technique de biologie moléculaire conventionnelle. Le colt d’un
génotypage (mutations consensuelles en premiére intention) par patient s’éléve a 110 euros
(BHN 410). En deuxiéme intention, un nombre limité de laboratoires frangais propose une
recherche exhaustive des altérations de I'ensemble du gene DPYD

Le phénotypage est essentiellement réalisé en France par le dosage plasmatique du rapport
UH2/U. Cette analyse peut étre réalisée dans tout laboratoire de biologie médicale disposant
d’équipement HPLC ou UPLC (avec détection UV ou MS/MS). Le colit de ce phénotypage est
de 40 euros (BHN 150).

Le suivi thérapeutique pharmacologique du 5FU (dosage plasmatique du 5FU) peut étre
réalisé par une technique chromatographique (HPLC ou UPLC avec détection UV ou MS/MS)
ou encore par une technique d'immunodosage récemment commercialisée et plus adaptée a
une routine hospitaliére. Le cot d’un tel dosage s’éléve a 35 euros (B 150).

Les stratégies décrites dans la littérature (génotypage, phénotypage) sont entierement libres
de droit et peuvent étre implantées dans tout laboratoire disposant des agréments
nécessaires.
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3) Déficit en DPD et propositions d’adaptation des doses de fluoropyrimidines

Il est admis que I'existence d’un déficit en DPD chez un patient, indépendamment de la
stratégie utilisée pour le mettre en évidence (génotypage, phénotypage, test-dose), doit
s’accompagner d’une réduction de posologie pour le 5FU ou la capécitabine.

Des propositions de réduction de dose des fluoropyrimidines en fonction du génotype DPYD,
incluant les 3 variants *2A, D949V et I1560S, ont été émises par le groupe de travail en
pharmacogénétique de la Royal Dutch Association for the Advancement of Pharmacy en
2011 (Swen 2011) ainsi que par le Consortium International pour I'implantation de la
pharmacogénétique en pratique clinique (CPIC) en 2013 (Caudle 2013). Ces propositions
préconisent une contre-indication formelle du 5FU ou de la capécitabine chez les patients
présentant un génotype DPYD homozygote muté (déficit complet), et I'administration d’une
dose réduite de 50% chez les patients porteurs d’un seul variant délétéere (génotype
hétérozygote, déficit partiel en activité enzymatique) suivi d’'une augmentation progressive
de la posologie en fonction de la tolérance.

Le méme groupe de travail hollandais (Henricks 2015) a récemment mis a jour ses
recommandations en proposant un score d’activité DPD basé sur le génotypage des 3
variants consensuels, plus I'Haplotype B3, et en proposant 5 niveaux de recommandation en
fonction de ce score (100% dose, 75% dose, 50% dose, 25% dose, contre-indication). Ce score
n’a cependant pas encore fait I'objet d’une validation clinique prospective.

A ce jour, une seule étude clinique prospective a validé I'adaptation de dose guidée par le
génotypage du variant*2A (250% de réduction chez patients hétérozygotes) au plan de la
tolérance (Deenen 2016). Dans cette étude, seuls 4 patients sur les 18 patients hétérozygotes
ayant regu une dose réduite, étaient évaluables pour la réponse.

En France, deux études prospectives monocentriques chez des patients atteints de cancers
ORL (Yang 2011) et digestifs (Launay 2015) ont montré qu’une réduction de posologie du 5FU
sur la base d’un abaque géométrique par rapport a la valeur du ratio UH2/U permettait de
réduire I'incidence des toxicités chimio-induites par ce médicament, tout en maintenant une
efficacité comparable a celle observée chez les patients non déficients traités par une
posologie standard en 5FU.
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'Annexe 2: Note d’information de la direction générale de la santé en avril 2019.

