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Introduction

Le 5-fluorouracile (5-FU), antimétabolite connu depuis presque un
demi-siécle, est 'un des plus anciens médicaments anticancéreux et reste
encore a ’heure actuelle utilisé dans le traitement de nombreuses tumeurs
solides. Considérant spécifiquement le cancer colorectal (CCR) et malgré
avénement de nouvelles molécules telles que le raltitrexed, Iirinotécan
ou encore ['oxaliplatine développés a partir de 1995, le 5-FU reste le cy-
totoxique de référence seul ou en association dans cette pathologie tant
en situation adjuvante que métastatique.
Assez paradoxalement compte tenu ge I'ancienneté de son utilisation, le
meilleur schéma d’administration du 5-FU reste encore a 'heure actuelle
sujet a controverses : perfusion bolus vs perfusion continue (avec des pro-
fils de réponse et de tolérance si différents que 'on peut considérer ces
deux modalités comme des traitements distincts), fréquence des perfu-
sions, posologies du 5-FU et de 'acide folinique, autant de paramétres
qui restent a optimiser. De méme, 'existence d’un effet-dose du 5-FU
justifie le concept de schémas d’administration dits « intensifiés », inten-
sification des posologies qui se heurtent inévitablement, du fait du faible
index thérapeutique de (ila molécule a I'instar de la plupart des autres
agents anticancéreux, a I'apparition de toxicités parfois sévéres, voire
mortelles, donc inacceptables.
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De ce constat, découle depuis quelques années une nouvelle approche
basée cette fois sur la pharmacogénomique, étudiant le génome tumoral,
qui serait prédictive de la réponse au traitement et sur la pharmacogéné-
tique, prenant en compte le génome de 'hote (polymorphismes des génes
impliqués dans le métabolisme du 5-FU), prédictive de la tolérance a la
chimiothérapie. Nous décrirons dans ce chapitre des exemples correspon-
dant a chacune de ces approches.

5-FU et adaptation au statut tumoral : phénotype MSI
dans les CCR opérables

Le phénotype microsatellites instables (MSI) caractérise environ 15 %
des cancers colorectaux (CCR) et résulte d’une altération dans le systeme de
réparation de mésappariements des bases de TADN appelé MMR (Mismatch
Repair) [1]. 1l peut étre dorigine sporadique (2/3 des cas) ou héréditaire (1/3
des cas, correspondant au syndrome de Lynch ou HNPCC = Hereditary Non
Polyposis Colorectal Cancer) [2]. La détermination du statut MSI peut se faire
selon deux techniques (un prélevement pour congélation et I'utilisation de
formol comme fixateur sont souhaitables) :

— soit par la mise en évidence de I'absence d’expression des protéines de
réparation (MMR) MLH1, MSH2, et si possible MSHG6 et PMS2 par
immuno-histochimie dans les cellules tumorales [3] ;

— soit par la recherche par PCR d’une instabilité au niveau des microsa-
tellites en analyse de fragments 4 I'aide de 5 marqueurs microsatellites
(BAT25, BAT26, NR21, NR24 et NR27) [4].

Une tumeur est considérée comme MSI si elle présente une instabilité

d’au moins 3 de ces 5 microsatellites mononucléotidiques.

Plusieurs études, dont une méta-analyse basée sur les données regrou-

pées de 31 études publiées [5] et plus récemment une étude rapportée a

’ASCO en 2010 [6], ont confirmé que les patients avec une tumeur MSI

avaient un meilleur pronostic que les patients avec une tumeur & micro-

satellites stables (MSS). En I'absence de chimiothérapie adjuvante, a été
noté un risque de récidive deux fois moins important en cas de tumeur

MSI qu’en cas de tumeur MMS.

Le statut microsatellite (MS) apparait également étre un marqueur pré-

dictif de I'efhicacité des fluoropyrimidines. Dans des modeles in vitro,

a été démontrée la résistance au 5-FU de tumeurs MSI. Un des méca-

nismes d’action du 5-FU est son incorporation dans '’ADN et sa recon-

naissance par le systéme MMR ; des études cliniques ont mis en évidence

I'absence de bénéfice d’une chimiothérapie & base de 5-FU chez les

patients avec une tumeur MSI [7, 8]. La chimiothérapie adjuvante a base

de 5-FU semble méme avoir un effet délétere sur la survie de ces patients
en cas de CCR de stade II. Deux récentes méta-analyses ont confirmé
qu’elles n’observaient pas de différence de survie entre les patients MSI
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recevant ou non une chimiothérapie adjuvante a base de 5-FU, alors que
les patients MMS traités avaient une survie globale significativement aug-
mentée (HR = 0,52, p < 0,0001) [9].
Pour les CCR de stacﬁ: I11, plusieurs études ont conduit a retenir le FOL-
FOX comme le traitement adjuvant standard [10]. Pour les stades 11, le
FOLFOX ne semblait apporter un bénéfice qu’aux patients présentant des
facteurs de risque élevé de récidive : T4, analyse de moins de 12 ganglions,
présence d’emboles veineux, périnerveux et/ou lymphatiques, tumeur peu
différenciée, perforation et pour certains occlusion révélatrice [11]. En
revanche, le bénéfice d’une chimiothérapie par FOLFOX en fonction du
phénotype MSI reste peu exploré. Certaines données préliminaires sug
rent que I'adjonction d’oxaliplatine au 5-FU pourrait rétablir le beneg
de la chimiothérapie adjuvante chez les patients avec une tumeur MSI.
Ces résultats devront étre confirmés par 'analyse en cours des échantillons
tumoraux provenant des essais randomisés antérieurement publiés com-
parant le 5-FU au FOLFOX (études MOSAIC et NSABP C07).
La détermination du statut microsatellite stable (MSS) ou instable (MSI)
de la tumeur est donc devenue indispensable pour poser I'indication
d’une chimiothérapie adjuvante pour un patient oﬁpéré d’un cancer de
stade II avec facteurs de mauvais pronostic. Le bénéfice en survie pour les
stades II étant modéré (entre 2 et 5 % en valeur absolue selon le risque de
récidive avec fluoropyrimidines seules), il doit inciter les praticiens a les
séparer selon leur risque de récidive :

