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Pharmacogénétique, Pharmacogénomique

Prescrire selon les genes ?
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Prédire la réeponse individuelle aux médicaments :
un impact de santée publique

e Effets indésirables médicamenteux aux Etats-Unis:
» 2.2 Millions d’hospitalisations
»100.000 déces /an
» latrogénie médicamenteuse : 6éme cause de déces

» AVK et anti-agrégants plaquettaires dans le top 10 des
médicaments les plus iatrogenes

e Données France:

»1.146.000 journées d’hospitalisations /an liés a des El
médicamenteux (étude EMIR 2007)

> 33% E.l. Graves

Affiner l'utilisation des médicaments existants
Amélioration du rapport bénéfice / risque



Conséquences negatives de la variabilite interindividuelle

1. Absence de réponse au traitement

— Polymorphisme génétique => modification du métabolisme ou de la cible
=> patient « non répondeur »

2. Apparition d’effets indésirables

Deux mécanismes principaux

— Conséquence directe, prévisible, des propriétés pharmacologiques du
médicament, inhérent ou non a l'effet thérapeutique recherché

— « Sensibilité anormale » => non prévisible, polymorphisme génétique par
ex.



Sources de variabilité de la reponse aux médicaments
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Pharmacogénétique, Pharmacogénomique

e 2 approches complémentaires pour étudier l'influence des
facteurs génétiques sur la variabilité de la réponse au
médicament / exposition aux El

e 1 approche gene candidat : CYP450, cibles des médicaments
(récepteurs, enzymes), transporteurs

e 1 approche génome entier (1997) : GWAS ou séquencage

» Exemples de cibles/génotypages et implications pratiques
» Ce qu’a apporté la pharmacogénomique et limites de cette approche



Evolution de l'activité pharmacogeénétique

2009 2010 2011
Nombre de tests de pharmacogénétigue différents
Disponibles 50 121 112
Reéalisés 46 74 50
Hombre d'analyses realisees 6442 11564 21037

e 3.2 % des tests de génétique moléculaire post-natale
* Proportion en augmentation

Chiffres au 27/03/2012
Source : Agence Biomédecine



Analyses pharmacogénétiques les plus

fréequentes

Maladie HNombre Hombre de

Numeéro de tests | laboratoires total

ORPHA

ORPHA240839 | Toxicité du 5-fluorouracile 4628 4
Prediction de la réponse au traitement 3339 14
Interféron/Ribavirine

ORPHAZ240885 | Susceptibilité aux effets indesirables graves de 3336 9
lirinotécan

ORPHAZ241005 | Susceptibilité au syndrome d'hypersensibilite 3 3140 4
I"abacavir

DORPHAZ40927 | Choix du dosage d'azathioprine dans le traitement 1182 11
de la maladie de Crohn, de la leucémie et dans la
transplantation

ORPHAZ41043 | Choix du dosage de tacrolimus dans la 1069 7
transplantation

ORPHA240969 | Susceptibilité aux effets indésirables graves de 436 1
I"efavirenz

ORPHA3315 Deéficit en thiopurine S-methyltransferase 402 2

ORPHAZ240925 | Choix du dosage de mercaptopurine dans le 235 4
traiternent de 1a maladie de Crohn, de la leucémie
et dans la transplantation

ORPHA240959 | Susceptibilité aux effets indésirables graves des 192 2
antipsychotiques

Chiffres au 27/03/2012
Source : Agence Biomédecine



Polymorphismes génétiques affectant les
parametres pharmacocinétiques

 Polymorphismes des  Polymorphismes des
enzymes de métabolisation transporteurs

» Enzyme de phase | » Famille OAT
(modification de groupement > Famille ABC (|\/|DR1 |V|RP2)
fonctionnel) !