Lidooss s Boallié > Foarooté

REFURLIQEE FRANCARY

Ministére des solidarités et de la santé

12 KR, 2018
Direction générale de la santé
Sous-direction politique des produits de santé at Le directeur général de la santé
qualité des pratiques et des soins La directrice générale de I'offre de soins

a
Direction générale de I'offre de soins

S decion d." pilotage de o8 o iy Mesdames et Messieurs les directeurs généraux
des acteurs de 'offre de soins

Bureau qualitd ot sécurlté des soins des agences régionales de santé (pour diffusion)

Eliane Masliki/ Sylvie Renard Dubois Mesdames et Messieurs les directeurs des

Tel 01 4056 77 43 élablissements de santé disposant d'activités
autorisées a la cancérologie (pour mise en cauvre)

Monsieur le directeur général de la caisse nationale
d'assurance maladie (pour information)

Monsieur le directeur général de la caisse centrale
de la mutualité sociale agricole (pour information)
Monsieur le directeur général de I'Union nationale
des caisses d'assurance maladie (pour information)

NOTE D'INFORMATION N° DGS /PP2/DGOS/PF2/PF4 du 19 mars 2019 relative & la nécessité de
mesurer l'uracilémie, chez les patients dont l'activité en DPD n'es! pas connue, avant tout
traitement par des fluoropyrimidines (5 FU, capécitabine),

Inscrit pour information a I'ordre du jour du CNP du 19 mars 2019 -N * 21
Publiée au BO : non
Déposée sur le site circulaire.legifrance.gouv.fr : non

Catégorie : Directives adressées par le ministre aux services chargés de leur application, sous
réserve, le cas échéant, de l'examen particulier des situations individuelles.

Résumé :

En février 2018, I'Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM)
a préconisé la recherche systématique d'un déficit en dihydropyridine deshydrogenase (DPD)
pour tout patient concemé par une chimiothérapie intégrant une fluoropyrimidine afin d'éviter
certaines toxicités trés graves chez des patients déficitaires en DPD, enzyme qui contribue a
I'élimination par l'organisme de ces médicaments.

L'Institut national du cancer (INCa) et la Haute Autorité de santé (HAS) ont publié des
recommandations sur les modalités de recherche de ca déficit en enzyme DPD, dans le cadre
de chimiothérapies comportant une fluoropyrimidine. En pratique, depuis le 18 décembre 2018,
I'INCA et la HAS recommandent la mesure de l'uracilémie. Cependant la prise en compte de
ces recommandations semble variable et hétérogéne selon les établissements de santé.

Les ARS sont donc solficitées pour relayer cetle information et proposer des mesures concrétes
a4 metire en ceuvre dans les services utilisateurs des fluoropyrimidines (5-FU et capécitabine).
Ces informations concernent les prescripteurs de 5-FU et de capécitabine (oncologues,
cancérologues et hématologues), les biologistes meédicaux, les pharmaciens de PUI el les
infirmiers chargés de l'administration de ces médicaments.
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L'’ARS informera également les pharmaciens d'officines, ou la capécitabine peut étre dispensée,
des mesures qui leur sont applicables.

Mots-clés : uracilémie — déficit DPD — phénotypage — 5-Fluorouracile — capécitabine —
fluoropyrimidines - oncologues — cancérologues - hématologues — pharmaciens — infirmiers —
biologistes médicaux

Textes de référence :

- Décision n°2018.0214/DC/SEAP du 28 novembre 2018 du college de la HAS adoptant le
rapport intitulé « Recommandations dédiées a la réalisation d’une recherche de déficit en
dihydropyrimidine déshydrogénase en vue de prévenir certaines toxicités sévéres
survenant sous traitement comportant des fluoropyrimidines (5-fluorouracile ou
capécitabine) »

~ Avis n°2018.0053/AC/SEAP du 28 novembre 2018 du college de la HAS relatif a
l'inscription sur la LAP mentionnée a larticle L. 162-1-7 du CSS de méthodes de
recherche d'un déficit en dihydropyrimidine deshydrogénase

Annexes :

ANNEXE 1 - Fiche synthétique INCa/HAS
ANNEXE 2 - Listes des médicaments concernés

Diffusion : ARS aux établissements de santé et officines de pharmacie

1. Contexte

Chaque année en France, pres de 80 000 personnes atteintes d'un cancer — principalement
digestif, du sein ou ORL — sont traitées par une chimiothérapie a base de fluoropyrimidines - 5-
fluorouracile dit 5-FU ou capécitabine (Xeloda® et génériques) - médicaments utilisés seuls ou en
combinaison avec d'autres anticancéreux.