— en cas de facteurs de risque élevé de récidive et d’'un statut MMS : les
patients pourraient étre traités par 5-FU seul ou FOLFOX ;

— en cas de risque faible ou modéré (tumeurs MSI ou tumeurs MSS avec
un ou plusieurs des facteurs suivants : T3, analyse de plus de 12 gan-
glions, absence d’emboles veineux, périnerveux et/ou lymphatiques,
tumeur bien ou moyennement différenciée, et absence de perforation),
I'indication d’une chimiothérapie adjuvante ne semble pas se justifier ;

— en cas de tumeur MSI avec des facteurs de risque élevé de récidive, il
n’existe actuellement pas de consensus.

L'indication d’une chimiothérapie pour les patients ayant un CCR de stade

II est donc a discuter au cas par cas avec évaluation du rapport bénéfice/

risque de cette chimiothérapie adjuvante en connaissant le statut MSI ou

MSS de la tumeur [11]. Un gain potentiel est & pondérer en fonction de

I'exposition aux toxicités de la chimiothérapie et du cotit social.

5-FU et adaptation du traitement au patient : est-il possible
d’améliorer I'administration du 5-FU dans le traitement du CCR ?

Le 5-FU est aujourd’hui administré sous forme d’un bolus suivi d’une
infusion de plusieurs heures, car ce régime d’administration permet
d’améliorer leffet antitumoral (schéma LV5-FU2). Est-il possible de
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faire encore mieux en individualisant les doses en fonction du métabo-
lisme de chaque patient ?

Le suivi pharmacocinétique du 5-FU est proposé dans différentes
localisations tumorales (ORL, colorectale) lorsque ce médicament
est administré en perfusion continue (durée supérieure a 4 heures)
et a haute dose (> 750 mg/m?) en association avec différentes molé-
cules (sels de platine, irinotécan, antiangiogéniques, anti-EGFR, etc.).
Cette pratique repose sur un faisceau d’arguments cliniques montrant
un lien entre des concentrations élevées et le risque de toxicité et des
concentrations faibles et une moins bonne probabilité de réponse.
L’analyse de la littérature confirme qu’il existe des niveaux d’exposition
seuils, celle-ci étant évaluée par I'aire sous la courbe des concentrations
(AUC), au-dela desquels le risque de toxicité augmente. Le résultat
du dosage est utilisé pour adapter la dose  la cure suivante. Le béné-
fice effectivement apporté par la mise en ceuvre de ces mesures a été
démontré par des études comparatives et la comparaison aux données
historiques montre que I'incidence des toxicités séveres a considérable-
ment diminué depuis qu’elles sont systématiquement mises en ceuvre.
La réalisation systématique du dosage sanguin du 5-FU au décours de
son administration permet également d’objectiver ou de confirmer une
surexposition franche, situation nécessitant une prise en charge symp-
tomatique immédiate du fait de 'absence & I'heure actuelle d’antidote
commercialisé.

Eviter les toxicités graves

Les fluoropyrimidines (5-FU, UFT, capécitabine, et trés récemment
le S1) sont des molécules tres largement utilisées puisqu’elles entrent dans
la composition de pres de 45 % des protocoles de chimiothérapie. Ces
molécules sont a l'origine de 20 & 25 % de toxicités séveres, de grade
III-IV, selon les études, essentiellement digestives, hématopoiétiques et
cutanéo-muqueuses, mortelles dans 0,4 % des cas [12, 13].

Elles sont non seulement utilisées en situation métastatique mais aussi
et de plus en plus en situation adjuvante, c’est-a-dire pour des patients
traités pour une tumeur localisée, ayant un risque de rechute. Un risque
toxique sévere ne peut pas étre pris dans ces conditions et le clinicien doit
s'assurer du maximum de sécurité pour ses patients.

Ces effets toxiques sont dus & une large variabilité interindividuelle du
métabolisme, dépendant principalement de l'activité de la dihydropyri-
midine déshydrogénase (DPD), I'enzyme majeure de leur catabolisme,
intervenant dans la premiére étape de son métabolisme. Ainsi, les patients
ayant un déficit de l'activité de cette enzyme ont un risque accru de toxi-
cité aigué, précoce et grave avec le 5-FU, mais aussi avec les fluoropyrimi-
dines orales disponibles en France, 'UFT et la capécitabine. Ces toxicités
peuvent aboutir & une toxicité polyviscérale grave (4-8 %), potentielle-
ment mortelle. Une fois installée, cette toxicité est irréversible et devrait
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conduire a généraliser le dépistage préthérapeutique systématique du
déficit, celui-ci étant asymptomatique.