» Cytochromes P450
» Alcool et aldéhydes
déhydrogénases
» Enzymes de phase |l

(conjugaison)

> NAT

» UGT

» TPMT

Dose Prescrite




Polymorphismes génétiques affectant les
parametres pharmacodynamiques

 Cible enzyme

» G6PD (crise hémolytique)

» Déficit en
pseudocholinestérase

(prolonge l'effet des
curarisants)

» Enzyme de conversion de

I'angiotensine (efficacité des
IEC)

e Cible récepteur
» Récepteur a la ryanodine

» Récepteur beta? (effet des
betabloquants)

» Transporteur de la
sérotonine et effet

des AD IRS

Dose Prescrite

Dose administrée




Cytochromes P450

CYP 3A4/5
36%




Les cytochromes p450

* Nomenclature
Plusieurs centaines de protéines

4 familles 1a4

6 sous-familles AaF

20 groupes 1a20

allele variant * un numéro (éventuellement

une capitale)

CYP 2D6*4

Super famille génique AJ

CYPles + impliquésdansle métabolisme
des médicaments: 2D6, 3A4, 1A2, 2C9,
2C19

Famille «<——
Sous-famille <——
Isoenzyme <—
Variant allelique
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500 mg

A cross in the allele indicates a detrimental mutation in the allele.

MR: Metabolic ratio.

100-150 mg 10-20 mg
‘Normal dose’



Les polymorphismes génétiques
du métabolisme d’oxydation

» Simple nucléotide
e dans une région codante : substitution d’acides aminés

e dans une région non codante : séquence de régulation : sous ou sur
production de protéines actives

e dansunintron : ARNm inapproprié, erreurs post-traductionnelles,
modification d ‘activité enzymatiques

» Délétion, duplication génique

Exemple de I'allele *4B du CYP 2D6

G=>A

enzyme normale: 497 aa enzyme mutée *4B : 181 aa, inactive




Le polymorphisme génétique du métabolisme
d’oxydation
Conséguences cliniques
» Métaboliseurs lents

— accumulation de la molécule, plus sujets aux effets indésirables
— pas d’effet thérapeutique des prodrogues

exemple : absence d’effet analgésique de la codéine
codéine — morphine

T
CYP 2D6

» Métaboliseurs ultra rapides : absence de réponse
thérapeutique



Des SNPs frequents a effet forts ?
La particularité pharmacogénétique

e Généralement, dans les conditions de pression de sélection
naturelle, les variants :
> Effet fort =» Fréquence faible
> Effet faible = Fréquence forte

e Le médicament peut interagir :

» avec des protéines « peu » sollicitées physiologiquement (= a faible
pression)

» Pouvant posséder des variations génétiques a effet fort sans
conséguences « dramatiques »

» Donc potentiellement « fréquentes »



Exemples de succes de la pharmacogénétique

CYP2B6 et efavirenz

Rationnel: enzyme hépatique clé dans I'élimination de certains
médicaments (bupropion, ecstasy, efavirenz)

Large variabilité interindividuelle dans I'expression du CYP2B6
SNP rs374574

Fréquence de 0.21 chez les occidentaux et 0.45 chez les patients
africains

SNP non synonyme Q172H associé a une augmentation des
concentrations de |'efavirenz et la survenue d’effets indésirables
neurologiques

A l'arrét d’une trithérapie, la persistance de I'EFV dans le sang
expose les patients a une monothérapie et a un risque accru de
mutations

Indication: avant introduction EFV



Exemples de succes de la pharmacogénétique

e TPMT et thiopurines (mercaptopurine/azathioprine)

Activité génétiquement pzatiioprine
déterminée Induction? B g7

23 variants alléliques connus 'A%

Mais la recherche de 3 SNP permet T GMP ﬁﬁ;ﬁgﬂe
de détecter 95 % des 6-MMP HGPR':‘ Acide e
métaboliseurs lents

Alternative au phénOtypage 6-TGN actifs et toxiques

Indication : avant l'initiation du traitement
(recommandation FDA)



Exemples de succes de la pharmacogénétique
NAT2 et hépatotoxicité a I'INH

Allele sauvage NAT2*4

Plus de 30 SNP mais l'identification de 4 d’entre eux permet
d’identifier 95% des métaboliseurs lents

Bonne corrélation génotype-phénotype (acétyleurs lents,
intermédiaires ou rapides) déterminée par un test a la caféine
ou a I'INH

_ Recommandation : adapter la

caucasiens 50 % posologie d’introduction de
asiatiques 10 % I"INH en fonction du génotype

africains Jusqu’a 70 % a3,50ub mg/kg




Exemples de succes de la pharmacogénétique

UGT1A1*28 et neutropénie sous irinotécan (recommandation
FDA avant initiation du traitement)

HLAB57*01 et hypersensibilité a 'abacavir (recommandation
FDA avant initiation du traitement)

