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PREMIERE PARTIE

I. Introduction

Le trouble dépressif majeur (TDM) représente un enjeu important de Santé Publique.
D’apres 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le TDM sera la seconde cause d’incapacité
apres les maladies cardiovasculaires en 2020 dans le monde (Murray and Lopez, 1996). De
nombreux médicaments antidépresseurs (ADs) ayant des mécanismes d’action primaire
souvent différents, sont utilisés aujourd’hui pour traiter la dépression. Méme si aujourd’hui il
existe différentes molécules avec des mécanismes d’action innovants, 60% des patients qui
présentent des TDM ne répondent pas correctement a ces traitements. Par ailleurs 30% sont
résistants aux medicaments antidépresseurs. Ainsi, la médecine personnalisée pourrait apporter
des réponses en combinant les connaissances des données génétiques et cliniques pour
améliorer la prise en charge du patient et apporter une stratégie plus précise en termes de
stratégies thérapeutiques. A ce jour, les mécanismes physiopathologiques de la dépression ne
sont pas encore bien connus. Par conséquent, les biomarqueurs moléculaires et génétiques
impliqués dans ces phénomeénes de variabilité interindividuelle de la réponse aux traitements
ADs restent a identifier.

Dans le cadre de cette thése d’université, nous nous sommes intéresses a rechercher et
identifier des biomarqueurs de réponse aux traitements ADs. Pour répondre a cette question,

nous avons structuré ce mémoire en cing parties différentes.

La premiére partie est une large introduction qui positionne la dépression majeure dans
un contexte de Santé Publique et présente la physiopathologie de la dépression majeure avec
les principaux mécanismes des médicaments ADS. Dans cette partie, sont présentés les facteurs
de wvariabilit¢ interindividuelle de réponse liée au métabolisme des ADs et la
pharmacogénétique des ADs, ainsi que les transporteurs des monoamines. Le but de cette partie
est également d’introduire les principales études d’associations de pharmacogénétique publiées
en lien avec la réponse pharmacocinétique et les enzymes de métabolisme, les Cytochromes
P450 (CYP) 2D6 et 2C19 et les traitements ADS. Nous présentons aussi dans un deuxiéme
temps les études d’association publiées sur la réponse pharmacodynamique, avec notamment
I’étude d’une enzyme qui dégrade les monoamines, la catechol-O-méthyltransférase (COMT),

et les traitements ADs. Cette partie présente aussi les recommandations cliniques qui existent a



ce jour, basées sur les principaux résultats de la pharmacogénétique par des approches études
d’association génes candidats ainsi que les études de Genome-Wide Association Study
(GWAS). Cette premicre partie apporte également des informations sur les principales
technologies de séquencage, notamment le Next Generation Sequencing (NGS) et son

application en psychiatrie.

La deuxiéme partie de ce projet consiste, dans une premicre étape des travaux de
recherche de ma these, dans une étude d’association, ou I’objectif principal est d’étudier si un
génotypage systématique des polymorphismes génétiques des CYP2D6 et CYP2C19 pourrait
prédire I'efficacité de la venlafaxine chez les patients déprimes traités en milieu psychiatrique

et suivis prospectivement pendant 6 mois apres le début d’un traitement AD.

La troisieme partie de ce manuscrit représente la deuxiéme étape des travaux de
recherche consacrée a I’étude de I'impact du polymorphisme génétique d’un enzyme
fonctionnel du métabolisme des monoamines, la COMT Val(108/158)Met sur la réponse a la
venlafaxine. Plus précisément, 1’objectif de cette étude a été d’étudier si le polymorphisme
génétique COMT Val(108/158)Met pourrait étre un biomarqueur de prédisposition a la réponse
clinique a la venlafaxine chez les patients déprimés traités en milieu psychiatrique apres

I’introduction d’un traitement AD.

La quatriéme partie consiste dans la réalisation des analyses exhaustives par la
technologie de séquencgage a haut débit, le NGS, par une approche géne candidat. L’objectif de
ce projet comporte dans un premier plan la validation des polymorphismes génétiques identifiés
par la technologie PCT all¢ele spécifique (TagMan) classique et par la suite de valider par notre
nouvelle technique de séquencage par NGS appliquée aux genes couramment analysés en

pharmacogénétique.

Le cinquiéme chapitre de cette thése résume le troisieme travail qui a comporté une
d’étude plus large des geénes des transporteurs impliqués dans la réponse au traitement AD.
L’¢étude présentée dans ce chapitre est une revue de la littérature de nouveaux biomarqueurs de

réponse a un traitement AD. Ce travail a comme objectif de mettre en évidence I’importance de



quelques transporteurs découverts récemment et leur implication potentielle dans la réponse
aux ADs.

I.1 La dépression majeure : enjeu de Santé Publique

Le trouble dépressif majeur est une maladie psychiatrique caractérisée par un ou plu-
sieurs épisodes dépressifs majeurs (EDM) qui persistent dans le temps (Robinson and Sahakian,
2008). Elle est caractérisée par une faible estime de soi, perte d’intérét, trouble de sommeil ou
appétit ainsi que des comportements suicidaires (DSM-5) (Uher et al., 2014). D’apres 1’Orga-
nisation Mondiale de la Santé (OMS), 350 millions de personnes présentent cette maladie dans
le monde, soit une augmentation de plus de 18% de 2005 a 2015, et elle sera la seconde cause
d’incapacité aprés les maladies cardiovasculaires en 2020 (Murray and Lopez, 1996). Cette
maladie est ainsi montée d'un rang dans le classement depuis 1990 et devient plus que jamais
une priorité de santé publique. L'OMS anticipe que la dépression atteindra la premiere place en
2030 (OMS, 2017a). Ainsi, le codt annuel cumulé des troubles mentaux aux Etats-Unis repré-
senterait environ 2,5 % du produit national brut et dans I'UE ce chiffre est d’environ 170 mil-
liards d'euros par an (OMS, 2012). En Europe, la part des dépenses consacrées aux troubles
mentaux dans le colt total des services de santé se situerait entre 20 et 25 %, en ne tenant
compte que des hospitalisations (OMS, 2012).

La prévalence sur une vie du TDM est de 16% (Kessler et al., 2009). Le sex-ratio de la
prévalence du TDM est deux femmes pour un homme (Kupfer et al., 2012).

Tous les dix ans, les experts de I'OMS estiment, pour plus de 200 maladies ou accidents,
le temps de vie en bonne santé perdu au niveau mondial. Cette variable a été élaborée afin de
répondre au besoin de données dans la prise de décision en santé a I’échelle internationale.
L'OMS se sert d'une mesure appelée année de vie corrigée du facteur invalidité (AVCI, ou
DALY en anglais) qui sert & prendre en compte les années de vie mais également la qualité de
vie de ces années de la population. Cet indicateur est intéressant dans la mesure ou il considére
a la fois la mortalité et la perte de santé fonctionnelle. Il permet également de comparer les
estimations produites pour différentes maladies et d’ordonner leurs impacts sur 1’état de santé
de la population étudiée. Les impacts d’une maladie sur la mortalité sont mesurés par les années
de vie perdues (AVP) et la perte de santé fonctionnelle est estimée a 1’aide des années vécues
avec une incapacité (AVI ou YLD en anglais). Les AVCI résultent de la somme des AVP et
des AVI.



Un AVCI représente une année de vie en bonne santé perdue. Le calcul prend en compte
le nombre de décés attribués a une maladie, tout en intégrant 1’age du décés et en comptant le
nombre d’années de vie potentielle perdues. La dépression majeure est responsable de 40.5%
d’AVCI dans le monde (Demyttenaere et al., 2004). L’autre statistique de mesure de la santé
de la population utilisée par I’OMS, 1’AVI, indique les années vécues avec une incapacité. Le
TDM est parmi les premiéres des dix causes d’AVI au niveau mondial, alors que dans les pays
développés, le TDM est parmi les cing premieres causes d’AVI (Global Burden of Disease
Study, 2015). Les AVIs causés par la dépression majeure ont augmenté de 53.6% entre 1990 et
2013, ce qui a augmenté la gravité de la dépression dans la population les 20 derniéres années
(Global Burden of Disease Study, 2015).

En France, chaque année on enregistre plus d’un million de prises en charge en
psychiatrie pour un coit total des dépenses de 13 milliards d’euros (2010), soit 7% des dépenses
du régime général avec un risque de tentative de suicide multiplié par 21 en cas d’épisode
dépressif. Au final, entre 5 a 20 % des patients se suicident (INSERM, 2014). Aprés le cancer
et les maladies cardiovasculaires, les pathologies liées a la psychiatrie arrivent au troisieme rang
en France (ANSM, 2006).

Une vingtaine d’ADs ayant des mécanismes d’action primaire différents sont utilisés
aujourd’hui pour traiter la dépression. Cing classes d’ADs sont commercialisées en 2017 en
France : les ADs inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAOs), les inhibiteurs spécifiques de
la recapture de la sérotonine (ISRSs), les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline (IRSNs), les tricycliques (ATCs) et la classe des « autres » ADs. Des traitements
non-pharmacologiques comme certaines psychothérapies peuvent étre indiqués en
accompagnant un traitement pharmacologique ou séparément. Deux criteres principaux
d’évaluation des patients suite a un traitement AD existent: la réponse et la rémission
(Belmaker and Agam, 2008). Celles-ci sont évaluées par différentes échelles psychométriques,
comme I’échelle Hamilton (HDRS), reconnue au niveau international, qui mesure la sévérité
des symptomes observés lors d’une dépression (Hamilton, 1960). La réponse correspond a une
réduction significative des symptdmes sous un traitement d’AD. Celle-ci aide le clinicien a
établir une stratégie de traitement, comme de changer le traitement, ajuster la dose ou
interrompre le traitement AD. La rémission correspond a 1’absence de symptomes dépressifs
apres la mise en place d’un traitement AD. Ces critéres sont évalués aprés un mois, deux mais,

trois mois ou six mois de traitement.



Cependant, d'apres un rapport de I'ANSM, aprés huit semaines de traitement AD bien
conduit, I’efficacité des médicaments n’est que partielle (ANSM, 2006). Un tiers des patients
déprimés traités par ADs ont une réponse compléte au traitement avec rémission des
symptdmes, un tiers des patients ont une réponse partielle ou insuffisante au traitement et un
tiers des patients ne répondent pas au traitement (ANSM, 2006; 2008). De plus, les ADs
induisent des effets secondaires comme I’arythmie, modification du rythme cardiaque, la
sécheresse buccale, I’agitation, I’anxiété ou I’apathie (Rau et al., 2004). Ainsi, certains effets
indésirables et la non-réponse aux ADs pourraient étre évités grace a I’identification précoce

de biomarqueurs predictifs (Rau et al., 2004).

On a assisté depuis les années 1980-1990 a une prise de conscience de la nécessité de
mieux diagnostiquer et de mieux traiter les patients dépressifs. En paralléle de ce mouvement,
on a assisté a une augmentation considérable de la consommation des antidépresseurs. Néan-
moins, les déterminants de la prescription restent encore peu connus, ne permettant pas de dé-
terminer avec précision si cette consommation est excessive par rapport a la prévalence de la
dépression ou pourquoi la consommation excessive est retrouvée dans certains pays et pas dans
d’autres ou si I’utilisation des ADs est mal ciblée. En effet, une large fraction de la population
de patients dépressifs n’accéde pas aux traitements, mais en revanche, une fraction non négli-
geable de la population serait traitée par antidépresseurs sans qu’un TDM soit identifié (OMS,
2017a).

Le TDM est une maladie multifactorielle influencée par le facteur génétique et le facteur
environnemental, avec des interactions complexes. Les études basées sur des jumeaux
monozygotes estiment une héritabilité de 40%-50% et les études basées sur des familles
indiquent 2 a 3 fois plus de chances de risque de dépression dans la premiere génération
(Sullivan et al., 2000). L’identification des patients qui présentent un risque important de non-
rémission ou résistance au traitement pourrait améliorer la prise en charge du patient ainsi que
I’attribution d’un traitement optimal. Ceci pourrait étre réalisé par I’optimisation des stratégies
de prescription et I’identification d’un biomarqueur de prédiction de la réponse ou rémission a
un AD donné. La pharmacogénétique, qui étudie la variabilité génétique de la réponse au
traitement médicamenteux, pourrait apporter des réponses a ces questions qui constituent un

enjeu important de Santé Publique, améliorant la prescription des ADs.



1.2 Pharmacogénétique et Santé Publique

La pharmacogénétique a pour objectif d’identifier des facteurs génétiques participant a
la variabilité de la réponse au traitement. Elle a pour objectif d’aboutir a une médecine
personnalisée (Becquemont et al., 2011; Becquemont et al., 2006). Le chapitre de médecine
personnalisée appliquée a la psychiatrie sera détaillé dans le chapitre 1.8.

La pharmacogénétique est un outil important de la pharmacologie d’un médicament et
aide a la compréhension de la variabilité de réponse aux medicaments (Spina and de Leon,
2015). Cette approche a comme objectif la personnalisation du traitement, c’est a dire :
identifier les répondeurs et les non-répondeurs, améliorer le taux de patients en rémission,
adapter la dose en fonction du métabolisme du patient et prévenir les effets secondaires
(Becquemont et al., 2006; Marquet et al., 2015). Son but dans la psychiatrie est d’utiliser un
test génétique pour optimiser la prise en charge des patients ou les effets secondaires des
médicaments (Becquemont et al., 2006). Les recommandations thérapeutiques suite a la
réalisation d’un test de pharmacogénétique peuvent conduire a debuter le traitement optimal
plutoét qu’un choix « classique » de premiere intention. Il y a aussi des recommandations de
commencer a une dose plus élevée (cas répondeur/non répondeur), ou pour certains cas de
commencer a une dose beaucoup plus faible que celle recommandée du fait du risque
d’événements indésirables (Quaranta et al., 2017).

L’utilisation de la pharmacogénétique dans la prise en charge des patients dans le
domaine de la psychiatrie a pu expliquer certaines mauvaises réponses aux médicaments ou
effets indésirables (Spina and de Leon, 2015). Ceci a été possible grace aux études d’association
des genes impliqués dans la pharmacocinétique des ADs comme les CYP2D6 et CYP2C19,
enzymes métabolisant les ADs et influencant la réponse au traitement, ou expliquant la
survenue de certains effets indésirables des ADs. Ainsi, nous pouvons retrouver des ajustements
de doses pour les patients (Kirchheiner et al., 2004). Nous détaillerons dans les parties suivantes
les études de la variabilité génétique dans la prise en charge de la dépression qui pourront
expliquer la variabilité de réponse au traitement liée aux genes de la pharmacodynamie des ADs

et a ceux de la pharmacocinétique, notamment des génes du métabolisme et du transport.
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1.3 Médecine personnalisée : enjeu de Santé Publique

Le but de la médecine personnalisée est d’améliorer la performance des soins, d’éviter
des traitements inutiles et d’améliorer la qualité de vie des patients. La pharmacogénétique est
I’une des premiéres applications cliniques importantes de la médecine personnalisée (Figure 1).

La réponse & un médicament, son efficacité ou toxicité est variable d’un individu a un
autre. Cette variabilité interindividuelle peut étre expliquée par des facteurs environnementaux,
les facteurs individuels et les « omiques » (Becquemont et al., 2011; Becquemont et al., 2006;
Taranu et al., 2017b). Parmi les facteurs environnementaux on peut trouver : I’interaction entre
les médicaments, les conditions physiologiques et pathologiques de la personne, la compliance
(Figure 1). Les facteurs individuels représentent I’age, le sexe, 1’ethnicité, etc. Les technologies
dites « omiques » telles que la génomique et le séquencage de I’ADN a grande échelle sont
apparues parallélement au développement du projet Génome Humain dans les années 1990. Le
génome représente ’ensemble de D’information génétique contenue dans I’ADN, le
transcriptome représente 1’ensemble des ARNS issus de la transcription des génes, le protéome
représente ’ensemble des protéines présentes dans l’organisme, le métabolome constitue
I’ensemble des métabolites, 1’épigénome représente I’ensemble de modifications épigénétiques
et le microbiome représente 1’ensemble de génes de la microbiote (Figure 1).

La médecine personnalisée se définit comme une utilisation combinée des
connaissances issues des données génomiques et moléculaires afin d’optimiser la prise en
charge d’un patient par une meilleure évaluation en amont de la pathologie et du phénotype
observé, du fait d’une approche plus précise quant aux stratégies a conduire en particulier du
point de vue thérapeutique. Ainsi, une meilleure prise en charge du patient en basant la décision
du traitement sur les « omiques », facteurs individuels et environnementaux, conduirait a un
dosage du médicament et donc & une augmentation de 1’efficacité du traitement et a une
diminution de la toxicité.

Suite a des publications d’étude de grande cohorte confirmant I’intérét de ces tests
pharmacogénétiques, des algorithmes ont été ainsi proposés, et la FDA (Food and Drug
Administration) a modifié des résumés des caractéristiques pour plus de 100 molécules (FDA,
2017). 1l a été souligné que ces tests pouvaient optimiser la bonne dose plus rapidement,

diminuer le temps d’hospitalisation et la survenue d’évenements indésirables.
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Figure 1: Développement des outils pharmacogénétiques (PG) dans le choix du traitement

La médecine personnalisée est déja une réalité dans certains cas et les progrés amorcés
en génétique, en protéomique, en imagerie médicale, en thérapeutique et sur les aspects sociaux
vont accélérer ce mode de prise en charge dans les années a venir. Avec le temps, elle pourrait

concerner tous les patients.

Dans le domaine cardiovasculaire les patients ont pu bénéficier de considérables progres
quant a la prise en charge thérapeutique. Ces patients nécessitent souvent des prises de
médicaments de facon chronique, avec des médicaments a index thérapeutique étroit et a risque
d’effets indésirables fréquents et importants comme les anticoagulants oraux, les antiagrégants
plaquettaires ou les statines dans le cas de la prévention primaire ou secondaire comme le post
infarctus. Une étude récente, basée sur 156 questionnaires des cliniciens sur leurs patients
depuis 2010, a évalué le taux de cliniciens qui utilisent la médecine personnalisée pour la
prescription des traitements, notamment dans le domaine cardiovasculaire (Peterson et al.,
2016). Dans cette étude 99% de cliniciens approuvent I’importance de la médecine
personnalisée dans la réponse au traitement, plus de 90% de cliniciens suivent les
recommandations de la FDA lors du traitement des patients et 80-90% adaptent leur traitement

en fonction de la médecine personnalisée pour la warfarine et le clopidogrel (Peterson et al.,
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2016). De méme, CPIC recommande le génotypage du transporteur SLCO1B1 pour les patients
traités par la simvastatine pour éviter les effets secondaires (Wilke et al., 2012).

Les genes de la HLA (Human leukocite antigen) sont impliqués dans la survenue des
effets secondaires dans le traitement du HIV par abacavir et dans le traitement de 1’épilepsie
par carbamazépine. Ainsi, la FDA recommande le génotypage de 1’alléle HLA B*57 :01 pour
diminuer la survenue du Syndrome d’Hypersensibilité. La mise en place de ce test a diminué la
survenue de ce syndrome de 8% a 1% (Yip et al., 2015). De méme, la FDA recommande le
génotypage de 1’allele HLA B*57 :02 dans la traitement par carbamazépine chez les patients
asiatiques pour diminuer la survenue du Syndrome Stevens-Johnson (Yip et al., 2015)

Dans le domaine de la cancérologie, la médecine personnalisée est également beaucoup
utilisée (Yip et al., 2015). Dix-sept thérapies ciblées peuvent étre prescrites en France pour
différents types de cancers tels que celui du sein, de 1’estomac, du c6lon, du poumon, les
leucémies myéloides chroniques, les leucémies aigués lymphoblastiques ou encore les tumeurs
stromales gastro-intestinales. Les chercheurs estiment que 20 a 30 % des tumeurs solides
présentent une anomalie qui permettra d’envisager un traitement avec une thérapie ciblée
(INSERM, 2013). En 2011, en France, 55 000 patients ont bénéficié d’un examen des
caractéristiques moléculaires de leur tumeur afin qu’ils puissent bénéficier de thérapies ciblées.
Cet examen personnalisé a été effectué dans 1’une des 28 plateformes de génétique disponibles
en France. Mises en place en 2006 avec le soutien de I’institut national du cancer (INCa) et la
direction générale de I'offre de soins (DGOS), ces plateformes peuvent appartenir a des
établissements de soins différents et réalisent des tests genétiques et moléculaires pour
I’ensemble des patients d’une région (INSERM, 2013).

Depuis plus de 40 ans la pharmacogénétique a montré un intérét en psychiatrie avec
I’explication de la survenue de certains effets indésirables des ATCs, du fait de polymorphismes
génétiques du CYP2D6 (Hicks et al., 2015) ou I’adaptation de la dose en fonction des
phénotypes CYP2D6 et CYP2C19 pour les patients traités par des ISRSs (Hicks et al., 2016).
Cependant, il existe encore assez peu de tests utilisés en routine hospitaliere permettant
d’améliorer la prise en charge des patients déprimés (Hicks et al., 2016).

Cependant, méme avec les dernieres avancées dans la médecine personnalisée, son
utilisation reste encore compliquée pour le clinicien au vu de la complexité des données qu’elle

génere.
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1.4 Antidépresseurs et Santé Publique

En France ou aux Etats-Unis par exemple, comme dans beaucoup de pays, ce sont les
antidépresseurs récents (ISRSs, IRSNs et autres antidépresseurs non imipraminiques non
IMAOS) qui sont recommandés en 1%¢ intention puisqu’ils obéissent le mieux a des exigences
pour une prise en charge ambulatoire. Chez les patients hospitalisés pour une dépression séveére,
quand la recherche de I’efficacité maximale est au premier plan, les antidépresseurs tricycliques
ou imipraminiques (surtout 1’amitriptyline) ou la venlafaxine a une dose de 150 mg ou plus
seront préférés aux ISRSs ou aux IMAQOs (Bauer et al., 2007). Cette croissance de la consom-
mation des ISRSs s’explique on par le profil de ces produits qui combinent une bonne efficacité
et une meilleure tolérance. Leur utilisation a donc eté préférée a celle des antidépresseurs en
place, ATCs et IMAOs qui étaient difficiles a manier par les seconds et mal tolérés par les
premiers. A ces recommandations cliniques, s’ajoutent dans de nombreux pays, des considéra-
tions d’ordre économique, les autorités recommandant les antidépresseurs les moins chers,
c'est-a-dire les ISRSs génériques puisqu’ils sont efficaces et néanmoins bien tolérés.

De plus, une étude montre qu’entre 1998 et 2008, en France le volume de prescriptions a été
de 0,7-1,1, avec une évolution annuelle de 5%, ce qui correspond a une croissance qui ralentit.
En 1998 et en 2008 les ISRSs étaient les ADs les plus prescrits en France (Bauer et al., 2007).

1.5 Médicaments antidépresseurs

Au XX sigcle, une des découvertes les plus importantes qui a été réalisée en
neuroscience a été le rble de la synapse et la communication inter-neuronale grace aux
monoamines cérébrales (Woolley and Shaw, 1954). L’activité pré- et post-synaptique est tres
régulée, celle-ci étant la base de toute I’activité dans le cerveau. La premiére hypothése
explicative de la physiopathologie de la dépression propose comme principe de base la
déficience monoaminergique dans le cerveau : la sérotonine, la noradrénaline et la dopamine
(Belmaker and Agam, 2008). La conséquence de cette déficience conduit aux symptémes de
base de la dépression (Coppen, 1967) (Figure 2).

En effet, le paradigme monoaminergique postule une déficience des principaux
neuromédiateurs tels que la sérotonine, la noradrénaline ou la dopamine dans le cerveau (Berton
and Nestler, 2006).
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Figure 2: Paradigme monoaminergique de la dépression

La transmission monoaminergique est effectuée par les neurotransmetteurs : sérotonine, dopamine, no-
radrénaline. La sérotonine est synthétisée a partir du tryptophane, la noradrénaline et la dopamine sont
synthétisées a partir de la tyrosine. Les enzymes MAO-A/B catabolisent la sérotonine et la noradrénaline
et la COMT catabolise la noradrénaline et la dopamine. Les monoamines activent les récepteurs couplés
aux protéines G qui activent la voie AC-AMPc ou a la voie PI-PLC post-synaptique qui activent des
cascades de signalisation (DAG, PKC, PKA). Ces cascades de signalisation activent le facteur de trans-
cription CREB. Les monoamines sont ensuite recapturées par des transporteurs a haute affinité pour la
sérotonine, dopamine et noradrénaline SERT, NAT et DAT et sont stockées dans des vésicules dans le
neurone présynaptique. La sérotonine, dopamine et noradrénaline de la fente synaptique activent des
récepteurs du neurone présynaptique.

COMT- catechol-O-méthyltransférase; MAO-A/B- monoamine oxydase A/B ; AMPc-adénosine monophosphate
cyclique ; PLC-phospholipase C; PI-PLC phosphatidylinositol phospholipase C; AC- adénylate cyclase ; PKA-
protéine kinase A ; PKC-protéine kinase C ; DAG- diacylglycérol;, CREB- C-AMP Response Element-binding
protein ; D2-D3- récepteurs de la dopamine ; HT1B/HT1A- récepteurs de la sérotonine ; SERT- transporteurs de
la sérotonine, DAT-transporteur de la dopamine, NAT-transporteur de la noradrénaline.
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Les premiers médicaments ADs découverts, I’imipramine et I’iproniazide de la
famille des tricycliques (ATCs) et les inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAQOS)
bloquaient la recapture de la sérotonine et la noradrénaline (Chessin et al., 1957). L’effet
pharmacologique de ces molécules est I’augmentation de la biodisponibilité de la sérotonine
et de la noradrénaline dans la fente synaptique et la stimulation du neurone post-synaptique
qui ont des conséquences pharmacodynamiques (Belmaker and Agam, 2008). Les IMAOs
ont été également décrits pour leurs propriétés d’inhiber les monoamines oxydases, donc
d’inhiber la dégradation des monoamines et d’augmenter leur biodisponibilité.

Ces découvertes ont conduit a 1’établissement de 1’hypothése monoaminergique de la
dépression. Cependant, cette hypothése est contradictoire car certaines études suggerent que
la diminution des monoamines n’est pas présente chez tous les patients dépressifs. (Leonard,
2000). Ceci évoque le fait que I’hypothése de la déficience en monoamines n’est pas

suffisante pour décrire un syndrome clinique de dépression (Belmaker and Agam, 2008).

Il existe trois types de classification des médicaments ADs : en fonction de la structure
chimique, le mode d’action biochimique et le profil thérapeutique des molécules (Preskorn
etal., 2013). Dans la littérature, la classification en fonction de la structure chimique est celle
qui est le plus souvent utilisée. Ainsi nous utilisons cette classification pour décrire les
groupes de medicaments et les classes citées : les inhibiteurs de la monoamine oxydase
(IMAOQs), les ADs tricycliques (ATCs), les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la
sérotonine (ISRSs), les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et noradrénaline (IRSNs)

et les autres ADs.

Les IMAOs sont les premiers médicaments qui sont commercialisés sur une théorie
neurobiologique : les IMAOSs inhibent la dégradation des monoamines avec un effet AD.
Apres sa découverte, Chessin et al., montrent pour la premiéere fois en 1957 les propriétés
antidépressives de I’iproniazide, qui est le chef de file de cette classe d’ADs (Chessin et al.,
1957).

La seconde classe des ADs les plus anciens sont les ATCs avec le chef de file
I’imipramine. Les autre molécules de cette classe comme la clomipramine, la trimipramine
et I’amytriptiline sont des dérivés du noyau tricyclique et la maprotiline (Willner, 1997)
(Tableau 1).
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La majorite des ATCs ont comme mécanisme principal d’action le blocage de la
recapture de la sérotonine et la noradrénaline (Figure 2). Cependant dans le mécanisme
d’action de ces molécules il y a des actions plus sélectives sur certains transporteurs tels que
les transporteurs de la sérotonine SERT et de la noradrénaline NAT. En effet, la
clomipramine est un puissant inhibiteur du SERT et son métabolite, la
desméthylchlorimipramine inhibe préférentiellement le NAT (Willner, 1997). La
désipramine bloque surtout le NAT et a trés peu d’effet sur le SERT (Gillman, 2007).

Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRSs) sont généralement
considérés comme les ADs de premiére intention (Olfson et al., 2002). Le mécanisme
d’action des ISRSs consiste dans I’inhibition de la recapture de la sérotonine ce qui augmente
le taux de cette derniére au niveau de la synapse. Ce mécanisme est également commun aux
ATCs, mais les ISRSs induisent moins d’effets secondaires (Preskorn, 1997). Cette classe de
médicaments présente des molécules trés différentes sur le plan chimique, mais elle est tres
homogéne du point de vue biochimique. Elle comporte les molécules suivantes : citalopram,
escitalopram, qui est un composé racémique du citalopram, la paroxétine, fluoxétine (chef de
file), sertraline et fluvoxamine (Olfson et al., 2002) (Tableau 1). Le citalopram est 1’une des

molécules les plus prescrite dans cette classe d’ADs.

Parmi les IRSNs, on compte trois molécules avec un effet d’inhibition de la recapture
de la sérotonine et noradrénaline (IRSNs). Les molécules qui sont décrites pour avoir ce
profil sont : la duloxétine, le milnacipran et la venlafaxine (Tableau 1). Comparé aux ISRSs,
les IRSNs ont une activité antidépressive via une inhibition du transporteur NAT (Koenig
and Thase, 2009).

La venlafaxine est un inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline,
étant une des molécules les plus prescrites dans beaucoup de pays (Entsuah et al., 2001). Ce
médicament est composé d’un mélange racémique de deux énantioméres R (+) et S (-)
(Preskorn et al., 2009). Il a été montré que 1’énantiomére (R) agit plus sur I’inhibition de la
recapture de la sérotonine alors que 1’énantiomére (S) inhibe la recapture des deux

monoamines sérotonine et noradrénaline (Preskorn et al., 2009; Veefkind et al., 2000).

La derniere classe d’ADs est la classe « des autres antidépresseurs » qui presentent

une hétérogenéité tres importante par rapport a leur cible thérapeutique et mécanisme
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d’action. Il est donc impossible de proposer une classification chimique qui correspond a
I’ensemble de ces ADs. Six molécules sont présentes dans cette classe d’ADs avec des
compositions chimiques différentes et des mécanismes d’action différents. La tianéptine, la
miansérine et la mirtazapine, I’agomeélatine, le bupropion et plus récemment la vortioxétine
(Tableau I) (Kasper and Hamon, 2009). La vortioxétine a un mécanisme d’action multimodal.
Elle cible les récepteurs sérotoninergiques ainsi que le SERT. L’AMM a été obtenue en
France en 2017. Des études cliniques montrent une supériorité dans I’efficacité de cet AD

comparé a I’agomélatine (Tableau 1) (Colle and Corruble, 2016).
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Tableau 1: Représentants de chaque classe d'ADs et leur DCI

Classe

d’antidépresseurs

Mécanismes d'action

Inhibiteurs de la
monoamine oxy-
dase (IMAOs)

Iproniazide (IMAO non sélectif)

Maclobémide (IMAO sélectif A)

Inhibent MAO

Antidépresseurs tri-
cycliques (ATCs)

Amiptriptyline
Clomipramine
Désipramine
Doxépine
Imipramine
Maprotiline

Nortriptyline

Trimipramine

Inhibent SERT (++), NAT (+)

Inhibiteurs spéci-

fiques de la recap-

ture de la séroto-
nine (ISRSs)

Citalopram
Escitalopram
Fluoxétine
Fluvoxamine
Paroxétine

Sertraline

Inhibent SERT (+++)

Inhibiteurs de la re-

capture de la séro-

tonine et noradré-
naline (IRSNs)

Duloxétine

Milnalcipran

Venlafaxine

Inhibent NAT (++), SERT (+)

Classe des "autres"
ADs

Agomélatine
Bupropion
Mirtazapine
Miansérine
Tianéptine

Vortioxétine

Active MT; et MT,
Inhibe NAT (++), DAT (++)
Inhibe NAT (+)
Inhibe SERT (++), NAT (++)
Active SERT
Inhibe SERT (+++)




1.6 Géneralités sur la pharmacogénétique

Pour mieux comprendre les études réalisées en pharmacogénétique et 1’apport de cette
derniére a la médecine personnalisée par la suite, quelques notions importantes doivent étre
précisées. Le polymorphisme génétique signifie la présence d’un ou plusieurs variants
génetiques dans une population avec des fréquences importantes (Attia et al., 2009; Gardiner
and Begg, 2006). 1l existe des polymorphismes génétiques de type variation ponctuelle d’un
nucléotide (SNP) et pour ceux-la il a été attribué un numéro unique d’identification dans le
génome, appelé «rs » qui peut étre ainsi trouvé dans les bases de données génétiques de
référence (ABSNP, 2017; HapMap, 2017; NCBI, 2017).

D’autres mutations comme les insertions et les délétions (InDel) consistent dans
I’insertion ou délétion d’une séquence d’acides nucléiques comparé a la séquence de
référence, qui ne sont pas toujours annotés a ce jour avec un numéro unique d’identification
« s ». D’autres variations génétiques ont commencé a étre étudiées recemment comme les
Copy Number Variants (CNVs) ou variabilités du nombre de copies, qui désignent plusieurs
répétitions d’acides nucléiques d’une séquence génétique répétée identique ou d’un gene
entier. Les CNVs, découverts récemment constituent une part importante de variabilité
individuelle au sein d’une espece. Les CNVs représentent plus de 12% du génome humain
(Redon et al., 2006).

Les nouvelles technologies de séquencage a haut débit ont permis de détecter plus
facilement les variants génétiques « rares », avec une faible fréquence génétique (inférieure
a 1%) au sein d’une population. Ces variants génétiques pourraient étre plus délétéres que les
variants plus fréquents et pourraient agir indépendamment ou avec les variants plus fréquents
dans les maladies complexes comme la dépression (Panoutsopoulou et al., 2013). Les effets
observés en lien avec la réponse au traitement peuvent étre décrits comme des effets
pharmacocinétiques (influencent la concentration des métabolites) ou pharmacodynamiques
(influencent I’effet du médicament). Les variants génétiques peuvent étre présents sur les
génes qui codent pour des enzymes du métabolisme, des transporteurs, des récepteurs ou des

canaux ioniques (Gardiner and Begg, 2006; Quaranta et al., 2017).
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1.6.1  Pharmacogenétique des génes impliqués dans la pharmacodynamie
des antidépresseurs

Les études des genes impliques dans la pharmacodynamie des ADs ont apporté des
résultats intéressants. Ces genes regroupent principalement les récepteurs des monoamines.
Les genes des récepteurs de la voie sérotoninergique impliqués dans la réponse au traitement
ont été beaucoup étudiés dans des études d’association. Par exemple, le récepteur de la
sérotonine, le géne HTR2A, qui joue un réle dans la réponse aux ADs, a été 1’objet d’études
importantes (Fabbri et al., 2013; Lin et al., 2014; Petit et al., 2014). Quelques
polymorphismes du géne HTR2A ont été associés avec la réponse et la rémission aux ADs :
rs6313, rs6314, rs7997012 et rs73333412 (Fabbri et al., 2013; Petit et al., 2014). Par
exemple, les rs6313 et rs7997012 du géne du récepteur de la sérotonine ont été associes aux
effets des ADs et ont été confirmés par une méta-analyse récente (Lin et al., 2014). D’autres
polymorphismes génétiques des récepteurs de la sérotonine ont été associés a la réponse au
traitement AD: rs6298 et rs130058 du géne HTR1B associé a la réponse aux ISRSs
(Villafuerte et al., 2009), rs1805054 associé a la réponse aux ADs, toute classe confondue
(Lee et al., 2005).

Dans la voie dopaminergique beaucoup de génes ont été étudiés mais pas dans la
dépression. Parmi les études d’association, figure la répétition de 48 paires de bases en
tandem dans le 3°™ exon qui a été associé a la réponse aux ADs, toute classe confondue, chez

les patients déprimés (Garriock et al., 2006).

1.6.2  Pharmacogeénétique des génes impliqués dans la pharmacocinétique
des antidépresseurs

1.6.2.1 Principaux enzymes impliqués dans le métabolisme des
antidépresseurs et composés endogenes

Les cytochromes P450 (CYP) sont un groupe d’isoenzymes localisés majoritairement
dans les hépatocytes, et I’intestin, et plus freqguemment exprimes dans les poumons, reins,
mais aussi dans le cerveau (Adedoyin et al., 1998; Siegle et al., 2001). Ils catalysent
1’oxydation ou la réduction des substances lipophiles endogénes (acides gras, acides biliaires)
ou exogenes, comme les médicaments ADs. Cette réaction transforme ces substances en

produits hydrophiles et facilite leur passage dans les urines. Cette superfamille d’isoenzymes
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est divisée en familles (CYP2C; CYP2D) et sous-familles (CYP2C19, CYP2D6)
(Becquemont et al., 2011).

Les ADs sont majoritairement métabolisés par les CYP2D6 et CYP2C19 (Hicks et
al., 2015). Certains ont une seule voie principale, celle des CYP2D6, comme la maprotiline,
désipramine ou d’autres médicaments du groupe des ATCs (Kirchheiner et al., 2004)
(Tableau 2).

Dans la classe des ISRSs, la fluoxétine, le chef de file de cette classe, est métabolisée
via CYP2D6 en S-norfluoxétine, le métabolite le plus actif, et via CYP2D6 et CYP2C9 en
R-norfluoxétine, mais aussi des voies mineures par le CYP2C9, 2C19 et 3A4 quand CYP2D6
est saturé (Fuller and Perry, 1992). Le citalopram, qui est une autre molécule qui fait partie
de la classe ISRSs est métabolisé par les CYP2C19 (36%) et 3A4 (34%) et en S-
desmethylcitalopram et par le CYP2D6 (30%) en S-didemethylcitalopram (Tsai et al., 2010).
La paroxétine est majoritairement inactivée par le CYP2D6 (Bloomer et al., 1992).

Dans la classe des IRSNs, la venlafaxine, qui est le chef de file de cette classe, est
métabolisée principalement par le CYP2D6 en un métabolite principal actif O-
desmethylvenlafaxine (ODV) et par CYP2C19 et CYP3A4 en un métabolite secondaire
moins actif N-desmethylvenlafaxine (NDV) (Sangkuhl et al., 2014) (Tableau 2). Plus de
détails concernant le métabolisme des ADs par les différents CYP seront détaillés dans le
Tableau 2.
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Tableau 2: Métabolisme des antidepresseurs par les différents cytochromes

++, ++ : voie métabolique majeure ; +, + : voie métabolique mineure

Classe Médicaments
d'antidé- el 1A2 | 2B6 209 2C19 2D6 3A4/5 Références
presseur

é Iproniazide + + (Mansuy, 1995)

S Moclobémide ++ (Yu et al., 2001)
Amiptriptyline + + + ++ + (Steimer et al., 2004)
Clomipramine + + + + + (Nielsen et al., 1996)

" Imibramine + e . . (Brosen et al., 1986;

3 P Gillman, 2007)

< - (Brachtendorf et al.,
Maprotiline + ++ 2002)

Trimipramine N . . (Kirchheiner et al.,
2003)
Desipramine ++ (Gillman, 2007)
Doxépine + ++ + (Haritos et al., 2000)
Nortriptyline + + ++ + (Jornil et al., 2011)
Citalobram ++ . . (Mrazek et al., 2011;
P Zhou, 2009)

ﬁ Fluoxétine ++ + ++ + (Scordo et al., 1999)

(7]

- Fluvoxamine + ++ (Katoh et al., 2010)
Paroxétine ++ (Bloomer et al., 1992)
Sertraline ++ + + + + (Obach et al., 2005)
Escitalopram ++ + + (Tsai et al., 2010)
Duloxétine ++ ++ (Lantz et al., 2003)

(7]

z Minalcipran (Puozzo et al., 2005)

- . (Sangkuhl et al., 2014;

+ ++ +
Venlafaxine Taranu et al., 2017b)
Agomélatine ++ ++ (Liu et al., 2016)
. (Foley et al., 2006; Sa-
Bupropion ++ ++
prop ger et al., 2017)
Mirtazapine + ++ ++ (Okubo et al., 2015)

o C (Chen et al., 2013; Hve-

s Vortioxétine + + + ++ +

3 negaard et al., 2012)

(Grislain et al., 1990;
Tianéptine Wagstaff et al., 2001;

Zhou, 2009)
Miansérine ++ ++ + (Koyama et al., 1996;

Zhou, 2009)

23




1.6.2.1.1 Polymorphismes génétiques du CYP2D6

Le CYP2D6 représente une faible quantité dans le foie, approximativement 5% des
CYPs, mais joue un role important dans I’élimination ou I’activation de beaucoup de
médicaments (25%), parmi lesquels figurent les ADs (Zanger and Schwab, 2013) (Siegle et al.,
2001; Zhou, 2009).

Les polymorphismes génétiques du CYP2D6 sont parmi les plus étudiés dans la
pharmacogénétique (Zhou, 2009). A ce jour, la description de prés de 120 variants génétiques
est disponible (Cypalleles, 2016b; Hicks et al., 2016).

Le CYP2D6 est tres polymorphe et présente une importante variabilité intra- et
interethnique (Bradford, 2002; Marez et al., 1997). Dans la population caucasienne 1’alléle
déficient le plus fréquent est le CYP2D6*4. Il représente 20-25% de la population. L’allele
CYP2D6*5 est le second alléle déficient le plus fréquent dans la population caucasienne avec
une fréquence estimée a 3-6% (Zhou, 2009). Parmi les polymorphismes génétiques du CYP2D6
qui conduisent a une diminution de I’activité de I’enzyme, le CYP2D6*10 représente 2% de la
population caucasienne, alors que le CYP2D6*41 représente 7-8% de la population caucasienne
(Rebsamen et al., 2009; Zanger and Schwab, 2013). La duplication du géne CYP2D6 est
présente en moyenne chez 3% des caucasiens, mais sa fréquence augmente du Nord au Sud de
I’Europe : 1-2% dans la sous-population suédoise (Dahl et al., 1995), 3.6% dans la sous-
population allemande (Sachse et al., 1997), 7-10% dans la sous-population espagnole (Bernal
etal., 1999) et 10% dans la sous-population sicilienne (Scordo et al., 1999). Il a été observé une
fréquence tres importante dans la population éthiopienne ou la duplication du CYP2D6
représente 25% (Ciszkowski et al., 2009; Gasche et al., 2004). L’ensemble des variants
génétiques d’un individu représente son génotype. Lorsqu’on combine différents génotypes, on
obtient un haplotype (Kocabas et al., 2010).

Le phénotype CYP2D6 représente I'ensemble des caractéres observables d'un individu.
Le génotype des cytochromes peut étre traduit en phénotype lorsque 1’on connait I’effet du
variant sur 1’enzyme. Cette analyse des différents variants du CYP2D6 en lien avec les
traitements des patients pris en charge, permet la réalisation des études d’association du
génotype du CYP2D6 et du phénotype des patients dans le traitement de la dépression (Spina
and de Leon, 2015). Le phénotype peut étre aussi déterminé a I’aide d’un médicament « probe »
spécifique du CYP2D6. Ainsi, le phénotype CYP2D6 peut étre déterminé a 1’aide des ratios
dextrométhorphane/dextrorphane (Tenneze et al., 1999) et venlafaxine (VEN)/ O-
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desmethilvenlafaxine (ODV) (Preskorn, 2010). L’activité ainsi déterminée est I’activité de
I’enzyme a un temps précis (Tenneze et al., 1999).

Les individus peuvent étre distingués sur la base de leur phénotype CYP2D6 en quatre
groupes (Hicks et al., 2016). Les métaboliseurs ultrarapides (MURS) représentent des porteurs
de duplications du génotype (CYP2D6 en plusieurs copies), ont un metabolisme accéléré et
représentent 1- 10% des caucasiens sains (Zanger and Schwab, 2013) et 4% chez les patients
caucasiens déprimés (Preskorn et al., 2013). Les métaboliseurs normaux (MNs) ont une activité
métabolique normale et représentent 65 a 80% des caucasiens. Les métaboliseurs intermédiaires
(Mls) ont une activité enzymatique diminuée et représentent 10 a 15% des sujets caucasiens
sains (Sachse et al., 1997) et 6.8% chez les patients caucasiens déprimés (Preskorn et al., 2013).
Les métaboliseurs lents (MLs) sont porteurs de plusieurs variants délétéres associés a une
diminution de DP’activité enzymatique et représentent 5 a 10% des sujets caucasiens sains
(Sachse et al., 1997) et 5% chez les patients caucasiens déprimeés (Hicks et al., 2016; Preskorn
et al., 2013) (Tableau 3).