Les fréquences des déficits en DPD, partiels ou complets, sont estimées
dans la population a 3-5 % et 0,4 % respectivement. Leur existence est
souvent liée & un polymorphisme d’origine génétique, c’est-a-dire des
mutations ponctuelles ou SNPs (Single nucleotide polymorphisms) pré-
sentes sur le géne codant pour la DPD.

Présentation de la voie catabolique

La DPD est une enzyme du catabolisme des pyrimidines naturelles
(uracile et thymidine) et fluorées (médicamenteuses). Elle est ubiquitaire,
responsable du catabolisme de 85 % du 5-FU, et son activité est soumise &
un polymorphisme génétique, & transmission autosomique codominante
[14, 15]. Le 5-FU est éliminé principalement par voie métabolique, es-
sentiellement au niveau hépatique. L'élimination urinaire du 5-FU sous
forme inchangée ne représente que 5 a 15 % de la dose administrée.

La réaction initiale, viz la DPD, est aussi I'étape majeure et limitante.
Elle permet la réduction du 5-FU en 5-fluoro-5,6-dihydrouracile
(FUH,). Elle est également responsable de la transformation des bases
pyrimidiques naturelles (uracile et thymine) en leurs dérivés dihydrogé-
nés (dihydrouracile [UH] et dihydrothymine). La deuxi¢me étape du
catabolisme fait intervenir la dihydropyrimidinase pour former I'acide
5-fluorouréidopropionique (FUPA), qui est finalement métabolisé en
o-fluoro-B-alanine (FBA) sous I'action de I'uréidopropionase.

Lactivité de la DPD possede une grande variabilité interindividuelle,
avec des valeurs d’activité leucocytaire pouvant étre six fois plus élevées
d’un patient a lautre. Il a été montré que, quelque soit la population
étudiée (sujets sains ou malades), la distribution de cette activité était
gaussienne [16, 17].

Le déficit enzymatique étant d’origine génétique, la détermination du
mode de transmission du déficit en DPD a été effectuée grice a 'étude de
différentes familles dont un des membres, suite a une toxicité au 5-FU, a
été diagnostiqué déficitaire. Les premiers résultats ont suggéré un mode
de transmission autosomique récessif [15]. Cependant, ce type de trans-
mission ne permet pas d’expliquer les déficits partiels correspondant a un
génotype hétérozygote. Une étude plus récente a permis de montrer que
le mode de transmission était en fait autosomique codominant [18].
Plus d’une trentaine de SNPs ont été rapportés au niveau du geéne de
la DPD, certains sont silencieux, d’autres, une quinzaine, sont situés a
des endroits majeurs pour I'activité de 'enzyme. La mutation délétere la
plus étudiée mais pas la plus fréquente (IVS14+1G>A) est localisée sur
le site d’épissage pres de 'exon 14 [19]. Il a été montré que I'activité de
la protéine mutée était nulle chez les sujets homozygotes [20]. A Iétat
hétérozygote, son activité est réduite de plus de la moitié par rapport a
un sujet non muté, ce qui est suffisant pour induire une toxicité sévere

au 5-FU.
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Pour cribler de fagon efficace les patients a haut risque de toxicité

Différentes approches ont été développées. Elles doivent répondre
a un certain nombre de critéres et contraintes, tels qu'une bonne
sensibilité et une bonne spécificité, et respecter un délai de rendu de
résultats suffisamment court afin de ne pas retarder la mise en traite-
ment [21, 22].
La méthode de mesure de I'activité enzymatique par technique radioenzy-
matique n’est pas adaptée a un dépistage a gran(i: échelle [17]. L'uracile,
substrat naturel de la DPD, peut étre dosé dans les urines ou le plasma.
En effet, la présence de pyrimidines naturelles dans les urines, 4 concen-
tration élevées, est a l'origine du terme « pyrimidinurie congénitale ».
Certains auteurs ont mis au point un dosage de pyrimidine naturelle,
uracile ou thymine, urinaire. Cependant, cette approche phénotypique,
par dosage urinaire HPLC ne détecte que les insuffisances enzymatiques
compleétes [23].
Une autre possibilité est le dosage de I'uracile (U) et du dihydrouracile
(UH,) plasmatique. Dans différentes études, il a été montré une bonne
corrélation entre le rapport UH,/U et la gravité des épisodes toxiques
[22, 24, 25]. On s’intéresse alors au rapport métabolite sur substrat natu-
rel (md1ce de métabolisation), reflet de I'activité globale de I'enzyme.
Une étude réalisée chez 250 patients atteints d’un cancer colorectal
métastatique a montré une bonne corrélation entre le rapport UH /U et
a la fois les concentrations plasmatiques a la premiére cure et la clairance
d’élimination du 5-FU. De plus, les patients ayant eu une toxicité avaient
un rapport UH, /U initial significativement plus faible que les patients
n’ayant pas eu de toxicité (4,2 +2,5058 +2 5) (»<0,001) [21, 22].
L’approche génotypique est plus récente grace a la biologie molécu-
laire. Une trentaine de mutations ponctuelles du gene de la DPD
ont été rapportées, la moitié d’entre elles ayant un retentissement sur
Pactivité (56 enzyme, les autres n’entrainant pas de déficit quantitatif
d’activité. La plus connue des mutations déléteres est présente sur le
site d’épissage preés de I'exon 14 [26]. En revanche, la plus fréquente
est la 2846 A>T.
La fréquence des mutations déléteres a été évaluée dans une étude portant
sur 11 351 patients (tableau I) [22]. II ressort de cette étude multicen-
trique présentée en juillet 2012 que 346 patients (3 %) étaient porteurs
d’une ou plusieurs mutations gélétéres. Dans la population dépistée
apres toxicités graves (247 patients), ces mutations ont été retrouvées
cEez 82 patients (33 %) ayant fait une toxicité grave et chez 16 patients
décédés (59 %) (tableau II). La recherche des mutations a elle seule est
donc insuffisante. Le rapport UH_/U était caractéristique d’un indice de
métabolisation faible chez 211 patients (85 %) ayant présenté une toxi-
cité grave et pour 24 des patients (89 %) décédés.
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Tableau I - Fréquence des mutations observées dans la population totale de 11 351 patients.

