ezl Inserm

E!

Université ] FACU

o

de Limoges CHU
Institut national Centre haspitalier universitaire
de la santé et de la recherche médicale . Limoges -

Pharmacogénétique : une nouvelle
discipline du laboratoire médical
entre pharmacologie et génétique

Nicolas Picard, Mcu-PH, HDR
Pharmacologie, Toxicologie et Pharmacovigilance,
Hopital Dupuytren, CHU Limoges

Inserm UMR-850, Université de Limoges

RESEAU NATIONAL DE PHARMACOGENETIQUE



Pharmacogénétique (PGt) : définition

“The study of variations in DNA sequence as related
to drug response” '

—  “drug” = “medicinal products, medicine and pharmaceutical
products (including vaccines and other biological products)”

—  “Drug response” incluant “the processes of drug absorption
and disposition (=pharmacocinétique), and drug effects
(effets recherchés et indésirables)

En pratique = discipline génétique ayant pour objet
de (i) prédire la réponse/non-réponse a un
médicament donné ; (ii) d’individualiser la dose du
médicament ; (iii) d’éviter ses effets indésirables

1EMA : European Medecines Agency ICH Topic E15;
’Food and Drug Administration ; Guidance for industry E15



Pharmacogénomique (PGx) ?

PHARMACOGENE TIQUE

PHARMACOGENOMI QUE

“The study of variations of DNA and RNA
characteristics as related to drug response” 2

- PGx : différences d’expression génique (associées a une
maladie) pouvant influencer la réponse a un M. (oncologie
moléculaire)

- PGx : référence aux techniques d’étude globale du
géenome (Next Generation Sequencing, biopuces ...)

1EMA : European Medecines Agency ICH Topic E15;
’Food and Drug Administration ; Guidance for industry E15



Pharmacogénétique : une discipline récente ?

e Pythagore (510 av. J-C) a propos du favisme :
« ce qui peut étre nourriture pour certains, peut
étre poison violent pour d’autres »




Du favisme a la pharmacogénétique
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« Seconde guerre mondiale : crises hémolytiques
(soldats Noirs-Ameéricains sous primaquine)

« 1956 : identification mécanisme de toxicité :
— déficit en glucose-6-phosphate deshydrogénase (G6PD)
— Anémies a la primaquine reliees aux anemies
« faviques »

« 1986 : Identification du polymorphisme du gene
G6PD

- premiere description de prédisposition
génétique a une anomalie de réponse a un
meédicament = pharmacogénétique



Favisme = déficit en glucose-6-phosphate

deshydrogénase
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Les débuts de la pharmacogénétique

 Plusieurs exemples vont suivre ...

: . , oo Science
Primaquine/hémolyse Déficit G6PD 124:484, 1956
Isoniazide/neuropathies Acétyleurs lents AL A T
P Y 70:266, 1954
Suxamethonium/apnée cholinesterase Lancet
P plasmatique atypique 211:576, 1956

e 1959, Friedrich Vogel définit le terme
« pharmacogénétique = bases héréeditaires de la
variabilité des effets des M. »

e Discipline purement descriptive !
(pas de connaissance des genes et de leurs variations)



Evolutlon de F pharmacogenethue
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1986 K.Mulis

invente la PCR

2007

« Warfarin label
update », JAMA (298)

1980 TPMT & azathioprine

1977 CYP2D6 & Debrisoquine

1959 vogel définit la
“pharmacogénétique”
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Table of Pharmacogenomic Biomarkers in Drug Labels

Pharmacogenomics can play an important role in identifying responders and non-responders to medications, avoiding

Additional Research Areas adverse events, and optimizing drug dose. Drug labels may contain information on genomic biomarkers and can describe:
Genomics Drug exposure and clinical response variability

Risk for adverse events
Overview of the Genomics Group Genotype-specific dosing

Mechanisms of drug action

Polymorphic drug target and disposition genes

Publications on Genomics The tal cogenomic information in their labels. Some, but not all, of the labels
include specific actions to be taken based on genetic information. Relevant sections of the label with such information are
noted in the last column of the table. Biomarkers may include gene variants, functional deficiencies, expression changes,
chromosomal abnormalties, and others. Microbial variants that influence sensitivity to anti-infectives are not included in the
tahle. Please note that the table columns can be sorted.