Tableau 3: La traduction du génotype en phénotype du CYP2D6 d'aprés CPIC (Hicks et al.,
2016).

Phénotype Génotype Exemples de génotypes
Métaboliseur ultrarapide Sujet porteur des duplications des alléles (*1/*1) xN, (*1/*2)xN,
(MUR) fonctionnels (*2/*2)xN

Sujet porteur des de 2 alléles de fonction nor-

male de I'enzyme, ou 2 alleéles de diminution

de l'activité de I'enzyme, ou un alléle normal

et un alléle d'absence d'activité de I'enzyme,

ou un allele normal et un alléle de diminution
de l'activité de I'enzyme

*1/*41, *41/*41, *1/%5,

Métaboliseur normal (MN)

*1/*1[ *1/*2/ *2/*2’ *1/*9/

Métaboliseur intermé- | Sujet porteur d'un alléle de diminution d'acti-

* * * * * *
diaire (Ml) vité et d'un alléle d'absence d'activité 4/*41, *5/*9, *4/*10

Sujet porteur uniquement d'alléles d'absence *4/%4, (*4/*4) xN, *3/*4,

Métaboliseur lent (ML) d'activité *5 /%5 *5 /%G

Cependant, le nombre de patients MLs est estimé plus important. Ceci est dd a un
phénomene appelé la phénoconversion. Chez un patient avec un phénotype MN ou M, du fait
de I’influence de I’environnement, celui-ci peut devenir ponctuellement un ML. La réponse
clinique de ce patient sera donc différente au cours de la période du traitement (Shah and Smith,
2015). Le phénomeéne de phénoconversion est di a des facteurs non-génétiques comme la co-

administration d’une molécule inhibitrice de I’enzyme CYP2D6. La phénoconversion peut étre
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induite sans co-administration d’une autre molécule, dans le cas ou la molécule administrée et
simultanément substrat et inhibiteur du CYP2D6. Ce phénomene est appelé
autophénoconversion (Shah and Smith, 2015). La phénoconversion est souvent décrite dans la
pharmacogénétique de la dépression car la plupart des ADs sont des substrats et inhibiteurs de
I’enzyme CYP2D6, comme la fluoxétine ou paroxétine (Preskorn et al., 2013). De plus, la
phénoconversion pourrait expliquer certains phénomenes de pharmacocinétique, comme la
différence non-significative de concentration de produit actif entre les MLs et MNs ou Mls
apres un traitement chronique comparé a I’administration d’une dose unique (Preskorn et al.,
2013).

Il est possible d’établir les groupes phénotypiques par la détermination du génotype ou
du phénotype. Cependant quelle que soit la méthode, il n’existe pas une grande variation
d’activité chez les sujets M1 comparé aux MNSs, quelle que soit la méthode (Rolla et al., 2014).
Souvent dans les études cliniques, les MNs et les Mls représentent une classe unique du fait
d’une mauvaise discrimination des activités enzymatiques (Funck-Brentano et al., 2005;
Gressier et al., 2015). Néeanmoins, la nouvelle nomenclature de CPIC conseille de prendre en

compte les quatre classes des patients (Hicks et al., 2016).

1.6.2.1.2 CYP2D6 et métabolisme des composés endogenes

Les études in vitro ainsi que les études effectuées sur des échantillons de cerveau humain
ont montré I’expression du CYP2D6 dans une faible quantité dans le cerveau (Siegle et al.,
2001). Ces découvertes ont conduit a beaucoup de recherches des composés endogénes dans le
cerveau qui seraient métabolisés par le CYP2D6 (Siegle et al., 2001).

En prenant en compte le fait que le CYP2D6 est un enzyme trés polymorphe, celui-ci
pourrait étre un potentiel facteur impliqué dans la dépression, indépendamment de 1’utilisation
d’un AD. Ainsi, I’équipe de Bertilsson et al. a été la premiere & montrer une différence de
personnalité entre les MNs et les MLs dans une étude de sujets suédois sains (Bertilsson et al.,
1989). Les MLs exprimaient des traits qui sont caractéristiques d’une personne impulsive
(Bertilsson et al., 1989). L’impulsivité est un comportement qui indique une diminution de la
voie sérotoninergique (Coccaro, 1992). Dans une seconde étude de réplication chez des sujets
espagnols sains, Llerena et al. montraient une anxiété plus prédominante chez les MLs
comparés avec les MNs (Llerena et al., 1993). Une étude plus récente releve une impulsivité

plus importante chez les MLs (Penas et al., 2009). Il est important de noter que I’impulsivité,
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tout autant que 1’anxiété est également un comportement caractéristique d’une diminution de la
voie sérotoninergique (Coccaro, 1992). Plus récemment, deux études ont confirmé cette
hypothése (Gasser et al., 2006; Roberts et al., 2004a) et deux autres n’ont pas montré un résultat
significatif (Kirchheiner et al., 2006; Suzuki et al., 2003). La personnalité humaine serait
influencée par des facteurs génétiques, environnementaux et socio-culturaux, il reste difficile
de discerner la part de ces facteurs génétiques dans la prédisposition a la dépression.
Néanmoins, un premier mécanisme a été proposé par Yu et al., qui ont montré 1’implication du
CYP2D6 dans la régénération de la sérotonine a partir d’un composé endogéne, le 5-
methoxytryptamine (5-MT) (Yu et al., 2003). Méme a des taux assez bas, le 5-MT pourrait
supplémenter le taux de sérotonine endogene. Chez les MLs la voie de régénération de la
sérotonine via le 5-MT étant altérée, cela pourrait conduire a une diminution de cette voie, donc
a la diminution du réservoir de sérotonine dans le cerveau. Par ailleurs, la modulation de la
concentration de la sérotonine pourrait avoir un impact sur la neurotransmission
dopaminergique et noradrénergique et donc conduire a une variation de ’homéostasie des
monoamines dans le cerveau. En raison des interactions physiologiques entre les voies
sérotoninergique et dopaminergique, la variation génétique chez CYP2D6 MLs pourrait étre un
facteur génétique intéressant mais reste a explorer dans la prédisposition a la dépression (Drago
etal., 2011; Ozdemir et al., 2006).

1.6.2.1.3 CYP2D6 et métabolisme des antidépresseurs

Les polymorphismes génétiques du CYP2D6 ont été beaucoup étudiés dans la
pharmacogénétique de la dépression. Les polymorphismes génétiques du CYP2D6 ont été
majoritairement étudiés dans des cohortes avec des différents ADs, mettant en évidence une
incidence beaucoup plus importante des effets secondaires chez les MLs (Grasmader et al.,
2004; Rau et al., 2004; Shams et al., 2006) ou une association entre le phénotype du CYP2D6
et la concentration plasmatique du principe actif (Grasmader et al., 2004; Shams et al., 2006).

La classe des ATCs est la plus ancienne et ces médicaments ont un index thérapeutique
étroit. Bertilsson et al. avaient montré en premier que pour les patients MLs la dose de
nortriptyline devait étre réduite de 50% par rapport a la dose normale, alors que pour les patients
MURs la dose devait étre augmentée jusqu’a 230% par rapport a la dose recommandée
(Bertilsson et al., 1993). La clairance de I’imipramine chez les MLs est diminuée de 50% par

rapport aux sujets MURs lorsque 1’on mesure le métabolite principal. Une autre molécule de

27



cette classe, la desipramine avait une concentration 7 fois plus importante chez les MLs
comparée aux MURs. La somme de concentration d’imipramine et désipramine était 5 fois plus
importante chez les MLs comparé aux MURs. Les mesures des ATCs sont souvent réalisées
par un suivi thérapeutique pharmacologique (STP) et permet de surveiller le traitement par
imipramine (Brosen et al., 1986). En général, il a été montré une association entre une mauvaise
réponse aux ATCs, notamment a I’amitriptyline et le fait d’étre porteur d’un génotype associé
a un phénotype MUR (Bertilsson et al., 1985).

Beaucoup d’effets secondaires graves et connus sont notifiés par les prescripteurs des
ATCs. Ces effets surviennent le plus souvent dans le cas d’un surdosage. Les principaux effets
secondaires sont des effets neurologiques, des troubles du rythme cardiaque ou hypotension
(Kirchheiner et al., 2003). Les patients CYP2D6 MLs traités par des ATCs apparaissent dans
des études d’analyse pharmacogénétique du CYP2D6 comme des patients qui présentent le plus
souvent des effets secondaires (Bertilsson et al., 1985; Bertilsson et al., 2002). Chou et al.,
montrait que le pourcentage des effets secondaires ou le taux d’hospitalisation est souvent
associé aux phénotypes extrémes du CYP2D6 (Chou et al., 2000). Une autre étude des patients
caucasiens a mis en évidence le fait que 29% des patients avec des effets secondaires étaient
des MLs, alors que seulement 19% étaient des MURs (Rau et al., 2004). Au contraire, une étude
des patients dépressifs, toutes ethnicités confondues, n’a montré aucune association entre les
effets secondaires a la nortriptyline et le phénotype du CYP2D6 (Roberts et al., 2004b).

Parmi les médicaments ISRSs la fluoxétine est un des ADs métabolisés par le CYP2D.
Lors de cette réaction enzymatique, le métabolite principal actif produit est la S-norfluoxétine.
Une étude a montré que la concentration S-fluoxétine était 2.2 fois plus importante et la S-
norfluoxétine 3.4 fois moins importante chez les MLs dans le sang (Eap et al., 2001).
Cependant, il n’y a pas de relation entre la concentration et I’efficacité des ISRSs (Eap et al.,
2001).

Concernant la paroxétine, 1’équipe de Sindrup et al. a montré que 1’aire sous la courbe
(ASC) était 7 fois plus importante chez les MLs aprés une posologie de 30 mg mais elle
diminuait jusqu’a 1.7 fois avec une administration chronique (Sindrup et al., 1992b). Une autre
¢tude de la méme équipe a montré que 12h aprés 1’administration de la paroxétine, la
concentration de la paroxétine dans le sang était 3.3 fois plus importante chez les MLs comparé
aux MURs (Sindrup et al., 1992a). Cette différence de concentration dans le sang de paroxétine
chez les MURs et MLs, aprés une dose unique, comparé a une administration chronique peut
s’expliquer par une saturation du CYP2D6 qui induit une autophénoconversion (Lam et al.,

2002; Shah and Smith, 2015). L’impact du génotype du CYP2DG6 est moins important pour les
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patients traités par la paroxétine a cause de la phénoconversion. En outre, comparé aux autres
molécules, notamment les ATCs, pour les molécules de la classe des ISRSs, le phénotype du
CYP2D6 n’est pas associé a la survenue des effets secondaires (Lam et al., 2002).

Des adaptations des doses en fonction du phénotype CYP2D6 ont été proposées
(Thuerauf and Lunkenheimer, 2006). Une revue pharmacocinétique a mis en évidence le besoin
d’adapter la dose en fonction du phénotype CYP2D6 de certains ADs (Figure 3) (Kirchheiner
et al., 2004).
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Figure 3: Recommandations d’ajustement de la posologie des ADs en fonction du phénotype
CYP2D6 d’apres (Kirchheiner et al., 2004).

Les applications dans la routine cliniqgue de la synthese pharmacocinétique de
Kirchheiner et al. ont été remises en question par le Groupe d’Evaluation Génomique des
Applications en Pratique et Prévention (EGAPP), qui considére que le génotypage du CYP2D6
ne doit pas étre recommandé dans la pratique clinique (Evaluation of Genomic Applications in
and Prevention Working, 2007). Le sujet des recommandations sur I’utilisation de la

pharmacogénomiqgue pour les ADs dans la dépression sera détaillé dans le chapitre 1.8.
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1.6.2.1.4 Polymorphismes génétiques du CYP2C19

Le CYP2C19 est impliquée dans le métabolisme de 10% des médicaments qui existent
sur le marché parmi lesquels certains ADs (Zhou, 2009) (Tableau I1). Le gene CYP2C19 est
tres polymorphe. En effet, a ce jour il existe 30 variants qui ont été identifiés avec une
conséquence sur I’activité de I’enzyme démontrée (Cypalleles, 2016a; Hicks et al., 2015; Hicks
etal., 2016).

Il'y a une importante variabilité interindividuelle déterminée par I’cthnie. Parmi les 30
variants déterminés, sept variants CYP2C19 (*2-*8) associés a une non-fonctionnalité de
I’enzyme ont été décrits jusqu’a présent. Parmi eux, le CYP2C19*2 est le plus fréquent variant
chez les caucasiens avec une fréquence de 15% comparé a 0.04% pour le CYP2C19*3. Le
CYP2C19*2 est responsable de la diminution de I’activité de 1’enzyme chez 93% des caucasiens
(de Morais et al., 1994).

L’allele CYP2C19*1, augmente ’activité de 1’enzyme, et elle est particulierement
fréquente chez les caucasiens. Elle représente 18% dans la sous-population suédoise (Sim et
al., 2006), 19.61% dans la population grecque (Ragia et al., 2009) et 25.1% chez les femmes
saines allemandes (Justenhoven et al., 2009). Chez les patients caucasiens dépressifs cet allele
a une fréquence de 22% (Rudberg et al., 2008).

Le phénotype du CYP2C19 est déterminé a partir du génotype. Le phénotype peut étre
aussi déterminé a 1’aide d’un médicament « probe » spécifique du CYP2C19. Ainsi, le
phénotype CYP2C19 peut étre déterminé a ’aide du ratio chloroguanide/cycloguanil (Tenneze
etal., 1999).

Les individus peuvent étre distingués sur la base de leur génotype en cing groupes
phénotypiques. Les métaboliseurs ultrarapides (MURS) et les métaboliseurs rapides (MRs), ont
un métabolisme accéléré et qui représentent 5 a 30% chez les sujets caucasiens sains (Hicks et
al., 2016). Chez les sujets déprimés caucasiens, les MURs représentent 4% et les MRs
représentent 25% de la population (Rudberg et al., 2008). Les métaboliseurs normaux (MNS)
ont une activité normale et représentent 35% a 50% parmi les sujets caucasiens sains (Hicks et
al., 2016) et 30% chez les sujets caucasiens déprimés (Rudberg et al., 2008). Les métaboliseurs
intermédiaires (MIs) ont une activité enzymatique diminuée et représentent 18% a 55% chez
les sujets caucasiens sains (Hicks et al., 2016) et 36% chez les sujets caucasiens déprimes
(Rudberg et al., 2008). Les métaboliseurs lents (MLs) ont une déficience enzymatique compléte
et représentent 2% a 15% chez les sujets caucasiens sains (Hicks et al., 2016) et 4% chez les

caucasiens deprimes (Rudberg et al., 2008) (Tableau 4).
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Tableau 4: Traduction du génotype en phénotype du CYP2C19 d'aprés CPIC (Hicks et al.,

2016).

Phénotype

Génotype

Exemples de génotypes

Sujet porteur de deux alleles d'aug-

Mé li It i MUR *17/*17
étaboliseur ultrarapide (MUR) mentation d'activité /
Sujet porteur d'un allele de fonction
Métaboliseur rapide (MR) normale et d'un alléle d'augmentation *1/*17
d'activité
jet port llel fonc-
Métaboliseurs normal (MN) Sujet porteur de deux alleles de fonc *1/*1

tion normale

Sujet porteur d'un alleéle de fonction
normale et d'un alléle d'absence d'acti-
vité, ou d'un alléle d'absence d'activité
et d'un allele d'augmentation d'activité

Métaboliseur intermédiaire (Ml) *1/2, *1/*3, *2/*17

Sujet porteur de deux alléles d'absence

*9 /%9 *9 /%3 ¥ /%
d'activité 2/*2, *2/*3, *3/*3

Métaboliseur lent (ML)

1.6.2.1.5 CYP2C19 et métabolisme des composés endogenes

Aucun lien entre les traits de la personnalité et le CYP2C19 n’a été prouvé. Néanmoins,
le CYP2C19*2 a été associé a I’augmentation de I’inflammation chez les femmes de la cohorte
Stanislas, une cohorte d’étude des biomarqueurs de I’inflammation dans les maladies
cardiovasculaires chez 359 patients caucasiens. Parmi les biomarqueurs étudiés, le CYP2C19*2
a été identifié comme un candidat du risque cardiovasculaire via 1’inflammation (Bertrand-
Thiebault et al., 2008). L’équipe de Betrand-Thiebault et al. a expliqué ce résultat par le role
du CYP2C19 dans le métabolisme d’un composé endogene, la progestérone (Bertrand-
Thiebault et al., 2008).

A ce jour aucune étude n’a montré le lien entre le métabolisme des composés endogenes
du CYP2C19 et la dépression. Néanmoins, cette étude qui met en évidence le CYP2C19 comme
géne candidat ainsi que le métabolisme de la progestérone par ce géne, pourrait contribuer a
I’explication de la prédominance des femmes dans la dépression, avec un sex-ratio de 2 femmes

pour 1 homme (Kupfer et al., 2012).
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1.6.2.1.6 CYP2C19 et métabolisme des antidépresseurs

Certains ADs sont métabolisés par le CYP2C19 (Tableau II). L’AD qui a été le plus
étudié dans les études pharmacogénétiques est le citalopram (Hicks et al., 2015). Le citalopram
est un mélange racémique entre les énantiomeres (R) et (S). L’énantiomére (S) est la molécule
active pharmacologiquement, appelé également escitalopram. Les études pharmacocinétiques
du citalopram montrent que les MLs ont une concentration du mélange racémique 1.7 fois plus
importante que les autres groupes phénotypiques (Herrlin et al., 2003). Rudberg et al. ont
montré une concentration d’escitalopram 42% moins importante chez les sujets porteurs du
génotype CYP2C19*17/*17 (MURs) comparé aux MNs et 5.7 fois plus importante chez les
sujets MLs (Rudberg et al., 2008). Une autre eétude de pharmacocinétique a mis en évidence
I’association entre le phénotype CYP2C19 et la concentration de 1’escitalopram. En effet, les
MLs avaient une concentration d’escitalopram dans le sérum moins important que les MNs
(Tsai et al., 2010).

La sertraline, un AD peu prescrit, est métabolisée majoritairement par le CYP2B6 et
minoritairement par le CYP2C19 (Wang et al., 2001). Néanmoins, chez les patients CYP2C19
MLs, la concentration de sertraline est 41% plus importante que celle des MNs et la
concentration de la desmethylsertraline est 35% moins importante chez un ML comparé a un
patient MN (Wang et al., 2001).

Le moclobémide et un AD qui fait partie de la classe des IMAOSs, principalement
métabolisé par le CYP2C19. Chez les patients MLs pour CYP2C19, la concentration
plasmatique de cette molécule a été 3 fois plus importante comparée aux concentrations
plasmatiques chez les patients dépressifs MNs (Gram et al., 1995; Yu et al., 2001).

La deméthylclomipramine, principe actif de la clomipramine, est métabolisée
principalement par CYP2C19. Les patients MLs ont eu une concentration de principe actif 1.8
fois plus importante comparés aux MNs aprés une dose unique (Nielsen et al., 1994). Dans une
autre étude, Nielsen et al. ont montré une concentration de desméhylclomipramine 40% plus
importante chez les MNs comparés aux MLs (Nielsen et al., 1992).

Concernant les effets secondaires, les phénotypes CYP2C19 sont cliniqguement
importants quand les autres voies de métabolisation sont inhibées. Par exemple pour la
fluoxétine, majoritairement métabolisée par le CYP2D6, une étude a mis en évidence
d’importants effets secondaires pour les patients MLs pour CYP2D6 et CYP2C19 (Roberts et
al., 2004b). Le citalopram est également métabolisé par une voie mineure par le CYP2D6 et le

CYP3A4 (Tableau Il). Les patients traités par citalopram, qui sont des MLs pour CYP2D6 ont
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ces voies mineures de métabolisation diminuées, ce qui conduit a beaucoup d’effets secondaires
pour un patient ML pour CYP2C19 (Herrlin et al., 2003)

Comme pour le CYP2D6, I’équipe de Kirchheiner et al. a mis en évidence le besoin
d’ajuster la posologie de certains ADs en fonction du phénotype CYP2C19 (Kirchheiner et al.,
2004) (Figure 4).

Cependant, I’application dans la routine clinique du génotypage du CYP2C19 est
discutée puisqu’elle n’est pas recommandeée a ce jour dans la pratique clinique d’aprés
I’évaluation par le Groupe d’Evaluation Génomique des Applications en Pratique et Prévention
(EGAPP) (Evaluation of Genomic Applications in and Prevention Working, 2007). D’autres
groupes d’experts en pharmacogénétique CPIC (Hicks et al., 2016), et le réseau National de
Pharmacogénétique (Quaranta et al., 2017) ont des recommandations différentes qui seront
détaillées dans le chapitre 1.8.
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Figure 4: Recommandations d’ajustement de la posologie des ADs en fonction du phénotype
CYP2C19 (d’apres (Kirchheiner et al., 2004)).

1.6.2.1.7 CYP2D6, CYP2C19 et métabolisme de la venlafaxine

La venlafaxine (VEN) est principalement métabolisée par le CYP2D6 en son métabolite
actif principal I’O-desmethilvenlafaxine (ODV). L’ODV a la méme activité biologique que la
venlafaxine (Otton et al., 1996; Sangkuhl et al., 2014; Veefkind et al., 2000).

Les études in-vitro ont montré egalement la participation minoritaire du CYP2C19 dans

la formation de la molécule active ODV dans les microsomes de foie (Fogelman et al., 1999).
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La N-desmethylation de la venlafaxine est une voie minoritaire de métabolisme de la
venlafaxine en N-desmethylvenlafaxine (NDV) qui est le métabolite mineur actif. Cette voie
est catalysée par le CYP2C19 et CYP3A4 (Fogelman et al., 1999) (Figure 5).

Dans la plupart des études de pharmacogénétique de la littérature sur la venlafaxine, les
phenotypes CYP2D6 des patients ont été determinés grace au ratio ODV/VEN qui a été décrit
comme un autre moyen de phénotyper les patients par Preskorn et al. (Preskorn, 2010). En
effet, ceci permettrait d’inclure dans le groupe des MLs les patients chez lesquels on retrouve
une phénoconversion des phénotypes MNs ou MlIs déterminés par le génotypage vers le
phénotype ML (Preskorn et al., 2013; Shah and Smith, 2015). Ainsi, les études d’association
du phénotype du CYP2D6 déterminé grace au ratio ODV/VEN ont montré une validation du
génotype du CYP2D6 par ce ratio (Nichols et al., 2009; Shams et al., 2006; van der Weide et
al., 2005; Veefkind et al., 2000).

Quelques études ont analysé la réponse clinique des patients traités par venlafaxine
(Kawanishi et al., 2004; Lobello et al., 2010; Veefkind et al., 2000). Une étude avec un petit
effectif de patients dépressifs a montré une tendance entre 1’efficacité de la venlafaxine apres 7
semaines de traitement et le phénotype CYP2D6 déterminé par le ratio ODV/VEN. lls ont décrit
trois catégories de répondeurs : les répondeurs avec une diminution de plus de 50% sur 1’échelle
HDRS par rapport a I’inclusion, les non-répondeurs avec une diminution de moins de 30% et
le groupe intermédiaire de répondeurs partiels. Dans cette étude un ratio ODV/VEN beaucoup
plus important que 1, correspond aux MURSs et sont associés a une efficacité plus importante
de la venlafaxine (Veefkind et al., 2000). Dans une autre étude prospective, Lobello et al. ont
mélangé 4 études prospectives en double-aveugle avec 464 patients dépressifs traités par la
venlafaxine et 366 par le placebo qui ont été évalués a des différents temps entre 6 et 12
semaines (Lobello et al., 2010). Dans cette étude, le groupe des patients MNs ont mieux
répondu au traitement. Les patients MNs sont les plus nombreux en rémission comparés aux
MLs. Toutefois, d’autres études cliniques n’ont pas montré d’association entre le phénotype
CYP2D6 déterminé par le ratio ODV/VEN et la réponse a la venlafaxine, mais ont mis en
évidence le nombre important d’effets secondaires enregistrés chez les patients MLs
(Grasmader et al., 2004; Shams et al., 2006).

Une étude intéressante avec 108 patients caucasiens dépressifs traités par des divers
ADs et évalués sur 1’échelle HDRS durant 8 semaines a montré une incidence des patients avec
le phénotype CYP2D6 UM plus importante chez les patients depressifs (Kawanishi et al., 2004).
Cette découverte a mené a I’hypothése que la duplication du géene CYP2D6 pourrait étre un

facteur génétique qui influence la réponse clinique aux ADs (Kawanishi et al., 2004).
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Jusqu’a présent seulement trois études ont examiné 1’influence des polymorphismes
génétiques du CYP2D6 et CYP2C19 de fagon simultanée sur la réponse a la venlafaxine et la
prédiction de I’efficacité de cette molécule chez les patients dépressifs dans un milieu clinique

psychiatrique naturaliste (Grasmader et al., 2004; Ng et al., 2013; Rolla et al., 2014).
Ces études n’ont pas montré d’association entre le génotype CYP2D6 et la réponse au

traitement. Il est intéressant de mentionner 1’évaluation sur I’échelle CGI (Clinical global
impression) pendant une année par 1’équipe de Rolla et al. a mis en évidence une meilleure
réponse a la venlafaxine a une posologie plus importante comparé a la posologie thérapeutique
classique chez les patients MURs. Cependant, aucune association n’a été montrée entre le

phénotype ML et I’efficacité de la venlafaxine ou les effets secondaires (Rolla et al., 2014).
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Figure 5: Métabolisme de la venlafaxine (d'aprés PharmGKB).
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1.6.2.2 Pharmacogenétique des transporteurs impliqués dans le transport des
antidépresseurs et des composés endogénes

La plupart des ADs dans la pratique clinique d’aujourd’hui inhibent la recapture de la
sérotonine, noradrénaline et dopamine (Berton and Nestler, 2006; David and Gardier, 2016).
Ce mécanisme inclut les transporteurs de ces monoamines endogenes, le transporteur de la
noradrénaline (NAT), sérotonine (SERT) et dopamine (DAT), aussi connus dans la littérature
comme les transporteurs « d’Uptake 1 » (Amara and Kuhar, 1993; Eisenhofer, 2001). En
régulant les concentrations des monoamines dans la synapse, ces transporteurs contrélent la
transmission des monoamines et jouent un rdle important dans la dépression majeure.

Le transporteur le plus étudié parmi ces transporteurs associés a la réponse aux ADs
jusqu’a présent est le transporteur de la sérotonine (SLC6A4). L’insertion/délétion fonctionnelle
de 44 nucléotides situés dans le promoteur du géne du transporteur de la sérotonine, le 5-
HTTLRP (ou SERT). Des études précliniques et cliniques ont montré une prédisposition a la
dépression et anxiété ainsi qu’une mauvaise réponse aux ADs, spécialement aux ISRSs chez
les porteurs de la délétion de 44 nucléotides (Homberg and Lesch, 2011). Il existe plus de 900
références publiées jusqu’a ce jour, avec des populations trés hétérogeénes et trés différentes en
termes de la taille et de I’ethnie de la population étudiée. Enfin, une méta-analyse récente a
confirmé I’association de ce variant a la dépression et la réponse aux ADs chez les porteurs
caucasiens de la délétion (Porcelli et al., 2012). De plus, I’effet de 5-HTTLRP sur la réponse et
la rémission au citalopram semblerait étre modulé par I’dge. Ceci a été démontré dans 1’étude
STAR*D, ou les patients plus agés porteurs de la délétion fonctionnelle de 44 nucléotides
auraient une moins bonne réponse au citalopram (Shiroma et al., 2014). Grace aux techniques
d’imagerie cérébrale, il a été mis en évidence chez les patients mutés, traités par citalopram,
une moins importante modulation du systeme sérotoninergique (Ma et al., 2015).

Récemment, les scientifiques ont commencé a étudier de maniere plus importante le réle
des transporteurs des médicaments dans la réponse aux médicaments ADs, qui sont des facteurs
déterminants de ’efficacité et de la tolérance des médicaments (Konig et al., 2013). Du point
de vue fonctionnel les transporteurs sont classifiés en deux classes importantes: les
transporteurs d’influx, qui assurent le transport des médicaments dans la cellule et les transports
d’efflux, qui assurent I’export des médicaments a I’extérieur de la cellule. La plupart des
transporteurs ont une expression ubiquitaire dans des organes comme le cerveau, les reins, le

foie, I’intestin et les cellules du systéme immunitaire (Lee et al., 2009).
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Ces transporteurs sont classifiés en quelques familles importantes et seront présentés
comme géne/protéine plus loin: les transporteurs ATP-binding cassette ABCB1/P-gp,
ABCC1/MRP1, ABCC2/MRP2, ABCC3/MRP3, ABCC4/MRP4, ABCC5/MRPS5,
ABCG2/BCRP (Dean et al., 2001); la famille des SLCs (solute carrier superfamily) qui est la
plus grande famille des transporteurs qui comporte la famille des SLC6 : SLC6A4/SERT,
SLC6A2/NET, SLC6A3/DAT, la famille des OCTs (organic cation transporter) :
SLC22A1/0CT1, SLC22A2/0CT2, SLC22A3/0CT3, Na* carnitine cotransporter (OCTN):
SLC22A5/0CTN2, OATs (organic anion transporters): SLC22A6/0AT1, SLC26A7/0AT2,
SLC22A8/0AT3, SLC22A11/0AT4 ; la famille plus récente des MATEs (multidrug and toxin
extrusion organic cation/proton antiporters): SLC47A1/MATEL, SLC77A2/MATEZ2, les SLCOs
(Solute  Carrier  Organic  Anion):  SLCO1A2/0ATP1A2, SLCO1B1/OATP1Bl,
SLC1B3/OCT1B3, les ENT (Equilibrative Nucleoside Transporter) SLC29A4/ENT4 (aussi
appelés les PMATs (Plasma Monoamine Transporter)) (Geier et al., 2013; Lee et al., 2009;
Uchida et al., 2011).

Nous détaillerons plus spécifiqguement les transporteurs OCTs (OCT1, OCT2 et OCT3)
la famille des SLC22A (SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3) ainsi que le transporteur PMAT
(SLC29A4) qui sont potentiellement impliqués dans la transmission monoaminergique dans le
cerveau (Engel and Wang, 2005). Le transporteur OCT3 est le plus étudié dans la littérature,
appelé aussi EMT (extraneuronal monoamine transporter). Comparé aux SERT, NAT et DAT
qui sont des transporteurs avec une grande affinité pour les monoamines, les OCTs et le PMAT
sont des transporteurs avec une basse affinité et grande capacité pour les monoamines aussi
connus dans la littérature comme les transporteurs d « d’Uptake 2 » (Engel et al., 2004).

Deux mécanismes majeurs de transport des monoamines ont été décrits
indépendamment dans la littérature : le SERT, le NAT et le DAT, appelés aussi les transporteurs
« d’Uptake 1 », localisés dans le neurone présynaptique (Amara and Kuhar, 1993; Eisenhofer,
2001) et les OCTs et le PMAT, les transporteurs « d’Uptake 2 » principalement localisées dans
les neurones présynaptiques et les astrocytes (Eisenhofer, 2001).

1.6.2.2.1 Transporteurs d’Uptake 2- voie alternative de clairance des
monoamines dans le cerveau

Les transporteurs OCTs et PMATa appartiennent au groupe des transporteurs
« d’Uptake 2 », qui ont une faible affinité mais grande capacité de transport des amines. Le
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mécanisme des transporteurs « d’Uptake 2 » est impliqué dans la modulation des monoamines
dans le cerveau (Hendley et al., 1970; Iversen et al., 1965; Russ et al., 1996).

Peu d’études ont été publiés depuis que cette hypothése de réponse aux ADs a émergé
dans les années 1970 jusqu’en 2004 (Schildkraut and Mooney, 2004). Schildkraurt et Monet
ont décrit cette hypothese, basée sur la littérature, ainsi que sur des observations sur des patients.
Suite a I’administration de médicaments qui bloquent le NAT chez des patients, ceci induirait
une diminution graduelle de normétanephrine, le métabolite O-méthylé de la noradrénaline
(Schildkraut and Mooney, 2004). La normétanephrine est un inhibiteur des transporteurs
« d’Uptake 2 » (Iversen et al., 1965). En conséquence, la recapture de la noradrénaline par le
mécanisme des transporteurs « d’Uptake 2 » peut étre réduite par la normétanephrine,
augmentant ainsi la noradrénaline extracellulaire.

Une autre idée qui confirme I’importance des transporteurs « d’Uptake 2 » dans le
transport des monoamines est la sélectivité des substrats entre les transporteurs de grande
affinité pour les monoamines, les SERT, NAT et DAT. Il existerait un effet compensatoire entre
ces transporteurs dans le cas ou 1'un d’entre eux est inhibé (Drago et al., 2011). Effectivement,
des études ont analysé la recapture des monoamines extracellulaires par les transporteurs du
mécanisme des transporteurs « d’Uptake 1 » en inhibant ces transporteurs un par un. Ces études
ont mis en évidence une augmentation de la dopamine extracellulaire suite a un blocage du
NAT. Par exemple, le blocage de NAT dans le cortex préfrontal induit une augmentation plus
importante de la dopamine extracellulaire comparé a un blocage du DAT (Carboni et al., 2006).
Dans une autre étude, sur des souris KO slc6a3, la nisoxeétine, qui bloque le NAT, a inhibé la
recapture de 40% de la dopamine dans les synaptosomes (Moron et al., 2002). La recapture de
la dopamine par le SERT a été également mise en évidence chez la souris KO. Suite a une
administration de la cocaine, qui est un inhibiteur non-sélectif des transporteurs des
monoamines, la dopamine extracellulaire a augmenté dans le striatum des souris KO slc6a3,
mais pas dans el striatum des souris double KO slc6ad/slc6a3. Ces études montrent une
recapture de la dopamine par le SERT (Shen et al., 2004).

Dans le but de montrer une sélectivité moins bien définie des transporteurs a haute
affinité pour leur substrat, une étude a montré la recapture de noradrénaline par le SERT chez
les souris KO slc6a2. Vizi et al. ont montré un retard de la recapture de [*H]noradrénaline chez
les souris KO slc6a2. Cependant cette recapture a été mesurable par électrophysiologie, étant
de 12.6% dans I’hippocampe et de 33.5% dans le cortex (Vizi et al., 2004). Le transporteur
DAT a également un effet compensatoire pour la recapture de la sérotonine. Ceci a été mis en

évidence chez les souris KO slc6a4 (Pan et al., 2001).
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Dans I’ensemble, ces études mettent en évidence les effets compensatoires des
mécanismes de recapture des monoamines pour le SERT, le NAT et le DAT dans le cas ou 1’un
d’entre eux est inhibé. De plus, des études ont montré une localisation des SERT, NAT et DAT
en dehors de la fente synaptique, comme dans la région périsynaptique tout au long des axones
ou dendrites (Nirenberg et al., 1996; Sur et al., 1996). Ainsi, les neurotransmetteurs atteignent
les transporteurs par une transmission paracrine (Fuxe et al., 2007). Une étude fonctionnelle
apporte plus de preuves a ces decouvertes anatomiques. En mesurant par voltamétrie cyclique
la sérotonine ainsi que par des modeles mathématiques, cette étude montre une diffusion de la
sérotonine de son site de libération jusqu’a d’autres éléments extra-Synaptiques, comme le
« Uptake 2 » (Clements, 1996). D’autres études utilisant les mémes techniques ont montré la
méme diffusion pour d’autres neurotransmetteurs comme le glutamate ou la dopamine (Cragg
and Rice, 2004).

Par ailleurs, les OCTs et le PMAT sont situés dans des régions clés au niveau du cerveau
pour recevoir les projections aminérgiques (Amphoux et al., 2006; Vialou et al., 2008). Les
transporteurs de haute affinité sont situés majoritairement dans des boutons synaptiques, alors
que les transporteurs « d’Uptake 2 » sont situés majoritairement dans les projections neuronales
ou les astrocytes (Busch et al., 1998) et sont impliqués dans la clairance des monoamines dans
des conditions physiologiques. Ceci peut étre confirmé dans les études des souris KO pour les
transporteurs de «I’Uptake 1 » (SERT/NAT/DAT), ou 1’on remarque une diminution de la
concentration des monoamines dans le cerveau qui pourrait étre expliquée par la recapture des
monoamines par les transporteurs « d’Uptake 2 » (OCTs/PMATS) par une transmission
paracrine (Bacq et al., 2012).

L’ensemble de ces résultats montrent une plasticité non-négligeable des transporteurs
« d’Uptake 1 » ainsi qu’une voie alternative de clairance des monoamines dans le cerveau par

le mécanisme des transporteurs « d’Uptake 2 » (Figure 6).
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Figure 6: Ro6le des OCTs dans le cerveau

1.6.2.2.2 Transporteurs d’Uptake 2 — une cible potentielle pour les
médicaments antidépresseurs

Des molécules inhibitrices des transporteurs « d’Uptake 2 » pourraient étre développées
et administrées avec les médicaments ADs. Ceci pourrait avoir un impact intéressant sur
I’efficacité thérapeutique des ADs. En prenant en compte les mécanismes des transporteurs
«d’Uptake 1» et «Uptake 2», ceci constituerait une approche innovante dans le

développement d’une nouvelle stratégie d’ADs (Daws et al., 2013).

1.6.3  Pharmacogénétique des autres genes associés a la dépression

Quelques genes candidats, n’étant pas directement les cibles des ADs, ont suscité
I’intérét par leur role clé dans la réponse aux ADs. Parmi les génes les plus étudiées nous
pouvons souligner le FKBP5, le BDNF, le NTRK2 ou la COMT.

Le FKBP5 (FK506-biding protein 52) module la sensibilité aux glucocorticoides, qui
jouent un role clé dans la réponse au stress et ’activité de 1’axe hypothalamo- hypophysaire.

Le polymorphisme du FKBP5, le plus étudié dans 1’association a la réponse aux ADs, est le
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rs1360780. Les résultats ont été controversés, mais une méta-analyse récente a montré une
association entre 1’alléle T du rs1360780 et une meilleure réponse aux ADs chez les patients
caucasiens (Niitsu et al., 2013).

Le géne BDNF (brain-derived neurtrophic factor) code pour une neurotrophine
impliquée dans la neurogenese, qui détermine I’ensemble du processus de création d’un
neurone fonctionnel du systeme nerveux (Colle et al., 2015). Le polymorphisme BDNF
Val66Met a été associé a une réduction du volume de I’hippocampe et ainsi qu’a 1’anxiété et la
dépression. Cependant ces études n’ont pas été répliquées (Glatt and Lee, 2016). Des études
pharmacogénétiques récentes, notamment une méta-analyse, ont mis en évidence une meilleure
réponse chez les porteurs du génotype hétérozygote muté du BDNF Val66Met, particuliérement
dans la population asiatique (Niitsu et al., 2013).

Le gene NTRK2 est le récepteur principal du BDNF (Deflesselle et al., 2017). Une étude
récente sur la cohorte METADAP des patients caucasiens n’a montré aucune association entre
six polymorphismes de ce gene et la réponse au traitement antidépresseur (Deflesselle et al.,
2017).

Les études d’association pharmacogénétique de la COMT (Cathecol-O-

methyltransferase) et la réponse aux ADs seront détaillées plus bas.

1.6.3.1  Cathecol-O-methyltransferase (COMT)

L’enzyme cathecol-O-methyltransferase (COMT) est un enzyme découvert dans les
années 1950 qui dégrade les catécholamines comme la dopamine et la noradrénaline (Figure 7)
(Craddock et al., 2006). Deux isoformes de protéines sont connues, la S-COMT, qui est
I’isoforme cytoplasmique soluble de 1’enzyme et la MB-COMT qui est I’isoforme
membranaire. Les deux formes sont exprimées de facon ubiquitaire, mais dans le cerveaux
I’isoforme membranaire MB-COMT est majoritaire (Craddock et al., 2006).

Les études en psychiatrie montrent un role du genre dans ’activit¢é de COMT. Les
femmes ont une activité de I’enzyme moins importante comparée a celle des hommes. Ceci
montre I’importance du genre dans les différents phénotypes du géne COMT en psychiatrie
(Floderus et al., 1981; Klein et al., 2016).

L’enzyme COMT est codé par le gene COMT qui est situé dans le chromosome 22q11.
Dans le cerveau la dégradation de la dopamine effectuée par COMT est majoritaire dans le

cortex préfrontal, ou I’expression du DAT est minoritaire (Craddock et al., 2006). Les
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polymorphismes génétiques de la COMT sont parmi les plus étudiés dans la voie
noradrénergique et la dopaminergique (Figure 7) (Lotta et al., 1995; Mannisto and Kaakkola,
1999).

Melanin synthesis
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/ Fumarate and acetoacetate formation
Dopa
Dopamine » Nor-Adrenaline  ————————up Adrenaline
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Homovanillate 3M4HPG 3M4HM

Figure 7: Physiologie de la COMT d’apres (Craddock et al., 2006).

1.6.3.2  Polymorphismes génétiques de la COMT et I’épisode dépressif majeur

La plupart des études pharmacogénétiques d’association des génes candidats et la
réponse aux ADs se sont focalisées sur les génes de la voie sérotoninergique détaillée plus haut.
Peu d’études ont examiné les geénes de la voie dopaminergique et noradrénergique (Belmaker
and Agam, 2008; Bosker et al., 2011). Des études plus récentes ont examiné 1’association de la
COMT a la prédisposition de la dépression ainsi qu’a la réponse aux ADs (Craddock et al.,
2006).

Plusieurs polymorphismes génétiques de la COMT ont été étudiés chez des patients
déprimés (Bosker et al., 2011; Houston et al., 2011; Huang et al., 2010; Perlis et al., 2009;
Rietschel et al., 2010; Soronen et al., 2011). Deux études d’association récentes des génes
candidats et la réponse au traitement ont été effectuées. Houston et al. ont montré, dans une

étude randomisée en double aveugle chez les patients dépressifs évaluant 200 polymorphismes
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génetiques différents dans six genes candidats, une association entre COMT (rs165737) et la
réponse a la duloxétine (n=250, (Houston et al., 2011)). Une autre étude basée sur des patients
déprimés a montré une association significative entre un seul géne, le COMT, parmi les 19
genes ¢tudiés et I’amélioration des symptomes dépressifs chez les patients traités par duloxétine
(n=250, (Perlis et al., 2009)).

L’hétérogénéité des études est causée par divers facteurs comme la méthodologie,
I’évaluation de la comorbidité, I’hétérogénéité de la population, un mauvais phénotypage de la
maladie a I’inclusion ainsi que la difficulté de diagnostic de la dépression majeure (Bosker et

al., 2011).

1.6.3.3  Polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met et la réponse au
traitement antidépresseur

1.6.3.3.1 Fonctionnalité du polymorphisme génétique COMT
Val(108/158)Met

Un polymorphisme génétiqgue non-synonyme, le rs4680 (427G>A) induit un
changement de I’aminoacide valine en méthionine dans le codon 158 (Vall58Met) dans
I’isoforme membranaire de COMT (MB-COMT). Ce méme polymorphisme génétique induit
le méme changement d’aminoacide mais cette fois-ci dans le codon 108 (Val108Met) dans
I’isoforme soluble de COMT (S-COMT) (Figure 8).

Les études in vitro ont montré I’impact de ce polymorphisme génétique sur la
fonctionnalité de 1’enzyme : les porteurs du génotype Val/Val ont une activité enzymatique
élevée, les porteurs du génotype Val/Met ont une activité intermédiaire de 1’enzyme COMT et
les porteurs du génotype Met/Met ont une activité faible de COMT. Les porteurs de ’alléle Met
ont une activité enzymatique trois a quatre fois moins importante comparée a celle des porteurs
de I’all¢le Val (Lachman et al., 1996). Du fait de son role dans les voies dopaminergique et
noradrénergique, ce polymorphisme génétique a été étudié dans le cadre de quelques
pathologies comme la schizophrénie (Fan et al., 2005) ou le trouble obsessionnel compulsif
(Azzam and Mathews, 2003). Toutefois, ces méta-analyses n’ont pas apporté des résultats
suffisants quant a 1’association du polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met a la

schizophrénie ou au trouble obsessionnel compulsif.
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Le genotype COMT Val(108/158)Met, rs4680 a éte associé au trouble obsessionnel
compulsif chez les hommes (Pooley et al., 2007) et avec anxiété chez les femmes (Stein et al.,
2005).
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Figure 8: Polymorphisme génétique de la COMT Val(108/158)Met, rs4680

1.6.3.3.2 COMT Val(108/158)Met, facteur de risque dans la dépression

Quelques ¢études ont examiné 1’association entre le polymorphisme génétique COMT
Val(108/158)Met, rs4680 et la dépression majeure (Garriock et al., 2006; Lopez-Leon et al.,
2008; Massat et al., 2011; Massat et al., 2005; Ohara et al., 1998). Les résultats de ces études
sont contradictoires : Ohara et al. n’ont montré aucune association entre I’alléle Met et ’EDM
dans la population japonaise (Ohara et al., 1998), Massat et al. ont décrit une fréquence allélique
plus importante de 1’all¢le Val dans la survenue précoce de I’EDM chez les patients européens
(Massat et al., 2011; Massat et al., 2005).