Mutations d?;:tlil::ts Pourcentage (%)
Hétérozygote 2846 A>T 179 1,56
Hétérozygote DPYD*2A 127 1,12
Homozygote DPYD*2A 3 0,03
Hétérozygote DPYD*13 22 0,19
Hétérozygote DPYD*7 10 0,09
Hétérozygote L155X 2 0,02
Hétérozygote DPYD*2A+2846A>T 2 0,02
Hétérozygote DPYD*2A+DPYD*13 1 0,009

Tableau Il - Screening des patients déficitaires en DPD : comparaison génotypage,
phénotypage (UH,/U) et approche multiparamétrique.

Patients ! gmta;tnon UH,/U Approche multiparamétrique
N upus N (%) (ODPM TOX™) N (%)
N (%)
Total 247 82 (33 %) 211 (85 %) 242 (98 %)
DCD 27 16 (59 %) 24 (89 %) 27 (100 %)

En revanche, de fagon intéressante, le couplage génotype-phénotype,
comme cela a de)f a été publi¢ [21], associ¢ a une approche multifacto-
rielle (5-FUOPPM ToxTM ODPM France) permettait de dépister 242 des
patients (98 %) ayant fait une toxicité grave et 247 des patients (100 %)
décédés. Actuellement, cette approche est la plus spécificique et la plus
sensible. En effet, le rapport UH /U a une grande sensibilité mais une
plus faible spécificité, alors que fe génotypage est caractérisé par une
excellente spécificité mais une médiocre sensi%ilité. Les deux approches
associées aux caractéristiques physiologiques et physiopathologiques du
patient se complétent et, combinées, permettent de détecter 98 % des
patients déficitaires [22]. Ainsi, ce screening des patients a haut risque
de toxicité est tout a fait réalisable en pratique courante (résultats en
8 jours). Enfin, le dépistage ne se limite en aucune fagon 4 un simple
rendu de résultats : déficitaire ou non déficitaire. Le diagnostic de défi-
cit le plus souvent ne contre-indique pas le traitement par fluoropyri-
midines. Il implique une réduction de dose et surtout une surveillance
pharmacocinétique. Le conseil thérapeutique est donc indispensable
pour aider le clinicien a trouver la dose de 5-FU adéquate. Avec cette
approche combinée de dépistage préthérapeutique de déficit en DPD et
de surveillance pharmacocinétique en cas de déficit avéré, le pourcen-
tage d’effets secondaires graves passe de 20-25 % a 0,6 %. Une étude
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médico-économique rétrospective présentée 3 'ASCO GI en janvier
2012 démontrait clairement I'intérét économique de ce dépistage [27].
Une étude prospective cofinancée par 'INCa et la Ligue Contre le Can-
Cer est en cours.

Administrer la bonne dose

Les administrations a haute dose et les expositions prolongées au 5-FU
sont associées a une cytotoxicité plus importante et donc a une toxicité
systémique qui varie en fonction du mode d’administration. Le bolus
est en général a l'origine de toxicité hématologique, tandis que les perfu-
sions prolongées seront a l'origine de toxicité digestive et du syndrome
mains-pieds. Face a 'importante variabilité pharmacocinétique du 5-FU,
plusieurs auteurs ont recherché un lien entre le niveau d’exposition in-
dividuel et la toxicité. Les résultats doivent étre interprétés en fonction
du protocole d’administration puisque la concentration attendue a un
temps donné est trés différente selon les cas. Dans les CCR, le 5-FU est
administré seul (LV5-FU2) ou associé a d’autres molécules (oxaliplatine
(FOLFOX), irinotécan (FOLFIRI), anti-EGFR (cétuximab, panitumu-
mab), antiangiogénique (bevacizumab). Dans ces indications, il est uti-
lisé 2 la dose de 1 200 mg/m? en perfusion de 4 heures ou plus souvent
de 2 400 mg/m?* avec ou sans bolus préalable en perfusion continue de
46 heures. Ainsi, selon le cas, les études publiées concernent davantage
I'une ou l'autre des populations.