Les fluoropyrimidines peuvent entrainer des toxicités sévéres chez 1 patient sur 5, voire des
déces (entre 1 patient sur 100 et 1 patient sur 1000). Une partie de ces toxicités est liée a un
déficit d'activité de la principale enzyme permettant I'élimination de ces médicaments, appelée
dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD). Celui-ci peut étre partiel (3 a 5 % des patients) ou total
(entre 0,01 % et 0,5 % des patients).

Pour éviter certaines de ces toxicités, TANSM s’est prononcée en février 2018 en faveur de la
recherche systématique de ce déficit chez tous les patients devant recevoir une chimiothérapie
utilisant les fluoropyrimidines.

Pour compléter cette premiére décision, I'INCa et la HAS ont réalisé un travail d'évaluation des
examens sanguins disponibles et publié des recommandations sur I'examen a réaliser et sur la
conduite thérapeutique a tenir en fonction des résultats du patient. A ce jour, I'examen le plus a
méme de répondre a ces objectifs est la mesure de I'uracilémie, concentration plasmatique de
I'uracile.

Dans ce contexte et dans I'attente d’une évolution éventuelle du résumé des caractéristiques du
produit (RCP) et notamment des conditions de prescription et de dispensation (CPD) des
spécialités concernées, il convient que I'ensemble des dispositions contribuant a la mise en
ceuvre de ces recommandations soient prises dans les meilleurs délais et que les professionnels
de santé soient informés en conséquence.
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2. Prise en charge financiére de I'uracilémie

Le dosage de l'uracile plasmatique n'est a ce jour pas inscrit a la Nomenclature des actes de
biologie médicale (NABM). Son inscription devrait étre effective a la fin du premier semestre 2019.
Dans cette attente, la mesure de I'uracilémie’ est inscrite sur la liste complémentaire des actes
hors nomenclature de biologie médicale et d'anatomopathologie et peut a ce titre étre financée de
fagon dérogatoire pour les patients hospitalisés et en actes et consultations externes (ACE). Si le
patient est assuré social, aucune facture ne doit Iui étre adressée. Pour les dosages réalisés sur
prescription d'un praticien de ville, il n'y a a ce jour pas de financement dérogatoire prévu.

3. Amélioration des pratiques professionnelles

La recherche d’'un déficit en DPD par mesure d’uracilémie doit étre réalisée une fois chez tous les
patients dont I'activité en DPD n’est pas connue. Il s'agira donc d'effectuer cette mesure chez tous
les nouveaux patients avant instauration d’une premiére chimiothérapie comportant une
fluoropyrimidine et chez tous les patients ayant déja été traités par fluoropyrimidine mais chez
lesquels une recherche de déficit en DPD n’a jamais été entreprise.

Une absence de déficit en DPD ne signifie pas que le patient soit préservé de toutes toxicités
séveres lors d'une cure de chimiothérapie. En effet, les fluoropyrimidines, ainsi que les
médicaments qui leur sont associés pendant les cures, peuvent provoquer des effets indésirables
indépendamment de I'activité de I'enzyme DPD.

Par conséquent, la surveillance des cures de chimiothérapie et le suivi des patients doivent étre
effectués avec un niveau de vigilance maintenu, quels que soient les résultats de la mesure de
I'uracilémie.

La prescription et la délivrance et Iadministration d’une fluoropyrimidine sont
subordonnées a I'obtention du résultat de la recherche d’un déficit en DPD par mesure de
'uracilémie. Le prescripteur mentionne sur la prescription qu’il a tenu compte du résultat
de ce dosage.