Presentations on Genomics

Pharmacogenomic information can appear in different sections of the label. For more information on the relevance of
information in various parts of the drug label (e.g. Indications and Usage, Dosage and Administration, Boxed Warning, etc.),
please go to the relevant labeling guidance. For information on the FDA's inttistive to improve prescription drug labels, visit
the FDAJCDER Learn website.

Pharmacogenomic Biomarkers in Drug Labels

Therapeutic _

-~ 1 1 -
Drug S & Biomarkes Label Sections s
Abacavir Antivirals HLA-B*5701 Boxed Warning, Contraindications,
Warnings and Precautions, Patient P Gt
Counseling Information
Ado-Trastuzumab Oncology ERBB2 Indications and Usage, Warnings and
Emtansine (HER2) Precautions, Adverse Reactions, On co IO g ,'e
| Clinical Pharmacology, Clinical Studies

Moléculaire

The table belowy lists FDA-approved drugs with pharmacogenomic information in their labels. &
14/10/2013 WS 2013 - Niveau 1 - J1
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Drug

Abacavir

Ado-Trastuzumab
Emtansine

Aripiprazole

Arsenic Trioxide

Atomoxetine

Atorvastatin

Azathioprine

Boceprevir

Brentuximab
Vedotin
Busulfan
Capecitabine

Carbamazepine

Carisoprodol

Therapeutic
Area v

Antivirals

Oncology

Psychiatry
Oncology

Psychiatry

Metaholic and
Endocrinology

Rheumatology

Antivirals

Oncology
Oncology
Oncology
MNeurology

Musculoskeletal

Biomarkers

HLA-B*5701

ERBB2
(HER2)

CYP2D6

PMLR AR

CYP2DE

LDL receptor

TPMT

IL28B
CD30

Ph
Chromosome
DPD

HLA-B*1502

CYP2C19

Pharmacogenomic Biomarkers in Drug Labels

Carvedilol

Celecoxib

Cetuximab (1)

Cetuximab (2)

Cevimeline

Chlordiazepoxide
and Amitriptyline

Chloroquine

Cisplatin

Citalopram (1)
Citalopram (2)

Clobazam

Clomipramine

Clopidogrel

Clozapine

Codeine

Crizotinib

Dapsone (1)

Cardiovascular

Analgesics

Oncology

Oncology

Dermatology and
Dental

Psychiatry

Artiinfectives

Oncology

Psychiatry
Psychiatry

Neurology

Psychiatry

Cardiovascular

Psychiatry

Analgesics

Oncology

Dermatology

CYP2D6
CYP2CS

EGFR

KRAS

CYP2D6

CYP2D6

GEPD
TPMT

CYP2C19
CYP2D6
CYP2C19

CYP2DE
CYP2C19

CYP2DE
CYP2DE

ALK

GEPD

Dapsone (2)
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Evolution récente de l'activité de
pharmacogéneétique de routine en France

Rapport médical et scientifique 2012 21701
de I'’Agence de la Biomédecine) 21037
11564
6442

2009 2010 2011 2012

nombre d’analyses réalisées



pharmacoGENETIQUE

* Recherche de variations de |la séquence du génome

— variations connues, répertoriées dans des bases de
données publiques

dbSNP
Short Genetic Variations

& NCBI  Resources & How To &)

dbSNP SNP &

rs12913832

=

Save search Limits Advanced

Display Settings: (] Graphic Summary, Sorted by Default order

Results: 2

N

rs60078917 has merged into rs 12913832 [Homo sapiens]

CGAGGCCAGTTTCATTTGAGCATTAA[A/C ] TGTCAAGTTCTGCACGCTATCATCA

MAF/MinorAlleleCount: G=0.2911/634
HGVS Names: [ NC_000015.9:9.28365618A>G | [ NG_016355.1:9.206678T>C | [ NM_004667.5:c.13272+874T>C ] [ NT_026446.14:9.4800765A>G ]
ID: 60078917

rs12913832 [Homo sapiens]
CGAGGCCAGTTTCATTTGAGCATTAA[A/G ] TGTCAAGTTCTGCACGCTATCATCA

MAF/MinorAlleleCount: G=0.2011/634
HGVS Names: [ NC_000015.9:9.28365618A>G ] [ NG_016355.1:9.206678T>C ] [ NM_004667.5:c.13272+874T>C | [ NT_026446.14:9.4800765A>G ]
ID: 12913832

Send to: Filter your results:

Al (2)
Human (active) (1
Clinical/LSDB Submissions (0)
Cited in PubMed (1)
Manage Filters.