Variabilités métaboliques, causes et conséquences

Depuis les années 1990, de nombreux auteurs ont montré que le

5-FU avait une pharmacocinétique non linéaire et qu'il existait une im-
portante variation interindividuelle. Ainsi, Trump et a/. [28] retrouvaient
un coefficient de variation inter-patient des concentrations a I'équilibre
(Css) de 15 220 %.
Apres injection intraveineuse directe, la concentration plasmatique dimi-
nue rapidement avec une premiere demi-vie de 6 a 20 minutes puis plus
lentement, selon une demi-vie d’environ 2 heures. La fixation aux pro-
téines plasmatiques est faible, de 'ordre de 10 %. La pharmacocinétique
du 5-FU n’est pas linéaire avec une importante variabilité interindivi-
duelle. De plus, elle est variable selon le mode d’administration.

Variation selon le mode d’administration

Apres injection intraveineuse en bolus, la demi-vie est trés courte, va-
riant de 8 4 22 minutes. Le 5-FU se distribue rapidement et largement
dans l'organisme puisque le volume de distribution varie de 14 a 54 litres.
La clairance se situe entre 0,5 et 2 L/min. Dans ce cas, le métabolisme
est essentiellement hépatique (95 %), la clairance du 5-FU étant globale-
ment équivalente au débit sanguin hépatique (1 a 1,5 L/min).
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Lors de perfusions continues et prolongées, la cinétique change. La clai-
rance plasmatique est plus élevée (1 & 7 L/min), c’est-a-dire beaucoup
plus que le seul débit sanguin hépatique témoignant d’une extraction
pulmonaire trés importante, de ordre de 50 % et, dans une moindre
mesure, rénale.

Facteurs génétiques et épigénétiques du métabolisme du 5-FU

Le métabolisme du 5-FU dépend principalement de activité de la
DPD. Son activité est caractérisée par une grande variabilité interindivi-
duelle s’élevant jusqu’a un facteur 6 [17, 29].

Facteurs génétiques

Le déficit génétique en DPD est de transmission autosomique domi-
nant, ce qui explique les formes familiales [30, 31]. Ces déficits asymp-
tomatiques sont a l'origine d’une diminution importante de la clairance
du 5-FU, d’une augmentation parfois de plusieurs heures de la demi-vie
et d’une élimination a 90 % urinaire d’oui I'apparition d’une toxicité po-
lyviscérale.

Facteurs épigénétiques

Différents auteurs ont montré que la clairance du 5-FU est significati-
vement plus faible chez la femme que chez 'homme. L'activité de la DPD
suit un rythme circadien avec un pic d’activité a 1 heure et un minimum
a 13 heures, conduisant les concentrations plasmatiques de 5-FU & un
rythme circadien équivalent, avec un taux maximum a 11 heures et un
taux minimum a 23 heures. Une corrélation linéaire négative entre l'activi-
té DPD et les concentrations de 5-FU a en effet été mise en évidence [32].

Résultats des études cliniques

Dans le traitement des CCR, le 5-FU en perfusion continue associé a
I"acide folinique a montré sa supériorité par rapport & des administrations
en bolus [33]. Une étude randomisée a montré que le protocole LV5-
FU2 (toutes les 2 semaines) permettait d’obtenir de facon significative
plus de réponse objective (32,6 vs 14,5 %) que le protocole bolus Mayo
Clinic, avec beaucoup moins d’effets secondaires de grade III-IV (11,1 s
23,9 %) [33].

Dans différentes études, des corrélations significatives ont été retrouvées
entre toxicité et CSS ou aire sous la courbe (AUC) de 5-FU. Lors d’admi-
nistration IV continue, des AUC > 25-30 000 mg.h.L"" ont été corrélées
de fagon significative aux leucopénies, mucites, diarrhées et syndrome
mains-pieds [34].

Parallélement, des études visant a étudier I'impact du suivi thérapeutique
sur l'efficacité ont été réalisées. Dans plusieurs écudes ot le 5-FU était uti-
lisé seul, des AUC > 24 000 mg.h.L" étaient corrélées & un meilleur taux
de réponses objectives. Il s’agissait pour la plupart d’études de phase I non
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randomisées. A ce jour, une seule étude randomisée a montré un impact
de l'intensification thérapeutique du 5-FU par suivi pharmacocinétique
en termes de réponse objective et de survie sans progression [34]. Les
doses moyennes de 5-FU administrées étaient de 1 500 mg/m?/semaine
51790 + 386 mg/m?/semaine, ce qui indiquait que I'adaptation de poso-
logie conduisait le plus souvent & une intensification thérapeutique par
rapport au traitement standard. Les résultats montraient une différence
significative en termes de réponse objective entre les deux bras : 46,1 % si
non adapté vs 58,6 % si adapté. De méme, les patients bénéficiant d’une
intensification thérapeutique avaient des taux de survie supérieurs a 1
an (48,5 vs 67,5 %) et a 2 ans (12,6 vs 27,5 %). La tolérance était aussi
meilleure dans le bras avec suivi thérapeutique. Depuis, d’autres études
non comparatives associant 5-FU et oxaliplatine ou irinotécan ont été
rapportées. La derniere étude publiée [35] montre clairement 'améliora-
tion en termes de réponse et de tolérance des schémas adaptés. Dans cette
étude, chez 118 patients traités en premiere ligne d'un CCR métastatique
par FOLFOX, l'individualisation thérapeutique du 5-FU par suivi phar-
macocinétique a permis d’obtenir un taux de réponses de 69,7 vs 44 %
dans le bras non adapté. La survie sans progression médiane a été de 16 vs
10 mois avec une survie globale de 28 »s 22 mois dans le bras non adapté
avec une tolérance meilleure dans le bras adapté notamment en termes
de diarrhée (1,7 vs 12 %) et de neutropénie (18 vs 25 %). Dans le bras
avec suivi pharmacocinétique, les doses de 5-FU administrées & 3 mois
variaient de 1 500 a 3 500 mg/m?. La dose a été augmentée de plus de
20 % chez 36 % des patients et diminuée pour 12 % des patients. Donc,
lorsque 'on administre le 5-FU en fonction de la surface corporelle, ce
qui est toujours le standard a 'heure actuelle, 48 % des patients ne regoi-
vent pas la bonne dose d’anticancéreux. Ainsi, pour une variation de la
dose de plus de 10 %, 82 % des patients sont soit sous- soit sur-dosés.