Nous vous prions de bien vouloir informer les professionnels de santé concernés: les
prescripteurs (oncologues, cancérologues et hématologues), les biologistes médicaux, les
pharmaciens et les infirmiers (chargés de I'administration de ces médicaments) afin que chacun
en ce qui le concerne mette en place les dispositions suivantes :

1. Prévoir dans les réunions de concertation pluridisciplinaire (RCP), l'intégration du dosage de
l'uracilémie afin de définir la conduite a tenir et la prise en charge thérapeutique (protocole,
posologies etc..). Le résultat devra étre enregistré dans le dossier du patient afin qu'il puisse
étre pris en compte tout au long de la prise en charge du patient, y compris lors des
changements de protocoles thérapeutiques. Dans I'attente de l'inscription de cette analyse a
la nomenclature, il conviendra également de préciser les modalités de financement
dérogatoire de cet acte dans chacune des structures de prise en charge des patients.

' « Dosage de Iactivité de la dihydropyridine deshydrogenase par une méthode chromatographique pour ajustement
d’un traitement par fluoropyrimidines (ex : 5-fluorouracile) »
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2. Actualiser les protocoles de chimiothérapies des services utilisateurs de fluoropyrimidines (5-
FU et capécitabine) en y intégrant la nécessité de réaliser une uracilémie chez tous les
patients dont le déficit en DPD n’est pas connu.

3. Respecter les conditions pré-analytiques et la technique de dosages recommandées telles
qu’elles sont mentionnées dans la fiche de synthése en annexe 1.

4. Inscrire systématiquement la mention « résultats uracilémie pris _en compte», sur la
prescription de 5 FU ou de capécitabine, lorsque cest le cas. Cette mention facilitera le
contréle effectué par le pharmacien (hospitalier ou d’officine) en vue de la dispensation et par
I'infirmier au moment de I'administration, lorsque l'intervention de celui-ci est requise.

5. Informer le patient que la mesure de 'uracilémie est faite a partir d'une prise de sang qui doit
étre réalisée rapidement afin que les résultats parviennent au clinicien au plus tard dans les 7

a 10 jours.

6. Veérifier, lors de la dispensation des médicaments contenant du 5-FU ou de la capécitabine
que la mesure de |'uracilémie a été réalisée et que les résultats ont été pris en compte par le

prescripteur.

7. Vérifier, avant d’administrer un traitement par 5-FU ou par capécitabine, qu'une mesure de
l'uracilémie a été réalisée et que les résultats ont été pris en compte par le prescripteur.

Nous vous remercions de bien vouloir nous informer de toutes difficultés que vous rencontreriez dans
la diffusion de cette note d'information.

La directrice générale de I'offre de soins Le directeur général de la santé
7
Cécile COURREGES Pr. e SALOMON
4

161



Annexe 3: consentement en vue d'un examen génétique a des fins médicales demandé pour un
génotypage DPD au CHRU de Lille

Pole de Biologie Pathologie Génétique — Laboratoire du CHRU de Lille- CS70001 - 59037 Lille CEDEX V.15-06.2015

CONSENTEMENT EN VUE D’UN EXAMEN DES CARACTERISTIQUES GENETIQUES A DES FINS MEDICALES ET LA
CONSERVATION DES ECHANTILLONS DANS UNE BANQUE D’ADN OU UN CENTRE DE RESSOURCES BIOLOGIQUES

IDENTIFICATION DU PATIENT IDENTITE DU REPRESENTANT LEGAL
NOM Lo O Titulaire de I’autorité parentale O Tuteur
Prénom i ..o
Nom de jeune fille : L INOM
Date de NAISSANCE © . oveeeeee oo, Prénom : ...
Date de naissance : ...........cocveuiiiiiiiiiiiiiii
Je soussigné(e), Mme, Mr .........ccovvevininiininnn.. déclare avoir bénéficié d’une consultation auprés duDr ...........ooeoiiiiiiiniinn.

et avoir été informé(e) de la nature des examens des caractéristiques génétiques qui seront réalisés :
O Chez moi-méme

O Chez mon enfant mineur ou la personne dont je suis tuteur : NOM.............ccooeeviiniinnn. Prénom: ...

Les examens génétiques demandés concernent la maladie (ou groupe de maladies) suivante(s):

Je reconnais avoir regu I’ensemble des informations me permettant la compréhension des conditions de réalisation, des limites et
de la finalité de cet acte biologique et des conséquences des résultats pour moi-méme, mon enfant mineur ou la personne dont je suis
tuteur et éventuellement la famille.