Find related data 2
Database: | Select 2
Search details 2

rs12913832([All Fields]

Z

| search |

See more...
Recent activity =
Turn Off Clear
Q rs12913832 (2)
SNP

See more...




Les variations du génome

TIB
° Idnf Vi MOLBIOL
o Pon.mc.erhlsmes R e
(variations neutres) s just rs12913832

Présentes chez > 1% des individus

Non pathogenes (caractéristiques
individuelles)

Cartographie du génome

Dans certains cas :
susceptibilité aux médicaments |



Single Nucleotide Polymorphisms

e SNP (« SNiP ») : différences concernant un base unique de la
sequence du génome

e Tres fréquent (1 SNP pour 100 a 1000 bases)

-
o
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SNP Non-redondant

(=] o]
n 1 n 1 "

FN
1

SNP Validés (génotypage)
« Double-hit »

Cumulative number of SNPs (millions)
N
1

The International HapMap
2000 2001 2002 2003 2004 2005 Consortium, Nature 437,
Submission date 1299'1320 (27 OCtOber 2005)

e Laplupart nont pas de conséquence sur les protéines



PHARMACOgénétique

* Genes d’intérét (« pharmacogenes »)

RIS

D)

Enzymes . Effets du ’ recepteurrs
| & Medicament &
AN
-

Autres

~ —oncologie
moléculaire




Enzymes de biotransformation des M.

« 59% des médicaments a l'origine d’effets indésirables sont
metabolisés par des enzymes polymorphes (versus 7-22%
des autres medicaments sélectionnés au hasard

Exemples d’enzymes polymorphes

Phase |
Ph Il
Phase | e e Cytochromes P450
epoxide CYP2AG NAT2 . .
hydrolase / NAT1 [/ Monoamine oxidase
5P CYP2B6 GST-M Alcohol dehydrogenase
CYP2C8
/ others L ST Aldehyde dehydrogenase
GST-A Dopamine B-hydroxylase
CYPecs Phase Il
ALDH-— CYP2C19 ‘
| / e N-acetyltransferases (NAT1 et 2)
UGTs | Thiopurine methyltransferase
CYP2D6
CYP3A4/5/7 (TPMT)
HMT Sulfotransferase (Sult1A1)
CYP2E1 comT UDP-glucuronosyltransferases
(UGT)

Huang SM, et col. Toxicology Mechanisms and Methods. 2006;(16) 89-99. ;
Evans et Relling. Science 1999 286(5439):487-91



Exemple d’application de routine

e Déficit de glucuronoconjugaison (UGT1A1)
(Syndrome de « Gilbgft ») et Irinotécan




Elimination de l'irinotécan et
pharmacogénétique

CYP3A : Transcription factor IID
INNOtecan —mm——p OXidized b v

irinotecan
loE Promoter [ .  Exons
' 1 2 3 4 5
51688 (o) — Atlutnole A AA. IERERERED

- / QB%
Wit
(T A);TAA (TA)gTAA
JExpression TExpression
Low Normal
glucuronidation glucuronidation

Bile

Diarrhoea Tolerance
leucopaenia

Relling & Dervieux Nature Reviews Cancer 1, 99-108 (November 2001)



UGT1A1*28 Genotype and Irinotecan-Induced

Neutropenia: Dose Matters

Janelle M. Hoskins, Richard M. Goldberg, Pingping Qu, Joseph G. Ibrahim, Howard L. McLeod
J Natl Cancer Inst 2007;99:1290-5

— Allele UGT1A1*28 associé a un risque de neutropénie majeure
seulement pour les doses > a 150 mg/m?