En pratique clinique sur un simple prélévement sanguin

Aujourd’hui, les pratiques tendent a associer suivi thérapeutique
pharmacologique et dépistage préalable du déficit en DPD [21, 22, 35].
Selon cette approche, le dépistage préalable du déficic en DPD per-
mettrait d’éviter les toxicités séveres par une réduction de la posologie
initiale, et le suivi thérapeutique au décours permettant de réajuster la
posologie a la hausse en cas d’exposition insuffisante. Il existe désormais
des abaques multiparamétriques (déficit en DPD, physiopathologie,
molécules associées...) permettant d’adapter le traitement de cure en
cure (S_FUODPM protocoleTM, France).

Autres polymorphismes d'intérét potentiel : TYMS et MTHFR

Outre la DPD, les études les plus avancées ont concerné la TYMS et
la MTHER.
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Thymidylate synthase

La thymidylate synthase (TYMS) est une cible privilégiée dans la stra-

tégie antitumorale. Elle constitue en effet la seule voie de synthese de la
thymldme, précurseur nucleotldlque spe(:lﬁque de 'ADN, indispensable
a sa réplication et aux mécanismes de réparation. La TYMS est ainsi res-
ponsable de la transformation par méthylation de la déoxyuridine mo-
nophosphate (dUMP) en déoxythymidine monophosphate (dTMP), le
méthylenetétrahydrofolate (CH THF) ayant le role de cosubstrat en tant
que donneur de méthyle. Le dTMP est ensuite phosphorylé en déoxythy-
midine di- puis tri-phosphate (dTTP), lequel est incorporé dans 'TADN
par des enzymes polymérases.
Le 5-FdUMP, métabolite actif du 5-FU, agit donc comme un inhibi-
teur compétitif d’affinité plus grande, cependant que le substrat naturel
dUMP, et formant avec la molécule de TYMS et le methylenetetrahy—
drofolate un complexe ternaire stable, le transfert de méthyle étant rendu
impossible par la présence de 'atome de fluor en position 5 qui ne peut
étre déplacé a la différence de 'atome d’hydrogene.

Compte tenu de son role privilégié dans la synthése et la réparation de

’ADN, la TYMS a fait 'objet de nombreuses recherches dont les princi-

paux résultats peuvent étre résumés comme suit :

— la sensibilité 77 vitro au 5-FU de lignées cellulaires de CCR est inver-
sement corrélée au taux de TYMS et a son niveau d’expression [30] ;

— un des mécanismes de résistance innée ou acquise au 5-FU est 'hype-
rexpression de la TYMS [37] ;

— in vivo, la surexpression du géne de la TYMS représenterait un facteur

rédictif de mauvaise réponse au traitement par 5-FU [38] ;

ra protéine TYMS, qui possede des sites de liaison aux acides nu-

cléiques, joue un rdle de régulation sur son propre ARN messager,

ainsi que sur les ARNm de p53 et c-myc entre autres, lui conférant
donc une action large au sein de la cellule, par un phénomene de
rétrocontrdle négatif selon qu’elle est ou non liée a ses substrats [39] ;

— les conséquences sur l'activité enzymatique d'un certain nombre de
polymorphisme au sein du géne de la TYMS passeraient par des
niveaux de régulation transcriptionnelle, traductionnelle et post-

_traductionnelle.

A ce jour, trois principaux polymorphismes ont été individualisés.