Dans une méta-analyse de 1091 patients et 1722 contrdles dans une population mixte,
Lopez-Leon et al. n’ont pas montré d’association entre COMT Val(108/158)Met, rs4680 et
I’EDM (Lopez-Leon et al., 2008). Dans une autre étude Klein et al. n’ont pas montré
d’association entre COMT Val(108/158)Met, rs4680 et ’EDM dans la population générale, ni
dans la population stratifiée par sexe (Klein et al., 2016) et Garriock et al. n’ont mis en évidence
aucune correlation entre COMT Val(108/158)Met, rs4680 et la prédisposition a la dépression
(Garriock et al., 2006).
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Au contraire, dans une méta-analyse dans une population européenne et asiatique Wang
et al. ont mis en évidence un risque 23.1% plus important de survenue d’un événement de
dépression chez les porteurs de 1’allele Val dans la population européenne et 43.1% plus

important dans la population asiatique (Wang et al., 2016).

1.6.3.3.3 COMT Val(108/158)Met et réponse aux antidépresseurs

Des études cliniques se sont focalisées sur I’association du polymorphisme génétique
COMT Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse aux ADs. Au nombre de dix-huit, elles ont
montré des résultats discordants chez les patients dépressifs.

Huit études ont montré une association entre le polymorphisme génétigue COMT
Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse aux ADs évaluée sur I’échelle HDRS (Atake et al., 2015;
Benedetti et al., 2009; Benedetti et al., 2010; Hopkins et al., 2013; Spronk et al., 2011; Szegedi
et al., 2005; Tsai et al., 2009; Yoshida et al., 2008). Trois études ont mis en évidence une
meilleure réponse chez les porteurs de I’all¢le Val (Atake et al., 2015; Hopkins et al., 2013;
Szegedi et al., 2005). Une etude randomisee a montré une meilleure amélioration du score
HDRS chez les porteurs du génotype Val/Val comparé aux porteurs du génotype Met/Met apres
huit semaines de traitement avec la venlafaxine (n=126 patients, n=128 placebo, (Hopkins et
al., 2013)), une autre étude a mis en évidence une meilleure réponse a la mirtazapine chez les
porteurs de I’all¢le Val (n=53, (Szegedi et al., 2005)). La troisieme étude qui a évalué la réponse
a la duloxétine ainsi que la concentration des métabolites plasmatiques a exposé une
augmentation de la concentration du métabolite plasmatique de la voie des catécholamines, le
3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol chez les patients japonais (n=64 patients and n=30
controles). Cette derniére étude a montré une sensibilité plus importante des neurones
noradrénergiques a la duloxétine, mais pas sur la réponse évaluée par 1’échelle HDRS (Atake
etal., 2015).

D’une autre manicre, cinq études ont mis en évidence une meilleure réponse des porteurs
Met/Met chez les patients caucasiens traités par minalcipran, pendant 6 semaines (n=81,
(Yoshida et al., 2008)) ; SSRIs : paroxétine, pendant 1 mois (n=55, (Benedetti et al., 2009)),
fluvoxamine, pendant 6 semaines (n=55, (Benedetti et al., 2010)), traitement pas spécifié,
pendant 8 semaines (n=25, (Spronk et al., 2011)) chez les patients chinois traités par fluoxétine
apres 8 semaines de traitement (n=334, (Tsai et al., 2009)).

D’autre part, dix études n’ont pas montré d’association entre le polymorphisme

génétiqgue COMT Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse aux ADs évaluée par 1’échelle HDRS

45



chez les patients déprimés (Arias et al., 2006; Baune et al., 2008; Chiesa et al., 2014; Gudayol-
Ferre et al., 2010; Kautzky et al., 2015; Kocabas et al., 2010; McMahon et al., 2006; Szegedi et
al., 2005), avec des divers traitements par 1’échelle MADRS (Montgomery—Asberg Depression
Rating Scale), qui évalue la sévérité des épisodes dépressifs majeurs (llli et al., 2010) et par
I’échelle HAMA (Hamilton Anxiety Rating Scale) (Narasimhan et al., 2012) qui évalue la
sévérité de I’anxiété. Aucune association n’a été montrée entre le polymorphisme génétique
COMT Val(108/158)Met, rs4680 et la reponse a la venlafaxine et paroxétine chez les patients
coréens (n=184 patients et n=200 contr6les sains, (Chiesa et al., 2014)); la venlafaxine et
d’autres ADs (n=226 patients and n=557 contrdles (Baune et al., 2008); la venlafaxine (n=112,
(Narasimhan et al., 2012)); le citalopram a été évalué dans I’étude STAR*D qui a analysé 68
génes et 768 polymorphismes génétiques (n=1953, (McMahon et al., 2006) et (n=139, (Arias
et al., 2006)).

Aucun effet du polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 n’a été
montré sur la réponse aux ADs dans une population homogene de patients caucasiens traités
par tous les médicaments ADs évalués par 1’échelle HDRS (n=225, (Kautzky et al., 2015)) et
(n=396 patients et n=295 contréles, (Kocabas et al., 2010); aux ISRSs chez les patients
caucasiens a la paroxeétine et fluvoxamine évalués par 1’échelle HDRS (n=207, (Arias et al.,
2006)), a la paroxétine, fluvoxamine et citalopram (n=86, (llli et al., 2010)), la paroxétine
(n=49, (Szegedi et al., 2005)), fluoxétine (n=64, (Gudayol-Ferre et al., 2010) évalués par
I’échelle HDRS.

Une explication possible de ces résultats contradictoires pourrait étre la définition assez

large de la dépression ainsi que son diagnostic (Klein et al., 2016).

1.6.3.3.4 COMT Val(108/158)Met et la réponse a la venlafaxine

Parmi les études mentionnées plus haut, seulement quatre études ont examiné
I’association entre le polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse
a la venlafaxine : trois études évalués par 1’échelle HDRS ((Hopkins et al., 2013), (Chiesa et
al., 2014), (Baune et al., 2008)) et une étude avec une évaluation par 1’échelle HAMA
(Narasimhan et al., 2012). Parmi ces études, 1’étude randomisée de Hopkins et al. a mis en
évidence une meilleure amelioration chez les porteurs du genotype Val/Val comparé au
génotype Met/Met apres huit semaines de traitement dans une population 75% caucasienne et

25% afro-américaine (n=126 patients et n=128 placebo, (Hopkins et al., 2013).
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Trois autres études n’ont pas montré d’association entre le polymorphisme génétique
COMT Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse a la venlafaxine (Baune et al., 2008; Chiesa et
al., 2014; Narasimhan et al., 2012).

1.7 Etudes de GWAS et réponse aux antidépresseurs

De nombreuses études ont eu comme but d’analyser 1’influence génétique dans les
maladies psychiatriques, notamment les GWAS (genome-wide association studies) (Flint and
Kendler, 2014). Cette technique (détaillée dans le chapitre : 1.9 Séquengage de ’ADN) a
marqué un tournant majeur dans la recherche en psychiatrie grace a la possibilité d’analyser des
centaines de milliers jusqu’a méme un million de SNP du génome humain et tendent de
s’affranchir I’hypothése a priori.

Jusqu’a présent trois études importantes de GWAS, avec une population déprimée
majoritairement caucasienne ont été réalises : MARS, STAR*D et GENDEP (Garriock et al.,
2010; Ising et al., 2009; Uher et al., 2010). Récemment une méta-analyse basée sur ces trois
études a été realisée (Uher R et al., 2013). Les trois études ainsi que la méta-analyse n’ont pas
montré d’association entre des variants génétiques et la réponse aux ADs. Cependant, les
résultats ont montré la présence de quelques polymorphismes intéressants majoritairement
situés dans les régions inter-géniques dans le chromosome 1, 10, dans le gene UBEC3C
(Ubiquitin Ligase 3C), BMP7 (Bone Morphogenetic Protein 7), RORA (RAR-Related Orphan
Receptor A) et CDH17 (Cadherin 17) ou encore 1L11 (Interleukin 11) (Garriock et al., 2010;
Ising et al., 2009; Uher et al., 2010). La méta-analyse de ces trois études a mis en évidence un
seul polymorphisme du gene de la myosine X (MYO10), situé dans une région intronique qui a
¢té associé a I’amélioration du traitement AD (Uher R et al., 2013).

Ces résultats sont difficilement interprétables et il est impossible d’appliquer en clinique
ces analyses car la plupart de ces variants ont été identifiés dans des régions non-codantes. Des
travaux expérimentaux sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires
impliqués dans la réponse aux ADs.

De plus, la taille de 1’échantillon de la population dans GWAS, STAR*D et GENDEP
n’est pas suffisante. Des études de réplication sont nécessaires pour pouvoir valider le réle de

ces polymorphismes génétiques dans la réponse aux ADs.
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1.8 Recommandations sur I’utilisation de la pharmacogénomique pour les antidépresseurs
dans la dépression : vers la personnalisation de traitement antidépresseur

Les seules grandes études en génétique ces 20 derniéres années sont les GWAS.
Toutefois, ceci n’a pas permis d’expliquer la mauvaise réponse des patients traités par des ADs
et de mettre en place des biomarqueurs de prédiction de réponse au traitement AD validés.
Jusqu’a présent il n’y a pas d’applications cliniques de la pharmacogénétique des ADs validées
par des autorités réglementaires. Ce probleme est attribué majoritairement a la difficulté
d’interprétation des résultats génétiques ainsi que la difficulté de répliquer les résultats obtenus
(Senn, 2016).

Néanmoins, the Clinical Pharmacogenetics Implimentation Consortium (CPIC) et le
Réseau National de Pharmacologie (Quaranta et al., 2017) développe et suggére des
recommandations pour appliquer les tests pharmacogénétiques en se basant notamment sur la
survenue des effets secondaires des ADs. Ces derniers servent a ajuster les posologies de
certains traitements ADs. En 2015, le CPIC recommandait des guidelines d’ajustement de la
posologie des ISRSs en fonction des phénotypes CYP2D6 et CYP2C19 (Hicks et al., 2015). Par
exemple, pour la paroxétine et le CYP2D6, CPIC recommande de commencer a la dose
recommandée pour les patients MNs et Mls, et une réduction de 50% de la dose recommandée
pour les patients ML. Pour les patients MURs CYP2D6, CPIC recommande de traiter les
patients avec une autre molécule que la paroxétine. Pour la fluvoxamine, pour les Mls et MNs
les recommandations restent les mémes que pour la paroxétine, alors que pour les MLs
CYP2D6, CPIC suggeére une réduction de 25-50% de la posologie. CPIC ne met pas en évidence
des recommandations pour les MURs pour la flavoxamine (Hicks et al., 2015). Pour le
CYP2C19, le CPIC recommande pour le citalopram et 1’escitalopram d’initier avec la dose
recommandée pour les MNs et MIs, de diminuer de 50% la posologie pour les MLs et d’éviter
ces ADs pour les MURs. Les mémes recommandations sont indiquées pour la sertraline, avec
I’option de commencer a la dose recommandée pour les MURs comparé aux patients traités par

citalopram ou ’escitalopram (Hicks et al., 2015).

En 2016, CPIC a publi¢ les recommandations d’ajustement des posologies des ATCs
(Hicks et al., 2016). Pour le CYP2D6, CPIC recommande d’éviter le traitement avec des ATCs
pour les MURs, d’initier le traitement par la posologie recommandée pour les MNs, de diminuer
de 25% la posologie des MIs et d’éviter le traitement pour les MLs. Pour le CYP2C19, CPIC

recommande d’éviter les ATCs pour les porteurs du phénotype MRs et MURs, d’initier le
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traitement a la posologie recommandée pour les MNs et les MIs et d’éviter les ATCs pour les
porteurs du phénotype ML a cause de la survenue des effets secondaires (Hicks et al., 2016).
Les ATCs sont a I’origine de beaucoup d’effets secondaires. Ceci a été confirmé par une étude
qui a évalué toutes les études cliniques des effets secondaires depuis 1995 dans toutes les classes
thérapeutiques de médicaments. Parmi ces études, 27 médicaments, 59% dont les ATCs et la
fluoxétine, sont métabolisés par des variants des enzymes de métabolisme connus (Phillips et
al., 2001)

Dans le méme ordre d’idée, Mayo Clinic a publié ses guidelines concernant les
phénotypes CYP2D6 et CYP2C19 en psychiatrie (Nassan et al., 2016). Par exemple a la Mayo
Clinic, il existe une prise en charge du patient en appliquant la médecine personnalisée. En
effet, si la prescription pour le patient ML ou MI comporte la fluoxétine, paroxétine ou
venlafaxine, ou pour un patient ML ou MI CYP2C19 comporte le citalopram ou I’escitalopram,
ceci déclenche une alerte dans le systéme utilisé par le clinicien. A ce jour, la FDA recommande
de plus en plus aux cliniciens de changer de molécule, en choisissant un AD qui est métabolisé
par une autre voie métabolique si le patient comporte un phénotype délétere (Nassan et al.,
2016).

Ces nombreuses études des effets secondaires des ATCs ont conduit a une étude plus
récente d’évaluation du cott-efficacité dans une population allemande hospitalisée traitée par
la nortriptyline. Berm et al. ont montré que le génotypage du CYP2D6 serait intéressant au prix
de 40 euros par test. Cependant, le génotypage serait rentable et pour 35 euros par test et le
génotype serait le plus important facteur du choix de la posologie (Berm et al., 2016b). Une
autre étude de colt-efficacité a montré que les patients traités par venlafaxine en monothérapie
répondaient mieux, présentaient moins d’effets secondaires et coltaient moins, comparés a des
patients qui étaient traités par des bi- ou trithérapies qui étaient des substrats ou inhibiteurs du
CYP2D6 (Sicras-Mainar et al., 2014). Cette étude a mis en évidence I’importance du phénotype
CYP2D6.

Quelques tests de pharmacogénétique sont commercialisés par des compagnies
pharmaceutiques. Ces biomarqueurs sont basés sur des algorithmes de prédiction qui ne sont
pas disponibles au public et qui ne sont pas testés par des investigateurs indépendants. Les genes
ont eté choisis en se basant notamment sur des études de gene candidat (Tableau 5).

Le test GeneSight® a éte validé et commercialisé par AssureRx Health® aux Etats Unis
et comporte I’analyse des 50 alleles de des genes : SLC6A4, HTR2A, CYP2D6, CYP2C19 et
CYP1A2. Les alleles du SLC6A4 et HTR2A sont les plus nombreux dans ce test, grace a de
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nombreuses études et méta-analyses présentées plus haut qui confirment leur pertinence
clinique. Le test GeneSight® a été testé dans deux études prospectives, dont une étude
randomisée en double-aveugle (Winner et al., 2015), deux études de codt-efficacité (Hall-Flavin
et al.,, 2012) avec 44 et respectivement 165 patients. Ce test classifie les patients en trois
catégories avec des différents niveaux de risque. L’utilisation de ce test pour guider le choix
d’AD a amélioré le taux de réponse et rémission comparé au traitement classique (Hall-Flavin
et al., 2013) et réduit le colt total du traitement de 1035.6 $ en une année (Winner et al., 2015).

Un autre test commercialisé par Genomind® est le Genecept®, qui comporte I’analyse
des polymorphismes génétiques dans les génes suivants : CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4,
SLC6A4, HTR2C, DRD2, ANK3, COMT, MTHFR, BDNF et encore quelques génes moins
connus. Ce biomarqueur a été testé dans une étude naturaliste, cohorte prospective, avec 685
patients et a montré une diminution de la dépression et de 1’anxiété ainsi que la diminution des
effets secondaires (Brennan et al., 2015). Cependant, aucun traitement comparateur n’a été
introduit (Brennan et al., 2015). Une étude rétrospective a testé les résultats obtenus par
Brennan et al. dans deux cohortes indépendantes et a mis en évidence une augmentation de 6%
dans 1’adhésion aux médicaments chez les patients qui ont utilisé le test Genecept® et une
diminution de 9% (562%) chez les patients sur une durée de 4 mois (Fagerness et al., 2014).
Mais les bénéfices cliniques de ce test ne sont pas encore validés par une étude randomisée.

Un troisieme test de prédiction, le CNSDose®, comporte 1’analyse des genes CYP2D6,
CYP2C19, ABCB1, ABCC1, impliqués dans le métabolisme et le transport des ADs. Dans une
étude randomisée, avec 148 patients caucasiens pendant 12 semaines, les patients qui ont recu
ce test pour guider le traitement AD ont eu une probabilité de rémission 2.52 fois plus
importante (Singh, 2015). Cependant, cette étude a montré que ce test semble étre plus cher que
Genecept®. De plus, le nombre de patients dans cette étude n’était pas suffisant.

Cependant une validation indépendante de ces résultats est nécessaire, notamment par
le biais d’études de colt-efficacité ainsi que des études de réplication pour valider 1’utilité
clinique avant leur application dans la pratique clinique.
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Tableau 5: Principaux outils pharmacogénétiques disponibles a ce jour de prédiction de la
réponse au traitement antidépresseur d’aprés (Bousman and Hopwood, 2016).

Test pharma- . Pays de — . " . e Pays
cogénétique Fabricant Fabrication Principaux genes inclus | Médicaments destinés Référence et
Espagne, Mexique,
Progenika Norvége, Suede, Fin-
Brainchip Bi 3 ® Dero, Espagne CYPZ%(?:;S?AZPZDG‘ ADs, antipsychotiques NA lande, Autriche, Tur-
lopharma quie, Moyen Orient,
Egypte
CYP1A2, CYP2BS6, ADs, antipsychotiques,
CYP2C19, CYP2C9, anticonvulsifs, anxioly-
Mandeville, CYP2D6, CYP3A4, tiques, analgésiques, an- L.
DNAALIFE | DNAJLIFE® Les Etats Unis CYP3A5, VKORC1, tidiabétiques, stéroides, NA Amerique
OPRM1, SLC6A4, gastrointestinaux, antivi-
SLCO1B1 raux
; ABCB1, ABCC1 .
Baycrest Bio- ! '
CNSDose y Albans Park, | ~yp>c19 cypaDs, ADs (Singh, 2015) Australie, Les Etats
technology® Autralie UGTIAL Unis
CYP2C19, CYP2D6,
King of Prus- CYP3A4, AN3, ADs. antinsvehotiaues (Brennan et al.,
Genecept Geomid® sia, Les Etats CACNA1C, COMT, » antipsyc ques, 2015; Fagerness et Les Etats Unis
Unis DRD2 HTRC2, anxiolytiques al., 2014)
MTHFR, SLC6A4
(Hall-Flavin et al.,
2013; Hall-Flavin et
CYP1A2, CYP2C19, !
Assurex . . al., 2012; Hornberger
GeneSight Mason, L_es CYP2D6, UGT1A4, ADs, anppsy_chothues, et al., 2015; Winner Les Etats Unis
Health® Etats Unis UGT2B6, HLA-A, HLA- anxiolytiques, | g
B. HTR2A. SLCBA4 etal., 2013a; Wl_nner
' ' et al., 2013b; Winner
et al., 2015)
CYP1A2, CYP2B6, . .
Healthsprek Nashville, Les CYP2D6, CYP3A4, - L .
PGT Healthspeak® | "o nis | CYP3AS, VKORCL, tti'g;fé tf;jégesa'r?t‘:\ffrair)‘( NA Les Etats Unis
OF?F?I\Z/IlTSEL)CR:giBl anticoagulants
CYPA12, CYP2C19, AD ti hoti
International | _ CYP2C9, CYP2DS, Y e
IGL Psychiatry | Genetics La- Etg’é"uﬁiss CYP3A4, CYP3A5, S:"”J:;’ mﬂ:ﬁsog‘ﬂa grzs NA Les Etats Unis
boratoires® MTHFR, SLCBA4, | *HHEs ITE HOSHPP
SULTA1
CYP2B6, CYP2C19, AD . hoti
Millenni Millenium | san Diego, | CYP2D6, CYP3AS5, > a”“pr]f O“qlue,s’ \A L s Etats Uni
illennium Health® Les Etats Unis | UGT2B15, VKORKCL, anticonvulsifs, analge- es Etats Unis
COT, MTHFR, OPRM1 siques
MyDNA (for- . .
MyDNA (for- merly Ge- _ CYP2C19. CYP2C9 ADs,,aptlpsychothu_es, )
merly - ustralie analgésiques, warfarine, ustralie
ly DNA- | nesEX Health) | Austral CYP26. VKORKGL lg far NA Austral
dose) ® ' clopidogrel, tamoxifen
CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C19, CYP2C9,
Neuropharmen | AB Biotics® Barcelona, Es- CYP2D6, EPHX1, ADs, antipsychotiques, NA Espagne

pagne

BDNF, CACNG2,
COMT, DRD3, GRIAS3,
HTR2A, LPHN3, AKT1,

anticonvulsifs, addiction
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DDIT4, FHSD1, RAP-
TOR

CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4, NAT2,

ADs, antipsychotiques,
anticonvulsifs, anxioly-

PGXL Labo- | Louisville, ; o .
PGXL ies® Les Etats Unis VKORC1, COMT, F2, | tiques, analgésiques, an- NA Les Etats Unis
ratories F5, HLA-B, MTHFR, | tidiabétiques, anticoagu-
OPRML1, SLC6A4, lants
SLCO1B1
ABCB1, CYP2C19,
_ Transgeno- Omaha, Les CYP2C9, CYP2D6, AD_s, antlps_ychothues, )
PGxPredict ic® Etats Unis CYP3A4, CYP3A5, anticonvulsifs, anticoa- NA Les Etats Unis
mic VKORCc1, F2, F5, gulants
MHTFR
CYP1A2, CYP2C19, ADs, antipsychotiques,
Admera CYP2C9, CYP2DS6, anticonvulsifs, anxioly-
PGxOne Health® Les Etats Unis DYPD, TPMT, tiques, analgésiques, an- NA Les Etats Unis
ealt UGT1A1, VKORC1, F5, | ticoagulants, oncolo-
G6PD, HLA-B, IFNL3 gique
CYP2C19, CYP2C9 . .
. ' ' ADs, antipsychotiques,
Addinson, Les CYP2D6, CYP3A4, ; ’ p
Pharm D DNA Stat® Etats Unis CYP3A5, VKORCL, F2, antlconvsL:Isdl;s; analgé- NA USA
F5, MTHFR g
CYP2C19, CYP2C9, ADs, antipsychotiques
. . Montréal, Ca- CYP2D6, CYP3A4, ! ; NS
PharmaQx 3.0 Blogen|Q® nada CYP3A5, NAT2, TPMT, antlconvuulls;;st,santlcoa- NA Canada
VKORC]1, SLCO1B1 g
Pharmaco Ge- Geneti- Londres, An-
net cHealth® gleterre NA NA NA Angleterre
Toronto. Ca- CYP2C19, CYP2C9, ADs, antipsychotiques,
PillCheck GeneYouln® na da‘l CYP2D6, DYPD, anxiolytiques, anticoa- NA Canada
TMPT, UGTA1 gulants, antiviraux
Greenville ADs, antipsychotiques,
PsychPanel GeneAlign® Les Etats Unis NA antICOHVltJil(ijsé anxioly- NA Les Etats Unis
CYP1A2, CYP2C19,
. : CYP2C9, CYP2D6 - .
- Renaissan- ’ J -
Regsgf(a” EX® I’_\'e“‘;"‘éggesrr‘is UGTIAL UGT287, | DS ag(‘i‘;gﬁ'fn“tgs anti NA Les Etats Unis
ce VKORCL, MTHFR, g
OPRM1
Script Letters | Life Letters® Sydrt‘g'i :‘“5' CYP2D6, CYP2C19 ADs NA Australie
CYP2C19, CYP2C9,
Vancouver, CYP2D6, VKORC1, | ADs, analgésiques, anti-
TreatGx GenXys® Canada | G6PD, HLA-A, HLA-B, coagulants NA Canada
SLCO1B1
CYP1A2, CYP2BS6,
CYP2C19, CYP2DS6,
. Seattle, Les CYP3A4, ADRA2A, ADs, analgésiques, anti- .
YouScript Genelex® Etats Unis COMT, GRIK4, coagulants NA Les Etats Unis

HTR2A, HTR2C,
MTHFR, SLC6A4
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1.9 Séquencgage de I’ADN : des méthodes classiques de séquencage jusqu’au séquencage a
haut débit et leur application dans les études pharmacogénétiques de réponse aux
antidépresseurs

Le séquencage de I'ADN a été inventé dans la deuxiéme moiti¢ des années 1970. Un
des pionniers du séquencage a haut débit a ¢ét¢ F. Sanger qui a développé une méthode de
synthése enzymatique sur laquelle la recherche en génétique s’est basée pendant plus de 30 ans

(Sanger et al., 1977).

1.9.1  Génotypage par séquencage direct selon la technique de Sanger

Le principe de la méthode de Sanger consiste a initier la polymérisation de I’ADN a
I’aide d’un petit oligonucléotide appelé amorce qui est complémentaire a une partie du fragment
d’ADN a séquencer. L’¢longation est réalisée par une ADN polymérase en présence de quatre
désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) associés a un marqueur fluorescent
différent. Une fois incorporés dans le nouveau brin, ces fragments empéchent 1’élongation. Les
fragments qui résultent de cette étape sont séparés par électrophorése sur un gel de
polyacrylamide, ce qui permet de lire les bases de chaque séquence. Une dernicre étape de
bioinformatique permet la reconstruction du fragment d’ADN initial a partir de petits fragments
d’ADN séquencés (Sanger et al., 1977). Pour cette découverte, F. Sanger a été récompensé¢ par
le Prix Nobel de chimie en 1980. Cette méthode est automatisée et considérée comme une
technologie de « premiere génération ». Cette approche a permis I’accomplissement d’un des

plus importants projets en génétique, le décryptage du génome humain (Collins et al., 2003).

1.9.2  Technologie de génotypage par discrimination des sondes allele
spécifique « TagMan »

Entre le moment de découverte de ’ADN jusqu’a son séquencage, il y a eu quelques
¢tapes importantes. La technologie de génotypage par des sondes allele spécifique, appelée
TagMan a été développee au debut des années 1990 (Holland et al., 1991)(Holland et al., 1991).

Le principe de cette technique classique de génotypage consiste d’'une PCR en temps
réel. On peut suivre I’amplification de la séquence cible du brin d’ADN comportant ce SNP par
des sondes fluorescentes spécifiques de I’allele a détecter : allele sauvage ou allele muté

(Verstuyft et al., 2003). Les sondes peuvent détecter seulement un nucléotide de différence et
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cette technologie est dédiée a 1’analyse des polymorphismes génétiques de type SNP déja
identifiés dans la littérature (rs number). Elle repose sur la détection et la quantification d’un
émetteur fluorescent pendant le processus d’amplification « classique ». L’augmentation du
signal d’émission fluorescente est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons
produits durant la réaction en utilisant ABI PRISM® 7900H (Life Technology ®, Forester City,
Etats Unis). Cette technique utilise 2 sondes spécifiques TagMan pour la discrimination
allelique avec un fluorophore de type FAM ou VIC en 5’ et un quencher en 3°, sur un appareil
PCR temps réel ABI Prism® 7900HT Sequence Detection System (Verstuyft et al., 2003).

1.9.3 Puces a ADN

Les puces a ADN est une technique qui a émergé et s’est développée a partir des années
1990 (Pease et al., 1994). Cette technologie s’est développée en paralléle avec le séquengage a
haut débit. Une puce a ADN est un ensemble de molécules d’ADN fixées en rangées ordonnées
sur une petite surface. Cette technique est capable de détecter un grand nombre de SNPs déja
répertoriés dans la littérature et fixés sur le kit. Cette technique n’identifie pas tous les variants
comme les variants rares, ou les InDels d’ou le besoin d’utiliser une technique plus performante

comme le NGS, qui séquence le géne entier (Pease et al., 1994).

1.9.4  Technologies de séquencage a haut débit (NGS)

Vingt-cing années aprés la mise en place de cette technique, I’évolution de la
technologie nous permet aujourd’hui de séquencer le génome/exome humain pour seulement
1000 dollars au lieu des 2 milliards qui ont été nécessaires lors de la mise en place de cette
méthode (Levy and Myers, 2016). Au début des années 2006, avec 1’émergence des nouvelles
technologies de « deuxiéme » et de « troisiéme » génération, le séquencage a évolué de manicre
exponentielle. Avec celles-ci sont arrivées de nouvelles méthodes, techniques et protocoles de
séquencage.

Le principe des techniques de séquengage se déroule en 3 étapes. La premicre étape
consiste dans la préparation et amplification de I’ADN a analyser. La seconde étape permet

I’incorporation des bases complémentaires du brin a séquencer. La dernicre étape comprend la
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lecture de la séquence en elle-méme. Trois technologies sont apparues de facon quasi-
simultanées : le pyroséquencage, le séquencage par synthése et le séquengage par ligation
(Metzker, 2010). Nous ne détaillerons dans ce manuscrit que le séquencage par synthése

[Mllumina (Partie IV).

1.9.5 Applications du NGS dans la psychiatrie

Les études de GWAS qui ont été détaillées plus haut, n’ont pas pu mettre en évidence
une association entre les facteurs génétiques et la dépression majeure (Major Depressive
Disorder Working Group of the Psychiatric et al., 2013). Les études de GWAS montrent que
I’hypothese d’un variant commun ne peut pas expliquer le role de la génétique dans la réponse
au traitement. L’hétérogénéité génétique rend cette hypothése peu probable (Uher R et al.,
2013).

Les puces GWAS actuelles incluent d’autres variants génétiques que les
polymorphismes génétiques comme les variations de nombre de copies, mais n’incluent pas les
variants rares (single-nucleotide variants, SNVs). La détection et la détermination des variants
rares est possible gréace a la technologie de séquencage a haut débit.

En psychiatrie, quelques études de séquencage a haut débit (NGS) ont été réalisées. Pour
I’autisme, 1’étude de Krumm et al. a montré I’association des génes impliqués dans les voies du
remodelage de la chromatine, de la voie de signalisation WNT et impliqués dans le
fonctionnement des synapses a 1’autisme (Krumm et al.,, 2014). De méme, pour la
schizophreénie, plusieurs études qui utilisent le NGS ont été réalisées. Fromer et al. ont mis en
¢vidence dans une étude en 2014 I’implication de mutations de novo localisées dans les
protéines post-synaptiques de la voie glutamate, impliquées dans la régulation du cytosquelette
ou dans les complexes NMDAR (N-methyl-d-aspartate receptor) dans la schizophrénie (Fromer
et al., 2014). La méme équipe a montré 1’association d’aucun gene en particulier a la
schizophrénie, mais qu’un cluster de génes des canaux ioniques Ca 2* voltage-dépendants ainsi
que des protéines de régulation du cytosquelette sont associés a la schizophrénie (Purcell et al.,
2014). D’autres études dans la dépression bipolaire ont mis en évidence 1’association des
variants rares avec cette maladie (Georgi et al., 2014). Ces résultats intéressants dans les
maladies psychiatriques montrent 1’exploration de fagon plus exhaustive du séquencage a haut
débit des maladies psychiatriques.

Pour la depression majeure, deux études utilisant le séquencage a haut debit ont été

publiées. Dans la premiére étude, Tammiste et al. ont utilisé une approche de patient extréme
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(5 répondeurs et 5 non-répondeurs) aux ISRSs. Un SNP dans le gene BMP5 (Bone
Morphogenetic Protein) a été associé a la réponse au citalopram et c’est un biomarqueur
pharmacogénétique intéressant de prédiction au traitement (Tammiste et al., 2013). La
deuxiéme étude a séquencé le synaptbme qui consiste dans le séquencage des 1742 geénes
synaptiques. Cette étude a montré une association entre les variants rares impliqués dans les 14
génes qui interviennent dans la polymérisation de I’actine et la formation des dendrites. Cette
étude montre 1’impact de la signalisation du Ca * et la régulation dendritique dans 1’étiologie
de la dépression (Pirooznia et al., 2016). Ces deux études n’ont pas été répliquées a ce jour.
En conclusion, ces études suggerent I’importance des variants rares méme pour une
pathologie aussi hétérogéne que la dépression. L’échec inattendu des études GWAS dans les
analyses d’association génétique oriente la recherche vers 1’étude des variants rares qui ne

peuvent étre déterminés que par le séquencage a haut débit.

56



PLAN DES RESULTATS

Ce travail comporte quatre axes principaux de recherche de biomarqueurs de réponse a

la venlafaxine. Ce travail repose sur la cohorte clinique METADAP (Corruble et al., 2015).

Pour la premiére étude nous nous sommes focalisés sur les enzymes du métabolisme de
la venlafaxine, les CYP2D6 et CYP2C19. L’objectif principal de la premiére étude constatait
montrer si un génotypage en routine de ces cytochromes pourrait expliquer en partie 1’absence
ou de mauvaise réponse a la venlafaxine chez les patients Caucasiens traités hospitalisés ou

non.

Pour le deuxiéme axe de recherche, nous nous sommes basés sur un des enzymes les
plus étudiés dans la psychiatrie, la cathecol-O-methyltransferase (COMT). L’objectif de ce
projet visait a montrer si le polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met devrait étre un
biomarqueur de prédisposition a la réponse a la venlafaxine chez les patients dépressifs traités

en milieu psychiatrique apres 1’introduction d’un traitement AD.

Le troisiéme projet consistait en la réalisation d’analyses exhaustives par la technologie
de séquencage a haut débit par une approche gene candidat et comportait un double objectif.
Dans une premiére €étape, ce projet comporte la validation des polymorphismes génétiques de
génes communément analysés et pharmacogénétique et précédemment identifiés par la
technologie classique par discrimination allélique, le TagMan. Dans une deuxiéme étape,
I’objectif de ce troisieme projet a €¢t¢ de valider notre nouvelle technique de séquengage par
NGS appliquée aux genes couramment analysé€s en pharmacogénétique.

Suite a la revue de la littérature en vue de la sélection du panel de génes NGS, dans le
quatriéme chapitre de ce travail nous nous sommes intéressés a un autre axe d’étude génétique.
Cet axe consiste dans une revue de la littérature des transporteurs impliqués dans la réponse au
traitement AD. Les transporteurs OCTs (Organic Cation Transporter) et PMATs (Plasma
Membrane Monoamine Transporter) ont été retenus pour le role qu’ils jouent dans le transport

des monoamines et la réponse aux ADs.
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DEUXIEME PARTIE

Un génotypage systématique des polymorphismes génétiques CYP2D6 et
CYP2C19 devrait-il &tre recommandé pour prédire I'efficacité de la venlafaxine
chez les patients déprimés traités en milieu psychiatrique ?

Afin de mieux cerner I’aspect pharmacocinétique des ADs, dans cette nous nous sommes
intéressés a I’é¢tude de I’impact des polymorphismes génétiques du CYP2D6 et du CYP2C19
sur la réponse a la venlafaxine. Le choix de cette molécule est basé sur son importante fréquence
de prescription en psychiatrie, ainsi que le nombre important de patients traités par venlafaxine

dans notre cohorte.

I1.1Objectif de I’étude

Cette partie a pour objectif d’évaluer si un génotypage des polymorphismes génétiques des
CYP2D6 et CYP2C19 pourrait prédire I'efficacité de la venlafaxine chez les patients déprimés

traités en milieu psychiatrique.

I1.2Patients, matériels et méthodes

[1.2.1  Cohorte METDAP

11.L2.1.1 METADAP : déroulement de I’étude

La cohorte METADAP est une cohorte prospective, naturaliste, en conditions réelles de
prescription, d’une durée de 6 mois. Les patients sont évalués lors de I’introduction du
traitement AD, a 1 mois, 3 mois et 6 mois plus tard. Le recrutement des patients au sein de la
cohorte a été réalisé entre 2007 et 2013. Les données sont gelées depuis 2014. Cette cohorte est
enregistrée aupres de 1’ Agence Francaise de Sécurité du Médicament et des Produits de Santé
et la Commission Nationale de 1’Informatique et des Libertés (CNIL). Son protocole a été
approuve par le CPP de Paris Boulogne et est conforme aux standards éthiques internationaux.
L’assistance Publique des Hopitaux de Paris (APHP) en est le promoteur. Ce projet de
recherche a été financé par trois programmes hospitaliers de Recherche Clinique (PHRC)
national et régional (2006, 2010, 2011).
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11.L2.1.2  Criteres d’inclusion

Les sujets inclus dans cette étude sont ages de 18-65 ans, et présentent un Episode
Dépressif Majeur (EDM) dans le cadre d’un trouble dépressif unipolaire (DSM-IVTR) basé sur
I’entretien standardisé MINI (Mini International Neuropsychiatric Interview) (Sheehan et al.,
1998). Une note d’au moins 18 sur 1‘échelle de dépression Hamilton (HDRS-17 items) était
nécessaire pour 1’inclusion dans cette étude (Guelfi et al., 1981; Hamilton, 1960). Les sujets
nécessitent I’introduction d’un traitement AD aux posologies recommandées par I’ Autorisation
de Mise sur le Marché (AMM) ou d’un traitement d’Electroconvulsivothérapie (ECT) ou
Stimulation magnétique (rTSM). Les données cliniques et ’ADN de METADAP sont
disponibles pour 574 patients Caucasiens parmi les 624 patients inclus dans cette étude. Ces
sujets sont hospitalisés ou consultants dans les services de psychiatrie des CHU de Bicétre, CHU
Saint-Antoine (Paris), Hopital Fernand Widal (Paris), CHU de Besangon, CHU de Lille et CHU
de Grenoble. Les caractéristiques sociodémographiques (age, sexe, situation familiale et
professionnelle, niveau d’études), ainsi que 1’histoire de la maladie (antécédents d’EDM, nombre
d’EDM antérieurs, durée du trouble dépressif, antécédent de traitement AD, durée de traitement
AD, nombre d’ADs recus) sont collectées a I’inclusion. Les patients ont donné un consentement

écrit, incluant la participation a 1’étude et la réalisation d’analyses génétiques.

11.2.1.3  Critéres d’exclusion

Les sujets présentant un trouble bipolaire (DSM-1V-TR), un trouble psychotique actuel
(DSM-1V-TR), une dépendance a I’alcool, a I’héroine ou aux psychostimulants (DSM-IV-TR)
ne sont pas inclus dans cette étude. De méme pour les patients recevant un traitement par
thymorégulateurs (sels de lythium, valproate de sodium, acide valproique, divalproate de sodium,
carbamazépine) ou antipsychotiques n’ont pas été inclus. Avoir une pathologie psychiatrique
d’origine organique, une pathologie médicale instable, une grossesse en cours, une mesure
d’hospitalisation sous contrainte ou une mesure de tutelle ou de curatelle, constituait également

un critére de non-inclusion dans cette cohorte.
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11.L2.1.4  Traitements de 1’étude

La cohorte METADAP est une cohorte naturaliste, c’est a dire que le traitement AD
était choisi selon la volonté du clinicien qui suit le patient, en monothérapie, aux posologies
recommandées par I’AMM, prescrit de mani¢re naturaliste, en conditions réelles de
prescription. La prescription comporte les classes de molécules suivantes :

-ISRSs (inhibiteurs de la recapture de la sérotonine) : fluoxétine (20 a 60 mg/j), paroxétine (20
a 50 mgl/j), sertraline (50 a 200 mg/j), citalopram (20 a 60 mg/j), escitalopram (10 a 20 mg/j),
fluvoxamine (100 a 300 mg/j) ;

-IRSNs (inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline) : venlafaxine (75 a
375 mg/j), minalcipram (50 a 100 mg/j), duloxétine (60 a 120 mg/j) ;

-ATCs (imipraminigues) : clomipramine (50 a 150 mg/j), amitryptiline (50 a 150 mg/j) ;
-Autres : miansérine (30 a 90 mg/j), mirtazapine (15 a 45 mg/j), agomélatine (25 a 50 mg/j),
tianeptine (25 a 37.5 mg/j), iproniazide (50 a 100 mg/j), moclobémide (300 a 600 mg/j).
Certains patients bénéficient d’une ECT ou d’une rTMS. Le changement de traitement AD

entraine une sortie de 1’étude.

Les traitements tolérés dans cette étude sont les benzodiazépines. Elles sont prescrites a
la dose minimale efficace pour une durée minimale. Les neuroleptiques (cyamémazine) et anti-
histaminiques H1 (hydroxyzine) a visée anxiolytique/hypnotique sont tolérés aux doses
minimales efficaces et pour des durées aussi breves que possible. Leur prescription ne doit pas

excéder 14 jours.

11.L2.1.5  Critéres d’évaluation

La sévérit¢ des symptomes dépressifs est évaluée par I’échelle de Dépression de
Hamilton (Hamilton Depression Rating Scale) 17 items (HDRS) (Hamilton, 1960). L’échelle
d’hétéroévaluation de référence pour I’évaluation de 1’ intensité dépressive au cours de 1’épisode
dépressif et de la réponse/rémission sous AD. L’HDRS a permis d’évaluer la sévérité de
I’épisode dépressif a ’inclusion, a M1, M3 et M6. La réponse aux ADs est définie par une
amélioration de 50% de la note obtenue a I’HDRS (Chiesa et al., 2014). La rémission est definie
par un score a 1’échelle HDRS inférieur ou égal a 7 (Chiesa et al., 2014). La moyenne du
pourcentage d’amélioration HDRS en fonction du phénotype CYP2D6 et CYP2C19 est

I’analyse principale, alors que la réponse et la rémission aux ADs restent des criteres
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secondaires de cette étude. L’ensemble des évaluations cliniques est effectué par des cliniciens

en aveugle.

11.2.2  Echantillon de I’étude ancillaire sur la venlafaxine

Nous avons réalisé une étude ancillaire a partir de la cohorte METADAP en prenant en
compte que les 206 patients d’ethnie Caucasienne traités par la venlafaxine. Le choix de cette
molécule s’explique par son importante utilisation actuellement pour le traitement des patients
dépressifs et ses voies métaboliques intéressantes en pharmacogénétique. Parmi les 206 patients
Caucasiens génotypes, 22 patients ont été ré-inclus dans 1’étude et 184 patients ont été
génotypés pour les polymorphismes génétiques du CYP2D6 et 182 patients pour les
polymorphismes génétiques du CYP2C19. Puisque I’ADN n’a pas été amplifié pour les 24
patients pour le CYP2D6 et 22 patients pour le CYP2C19, leur génotypage n’est pas disponible.

11.2.3  Génotypage et le choix des polymorphismes

L’ADN génomique est extrait a partir du sang et des lymphocytes sanguins a 1’aide d’un
kit Puregene Kit (Gentra systems, Courtaboeuf, France) et conservé a -20°C. Les
polymorphismes génétiques du type SNP sont génotypeés au laboratoire de pharmacogénétique
du CHU Bicétre par la technique de discrimination alléliqgue TagMan en utilisant le systéme de
détection de séquence ABI Prism® 7900HT (Pr L Becquemont et Dr C Verstuyft) (Coulbault
et al., 2006) (Morin et al., 2004). Cette technique de discrimination allélique permet de
distinguer les 3 génotypes pour chaque SNP.