Je donne mon consentement pour la réalisation de ces analyses mais a tout moment, je peux demander que 1’étude génétique
soit interrompue ou que les résultats ne me soient pas communiqués.

J’autorise le recueil, la saisie et le traitement informatique des données médicales nécessaires a cet examen.

J’autorise la conservation au laboratoire du matériel biologique issu du prélévement mais a tout moment, je peux en demander la
destruction. Dans ce cas, j’en informerai le médecin désigné ci-dessus.

Le résultat est confidentiel. Il me sera rendu et expliqué en consultation par le médecin qui 1'a prescrit.

J’ai compris que si une anomalie génétique responsable d’une prédisposition ou d’une affection grave était mise en évidence, je
devrai permettre la transmission de cette information aux apparentés potentiellement concernés. J’ai été averti que mon silence
pouvait leur faire courir des risques ainsi qu’a leur descendance, dés lors que des mesures de prévention, y compris de conseil
génétique ou de soins peuvent étre proposées. Ainsi, lors du rendu de résultat, je devrai choisir entre : 1) Assurer moi-méme la
diffusion de I’information 2) Autoriser le médecin prescripteur a diffuser ’information génétique aux membres de la famille
potentiellement concernés.

J’accepte, si mes résultats, ceux de mon enfant mineur ou de la personne dont je suis tuteur apparaissaient [0 OUI OO NON
médicalement essentiels pour les apparentés, qu’ils puissent étre utilisés dans leur intérét, y compris aprés
mon déces, celui de mon enfant mineur ou la personne dont je suis tuteur.

J’accepte, si le diagnostic restait en suspens, I'utilisation ultérieure des échantillons biologiques pour O OUI 0O NON
d’autres analyses génétiques a visée diagnostique en fonction des progrés et des connaissances.

Au cas ou I’analyse réalisée révelerait une caractéristique génétique sans lien avec la raison pour laquelle elle [0 QUI [0 NON
est prescrite, je souhaite en étre informé, si en 1’état actuel des connaissances, ces résultats peuvent avoir une
conséquence pour ma santé, celle de mon enfant mineur ou la personne dont je suis tuteur.

J’autorise le stockage et 'utilisation pour la recherche scientifique, du prélévement apres la réalisation des O OUI O NON
analyses a visée diagnostique, sans que 1’on doive me recontacter.

Faita ..o le o, SIGNATURE du patient ou de son représentant 1égal

ATTESTATION DE CONSULTATION MEDICALE INDIVIDUELLE

ATTESTATION DU MEDECIN PRESCRIPTEUR Signature et cachet :
Nom, Prénom du médecin PreSCripteur & . ... . .o.iuinitititit it

certifie avoir informé le patient sus nommé sur les caractéristiques de la maladie recherchée, les moyens
de la détecter, les possibilités de prévention et de traitement, et avoir recueilli le consentement du patient
dans les conditions du code de la santé publique (article n°R1131-4 et 5).

Rappel concernant la législation fixant les conditions de prescription et de réalisation des examens des caractéristiques génétiques d’une personne :
Le médecin prescripteur doit conserver le consentement écrit, les doubles de la prescription et de I’attestation et les comptes rendus d’analyses de
biologie médicale commentés et signés. Le laboratoire agréé réalisant les examens doit disposer de la prescription et de I’attestation du prescripteur,
adresser le compte rendu d’analyse de biologie médicale commenté et signé par un praticien responsable agréé, exclusivement au médecin
prescripteur des examens génétiques.

Loi n°2011-814 du 7/07/2011 relative a la bioéthique ; décret 2013-527 du 20 juin 2013 relatif aux conditions de mise en ceuvre de 1’information
de la parentéle dans le cadre d’un examen des caractéristiques génétiques a des fins médicales ; loi 78-17 du 6 janvier 1978 relative a I’informatique
et aux libertés. Arrété du 27 mai 2013 définissant les reégles de bonnes pratiques applicables a I’examen des caractéristiques génétiques d’une
personne a des fins médicales.