— Au niveau (fe la région promotrice (7hymidylate Synthase Enhancer
Region ou TSER) qui ne possede pas de TATA Box a I'instar de nom-
breux genes impliqués dans le cycle cellulaire, ainsi qu'au niveau de la
région 3’ non traduite de 'ARNm (3’UTR), il a été décrit un poly-
morphisme de répétition d’une séquence de 28 paires de bases appelée
«R» pour « Répétition ». Cette variation du nombre de séquences
«R»de 229 (le plus grand nombre étant observé dans les popula-
tions d'origine africaine) pour chacun des alléles a permis (f "indivi-
dualiser des groupes de patients : soit homozygotes 2R/2R, et 3R/3R,
soit hétérozygotes 2R/3R pour les plus fréquentes dans les popula—
tions non africaines [40]. In vitro, les études ont montré que l'activité
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transcriptionnelle du promoteur comprenant trois séquences de répé-
tition est augmentée par rapport a celle du promoteur en contenant
deux [41]. In vivo, les donnees cherchant une corrélation entre ces
sequences de répétition et la réponse observée au traitement par 5-FU
sont trés variables dans leur méthodologie (étude du génome tumoral
ou non, de 'ARNm, de I'activité enzymarique, cohortes de faibles
effectifs, modalités différentes de traitement associant parfois d’autres
cytotoxiques dont la cible n’est pas la TYMS, cancers de type et de
stade variés...) et dans leurs résultats souvent contradictoires [42, 43].
- Un polymorphisme nucléotidique (G>C) surajouté et situé dans la
deuxi¢me région de répétition de l'alléle 3R a été individualisé il y
a environ 7 ans. [n vitro, des études utilisant différents plasmides de
transfection ont ainsi pu montrer, dans le cas d'une séquence sauvage
«3G» (la plus fréquente dans la population caucasienne, environ
56 %), une meilleure efficacité de l}; traduction comme de la trans-
cription [44]. Pour cette derniére, la modulation serait liée & 'abo-
lition d'un site de fixation pour un facteur transcriptionnel USF-1
dans le cas de la mutation « 3C » (fig. 1). L'existence de cette muta-
tion surajoutée pourrait rendre compte des résultats contradictoires
soulignés plus haut, et son individualisation permettre, couplée au
polymorplglsme de répétition et au vu des études de transfection, de
redéfinir la distribution des patients selon une expression predlctlve
de la TYMS dite « haute » ou « basse » sur des criteres purement gé-
nétiques. Une nouvelle répartition a ainsi été proposée par I'équipe
de Kawakami en 2003 [44] détaillée dans le tableau III. In vive,
deux études rétrospectives, étudiant TADN tumoral pour la premiére
(258 patients) et {)ADN germinal sur leucocytes circulants pour la
seconde (89 patients), ont retrouvé une corrélation statistiquement
significative entre cette distribution et la survie globale de patients
porteurs de CCR traités par 5-FU avec un avantage pour les groupes
a expression « basse » [44, 45].
28 pb USFE-Boy 8 pb
IECOCECCACTIGOCCTOCCTCCGTECCE | CEBCOCCACTICRECTECCTCOaTeCeE
JECCCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCE | CCCCCCCACTTCGCCTCCCTCCGTCCCE |CCECECCACTTCECCTECCTCCGTCCCC

USF E-Box USFE-Box c

Fig. 1 - Séquences de répétition de 28 pb au sein de la région promotrice du gene de la TYMS.
Le site de fixation E-Box pour le facteur de transcription USF-1 est souligné (d'aprés Mandola
et al. [46)).

— Enfin, il existe un dernier ymorphlsme a type d’insertion-délétion
de 6 paires de bases situé 5 7 pb aprés le codon « Stop ». Lallele por-
tant Ja délétion est présent chez 27 % des caucasiens, avec de grandes
variations interethniques. Il est associé 4 une diminution de stabilité
de PARNm TYMS in vitro ainsi qu’a une baisse de 'expression de la
TYMS intratumorale i vivo [46].
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Tableau Il - Expression prévisible de la TYMS selon la combinaison de la mutation C>G et du
polymorphisme.

« Haute » expression « Basse » expression
2R /2R 2R/ 3Rg
2R/ 3Rc 3Rc/ 3Rg
3R/ 3Rc 3Rg/3Rg

Meéthyléne tétrahydrofolate réductase

La méthylene tétrahydrofolate réductase (MTHEFR) tient un réle es-
sentiel dans le cycle des folates et la synthése du S-adénosylméthinine
(SAM), donneur cellulaire universel du groupement méthyle en conver-
tissant de facon irréversible le 5-10 méthylene tetrahydrofolate (CH,FH))
en 5- methyltetrahydrofolate (CH,FH ) Elle se situe donc 4 linterface
entre la voie de synthese de la thymldme et celle de la meth1on1ne, indis-
pensable a la synthese protéique, au cycle cellulaire et a la méthylation
de 'ADN (fig. 2). La modulation de l'efhicacité du 5-FU par 'acide fo-
linique, précurseur du CH,FH,, par stabilisation du complexe ternaire
formé avec la TYMS, a été ¢ airement démontrée. Le role clé de la MTH-
FR dans la concentration intracellulaire de folates explique Iattention
portée sur cette enzyme comme cible de recherche pour I'optimisation
des traitements par le fluorouracile. Son geéne est localisé en 1p36.3 et
comporte 11 exons. Sa région promotrice ne comprend pas de TATA
Box mais de nombreux ilots CpG, comme pour la TYMS, et de mul-
tiples sites de liaisons avec SP1 transactivateur ubiquitaire. 44 mutations

. .. 6R) 5-F 1 H4 Folats
Acide Folinique R Sas
(6S) 5- Formyl H4 Folate (Elvorine®):Isomére Lévogyre (naturel, actif)

MTHFS Glutation
5-F | H4 F l t .
g oyl H otate Q SHMT Vit B6
Meéthényl H4 Folate
MS Vit B12 Homocystéine "SAH
Cycle des Purines ’ : el
- 5-Methyl H4 folate Synthése Méthionine
10-Formyl H4 Folate . M'L‘Illinnglc » SAM
MTHFR \