Les patients ont été génotypés pour les alléles avec un impact majeur sur 1’activité du
CYP2D6 et CYP2C19 : les alléles de perte de fonction (loss of function, LOF) (CYP2D6 *3
rs35742686, *4 rs3892097, *5 del, *6 rs5030655) ; (CYP2C19 *2 rs4244285, *3 rs4986893,
*4 rs28399504, *5 rs56337013) ; alléles de diminution d’activité (CYP2D6 *10 rs1065852,
CYP2D6*41 rs28371725) et d’augmentation de I’activité (CYP2D6 *2xN) ; (CYP2C19 *17
rs12248560). La delétion du géne CYP2D6 (CYP2D6*5) et la duplication du géne CYP2D6
(CYP2D6 *2xN) ont été détectées grace a la technique de PCR quantitative (Steen et al., 1995).
Les analyses génotypiques sont effectuées en aveugle des évaluations cliniques. Les résultats
donnent 100% de concordance entre le séquencage et le genotype déterminé par discrimination
allélique. Les patients ont été génotypés dans le laboratoire de pharmacogénétique du CHU
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Bicétre, qui est accrédité selon les normes du COFRAC (Comité Frangais d’Accréditation). Le
laboratoire participe bi-annuellement au contrdle externe des standards européens d’ECAT
(European Committee for Clinical Laboratory Standards) depuis 2010.

[1.2.4  Phénotypage des patients

Dans cette analyse, les patients ont été classifiés en 4 groupes de phénotypes pour les
CYP2D6 et CYP2C19 selon leur génotype. Pour le CYP2D6, le groupe des métaboliseurs
normaux (MN) correspond aux individus qui possedent deux alléles avec une fonction normale
(*1); ou deux all¢les qui conduisent a une diminution de 1’activité de I’enzyme (*10, *41) ; ou
un alléle avec une fonction normale et un alléle de perte de fonction (LOF) (*3, *4, *5 del, *6)
ou un alléle avec une fonction normale et un alléle de diminution d’activité ou alors une
combinaison d’une duplication avec une perte de fonction ou un alléle de diminution d’activité.
Les métaboliseurs lents (MLs) sont des individus porteurs de 2 alléles LOF.

Le groupe des métaboliseurs intermédiaires (MIs) est constitué des individus porteurs
d’un all¢le de diminution d’activité et un alléle d’augmentation d’activité. Les métaboliseurs
ultrarapides (MURS) sont des porteurs de duplications du géne CYP2D6 (CYP2D6*2xN) (Hicks
etal., 2016).

Pour le CYP2C19, les MNs sont porteurs de deux alleles avec une fonction normale
(*1). Les Mls sont des porteurs d’un allele CYP2C19 LOF (*2, *3, *4, *5) et un allele avec une
fonction normale ; ou un all¢le LOF et un all¢le d’augmentation d’activité (*17). Les MLs sont
des individus porteurs de deux LOF CYP2C19 (*2, *3, *4, *5). Les CYP2C19 MRs sont
porteurs d’un allele normal et d’un allele d’augmentation d’activité *17. Les MURSs sont
porteurs hétérozygotes de 1’alléle *17. Dans notre étude, un seul patient était porteur du

génotype *17/*17. Ce patient a été inclus dans le groupe MR (Hicks et al., 2016).

I1.2.5 Réponse clinique a la venlafaxine

Dans la cohorte METADAP, la réponse clinique a la venlafaxine a été évaluée sur
I’échelle HDRS a I’inclusion des patients, apres un mois, trois mois et six mois de traitement.
Les génotypes CYP2D6 et CYP2C19 ont eté les variables explicatives et les principales
variables a expliquer étaient le score HDRS, le pourcentage d’amélioration HDRS. La réponse

et la rémission étaient les variables secondaires a expliquer.
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11.2.6  Analyses statistiques des données

Dans un premier temps, dans cette étude, les statistiques descriptives ont été présentées.
Par la suite, les variables ont été analysées dans des modeles bi-variés. Les analyses bi-variées
ont été realisées par des tests statistiques non parametriques étant donné 1’absence de
distribution ‘normale’ des données. Les variables quantitatives ont été analysees par des tests
de Fischer en fonction des phénotypes CYP2D6 et CYP2C19. Les variables qualitatives ont été
analysées par des tests non-paramétriques de Kruskall-Wallis (n>2 patients pour chaque groupe

et des échantillons indépendants).

Dans un troisieme temps, des analyses multi-variées ont été effectuées. Des régressions
linaires ont été effectuées pour les variables a expliquer quantitatives et des régressions
logistiques pour les variables a expliquer qualitatives. L’effet de chacun des phénotypes sur le
score HDRS, le pourcentage d’amélioration HDRS, la rémission et la réponse a été réalisé par
des analyses multi-variées en contrdlant sur le sexe. Dans un quatriéme temps, des tests
MANOVA mesures répétés sur les quatre variables a expliquer, ont été effectués pour analyser
I’évolution des symptomes de la dépression au cours du temps. Le seuil de significativité
statistique retenu est de 0.05. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R 2.14.1.
Le logiciel GraphPad Prism version 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) a été utilisé
pour la constitution des figures.

I1.3Résultats

11.3.1  Description générale de la cohorte METADAP

La cohorte METADAP a été décrite dans un article publié par Corruble et al. (Corruble,
et al., 2015). Elle est constituée de 624 patients. Leur dge moyen est 45,6 (+13,2) ans, 68,7%
sont des femmes et 566 patients (90,7%) sont caucasiens. A D’inclusion 87,5% étaient
hospitalisés, 77,1% avaient déja recu un traitement AD, 74,5% avaient déja présenté au moins
un épisode dépressif caractérisé. Le nombre moyen d’EDM antérieurs était de 1.9 (£2,1), 25,6%
présentaient un premier EDM. La durée moyenne de la maladie dépressive sur la vie entiere
était de 11,5 (£12,2) ans, 22,75% des patients n’étaient pas sous ADs avant 1’inclusion. Les

patients « drug free » sont des patients qui n’ont pas recu de traitements ADs sur la derniére
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année avant I’inclusion. lls représentent 58% de la cohorte METADAP. La durée moyenne du

traitement AD sur la vie entiére était de 2,3 (+4,1) ans.

La durée moyenne de suivi était de 4,9 (6) mois. 62% de patients sont sortis de I’étude
prématuréement : 25,9% avant M1, 21,8% entre M1 et M3, et 14,3% entre M3 et M6. Trente-
neuf pourcent des patients recevaient des ISRSs (n=243), 38% des IRSNs (n=239), 9% des
ATCs (n=55) et 14% d’autres ADs dont I’ECT et rTMS (n=30 ECT, n=2 rTMS) (Figure 9).

Concernant la réponse clinique, la note moyenne a ’HDRS a ’inclusion était de 24,7
(£5,0). Elle était de 14,6 (£7,1) a 1 mois, de 12,5(x7,6) a 3 mois et de 10,6 (£7,8) aprés 6 mois

de traitement. Aprés 6 mois de traitement, 67,7% des patients étaient répondeurs au traitement.

Autres (ECT) (14%)

ISRS (39%)
SRS

= IRSN
ATC

IRSN (38%) Autres (ECT)

Figure 9: Traitements regus des patients de la cohorte METADAP (Corruble et al., 2015)

11.3.2  Description des patients traités par venlafaxine

Pour cette étude, 206 patients caucasiens, traités par venlafaxine ont été sélectionnés de
la cohorte METADAP. L’age moyen de ces patients était de 48.33 (£12.15) ans et 66.02% sont
des femmes. A I’inclusion 88.83% étaient hospitalisés. Le score moyen HDRS a I’inclusion
était de 25.23 (+4.97). La durée moyenne de traitement AD sur la vie entiére avant 1’inclusion
était de 9.98 (£11.47) ans. Le nombre moyen d’EDM était de 1.75 (x1.74). La durée sur la vie
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entiere du traitement AD avant ’inclusion était de 2.81 (£4.56) ans. La posologie moyenne de
la venlafaxine a I’inclusion était de 114.75 (£60.2) mg/jour.

Quarante-sept patients (22.81%) sont sortis de I’é¢tude entre MO et M1, 55 (32.93%) sont
sortis entre M1 et M3, et 26 (23%) patients sont sortis entre M3 et M6. Au total, 159 patients
ont participé a cette étude au premier mois de traitement, 112 patients au troisieme mois de
traitement et 87 patients au sixieme mois de traitement. Plus de détails concernant les variables
démographiques et cliniques en fonction du phénotype CYP2D6 et CYP2C19 sont présentés

respectivement dans le Tableau 7 et 8.

11.3.3  Geénotypes CYP2D6 et CYP2C19

La distribution des génotypes suit la loi du Hardy Weinberg. Les fréquences alléliques
du CYP2D6 ont été les suivantes : CYP2D6*4 (16.57%), les duplications CYP2D6*2xN (3.8%),
CYP2D6*5 (2.17%), CYP2D6*10 (20.10%), CYP2D6*41 (10.32%), CYP2D6*3 (0.54%) et
CYP2D6*6 (0.54%). Concernant les polymorphismes génétiques du CYP2C19, les alléles les
plus fréquents ont été CYP2C19*17 (18.4%) et CYP2C19*2 (12.36%) ; CYP2C19*3, *4 qui
présentaient une fréquence allélique de 0.3%, I’alléle CYP2C19*5 n’a pas été détecté dans notre
population (Tableau 6).

11.3.4  Phénotypes CYP2D6 et CYP2C19 et les données cliniques

Les patients ont été classifiés en quatre groups de phénotypes traduits a partir des
génotypes déterminés par les polymorphismes génétiques du CYP2D6 et CYP2C19. Les
données cliniques ont été présentées en fonction des phénotypes CYP2D6 (Tableau 7) et
CYP2C19 (Tableau 8). La distribution des patients dans les quatre phénotypes CYP2D6 a été la
suivante : 8 (n=4.3%) patients étaient MLs, 51 (27.7%) patients étaient Mls, 114 (62%) patients
étaient MNs et 11 (6%) patients étaient MURS. Pour le phénotype CYP2C19 : 4 (2.2%) patients
étaient PMs, 38 (29.87%) patients etaient Mls, 83 (45.6%) MNs et 57 (31.3%) patients étaient
MRs (Figure 10, 11, Tableau 7, 8, 9).
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A I’inclusion, le sexe était significativement associé au phénotype CYP2D6 (MLs=50%
femmes, M1s=68.6% femmes, MNs=64% femmes, MURs=100% femmes, p=0.04). L’attrition
pour les patients CYP2D6 aprés le troisieme mois de traitement était plus importante pour les
MLs (ML=75%) comparé aux patients MN, Ml ou MUR (MN=30.43%, MI= 32.56%, et
MUR=60%). Pour le CYP2C19, I’attrition était plus importante pour les MNs (48.88%)
comparé aux Mls, MLs ou MRs (M1=42.10%, ML=33.33%, MR=26.31%). Dans les analyses
bivariées le phénotype CYP2D6 et CYP2C19 n’était pas associé a I’attrition (Tableau 7, Tableau
8).
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Tableau 6: Description et fréquence des principaux polymorphismes génétiques des
CYP2D6 et CYP2C19 dans cette étude.

alléle

CYP2C19

*2

*3

*4

*5

*17

CYP2D6

*3A

*4

*5

*6

*10

*41

2xN

change’me_nt dun prédiction de
cléotide Effet I'activité de
I'enzyme

(numéro rs)

19154G>A mutation au site N
o inactive
(rs4244285) d'épissage
17948G>A N
W212X inactive
(rs4986893)
1A>G N
faux-sens inactive
(rs28399504)
1297>T (rs56337013) faux-sens inactive
—806C>T L .
region promotrice augmente
(rs12248560)
2549del A
frameshift variant inactive
(rs35742686)
1846G>A défaut d'épissage; a o
quelques sousva- inactive
(rs3892097) riants
CYP2D6 délétiondu CYP2D6 délétion du N
. . inactive
géne géne
1707delT 118 décalage du —
dre de lecture Inactive
(rs5030655) ca
100C>T (rs1065852) P34S diminue
2988G>A L. _
erreur d'épissage diminue
(rs28371725)
duplication du gene  variation du nombre
. . augmente
entier de copies

la fréquence
dans cette
: n
population
(%)
12.36 45
0.3 1
0.3 1
0 0
18.4 67
0.54 2
16.57 61
2.17 8
0.54 2
20.10 74
10.32 38
3.8 14
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Figure 10: Répartition des phénotypes CYP2D6 dans 1’échantillon étudié
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Figure 11: Répartition des phénotypes CYP2C19 dans I’échantillon étudié
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11.3.5 CYP2D6 et réponse a la venlafaxine

Le phénotype CYP2D6 n’était pas associé au pourcentage d’amélioration HDRS, mais
une tendance vers la diminution du pourcentage d’amélioration des CYP2D6 MURs a été
observée, comparé aux MNs apres un mois de traitement (p=0.07) par des analyses bi-variées
(Figure 16 A). Les MURSs tendent a avoir un score moins important que les Mls, MNs et MLs
a M3 (MURs=19 £ 11.55, Mls=11 + 7.45, MNs=12.39 + 6.21, MLs=6.25 + 3.5, p=0.07). De
méme, ils ont un taux de répondeurs moins important (MURs=20%, MIs=65.55%,
MNs=50.72%, MLs=100%, p=0.05) (Tableau 7 ; Figurel2 B, D).

Concernant le pourcentage d’amélioration, le phénotype CYP2D6 y a eété
significativement associé a I’échelle HDRS a M3, montrant une amélioration moins importante
pour les CYP2D6 MURs, comparé aux MIs, MNs et MLs (MURs=27.47+30.84%,
MIs=55.52+29.22, MNs=50.96+23.41%, MLs=75.88+11.64%, p=0.04) par des analyses
bivariées. Le phénotype CYP2D6 n’a pas été associ¢ a la rémission apres trois mois de

traitement (Figure 12 C).

Dans les analyses multi-variées, le phénotype CYP2D6 n’a pas été associé au
pourcentage moyen d’amélioration en ajustant sur le sexe (Figure 16 A). Les analyses
MANOVA mesures répétées n’ont pas montré une association entre le phénotype CYP2D6 et

le pourcentage moyen d’amélioration pour les patients qui ont complété les 6 mois d’étude
(F=1.312, ddI=4, p=0.26) (Figure 12 E).

11.3.6 CYP2C19 et réponse a la venlafaxine

Une analyse de la réponse a la venlafaxine en fonction du phénotype CYPC19 a
différents temps a été réalisée. Elle n’a montré aucun résultat significatif aprés un mois, trois
mois ou six mois de traitement (Table 8). Le taux de répondeurs était plus important au
troisieme et sixieme mois de traitement dans le groupe MLs (n=66.67%, n=100%), mais ce

résultat n’était pas significatif (Table 8).
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Tableau 7: Phenotype CYP2D6 et efficacité de la venlafaxine

Phénotype CYP2D6
MO MLs Mls MNs MURS P
Age (années), m (sd) 47.14 (+8.71) 50.55 (10.9) 48.11 (12.6) 45.80 (+12.29)  0.48
Nombre de femmes, n (%) 4 (50) * 35 (68.6) 73 (64) 11 (100) * 0.04*
Nombre d'EDM antérieurs, m (sd) 1.25 (+1.03) 1.85 (1.95) 1.76 (1.73) 1.91 (+1.57) 0.72
r?e‘gse)e g\e('sz;je'oress'on vie entiére (an- 11.5 (¢11.58) 9.79 (11.42) 10.97 (11.86) 6.58 (+8.91) 0.6
g:t%l::?ndég;nemem antidépresseurvie 7 14 (18 47) 3.57 (4.91) 2.67 (4.38) 161 (x147) 0.3
HDRS
HDRS MO (m (sd)) 26.75 (£6.84) 25.47 (£4.74) 24.73 (£4.71) 25.48 (£4.06)  0.72
HDRS M1 (m (sd)) 12.42 (+4.75) 12.65 (+7.05) 14.04 (+6.52) 18 (6.88) 0.18
HDRS M3 (m (sd)) 6.25 (+3.5) 11 (£7.45) 12.39 (£6.21) 19 (+11.55) 0.07
HDRS M6 (m (sd)) 4.5 (+2.38) 12.41 (£10.19) 10.4 (£8.02) 4 (£2.64) 0.17
Pourcentage d'amélioration de la note
HDRS depuis l'inclusion
E%’Frfsegtg‘gjlgI"‘E;'L‘;:SE‘;“G‘; '(%”‘()Stg)) 51,00 (+27.23)  50.16 (+25.64) 459 (+2563)  27.56 (+18.85)  0.07
ﬂ%’gg’&tg‘g&gf:}‘gl'&‘;:gtr:‘;“h‘jlg '(""m”?;g)) 75.88 (+11.64) 5552 (+20.22) 5096 (£23.41)  27.47 (+30.84)  0.04*
i%’;cs'&fgjlgI""Irr‘]‘gl'&‘;:gtr:(;“l\ig '(""m”?;g)) 8217 (+9.75)  49.74 (+40.11) 5891 (+31.12) 8252 (x11.70)  0.19
Répondeurs HDRS
Répondeurs M1 (n (%)) 4 (57.14) 24 (55.81) 36 (40) 2 (25) 0.19
Répondeurs M3 (n (%)) 4 (100) 19 (65.55) 35 (50.72) 1(20) 0.05
Répondeurs M6 (n (%)) 4 (100) 14 (58.33) 38 (73.1) 3 (100) 0.24
Patients en rémission échelle HDRS
Patients en rémission M1 (n (%)) 1(14.28) 13 (30.23) 17 (18.88) 0(0) 0.2
Patients en rémission M3 (n (%)) 2 (50) 9 (31) 17 (24.63) 1(20) 0.63
Patients en rémission M6 (n (%)) 4 (100) 9 (37.5) 23 (44.23) 3 (100) 0.02*
Posologie venlafaxine
Posologie MO (m (sd)) 106.25 (£37.2) 11221 (¢59.27)  112.42 (+59.29)  102.27 (+39.46)  0.99
Posologie M1 (m (sd)) 178.57 (£71.33)  172.06 (+76.14)  163.15 (£73.99) 164 (+56.53)  0.87
Posologie M3 (m (sd)) 200 (£93.54)  198.68 (£79.03)  187.78 (¢68.57) 195 (+8551)  0.86
Posologie M6 (m (sd)) 178 (£35.86) 194.2 (+81.72)  183.86 (£70.56) 200 (£43.3) 0.82
Attrition
Adtrition (n (%)) 1(14.28) 8 (18.6) 24 (26.67) 8 (37.5) 0.71
Adtrition (n (%)) 3 (75) 14 (32.56) 21 (30.43) 3 (60) 051
Adtrition (n (%)) 0 (0) 5 (20.83) 17 (32.69) 2 (66.67) 0.21

Légende : m-moyenne, sd-déviation standard, EDM-épisodes dépressifs majeurs, HDRS-Hamilton Depression

Rating Scale 17 items, M1-1°" mois, M3-3°™ mois, M6-6°™ mois ; MURs-métaboliseurs ultrarapides, MNs-

métaboliseurs normaux, MIs-métaboliseurs intermédiaires, MLs-métaboliseurs lents, * test statistique significatif

(p<0.05).
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Tableau 8: Phénotype CYP2C19 et efficacité de la venlafaxine

Phénotype CYP2C19
MO MLs Mls MNs MRs p
Age (années), m (sd) 48.24 (£5.58)  46.94 (+12.30)  48.87 (+11.87)  49.29 (12.49) 1
Nombre de femmes, n (%) 3 (75) 29 (76.31) 52 (62.65) 38(66.7)  0.51
Nombre d'EDM antérieurs, m (sd) 3.25(x0.95)  1.61 (+1.39) 1.9 (+1.85) 161(x1.82) 0.11
gg;ee de la dépression vie entiére (années), M g o9 (14 63y 1087 (+12.47)  11.23 (+11.79)  9.22 (+11.06)  0.69
hgrguﬁe(sdde) traitement antidépresseur vie en- 762 (+578)  2.92 (+4.61) 3.26 (+5.11) 260 (+4.09) 0.16
HDRS
HDRS MO (m (sd)) 28 (+1.41) 23.63 (£3.8) 2503 (£4.49) 2550 (¢5.62) 0.15
HDRS M1 (m (sd)) 17 (¢3.16) 13.59 (6.77) 13.61 (£7.05)  13.58 (+5.92)  0.66
HDRS M3 (m (sd)) 12,66 (¢7.5)  13.47(7.32) 11.04 (+6.71)  11.78 (+6.03) 051
HDRS M6 (m (sd)) 7.5 (£7.78) 13.16 (9.10) 10.35 (£8.93) 9.10 (£7.55)  0.61
Pourcentage d'amélioration de la note HDRS de-
puis l'inclusion
Eﬁgrff:éfgggna?a'loﬁ"(’: d;’)e lanote HDRS de- 55 57 (41354)  42.5(227.10)  44.67 (+28.51)  46.47 (+21.47) 0.93
gﬁgrff:éfgggna;“ﬂ?m?: d;’)e lanote HDRS de-  5q 11 (4p556)  42.89 (+3059)  56.91 (+24.03)  52.98 (£23.22) 0.27
gﬁérff:éi‘g;gna;“s?g'?: d;')e lanote HDRS de- 75 74 (406.25) 4148 (42.55)  59.83 (+31.54)  64.90 (+27.91) 0.41
Répondeurs HDRS
Répondeurs M1 (n (%)) 1(25) 12 (44.44) 33 (49.25) 19 (39.58) 0.67
Répondeurs M3 (n (%)) 2 (66.67) 7 (36.84) 29 (64.44) 21(55.26)  0.22
Répondeurs M6 (n (%)) 2 (100) 7 (58.33) 27 (69.23) 23(79.31)  0.43
Patients en rémission échelle HDRS
Patients en rémission M1 (n (%)) 0(0) 7 (25.92) 15 (22.38) 9 (18.75) 0.75
Patients en rémission M3 (n (%)) 1(33.33) 5 (26.31) 14 (31.11) 9 (23.68) 0.86
Patients en rémission M6 (n (%)) 1 (50) 4 (33.33) 19 (48.71) 15 (51.72) 0.79
Posologie venlafaxine
Posologie MO (m (sd)) 131.25 (£37.5) 109.81 (¢50.9)  106.89 (¢50.27) 117.89 (x71.17) 0.65
Posologie M1 (m (sd)) 24375 (+37.5) 177.74 (£7259) 154.64 (+71.35) 167.91 (75.25) 0.05
Posologie M3 (m (sd)) 200 (£43.30) 20131 (¢78.38) 184.15 (+69.96) 193.94 (+76.64) 0.83
Posologie M6 (m (sd)) 225 (0) 200 (£66.57)  175.58 (¢65.41) 194.79 (+83.37) 0.58
Attrition

Attrition (n (%)) 0 (0) 11 (40.27) 16 (23.88) 9(1875  0.38
Attrition (n (%)) 1(33.33) 8 (42.10) 22 (48.88) 10 (26.31)  0.45
Attrition (n (%)) 1 (50) 7 (58.33) 6 (15.38) 9(31.03)  0.08

Légende : m-moyenne, sd-déviation standard, EDM-épisodes dépressifs majeurs, HDRS-Hamilton Depression

Rating Scale 17 items, M1-1° mois, M3-3*™ mois, M6-6°™ mois; MRs-métaboliseurs rapides, MNs-

métaboliseurs normaux, MIs-métaboliseurs intermédiaires, MLs-métaboliseurs lents, * test statistique significatif

(p<0.05).
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Figure 12: Présentation de 1’amélioration du score HDRS (%), répondeurs (%), patients en
rémission, score HDRS et I’amélioration HDRS en fonction du temps en fonction du phénotype
ML, MI, MN et MUR.

M1- 1% mois, M3-3%™ mois, M6-6°™ mois ; A. Amélioration HDRS (%); B. Répondeurs: amélioration de 50% de
la note obtenue a I’HDRS de I’inclusion jusqu’a M1, M3, M6; C. Patients en rémission: un score a I’échelle HDRS
inférieur ou égal a 7 8 M1,M3,M6; D. Score HDRS score a I’inclusion, M1, M3, M6; E. Amélioration du score
HDRS (%) des patients qui ont complété tout le traitement; Les variables : amélioration du score HDRS (%),
répondeurs (%), patients en rémission, score HDRS ont été analysés dans des modéles multivariés ajustés sur le
sexe.
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Tableau 9: Distribution des phénotypes du CYP2D6 et CYP2C19

A : Génotypes et phénotypes du CYP2D6

Génotype Nombre d’individus Fréquence (%)  Phénotype
*1/*1 78 42.39 MN
*1/*10 3 1.64 MN
*1/*41 23 12.51 MN
*1/*3 1 0.54 MN
*1/DEL 5 2.72 MN
*1/xN 11 5.98 MUR

*10/*41 1 0.54 MN
*3/*4/*10 1 0.54 ML
*4/*10 34 18.48 Ml
*4/*10/*10 7 3.82 Ml
*4/*10/*10/*DEL 2 1.08 ML
*4/*¥10/*41 9 4.90 Ml
*4/*4/*10/*10 2 1.08 ML
*4/*4/*10/*10/xN 1 0.54 ML
*4/*6/*10 2 1.08 ML
*41/*41 1 0.54 MN
*41/DEL 1 0.54 M
*41/xN 2 1.08 MN

B : Génotypes et phénotypes du CYP2C19

Génotype Nombre d’individus Fréquence (%) Phénotype
*1/*1 82 45.05 MN
*1/*17 56 30.77 MR
*1/*%2 29 15.93 Ml
*1/*3 1 0.55 Ml

*17/*17 1 0.55 MR
*2/*17 8 4.40 Ml
*2/%2 4 2.2 ML
*4/*17 1 0.55 MN



I1.4 Discussion

A notre connaissance, notre étude est la premiére, avec un important effectif de patients
qui a évalué I’association entre le phénotype CYP2D6 et CYP2C19 et I’efficacité de la
venlafaxine dans des conditions naturalistes de traitement des patients dépressifs. Dans cet

¢chantillon, il n’existe pas d’association entre 1’évolution de la dépression sous venlafaxine et

les SNPs que nous avons étudié du CYP2D6 et du CYP2C19.

En ce qui concerne les fréquences du phénotype du CYP2D6, dans notre étude la
fréquence des MLs représente 4.3%, ce qui correspond aux fréquences des patients caucasiens
dépressifs MLs dans la littérature (Preskorn, 2010). Cette fréquence est moins importante chez
les patients caucasiens sains (5-10%) (Sachse et al., 1997). La fréquence des MURs a été de 6%
dans notre étude, ce qui correspond a un pourcentage plus important comparé aux caucasiens
sains (1-2%) (Lundgvist et al., 1999) et plus important que les fréquences dans la population
caucasienne déprimée (4-5%) (Preskorn, 2010). Ces résultats rejoignent les résultats de 1’équipe
de Sanchez-Iglesias et al. qui ont décrit dans une large étude psychiatrique, de 224 patients
bipolaires prédominants caucasiens, que la fréquence des MURs CYP2D6 était de 4.5%, alors
que Pietarinen et al. ont montré dans une étude de patients caucasiens sains que la fréquence
des MURs était de 7.2% (Pietarinen et al., 2016; Sanchez-Iglesias et al., 2016). La fréquence
du phénotype MI dans notre étude a été de 27.7%, cette fréquence est plus importante comparée
a I’é¢tude de patients caucasiens dépressifs de 1’é¢tude de Preskorn et al. (6.8%) et plus
importante comparée a 1’étude la Sachse et al. dans la population caucasienne saine de 10-15%
(Preskorn, 2010; Sachse et al., 1997). La différence entre la fréquence du phénotype CYP2D6
dans la population caucasienne saine et la population déprimée pourrait étre un facteur
génétique potentiel qui influence le déclenchement de la dépression indépendamment de la prise
d’ADs. Bertisson et al. ont décrit pour la premiére fois la différence de personnalité entre les
MNs et MLs dans une étude avec des patients suédois présentant une diminution du taux de

sérotonine (Bertilsson et al., 1989).

La fréguence du phénotype CYP2C19 ML dans notre étude était de 2.2% et la fréquence
du phénotype CYP2C19 MR était de 31.3%. Ces fréquences correspondent aux fréquences
décrites dans la littérature : 2-4% pour les MLs et 30.1% pour les MNs dans la population
dépressive caucasienne observées dans 1’étude de Rudberg et al. (Rudberg et al., 2008). Dans

notre étude le génotype CYP2C19*17/*17 représente 0.55% parmi les patients dépressifs. Dans
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leur étude, Rudberg et al. montraient que la fréquence des porteurs du génotype
CYP2C19*17/*17 chez les patients deprimés représente 4.22%. Dans notre étude la fréquence
de CYP2C19*17 représente 18.4%, ce qui correspond avec 1’étude de Rudberg et al. ou la
fréquence du CYP2C19*17 représente 22% (Rudberg et al., 2008).

Notre étude ne montre aucune différence de réponse du traitement a la venlafaxine dans
les 4 groupes de phénotypes CYP2D6 (MLs, Mls, MNs, MURSs), composés d’un effectif
important de patients évalués sur 6 mois. Nos résultats sont en accord avec les 3 études qui ne
montrent pas d’association avec le phénotype CYP2D6 et I’efficacité de la venlafaxine
(Grasmader et al., 2004; Ng et al., 2013; Rolla et al., 2014). Dans la premiere étude Grasmader
et al. n’ont pas montré d’association entre le génotype CYP2D6 et la réponse au traitement,
mais ils montrent un impact important du génotype CYP2D6 sur la concentration des ADs de
nouvelle génération dans les 17 patients traités par la venlafaxine parmi les 136 patients. La
réponse au traitement a été évaluée sur I’échelle HDRS (Grasmader et al., 2004). La seconde
¢étude naturaliste sur 8 semaines a ciblé I’association entre le génotype CYP2DG6 et la réponse a
la venlafaxine (Ng et al., 2013). Ng et al. ont montré dans leur étude prospective non-
randomisée, incluant 106 patients dépressifs caucasiens et chinois que les phénotypes CYP2D6
et CYP2C19 n’avaient pas d’impact sur la diminution de 1’échelle HDRS. Dans cette étude
seulement 44 patients étaient traités par la venlafaxine. Les autres patients ont été traités par
citalopram. Cette étude n’a montré aucune différence dans la réponse des groupes
phénotypiques des CYP2D6 et CYP2C19 ML/MI comparé aux MN/MUR (Ng et al., 2013).
Mais 1’étude de Ng et al. présente 3 limites : 1) un petit effectif de patients dépressifs caucasiens
et celui de patients mixés traités par venlafaxine ; 2) une courte durée du traitement de 8
semaines ; 3) une évaluation de la réponse sur une échelle (UKU) qui n’est pas une échelle

recommandée en psychiatrie pour évaluer la réponse aux ADs (Ng et al., 2013).

Dans la troisieme étude, Rolla et al. ont analysé si le génotype CYP2D6 a eu un impact
sur la durée du traitement et la réponse clinique parmi les 47 patients déprimés traités par
venlafaxine (Rolla et al., 2014). La réponse a la venlafaxine a été évaluée sur 1’échelle CGI
apres 6 semaines, 6 mois et 1 année chez des patients dépressifs. Les auteurs ont mis en évidence
le fait que les MURs ont répondu a une posologie de venlafaxine plus importante que la
posologie thérapeutique recommandée sans effets secondaires. Aucune corrélation n’a été
montrée entre 1’efficacité, les effets secondaires et le génotype CYP2D6 chez les MLs. La limite

principale de ces 3 études a été le petit effectif de patients et une population hétérogeéne.
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Dans notre étude nous avons observé une tendance de mauvaise réponse a la venlafaxine
chez les MURs comparé aux MNSs pour les patients déprimés évalués sur I’échelle HDRS a M1
et M3. La duplication du géne CYP2D6 pourrait étre un facteur qui modifie I’évolution clinique
des patients dépressifs. En résumé, quand le métabolite ODV est actif, ceci devrait nous faire
penser au fait que les CYP2D6 MURSs devraient avoir une meilleure efficacité. Néanmoins, nos
résultats ne montrent pas une différence significative. Méme si les modéles multivariés ne
montrent pas un résultat significatif, nos observations suivent la logique de 1I’¢tude de 1’équipe
de Kawanishi et al. qui ont décrit le phénotype CYP2D6 et la réponse aux divers ADs
(Kawanishi et al., 2004). Quelques études ont analyseé 1’influence du phénotype CYP2D6 MUR
sur la réponse a la venlafaxine (Lobello et al., 2010). Rolla et al. ont montré la nécessité d’une
posologie plus importante chez les MURSs, alors que Kirchheiner et al. ont mis en évidence le
fait que la duplication du CYP2D6 pourrait expliquer le nombre peu éleveé de cas de non-réponse
chez les patients traités par la mirtazapine (Kirchheiner et al., 2004). De plus, nos résultats
négatifs pourraient étre expliqués par le fait que le métabolite principal de la venlafaxine, le
ODV, a la méme activité pharmacologique que la molécule mére. En conséquence, les MLs ont
une concentration de venlafaxine plus importante que celle d’ODV, alors que les EMs ont une
concentration de venlafaxine moins importante que celle d’ODV. Ceci pourrait contribuer a
I’explication de nos résultats négatifs, car la réponse thérapeutique est faite a la méme dose de

principe actif (ODV+venlafaxine) et cette somme ne varie pas entre les génotypes.

Une mauvaise amélioration du CYP2D6 MURs pourrait étre expliquée par la stéréo-
sélectivité chez les humains (Eap et al., 2003). Méme si cette étude a un petit effectif, Eap et
al. ont montré que chez 7 patients caucasiens MNs et 5 patients caucasiens MLs le CYP2D6
catalysait les deux énantiomeres de la venlafaxine vers I’ODV, mais avec une importante
stéréo-sélectivité pour le (R)-venlafaxine. Auparavant il a été montré le fait que la clairance
orale de la venlafaxine était plus importante pour le (R)-venlafaxine chez les MLs et le (S)-
venlafaxine chez les MNs. Les études in vitro ont montré que le (S)-venlafaxine inhibe la
recapture de la noradrénaline et de la sérotonine, alors que le (R)-venlafaxine inhibe
préférentiellement la recapture de la sérotonine (Fogelman et al., 1999). A ce jour, aucune étude
n’a cherché a identifier 1’énantiomere était préférablement métabolisé chez les MURs. La
stéréo-sélectivité pourrait apporter une explication a une moins bonne amélioration chez les
MURs comparés aux MNs (Eap et al., 2003).
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Le CYP2C19 n’a pas prédit la réponse a la venlafaxine dans notre étude. Cependant les
polymorphismes génétiques du CYP2C19 n’ont pas été beaucoup étudiés (Pietarinen et al.,
2016). Notre hypothese stipule que le CYP2C19 et le CYP3A4 pourraient étre impliqués dans
la synthése de métabolistes secondaires comme le NDV chez les patients traités (Sangkuhl et
al., 2014).

Notre étude est la premiére présentant un effectif important de patients déprimés, qui a
analyse I’effet du CYP2D6 et CYP2C19 ensemble sur la réponse a la venlafaxine. Seulement
une étude de patients japonais déprimés, basée sur les polymorphismes génétiques du CYP2D6
et CYPC19 et la pharmacocinétique de la venlafaxine montre que chez les patients japonais le
CYP2D6*10, CYP2C19*2 et*3, des polymorphismes génétiques communs dans la population
asiatique, sont des facteurs genétiques qui déterminent la différence interindividuelle sur la
pharmacocinétique de la venlafaxine et la NDV. Cette différence pourrait étre expliquée non
seulement par le CYP3A4 mais également par le CYP2C19 (Fukuda et al., 2000).

Quelques études ont decrit precédemment que les patients avec un phénotype MN ou
MI sont en fait des patients ML quand ils recevaient comme co-prescription un inhibiteur du
CYP2D6. Ce phénomeéne a été décrit dans la littérature comme la « phénoconversion » (Berm
et al., 2016a; Nassan et al., 2016; Preskorn et al., 2013; Shah and Smith, 2015). Dans une étude
multicentrique naturaliste s’étalant sur 8 semaines d’évaluation, Preskorn et al. ont montré que
parmi les 865 patients de la cohorte 208 (24%) présentaient une phénoconversion (Preskorn et
al., 2013). Dans la méme logique, Berm et al. dans une analyse post-hoc de 81 patients agés,
dont 50% traités par la venlafaxine n’ont montré aucune phénoconversion de ML & MN ou vice-
versa, mais qu’une phénoconversion d’MI vers MN a été enregistrée chez 36% de la population.
De plus, les MLs présentaient un risque plus important de non-réponse sur 1’échelle HDRS
(Berm et al., 2016a).

Généralement la venlafaxine est une molécule bien tolérée (Sangkuhl et al., 2014).
Cependant Shams et al. a montré un risque plus important d’effets secondaires chez les PMs
compare aux autres phénotypes (Berm et al., 2016a; Chua et al., 2013; Lamers et al., 2012;
Shams et al., 2006; Vinetti et al., 2011). D’autres études ont mis en évidence une importante
cardiotoxicité parmi les effets secondaires de la venlafaxine (Chua et al., 2013; Lamers et al.,
2012; Vinetti et al., 2011).
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Quelques points forts de notre étude devraient étre mentionnés. Notre étude est basée
sur des conditions de prescriptions de la « vraie vie » et ceci permet d’évaluer I’efficacité des
traitements d’une maniére plus proche de la réalité. De plus, cette étude vient compléter les
différents travaux de recherche menés dans ce domaine et qui avaient comme faiblesse le
nombre peu éleve de patients. Deuxiéemement, aucun des psychiatres ne connaissait le génotype
CYP2D6 et CYP2C19, ce qui aurait pu influencer ’ajustement de la posologie. Les
prescriptions étaient basées uniquement sur le score HDRS et la réponse clinique aux quatre
temps d’évaluation. Troisiémement, tous les patients analysés dans notre étude ont été traités

exclusivement par venlafaxine et bien phénotypés.

A notre connaissance, notre étude est la premiére qui a eu comme but d’évaluer si les
polymorphismes génétiqgues CYP2D6 et CYP2C19 pourraient prédire la réponse a la
venlafaxine (Taranu et al., 2017a). D’autres études prospectives en pharmacogénétique seront
nécessaires pour évaluer I’impact du CYP2D6 et CYP2C19 dans la réponse au traitement de la
venlafaxine, principalement grace aux techniques de séquencage a haut débit pour identifier les

variants rares comme le NGS.

I1.5Conclusion

Dans cet échantillon, il n’existe pas d’association entre I’évolution de la dépression sous
venlafaxine et les SNPs que nous avons étudiés du CYP2D6 et du CYP2C19. Le génotypage
systématique des polymorphismes génétiques du CYP2D6 et CYP2C19 ne pourrait pas étre
recommandé pour prédire l'efficacité de la venlafaxine chez les patients déprimés traités en
pratique clinque dans la cohorte des patients METADAP avec un temps d’évaluation de six

mois.
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TROISIEME PARTIE

Le polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met ne peut pas étre
recommandé comme biomarqueur de réponse a la venlafaxine chez les patients

dépressifs traités en milieu psychiatrique

Dans cette troisieme partie nous nous sommés intéressés a I’aspect pharmacodynamique
des ADs, notamment I’enzyme COMT qui métabolise les monoamines. Cette partie est
consacrée a 1’étude de I’impact du polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met sur la

réponse a la venlafaxine chez les patients déprimés de la cohorte METADAP.

I11.10bjectif de 1’étude

L’objectif de cette étude consistait & déterminer si le polymorphisme génétique COMT
Val(108/158)Met devrait étre un biomarqueur de prédisposition a la réponse a la venlafaxine

chez les patients dépressifs traités en milieu psychiatrique apres I’introduction d’un traitement

AD.

I11.2Matériels et méthodes

I11.2.1  Echantillon étudié

Un sous-groupe de 206 patients de la cohorte METADAP traités par venlafaxine a été
sélectionné pour cette étude. Parmi eux, seulement 180 patients ont été génotypés pour le
polymorphisme génétique COMT (Val108/158Met, rs4680. Les 26 patients qui restent n’ont
pas pu étre génotypés du fait d’une absence suffisante de matériel génétique, I’ADN n’ayant
pas pu étre amplifié. Les patients qui sont sortis de 1’étude entre le moment de 1’inclusion et le
premier mois de traitement, entre le premier et le troisiéme mois de traitement et entre le
troisieme et le sixieme mois de traitement ont été exclus des analyses. Les raisons pour
lesquelles les patients sont sortis de I’é¢tude ont été 1’arrét du traitement, la prescription des
médicaments qui n’ont pas été autorisés pour cette étude, le changement de diagnostic, la

décision du clinicien ou celle des patients.
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[11.2.2 Génotypage

L’ADN génomique a été extrait des leucocytes circulants du sang. L’extraction a été
réalisée grace aux Gentra Puregene Blood Kits en suivant le protocole recommandé par le
fournisseur (Qiagen, S.A., Courtaboeuf, France). Les échantillons ont été conservés a -20 °C.
Le génotypage du polymorphisme génétique Val(108/158)Met, rs4680) a été réalisé en utilisant
le Fluidigm SNP type Assays en suivant les recommandations du producteur. Les analyses ont
été basées sur des PCR SNP alléles spécifiques en utilisant le BioMark® HD System (Fluidigm,
San Francisco). Le signal pour les SNPs a été de 99%. Les génotypes COMT ont éte évalués en
aveugle. Pour chaque analyse des contrdles positifs et négatifs ont été inclus pour évaluer
I’assurance qualité. Par la suite, les patients ont été classifiés en 3 groupes de génotypes :

Val/Val, Val/Met et Met/Met.

[11.2.3 Réponse a la venlafaxine

La réponse clinique a été évaluée grace au score HDRS. Le génotype COMT
Val(108/158)Met, rs4680 a été la variable explicative et le score HDRS, le pourcentage
d’amélioration HDRS au cours du temps, la réponse et la rémission ont été les variables a
expliquer. La réponse a été définie par la diminution d’au moins 50% du score HDRS au
moment de I’inclusion jusqu’au moment du suivi (M1, M3 ou M6). La rémission a été définie,

au moment du suivi, par un score HDRS inférieur ou égal a 7.

[11.2.4  Méthodes statistiques

Les statistiques descriptives avaient €té réalisées pour les trois groupes génotypiques :
Val/Val, Val/Met et Met/Met. Premierement, les analyses bi-variées ont été effectuées en
utilisant des tests paramétriques pour comparer les effets de chaque génotype sur le score
HDRS, le pourcentage d’amélioration du score HDRS, la réponse et la rémission. Les variables
qualitatives ont été analysées par des tests paramétriques Chi-2. La distribution du score HDRS
et du pourcentage d’amélioration du score HDRS suivaient une loi normale. Par conséquent,
les variables qualitatives ont été analysés par des tests paramétriqgues ANOVA (n>2 catégories).
Des modéles mixtes contrdlés par 1’age, le sexe et la posologie de la venlafaxine ont été utilisés

pour comparer 1’association du polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 et
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le score HDRS ou le pourcentage d’amélioration du score HDRS au cours du temps entre les
trois génotypes, ainsi que pour chaque génotype individuellement. Les logiciels R version
2.14.1 et GraphPad Prism version 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) ont été
utilisée pour les analyses statistiques et respectivement pour la constitution des figures. Le seuil

de significativité statistique retenu est de 0.05.

I11.3Résultats

[11.3.1 Description de 1I’échantillon étudié

L’age moyen des 180 patients génotypés pour COMT Val(108/158)Met, rs4680 et traités
par venlafaxine a été de 48.54 £11.97 ans. Tous les patients étaient de type caucasien et parmi
eux 66.22% etaient des femmes. Le score HDRS a I’inclusion a été de 24.92 + 4.77, a M1 ce
score était de 13.72 + 6.67, a M3 de 12 + 6.97 et a M6 le score HDRS était de 10.14 +8.22. La
durée de ’EDM sur une vie entiére parmi ces patients a était de 10.35 £+ 11.32 ans. La moyenne
des EDM antérieurs était de 1.77 + 1.75. Trente-quatre (23.28%) patients sont sortis de 1’étude
entre MO et M1, 41 (39.04%) patients sont sortis entre M1 et M3 et 24 (29.63%) patients sont
sortis de 1’étude entre M3 et M6. L’attrition n’était pas significative parmi les trois groupes de
génotypes (Tableau 10).

Dans notre étude, la distribution des trois génotypes respecte 1’équilibre Hardy-
Weinberg (p=0.17). Les fréquences alléliques du polymorphisme génétigue COMT
Val(108/158)Met, rs4680 ont été de 55.6% pour I’alléle Val et de 44.4% pour 1’alléle Met. A
I’inclusion, dans le groupe Val/Val il y avait 51 (28.3%) patients, dans le groupe Val/Met il y
avait 98 (54.5%) patients et dans le groupe Met/Met il y avait 31 (17.2%) patients. Vingt-sept
patients etaient des patients naifs, qui n’ont jamais été traités par un AD auparavant. Parmi eux,
6 (22.2%) patients étaient des porteurs du genotype Val/Val, 14 (51.8%) patients étaient
porteurs du génotype Val/Met et 7 (26%) patients étaient porteurs du génotype Met/Met. Les
caractéristiques cliniques et sociodémographiques en fonction du génotype COMT
Val(108/158)Met, rs4680 sont représentés dans le Tableau 10. A I’inclusion il n’y avait aucune
différence au niveau du score HDRS parmi les trois groupes de phénotypes de 1’échantillon

total (p=0.93) ou parmi le sous-groupe de patients naifs.