Genotype-Driven Phase I Study of Irinotecan Administered
in Combination With Fluorouracil/Leucovorin in Patients
With Metastatic Colorectal Cancer

Giuseppe Toffoli, Erika Cecchin, Giampiero Gasparini, Mario D’Andrea, Giuseppe Azzarello, Umberto Basso,
Enrico Mini, Sergio Pessa, Elena De Mattia, Giovanni Lo Re, Angela Buonadonna, Stefania Nobili,
Paolo De Paoli, and Federico Innocenti

J Clin Oncol 2010
— Réévaluation de la DMT d’irinotecan du FOLFIRI en fonction du

génotype :

» UGT1A1 *1/*1: 370 mg/m? lieu de 180 /m?
» UGT1A1 *1/*28: 310 mg/m? aufieu de me/m

19



Arbre décisionnel proposé
par le RNPGx et le GPCO

Dose < 180 mg/m* Dose STANDARD (180 - 230 mg/m?) Dose INTENSIFIEE (2_240 mg/m?)
(FOLFOXIRI- FOLFIRINOX) (FOLFIRI standard) (FOLFIRI FORT)
v v v
Génotypage UGT1A1 Génotypage UGT1A1 Genotypage UGT1A1
NON INDIQUE recommande OBLIGATOIRE
i Homozygote Hétérozygote Homozygote Hétérozygote Homozygote Homozygote
: sauvage muté muté sauvage
; 171 *1/*28 *28/°28 *1/*28 *28/°28 111
Risque de toxicite l
non augmente, Risque de Risque de Risque de
similaire toxicité non toxicite Risque de toxicite significativement augmente toxicite non
quelque soit le augmenté modérément augmenté
genotype augmente
=
=' = i = '= i
_ Dose Dose Intensifier la surveillance biologique en Intensification Intensification
mltra{ement initialement particulier lorsque d’autres facteurs de toxicite de dose contre- de dose
prevue prévue sont associés. Chez les *28/*28 une réduction de indiquée possible
dose de 30% au 1*' cycle est préconisée.

20



La pharmacogénétique au sein des
laboratoires médicaux

e Selon le rapport de I’Agence de la Biomédecine, en
2012, 44 laboratoires proposaient une activité de
pharmacogénétique en France

* 114 examens (génotype/indication) disponibles

CYP2D6 (divers)
CYP2C9 (hématologie) [
CYP3A5 (transplantation)

Principaux examens
UGT1A1 (oncologie) (génes/domaines)

TPMT (gastroentérologie / en 2012
HLA*B5701 (VIH) (nb d’analyses)

DPYD (oncologie)

IL28B (VHC)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500



Pharmacogénétique en pratique

e Matrices les plus courantes
— Leucocytes du sang périphérique
(attention a I'anticoagulant)

— Ecouvillon buccal, salive (cellules épithéliales +/-
leucocytes)

— Sang séché sur buvard
— (Biopsies en oncologie moléculaire)




Les techniques utilisées

Méthodes conventionnelles de génotypage a partir
d’ADN génomique

& As-amplification i reverse Dot-Blot
8,70%
“ RELP ° 11,09%
12,31%

home-brew method

2,65%
“ Pyrosequencing

4,72%
Chip-Analysis & FRET-probes
1,11% 29,94%
" DNA Sequencing

10,14%

~ other

8,01% - -
. Molecular Beacons TagMan-probes
11,09%

0,21%

Données du programme ECAT 2013 FV1 (biologie moléculaire) (http://www.dgkl-rfb.de)
NB. Pharmacogénétique + hématologie + oncologie moléculaire)

PCR temps réel particulierement adapté au délai de
rendu de résultat nécessaire et aux variations
recherchés (variations ponctuelles ciblées)




Conclusion
Discipline de biologie RNP@){\K

moléculaire et de pharmacologie RESEAU NATIONAL DE PHARIMACOGENETIGLE
clinigue aujourd’hui bien orphanet
implantée dans les laboratoires s Lo
des centres hospitaliers

(Pharmacologie, Biochimie-
génétique moléculaire) ou de
lutte contre le cancer

Langues :J[Z8 EN | ES | DE | IT | PT | NL

Structuration en réseau (RNPGXx),
adossée a 'ANPGM, I’Agence de

la Biomédecine et Orphanet

Syndrome de Crigler-Najjar 1

Syndrome de Crigler-Najjar 2

Syndrome de Gilbert