SHMT HMT
PURINES | H4 Folate « H4 Folate

‘ < 3 A S -
DHFRE , TS p—— FdUMP
H2 Folate - o v

ALIMENTATION Synthése ADN <~ o Synthése protéique

“Réparation DNA Méthylation
Meéthionine p——

Fig. 2 - Balance entre les voies de synthése de la méthionine et de la thymidine.
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ont été répertoriées en 2004 dont 37 induisant un déficit enzymatique
sévere (inf}e?rieur 220 % de la normale) associé a une hyperhomocystéiné-
mie, des thromboses, des anomalies neurologiques et une prédisposition
au cancer par hypométhylation de TADN. Les deux mutations les plus
fréquentes (environ 15 % et 12 % respectivement pour les homozygotes
dans la population caucasienne) et les plus étudiées sont les polymor-

hismes nucléotidiques 677 C>T (diminution de 75 % de activité pour
Fes homozygotes) et 1298 A>C (diminution de 30 %). n vitro, des études
relativement récentes ont fait la preuve du concept de la majoration des
effets des fluoropyrimidines en cas de génotype MTHFR muté [47]. In
vivo, peu d’études et sur de faibles eﬁgectifs ont évalué ce lien [48-50].
Néanmoins, ces différents travaux ont montré des réponses au traitement

ar 5-FU pour la plupart significativement différentes en fonction du po-
Ermorphisme de la MTHER, essentiellement pour la mutation 677 C>T
avec un bénéfice observé dans ce cas. En revanche, en dehors de I'étude
chinoise de Lu ez a/. concernant des patients porteurs d’'un cancer de I'es-
tomac, il n’a pas été mis en évidence de différence en termes de toxicités
[51]. Les données sur les survies sans progression et les survies globales
sont encore plus fragmentaires. Il n’a pas été rapporté de différence signi-
ficative sur ce point selon le polymorphisme 677 C>T, mais les travaux
de Etienne ef al. observent paradoxalement une survie écourtée dans le
cas des homozygotes mutés en 1298 [48]. Ce résultat est possiblement en
rapport avec une croissance tumorale plus rapide du fait d’une synthese de

thymidine plus efficace et/ou du fait de phénoménes d’hypométhylation
de 'ADN.

Exemple d’application en pratique clinique courante

Une étude rétrospective menée dans notre institution a cherché a ana-
lyser simultanément les impacts thérapeutiques respectifs des polymor-
phismes de la TYMS et MTHER chez 76 patients porteurs d'un CCR
métastatique et traités par 5-FU en monothérapie (LV5-FU2 ou FUFOL
8 h hebdomadaire) pharmacocinétiquement piloté [52].

La répartition du génotype de la région promotrice TYMS correspondait
aux (fonnées de la littérature : 18,4 % 2R/2R, 51,3 % 2R/3R, 30,3 %
3R/3R. La distribution des génotypes de MTHER était en accord avec la
loi d’équilibre de Hardy-Weinberg : 9,2 % d’homozygotes mutés pour
1298 A>C et 10,6 % pour 677 C>T.

La prise en compte de facteurs prédictifs de toxicité au 5-FU, avec la
recherche systématique des mutations de la DPD couplée au rapport
UH,/U, a permis g’isoler neuf patients a risque, soit 11,8 % de la
population initiale. Trois d’entre eux avaient une mutation connue et six
un rapport UH /U altéré.

Une toxicité n’était rapportée que 66 fois et de faible gravité (76 % de
grade I-11) : 22 % de diarrhées, 18 % de syndrome mains-pieds et 7,5 % de
mucite. Le taux de réponse objective était de 33 % (dont 6,6 % de réponse
complete) et la survie globale médiane était de 20 mois. Les génotypes
« haute » ou « basse » expression de la TYMS, ou selon les mutations de
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la MTHER, n’étaient pas discriminants. En revanche, la comparaison des
courbes de survie globale entre la population 3R/3R et la population por-
teur d’au moins un alléle 2R était hautement significative (p = 0,0060) :
médiane de survie globale a 270 jours et 844 jours respectivement. Partant
de ce constat et du role connu de la MTHER sur le taux intracellulaire de
folates (et donc sur la modulation d’activité du 5-FU), nous avons cherché a
isoler une population a risque de survie plus courte : la combinaison 3R/3R
pour la TYMS et sauvage pour MTHER 1298 A>C ou 677 C>T ws tout
autre génotype (fig. 3). La médiane de survie était retrouvée a 283 jours
pour cette population contre 842 jours pour l'autre (p = 0,0065). Cette
population a risque ainsi isolée (16 patients sur 67 = 23,9 %, soit presque
un quart de la cohorte étudiée) pourrait faire 'objet d’'une prise en charge
spécifique dans le cadre d’une étude prospective.

1.00
B
0.75
p = 0.0065
2 050
0.25
0.00
T T T T T T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250
284 days 842 days Survival time (days)

Fig. 3 - Survie globale en analyse univariée en fonction du statut 3R/3R pour la TYMS et du
génotype A/A pour MTHFR 1298 A4C ou 3R/3R pour la TYMS et du génotype C/C pour MTHFR
677CAT (16/67 patients = 23,9 %) (courbe grise) et tout autres génotypes (courbe noire).
D'apres Capitain et al. [52].

Finalement, cette étude, parmi d’autres, démontre qu'une analyse pharma-
cogénétique sur leucocytes circulants permet de fagon simple et reproduc-
tible disoler une population de mauvais pronostic (3R/3R pour la TYMS et
homozygote sauvage pour 1298 A>C ou 677 C>T de la MTHER), popula-
tion qui pourrait justifier d’'une prise en charge thérapeutique intensifié. Le
retentissement de résultats de pﬁarmacogénétique sur la pratique clinique
peut étre majeur pour le malade comme pour le thérapeute.
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