81



[11.3.2 Polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met et reponse a la
venlafaxine

Apres le premier mois de traitement le score HDRS tend d’étre moins important dans le
groupe Val/Val et Val/Met comparé a Met/Met dans les analyses bi-variées (p=0.09). Apreés trois
et six mois de traitement cette association est significative dans les analyses bi-variées (p=0.04
et p=0.02). Aucune association n’a été montrée entre le COMT Val(108/158)Met, rs4680 et le
score HDRS dans les groupes Val/Met et Met/Met comparés au groupe Val/Val dans les modeles
mixtes. Cependant, I’analyse de 1’évolution du score HDRS au cours du temps, réalisée de
maniére indépendante pour chaque génotype dans des modéles mixtes, montrait une diminution
significative du score HDRS dans les groupes Val/Val, Val/Met et Met/Met (p=0.002, p<0.001
et p<0.001) excepté dans le groupe Met/Met.

Au niveau des analyses bi-variées, le pourcentage d’amélioration du score HDRS aprés
le premier mois de traitement montrait une tendance vers une meilleure amélioration dans les
groupes Val/Val et Val/Met mais pas dans le groupe Met/Met (p=0.06). Les groupes
génotypiques Val/Val et Val/Met se sont significativement améliorés aprés trois mois de
traitement (p=0.01) et six mois de traitement (p=0.009). Aucune association significative du
polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 et le pourcentage d’amélioration
du score HDRS n’a pas été montrée dans les analyses mixtes. Cependant, quand 1’évolution du
pourcentage d’amélioration du score HDRS a été analysé indépendamment dans chaque groupe
génotypique dans les modeles mixtes, le pourcentage d’amélioration du score HDRS a
augmenté significativement au cours du temps dans les groupes Val/Val, Val/Met et Met/Met
(p<0.001, p<0.001 et p<0.001) (Figure 13).

En ce qui concerne la réponse sur I’échelle HDRS, le nombre de répondeurs était plus
élevé dans le groupe Val/Val et Val/Met dans les analyses bi-variées a M3 (p=0.03). Dans les
analyses mixtes, le polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 n’a plus été
associé a la reponse. Aucune association entre le polymorphisme génétique COMT
Val(108/158)Met, rs4680 et la rémission sur I’échelle HDRS n’a été montrée dans les analyses

bi-variées et les modéles mixtes (Tableau 10).
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Tableau 10: Génotype du COMT et efficacité de la venlafaxine

Génotype COMT
MO Val/Val Val/Met Met/Met p
Age (années), m (sd) 47.66 (+11.25)  48.55 (+12.44)  47.66 (+11.96) 0.68
Nombre de femmes, n (%) 38 (74.50) 65 (65.32) 18 (58.06) 0.09
Nombre d'EDM antérieurs, m (sd) 2.16 (£1.82) 1.69 (£1.76) 1.43 (£1.50) 0.15
Durée de la dépression vie entiére (années), m (sd) 9.53 (£9.07) 11.06 (£12.20) 9.48 (£11.97) 0.26
La durée de traitement antidépresseur vie entiere, m (sd) 3.22 (+4.76) 2.99 (+4.81) 2.7 (4.38) 0.50
HDRS
HDRS MO (m (sd)) 25.31 (+4.11) 25 (+5.18) 24.03 (+4.41) 0.93
HDRS M1 (m (sd)) 13.75 (¢5.9) 13.32 (+6.6) 15.22 (+8) 0.09
HDRS M3 (m (sd)) 10.03 (+5.2) 12.25 (+7.37) 14.81 (+7.63) 0.04*
HDRS M6 (m (sd)) 7.63 (+6.68) 10.10 (+8.12) 14 (+9.65) 0.02*
Pourcentage d'amélioration de la note HDRS depuis
I'inclusion
rﬁiﬁiiﬁgﬁ m”(‘ﬁ:'gg)t;on de la note HDRS depuis 45.27(+232) 4577 (+258)  39.43 (+30.1) 0.06
rﬁiﬁiﬁ‘éigﬁ &%”(‘ﬁ:'?srg)t;on de la note HDRS depuis 50.78 (+22.46)  51.64 (+26.37)  39.52 (+27.66)  0.01*
rﬁiﬁiﬁ‘éigﬁ &%”(‘ﬁ:'?srg)t;on de la note HDRS depuis 70.28 (+26.27)  59.13 (+32.74)  42.08 (+39.34)  0.009*
Répondeurs HDRS
Répondeurs M1 (n (%)) 18 (45) 39 (46.5) 8 (36.5) 0.18
Répondeurs M3 (n (%)) 22 (73.33) 30 (50.84) 6 (37.5) 0.03
Répondeurs M6 (n (%)) 15 (78.95) 36 (73.46) 7 (53.84) 0.16
Patients en rémission échelle HDRS
Patients en rémission M1 (n (%)) 7(21.2) 18 (21.4) 6 (27.3) 0.73
Patients en rémission M3 (n (%)) 9 (30) 16 (27.11) 4 (25) 0.67
Patients en rémission M6 (n (%)) 13 (68.42) 21 (42.85) 5 (38.46) 0.11
Attrition
Attrition (n (%)) 11 (27.5) 14 (16.66) 9 (40.9) 0.16
Attrition (n (%)) 10 (33.33) 25 (42.37) 6 (37.5) 0.16
Attrition (n (%)) 11 (57.89) 10 (20.40) 3(23.07) 0.26
Posologie de la venlafaxine
Posologie MO (m (sd)) 117.62 (+72.56)  107.31 (¥49.26)  102.38 (+37.99) 0.49
Posologie M1 (m (sd)) 177.15 (£74.6)  161.13 (+74.26) 157.90 (+61.28) 0.87
Posologie M3 (m (sd)) 200 (£76.7) 184.66 (+72.8) 194.5 (£66) 0.83
Posologie M6 (m (sd)) 186.73 (+72.64)  181.1(+76.17)  204.76 (+54.38) 0.60

Légende : la statistique descriptive et les analyses bivariées. Les variables quantitatives ont été analysées

par des tests paramétriques d’ANOVA et les variables qualitatives par des tests paramétriques de Chi2.

* test statistique significatif (p<0.05).

m-moyenne, sd-déviation standard, EDM-épisodes dépressifs majeurs, HDRS-Hamilton Depression
Rating Scale 17 items, M1-1°" mois, M3-3°™ mois, M6-6°™ mois.
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Figure 13: Pourcentage d’amélioration du score HDRS et la réponse a la venlafaxine au cours
du temps en fonction du génotype COMT Val(108/158)Met, rs4680

A. Le pourcentage d’amélioration du score HDRS a été analysé par des modeles mixtes ajustés sur 1’age,
le sexe et la posologie de la venlafaxine en comparant les génotypes Val/Met et Met/Met au génotype
Val/Val. Le polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 n’a pas été statistiquement

associé au cours du temps avec le pourcentage d’amélioration du score HDRS dans des modeles mixtes.
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Le polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 n’a pas été associé au pourcentage
d’amélioration du score HDRS pour les porteurs du génotype Met/Met (p=0.7).

B. Laréponse a été analysée indépendamment dans chaque groupe de génotypes par des modeéles mixtes
ajustés sur 1’age et le sexe. Le polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 n’a pas été

statistiquement associé au cours du temps avec la réponse a la venlafaxine

M1-1¢ mois de traitement, M3-3°™ mois de traitement, M6-6°™ mois de traitement.

I11.4Discussion

Notre étude a montré que le polymorphisme génétiqgue COMT Val(108/158)Met, rs4680
ne pourrait pas étre recommandé comme un biomarqueur de prédiction de I’efficacité de la
venlafaxine chez les patients caucasiens traités en milieu psychiatrique. Cependant, lorsque les
génotypes ont été analysés indépendamment, les porteurs du génotype Val/Val, Val/Met et

Met/Met ont montré une amélioration a la venlafaxine au cours du temps.

La fréquence du polymorphisme génétique COMT Val(108/158)Met, rs4680 a été
concordante avec la plupart des données qui existent dans la littérature pour la population
caucasienne déprimée (52.6% pour les porteurs de 1’allele Val). Dans la population caucasienne
saine, la fréquence de ’allele Val a été estimée a 49.6% (Arias et al., 2006; Wang et al., 2016).
Hopkins et al. ont montré dans leur étude que la fréquence de I’all¢ele Val, dans la population
caucasienne saine et déprimée, était de 51.42%. (Hopkins et al., 2013). La fréquence du
polymorphisme génétigue COMT Val(108/158)Met, rs4680 est différente dans chaque ethnie
(Wang et al., 2016). En effet, chez la population asiatique déprimée, 1’all¢le Val a une fréquence
de 60.5% et chez la population asiatique saine cette fréquence est de 65.9% (Palmatier et al.,
1999; Wang et al., 2016). Hopkins et al. ont montré dans leur étude que la fréquence de I’alléle
Val dans la population saine caucasienne et afro-américaine réunies était de 68.69% (Hopkins
etal., 2013).

Nous avons montré dans notre étude une amélioration des symptomes dépressifs au
cours du temps apres le traitement de la venlafaxine chez tous les génotypes : Val/Val, Val/Met

et Met/Met. L’équipe de Hopkins et al. a montré dans son étude randomisée en double-aveugle
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de 8 semaines avec les patients traités par la venlafaxine des résultats différents. Son étude a
montré que 1’amélioration clinique des patients porteurs du génotype Val/Val traités par
venlafaxine versus les patients placébo était meilleure que les patients porteurs du génotype
Met/Met (Hopkins et al., 2013). Par ailleurs, le nombre de patients traités par venlafaxine inclus
dans I’¢tude de Hopkins et al. a été moins important que le nombre de patients inclus dans notre
étude. De plus, cette étude a inclu 25% de patients afro-américains et 75% de patients
caucasiens. Le choix de rajouter des patients afro-américains dans cette étude a été pour
augmenter la différence de patients qui existe entre chaque génotype, car la fréquence de I’alléle

Val dans la population afro-américaine est plus importante (Hopkins et al., 2013).

En accord avec trois autres études incluant des patients traités par venlafaxine, nos
résultats n’ont pas montré d’association entre le COMT Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse
a la venlafaxine. Dans la premiere étude, incluant 112 patients traités par venlafaxine,
Narasimah et al. n’ont montré aucune association entre le COMT Val(108/158)Met, rs4680 et
la réponse a la venlafaxine aprés 6 mois de traitement. Cependant, les patients de 1’étude
Narasimah et al. étaient des patients diagnostiqués avec des troubles d’anxiété évalues par le
score HAMA, et non pas des patients déprimés évalués par le score HDRS (Narasimhan et al.,
2012). Dans la deuxiéme étude Baune et al. n’ont pas montré d’association entre le COMT
Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse a la venlafaxine. Un nombre important de patients
avaient pu étre inclus dans cette étude naturaliste : 225 patients caucasiens déprimés et 557
patients caucasiens sains qui ont été traités pendant six semaines par des divers ADs.
Néanmoins, seulement 45 patients étaient traités par venlafaxine (Baune et al., 2008). Dans la
troisieme étude Chiesa et al. n’ont pas montré d’association entre le polymorphisme génétique
COMT Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse a la venlafaxine. Toutefois, les patients qui ont
participé a cette étude étaient des patients d’ethnie coréenne, avec 184 patients déprimés et 200
contréles traités en moyenne pendant 7.42 semaines avec 52 patients traités par venlafaxine
(Chiesa et al., 2014).

Dans notre étude le score HDRS a I’inclusion était trés proche parmi les trois groupes
génotypiques a I’inclusion. Dans le groupe de patients qui n’a jamais re¢u un traitement AD
auparavant, les patients porteurs du génotype Val/Val ont eu une dépression plus sévere a
I’inclusion. La différence de score entre les groupes géenotypiques Val/Val et Met/Met était de
4 points. Malgré une différence de score non significative, Wang et al. ont obtenu les mémes

résultats dans leur étude : les porteurs de I’alléle Val dans la population caucasienne ont
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tendance d’avoir une prédisposition a la dépression comparés aux porteurs de I’allele Met. Dans
la population asiatique cette tendance est inversee : 1’alléle Met est associé a la prédisposition
a la dépression (Wang et al., 2016). Par ailleurs, une étude multicentrique européenne a retrouvé
les mémes résultats, montrant une association entre 1’all¢le Val et la dépression dans une
population caucasienne. Les patients porteurs du génotype Val/Val ont un taux de
catécholamines trans-synaptiques plus important, dd a une activité enzymatique plus élevée du
COMT. Cet effet méne a une augmentation de la dégradation de la norépinephrine et de la
dopamine (Massat et al., 2005). Massat et al. ont montré une prédisposition a la dépression chez
le génotype Val/Val dans une cohorte de population caucasienne (Massat et al., 2011; Massat
et al., 2005).

Notre étude n’a montré aucune différence significative d’amélioration des symptomes
dépressifs au cours des six mois de traitement dans les groupes génotypiques Val/Val, Val/Met
et Met/Met aprés un traitement par la venlafaxine, méme si les porteurs du génotype Val/Val
ont la plus importante activité enzymatique parmi les trois génotypes (Lachman et al., 1996).
La venlafaxine et son métabolite principal, la O-desmethylvenlafaxine, sont
pharmacologiquement actifs et inhibent la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline,
avec une inhibition plus importante de la recapture de la sérotonine a des doses jusqu’a 150 mg
et la noradrénaline a des doses supérieures a 225 mg (Takano et al., 2013). Ces deux principes
actifs inhibent moins efficacement la recapture de la dopamine (Holliday and Benfield, 1995).
En inhibant la norépinephrine et la dopamine, COMT ne devrait pas avoir un impact sur la
réponse a la venlafaxine (Lachman et al., 1996). Cependant, la réponse clinique est un
phénoméne complexe et il existe une interaction constante entre les systéemes dopaminergiques,
sérotoninergique et noradrénergique. Ceci méne a une implication indirecte de la dopamine
dans la réponse a la venlafaxine (Drago et al., 2011). Etant donné que COMT inactive la
norépinephrine et la dopamine, il devrait donc avoir un impact sur I’efficacité de la venlafaxine
a des doses plus importantes (Lachman et al., 1996). Dans notre étude, la posologie de la
venlafaxine a un impact important sur la réponse a la venlafaxine, car ¢’est un important facteur
de confusion. Par ailleurs, I’activit¢ importante de la COMT chez les patients portant le
génotype Val/Val, lorsque le transporteur de la noradrénaline (NAT) est inhibé par la
venlafaxine, pourrait diminuer la biodisponibilité de la noradrénaline et dopamine comparé aux
porteurs Met/Met qui ont un réservoir de noradrenaline diminué (Drago et al., 2011; Hopkins
etal., 2013). Cependant, la diminution de biodisponibilité de la noradrénaline et de la dopamine

dans la fente synaptique pourrait conduire a une augmentation de la sérotonine. Ce phénoméne
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pourrait expliquer les résultats de notre étude qui ne montrent aucune association entre COMT
Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse a la venlafaxine.

Autre étude, ayant évalué I’association entre le polymorphisme génétique COMT
Val(108/158)Met, rs4680 et la réponse au minalcipran, qui est une molécule qui a le méme
mécanisme que la venlafaxine. Les deux molécules inhibent la recapture de la sérotonine et de
la norépinephrine. Cette étude a montré une association entre ce polymorphisme et la réponse
au minalcipran, avec une réponse plus importante chez les porteurs de ’all¢le Val (Szegedi et
al., 2005). Le bupropion est un autre AD qui inhibe la recapture de la noradrénaline et de la
dopamine par leurs transporteurs. Les analyses de deux etudes réunies sur plus de 700 patients
européens montrent dans leurs résultats respectifs la modulation de ’arrét de la cigarette par le
bupropion. L’équipe de David et al. ont montré I’impact de COMT Val(108/158)Met, rs4680
avec autres trois variants dans la transmission dopaminergique dans la diminution de I’efficacité

de bupropion (vs placebo) (David et al., 2013).

La venlafaxine est métabolisée par les CYP2D6 et CYP2C19 et donne son métabolite
principal, la O-desmethylvenlafaxine. Jusqu’a présent, a notre connaissance, uniquement 3
études ont évalué I’impact des polymorphismes génétiques des CYP2D6 et CYP2C19 sur
I’efficacité de la venlafaxine chez les patients déprimés (Grasmader et al., 2004; Ng et al., 2013;
Rolla et al., 2014). Dans toutes ces études, aucun impact du génotype sur la réponse a la
venlafaxine n’a pas été mis en évidence. De plus, dans une étude récente sur les mémes patients
traités par venlafaxine dans la cohorte METADAP, aucune relation entre le génotype CYP2D6
et CYP2C19 et I’efficacité de la venlafaxine (Taranu et al., 2017b). Sans montrer de corrélation,
nous n’avons pas inclu les CYP2D6 et CYP2C19 comme facteurs de confusion dans nos

analyses.

Pour aller plus loin, I’interaction geéne-gene entre différents génes qui codent des
protéines des systemes sérotoninergique, noradrénergique et dopaminergique, devrait étre
étudiée pour des maladies complexes comme la dépression (Chiesa et al., 2014). Trois études
ont examiné l’interaction géne-gene entre COMT et d’autres génes impliqués dans la
dépression. Les deux premiéres ont montré une association entre COMT Val(108/158)Met,
rs4680 et le géne du transporteur de la sérotonine dans 1’anxiété et les troubles de personnalité
(Benjamin et al., 2000; Olsson et al., 2007). La troisieme, au contraire n’a montré aucune
association entre COMT et le recepteur 2 de la dopamine (DRD2) et la dépression (Chiesa et
al., 2014).
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Notre étude a quelques points forts. Premierement, c’est une étude naturaliste, qui
représente les patients dans la « vraie vie » et diminue le décalage entre la recherche et la
pratique clinique. Deuxiémement, 1’évaluation de cette étude est basée sur six mois de
traitement, ce qui représente une durée supérieure aux trois autres études de patients dépressifs
traités par venlafaxine et suivis seulement sur une durée de 6-8 semaines de traitement et
évalués par le score HDRS (Baune et al., 2008; Chiesa et al., 2014; Hopkins et al., 2013). La
seule étude affichant la méme durée de traitement que la ndtre, s’étalant sur six mois, est celle
de Narasimhan et al. Dans cette étude, les patients diagnostiqués avec un trouble d’anxiété
géneralisé, et évalués par I’échelle HAMA, ont été traités par venlafaxine (Narasimhan et al.,
2012). Cependant, 1’équipe de Tsai et al. dans une étude de 334 patients appartenant a une
ethnie chinoise, a mis en évidence le fait qu’une évaluation d’au moins huit semaines était
nécessaire afin que 1’influence du polymorphisme génétique, COMT Val(108/158)Met, rs4680
sur la réponse au traitement soit mise en évidence (Tsai et al., 2009). Troisiemement, les
patients de notre étude ont des caractéristiques cliniques homogeénes de la dépression et
notamment le score HDRS. Tous nos patients sont d’ethnie caucasienne, majoritairement des
femmes, ce qui représente la population déprimée. De plus, tous nos patients sont traités par la
méme molécule, la venlafaxine. Quatriemement, le nombre de patients dans notre étude est plus
important comparé aux autres trois études, qui évaluent la réponse a la venlafaxine (Baune et
al., 2008; Hopkins et al., 2013; Narasimhan et al., 2012) et a un échantillon de patients déprimés

comparable a celui de I’¢tude des patients coréens de Chiesa et al. (=184, (Chiesa et al., 2014).

En conclusion, notre étude ne montre aucun effet entre le polymorphisme génétique
COMT Val(108/158)Met, rs4680 et I’amélioration des symptomes dépressifs chez les patients
caucasiens déprimés traités par venlafaxine. Nos études confirment 1’hypotheése que les
polymorphismes génétiques qui influencent la transmission catécholaminergique, comme le
COMT Val(108/158)Met, rs4680 ne peuvent pas étre recommandés en tant que biomarqueurs
de prédiction de la réponse a la venlafaxine chez les patients traités en milieu psychiatrique.

D’autres études cliniques sont nécessaires pour confirmer notre résultat et explorer ce
marqueur dans un panel de geénes avec d’autres genes des voies dopaminergiques,

sérotoninergiques et noradrénergiques dans une population de patients déprimes.

89



I11.5Conclusion

Notre étude a montré que le polymorphisme génétiqgue COMT Val(108/158)Met, rs4680
ne pourrait pas étre recommandé comme un biomarqueur de prédiction a la venlafaxine dans la
population caucasienne en milieu psychiatrique. Les porteurs de I’alléle Val/Val ont eu un
meilleur pourcentage d’amélioration du score HDRS comparé aux porteurs du génotype
Met/Met, mais ce résultat n’était pas significatif en modéles mixtes. Toutefois, le pourcentage
de répondeurs et de patients en rémission n’a pas été significativement différent entre les trois

génotypes.
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QUATRIEME PARTIE

L’apport du séquencage de nouvelle génération (NGS) aux éetudes de
pharmacogénétique

Ce projet consiste dans la réalisation des analyses exhaustives par la technologie de
séquencage a haut débit (NGS) par une approche gene candidat. Le panel de geénes pertinents
sélectionné dans la littérature comporte les genes des principaux axes ¢étudiés dans la
dépression, comme les transporteurs neuronaux, les enzymes du métabolisme, les clock genes,

I’inflammation, ainsi que les geénes de différentes voies de signalisation.

V.1 Objectif de I’étude

D’une part, I’objectif de notre étude a été de comparer deux techniques de génotypage.
L’une d’entre elles a été utilisée pour la détection des polymorphismes génétiques des CYP2D6
et CYP2CI9 des patients de la cohorte METADAP traités par venlafaxine génotypés
précédemment par discrimination allélique par TagMan, ’autre est une nouvelle méthode de
séquengage haut débit (NGS) avec un panel ciblé. D’autre part, le but de cette étude a été
d’explorer la présence d’autres variants génétiques qui pourront par la suite nous aider a mieux

définir les phénotypes CYP2D6 et CYP2C19 de ces patients.

V.2 Matériels et Méthodes

IV.2.1 Technologie Illumina MiSeq

Dans le service de Génétique Moléculaire, Pharmacogénétique et Hormonologie (GMPH)
de I’hopital Kremlin Bicétre, nous disposons de la technologie Illumina MiSeq. Cette
technologie de séquencage a haut débit permet de séquencer I’ADN de facon plus exhaustive
sur différents génes simultanément (panel ciblé), mais elle nécessite différentes étapes (Figure
14).
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Figure 14: Principales étapes analytiques du séquencage NGS dans notre laboratoire

La technologie lllumina fait partie de la catégorie de sequencage par synthese (Figure 15). Le
but de ce chapitre est de détailler la technologie de séquencage Illumina MiSeq disponible dans

notre laboratoire :

A. Préparation de la librairie — La librairie est spécifique a un panel donné. Un panel de
génes se définit comme des régions d’intérét de plusieurs génes. On peut les analyser
en fixant des amorces. En vue du séquencage, la librairie est préparée en fragmentant
I’ADN d’un patient X de maniére aléatoire. Aux fragments d’ADN générés sont rajoutés

des adaptateurs universels qui vont se fixer par la suite sur une plaque (FlowCell).

B. Amplification par PCR — Des amorces sont ajoutées dans les différents puits de la
FlowCell. Ces amorces sont complémentaires aux adaptateurs, et un cycle de PCR va
permettre 1’extension de ces petits fragments sélectionnés pour les patients a amplifier.
Les adaptateurs posséderont un index, qui représente un code de barre caractéristique
pour chaque fragment d’ADN et ce afin de pouvoir identifier chaque fragment d’ADN.

Cette étape est tres importante pour la qualité du séquencage (Figure 15).
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C. Génération et amplification du cluster — Pour la génération d’un cluster (amas de

fragments), la librairie est chargée dans la FlowCell, ou les fragments sont capturés en
fonction de la complémentarité avec les adaptateurs. Cette étape est suivie d’une
polymérisation 5’-> 3’ grace a I’ADN polymérase (étape B). Ainsi chaque fragment est
amplifié dans des clusters clonaux distincts grace a une amplification par bridge
(Illumina, 2014). Une fois la génération du cluster achevée, la FlowCell est préte pour
le séquencage (Figure 15).

Séquencage — Apres 1’étape de «clusterisation », les séquences d’ADN sont
linéarisées et les extrémes 3’ des séquences sont bloquées. Le séquencage par synthese
débute par I’incorporation des bases dNTP fluorescentes et une capture par image
s’effectue en temps réel (Illumina, 2014). Le séquengage peut s’effectuer en « single-
end » (dans un seul sens du brin d’ADN) ou « paired-end » (dans les deux sens du brin
d’ADN). Dans notre laboratoire, la technique de « paired-end » est utilisée. En utilisant
cette approche lors du séquencage, le brin d’ADN est retourné et forme un pont double

brin complémentaire (Figure 15).

Lecture — La lecture en temps réel se fait a chaque incorporation d’une base
nucléotidique par I’ADN polymérase. Ces bases sont des dNTP fluorescentes
réversibles. Elles permettent de bloquer 1’addition de nouvelles bases et de capturer les
images en temps réel. Une excitation par laser est ensuite réalisée (a 530 et 660 nm) et
des images sont capturées par deux caméras (Illumina, 2014) (Figure 15). Pendant la
réaction de séquencage, le logiciel d’exploitation MiSeq (© 2016 Illumina, Inc. San
Diego, US) capture des images des clusters. L’analyse des images et la définition de la

base est effectué grace un logiciel d’analyse primaire en temps réel (Figure 15).
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Figure 15: Principe de séquencage par synthese, lllumina ® (Illumina, 2014)

A. Les clusters des brins créés par des ponts d’amplification de I’ADN sont amorceés et les quatre bases
fluorescentes sont marquées. Les 3-OH des brins sont bloqués et les nucléotides sont rajoutés a la FlowCell
(plaque permettant la clusterisation des banques) avec de I’ADN polymérase.

B. Les brins de clusters sont prolongeés par des nucléotides par des PCR. Apres cette étape d ‘incorporation,
un lavage est réalisé ou les molécules d’ADN polymérase sont ¢liminées.

C. Un cluster avec des fragments d’ADN est formé

D. A partir des clusters, le séquengage s’effectue

E. Un systeme optique balaie chaque ligne de FlowCell et prend une image. Chaque base d’ADN (A, T,
C, G) est marquée par des fluorescences différentes

IV.2.2 Analyse bioinformatique des données génétiques

La bio-informatique est une interface entre la biologie et I’informatique. C’est un
nouveau domaine de recherche analysant et interprétant les données génétiques par les moyens
bio-informatiques. Les logiciels de bio-informatique permettent d’annoter et de stocker les
données analysées dans des bases de données. En effet, lors du séquencage par NGS un nombre
exponentiellement croissant de séquences d’ADN est généré et la premicre difficulté consiste
dans I’organisation de cette masse d’information pour qu’elle puisse étre disponible et visible.

L’apparition de cette quantité de données a rendu obsoléte la technique d’analyse des résultats
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par alignement de sequence. Le développement et I’utilisation d’outils bio-informatiques était

donc nécessaire. Les analyses bio-informatiques se divisent en trois étapes principales :

1/ L’analyse primaire, qui consiste dans le séquencage en lui-méme et 1I’obtention des séquences

ainsi que Iattribution d’un score de qualité aux séquences générées

2/ L’analyse secondaire détermine le pourcentage des bases GC et identifie les scores de faible

qualité des séquences d’ADN

3/ L’analyse tertiaire consiste dans le nettoyage des données brutes, dans I’alignement,
I’annotation et I’analyse des données. Cette étape est réalisée sous forme d’un « workflow » sur
la plateforme MiSeq du service de GMPH de I’hdpital Bicétre. La stratégie d’analyse et le
workflow choisi seront présentés plus loin dans cette partie. Cependant, la mise en place de
I’analyse NGS en pharmacogénétique n’existait pas avant ce projet. Plusieurs workflows ont
été constitués pour affiner 1’analyse bio-informatique du panel NGS METADAP des génes et

pharmacogénes en particulier.

IV.2.2.1 Outil bio-informatique — Galaxy

La plateforme Galaxy est une application codée dans le langage python utilisant une
interface Web permettant d’analyser, manipuler et visualiser des données génomiques et
d’utiliser des outils bio-informatiques individuellement ou sous forme de « Workflow » sans
avoir des connaissances approfondies en programmation. Elle a été développée depuis 2005
dans le cadre du projet Generic Model Organisation Database (GMOD), par différentes équipes
composées de membres de 1’Université d’Etat de Pennsylvanie et de 1’Université Emory.
GMOD est une collection d’applications et de bases de données « open source » a destination
des biologistes, orientée communauté, partage, reproductibilité et transparence (Goecks et al.,
2010).

Galaxy est un systeme accessible via intranet qui fournit une interface unifiée
d’obtention et d’analyse des données génomiques. Il est parfaitement adapté aux biologistes qui
n’ont pas besoin de programmer ou d’apprendre a manier la ligne de commande ou les détails

d’implémentation d’un outil (Goecks et al., 2010). Le systéme Galaxy est une page web
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permettant la documentation compléte d’une analyse (Goecks et al., 2010). 1l a été mis en place
au GMPH Paris Sud par le Dr Jerdme Bouligand en 2015.

Galaxy est un outil bio-informatique transparent qui permet le partage des jeux de
données, historiques d’analyses et « workflows » entre utilisateurs. Il capture automatiquement
la multitude de séquences d’ADN générées chez différents patients en méme temps dans une
courte durée de temps, enregistre les jeux de données et les résultats intermédiaires et fournit
des outils de documentation (annotations, « tags ») et le partage d’analyses. Chaque analyse
peut étre « rejouee », extraite sous forme de « workflow » et partagée en réseau avec d’autres
utilisateurs de Galaxy. Le « workflow » consiste en un enchainement d’outils ou le résultat d’un
outil sert d’entrée a 1’outil suivant. Le méme « workflow » peut étre utilisé sur des données
différentes ou sur les mémes données pour ajuster les parameétres (Nekrutenko and Taylor,
2012). Les «workflows » peuvent et doivent également étre annotés pour faciliter leur
utilisation ultérieure par d’autres scientifiques qui font les mémes analyses.

L’espace d’analyse de Galaxy est composé de 3 parties (Figure 16) : la liste d’outils
(Partie 1), la barre de navigation et I’interface de changement d’outils (Partie 2), 1’historique
(Partie 3). La liste d’outils indique les outils d’analyse et les data sources qui sont a disposition
de I'utilisateur, la barre de navigation fournit des liens vers les composants majeurs de Galaxy :
les « workflows », I’espace d’analyse et les données génétiques qui ont été fournies a Galaxy.
L’interface de changement d’outils affiche les outils sélectionnés par 1’utilisateur. L’historique
indique les résultats des analyses qui ont été déja réalisées par I’utilisateur ainsi que les
annotations (Figure 16). L’historique facilite la reproductibilité¢ des données en montrant leur

provenance ainsi que la possibilité de retourner a chaque étape de « workflow ».
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Figure 16: Interface Galaxy

Dans la Partie 1, les « Tools » représentent les outils Galaxy.

Une fois Ioutil sélectionné, dans la Partie 2, (la barre de navigation) les différentes options modifiables s’affichent.
L’utilisateur sélectionne les parameétres a modifier. En appuyant sur « Execute » un nouvel historique (Partie 3)
s’affiche a droite de I’écran dans la liste des historiques. Ce dernier pourra ensuite étre partagé en réseau.

IV.2.2.2 Workflow d’analyse bio-informatique des données NGS

La plateforme NGS de I’hdpital Kremlin Bicétre a été mise en place au sein du service
de génétique moléculaire et pharmacogénétique par le Dr Jérdme Bouligand, ainsi que
I’ingénieur bio-informatique de la plateforme maladie rare, Christophe Habib.

La plateforme NGS de I’hopital Kremlin Bicétre a mis en place son propre « workflow »
d’analyse bio-informatique sur Galaxy qui suit le « GATK best practice », de Broad Institute
(GATK, 2017) (Figure 17). Ce « workflow » comporte 4 grandes étapes pour 1’analyse des

données de sequence cible :
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» La manipulation de fichier de sortie de 1’appareil séquenceur « MiSeq » : conversion

de format et filtres
» Analyse des données NGS :
1. Premier niveau : nettoyage des séquences, contréle qualité, assemblage

2. Deuxiéme niveau : indels (insertion/délétion), SNPs (single nucleotide

polymorphisme), CNVs (Copy Number Variant) et analyse statistique
» Alignement sur un génome de référence (hgl9) (UCSCgenomeBrowser, 2017)

> Détection de variants

La manipulation de fichier de sortic de I’appareil « lllumina Miseq » consiste dans le
traitement du format « Fastq », qui est un format de stockage des séquences nucléotidiques avec
des scores de qualité. C’est un format qui fournit 4 lignes par séquence, doté d’une importante
capacité informatique. Ces séquences « paired end » (« Fastqg Readl » et « Read2 ») seront
alignées avec le génome de référence (UCSC, hgl9) avec le logiciel libre d’accés BWA-MEM
0.7.9a-r786 (Li and Durbin, 2009).
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Figure 17: « Workflow » Galaxy

Des traitements intermédiaires seront réalisés avec les logiciels libres SAM Tools®
0.1.19 et Picard Tools® 1.115 du Massachussetts Institute of Technology. Ces traitements
consistent dans 1’enlévement des séquences qui n’ont pas un bon score de qualité, dans
I’alignement avec le génome de référence ainsi que dans la constitution d’un fichier SAM
(Sequence Alignement Map). Ce dernier est un fichier en format texte qui a une grande capacité
de stockage des nucléotides, mais qui a toujours une grande capacité informatique. L’étape
suivante du « workflow » est la transformation du fichier SAM en un fichier BAM (Binary
alignement Map), qui est un fichier avec une version binaire. La recherche des variants sera
ensuite réalisée a 1’aide du logiciel GATK 3.1.1 du BroadInstitute. Le GATK ou le Genome
Analysis Toolkit est un outil bio-informatique qui offre une grande variété de packages qui se
focalisent sur la découverte de variants et génotypages avec des données d’une grande qualité.
GATK fournit un fichier au format VCF (Variant calling format) qui est compressé et qui
contient des informations de chaque variant : position sur le chromosome, la fréquence dans

différentes bases de données ainsi que les annotations. Les variants seront annotés avec le
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logiciel Annovar (Wang et al., 2010). Les séquences sont visualisées avec le logiciel
« Integrative Genome Viewer » du Broadlnstitute qui permet de localiser sur une interface

graphique les différents variants.

IV.2.3 Patients, matériels et méthodes

IV.2.3.1 Construction in silico du panel de genes pertinents pour la réponse aux
antidépresseurs

L’objectif de ce travail a été de construire le panel de génes de réponse aux ADS prescrits
dans notre cohorte, ainsi que de valider les polymorphismes génétiques des CYP2D6 et
CYP2C19 du travail précédent. Ce travail a €té ensuite appliqué sur tous les ADs des patients
de la clinique METADAP (Corruble et al., 2015). Le design de 1’étude, ainsi que les criteres

d’inclusion et d’exclusion ont été présentés dans la deuxiéme partie de ce travail.

L’analyse génétique a nécessité la construction d’une librairie de genes a analyser. Les
génes d’intérét pour la construction du panel pharmacogénétique ont été sélectionnés par une
analyse bibliographique dans la base de données PubMed avec les mots clés suivants :
« Depression », « Major Depressive Disorder », «Pharmacogenetics », « Metabolism »,
« Transporter », « Inflammation », « Genetics », « GWAS » et classifiés en fonction des
différentes hypothéses de la dépression qui existent : I’hypothése monoaminergique, 1’axe
hypothalamo- hypophysaire, les clock genes, I’inflammation, les neurotrophines et certaines
voies de signalisation comme la GSK3beta ou Wnt.

La premiere hypothése explicative de la physiopathologie de la dépression propose
comme principe de base la déficience monoaminergique des monoamines dans le cerveau : la
sérotonine, la noradrénaline et la dopamine (Belmaker and Agam, 2008). Elle comporte les
génes des transporteurs SERT, NAT et DAT, ainsi que les OCTs et PMAT. Nous avons inclus
également les genes des différents récepteurs comme les récepteurs de la sérotonine 5-HT1a, 5-
HTaa, 5-HTsa, les récepteurs de la dopamine comme le DRD2, et les récepteurs du glutamate
comme GRIK1-GRIK4. Dans ce groupe de génes nous avons inclus certains genes qui codent
pour des transporteurs de la barriere heémato-encéphalique ou des genes enzymes de
métabolisme des monoamines comme COMT ou des meédicaments comme CYP2D6 et
CYP2C109.
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Une autre hypoth¢se de la dépression est le stress et 1’axe hypothalamo-hypophysaire.
Lorsqu’une personne Subit un événement stressant, son taux de glucocorticoides sanguin
augmente. Le stress entraine une activation de I’hypothalamus qui sécréte alors ’hormone CRH
(corticotropin-releasing hormone). Cette hormone améne a son tour 1’hypophyse a produire
I’hormone ACTH (adrénocorticotropine) qui circule dans le systéme sanguin et atteint les
glandes surrénales ou elle provoque une libération de cortisol. Ce processus forme une boucle
de rétroaction négative ou 1’exces de cortisol active les récepteurs aux glucocorticoides du
cerveau et supprime la production de CRH. Cependant, chez les patients déprimés, cette boucle
ne fonctionne plus, ce qui explique qu’une production excessive de CRH, et donc de cortisol.
Plusieurs patients serieusement déprimeés ont un taux de cortisol sanguin élevé provoqué par un
stress chronique. C’est pour ceci que nous avons inclus dans notre panel les génes de I’axe
hypothalamo- hypophysaire (Belmaker and Agam, 2008).

Une autre hypothése de la dépression est la diminution des neurotrophines, qui sont des
facteurs de croissance chez les patients déprimeés. Le facteur neurotrophique issu du cerveau,
Brain-Derived Neurotrophic Factor, aussi connu sous le nom de BDNF, active la voie de
signalisation GSK3beta. BDNF est une neurotrophine qui semble avoir un impact sur la réponse
aux ADs (Colle et al., 2015). Le gene BDNF et les genes de la voie GSK3beta ont été inclus
dans notre panel de génes.

On peut également citer comme autres hypotheses de la dépression 1’impact des « clock
genes » dans la dérégulation du rythme circadien (Bunney et al., 2015), I’inflammation
(INSERM, 2014; Valkanova et al., 2013) ou la voie Wnt du fait de son implication dans la
neurogénese (Lie et al., 2005). Des genes décrits dans la littérature et appartenant a chaque
hypothese ont été inclus dans notre panel de génes.

Nous avons classifié ces clusters de genes en deux catégories importantes en fonction de leur

implication dans le métabolisme ou la réponse au traitement : les pharmacogenes ou les autres

genes (Figure 18).
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» Cytochromes: CYP2D6, CYP2C19
» Transporteurs:
v' Uptake 1: DRD2, SLC1A1, SLC1A4, SLC6A3, SLC6A2, ABCC2, SLC1B1, SLC1B3
v Uptake 2: SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, SLC29A4
v’ Efflux: ABCC1, ABCG2, SLCO1A2, SLC22A6
> Enzymes du métabolisme: /IDO1, IDO2, GADL, COMT
> Récepteurs: GRIK 2, GRIK3, GRIK4, GRIK5, GRIA1, GRIA2, GRIA 3, GRIA4, GRIN2B, 5HT1A,
5HT4A, 5HT5A

> Métabolisme: LEP, ELPR, ADIPOR2, INS

> Inflammation: TNFa, IL6, IL1 6, IL18, IL8

> Neurotrophines et B-arrestines: BDNF, NTRK2, GSK3 8, ARRB1, ARRB2, CREB1, NGFR
> WNT pathway: AKT1, FZD3, WNT1, WNT2, WNT3A

> Autres: = 10 génes

Figure 18: Classification des clusters des génes du panel METADAP en 2 catégories : les
pharmacogénes qui interviennent dans la pharmacocinétique et pharmacodynamie des
médicaments ADs

IV.2.3.2 Construction de la librairie des genes du panel METADAP

Avant de séquencer le panel de genes que nous avons sélectionné dans la littérature, une
étape importante doit étre validée. Cette étape consiste dans une simulation de la couverture des
genes sur le site « SureDesign Agilent » (SureDesign Agilent, Santa Clara, USA). Certaines
régions des genes sont difficiles a séquencer, notamment a cause des séquences répétées. Pour
ceci, avant de séquencer le panel de genes, nous devons nous assurer que chaque géene aura une
couverture correcte. Il est possible de construire un design « customisé » des sondes en ciblant
seulement les zones d’intérét a partir d’une liste de génes ou de coordonnés chromosomiques

selon 1’assemblage hgl9.

Le panel de genes METADAP a été testé par différentes simulations sur le site de
« SureDesign Agilent » afin de verifier la couverture globale des géenes. Chaque design inclut
des sondes témoins qui permettent d’analyser les régions polymorphes qui serviront de témoins

pour la détection des variants (polymorphismes génétiques, substitutions, InDel, CNV). Une
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analyse préalable in silico des couvertures nous a permis d’identifier des régions qui sont mal

couvertes. Le paramétrage a été optimisé pour ces régions.

Dans notre panel, en fonction du géne ciblé, nous avons choisi des
stratégies différentes : séquencer juste les exons, les introns et les exons, ou juste quelques
régions cibles d’un géne en particulier en fonction de la littérature. En fonction de la stratégie,
j’ai créé un « probegroup » sur le site Agilent ou j’ai combiné un cluster de génes pour lesquels
j’ai appliqué la méme stratégie. Cette étape est tres importante et nécessite beaucoup de
réflexion pour la stratégie de séquencage en fonction des zones d’intérét. Pour la plupart des
génes j’ai choisi de ne séquencer que les régions codantes. Ceci s’explique notamment par les
publications scientifiques qui mettent en évidence des variants génétiques dans ces régions
(probegroup 1). Dans la littérature, dans certains genes de notre panel, des variants génétiques
se trouvant dans les introns ont été décrits. Pour cette raison, j’ai choisi de séquencer
I’intégralité de certains génes comme les ARRB1 et ARRB2 et d’optimiser le séquencage en
activant différents parametres sur Agilent, en vue de séquencer le maximum de région dans les
introns (probegroup 2, 3). De méme, pour certains génes nous avons séquencé la partie codante
ainsi que les 3’ ou 5 UTR (probegroup 4, 5). En me basant sur la littérature, j’ai rajouté
certaines régions introniques de certains genes qui semblent étre intéressantes du point de vue
de la présence des variants pertinents dans ces régions (probegroup 6, 7, 8, 9). J’ai fini par

assembler les probegroups pour créer la configuration finale du design du panel (Figure 19).
J’ai procédé a la construction des probegroups différents :

1/ un probegroup ou j’ai sélectionné seulement les régions codantes qui comportent les genes
suivants : ABCC1, ABCG2, BDNF, CLOCK, CREB1, CHRH1, CRY2, CYP2C19, CYP2D6,
DRD2, SLC1Al, SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, SLC22A6, SLC29A4, SLC6A2, SLC6AS,
SLC6A4, SLCO1A2, SLCO1B1, SLCO1B3

2/ un probegroup qui comporte les exons et introns des génes suivants : ARRB1, ARRB2

3/ un autre probegroup qui comporte un complément optimisé pour les génes suivants : ARRBL,
ARRB2

4/ un probegroup qui comporte les exons et la partie 3’UTR : CRY1, IDO2
5/un probegroup qui comporte les exons et la partie 5> UTR : ABCC2

6/ un probegroup qui comporte des variants introniques ciblés du géne ARNTL
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7/ un probegroup qui comporte différentes régions ciblées de certains genes, la plupart étant
introniques : PER2, CRY2, CLOCK, IDO2

8/ un autre probegroup qui comporte différentes régions ciblées de certains génes, la plupart
étant introniques : GRIK2, SLCA2, GADL1, GRIK4, GRIA4

9/ un autre probegroup qui comporte différentes régions ciblées de certains genes, la plupart
étant introniques : BDNF, AKT, GADL1, TNF, FKBP5, FZD3

La validation du panel sur Agilent® a permis la construction in silico de la librairie et

la commande du panel a été livrée.