Les reégles de bonnes pratiques de prescription d’une analyse génétique sont consultables sur le site du PBPG :
http://biologiepathologie.chru-lille.fr/documents/127870.html
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FICHE D’ENREGISTREMENT

PRA-FE-TOX-683

POLE DE BIOLOGIE
PATHOLOGIE GENETIQUE
INSTITUT DE BIOCHIMIE ET

BIOLOGIE MOLECULAIRE
Biochimie - Toxicologie 9606

ORDONNANCE DE PRESCRIPTION DEFICIT EN

V:3

Applicable au :

DPD 22/02/2018

Page 1 sur 1

A faire parvenir avec les prélevements au :

Service de Toxicologie et Génopathies — Pr Franck BROLY

Centre de Biologie Pathologie — 2° étage - Boulevard du Pr Jules Leclercq - 59037 LILLE Cedex

Téléphone : 03 20 44 48 01 Fax : 03 20 44 59 57

IDENTIFICATION DU PATIENT

Prénom :
Nom de jeune fille
Date de naissance : ..............cc.c.eeunne. Sexe :.

Référence dossier :
Prélévement :
Date:...ooooovviiii. Heure:..................

Nom Préleveur : .........oooooiiiiiiiiiiii,

SERVICE DEMANDEUR

Médecin Prescripteur : Dr ...

Téléphone : .....cooeveevirureenne

Fax pour envoi des résultats : ...............cooeviiininn.

Adresse compleéte et/ou cachet du demandeur :

[Analyses demandées (cocher les cases correspondantes)

O Génotype DPYD :

Recherche des mutations impliquées dans le déficit
d’activité de la DPD par séquencage du géne DPYD

O Phénotype DPD :

Mesure de Dactivité enzymatique par calcul du
rapport UH2/U plasmatique

Prélévement : 2 tubes EDTA sang total (5 mL)

Prélevement : 1 tube de S mL EDTA (ou Héparinate de Lithium)

1. Centrifugation immédiate (< 30 min aprés le
prélévement) a 4°C de I’échantillon (10 min a 1500g)

2. Décantation du plasma (tube & hémolyse — minimum 1,5 mL)

3. Congélation du plasma a -20°C jusqu’a analyse

Acheminement : T° ambiante

Acheminement : & -20°C

Documents 4 joindre au prélévement :

v Ce bon de demande complété

v Consentement signé par le médecin et le patient

Documents 4 joindre au prélévement :

v" Ce bon de demande complété

Horaires de réception du laboratoire : du lundi au vendredi de 8h00 a 18h00

Indications de la recherche du déficit en DPD :

[ Dépistage avant traitement par 5-fluoro-uracile ou capécitabine (Xeloda®)

0 Recherche suite a une toxicité apparue sous traitement
0 5-fluoro-uracile
0 Capécitabine (Xeloda®)

Renseignements cliniques :

Derniére administration du 5-fluoro-uracile ou capécitabine (Xeloda®) :

Date:. ... Dose:.oooiiiiiiiii
Date de prochaine consultation : ... /...../......

Date et signature du prescripteur :

Cadre réservé au laboratoire CHRU

Etiquette Labo

© Document interne, propriété C.H.R.U. de LILLE

Annexe 4: Fiche d’enregistrement a remplir par le laboratoire pour la prescription d’'un phénotypage ou
d’un génotypage au CHRU de Lille
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Annexe 5: Résultat type de recherche de déficit DPD par méthode combinée phénotype + génotype au
CHRU de Lille.

Nom :

Prénom :

Date de naissance

Motif de prescription : Recherche d'un déficit d'activité de la DPD dans le cadre d'une
chimiothérapie par fluoropyrimidine

Date de prélévement :

Date de réception du prélévement :

Notre référence -

Nous avons extrait FADN des prélévements sanguins qui nous sont parvenus pour
votre patient. Ces échantillons nous ont permis de rechercher les mutations délétéres
les plus fréquentes du géne de la dihydropyrimidine deshydrogénase (DPYD).