Plus controversé : métaboliseurs lents du CYP2D6 et effets
indésirables des antidépresseurs et antipsychotiques

Succes essentiellement dans la prédiction d’effets indésirables




Exemples de succes de la pharmacogénétique

e CYP2(C9 et VKORC1 pour l'efficacité de la warfarine

Intérét de chercher Nombre.

des facteurs IR

prédictifs de réponse -

car: i

1. Large variabilité ‘ cortpliamce
interindividuelle Phip‘t‘;“:;

2 ° I n d eX E EMORRAGI; Interactions \THROMBOSE/
thérapeutique [ ‘ i

RESISTANCE

et ro It HYPERSENSIBILITE




Exemples de succes de la pharmacogénétique

e CYP2(C9 et VKORC1 pour l'efficacité de la warfarine

A

inactive
metabolit

I 2 .}._',;,,;\.. .
A an
AA
VKORCI CYP2C9

[ A Avk
™~ VKORC1 =
\/ Vitamin K epoxide
CYP2C9 > ;KOR reductase sub-unit 1
complex
| 4l
i vitamin K - Vitamin K
hydroquinone cycle epoxide

GGC=y-glutamyl

carboxylase

Vitamin K-dependent
coagulation factors
inactive

Vitamin K-dependent
coagulation factors
active

Prédiction de 50 % de la variabilité par génotypage de 2 SNP
Site d’aide au choix du dosage www.warfarindosing.org




Exemples de succes de la pharmacogénétique

e CYP2C19 et résistance au clopidogrel

Nombre de patients Réduction aggrégation : 41.9 +- 20.8
12 %
104

< 20 I[10,20]  [11.20 [31,40] [51,60] [71,80] [91,100]

Delta Aggrégation a 5uM ADP




Exemples de succes de la pharmacogénétique

e CYP2C19 et résistance au clopidogrel

Varian Effet
ts
*2 Perte de fonction / co- 15
dominant %
*3 Perte de fonction <1
%
*4 Perte de fonction / 1%
récessif
*5 Perte de fonction <1
%
*6 Perte de fonction <1
%
*17 Augmentation 20
%

STENT THROMBOSIS (n=4905)

2C19%*2 better

Mega et al. (0.26)
Collet et al. {0.15)
Giusti et al. (0.34)

Sibbing et al. {0.24)

Total

Odds Ratio, fixed model
Bilateral Cl, 95% for trials, 95% for MA

2C19*2 worse 2019%2  2C19%1
¥ 10/375  8/1014
| I 8/73  4/186
] 13/247  11/525
] 10/680  7/1805
| 41/1375 30/3530

{OR 3.45 95% CI: 2.14-5.57, p<0.001, p,,=0.78

0
Odds Ratio

I 1 .
2 3 4 5 10 20 events / size



Exemples de difficultés de la pharmacogénétique

e Meéthotrexate et MTHFR SLCO1B1 et toxicité
T digestive (OR a 16)
|| Mais pas
d’association forte

THF

entre plusieurs SNP
testés et efficacité
dans la PR

» Multiples génes

impliqués ?
hbethylene-THF “THFR # MathylTHF \ ’
> Génes non testés ?

+— dTMP dLisP

S"r'N'I'IulEEIE | > Déterminants

autres que
PURINE génétiques ?

SYNTHESIS




Limites de la pharmacogénétique et intérét d’un
approche plus large

e Effets indésirables : il n’y a pas que les protéines de la voie
PK/PD qui peuvent étre intéressantes (protéines du systeme
immunitaire, des fonctions mitochondriales...)

e Approche sans a priori

» Nombre exponentiellement croissant d’études
pangénomiques en pharmacogénétiques dont
» 70 % concernent la réponse thérapeutique (IFN,
clopidogrel et warfarine)

» 30 % concernent les effets indésirables (statines et
flucloxacilline)

» Avec déja un impact en pratique clinique
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Particularités des études de pharmacogénomiques

e Nombre de sujets : études negatives par manque de
puissance

» Non répondeurs plus rares que les répondeurs
» El graves entre 1/10 000 et 1/100 000

e (Caractérisation phénotypique difficile : I'idéal est un facteur
quantitatif précis (INR, TA, HbA1c), ce qui n’est pas toujours
possible

e Réplication peut étre difficile a obtenir (second essai clinique
pas toujours éthique)

e Cependant l'effectif peut parfois étre plus faible en
pharmacogénomique si I'effet est fort