SureDesign A M

-

General Information

lUser adelataranu@u-psud fr File Type: SureSelect DNA Design Report
Workgroup: APHP et Université Pans Sud-11 Created By: SureSelect DNA Advanced Design Wizard
Folder: APHP et Université Paris Sud-11 Date: 11-Jun-2015

Design Information

Design Name: PG METADAP 11062015
Species: H. zapiens (H. sapiens, hg19, GRCh37, February 2008}

Probegroup Summary
Number of Probegroups: 9

Probegroup 1 :
Probegroup 2 -
Probegroup 3 :
Probegroup 4 -
Probegroup 5:
Probegroup 6 -
Probegroup 7 -
Probegroup 8 -
Probegroup 9 -

different gene vanants
ABCC2_5UTR_08062015
ARNTL_intron vanants 08062015
CRY1_IDO2_3UTR_PGOB0G2015
ARBB_complement

Different gene vanants 1

PG panel exons final 11062015
gene variants 2

ARRB

Probe Summary

Total Probes: 9352

Total Probes Size: 379.808 kbp

Recommended Minimum Sequencing per Sample: 75.961 Mbp
Pricing: Tier 1 {Probe Region Size = 0 - 489 kbp; up to 57 5K probes)

Figure 19: Panel de genes pour la cohorte METADAP avec les probegroups Agilent®
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IV.2.3.3 Selection des patients eligibles pour le séquencage a haut débit

La sélection des patients de METADAP éligibles pour le séquengage a haut débit par
NGS a été réalisée. Des patients extrémes, bons répondeurs au traitement de la venlafaxine
d’une part (qui présentent un score inférieur ou égal a 7 a I’échelle de dépression Hamilton au
3°M mois de traitement) et mauvais répondeurs au traitement de la venlafaxine d’autre part (qui
présentent une amélioration inférieure ou égale a 20% au 1°" mois de traitement et inférieur ou
égale 4 50% au 3°™ mois de traitement) ont été sélectionnés. Nous avons sélectionné les patients
mauvais répondeurs traités par venlafaxine. Ces 24 patients ont été appariés en fonction de 4
variables (I ‘age, le sexe, la durée du trouble dépressif majeur et du traitement AD au cours de

la vie) avec des patients « bons répondeurs ».

En priorité, le séquencage a été réalisé sur les ADNs des patients qui ont des données a
M1, M3, M6 pour I’HDRS, réponse et non-réponse, traités par venlafaxine. A ce jour, nous
avons 70 patients avec différents phénotypes traités par venlafaxine qui ont été séquencés pour
un panel de 70 génes. Les 206 autres patients traités par venlafaxine seront séquencés en

priorité. Par la suite, tous les patients ayant suffisamment d’ADN seront séquencés.

V.3 Résultats des analyses préliminaires NGS

IV.3.1 Validation des SNPs du CYP2D6 et CYP2C19 par NGS

La méthodologie de validation de la technique a été réalisée lors d’une premiere analyse
d’un panel de 24 sujets, afin d‘identifier si tous les genes du panel €taient bien séquencés. La
qualité de chaque séquence a ét¢ analysée et a montré que tous les genes étaient s€équences avec
différentes qualités de profondeur en fonction des régions amplifiées. Les régions codantes ont
une couverture et une profondeur plus importante que les régions introniques. Pour pouvoir
détecter ces régions nous avons validé les régions a séquencer grace aux probegroups. Pour une
des étapes de validation, pour certains génes nous avons utilisé des données de génotypage, par
exemple ceux des polymorphismes génétiques des CYP2D6 et CYP2CI19 de la cohorte
METADAP, réalisés par la technique de discrimination allélique par TagMan. Parmi les SNPs
génotypés au laboratoire du CYP2D6 et du CYP2C19 : alléles défectueux entrainant une
déficience enzymatique compléte (CYP2D6 *3 rs35742686, *4 rs3892097, *6 rs5030655,
délétion du gene *5); (CYP2C19 *2 rs4244285, *3 rs4986893, *4 rs28399504, *5 rs56337013),
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alleles entrainant une diminution de l'activité enzymatique (CYP2D6 *10 rs1065852,
CYP2D6*41 rs28371725), alléles associés a un métabolisme acceléré (duplication du géne
CYP2D6*2xN) ; (CYP2C19 *17 rs12248560), la détection des all¢les des polymorphismes
génétiques CYP2D6 * 10, *41 et CYP2C19 *4 a été retrouvée chez tous les patients possédant
ces alleles sur les données de séquences issues du NGS. Les autres alléles n’ont pas été retrouvés
car ils se trouvent dans des introns ou des régions qui n’ont pas été¢ inclus dans les régions
couvertes du panel. Ceci permet de conclure que la technique NGS détecte correctement ces

alleles si elles sont dans la région sélectionnée validée par les probegroups.

IV.3.2 Autres variants des CYP2D6 et CYP2C19 détectés par le séquencage
par NGS

Cent treize nouveaux variants génétiques des CYP2D6 et CYP2CI9 ont été détectés
grace a la technique de séquengage NGS chez les 70 patients. Une analyse des bases génétiques
a été réalisée pour chaque variant séquencé et ceci nous a permis de déterminer I’impact de ces
variants sur 1’activité de I’enzyme en le classifiant sur 3 niveaux : aucun effet, augmentation ou
diminution de I’activité des CYP. Cette analyse bibliographique a permis de mieux décrire les
phénotypes des patients, de trouver les variants rares, calculer la fréquence de ces variants dans
la population METADAP ainsi que comparer le génotype des patients extrémes avec les autres

patients traités par venlafaxine.

La fréquence des nouveaux variants (113) détectés dans la sous-population METADAP
est équivalente avec celle de la population caucasienne décrite dans la base de
données « 1000genomes » (1000Genomes, 2017), « dbSNP » (dBSNP, 2017) ou « HapMap »
(HapMap, 2017).

Pour le CYP2C19, 35 variants ont été retrouvés chez 70 patients. Parmi eux, 2 SNPs
introniques ne sont pas décrits dans la littérature ou dans les bases de données et ont une
fréquence dans la sous-population METADAP inférieure a 0.1. Parmi les 35 SNPs, 9 (25.7%)
sont localisés dans les exons dont 4 (11.5%) SNPs sont non-synonymes qui induisent un
changement du codon et de la protéine. Parmi les 4 SNPs non synonymes, 2 (50%) sont présents

chez les patients extrémes.

Pour le CYP2D6, 78 SNPs ont été détectés chez 70 patients : 35 (44.87%) sont situés dans
les exons et 1 dans la partie 5° UTR (1.28%). Parmi tous les SNPs 6 (7.7%) sont localisés dans
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des introns qui n’ont pas été décrits dans la littérature ou dans les bases de données génétiques
et 5 (6.41%) ont une fréquence dans la population METADAP inférieure a 0.1. Parmi les 78
variants détectés, 24 (30.76%) sont des SNP non-synonymes localisés dans les exons et une
délétion qui conduisent a un changement de la protéine. Parmi les 24 SNPs non-synonymes, 7
(29.16%) ont des fréquences superieures a0.1. Quelques SNPs séquencés permettent
d’expliquer mieux les phénotypes de notre étude précédente d’aprés CPIC (Hicks et al., 2016).
Par exemple, pour I’allele *9 avec une fréquence de 0.02 dans la population METADAP a été
détectée chez les 70 patients. Cet allele diminue I’activité de I’enzyme CYP2D6. Cependant,
chez les patients porteurs de cet alléle, les classant dans une catégorie MI, le phénotype

déterminé par le génotypage par discrimination allélique ne change pas.

V.4 Discussion

Parmi la totalité des variants détectés par le NGS, les SNPs d’intérét des CYP2C19 et
CYP2D6 sont les SNPs qui sont localisés dans les exons, 5’UTR, 3’UTR ou les promoteurs qui
sont non-synonymes et ont une fréquence allélique supérieure a 0.1. Ces SNPs peuvent
contribuer a la variabilité de 1’expression et /ou d’activité de ces enzymes. Cette technique
permet d’enrichir 1’étude de génotype/phénotype qui est basée sur les variants décrits dans la
pharmacogénétique des CYP. Dans notre étude, nous avons pu enrichir la détection des
génotypes des CYP2D6 avec I’alléle de diminution d’activité décrite dans la littérature
CYP2D6*9 (Tableau 3) (Hicks et al., 2016). Cependant, cette nouvelle information n’a pas
changé la traduction et le classement de ces patients dans un groupe phénotypique. De plus,
nous n’avons pas pu détecter les SNPs des CYP2D6 et CYP2C19 situés dans les introns ou

d’autres régions que nous n’avons décidé de ne pas inclure dans les probegroups.

Ces résultats mettent en évidence les limites de la technologie du NGS exome. En effet,
avec cette technologie, qui reste encore assez colteuse comparée a des technologies classiques
de génotypage comme le PCR ou la discrimination allélique par TagMan, nous n’obtenons pas
les résultats escomptés en pharmacogénétique. De plus, le séquengage de 1’exome ne peut pas
valider les SNPs situés dans les introns. D’ailleurs, la détection des délétions ou duplications
de certains génes comme le CYP2D6 reste compliquée a visualiser sur les outils du NGS (Ji et
al., 2016).
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Dans un esprit équivalent a nos travaux, une étude récente a eu comme but le sequencage
des genes ADME (Absorbtion, Distribution, Métabolisme, Elimination) dans 21 populations
par le séquencage de I’exome. Cette étude a montré un taux de 50% de variations non-
synonymes plus important dans les génes ADME comparés aux non-ADME genes. Ceci met
en évidence I’importance des pharmacogeénes et leur variabilité génétique dans différentes
populations et leur étude dans la réponse aux traitements. De plus, cette étude a mis en évidence,
a I’aide d’un algorithme, quarante variants avec une MAF>2% qui pourraient étre des variants
candidats pour les prochaines études de pharmacogénétique. Nous avons validé dans notre
population caucasienne les méme variants retrouvés dans des genes comme CYP2C19,
SLC22A1, SLCO1B1 (Hovelson et al., 2017).

Ces études de séquencage a haut débit des pharmacogénes sont prometteuses, car elles

permettent de détecter des génes candidats pour 1I’é¢tude des biomarqueurs en psychiatrie

(Hovelson et al., 2017).

V.5 Conclusion

Parmi les SNPs séquencés au laboratoire par la technique de TagMan : CYP2D6 (*6,
*5, *10, *41, *4, *3) et CYP2C19 (*17, *2, *3, *4), nous avons réussi a détecter des all¢les des
polymorphismes génétiques CYP2D6 * 10, *41 et CYP2C19 *4 (Tableau 3 page 25, Tableau 4
page 31). Cependant, nous n’avons pas pu valider la présence de polymorphismes génétiques
supplémentaires, ceux-ci se trouvant dans des introns, des régions non codantes ou des régions

pas été ciblées dans notre choix stratégique par notre panel de génes.

108



CINQUIEME PARTIE

Les transporteurs du systéme nerveux central OCTs et PMAT et leur implication

dans la modulation de la dépression majeure

Suite a la revue de la littérature pour la sélection du panel de génes NGS, dans ce
chapitre nous nous sommes intéress€s a un autre axe génétique d’étude qui consiste en une
revue de la littérature des transporteurs qui pourraient étre impliqués dans la réponse au
traitement AD dans le cerveau. Les transporteurs OCTs (Organic Cation Transporter) et PMAT
(Plasma Membrane Monoamine Transporter) ont un réle intéressant dans le transport des

monoamines et la réponse aux ADs.

V.1 Introduction

V.1.1 Organic cation transporter (OCT)

Les 3 genes codant les protéines OCT1, OCT2 et OCT3, famille des Solute Carrier
Transporter dont les genes sont respectivement les SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3 sont situés
dans le chromosome 6g26-g27 (Verhaagh et al., 1999). Les études pharmacologiques in vitro
et in vivo ont mis en évidence 1’appartenance de ces transporteurs au groupe de transporteurs
d’influx des différents composés endogénes, ainsi que ces xénobiotiques, par exemple la
metformine ou MPP+ comme substrat « test » des OCT1 et OCT2 (Koepsell, 1998; Koepsell
and Endou, 2004; Schmitt et al., 2003) (Amphoux et al., 2006) (Tableau 11, page 111).

L’OCT1 est exprimé principalement dans le foie, I’OCT2 dans le rein et le cerveau et
1’OCT3 dans le foie, faiblement dans le muscle squelettique, placenta, reins, coeur, poumons et
dans le cerveau (Koepsell and Endou, 2004). Les OCT2 et OCT3 sont exprimés dans les
neurones (Bacq et al., 2012) (Vialou et al., 2008) et astrocytes (Inazu et al., 1999).

V.1.2 OCTs — propriétés pharmacologiques

Parmi les composes endogenes, les OCTs transportent 1’acétylcholine et son métabolite,
la choline (Gorboulev et al., 1997). Les OCTs transportent aussi des neurotransmetteurs comme
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la sérotonine, la noradrénaline, la dopamine et 1’histamine (Amphoux et al., 2006; Grundemann
et al., 1998; Haenisch et al., 2012; Massmann et al., 2014; Vialou et al., 2008), ainsi que
certaines hormones stéroidiennes comme la corticostérone, la progestérone ou le p-estradiol
(Grundemann et al., 1994; Grundemann et al., 1998) (Tableau 11).

Parmi les médicaments, les antiparkinsoniens, les agonistes NMDA, 1’amantidine et la
mémantine sont des substrats des OCTs (Busch et al., 1998), la cimétidine (Jonker and Schinkel,
2004), les antiviraux tels que I’acyclovir (Takeda et al., 2002). Quelques médicaments inhibent
les OCTs comme les antirétroviraux : ritonavir (Zhang et al., 2000), certains psychostimulants
comme 1’amphétamine et méthamphétamine (Amphoux et al., 2006; Koepsell and Endou,
2004).

Certains ADs comme la fluoxétine, le citalopram ou la désipramine, comparé au MPP+
qui est le substrat de référence des OCTSs, sont également parmi les molécules qui inhibent les
OCTs (Haenisch et al., 2012; Schmitt et al., 2003; Wang et al., 2014) (Tableau 11). Il semblerait
que les ADs ne sont pas des substrats des OCTs (Wang et al., 2014).

Dans une étude in vitro, 9 ADs ont été étudiés, y compris les ATCs (amitriptyline,
imipramine et desipramine), ISRSs (fluoxétine, sertraline et paroxétine), IMAOs
(moclobémide) et IRSNs (venlafaxine) (Wang et al., 2014). Tous les 9 ADs ont montré des
effets inhibiteurs moderés sur la recapture de la sérotonine et la norépinéphrine médiée par
I’OCT2 (Wang et al., 2014). Dans le méme ordre d’idée, une équipe a testé un large éventail de
molécules, dont les ADs (Haenisch et al., 2012). Les résultats ont montré que I'OCT2 était
mieux inhibé par le bupropion et I’OCT3 par la néfazodone, qui est un ADs commercialisé
principalement aux Etats Unis (Haenisch et al., 2012). Quelques études ont comparé les
paramétres pharmacologiques des ADs et des antipsychotiques. Ces études ont montré un ICsg
plus élevé pour les antipsychotiques comparé aux ADs (Amphoux et al., 2006; Haenisch et al.,
2012; Massmann et al., 2014) (Tableau 12).
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Tableau 11: Réle des OCTs dans le transport des composés endogénes et des médicaments

Km (or Ki) microM

, . Références
Composés endogenes hOCT1 hOCT2 hOCT3 rOCT1 rOCT2 rOCT3
Sérotonine 80-290 988 760 500
Norépinephrine 1500-1900 510-2600 2100 1900 Grundermann et al., 1994 ; Grundermann et al., 1998 ; Wu et
Epinéphrine 400 240 1370 1500 al., 1998 ; Amphoux et al., 2006 ; Brusch et al., 1998 ; Inazou
Neurotransmetteurs
Dopamine 390-1400 1200 2100 1500 etal, 1999 ; Zhou et al., 2013, Massmann et al., 2014, Haen-
Histamine 940 180-220 890 540 sich etal,, 2012
Acétylcholine 580 117 10490
P Corticostérone 7-22 34 0,12-0,29 151 4 4,9
Hormones stéroidiennes i Grundermann et al., 1994 ; Grundermann et al., 1998
Progestérone 3,1 27 4,3 1,6 10,5
Métabolites Choline 210 620 Gorboulev et al., 2005
Composés exogenes
Citalopram 13,2 1> 188 K Il l., 2004, H isch l., 2012, W l., 2014
Antidepresseurs Fluoxétine 2,8 28,5 37,8 oepsell etal., , Haenisch et al., » Wangetal, !
Massmann et al., 2014
Désipramine 2 74,5 72,1 2,8 10 68
Acyclovir 151
Lamivudine 38 46
- . . Takeda et al., 2002, Zhang et al., 2000,
Antiviraux Ritonavir 5,2
Saquinavir 8,3
Abacavir 0,072 0,041 0,053
Anticancéreux Cisplatine >100 11 Pan et al., 1999
Antaonistes NMDA Memantine 34 236 Busch et al., 1998
Anti-malaria Quinine 13-23 23-34 37 0,93 Jonker and Schinkel, 2004
Antihistaminiques Cimetidine 8,6-73 Jonker and Schinkel, 2004
. Amphetamine 202 11 460 3,9 4,7 4,5
Psychostimulants ] Amphoux et al., 2006, Koepsell and Endou, 2004
Methamphetamine 24 1,6 74
Molécules de référence
MPP+ 15-32 19-78 46-166 9,6-21,1 17-43,7 4,5
Substrats
TEA 229 76 921 95 213 2500
27 Massmann et al., 2014, Grundermann et al., 1997, Zhang et
D22 4’ ; 0,10-1,1 0,09-0,010 0,36 0,58 0,12 al., 1997, Russ et al., 1996
Inhibiteurs ’
D24 7-22 34 0,12-0,29 0,04 0,33 0,015

hOCT (human OCT)-cellules transfectées avec des genes SLC22A des transporteurs humains, rOCT (rat OCT) - cellules transfectées avec des genes SLC22A des transporteurs de rat
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Tableau 12: Inhibition des hOCT2 and hOCT3 par les ADs (Haenisch et al., 2012;
Massmann et al., 2014)

e Classe d'antidépres- hOC.TZ (1c50 hOCT3 (IC50 (mi- ConcentratiF)n plasmatique
seur (microM)) croM)) (microM)
Amitriptyline ATCs 9.10 30.3 0.721
Bupropion Autre 28.6 738.0 6.257
Citalopram ISRSs 115.0 188.0 0.339
Desipramine ISRSs 74.5 72.1 1.126
Fluoxétine ISRSs 28.5 37.8 1.616
Fluvoxamine ISRSs 69.8 68.2 0.723
Imipramine ATCs 14.6 54.2 1.070
Maprotiline Autre 32.7 38.8 0.469
Miansérine Autre 183.0 49.8 0.265
Mirtazapine Autre 221.0 61.4 0.301
Nefazodone Autre 102.0 22.9 ~6.383
Paroxétine ISRSs 121.0 21.2 0.364
Réboxétine IRSNs 129.0 64.1 1.117
Sertaline ISRSs 25.8 25.7 0.490
Vanlafaxine IRSNs 971.0 >1000 1.442

hOCT(human OCT)-cellules transfectées avec des génes SLC22A des transporteurs humains

V.1.3 Role des OCTs dans le cerveau

Les découvertes importantes in vitro ont mis en évidence le role physiologique et
pharmacologique des OCTs dans le cerveau. Cependant, une meilleure compréhension de
ces mécanismes in vivo est nécessaire. Pour ceci, des souris KO pour slc22a et slc29a ont été
générées (Bacq et al., 2012; Vialou et al., 2008).

Les OCTs du cerveau semblent participer a la modulation de la réponse au stress chez
les animaux, mais ce mécanisme est peu connu (Bacq et al., 2012; Courousse and Gautron,
2014; Vialou et al., 2008). Les études comportementales, fonctionnelles et neurochimiques
chez les souris KO ont montré une disposition complexe dans le cerveau (Amphoux et al.,
2006). Pour evaluer la sélectivité et spécificité des monoamines chez les animaux slc22a2
KO, les chercheurs ont effectué des études de clairance des monoamines par

électrophysiologie. Bacq et al. ont montré des conséquences importantes sur la clairance de
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la sérotonine et norépinephrine chez les souris slc22a2 KO (Bacq et al., 2012), alors que
Vialou et al. ont mis en évidence I’impact du transporteur OCT3 sur la recapture de la
dopamine (Vialou et al., 2008). Cette sélectivité de recapture des monoamines mise en
¢vidence par des études chez les souris KO pourrait mieux expliquer I’impact de chaque
transporteur sur chacune des monoamines.

L’impact des OCTs dans la recapture des monoamines a conduit a des études
comportementales sur ’anxiété chez les souris KO précédemment citées (Courousse and
Gautron, 2014). Wultsch et al. ont montré une augmentation de 1’anxiété chez la souris
slc22a3 KO (Wultsch et al., 2009). Ces résultats vont dans le méme sens avec 1’étude de
Vialou et al. qui ont mis en évidence une augmentation de 1’anxiété chez les souris slc22a3
KO (Vialou et al., 2008). L’OCT2 est un modulateur important de la réponse au stress. Les
souris slc22a2 KO ont montré une importante vulnérabilité, un déficit de la mémoire spatiale,
une diminution d’interaction spontanée (Courousse et al., 2014).

Ces résultats sur des souris KO mettent en évidence le role potentiel des OCTs en
neurologie et psychiatrie chez I’homme et particuliérement dans les phénoménes d’anxiété

et dépression mais des études complémentaires sont nécessaires.

V.1.4  Polymorphismes génétiques des SLC22A (OCTs)

Les génes codant les OCTs, les SLC22A, présentent des polymorphismes génétiques
qui pourraient avoir des conséquences physiologiques et cliniques. Dans un échantillon de
247 patients d’ethnies différentes, 28 polymorphismes génétiques ont été détectés dans le
géne du transporteur OCT2, le SLC22A2. Parmi eux, huit polymorphismes ont été non-
synonymes, avec une MAF>1% (Leabman et al., 2002). Deux variants génétiques :
(p-Met165lle), c.400C>T (p.Arg400Cys), ont montré une diminution de P’activité du
transporteur de 12.7% (Leabman et al., 2002).

D’autres études ont examiné le polymorphisme Ala270Ser, montrant une diminution
du transport de la metformine, substrat test utilisé, et cisplatine (Iwata et al., 2012; Song et
al., 2008). D’autres polymorphismes génétiques du SLC22A2 ont été analysés pour évaluer
leur impact sur la pharmacocinétique de la metformine. Les polymorphismes génétiques du
SLC22A2 comme les ¢.596C>T (p.Thr199lle), ¢.602C>T (p.Thr201Met) et ¢.808G>T
(p-Ala270Ser) ont montré des variations dans la pharmacocinétique de la metformine
compare aux controles (Song et al., 2008).
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Une étude a été publiée en psychiatrie pour les polymorphismes génétiques du
SLC22A3 (OCT3). Chez 84 enfants caucasiens, avec des troubles obsessionnels-compulsifs,
deux variants rares ont été identifies exclusivement chez les enfants malades : 106/107delAG
et €.1110G>T (p.Met370lle). Chez ces enfants, une diminution de 40% du transport de la
norépinephrine a été identifiée (Lazar et al., 2008). Aucune étude d’association

pharmacogénétique du SLC22A3 et la réponse aux ADs n’a été publiée jusqu’a présent.

V.1.5 PMAT- Plasma membrane monoamine transporter (SLC29A4)

Récemment, en 2004, un nouveau transporteur a été identifié, appartenant a la famille
des SLC29 (SLC29A4), le PMAT (plasma membrane monoamine transporter). PMAT
localisé sur le chromosome 7p22.1. (Engel et al., 2004). Chez I’homme, PMAT est exprimé
dans le foie, les reins, le muscle squelettique le cceur (Engel et al., 2004), ainsi que dans le
cerveau mais son réle dans ce dernier n’est pas connu (Dahlin et al., 2007). PMAT transporte
des composés endogenes, comme les neurotransmetteurs dopamine et sérotonine (Zhou et
al., 2007a).

Les premiers modeles murins KO ont été générés en 2013, ce qui permettra une
meilleure exploration de la pharmacogénétique de ce transporteur (Duan and Wang, 2013).
La découverte récente de ce transporteur n’a pas encore permis de bien comprendre sa
fonction. Aucune publication basée sur les souris KO n’a encore été publiée dans la
littérature. Cependant, en tenant compte de sa fonctionnalité de transport des monoamines, il
a été inclus, comme les OCTs, dans le groupe des transporteurs « d’Uptake 2 »
(Paragraphes : 1.6.2.2.1 et 1.6.2.2.2) (Wright and Dantzler, 2004).

V.1.6 PMAT- propriétés pharmacologiques

PMAT a été étudié majoritairement dans des études cliniques, car ce transporteur
transporte la metformine (Engel and Wang, 2005). PMAT transporte également des
composés endogénes comme certaines amines (Engel and Wang, 2005; Zhou et al., 2007b).
Parmi les monoamines, PMAT a une importante affinité pour la sérotonine, compare a la

dopamine ou a la noradrénaline (Engel et al., 2004) (Tableau 13).
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Tableau 13: Constantes cinétiques du transport des composeés endogenes du transport du
PMAT (Engel and Wang, 2005; Engel et al., 2004)

Substrat Km (microM) Vmax/Km
MPP+ 33 1
Sérotonine 114 0.67
Dopamine 329 0.65
Norépinephrine 2.606 0.09
Epinéphrine 15.323 0.03

Une étude intéressante s'est concentrée sur I'évaluation de la puissance inhibitrice de
onze ADs, qui font partie de quatre classes différentes, sur PMAT : ISRSs (sertraline,
fluoxétine, paroxétine), ATCs (imipramine, désipramine, amitryptiline), IRSNs
(venlafaxine), et d'autres mécanismes (tianeptine, trimipramine, bupropion, réboxétine)
(Haenisch and Bonisch, 2010) (Tableau 14). L'affinité apparente pour le hPMAT des onze
ADs a été examinée en déterminant leurs valeurs ICso (Haenisch and Bonisch, 2010). La
capacite des ADs a inhiber PMAT est d'environ 100 a 1000 fois moins importante par rapport
au NET, SERT (Engel et al., 2004; Zhou et al., 2007a) (Tableau 14).

Tableau 14: Inhibition du PMAT par les ADs (Haenisch and Bonisch, 2010)

Antidépresseurs Classe d'antidépresseurs ICs0 (microM) Plasm?r;?cr;ZT\;l\;ration
Venlafaxine IRSNs 216.0 0.757
Bupropion Autre 115.0 0.026
Réboxétine IRSNs 76.7 0.031
Amitriptyline ATCs 22.9 0.055
Imipramine ATCs 211 0.098
Désipramine ATCs 15.0 0.085
Paroxétine ISRSs 13.7 0.040
Fluoxétine ISRSs 10.5 0.124
Sertraline ISRSs 5.13 0.005
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V.1.7 Roble des PMATS dans le cerveau

Des ¢études récentes ont mis en évidence 1’abondance d’expression de PMAT dans le
cerveau (Zhou et al., 2007a). Ceci a conduit a de nombreuses études fonctionnelles et
pharmacologiques pour déterminer I’impact de PMAT dans la clairance des monoamines au
sein du cerveau par électrophysiologie (Zhou et al., 2007a). Les PMATSs et OCTs transportent
la sérotonine, la dopamine et la noradrénaline. Le transport médié par PMAT est basé sur le
méme principe que le transport médié par OCT (Wright and Dantzler, 2004). Suite a ces
études, PMAT a été inclus dans la catégorie des « Uptake 2 » (Hendley et al., 1970;
Schildkraut and Mooney, 2004) (Iversen et al., 1965; Trendelenburg, 1991).

V.1.8  Polymorphismes génétiques du SCL29A4

A notre connaissance, il n’y a pas eu d’études d’association entre les polymorphismes
géneétiques du SCL29A4 et la réponse aux ADs. Une étude pharmacogénétique datant de 2011
a analysé les polymorphismes génétiques des différents transporteurs rénaux, dont le PMAT
et a détecté 11 polymorphismes génétiques. Parmi eux, cing polymorphismes génétiques fré-
quents (MAF>1%) (rs2685753, rs3889348, rs4720572, rs4299914, et rs6971788) et leur
haplotype ont eu un impact sur la concentration plasmatique de la metformine mais pas sur

I’hémoglobine glyquée (Christensen et al., 2011).

V.2Discussion

Les études comportementales in vivo effectuées sur différents modeles de souris KO
ont montré un réle important des OCTs dans les comportements liés a I'numeur tels que
I'anxiété, le désespoir comportemental, la réponse anti-immobilité ou le stress (Bacq et al.,
2012; Courousse et al., 2014; Vialou et al., 2008; Wultsch et al., 2009).

L'administration de différentes molécules psychoactives dans la plupart des études
chez la souris KO et non KO a mis en évidence une amélioration des phénotypes
comportementaux dépressifs dans différents tests (Bacq et al., 2012; Vialou et al., 2008).
Généralement dans les études in vitro, les parametres pharmacocinétiques ont été évalués, ce
qui a permis une meilleure compréhension du potentiel inhibiteur des ADs sur les OCTs et

PMAT. La majorité des medicaments ADs examinés présentent une puissance inhibitrice
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négligeable sur hOCTs exprimés dans le cerveau (Haenisch et al., 2012). A des doses
cliniguement pertinentes, seule la néfazodone et le bupropion pourraient interférer
Iégerement avec OCT2 et OCT3 (Haenisch et al., 2012; Massmann et al., 2014).

Par contre, en ce qui concerne le PMAT, Haenisch et al. n’ont révélé aucune influence
des ADs sur I’inhibition de hPMAT a des doses cliniqguement utilisées. Leurs résultats
suggerent que Il'inhibition de la hPMAT cérébrale peut contribuer aux effets connus de ces
médicaments sur I'noméostasie des monoamines. En outre, si cette hypothése est correcte, le
transport dans le cerveau pourrait induire un déréglement de I’homéostasie des monoamines
dans certaines zones ou I'expression de PMAT est plus importante, comme I'hippocampe, le
cervelet et les cellules épithéliales du plexus choroide (Dahlin et al., 2007).

Néanmoins, une puissance inhibitrice négligeable de la plupart des ADs et I’'impact
des OCTs et PMAT dans la recapture de sérotonine, méme a faible affinité, pourrait conduire
a I’hypothése de mauvaise reponse aux ADs a cause de la diminution de la concentration des
monoamines dans la fente synaptique. Une étude a relevé une augmentation des taux de
sérotonine dans le cerveau de 250-600%, selon la dose administrée pour l'inhibition de
I'OCT/PMAT par le décynium 22, un inhibiteur des OCTs chez les rats. Cet effet était
semblable a celui rapporté pour des doses équivalentes de fluoxétine administrée par la méme
voie a I'hypothalamus (400% d'augmentation) (Feng et al., 2010). Ces données suggérent
qu’a des niveaux anormalement bas de sérotonine, le blocage de ces transporteurs
de « I’Uptake 2 » pourrait augmenter la concentration de la sérotonine et ceci conduirait a
une meilleure réponse aux ADs (Daws et al., 2013). Les résultats de ces études ont révélé
une nouvelle hypothése d’implication des transporteurs OCTs et PMAT dans la réponse aux
ADs. Les stratégies émergeantes devraient considérer I’inhibition des OCT2 et PMAT
consécutivement & un traitement AD.

Les variants génétiques des SLC22A et SLC29A4 pourraient conduire a un
changement de l'activité de ces transporteurs. Ceci pourrait se traduire par une vulnérabilité
aux troubles liés a I'numeur et une réponse aux ADs prolongée. Les études de variants
fréquents comme les polymorphismes génétiques ou les variants rares identifiés par les
technologies de séquencage a haut débit permettront une meilleure compréhension des
variantes genétiques et leur impact sur la fonctionnalité de ces transporteurs.

Pour cette raison, nous avons inclus ces génes dans notre panel et nous pourrons ainsi

analyser de facon complémentaire I’impact des enzymes de métabolisme et transport.

117



V.3Conclusion

Les études fonctionnelles ont mis en évidence le transport a faible affinité des
monoamines par les OCTs et PMAT. Chez une personne saine sans deséquilibre de
monoamines, la recapture des monoamines par ces transporteurs semble néegligeable. Ce
mécanisme de recapture des monoamines par les OCTs et PMAT devient important pendant
les traitements ADs. La plupart d’ADs ont une puissance inhibitrice faible sur OCTs et
PMAT.

En conclusion, la recapture des monoamines, méme a faible affinité, par les « Uptake
2 » pendant un traitement AD, pourrait influencer la réponse aux ADs chez les patients
déprimés a cause de la diminution de la concentration des monoamines dans la fente

synaptique. Des études complémentaires sont nécessaires chez ’homme.
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CONCLUSION et DISCUSSION

VI.1 Discussion

De nos jours, la pharmacogénétique et la médecine personnalisée sont des outils
qui s’appliquent notamment pour la diminution de 1’incidence des effets secondaires.
A ce jour la médecine personnalisee est utilisée dans des différentes aires
thérapeutiques. La FDA a mis en ligne des recommandation cliniques pour une
centaine de médicaments (FDA, 2017). Quelques exemples de biomarqueurs
recommandés par la FDA sont : CYP2C19 pour clopidogrel, CYP2C9 et VKORC1
pour la warfarine, SLCO1B1 pour la simvastatine, CYPD6 pour la codéine, tramadol
et tamoxifene, SLCO1B1 pour la simvastatine, TMPT pour les thiopurines, CYP3A5
pour tacrolimus, HLA pour I’abacavir (Ji et al., 2016). Dans un avenir proche, de

nombreux espoirs existent pour d’autres traitements et prises en charge thérapeutiques.

Nos résultats confirment que I’approche géne candidat dans la pharmacogénétique
n’est pas suffisante pour identifier un biomarqueur de réponse a la venlafaxine. A partir
des années 1990, lorsque les études de génes candidats ont commencé a étre publiées,
des découvertes importantes ont été effectuées. Cependant, depuis plus de 20 ans ces
¢tudes de pharmacogénétique n’ont pas apporté de clarté concernant la réponse aux
ADs. Une des raisons qui pourrait expliquer ces résultats a ét¢ les études d’association
des polymorphismes individuels dans des petits échantillons de patients (Uher R et al.,
2013). De plus, les trois études de GWAS publiées dans la littérature n’ont pas mis en
¢vidence d’association de polymorphismes génétiques a la réponse aux ADs (Garriock
et al., 2010; Ising et al., 2009; Uher et al., 2010). Ces études sont critiquées du point
de vue méthodologique, ce qui réduit leur application a la médecine personnalisée,

notamment en psychiatrie (Senn, 2016).

La nécessité de mettre en ceuvre les tests pharmacogenétiques est régulierement
appuyee par des resultats de recherches scientifiques. Cependant, malgré les
recommandations de la FDA, le rythme de la mise en ceuvre clinique de la

pharmacogénétique a été lent. Le déploiement des tests préventifs de la
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pharmacogénétique en routine clinique comporte de nombreux obstacles. Ces
obstacles consistent notamment dans le manque de directives cliniques
professionnelles en médecine dans différentes pathologies. Par ailleurs, dans certaines
pathologies il y a eu des avancées du fait d’'une meilleure centralisation des données,
notamment en cancérologie ou le choix du traitement est basé sur des données
oncogeénétiques (ex : mélanome) (INSERM, 2013).

Cependant, en pharmacogénétique ceci s’avere plus difficile du fait de la nécessité
d’avoir un phénotypage et une centralisation des données, la capacité de rendre les
résultats et des dossiers médicaux électroniques. En effet, par exemple, la littérature
sur le génotypage et phénotypage du CYP2D6 et CYP2C19 est difficile a étre
interprétée par un clinicien qui n’a pas de formation en pharmacogénétique. Les
informations qui sont publiées peuvent étre difficiles a étre interprétées ou
contradictoires. Le phénotype du CYP2D6 constitue un parfait exemple pour illustrer
cela. La plupart d’études regroupent les MNs et Mls dans la méme classe de
phénotype, car, du point de vue de la pharmacocinétique, les concentrations des
métabolites ne varient pas beaucoup entre ces deux phénotypes. Pour cette raison,
seulement trois classes de phéenotypes sont traités dans la plupart des études : MLs,
MNs et MURs (Rolla et al., 2014). Cependant, le CPIC, 2015 recommande la
classification des patients en quatre groupes phénotypiques : MLs, MRs (métaboliseur
rapide, ou MNs), Mls et MURs pour les CYP2D6 (Hicks et al., 2015). De méme, la
Mayo Clinic publie régulierement des données et recommandations cliniques qu’ils
utilisent en classifiant les phénotypes des CYP2D6 en sept classes phénotypiques :
MURs, MNs vers MURs, MNs, IMs, IMs vers MNs, MLs, MLs vers IMs (Ji et al.,
2016). A cette complexité de données s’ajoutent en psychiatrie, entre autres, les
phénomeénes de phénoconversion ou autophénoconversion qui ont été expliqués dans
la premiére partie, qui consistent dans 1’inhibition des CYP par d’autres médicaments
co-administrés ou par le medicament méme (Preskorn et al., 2013).

A cette difficulté s’ajoute également le fait que certains articles dans la littérature
recommandent le phénotypage par dosage de métabolites, comme dans le cas de la
venlafaxine. Ceci pourrait aider le clinicien a s’affranchir de certains biais comme la
phenoconversion ou le patient phénotypé par la traduction du génotype en phénotype

en tant que MN se transforme en ML lors de la co-administration des médicaments
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inhibiteurs du CYP (Preskorn, 2010). Cependant, le phénotypage par dosage des
métabolites n’est valable qu’a un moment précis. Ceci complete les données
génétiques. La complexité des données rend difficile D’application de Ia

pharmacogénétique dans la routine clinique, notamment en psychiatrie.

C’est pour ceci, que Mayo Clinic a mis en place des outils de soutien de décision,
afin d’aider les cliniciens a comprendre, interpréter et mieux utiliser les données
provenant de la pharmacogénétique. La lenteur dans I'adoption des tests
pharmacogénétiques provient également d'une limitation liée au manque d'expertise
des prestataires de soins de santé en raison d'un manque de formation en

pharmacologie clinique, moléculaire et génétique (Ji et al., 2016; Nassan et al., 2016).

Les tests pharmacogénétiques sont souvent sujet de débat, notamment sur leur
validité et utilité clinique. Au sein de la Mayo Clinic, dans le cadre d’une étude preuve
de concept (RIGHT), visant a individualiser le protocole de traitement des patients, la
méthode : le bon médicament, la bonne dose, au bon moment et l'utilisation des
données génomiques, a été mise en place (Ji et al., 2016). Dans cette étude RIGHT la
mise en ceuvre des tests pharmacogénétiques a été effectuée pour 1013 patients qui ont
été séquencés en NGS pour 84 génes. Parmi ces genes, 5 genes recommandeés par la
FDA en tant que biomarqueurs ont été sélectionnés : CYP2C19 pour le clopidogrel,
CYP2C9 et VKORC1 pour la warfarine, SLCO1B1 pour la simvastatine, CYPD6 pour
la codéine, le tramadol et le tamoxifene (Ji et al., 2016). Lorsqu’un patient présente au
moins un de ces variants, une alerte se déclenche. Cette étude a mis en évidence le fait
que parmi les 1013 patients, 99% présentaient au moins un variant génétique pour ces
5 génes, seulement 10 patients n’avaient aucun variant parmi les 5 génes et 3% des
patients présentaient des variants dans les 5 genes. Cette information est tres
importante car elle met en évidence 1I’importance des tests pharmacogénétiques et de
la médecine personnalisée chez les patients traités par un médicament. Ces tests
deviennent et d’autant plus importants chez les patients en multi-thérapie (Ji et al.,
2016).
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Dans le méme ordre d’idée, une autre étude s’est proposée de montrer I’importance
de la pharmacogénétique (Van Driest et al., 2014). Comme dans 1’étude RIGHT, les
chercheurs ont tenté de mettre en évidence la fréquence des variants recommandes par
la FDA au sein de la population. En ségquencant 184 variants dans 34 génes provenant
de 10000 patients, 5 genes recommandeés par la FDA en tant que biomarqueurs ont été
sélectionnés : CYP2C19 pour le clopidogrel, CYP2C9 et VKORCL pour la warfarine,
SLCO1B1 pour le simvastatine, TMPT pour les thiopurines, CYP3A5 pour le
tacrolimus. Cette étude montre la présence d’au moins un variant parmi les 5 variants
génotypés chez 91% de la totalité des patients et chez 96% des patients afro-américains
(Van Driest et al., 2014). Cette étude met en évidence 1’importance d’appliquer les
recommandations de la FDA pour la pharmacogénétique et médecine personnalisée

ainsi que 1’apport du NGS dans la pharmacogénétique.

Par conséquent, une interprétation des données et un rapport précis des variants
pharmacogéneétiques constituent un défi pour le diagnostic clinique. En France, les
laboratoires mettent en ceuvre des tests pharmacogénétiques et se regroupent au sein

du Réseau National de Pharmacogénétique (RNPGx) (Becquemont et al., 2017).

Une autre étude récente, basée sur I’analyse des réponses de 156 cliniciens avec
des spécialités différentes (dont la cardiologie), a mis en évidence le fait que 94% des
cliniciens ont appliqué des tests pharmacogénétiques pour les patients traités par la
simvastatine, le clopidogrel ou la warfarine au moins une fois. Presque tous les
cliniciens (99%) etaient d’accord avec I’importance des tests pharmacogénétiques et
19% n’ont pas de connaissances quant a I’application de la pharmacogénétique (Peterson
etal., 2016).

Ces études montrent le fait qu’il existe une fréquence importante des variants tres
déléteres dans la prédiction & la réponse aux traitements. L’application des tests
pharmacogénetiques dans la pratique clinique pourrait contribuer a abaisser les effets
secondaires des traitements et améliorer la réponse des patients, notamment ceux étant
traités par des multi-thérapies. Ceci sera un important enjeu de Santé Publique dans
les années a venir, a la vue de I’augmentation des multi-thérapies dans le traitement

des maladies chroniques chez les patients plus agés. Le vieillissement est un
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phénomeéne planétaire. La population des soixante ans ou plus est celle qui augmente
le plus vite : entre 2015 et 2050, la proportion des 60 ans et plus dans la population
mondiale va presque doubler, passant de 12% a 22%. D’ici a 2020, le nombre de
personnes agees de 60 ans et plus va dépasser celui des enfants de moins de 5 ans. Le
vieillissement reflete une ameélioration de la santé et des conditions socio-économiques
mais il s’accompagne aussi de difficultés particuliéres auxquelles tous les pays devront
faire face. Il est essentiel de préparer les soignants et les sociétés a répondre aux
besoins des personnes agées (OMS, 2017b).

La technologie de sequencage a haut débit, comme le montrent ces études, pourrait
faciliter la prise en charge du patient (Ji et al., 2016). En psychiatrie, ceci pourrait
apporter une diminution des effets secondaires chez les patients déprimés ainsi qu’une

meilleure réponse aux traitements ADs.

V1.2 Limites

VI1.2.1 Limites de 1’étude

La principale limite et difficulté de notre étude a été le projet NGS. La premiére limite
de ce projet est le panel de génes. Du fait de 'utilisation du MiSeq I[lumina qui est plus
adapté & du séquencage de panel de genes que de I’exome, nous avons été limités en
nombre de génes. En effet, la limite fixée par panel a été inférieure a 500Kb. Ceci nous
permettait d’avoir une meilleure couverture de geénes. Pour respecter cette consigne, nous
avons da limiter le nombre de génes inclus et sequencer seulement certaines parties de
génes qui étaient decrits dans la littérature et qui présentaient un intérét. Pour cette raison
nous avons créé 9 probegroups avec des stratégies individuelles pour pouvoir respecter
cette taille de 500Kb. Les parties codantes ont été les parties majoritaires de ce panel qui

a étre séquencees.

Le but principal que nous nous sommes fixés a été de réaliser une approche « sujet
extréme » et de séquencer les bons et mauvais répondeurs a la venlafaxine dans la cohorte

METADAP. Apres une analyse de la cohorte, nous avons choisi une approche sujet
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« extréme ». Pour commencer, nous avons sélectionné parmi les 206 patients traités par
venlafaxine, 12 patients étaient des bons répondeurs et 12 patients étaient des mauvais
répondeurs. Malheureusement, les 24 patients extrémes n’étaient pas suffisants pour
pouvoir effectuer une analyse d’association du panel de génes et réponse a la venlafaxine.