Ces échantillons nous ont également permis de mesurer les concentrations
plasmatiques en Uracil (U) et DiHydroUracil (UH2), de maniére a calculer le ratio
UH2/U, considéré comme un reflet de l'activité de I'enzyme DPD.

Résultats :

Séquengage DPYD : Compatible avec une activité normale de la DPD
Activité DPD : Activité partiellement déficitaire

Ratio UH,/U : 12,9 - Uracilémie : 21,1 ng/mL

Au total, I'activité enzymatique de la DPD mesurée dans I'échantillon regu est
partiellement déficitaire. Cependant, aucun variant délétére n'a été identifié
chez ce patient avec la technique analytique de séquencage employée.

Une réduction d’au moins 50% de la dose a l'introduction du traitement par
fluoropyrimidine (6-FU / capécitabine) est recommandée pour ce patient, avec
adaptation posologique ultérieure en fonction de la tolérance au traitement.

A noter, par ailleurs, que les résultats des analyses que nous avons effectuées
mettent en évidence un génotype UGT1AT (*28/"28) responsable d'une diminution de
l'activité de cet enzyme, et d'une susceptibilité accrue a lirinotécan. Une
diminution posologique de lirinotécan est a prévoir en cas d'utilisation de cet

antinéoplasique, selon les recommandations des groupes RNPGx et GPCO (« UGT1A1
genotype and iminotecan thevapy: General review and implementafion i roufine pracfice », Fundamental &
clinical pharmacolegy (2015))

Restant a votre disposition pour d'éventuels renseignements complémentaires, je
vous prie d'agréer, cher confrére, l'expression de mes sentiments les meilleurs.
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Annexe 6: Synopsis de I'étude.

TITRE

Evaluation rétrospective de la recherche de déficit en DPD par
phénotypage (uracilémie et rapport U/UH2) et génotypage par
séquencage complet du gene dans les départements du Nord et du
Pas-de-Calais.

PROMOTEUR

Centre Oscar Lambret

COORDINATEUR

Porteur du projet

Centre Oscar Lambret — Dr A. CARNOT

Interne Come de Metz

TYPE D'ETUDE

Rétrospective multicentrique

OBJECTIF PRINCIPAL

Evaluer l'utilité clinique de la technique de dépistage combiné du
déficit en DPD par la proportion de patients nécessitant une
réduction secondaire de la dose de 5FU ou Capécitabine.

CRITERES D'EVALUATION

Principal : Réduction (ou report) de dose de 5FU (bolus ou
infusion) ou de capécitabine au 2¢ cycle de chimiothérapie (C2).

Secondaires :

- toxicités apres le 1°" cycle de chimiothérapie : hématologique et
extra hématologique.

- délais entre la prescription, la date du compte rendu et la date de
la premiére cure.

- adéquation entre doses recommandées a C1 et doses prescrites

- taux de discordance génotypage/phénotypage.

- taux de majoration des doses a C2 si diminution initiale devant un
déficit en DPD suspecté et en cas de bonne tolérance clinique.

OBJECTIFS SECONDAIRES

- Etablir I'incidence des déficits partiels retrouvés dans notre
population

- Estimer I'incidence des toxicités spécifiques du 5FU en fonction
du profil (déficit partiel versus pas de déficit versus non
documenté) et de la dose de 5FU/Capécitabine administrée

- Evaluer les pratiques actuelles en termes d’implémentation des
recommandations de dépistage : estimer la proportion de
dépistage systématique, et de dépistage conforme aux
recommandations qui étaient en vigueur en 2018 (phénotypage et
génotypage), ainsi que les principales raisons de non dépistage.