Pharmacogénomique et réponse au traitement

Anticoagulants
Interféron et hépatite C
Anti TNF alpha et PR

Parfois dans le cadre d’essais de phase Il

Moins de la moitié ont trouvé des associations significatives
(certaines des études négatives ayant montré des associations
proches de la significativité cependant)

Certaines ont permis l'identification de SNP dans de nouveaux
genes



GWAS — AntiTNF-a

e 3étudesdansla PR

e 566/720, 89 et 196 patients

e SNP significatifs répliqués

» EYA4 (cofacteur de
transcription de I'IFN beta)

» PDPZ22

» 5 SNP dans des régions
intergéniques

e OR aux alentours de 3



Table 2. Genotype and response to treatment association data in the initial and stage 2 cohort for 10 associated SNPs*

Initial cohort (n = 566) Stage 2 cohort (n = 379) )

Meta-analysis,
, ) Additive model , ) Additive model fixed effects

Baseline  Change in Baseline Change in

Position, DAS2S, DAS2S, Coefficient DAS2S, DAS2S, Coefficient
SNP  Chr. bp Genotype Count mean * SD mean =SD P (95% CI) Count mean * SD mean *SD P (95% (1) P Coefficient

12081765 1 162,073,507 11 182 6609 -27%16 109 68x10 -27%13
12 283 6810 -25%1.5752"™ 029(0.12,046) 191 67%10 -24%15 61772 0.19(-001,039) 1477 025

2 101 67+09 -21%15 77 6810 -24*16

1532269 5 32054508 11 217 6709 =-27%15 158 67%11 =26%15
12 27 6709 =25+14 7117 030(0.13,0.48) 178 6809 =25+15 786™® 0.19(-002,039) 185 026

2 0 6509 -20*17 2 6710 -214%14

17301249 6 133,654,607 11 364 67209 -23%15 249 67%10 -24%15
12 179 67+09 -28%15 337 ™ -038(-058 -0.17) 112 67209 -26* 16 45172 -024(—048-001) 517% =032

2 23 67%10 -30%13 17 70%x10 =-30%10

57305646 12 17,155604 11 159 6709 -23*16 9% 6911 =-23%16
12 275 68%09 -25%15016"%-028(-044, -0.11) 201 67*09 -25*15 491"%—021(-041,-0001)1.25"% 025

2 128 66+10 -28%15 8 66%11 =25%15

4694800 4 48067195 11 150 66+09 =-22%15 103 67%10 -23*14
12 W01 67*09 -25*15709%-030(-047,-0.13) 187 67 *10 -24%15 436" -020(—-039,-001) 995°% —0.25

2 115 69+10 -29+14 89 67%10 -28%15

1350948 11 23474981 11 400 67%10 -26%15 277 67+10 -25+15
12 1280 6809 =22*16 865"™ 037(0.15059) 89 69+09 —-23+14 408°® 027(001,0.53) Lo1I"™ 033

2 2 66%10 -17%16 13 65%11 =21%09

87962316 12 90,922,423 11 230 67%209 -27%16 178 66%11 -25%15
12 257 67%09 -24%15500" 030(0.13,047) 145 69%09 -25+14 8602 0.17(-002,037) 164 ™ 025

22 77 66%10 -22%15 53 67%10 -22%16

7070180 10 117842460 11 319 66%09 -27%14 199 68%10 -26+14
12 20 67*10 -23%17224"% 035(0.17,054) 161 66*10 —24*16 8242 021(-003,045) 642" 030

2 33 71x11 -23%13 16 71210 -22+14

51024125 2 174533706 11 271 67x10 =-23%15 187 68%10 =-24%15
12 228 67+09 -26%15854"" -30(-047,-0.12) 160 67*10 =-25*15 1.60"™ —0.15(011,-037) 481™% -024

2 61 68*10 -28%x17 2 6611 -27%14

510739625 9 123153234 11 413 67%09 -26*15 260 67%10 -26%15
12 135 6709 —-23+16992"% 038(0.15,060) 99 67%10 =-22*15 92372 023(013,-004) 296% 031

2 18 7.1%09 -21*16 10 7012 -27%14

* Chr. = chromosome; DAS28 = Disease Activity Score in 28 joints 95% CI = 95% confidence interval. 1 = major allele, 2 = minor allele. X
% The genotyping assay for this single-nucleotide polymorphism (SNP) failed in the first replication cohont; therefore, a perfect proxy (rs$522221; - = 1) was genotyped.