Etant donné que les patients traités par venlafaxine étaient aussi les plus nhombreux
dans la cohorte METADAP, nous nous sommes proposés de séquencer en priorité la
totalité de ces 206 patients pour le panel de genes METADAP. Nous avons rencontré un
autre probleme lors de cette approche. Le « workflow » de I’hopital Kremlin Bicétre
appliqué au séquenceur NGS etait adapté pour une approche de maladies rares. Un
« workflow » adapté aux pharmacogénes n’a pas €té mis en place avant le sequencage de
panel METADAP. Plusieurs « workflows » ont été créés a I’hdpital Kremlin Bicétre dans
le but d’affiner les résultats et apporter un fichier « vcf » propre et analysable adapté a la
pharmacogénétique. Malheureusement, ce travail a pris plus de temps que prévu,
notamment a cause des difficultés bio-informatiques retrouvées. A ce jour un
«workflow » adapté a la pharmacogénétique existe et nous avons effectué toutes les
analyses bio-informatiques en utilisant ce « workflow ». De plus, au début de la mise en
place du « workflow » 1’analyse d’un seul patient prenait entre 2 et 3 heures. Le dernier
« workflow » mis en place a 1’hopital Kremlin Bicétre par le bio-informaticien en avril

2016 analyse tous les patients en méme temps dans une trés courte durée de temps.

Le nombre limité de patients séquencés par expérience a été une autre difficulté
rencontrée lors de la mise en place de ce projet. En effet, un séquencage incluant toutes
les étapes expliquées dans la premiére partie prend en moyenne une semaine. A chaque
expérience un nombre maximum de 23 patients peut étre sequencés. La plateforme de
séquengage de I’hopital Kremlin Bicétre est utilisée en priorité en routine pour les
maladies rares et en tant qu’approche exploratoire par les différents services de I’hopital.
Malheureusement nous n’avons pas pu séquencer tous les patients prévus dans la durée
de temps définie. Ceci a retardé notre projet NGS. Cependant, nous avons pu avancer
entre temps sur les autres parties et valider le panel de genes METADAP par la
discrimination allélique par TagMan ainsi que par la qualité de couverture de génes. Nous

avons également réussi a re-séquencer certains patients qui n’avaient pas une bonne
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couverture de genes ainsi que les patients avec un panel de genes bien couvert afin de
confirmer certains résultats.

Pour les projets des études d’association du COMT, du CYP2D6 et du CYP2C19 les
principales limites sont celles de la cohorte METADAP qui seront détaillés plus bas. Il
est important de mentionner que des études codt-efficacité pour ces deux études auraient

pu apporter plus d’informations pour les recommandations cliniques de génotypage.

VI1.2.2 Limites de la cohorte METADAP

Parmi les principales limites de la cohorte METADAP, la premiére est un taux
important d’attrition au sixieme mois de traitement. Néanmoins, D’attrition est un
phénomeéne classique dans toutes les études épidémiologiques longitudinales avec les
conditions de la « vraie vie » (Lamers et al., 2012). Par exemple, le taux d’attrition dans
notre étude était similaire a celui de la cohorte STAR*D, qui est I’étude naturaliste
principale a ce jour de réponse aux ADs. Comme cité précédemment, dans 1’étude

STAR*D, ce taux représente 58.2% au troisieme mois de traitement (Trivedi et al., 2006).

Deuxiémement, notre étude n’est pas une étude randomisée. Ceci pourrait
conduire a des biais liés aux caractéristiques individuelles des patients ainsi qu’a leur
réponse au traitement. Cette étude est basée sur des conditions de la vraie vie au niveau
du choix des prescriptions. La posologie de la venlafaxine a été adaptée par le clinicien
non-formé dans les données génétiques ou phénotypiques du CYP2D6 et CYP2C19. Une
adaptation empirique de la dose par le clinicien en fonction de la réponse clinique des
patients ne peut pas étre exclue. Ceci diminue la probabilité de trouver une influence

importante du génotype.

Troisiémement, 1’absence des concentrations plasmatiques qui aident & adapter et
suivre I’observance de la venlafaxine et ses majeurs métabolites est un autre biais, car il

aurait pu mieux expliquer la différence de réponse clinique et la compliance.
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VI3

Les résultats des différentes parties que nous avons menées sont synthétisés dans
la Figure 20. Les deux approches genes candidats qui ont été effectuées ont eu des
résultats négatifs. La premicre ¢tude d’association des polymorphismes génétiques des
enzymes de métabolismes de la venlafaxine, les CYP2D6 et CYP2C19 et la réponse a la
venlafaxine. Tenant compte du fait que les principaux polymorphismes génétiques ont
été étudiés, les phénotypes déterminés n’ont pas montré de role prédictif dans la réponse

clinigue a la venlafaxine.

La deuxieéme étude basée sur ’analyse des patients traités par venlafaxine n’a pas
mis en évidence une association entre 1’enzyme de métabolisme des catécholamines, la
COMT et I’efficacité de la venlafaxine. Aucun des polymorphismes génétiques les plus

fréguents dans la population caucasienne étudiés ne peut pas étre recommandé en tant

Conclusion

que biomarqueur de réponse a la venlafaxine en pratique clinique.

Approche génes
candidats

décrits dans la

Enzyme fonctionnelle
du métabolisme de
composés endogenes:
COMT

Biomarqueurs

littérature \

Enzymes du
métabolismede la
venlafaxine: CYP2D6,
CYP2C19

Approche
exploratoire

NGS
(construction du panel
de génes + validation)

:

N

Transporteurs d'uptake
de faible affinité pour les
monoamines: OCTs,
PMAT

Figure 20: Résumé des principaux résultats de these

126



Ainsi, la mise en place du projet de séquencage a haut débit avec un panel ciblé
est une nouvelle stratégie que nous avons choisie. Pour adapter notre analyse, ou nous
avons sélectionné des genes dans la littérature qui ont été soit déja étudiés, soit jamais
encore dans un contexte de dépression majeure. Nous avons validé cette technique par la
technique de discrimination allélique TagMan pour les polymorphismes génétiques les
plus couramment étudiés dans la population caucasienne dans le premier projet. Ce travail

a mené a une revue de la littérature des transporteurs des monoamines.

Vi4 Perspectives

Les résultats des génes candidats CYP2D6, CYP2C19 et COMT nécessitent d’étre

répliqués dans d’autres études pour confirmer nos résultats.

Les résultats de I’approche gene candidat montrent la nécessité d’explorer la
technologie de séquengage a haut débit. Cette technologie permettra d’identifier, en plus
des variants communs déja beaucoup étudiés, des variants rares ou ultra-rares ou des
insertions, délétions ou des copy number variants qui pourront apporter une meilleure
compréhension de ces mécanismes. De plus, si I’exploration du génome ou exome entier
n’est pas possible a cause des colits €levés et la difficulté d’analyser les données
génétiques, il est nécessaire d’inclure dans les panels de genes des variants des genes qui
n’ont pas encore été étudiés dans la dépression majeure. Dans notre étude, les
transporteurs OCTs et PMAT dans le cerveau constituent un bon exemple, méme si ces
transporteurs ont une faible affinité pour les ADs, le fait qu’ils transportent des
monoamines pourrait étre intéressant. Ces transporteurs pourraient retarder la réponse
aux ADs.

Cependant, jusqu’a présent il n’existe que des études in vitro avec des cellules
transfectées avec ces transporteurs ou des études in vivo chez les souris KO ou les
chercheurs ont observé la clairance des monoamines par électrophysiologie ou la réponse

aux ADs par des études comportementales. A notre connaissance, il n’existe aucune
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étude clinique pour montrer le r6le potentiel de ces polymorphismes génétiques dans la

dépression.

Jusqu’a présent, les études de GWAS n’ont pas apporté une réponse concernant la
mauvaise réponse aux traitements. L’exploration des données génétiques par des
nouvelles approches de séquencage a haut débit pourrait contribuer a 1’identification de
biomarqueurs génétiques de réponse a un traitement AD. Pour une meilleure couverture
des variants rares ou ultra-rares qui peuvent étre situés dans des zones non-codantes, la
meilleure approche est le génome entier. Mais cette technique reste tres colteuse et la

quantité de données séquencées serait difficilement analysable.

L’approche panel de genes ou exome est moins colteuse mais permet de séquencer
qu’une petite partie du génome. Ainsi, des variants rares ou ultra-rares intéressants dans
les introns ne seront pas analysés. En effet, cette technologie, dont le prix reste élevé,
comparé au TagMan ou PCR, ne permet pas de valider les SNPs situés dans les introns.
De plus, la visibilité des délétions ou duplications de certains genes comme CYP2D6 reste
difficile a visualiser avec des outils du NGS. Pour des génes qui sont compliqués a étre
séquenceés, un genotypage classique par discrimination allélique par TagMan ou PCR
quantitative pour les duplications est nécessaire. Dans les études actuelles qui utilisent le
NGS pour séquencer un panel de genes en pharmacogénétique utilisent en complément

la discrimination allélique par TagMan pour le CYP2D6.

Une autre perspective pour le NGS serait la mise en place des outils bio-informatiques
plus facilement exploitables. En effet, le Galaxy reste 1’outil le plus simple dans ’analyse
les données NGS, mais il est plus applicable pour un panel de genes que pour tout I’exome
ou génome. Pour ces deux derniers, I’application des outils plus lourds du point de vue
bio-informatique sont nécessaires. Ceci aiderait a 1’exploit rapide des données et leur

application a la clinique.

A ce jour, le NGS a lui seul ne peut pas encore étre utilisé en clinique. L’apport des

technologies plus anciennes est nécessaire pour certains genes comme le CYP2D6. Une
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amélioration du séquencage pour ces génes est nécessaire pour utiliser cette technologie
de séquencage en clinique sans la validation par discrimination allélique par TagMan ou
PCR quantitative pour les duplications. De plus, un important travail bio-informatique
devrait étre réalisé pour faciliter I’analyse des données. Le NGS devient un outil plus
important pour des panels de genes ou I’analyse bioinformatique et la quantité de données
n’est pas aussi difficile a gérer. Les exomes ou génomes sont des données plus
difficilement explorables et restent intéressants pour une approche exploratoire. Pour
I’approche appliquée a la routine clinique, a ce jour, nous pouvons utiliser un panel NGS
accompagné de la discrimination allélique par TagMan ou PCR quantitative pour valider
et compléter les données.
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Should a routine genotyping of CYP2D6
and CYP2C19 genetic polymorphisms be
recommended to predict venlafaxine
efficacy in depressed patients treated in
psychiatric settings?

Aim: The antidepressant venlafaxine (VEN) is metabolized by CYP2D6 and CYP2C19.
The aim of this study was to assess the relevance of generalizing to daily practice the
genotyping of CYP2D6 and CYP2C19 to predict VEN efficacy in depressed patients
treated in psychiatric settings. Patients & Methods: This study was nested in a
naturalistic cohort, with 206 patients requiring a new antidepressant treatment and
genotyped for CYP2D6 *3, *4, *5 del, *6, *2xN, *10, *41 and CYP2C19 *2, *3, *4, *5, *17
alleles. Results: CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes were associated neither with the
Hamilton depression rating scale score improvement, nor with response and remission.
Conclusion: Routine CYP2D6 and CYP2C19 genotyping cannot be recommended to

predict VEN efficacy in depressed patients treated in psychiatry settings.

First draft submitted: 8 January 2017; Accepted for publication: 6 March 2017;

Published online: 8 May 2017
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The antidepressants play a central role in
the pharmacotherapy of depression [1]. Ven-
lafaxine (VEN) is a combined serotonin and
noradrenaline reuptake inhibitor and is one
of the most prescribed antidepressants in
clinical practice worldwide 23]. CYP2D6
is the main enzyme involved in the synthe-
sis of its major metabolite, O-desmethyl-
VEN (ODV). The ODV has the same bio-
logical activity as the parent compound [4:5].
In vitro experiments described the involve-
ment of the CYP2C19 in the synthesis of
ODV as well (6]. N-demethylation of VEN
to N-desmethyl-VEN (NDV) is a minor
metabolic pathway catalyzed by CYP2C19
and CYP3A4 [6,7].

The CYP2D6 and CYP2CI9 are highly
polymorphic with over 100 allelic variants
identified for CYP2D6 and over 30 allelic
variants for CYP2CI9 [s-11]. Phenotypes of
the CYP2D6 activity, resulting from the

analyses of these polymorphisms, are class-
ified into normal metabolizer (NM), inter-
mediate metabolizer (IM), poor metabolizer
(PM) and ultrarapid metabolizer (UM)
accordingly to the enzymatic activities [12-15].
The frequency of these polymorphisms dif-
fers among various ethnic populations. The
incidence of UM phenotype ranges between
0.8 and 10% in Caucasian population and
the PM phenotype ranges from 5 to 10% of
Caucasians [13].

CYP2D6 was mostly studied in cohorts
with different antidepressants, the major-
ity of them described the higher incidence of
relevant side effects in CYP2D6 PM [16-18)
and some of them with antidepressants
plasma concentrations [1618]. In other stud-
ies, the CYP2D6 NM and PM phenotypes
were determined based on the ratio of ODV/
VEN concentrations and some of them
have shown that the ratio is correlated with
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the CYP2DG genotype [41619-20]. Few studies ana-
lyzed the impact of CYP2DG6 phenotype on clinical
outcome [421-22]. One small study has reported a trend
between the efficacy of VEN in major depressive dis-
order (MDD) patients evaluated after 7 weeks and the
CYP2D6 phenotype, determined by CYP2D6 geno-
typing and by the ratio of ODV/VEN. They described
three categories of response: responders with a reduction
of more than 50% from baseline, nonresponders with a
reduction of less than 30% and the intermediate group of
partial responders, and showed that a higher ratio corre-
sponding to CYP2D6 UM phenotype seems to be asso-
ciated with a greater efficacy [4]. In another prospective
study, Lobello et a/. pooled four double-blind, placebo
controlled studies with MDD patients, 464 received
VEN, 366 received placebo and were evaluated at differ-
ent time (6—12 weeks) [21]. They observed a significantly
greater improvement for CYP2D6 NMs; they have a
higher response and remission rate than PMs. However,
other clinical studies are not convinced about the clini-
cal impact of the ODV/VEN although specifying that
the PM patients increase the risk of side effects [16.18).
Interestingly, in the study of Kawanishi ez al, they
analyzed 108 Caucasian patients treated with differ-
ent antidepressants, and evaluated based on the HDRS
scale for over 8 weeks. They showed that the incidence
of CYP2D6 UM phenotype is higher in patients with
persistent depression. They hypothesized that CYP2D6
gene duplication might be a factor that influences the
clinical outcome [22].

Until now, only three studies have examined the influ-
ence of CYP2D6 and CYP2C19 genetic polymorphisms
on VEN treatment response and prediction of VEN
efficacy in depressed patients treated in natural psychi-
atric clinical settings (1823-24]. In all of them, no rela-
tionship between genotype and treatment response was
shown. Interestingly, Rolla ez al. assessed response with
the CGI (clinical global impression) scale over 1 year in
a clinical outpatient setting, and showed that CYP2D6
UM patients have responded to a dosage higher than
the usual therapeutic range. No significant correlation
between efficacy, adverse effects and genotype was
found in PMs [24].

Our study aimed to investigate whether genetic
polymorphisms in CYP2D6 and CYP2CI9 predict
VEN efficacy in a large and homogenous sample of
Caucasian depressed patients treated in psychiatric
settings for 6 months.

Materials & methods

Study population

The METADAP (Do Antidepressants Induce Meta-
bolic Syndromes) cohort is a 6-month prospective,
multicenter, real-world setting, treatment study,

including 624 in- or out-patients of various ethnicities,
mostly Caucasian suffering from a unipolar major
depressive episode (MDE) (DSM-IVTR [Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edi-
tion]) and requiring a new antidepressant treatment.
The antidepressant treatment had to be a monotherapy.
The drug and its dose were left to the treating psychia-
trist, using “real world” treatment options [25.26]. Data
were collected from November 2009 to March 2013 in
six university psychiatry departments in France. Writ-
ten informed consent was obtained from all patients
participating in this study.

Patients were included based on the following criteria:
aged 18—65 years, with a current MDE (with a minimum
score of 18 at the Hamilton depression rating scale-17,
HDRS-17) [27] in a context of MDD. Patients with psy-
chotic symptoms, bipolar disorders, psychotic disorders,
eating disorders, current substance abuse or dependence,
pregnancy, organic brain syndromes or severe unstable
medical conditions were not included. Patients receiving
antipsychotics or mood stabilizers before inclusion and/
or for 4 months or more during the last year were not
included. They were evaluated for depression symptoms
at the start of the treatment (MO0), and 1 month (M1),
3 months (M3) and 6 months (M6) later.

Our sample is the subgroup of 206 Caucasian
patients treated with VEN. Among the 206 genotyped
Caucasians patients, 184 patients were genotyped
for CYP2D6 and 182 patients for CYP2C19 genetic
polymorphisms because DNA was not amplified for
22 patients for CYP2D6 and 24 patients for CYP2CI9,
respectively (Tables 2 & 3). The patients who prema-
turely dropped out from the study after the first, third
and sixth months were excluded from the analyses. The
dropout reasons were: stop of the antidepressant, pre-
scription of unauthorized drugs, change of diagnosis,
investigator’s decision, patient’s decision or other reason.

Genotyping

Genomic DNA was extracted from circulating
blood leukocytes by using Gentra Puregene Blood
Kits according to the manufacturer’s protocol (Qia-
gen, SA, Courtaboeuf, France) and was stored at
-20°C. Patients were genotyped for the major alleles
CYP2D6 and CYP2CI9: LOF alleles (CYP2D6 *3
rs35742686, *4 rs3892097, *6 rs5030655); (CYP2CI19
*2 1s4244285, *3 rs4986893, *4 1528399504, *5
rs56337013); increased function (CYP2CI19 *I17
rs12248560); and decreased function alleles (CYP2D6
*10 151065852, CYP2DG6*41 rs28371725) using Taq-
Man allelic discrimination [28] with the ABI Prism®
7900HT Sequence Detection System (Applied Bio-
system, Courtaboeuf, France). The complete deletion

(CYP2D6*5) and gene duplication (CYP2D6*2xN)
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were detected by quantitative PCR according to the
methods of [29). The CYP2D6 and CYP2CI9 geno-
types were evaluated as blind samples. Each analysis
included positive and negative control for quality
assurance. The patients were genotyped in our labora-
tory that is accredited according to COFRAC (Comité
Francais d’Accréditation) and participate to the exter-
nal international standards control ECAT (European
Committee for Clinical Laboratory Standards).

Phenotyping

Patients were classified into four groups of CYP2D6
and CYP2C19 phenotypes according to inherited geno-
types. For CYP2D6, NMs are individuals with two
normal functional alleles (*I) or two decreased function
alleles (*41, *10) or one normal functional and one LOF
(loss of function;*3, *4, *5 del, *6) allele or one nor-
mal function and decreased function or combinations
of duplicated alleles with one LOF allele or decreased
function alleles. PMs are individuals carrying only LOF
alleles. IMs are individuals carrying one LOF allele and
one decreased function allele [15]. The CYP2D6 UMs
refer to carriers of duplications of functional alleles
(CYP2D6*2xN). For the CYP2C19 NM, patients are
carriers of two normal function alleles (*7). IMs are car-
riers of one LOF allele CYP2C19 (*2, *3, *4, *5) and
one normal function allele (*/) or one LOF and one
increased function allele (*17) 15]. PMs refer to individ-
uals carrying two LOF alleles CYP2C19 (*2, *3, *4, *5).
The CYP2C19 RMs refer to heterozygous carriers of one
normal function (*/) and one increased function allele
(*17). Only one patient had an UM CYP2C19 pheno-
type that refers to homozygous carriers of *17 allele.
This patient was included in the RM group [15] (Table 1).

VEN efficacy

Clinical response was assessed using the HDRS scale
at baseline, 1, 3 and 6 months following the anti-
depressant treatment. The HDRS score improvement
was the primary outcome criterion. Response and
remission rates were the secondary outcome criteria.
Response was defined as a decrease in the HDRS score
of at least 50% from baseline to follow-up (M1, M3 or
M6). Remission was defined by a HDRS score of seven
or less at follow-up (M1, M3 or M6).

Statistical methods

Descriptive statistics were initially performed. In a
second step, bivariate analyses were performed using
nonparametric statistics to compare the effects of each
phenotype on HDRS improvement score and response
and remission rates. Categorical variables were com-
pared by nonparametric Fisher’s tests. Since the dis-
tribution data were not normal, continuous variables

Pharmacogenetics of venlafaxine & clinical response

were compared by nonparametric Kruskal-Wallis tests
(n > 2 patients for each group and independent sam-
ples). In a third step, multivariate linear and logistic
regressions controlling for associated baseline values
with a p < 0.05 were performed. Finally, MANOVAs
(multivariate analysis of variance) for repeated mea-
sures were also performed to assess the subgroup of
patients that completed the full course of treatment.
The R Software version 2.14.1 and GraphPad Prism
version 6 (GraphPad Software Inc., CA, USA) were
used. All tests were two-tailed. A p-value of 0.05 was
considered significant.

Results

Sample characteristics

Two hundred and six Caucasian patients with a mean
age of 48.33 + 12.15 years were analyzed. A total of
66.02% were females, 88.83% were inpatients at base-
line. Their HDRS-17 score at baseline was 25.23 + 4.97,
14.23 + 6.87 at M1, 12.28 + 7.12 at M3, 10.66 + 8.51
at M6. Their mean number of previous MDE was
1.75 + 1.74 years. The average lifetime duration of MDD
before inclusion was 9.98 + 11.47 years. The mean VEN
dose at baseline was 114.75- + 60.20 mg/day.

A rtotal of 47 patients (22.81%) dropped out from
the study between M0 and M1, 55 (32.93%) between
MI and M3 and 26 (23%) later. Therefore 159 patients
participated at this study at the first month of treat-
ment, 112 patients at the third and 87 patients at the
sixth month. More detailed demographic and clini-
cal features of 206 patients according to CYP2D6
and CYP2C19 phenotype are shown in Tables 2 & 3,
respectively.

CYP2D6 & CYP2C19 genotypes

Genotype distribution was in accordance with Hardy—
Weinberg equilibrium. The CYP2D6 allele frequencies
were: CYP2D6*4 (16.57%), duplications CYP2D6*2xN
(3.8%), CYP2D6*5 (2.17%), CYP2D6*10 (20.10%),
CYP2D6*41 (10.32%), CYP2D6*3 (0.54%) and
CYP2D6*6 (0.54%). For CYP2CI9 genetic poly-
morphisms, the two more frequent allelic variants were
CYP2C19*17 (18.4%) and CYP2CI19*2 (12.36%), and
CYP2CI19*3, *4 had allele frequencies of only 0.3%,
CYP2CI19*5 was not found (Table 1).

CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes & clinical data

Patients were classified into four groups of phenotypes
according to the CYP2D6 and CYP2C19 genetic poly-
morphisms. Clinical data were described according to
CYP2D6 (Table 2) and CYP2C19 (Table 3) phenotypes.
Patients were distributed between the various CYP2D6
phenotype subgroups as follows: 8 (n = 4.3%) sub-
jects were PMs, 51 (27.7%) subjects were IMs,
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Table 1. Description and frequency of major human CYP2D6 and CYP2C19 gene polymorphisms in

this sample (CYP2D6: n = 184, CYP2C19: n = 182).

Allele Nucleotide changes Effect Predicted Allele n
(rs number) activity frequency

in this

study (%)
CYP2C19
*2 19154G > A (rs4244285) Splice-site mutation Inactive  12.36 45
*3 17948G > A (rs4986893) W212X Inactive 0.3 1
*4 1A > G (rs28399504) Missense Inactive 0.3 1
*5 1297 > T (rs56337013) Missense Inactive 0 0
*17 -806C > T (rs12248560) Promoter region Increase  18.4 67
CYP2D6
*3A 2549delA (rs35742686) Frameshift variant None 0.54 2
*4 1846G > A (rs3892097) Splicing defect has several subvariants None 16.57 61
*5 whole enzyme deletion  CYP2D6 gene deleted None 2.17
*6 1707delT (rs5030655) 118 frameshift None 0.54
*10 100C > T (rs1065852) P34S Decrease 20.10 74
*41 2988G > A (rs28371725)  Aberrant splicing Decrease 10.32 38
Duplication Whole-gene duplication Copy number variations Increase 3.8 14

114 subjects were NMs (62%) and 11 (6%) subjects
were UMs. For the CYP2C19 phenotype: 4 (2.2%)
were PMs, 38 (29.87%) were IMs, 83 (45.6%) NMs
and 57 (31.3%) were UMs (Tables 1 & 2). At base-
line, sex was significantly associated with CYP2D6
phenotype (PMs: 50% female, IMs: 68.6% female,
NMs: 64% female, UMs: 100% female, p = 0.04).
Regarding the attrition rate after the third month
of treatment, for CYP2D6 it was more important
for the PM patients (PM:75%) than for the NM,
IM or UM patients (NM: 30.43%, IM: 32.56%,
UM:60%). Concerning CYP2CI9, the attrition
rate was more important for NMs (48.88%) than
IMs, PMs or UMs (IM: 42.10%, PM: 33.33%,
UM: 26.31%). The attrition rate according to the
different phenotype was not significant in bivariate
analysis (Tables 2 & 3).

CYP2D6 & response to VEN

According to CYP2D6 phenotype and HDRS score
based response criterion, we observed a trend toward
lower improvement for the CYP2D6 UMs than for
the NMs after 1 month of treatment (p = 0.07) in
bivariate analyses (Figure 1A). UMs tended to have a
worse HDRS score than IMs, NMs and PMs at M3
(UMs: 19 + 11.55, IMs: 11 + 7.45, NMs: 12.39 + 6.21,
PMs: 6.25 + 3.5, p = 0.07) and a worse response
(UMs: 20%, IMs: 65.55%, NMs: 50.72%, PMs:
100%, p =0.05) (Table 1 & Figure 1B &D). The CYP2D6
phenotype was significantly associated with the

average HDRS score improvement at M3 with a worse
HDRS improvement for CYP2D6 UMs, compared
with IMs, NMs and PMs (UMs: 27.47 + 30.84%,
IMs: 5552 + 29.22, NMs: 5096 23.41%,
PMs: 75.88 + 11.64%, p = 0.04) in bivariate analy-
ses. The CYP2D6 phenotype was not associated with
remission at the third month of treatment (Figure 1C).
The CYP2D6 phenotype was no more significantly
associated with the average HDRS score improvement

+
+

in multivariate analyses controlling for sex (Figure 1A).
The repeated measures MANOVA failed to show an
association between the CYP2D6 phenotype and the
HDRS score improvement for the patients that com-
pleted the full course of treatment (F: 1.312; ddl: 4;
p = 0.26) (Figure 1E).

CYP2C19 & response to VEN

The treatment response estimated by HDRS score
showed no difference between the CYP2CI9 pheno-
type groups at M1, M3 and M6 (Table 2). The
ratio of responders was higher in the PM CYP2CI9
group at the third and sixth month of treatment
n = 66.67%, n = 100% but was not statistically
significant (Table 2).

Discussion

To thebestof our knowledge, thisis the first large study
evaluating the association between VEN efficacy and
phenotype according to the genotype of CYP2D6
and CYP2CI9 in daily practice for depression.
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We were not able to show that a routine genotyping
of the most frequent CYP2D6 and CYP2C19 genetic
polymorphisms could be useful and recommended to
predict VEN efficacy in depressed patients treated in
psychiatric settings.

As far as for the frequency of the CYP2D6 pheno-
type, in this sample, the PMs frequency was 4.3%, it
was in the same range as observed by Preskorn ez 4/. in
depressed Caucasian patients [30] and lower as expected
in Caucasians healthy volunteers (5-10%) [31].
Interestingly in our study, the CYP2D6 UMs fre-
quency was 6%, which is higher than the Caucasian
healthy volunteers (1-2%) (32] and higher than the fre-
quency (4%) described in the study of Preskorn ez al.
who genotyped a large population for depressed Cauc-
asian patients [30]. More recently Sanchez-Iglesias ez al.
described in a large psychiatric cohort of bipolar dis-
order of predominantly Caucasian patients (n = 224), a
frequency of 4.5% for carriers of CYP2D6 UM pheno-
type, whereas Pietarinen ez a/. showed in another large
cohort with healthy Caucasian subjects a frequency of
7.2% for CYP2D6 UM phenotype [3334]. Concerning
the frequency of IM phenotype, in our study it was
27.7%, which is higher than in the study of Caucasian
depressed population of Preskorn ez al. (6.8%) and
higher as described by Sachse ez 4/. in healthy Caucasian
population (10-15%) [3031]. The difference between
the frequency of CYP2D6 phenotypes in healthy Cau-
casian population and depressed Caucasian population
could be a potential genetic factor influencing the dis-
ease onset independently of any drug use. Bertilsson
et al. described for the first time a personality differ-
ence between NMs and PMs, showing in a Swedish
sample that PMs are more impulsive [35]. Moreover,
another replication study conducted in healthy Span-
ish volunteers showed that PMs are more anxiety-
prone than NMs [36]. Both, impulsivity and anxiety
are behavioral characteristics of a diminished sero-
toninergic tone [37]. Yu et al. proposed a mechanistic
basis for involvement of CYP2D6 in regeneration of
serotonin from an endogenous compound, a metabo-
lite and precursor of melatonin, the 5-methoxytrypta-
mine, and by extension, in serotonergic physiology and
neuropsychiatry disorders [38]. It is important to note
that in most of the other previously published stud-
ies in depressed patients, the UM phenotype was not
determined according to the genotype but based on
the (ODV/VEN) ratio and patients were only classi-
fied in two phenotype groups (NM and PM). The fre-
quency of CYP2C19 PM phenotype was 2.2% and the
frequency of CYP2CI19 UM was 31.3%, those being
consistent with the data from the literature: 2—4%
for PMs and 30.1% for NMs in Caucasian depressed

Pharmacogenetics of venlafaxine & clinical response

patients observed in the Rudberg e al. study [39].
In our study CYP2CI9*17/*17 genotype represents
0.55% among depressed patients, whereas in the study
of Rudberg ez al. this genotype represents 4.22%. The
frequency of CYP2C19*17 allele in our study is 18.4%.
These data are in line with the study of Rudberg et a/.
CYP2C19*17 representing 22% [39].

The major findings presented in our study demon-
strate no efficacy differences between the four CYP2D6
phenotype groups (PMs, IMs, NMs and UMs) in a
large prospective study during 6 months of evaluation.
Our results are in agreement with the three studies that
have reported a lack of relationship between CYP2D6
phenotype, based on genotype and efficacy measures.
In the first study, Grasmader e al. failed to show a
relationship between CYP2DG genotype and treat-
ment response but a significant influence of CYP2D6
genotype on plasma concentrations of new generation
antidepressants, but only 17 among 136 patients were
treated by VEN. Treatment response was defined
according to the 17-item HDRS and at least 3-weekly
visit (18]. The second study focused on the association
between the CYP2D6 genotype and response to VEN
in an 8-week study in naturalistic settings [23]. Ng ez a/.
published a nonrandomized prospective study in mixed
Caucasian and Han Chinese ethnicities of depressed
patients, who were evaluated during 8 weeks. Among
106 patients they found that CYP2CI19 and CYP2D6
phenotypes, had no impact on the HDRS reduction.
Only 44 patients among the 106 were treated with
VEN in this study, the others received escitalopram.
This study showed no significant difference in response
to PM/IM group compared with NM/UM according
to the CYP2D6 and CYP2C19 phenotype [23]. This last
study has three major limitations: the small sample size
of Caucasian depressed patients; the small sample of
mixed patients treated by VEN (44); the short time of
treatment (8 weeks); and the evaluation of the response
by a scale (UKU: [Udvalg for kliniske Undersogelser]
side effects rating scale) which is not the recommended
scale to evaluate an antidepressant response. In the
third study, Rolla ez 4/. analyzed whether the CYP2D6
genotype had an impact on the duration of treatment
and the clinical outcome among 47 patients MDD
treated with VEN [24]. The VEN response was assessed
with the CGI scale at 6 weeks, 6 months and 1 year
in a clinical outpatient setting. The authors observed
that UM patients have responded to a dosage higher
than usual therapeutic range and did not develop any
adverse effects. No significant correlation between effi-
cacy, adverse events and genotype was found in PMs.
The main limitations of those three studies were the
small sample and heterogeneous population.
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Table 2. CYP2D6 phenotype and efficacy of venlafaxine.

CYP2D6 phenotype

Mo

Age; m (SD)
Female; n (%)

Number of previous MDE;
m (SD)

MDD duration; m (SD)

Antidepressant previous
duration; m (SD)

HDRS

HDRS MO; m (SD)
HDRS M1; m (SD)
HDRS M3; m (SD)
HDRS M6; m (SD)
HDRS % improvement

HDRS% improvement M1;
m (SD)

HDRS% improvement M3;
m (SD)

HDRS% improvement M6;
m (SD)

HDRS response
Responders M1; n (%)
Responders M3; n (%)
Responders M6; n (%)
HDRS remission
Remitters M1; n (%)
Remitters M3; n (%)
Remitters M6; n (%)
VEN dose

Dose MO; m (%)

Dose M1; m (%)

Dose M3; m (%)

Dose M6; m (%)

Attrition

M1; n (%)
M3; n (%)
M6; n (%)

*Test statistically significant (p < 0.05).

PM

47.14 (£ 8.71)
4 (50)*

1.25 (+ 1.03)

11.5 (= 11.58)
7.16 (= 8.47)

26.75 (+ 6.84)
12.42 (+ 4.75)
6.25 (+ 3.5)
4.5 (+ 2.38)

51.09 (+ 27.23)

75.88 (= 11.64)

82.17 (x 9.75)

4 (57.14)
4 (100)
4 (100)

1(14.28)
2 (50)
4 (100)

106.25 (+ 37.2)
178.57 (= 71.33)
200 (+ 93.54)
178 (+ 35.86)

1(14.28)
3 (75)
0 (0)

M

50.55 (10.9)
35 (68.6)
1.85 (1.95)

9.79 (11.42)
3.57 (4.91)

25.47 (= 4.74)
12.65 (+ 7.05)
11 (+ 7.45)
12.41 (= 10.19)

50.16 (+ 25.64)

55.52 (+ 29.22)

49.74 (+ 40.11)

24 (55.81)
19 (65.55)
14 (58.33)

13 (30.23)
9 (31)
9 (37.5)

112.21 (= 59.27)
172.06 (= 76.14)
198.68 (+ 79.03)
194.2 (= 81.72)

8 (18.6)
14 (32.56)
5(20.83)

NM

48.11 (12.6)
73 (64)
1.76 (1.73)

10.97 (11.86)
2.67 (4.38)

24.73 (= 4.71)
14.04 (+ 6.52)
12.39 (£ 6.21)
10.4 (+ 8.02)

45.9 (+ 25.63)

50.96 (+ 23.41)

58.91 (= 31.12)

36 (40)
35(50.72)
38 (73.1)

17 (18.88)
17 (24.63)
23 (44.23)

112.42 (+ 59.29)
163.15 (x+ 73.99)
187.78 (= 68.57)

183.86 (=
70.56)

24 (26.67)
21(30.43)
17 (32.69)

UM

45.89 (+ 12.29)
11 (100)*

1.91 (+ 1.57)

6.58 (+ 8.91)
1.61 (+ 1.47)

25.48 (+ 4.06)
18 (+ 6.88)

19 (+ 11.55)

4 (£ 2.64)

27.56 (+ 18.85)

27.47 (+ 30.84)

82.52 (+ 11.70)

2 (25)
1(20)
3 (100)

0(0)
1(20)
3(100)

102.27 (= 39.46)
164 (+ 56.53)
195 (+ 85.51)
200 (+ 43.3)

8 (37.5)
3 (60)
2 (66.67)

HDRS: Hamilton depression rating scale 17 items; IM: Intermediate metabolizer; m: mean; MO: Month of treatment; M1: First month;
M3: Third month; M6: Sixth month; MDD: Major depressive disorder; MDE: Major depressive episode; NM: Normal metabolizer; PM: Poor
metabolizer; SD: Standard deviation; UM: Ultrarapid metabolizer.

0.48
0.04*
0.72

0.6
0.13

0.72
0.18
0.07
0.17

0.07

0.04*

0.19

0.19
0.05
0.24

0.2
0.63
0.02*

0.99
0.87
0.86
0.82

0.71
0.51
0.21

In the present study, we observed that CYP2D6 UMs
tend to have a worse response according to HDRS
score than the NMs at M1 and M3 of treatment. As we

hypothesized, CYP2D6 gene duplication might be a fac-
tor that modifies the clinical course of depressed patients.
In summary, when considering the active metabolite
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ODV, it should make us think that UMs for CYP2D6
should have a better drug efficacy. Our results do not
bring out an important difference. Even if our results
are not statistically significant in multivariate models,
our observations are in agreement with the study of
Kawanishi et a/. who described the CYP2D6 phenotype
and response to different antidepressants [22]. Interest-
ingly, few studies analyzed the influence of CYP2D6
UM phenotype and the response to treatment with
VEN p1). Rolla ez al. showed that UMs patients needed
a higher dose to have a response but with mirtazapine,
Kirchheiner ez al. have shown that CYP2D6 duplication
may only explain a very small fraction of the cases with
therapeutic nonresponse to treatment [40]. Moreover,
our negative results could be explained by the fact that
ODV, the main VEN metabolite, is pharmacologically
active, as is VEN the mother drug. The PMs have high
VEN concentration and low ODV concentration and
the EM have low VEN concentration and high ODV
concentration. This could contribute to the negative
results between genotypes/phenotypes and therapeutic
response as the sum (active moiety) would not vary to a
large extent between genotypes.

A low improvement of CYP2D6 UMs could be
also explained by the stereo-selective disposition in
humans (41]. Although the study of Eap e a/. showed
that in seven NMs and five PMs Caucasian patients,
and any UM, CYP2D6 catalyzes both enantiomers of
VEN toward ODV but displays an important stereo-
selectivity toward the (R)-enantiomer. Previously the
oral clearance of VEN was shown higher for the (R)-
enantiomer in PMs and for the (S)-enantiomer in NMs.
In vitro studies showed that (S)-VEN inhibits nor-
adrenaline and serotonin presynaptic reuptake, while
(R)-VEN inhibits serotonin uptake [6]. To the best of
our knowledge, no studies have examined the VEN
stereoselectivity in the disposition of VEN for UMs.
Therefore, this may be an explanation for an improve-
ment of UMs compared with NMs [41]. Although
CYP2C19 genetic polymorphisms did not predict the
response in our study, the CYP2CI9 genetic poly-
morphisms were not often studied [34]. Our hypoth-
esis is that CYP2C19 and CYP3A4 may be involved
in the synthesis of secondary active metabolites such as
NDYV in these patients. This result could be explained
by the fact that the largest impact of the CYP2D6
phenotype on the pharmacokinetics of VEN was on
the CYP3A4 NDV metabolite [5]. Our study is the first
largest study investigating CYP2CI9 with CYP2DG6.
Only one association study based on the CYP2CI19 and
CYP2D6 polymorphisms and VEN pharmacokinetics
shows that in Japanese population, CYP2D6*10 and
CYP2C19*2 and *3, common in Asian individuals,
are genetic factors to be used in determining inter-

Pharmacogenetics of venlafaxine & clinical response

individual differences in pharmacokinetics of VEN
and the NDV. The interindividual difference could
also be explained by the CYP3A4 [42].

A few studies described that patients with the NM
or UM genotype are in fact PM when they received
a concomitant inhibitor, phenomenon called ‘pheno-
conversion’ [43-46]. Moreover, Preskorn et al. showed
in a multicentered naturalistic study of VEN treat-
ment up to 8 weeks a phenoconversion to CYP2D6
PM in 208 of 865 (24%) individuals with a CYP2D6
non-PM genotype [46]. In addition, Berm et 4/ in a
post hoc analysis of a clinical trial with 81 elderly
patients (50% among them treated with VEN) showed
no phenoconversion from PM to NM or vice versa, but
a phenoconversion from IM to NM in 36% of popula-
tion. Additionally, PMs were found to have higher risk
of nonresponse on HDRS scale [45].

Generally, VEN is a molecule that is well-tolerated [s].
Nevertheless, Shams ¢t a/. showed that a PM phenotype
is at higher risk of side effects compared with others phe-
notypes [16,45.47-49]. Other studies showed an important
cardiotoxicity among the mentioned side effects [47-49].

Among the three main limitations of the study,
the first one is an important attrition rate at the
sixth month of treatment. But, attrition is faced
by all longitudinal epidemiological studies with
‘real-world” treatment options [48]. For example,
our attrition rate was similar to the attrition rate of
the STAR*D (Sequenced Treatment Alternatives to
Relieve Depression) cohort, the main naturalistic
study of antidepressant drugs with MDD patients
of the STAR*D cohort in which 58.2% of patients
stopped their antidepressant or dropped-out from
the study before 3 months of treatment [s0]. Second,
the lack of randomization may lead to biases related
to individual characteristics and their respective
treatment response. This study is based on real-life
clinical conditions. This study is based on real-life
clinical conditions. The dose of VEN was freely
adapted by the clinician who was not aware about the
genotype/phenotype of CYP2D6 and CYP2CI9. Tt
cannot be excluded that the doses of prescribed VEN
were empirically adapted by the clinician in func-
tion of the clinical response of patients. Indeed, this
decreases the likelihood to find significant influence
of the genotype. Third, the lack of plasma concen-
tration monitoring of VEN and its major metabo-
lites might have explained better the differences in
clinical response, as well as compliance.

Despite the limitations described above, some
strengths of our research can be underlined. Our
study provides information about patients treated in
a real world that can provide valuable information.
Moreover, this study broadens the limited number
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of studies performed in clinical setting, which have
lower sample sizes. Second, none of the treating psy-
chiatrists was aware of the CYP2D6 and CYP2C19
genotype prior to drug prescription and dosages

adjustments. Therefore, the prescriptions were based
exclusively on the HDRS score and clinical response
at different time until 6 months. Third, all patients
analyzed in this study were selected because they

Table 3. CYP2C19 phenotype and efficacy of venlafaxine.

MO

Age; m (SD)
Female; n (%)

Number of previous MDE;
m (SD)

MDD duration; m (SD)

Antidepressant previous
duration; m (SD)

HDRS

HDRS MO; m (SD)
HDRS M1; m (SD)
HDRS M3; m (SD)
HDRS M6; m (SD)
HDRS % improvement

HDRS% improvement M1;
m (SD)

HDRS% improvement M3;
m (SD)

HDRS% improvement M6;
m (SD)

HDRS response
Responders M1; n (%)
Responders M3; n (%)
Responders M6; n (%)
HDRS remission
Remitters M1; n (%)
Remitters M3; n (%)
Remitters M6; n (%)
VEN dose

Dose MO; % (SD)
Dose M1; % (SD)
Dose M3; % (SD)
Dose M6; % (SD)
Attrition

M1; n (%)

M3; n (%)

M6; n (%)

“test statistically significant (p < 0.05).

metabolizer; SD: Standard deviation.