- Décrire les modifications de dose de chimiothérapie en fonction
des résultats du dépistage éventuel et des toxicités observées, ou
de I'absence de toxicité (ex : majoration des doses a C2 en cas de
bonne tolérance du traitement chez un patient étiqueté comme
déficitaire)
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CRITERES D'INCLUSION

- Patient > 18 ans

- Primo-prescription de chimiothérapie a base de fluoropyrimidine
- Ayant eu au moins une cure de chimiothérapie a base de 5FU

- période du 1°" mars 2018 (date de publication de
recommandations de dépistage systématique) au 28 février 2019

- ayant donné sa non opposition a l'utilisation de ses données
médicales (pour tous)

- patient ayant donné son consentement pour I'utilisation de leurs
données génétiques (pour les patients dépistés)

CRITERES DE NON INCLUSION

Absence de primo prescription de fluoropyrimidine entre le
01/03/2018 et le 28/02/2019

ESTIMATION DU POTENTIEL

2500 patients ont eu une recherche de déficit en DPD sur la

D’INCLUSIONS plateforme de toxicologie du CHRU de Lille entre I'été 2017 et
février 2019

HYPOTHESE STATISTIQUE Analyse descriptive selon les techniques habituelles d’un essai
rétrospectif

NOMBRE DE PATIENTS 500 patients

DUREE PREVISIBLE 6 mois

DE L'ETUDE

CALENDRIER PREVISIONNEL - Début de recueil des données : avril 2019

AVEC DATE DE DEBUT ET DE FIN

- Date de fin de la recherche : octobre 2019
- Analyses statistiques : fin 2019
- Mémoire de DES : juin 2020

TUTEUR

Dr A. CARNQOT, Centre Oscar Lambret, Lille

FINANCEMENT

Aucun

ASPECTS REGLEMENTAIRES

Etude conforme a la MMRO04 du centre Oscar Lambret
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Annexe 7: Détail des toxicités tout grade entre C1

et C2 de chimiothérapie dans la population étudiée.

Variable Effectif Fréquence
Anémie

Grade 1 74 12.4%
Grade 2 53 8.9%
Grade 3 15 2.5%
Grade 4 0 0.0%
Grade 5 0 0.0%
Aucune 416 69.7%
Données manquantes 39 6.5%
Neutropénie

Grade 1 24 4.0%
Grade 2 26 4.4%
Grade 3 19 3.2%
Grade 4 22 3.7%
Aucune 466 78.1%
Données manquantes 40 6.7%
Neutropénie fébrile

Aucune 466 78,1%
Grade 5 2 0,3%
Données manquantes 129 21,6%
Thrombopénie

Grade 1 48 8.0%
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Grade 2 8 1.3%
Grade 3 4 0.7%
Grade 4 4 0.7%
Aucune 494 82.7%
Données manquantes 39 6.5%
Mucite

Grade 1 43 7.2%
Grade 2 12 2.0%
Grade 3 2 0.3%
Grade 4 0 0.0%
Grade 5 0 0.0%
Aucune 232 38.9%
Données manquantes 308 51.6%
Colite

Grade 5 2 0.3%
Données manquantes 595 99.7%
Syndrome main pied

Grade 1 12 2.0%
Grade 2 2 0.3%
Grade 3 1 0.2%
Aucun 186 31.2%
Données manquantes 396 66.3%
Diarrhées

Grade 1 104 17.4%
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Grade 2 40 6.7%
Grade 3 13 2.2%
Grade 4 4 0.7%
Grade 5 0 0.0%
Aucun 280 46.9%
Données manquantes 156 26.1%
Perte de poids

Grade 1 108 18.1%
Grade 2 13 2.2%
Grade 3 0 0.0%
Aucune 423 70.9%
Données manquantes 53 8.9%
Asthénie

Grade 1 134 22.4%
Grade 2 71 11.9%
Grade 3 19 3.2%
Aucune 189 31.7%
Données manquantes 184 30.8%
Nausées

Grade 1 127 21.3%
Grade 2 43 7.2%
Grade 3 16 2.7%
Aucune 258 43.2%
Données manquantes 153 25.6%
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Vomissements

Grade 1 41 6.9%
Grade 2 21 3.5%
Grade 3 12 2.0%
Grade 4 0 0.0%
Grade 5 0 0.0%
Aucune 358 60.0%
Données manquantes 165 27.6%
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Résumé :
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inclus avaient recu une chimiothérapie ou une polychimiothérapie entre le 1°" mars 2018 et le
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combiné, dépistage par phénotypage uniquement, dépistage par génotypage uniquement,
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Conclusion : Notre étude n’a pas pu mettre en évidence de différence de modification de dose
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