GWAS — AntiTNF-o - Limites

Identification des SNP et
traduction fonctionnelle
Utilité clinique d’un faible
OR?

Manque de puissance des
études ou facteurs
extragénétiques expliquant
la variabilité de réponse ?



GWAS - Asthme

21 études sur les

déterminants

genetiques e NEW ENGLAND

7 études JOURNAL of MEDICINE

p h darma COgé nom |q ues.: Genomewide Association between GLCCI1 and Response
to Glucocorticoid Therapy in Asthma

Réponse aux CT

OPEN &) ACCESS Freely available online PLOS

Reponse adUX Genome-Wide Association Analysis in Asthma Subjects
Identifies SPATS2L as a Novel Bronchodilator Response

bronchodilatateurs Gene




GWAS - Asthme

* 530000 SNP
* 4 populations indépendantes

(935 patients)
@55 Oadulr O LOCCs @ CARE

T study e 13 SNP tres significatifs
T

Change in FEV, (% of predicted)

[ e GLCC1rs37972 diminue la
réponse aux GC inhalés

[ a { { { e En déséquilibre de liaison avec

le rs37973 connu pour
diminuer I'expression de

cT “ GLCC1

e HOZ sauvages augmentent 3
fois plus leur VEMS apres
traitement



GWAS - Asthme

Relative Luciferase Activity Relative Ludferase Activity

Relative Luciferase Activity

peooop Jurkat Cells

1.8 P<0.001
1.2 [
0.6 .‘ P=0.001
0.0--— . |_|
Raji Cells
2 P<0.001
— P<0.05
1_
: B[
- peooop THP1 Cells P<0.001
3_
5] P<0.001
- F H H H
0
CA TG C T A G
Mack rs37972 rs37972
rs37973 rs37973

La présence de l'allele
sauvage est associée a une
expression plus forte de
GLCC1



GWAS - Asthme

Primary GWAS
[CAMF‘ISEpracnrfLUCGI LODO | [ACHN] ICARE |

Feplication in Independent Populations

Validation of top Locus (SPATS2L)

Expression Microarray | | SIRNA Knockdown

Réponse aux
bronchodilatateurs
(beta2mimétiques)

Réponse évaluée sur le
VEMS post/pré beta2+

1644 patients a partir de 6
essais thérapeutiques

469 884 SNPs
Réplication 1051 patients



GWAS - Asthme

Bronchodilator Responze 100°(Post-FEV1 - Pre-FEV1)Pref EVA1

100

50

GG TC TT
rs295137 Genotype

Le SNP le plus significatif est
le rs295137

Dans le gene SPATS2L

Génotype sauvage (TT)
associé a une meilleure
réponse

Fonctionnalité du SNP :
I"inhibition de I'expression
de la protéine par ARN
interférence entraine une
augmentation du taux de
récepteur beta-
adrénergique



GWAS — toxicite

Drug

Simvastatin

Flucloxacillin

Etoposide

Antipsychotics

Ximelagatran

Bisphozphonates

lloperidone

Responze

Myopathy assessed by symptoms
and elevated creatine kinase

Liver injury assessed by elevated
liver enzymes and/or bilirubin

Secondary leukaemia diagnosed
cytogenetically

Tardive dyskinesia assessed by
clinical scoring

Transaminitis* diagnosed by elevated
alanine transaminase activity

Osteonecrosis of the jaw diagnosed
by clinical examination

QT? prolongation diagnosed by
electrocardiography

Number

Genome-wide

of cases/ significance/

controls
85/90

51/282

13/169

50/50

74/169

25/65

183/0

replication
Yes/Yes

Yes/Yes

No

No

No

Mo

No




Conclusions

Il existe des applications en routine de pharmacogénétique

Etudes sur |la réponse au traitement plus difficiles que celles
sur les effets indésirables graves

La génétique ne peut expliquer qu’une partie de la variabilité
interindividuelle de réponse au médicament.

Perspectives

» Etudes pangénomiques : difficultés et limites exposés mais
d’autres success stories a attendre

» Carte génétique individuelle et aide a la prescription

Contact : fleur.cohen@psl.aphp.fr
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