PM

48.24 (+ 5.58)
3 (75)

3.25 (£ 0.95)

9.99 (+ 4.63)
7.62 (+5.78)

28 (x 1.41)
17 (= 3.16)
12.66 (+ 7.5)
7.5 (+7.78)

38.87 (= 13.54)

56.11 (+ 25.56)

73.74 (+ 26.25)

1(25)
2 (66.67)
2 (100)

0(0)
1(33.33)
1 (50)

131.25 (= 37.5)
243.75 (+ 37.5)
200 (+ 43.30)
225 (x 0)

0(0)
1(33.33)
1 (50)

CYP2C19 phenotype

M NM RM p

46.94 (+ 12.39) 48.87 (£ 11.87)  49.29(x12.49) 1

29 (76.31) 52 (62.65) 38 (66.7) 0.51
1.61 (= 1.39) 1.9 (x 1.85) 1.61 (= 1.82) 0.11
10.87 (x 12.47) 11.23 (£ 11.79) 9.22 (+ 11.06) 0.69
2.92 (= 4.61) 3.26 (£ 5.11) 2.60 (£ 4.09) 0.16
23.63 (+ 3.8) 25.03 (+ 4.49) 25.50 (+ 5.62) 0.15
13.59 (6.77) 13.61 (+ 7.05) 13.58 (£ 5.92) 0.66
13.47 (7.32) 11.04 (x 6.71) 11.78 (+ 6.03) 0.51
13.16 (9.10) 10.35 (+ 8.93) 9.10 (x 7.55) 0.61
42.5 (= 27.10) 44.67 (x 28.51) 46.47 (+ 21.47) 0.93
42.89 (+30.59) 56.91(x24.03) 52.98(x23.22) 0.27
41.48 (42.55) 59.83 (x 31.54) 64.90 (x 27.91) 0.41
12 (44.44) 33 (49.25) 19 (39.58) 0.67
7 (36.84) 29 (64.44) 21 (55.26) 0.22
7 (58.33) 27 (69.23) 23 (79.31) 0.43
7 (25.92) 15 (22.38) 9 (18.75) 0.75
5(26.31) 14 (31.11) 9 (23.68) 0.86
4 (33.33) 19 (48.71) 15 (51.72) 0.79
109.81 (£ 50.9) 106.89 (+ 50.27) 117.89 (x71.17) 0.65
177.74 (x 72.59) 154.64 (£ 71.35) 167.91 (£ 75.25) 0.05
201.31 (+78.38) 184.15(x69.96) 193.94 (+ 76.64) 0.83
200 (+ 66.57) 175.58 (£ 65.41)  194.79 (+ 83.37) 0.58
11 (40.27) 16 (23.88) 9 (18.75) 0.38
8(42.10) 22 (48.88) 10 (26.31) 0.45
7 (58.33) 6 (15.38) 9 (31.03) 0.08

HDRS: Hamilton depression rating scale 17 items; IM: Intermediate metabolizer; M: mean; M1: First month; M3: Third month; M6: Sixth
month; MDD: Major depressive disorder; MDE: Major depressive episode; NM: Normal metabolizer; PM: Poor metabolizer; RM: Rapid
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Figure 1. Hamilton depression rating scale score improvement, responders, remitters and Hamilton depression rating scale score over

time depending on CYP2D6 phenotype: poor metabolizer; intermediate metabolizer, normal metabolizer and ultrarapid metabolizer.

M1 - the first month of treatment, M3 - the third month of treatment, M6 — the sixth month of treatment; (A) Hamilton depression rating
scale (HDRS) score improvement; (B) Responders: HDRS score decrease at least 50% from baseline to 1, 3 and 6 months; (C) Remitters: HDRS
score of 7 or less after 1, 3 and 6 months of treatment; (D) HDRS score at baseline, 1, 3 and 6 months; (E) HDRS score improvement of
patients that completed the full course of treatment; HDRS score improvement, response, remission and HDRS score were analyzed using
multivariate model adjusted for sex.
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were treated only with VEN according to the criteria
of the well-characterized METADAP cohort.

To the best of our knowledge our study is the first
one that aimed to investigate whether genetic poly-
morphisms in CYP2D6 and CYP2CI9 predict VEN
efficacy. Another similar study with two virtual
cohorts of 1000 depressive patients has been done to
determine the costs and effects of routine genotyp-
ing of CYP2D6 for Dutch patients treated with nor-
triptyline and showed that CYP2D6 genotyping was
not cost-effective at current genotyping costs, but it
could be effective at test costs below €40 [51]. Further
prospective pharmacogenetics studies are needed to
evaluate in psychiatric settings, the part of CYP2D6
and CYP2CI9 genetic polymorphisms, mainly by
identifying new rare variants of these cytochromes
using the new technologies as next-generation
sequencing.

Conclusion

In a large cohort of depressed patients and a long-
term follow-up, we were not able to recommend a
routine genotyping of CYP2D6 and CYP2C19 poly-
morphisms to predict VEN efficacy in depressed
patients treated in psychiatric settings.
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Summary points

Background

requiring a new antidepressant treatment.

Results

response and remission.
Conclusion

patients treated in psychiatry settings.

e The antidepressant venlafaxine (VEN) is metabolized by CYP2D6 and CYP2C19 in the liver.

e The aim of this study was to assess the relevance of generalizing to daily practice the genotyping of CYP2D6
and CYP2C19 to predict VEN efficacy in depressed in-patients treated in psychiatric settings.

e This study was nested in the METADAP cohort, a 6-month prospective, multicenter, real-world setting and
treatment study, including patients suffering from a unipolar Major Depressive Episode (DSM-IVTR) and

e Two hundred and six Caucasian depressed patients were systematically genotyped for the major CYP2D6 *3,
*4, *5 del, *6, 2xN, *10, *41 and CYP2C19 *2, *3, *4, *5, *17 alleles.

e The CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes were associated neither with the HDRS score improvement, nor with

e Routine CYP2D6 and CYP2C19 genotyping cannot be recommended to predict VEN efficacy in depressed
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Abstract: The antidepressant venlafaxine is known to increase the turnover of cerebral monoamines, which are catabolized by
the catechol-O-methyltransferase (COMT). The COMT (Val(108/158)Met, rs4680) genetic polymorphism affects the cerebral
COMT activity. But whether this genetic polymorphism is associated with response to venlafaxine remains unclear. We assessed
the impact of the COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism on the efficacy of venlafaxine in depressed patients.
This study was nested in the METADAP cohort, a real-world naturalistic treatment study in psychiatric settings. A total of 206
Caucasian patients with a unipolar major depressive episode (DSM-IVTR) treated with venlafaxine and evaluated with the
Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) were studied. One hundred and eighty patients were genotyped for the COMT Val
(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism and classified into three genotype subgroups: Val/Val, Val/Met and Met/Met. The
COMT genotype was the explanatory variable, and the variables to be explained were HDRS score, HDRS score improvement
over time, response rate and remission rate. Venlafaxine had a trend to higher efficacy in the Val/Val patients as compared to
Met/Met carriers, as shown by the HDRS score improvement after 3 months of treatment, but this result was not significant in
mixed models [Val/Val: 59.78% (+22.4); Val/Met: 51.64% (£26.3); Met/Met: 39.52% (£27.6)]. The percentage of responders
and remitters after 3 months of treatment was not significantly different in the three genotype groups, although coherent trends
were shown. The COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism cannot be recommended as a biomarker for the

prediction of venlafaxine efficacy in patients treated in psychiatric settings.

Major depressive disorder (MDD) is the most common psy-
chiatric disorder with a life-time prevalence of around 16%
[1]. This disorder has a heavy impact on the individual well-
being and has been predicted to become the second leading
cause of the global burden of disease by the year 2020 [2].
MDD is a multi-factorial disease influenced by genetic, envi-
ronmental and physiological factors [3,4].

Unfortunately, response to antidepressant drugs (ADD) in
patients suffering from MDD remains insufficient as up to
one-third of patients adequately treated for major depressive
disorder (MDD) do not respond to multiple interventions [5].
This variability of ADD response partly relies on specific
socio-demographic and clinical factors [5] but also on genetic
factors [6,7].

Many pharmacogenetic studies have examined the associa-
tion between antidepressant response and candidate genes

Author for correspondence: Celine Verstuyft, Service of Molecular
Genetics, Pharmacogenetics and Hormonology, Public Assistance Paris
Hospitals, Hospital Bicetre, 78 rue du General Leclerc, 94275, Le
Kremlin Bicetre, France (e-mail celine.verstuyft@aphp).

involved in the serotoninergic system, but only few studies
have focused on dopaminergic or noradrenergic systems [3,8].
The catechol-O-methyltransferase (COMT) inactivates nore-
pinephrine and dopamine via methyl conjugation and therefore
is a promising candidate for pharmacogenetic studies [9,10].

A single functional genetic polymorphism, rs4680
(427G>A) causes an aminoacid change from valine to
methionine in codon 158 (Vall58Met) for the membrane-
bound isoform (MB-COMT) and in codon 108 (VallO8Met),
corresponding to codon 158 of MB-COMT, for the soluble
isoform (S-COMT). It was shown in vitro that the COMT Val
(108/158)Met genetic polymorphism influences the enzyme
activity: high activity for the Val/Val carriers, intermediate
activity for the Val/Met carriers and low activity for the Met/
Met carriers. Carriers of Met allele have three to four times
lower enzymatic activity than those of Val allele [6].

Clinical studies testing an association of COMT Val(108/
158)Met, rs4680 genetic polymorphism with antidepressant
response also showed contrasting results in MDD patients.
One possible explanation for the contradictory results could be
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the rather broad definition of MDD and in the complex way
of defining a MDD [7].

Eight studies showed a positive association between COMT
Val(108/158)Met, rs4680 and antidepressant response evaluated
on HDRS score [11-18]. Three studies reported a better
response in Val carriers in depressed patients [15-17]. One
study reported that Val/Val genotypes had a better improvement
on HDRS score than Met/Met genotypes with venlafaxine
(n = 126 patients, n = 128 placebo [17]), another one showed a
better response to mirtazapine in Val carriers (n = 53 [15]), and
one metabolomic study evaluating duloxetine HDRS response
and plasma metabolites showed that Val/Val Japanese patients
have increased plasma concentration of a catecholamine
metabolite 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol (n = 64 patients
and n = 30 controls), showing that the Val/Val genotype is more
sensitive to the influence to duloxetine treatment on
noradrenergic neurons but not the HDRS response [16].

In another way, five studies reported a better response in
Met/Met carriers for Caucasian patients treated with mil-
nacipran for 6 weeks (n = 81 [11]), the SSRI paroxetine for
1 month (n =55 [13]), the SSRI fluvoxamine for 6 weeks
(n =55 [14]) and an inhibitor not specified for 8 weeks
(n =25 [18]) and Chinese patients treated with fluoxetine
after 8 weeks of treatment but not after 4 weeks (n = 334
[12]).

On the other hand, ten studies showed no association between
COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism and
antidepressant response evaluated on the HDRS score on
depressed patients [15,19-25], with different treatments on the
MADRS (Montgomeryfgsberg Depression Rating Scale) that
evaluates the severity of depressive episodes [26] and on the
HAM-A (Hamilton Anxiety Rating Scale) [27] that evaluates the
severity of a patient’s anxiety. No effects were reported on
response to venlafaxine and paroxetine on Korean patients
(n = 184 patients and n = 200 healthy controls [19]); to ven-
lafaxine and other antidepressants (n = 226 patients and n = 557
controls) [22]; to venlafaxine (n = 112 [27]; and to citalopram
(STAR*D study: n = 1953 [24] and n = 139 [20]). No effects
were shown in response to all antidepressants pooled together in
a homogenous population of Caucasian patients evaluated by the
HDRS: (n = 225 [21]; and n = 396 patients and n = 295 con-
trols [23]): to SSRIs in Caucasian patients: paroxetine and flu-
voxamine (n =207 [20]); paroxetine, fluvoxamine and
citalopram (n = 86 [26]); paroxetine (n = 49 [15]); and fluox-
etine (n = 64 [25]).

Among the studies mentioned above, only four studied the
association between COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic
polymorphism and the response to venlafaxine [17,19,22,27].
One study showed that Val/Val genotypes had a better improve-
ment than Met/Met genotypes [17], and three studies showed no
association between COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic
polymorphism and the response to venlafaxine [19,22,27].

Therefore, we aimed to investigate whether the COMT Val
(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism could be a bio-
marker for the prediction of venlafaxine efficacy in patients trea-
ted in psychiatric settings in a cohort of well-phenotyped and
homogenous MDD patients followed after ADD introduction.

Materials and Methods

Study population. The METADAP cohort is a 6-month prospective,
multi-centre, real-world setting, treatment study, including 624 in- or
outpatients of various ethnicities suffering from a unipolar major
depressive episode (MDE) in a context of major depressive disorder
(MDD) (DSM-IVTR) and requiring a new antidepressant treatment.
The antidepressant treatment had to be a monotherapy. The drug and
its dose were left to the treating psychiatrist, using ‘real-world’
treatment options [28,29]. Data were collected from November 2009
to March 2013 in six university psychiatry departments in France.
Written informed consent was obtained from all patients participating
in this study.

Patients were included based on the following criteria: aged 18—
65 years, with a current MDE (with a minimum score of 18 at the
Hamilton Depression Rating Scale-17 items (HDRS-17) [30]) in a
context of MDD. Patients with psychotic symptoms, bipolar disorders,
psychotic disorders, eating disorders, current substance abuse or
dependence, pregnancy, organic brain syndromes or severe unstable
medical conditions were not included. Patients receiving antipsychotics
or mood stabilizers before inclusion and/or for 4 months or more dur-
ing the last year were not included. They were evaluated for depres-
sion symptoms at the start of the treatment (MO) and 1 month (M1),
3 months (M3) and 6 months (M6) later.

Our sample is the subgroup of 206 Caucasian patients treated with
venlafaxine. Among them, 180 patients could be genotyped for COMT
(Vall08/158Met, rs4680) genetic polymorphism, but DNA could not
be amplified for the remaining 26 patients. The patients who prema-
turely dropped out of the study between the baseline and the first
month of treatment, between the first and the third and between the
third and the sixth month were excluded from the analyses. The drop-
out reasons were as follows: stop of the antidepressant drug, prescrip-
tion of unauthorized drugs, change of diagnosis, investigator’s
decision, patient’s decision or other reason.

Genotyping. Genomic DNA was extracted from circulating blood
leucocytes using Gentra Puregene Blood Kits according to the
manufacturer’s protocol (Qiagen, S.A., Courtaboeuf, France) and was
stored at —20°C. Genotyping of Val(108/158)Met, rs4680 was
performed using the Fluidigm SNP Type Assays® according to the
manufacturer’s recommendations. The assays are based on allele-
specific PCR SNP detection chemistry using the BioMark® HD
System (Fluidigm, San Francisco, CA, USA). The call rate for the
final set of SNPs was 99%. The COMT genotypes were evaluated as
blind samples. Each analysis included positive and negative control
for quality assurance. Patients were classified into three genotypes:
Val/Val, Val/Met and Met/Met. The METADAP study was approved
by the Ethics Committee of Paris-Boulogne, France, and conformed to
international ethical standards that cover all genotype procedures.

Venlafaxine efficacy. Clinical response was assessed using the HDRS
score. The COMT Val(108/158)Met, rs4680 genotype was the
explanatory variable, and the variables to be explained were HDRS
score, HDRS score improvement over time, response rate and
remission rate. The HDRS score improvement over time was defined
by the percentage of the difference between the HDRS score at the
follow-up and the HDRS score at baseline divided by the HDRS score
at baseline. Response was defined by a decrease in the HDRS score
of at least 50% from baseline to follow-up (M1, M3 or M6).
Remission was defined by a HDRS score of 7 or less at follow-up
(M1, M3 or M6) [28,29].

Statistical methods. Descriptive statistics were performed first for the
three genotypes: Val/Val, Val/Met and Met/Met. Bivariate analyses
were performed using parametric statistics to compare the effects of
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each genotype on HDRS score, HDRS improvement score, response
rate and remission rate. Categorical variables were compared by
means of parametric chi-square test. As the distribution data were
normal, continuous variables were compared by means of parametric
ANOVA test (n > 2 categories). Mixed models controlled for the
potential confounding factors of age, sex and venlafaxine dose were
performed to compare the association of COMT Val(108/158)Met,
rs4680 with HDRS score or HDRS improvement score over time
between the three genotypes as well as among each genotype. The R
Software version 2.14.1 and GraphPad Prism version 6 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA) were used. All tests were two-
tailed, with the significance level of the p value set at 0.05.

Results

Socio-demographic characteristics.

The 180 patients genotyped for COMT Val(108/158)Met,
rs4680 and treated with venlafaxine had an average age of
48.54 £ 11.97 years. They were 66.22% female and were Cau-
casian. Their HDRS-17 score was 24.92 + 4.77 at baseline,
13.72 £ 6.67 at M1, 12 + 6.97 at M3 and 10.14 £ 8.22 at
M6. The average life-time duration of MDD before inclusion

was 10.35 £ 11.32 years. Their mean number of previous
MDE was 1.77 4+ 1.75. Thirty-four (23.28%) patients dropped
out between MO and M1, 41 (39.04%) patients between M1 and
M3 and 24 (29.63%) patients later. The attrition rate was not
significantly different between the three groups (table 1).

In this analysis, the genotype distributions were in accor-
dance with Hardy—Weinberg equilibrium (p = 0.17). Allele
frequencies of COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic poly-
morphism were 55.6% for Val allele and 44.4% for Met allele.
At baseline, the Val/Val group comprised 51 (28.3%) patients,
the Val/Met group comprised 98 (54.5%) patients and the Met/
Met group comprised 31 (17.2%). Twenty-seven patients had
never been treated with an ADD before (naive patients),
among whom 6 (22.2%) patients were Val/Val, 14 (51.8%)
Val/Met and 7 (26%) Met/Met. Clinical and demographic char-
acteristics of the sample according to COMT Val(108/158)Met,
rs4680 genotype are shown in table 1. At baseline, HDRS
score did not differ between the three genotype groups
(» = 0.93) in the whole sample and among the subgroup of
naive patients.

Table 1.
COMT genotype and efficacy of venlafaxine.
COMT genotype

MO Val/Val Val/Met Met/Met )4
Age, years [m (S.D.)] 47.66 (£11.25) 48.55 (£12.44) 47.66 (£11.96) 0.68
Female [n (%)] 38 (74.50) 65 (65.32) 18 (58.06) 0.09
Number of previous MDE [m (S.D.)] 2.16 (+£1.82) 1.69 (£1.76) 1.43 (£1.50) 0.15
MDD duration, years [m (S.D.)] 9.53 (£9.07) 11.06 (£12.20) 9.48 (£11.97) 0.26
Antidepressant previous duration, years [m (S.D.)] 3.22 (+4.76) 2.99 (+4.81) 2.7 (£4.38) 0.50
HDRS

HDRS MO [m (S.D.)] 25.31 (£4.11) 25 (£5.18) 24.03 (£4.41) 0.93

HDRS M1 [m (S.D.)] 13.75 (£5.9) 13.32 (£6.6) 15.22 (£8) 0.09

HDRS M3 [m (S.D.)] 10.03 (£5.2) 12.25 (£7.37) 14.81 (£7.63) 0.04

HDRS M6 [m (S.D.)] 7.63 (£6.68) 10.10 (£8.12) 14 (£9.65) 0.02
HDRS improvement score (%)

HDRS improvement score, %, M1 [m (S.D.)] 45.27 (£23.2) 45.77 (£25.8) 39.43 (£30.1) 0.06

HDRS improvement score, %, M3 [m (S.D.)] 59.78 (£22.46) 51.64 (£26.37) 39.52 (£27.66) 0.01

HDRS improvement score, %, M6 [m (S.D.)] 70.28 (£26.27) 59.13 (£32.74) 42.08 (+39.34) 0.009
HDRS response

Responders M1 [n (%)] 18 (45) 39 (46.5) 8 (36.5) 0.18

Responders M3 [n (%)] 22 (73.33) 30 (50.84) 6 (37.5) 0.03

Responders M6 [n (%)] 15 (78.95) 36 (73.46) 7 (53.84) 0.16
HDRS remission

Remitters M1 [n (%)] 7(21.2) 18 (21.4) 6 (27.3) 0.73

Remitters M3 [n (%)] 9 (30) 16 (27.11) 4 (25) 0.67

Remitters M6 [n (%)] 13 (68.42) 21 (42.85) 5 (38.46) 0.11
Venlafaxine dose

Dose MO [m (S.D.)] 117.62 (£72.56) 107.31 (£49.26) 102.38 (£37.99) 0.49

Dose M1 [m (S.D.)] 177.15 (£74.6) 161.13 (£74.26) 157.90 (£61.28) 0.87

Dose M3 [m (S.D.)] 200 (£76.7) 184.66 (£72.8) 194.5 (£66) 0.83

Dose M6 [m (S.D.)] 186.73 (£72.64) 181.1 (£76.17) 204.76 (£54.38) 0.60
Attrition

Attrition M1 [n (%)] 11 (27.5) 14 (16.66) 9 (40.9) 0.16

Attrition M3 [n (%)] 10 (33.33) 25 (42.37) 6 (37.5) 0.16

Attrition M6 [n (%)] 11 (57.89) 10 (20.40) 3 (23.07) 0.26

M, mean; S.D., standard deviation; MDE, major depressive episodes; MDD, major depressive disorder; HDRS, Hamilton Depression Rating Scale-

17 items; M1, the first month of treatment; M3, the third month of treatment; M6, the sixth month of treatment.

Descriptive statistics and bivariate analyses. Categorical variables were compared by means of parametric chi-square test, and continuous variables
were compared by means of parametric ANOVA test. p < 0.05 was considered statistically significant.
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COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism and
venlafaxine response.
After the first month of treatment, a trend towards a better
HDRS score in the Val/Val and Val/Met groups and a lower
HDRS score in the Met/Met group was shown in bivariate
analyses (p = 0.09). After three and 6 months of treatment,
this association was significant in bivariate analyses (p = 0.04
and p = 0.02). No significant association was shown between
COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism and
the HDRS score in the Val/Met and Met/Met groups when
compared to the Val/Val group in mixed models. Nevertheless,
when the evolution of HDRS score over time was analysed
independently for each genotype in mixed models, the HDRS
score significantly decreased over time in the Val/Val, Val/Met
and Met/Met groups (p = 0.002, p < 0.001 and p < 0.001).
Regarding the average percentage of HDRS improvement
score in bivariate analyses at the first month of treatment, a
trend towards a better HDRS improvement was shown in the
Val/Val and Val/Met groups but not in the Met/Met group
(p = 0.06). The Val/Val and Val/Met showed a better HDRS
improvement score after 3 months of treatment (p = 0.01) and
6 months of treatment (p = 0.009) in bivariate analyses. No
significant association was shown between COMT Val(108/
158)Met, rs4680 genetic polymorphism and the HDRS
improvement score in mixed models. However, when the evo-
lution of HDRS improvement score over time was analysed
independently in each genotype in mixed models, the HDRS
improvement score significantly increased over time in the
Val/Val, Val/Met and Met/Met groups (p = 0.001, p < 0.001
and p < 0.001) (fig. 1).

100 -

HDRS improvement score (%)
3
1

0' T T T
n=40n=30n=19 n=84n=59 n=49 n=22n=16n=13
Val/Val Val/Met Met/Met

Fig. 1. Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) improvement score
depending on catechol-O-methyltransferase (COMT) genotype. HDRS
improvement score was analysed by comparing the Val/Met and Met/
Met groups to the Val/Val group using mixed models adjusted for sex,
age and venlafaxine dose. COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic
polymorphism was not statistically associated over time with HDRS
score improvement in mixed models for the Val/Val group, the Val/
Met group and the Met/Met group. M1 — the first month of treatment;
M3 — the third month of treatment; M6 — the sixth month of treat-
ment.

Regarding the responder status, we observed more respon-
ders in the Val/Val and Val/Met groups, and this difference
was significant only at M3 in bivariate analyses (p = 0.03). In
mixed models, the responder status was no more associated
with COMT Val(108/158)Met, rs4680. No association between
COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism and
HDRS remission was shown in bivariate analyses and mixed
models (table 1).

Discussion

The main finding of this study is that COMT Val(108/158)
Met, rs4680 genetic polymorphism cannot be recommended as
a biomarker for the prediction of venlafaxine efficacy in Cau-
casian patients treated in psychiatric settings. Nevertheless,
when the genotypes were analysed independently, Val/Val,
Val/Met and Met/Met carriers showed an improvement to
venlafaxine over time.

In our study, the frequency of COMT Val(108/158)Met,
rs4680 genetic polymorphism was consistent with the most
data in the literature for depressed Caucasian patients (52.6%
for Val allele carriers), whereas in the healthy Caucasian popu-
lation, the frequency of the Val allele was 49.6% [20,31].
However, Hopkins et al. [17] showed in their study that the
frequency of the Val allele among all healthy and depressed
randomized European individuals was 51.42%. The allele fre-
quency of COMT Val(108/158)Met, rs4680 genetic polymor-
phism is ethnicity-dependent [31]. Indeed, for the Asian
ancestry, the Val allele had a frequency of 60.5% for the
depressed population and 65.9% for the healthy population
[31,32], whereas Hopkins et al. [17] showed in his study that
the Val allele of all healthy and depressed randomized African
American individuals had a frequency of 68.69%.

In our study, we found that all genotypes improved over
time, but no significant difference between the three genotypes
was shown. In the double-blind, 8-week, randomized study
with patients treated with venlafaxine, Hopkins ef al. [17]
showed a different result. The clinical improvement of Val/Val
genotypes treated with venlafaxine versus placebo was better
than that of Met/Met after 8 weeks of treatment. However, the
number of patients treated with venlafaxine in the Hopkins
study was less important than the number of the patients in
our study. Moreover, this study included 25% of African
American patients and 75% of Caucasian patients because
they decided to increase the power to separate responses
between the COMT genotypes by including individuals with
higher frequency of Val allele such as African ancestry [17].

On the other hand, our results are in agreement with the
three other studies of patients treated with venlafaxine that
showed no association between COMT Val(108/158)Met,
rs4680 genetic polymorphism and response to venlafaxine. In
the first study of 112 Caucasian patients treated with venlafax-
ine alone, Narasimah er al. [27] showed no association
between COMT Val(108/158)Met, rs4680 and venlafaxine
treatment outcome after 6 months of treatment. However, the
patients did not have MDD but generalized anxiety disorder
evaluated by the HAM-A. In the second study with mixed
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ADD, a larger naturalistic study of 226 unrelated Caucasian
patients with MDD and a control group of 557 healthy indi-
viduals after 6 weeks of treatment, Baune et al. [22] showed
no association between COMT Val(108/158)Met, rs4680 and
venlafaxine response. In this study, only 45 patients were trea-
ted with venlafaxine as a monotherapy. In the third study of
184 Korean patients and 200 Korean controls, Chiesa et al.
[19] observed no association of the COMT Val(108/158)Met,
rs4680 genetic polymorphism with depressive symptom
improvement after an average of 7.42 weeks of treatment with
venlafaxine in 52 patients.

In our study, among the three genotype groups, we
observed a very close HDRS score at baseline. Interestingly,
in the group of patients who had never received an antidepres-
sant treatment before, the Val/Val genotype group had a more
important severity of depression at baseline, and we observed
4 points of difference on the HDRS score compared to Met/
Mer patients. Even if this difference is not significant, the
meta-analysis of Wang er al. [31] showed the same results:
the Val allele carriers of Caucasian ancestry tend to have a
greater likelihood of becoming depressed than the Met carri-
ers, while the Mer allele is associated with early onset of
depression in the Asian population. Moreover, a European
multi-centre study found the same outcome that the Val allele
was associated with the early onset of depression in the Cau-
casian population. Furthermore, individuals with the Val/Val
genotype seem to have a lower level of transsynaptic cate-
cholamines due to an increased COMT activity which leads to
an increased degradation of norepinephrine and dopamine
[33]. Massat et al. [33,34] showed in a large cohort of Cau-
casian patients that the Val allele, especially the Val/Val geno-
type, may predispose to early onset in MDD patients.

The outcome of our study showed that there is no signifi-
cant difference in improvement over time between the Val/
Val, Val/Met and Met/Met carriers after the 6 months of ven-
lafaxine even if the Val/Val genotype was described to have
the highest enzyme activity [6]. Venlafaxine and its main
active metabolite, the O-desmethylvenlafaxine, are both phar-
macologically active and inhibit both serotonin and nore-
pinephrine uptake, with a potency greater for the serotonin at
low doses (up to 150 mg) and the norepinephrine reuptake
process at higher doses (225 mg or higher) [35]. It also inhi-
bits to a lesser extent the reuptake of dopamine [36]. The clin-
ical response is a complex phenomenon in which the
interaction between noradrenergic, dopaminergic and sero-
toninergic systems makes it impossible for dopamine not to be
involved in the response to venlafaxine [4]. COMT inactivates
norepinephrine and dopamine, and therefore, it should have an
important impact on venlafaxine efficacy only at higher doses
[6]. Our results show that the venlafaxine dose is an important
confounding factor. Moreover, higher COMT activity for the
Val/Val carriers when the norepinephrine transporter (NET) is
inhibited by venlafaxine could decrease the bioavailability of
norepinephrine and dopamine, compared with Mer carriers
who show an increased pool of norepinephrine [4,17]. Never-
theless, the decreased bioavailability of norepinephrine and
dopamine in the synaptic cleft could lead to an increase in

serotonin concentration that might explain the lack of associa-
tion between the COMT Val(108/158)Met genotype and the
venlafaxine efficacy. Another study evaluating the association
between COMT Val(108/158)Met, rs4680 and the milnacipran
response, which like venlafaxine blocks the serotonin and
norepinephrine transporters, showed a positive association
with a greater effect for Val carriers [15]. Bupropion is
another antidepressant that inhibits both the norepinephrine
and dopamine transporter. Pooled analyses that combined sam-
ples from two separate pharmacogenetic trials in more than
700 European patients report evidence of bupropion modera-
tion of a smoking cessation outcome. This study showed that
COMT Val(108/158)Met had a moderating effect in altering
the efficacy of bupropion on time to first lapse [37].

Venlafaxine is metabolized by CYP2D6 and CYP2C19 in
its main metabolite, O-desmethylvenlafaxine. To the best of
our knowledge, until now, only three studies have examined
the influence of CYP2D6 and CYP2CI9 genetic polymor-
phisms on venlafaxine treatment response and prediction of
venlafaxine efficacy in depressed patients treated in natural
psychiatric clinical settings [38-40]. In all of them, no rela-
tionship between genotype and treatment response was shown.
We have recently shown in our study on METADAP cohort
on the same patients treated with venlafaxine that there was
no association between the CYP2D6 and CYP2CI19 genotype
and venlafaxine efficacy [41]. Therefore, as these studies have
not shown a strong correlation of CYP2D6 and CYP2C19
with venlafaxine efficacy, this confounding factor was not
included in our mixed models.

Furthermore, gene—gene interaction among a high number
of genes belonging to the same pathways should be consid-
ered for understanding complex diseases such as MDD [19].
Likewise, two studies showed that COMT Val(108/158)Met,
rs4680 interacts with 5-HT gene transporter in anxiety and
personal characteristics [42,43], while another study showed
no association of COMT and dopamine receptor 2 (DRD2)
with the clinical outcome of MDD [19].

Our study has a few important strengths. Firstly, it was a
naturalistic study representing ‘real-life’ patients and shorten-
ing the gap between research and practice. Secondly, it had an
evaluation until the sixth month of treatment, which is longer
than the duration of the other three studies of depressed
patients treated with venlafaxine that had only 6-8 weeks of
duration evaluated by the HDRS [17,19,22]. The one study
with the same periods of time is that of Narasimhan er al.
[27] on patients with a generalized anxiety disorder treated
with venlafaxine evaluated by the HAM-A during 6 months.
However, an evaluation of at least 8 weeks is necessary as the
team of Tsai et al. [12] showed in a sample of 334 Chinese
patients that the influence of COMT Val(108/158)Met, rs4680
can become significant during the second month of treatment.
Thirdly, in our study, the patients had homogenous clinical
characteristics of MDD at baseline, especially the HDRS
score. They were all Caucasian and predominantly female,
which represents the reality of MDD, and were all treated with
the same drug. Fourthly, the sample size of depressed patients
of our study was the highest compared to the three association
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studies evaluating venlafaxine [17,22,27], and our study had
almost the same size as the study of Korean patients by
Chiesa et al. (n = 184 [19]).

There are a few limitations of this study that should be con-
sidered. Firstly, our study was a naturalistic study. The lack of
randomization may lead to biases related to individual charac-
teristics, environmental influences and their respective treat-
ment response. Secondly, we did not measure compliance,
which could have a very important impact in pharmacogenet-
ics studies. Thirdly, the attrition rate of our cohort was
39.04% at the third month of treatment and 29.62% at the
sixth month of treatment. Yet, our attrition rate was similar to
the attrition rate of the main naturalistic study of ADD with
MDD patients, the STAR*D cohort. The attrition rate of the
STAR*D cohort was 58.2% of patients who dropped out from
the study before the third month of treatment [44]. Moreover,
in a longitudinal study of depressive symptoms, Chang er al.
[45] showed that 53.10% of the patients dropped out before or
at the sixth evaluation. However, attrition is a problem faced
by all longitudinal epidemiological studies and the ‘real-world’
treatment options [46].

In conclusion, our study shows that COMT Val(108/158)
Met, rs4680 genetic polymorphism showed no effect on
depressive symptom improvement of venlafaxine in a Cau-
casian sample treated in a psychiatric setting. Our findings
support the hypothesis that factors affecting catecholaminergic
neurotransmission such as COMT Val(108/158)Met do not
contribute to shape the response to venlafaxine and COMT
Val(108/158)Met, rs4680 genetic polymorphism cannot be rec-
ommended as a biomarker for the prediction of venlafaxine in
patients treated in psychiatric settings. Further clinical studies
are needed to confirm our result and explore a biomarker with
a panel of all genes comprising the dopaminergic, serotonergic
and noradrenergic pathways in clinical settings.
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We propose an extensive review of the literature about BDNF/TRKB/P75NTR
polymorphisms and their consequences on antidepressant efficacy in depressed
patients. Five genome-wide association studies and 30 association studies were
included. Twenty seven studies focused on the Val66Met polymorphism (rs6265),
the Met allele being associated with a higher antidepressant efficacy only in Asian
patients. Other BDNF/TRKB/P75NTR polymorphisms (BDNF: rs7103411, rs7124442,
rs908867, rs2049046, rs61888800, rs10501087, rs1491850; TRKB: rs10868223,
rs11140778, rs1565445, rs1659412; P75NTR: rs2072446) were reported to be associated
with antidepressant efficacy but these results were not replicated. Finally, there are
15 positive studies among 30 studies regarding BDNF/TRKB/P75NTR polymorphisms.
The only SNP which benefits of at least three positive studies is the BDNF Val66Met
polymorphism (rs6265). Consequently, with a lack of good and consistent studies, the
clinical utility of BDNF in treatment selection is far from clear. We propose several

recommendations for further studies.

Keywords: antidepressant remission e antidepressant response ® BDNF e major depressive
disorder e major depressive episode ® PNTR75 e single nucleotide polymorphism e TRKB

Only a third of patients with major depres-
sive episodes (MDE) achieve remission after
3 months of antidepressant treatment [1]. To
reduce risks, suffering and minimize costs
associated with major depressive disorder
(MDD), it is useful to determine criteria
that may predict antidepressant efficacy. To
the best of our knowledge, these criteria are
scarce [2]. Thus, the prediction of response
and remission in depressed patients treated
with antidepressant drugs remains a challenge
for clinicians.

Growing evidence suggests the implica-
tion of adult brain plasticity, especially adult
hippocampal neurogenesis in antidepressant
efficacy [3-6], especially pharmacogenetic
studies focusing on the brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF) and its receptors tyro-
sine kinase receptor B (TRKB) and p75 neu-
rotrophin receptor (P75NTR) (alternatively
named as NGFR or tumor necrosis factor

superfamily member 16, TNFRSF16).

The BDNF is a member of the neuro-
trophin family (71. The BDNF gene com-
prises 11 exons that span about 70 kb of
chromosome 11 (8]. BDNF, initially synthe-
sized as 32 kD precursor protein called pro-
BDNEF, is intra- and extracellularly cleaved
to produce the mature BDNF form [9,10].
Mature BDNF binds to TRKB receptors
with high affinity (11.12]. The BDNF/TRKB
couple increases neuronal plasticity, such
as neurogenesis, neurite arborization and
synaptogenesis. ProBDNEF/P75NTR couple
lead to programmed neuronal death, neurite
retraction and synaptic pruning [12].

TRKB is mainly present in the central and
peripheral nervous system [13,14]. This recep-
tor is located on the cellular membrane and
mediates the effects of BDNF through its
extra- and intracellular domains. It is coded by
a 24-exon gene that spans about 24 kb located
on chromosome 9(q22.1) [15,16]. The binding
of the BDNF dimer to TRKB induces dimer-
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ization and autophosphorylation of TRKB, resulting
in sequential phosphorylation in intracellular signaling
pathways. The BDNF-activated TRKB signaling path-
way increases neuronal plasticity, such as neurogenesis,
neurite arborization and synaptogenesis.

The P75NTR gene comprises six exons that span
about 23 kb of chromosome 17q21-q22. P75NTR
preferentially binds mature pro-BDNF. Pro-BDNEF-
P75NTR pathway may promote cell death in rodent
neurons, oligodendrocytes and Schwann cells [17]. If
co-expressed, TrkB and P75NTR work together as a
receptor complex for mature BDNF. In this hetero-
dimer, the mature BDNF seems to interact solely with
the TRKB component, p/5NTR acting indirectly to
increase the number of high affinity binding sites for
TRKB [13].

Preclinical evidence suggests that the BDNF/TRKB
pathway is involved in the pathophysiology of mood
disorders and that BDNF-promoted neuronal plastic-
ity underlies the effect of antidepressants. Indeed, in
rats, stress induced decrease in BDNF mRNA expres-
sion in the hippocampus [19]. And BDNF injections in
the dentate gyrus of the hippocampus lead to improve-
ment in depressive behaviors [20]. Similarly, a chronic
treatment with antidepressant restores stress-induced
changes in BDNF mRNA levels in experimental ani-
mals [1921). Some preclinical studies also argue for a
different impact of BDNF on antidepressant efficacy
depending on antidepressant drugs [22-24]. In rodents,
TRKB agonists reverse antidepressant-like behav-
iors [25], TRKB is activated by antidepressants [26]
and the absence of this receptor in hippocampus cells
decreases antidepressant efficacy [2728].

Clinical studies also point out that BDNF and
TRKB receptor density in the brain and BDNF con-
centrations are decreased in the plasma of suicidal
subjects [29.30]. Furthermore, antidepressant treatment
increases BDNF levels in the hippocampus of post-
mortem human brains [31]. In a more recent study, in
MDD patients, serum BDNF was decreased during
MDE and some data suggest that antidepressants may
act by normalizing the levels of serum BDNF [32,33].

Taking into account the growing evidence for
BDNE/TRKB/P75NTR involvement in antidepres-
sant efficacy and the need for biomarkers to guide clini-
cal prescription of antidepressant drugs, we propose
an extensive review of the literature about the effects
of polymorphisms of the BDNF/TRKB/P75NTR sig-
naling pathway on antidepressants efficacy in depressed
patients.

Methods
We reviewed the literature by an extensive PUBMED
search of studies published until December 2014.

First, we used PUBMED SNP to identify published
SNPs for the BDNF, TRKB and PNTR75 genes. Only
SNP studies involving antidepressant drugs were
selected for this review. Second, we checked the refer-
ences of all included studies to identify supplementary
data. Third, we screened each SNP as keyword ‘rs...
in PUBMED to identify further studies. Finally, to be
included in this review, studies had to be clinical pro-
spective studies, with clinical assessment at baseline
and at the end of the follow-up period and of patients
with a diagnosis of MDE (DSM criteria) either MDD
or bipolar and treated with antidepressant drugs (all
marketed antidepressant drugs could be included).

The screening of studies was performed indepen-
dently by two investigators (R Colle and S Martin
for BDNF/P75NTR and E Deflesselle and S Martin
for TRKB). In case of disagreement, the relevance of
the study was assessed consensually by both investiga-
tors. Thus, 37 studies were initially selected and four
studies were excluded, two because of the absence of
pharmacological treatment, another because it did not
focus on antidepressant efficacy and the last one for
statistical methodological limitations.

Overall, five genome-wide association stud-
ies (GWAS) (including one meta-analysis) and 30
pharmacogenetic association studies (methodology in
Table 1) were included in this review.

Levels of evidence for each SNP were esti-
mated individually based on the ‘clinical annota-
tion level of evidence’ of PharmGKB [¢3] described in
Supplementary Table 1 (see online at: www.futuremedi-
cine.com/doi/suppl/10.2217/pgs.15.56). Extrapolations
of this assessment scale were also proposed to estimate
the level of evidence for haplotype associations.

Results

GWAS

We identified four GWAS studies: Uher ez 2/., 2010 [64]
(GENDEDP, n = 706), Ising e al., 2009 [¢s] (MARS,
n = 339 + German replication sample, n = 361), Gar-
riock et al., 2010 [66] (STAR*D, n = 1948), Ji et al.,
2013 (671 (PGRN-AMPS, n = 529). None of these
studies reported SNP of BDNF/TRKB/P75NTR asso-
ciated with antidepressant efficacy. Accordingly, a
meta-analysis of three GWAS (STAR*D, GENDEP
and MARS) [68] including 1.2 million of SNP in 2256
individuals of Northern European descent with MDD,
receiving antidepressant treatment for at least 12 weeks,
failed to identify SNP of BDNF/TRKB/P75NTR

associated with antidepressant efficacy.

BDNF polymorphisms
A total of 84 SNPS are reported in the literature, of
which 37 were never explored for antidepressant effi-
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cacy. The 47 others were explored: a significant asso-
ciation was shown for eight of them whereas there
is no reported association for the 39 others. Among
the 37 which were never explored for antidepressant
efficacy, three were located in an exonic region and
concern missense mutations (rs1048218, rs1048220
and rs1048221), 15 were localized in intronic regions
(rs11030107, rs11030108, rs11030118, rs11030119,
rs12291063, 1rs12291186, rsl16917234, r1s1967554,
rs2030323, 152049045, rs2049046, rs56164415,
rs6484320, rs7127507, rs7934165), one was in 5'-UTR
(rs28383487) region, onein 3'-UTR (rs11030100) and,
for 17 SNPs, the locations were unknown (rs10835187,

rs11030064, rs1157659, rs1387145, rs1519480,
rs2203877, rs2352802, 152883187, rs3750934,
1s3763965, rs4074134, rs4923461, rs4923463,

rs7481311, rs8192466, rs972096, rs988712). These
47 SNPs were extracted from 28 association studies,
were assessed for their association with antidepressant
efficacy in MDD (Table 1). Historically, the first
studies assessed the functional Val66Met polymor-
phism. Other ones investigated other gene locations
with a systematic approach. For the first time in
2009, Licinio ez al., [41] investigated together exonic,
intronic, 3'-UTR and 5"-UTR region with a complete
sequencing approach. Kocabas e al., 2011 [49] focused
on 3'-UTR and 5-UTR regions.

Only the study of Licinio et al., 2009 was a ran-
domized double-blind controlled trial [41]. Since MDE
occurs mainly in MDD but also in bipolar disorders,
and because response to antidepressants may differ
between MDD and bipolar disorder, this point was
examined carefully: 12 studies had explicit exclusion
criteria for bipolar disorders. Nine studies focused on
MDD but did not exclude explicitly bipolar disorders.
Bipolar disorders were included in four studies (fre-
quency: 11- 40%). Echnicity was also heterogeneous:
13 studies focused on Asian patients and 14 on Cauca-
sians patients. 8 studies focused on selective serotonin
reuptake inhibitor (SSRI), one on venlafaxine (SNRI)
and two on mirtazapine. In the others, several classes
of antidepressant drugs were assessed. Except six stud-
ies with a duration longer than 12 weeks, most studies
were short term ones (4—8 weeks).

Polymorphisms with no reported association
We show the 39 SNPs with no association with
antidepressant efficacy in Supplementary Table 2.

Polymorphisms with a reported positive
association

Table 2 shows the eight SNPs with a reported associa-
tion with antidepressant efficacy (level of evidence

of 3).

rs6265

The most studied BDNF polymorphism is the Val-
66Met (rs6265) (Valine is changed by Methionine
in the 66 position of BDNF protein). To the best of
our knowledge, this is the only SNP with a reason-
ably known functional biological effect, the Met allele
being associated with a decreased dendritic traffick-
ing [69]. This functional polymorphism is assessed
in 26 MDE samples. Some studies suggest an asso-
ciation between the Val66Met polymorphism and
response or remission with antidepressant drugs, either
in Asian [35.48,55) or in Caucasian [42,46,51,59] patients.
However, several studies failed to replicate this asso-
ciation, both in Asian [34,38-39.45,47,53,58,60] and in Cau-
casian [37.41,43-44,49.51,54,56,61] patients, including the
powerful study comprising the STAR-D results [44].
Meta-analyses [70-72] pointed out either a higher
response rate in Met patients that may be specific
to Asian patients, or no difference in response and
remission rates between Met and Val/Val Caucasian
patients. The meta-analysis of Niitsu ez al., 2013 (73]
including ten studies (eight of Asian patients [34-35.39,
45,48,50,52,74]), one study of Caucasian patients [36] and
data from STAR-D) showed that in Asian patients, the
Met allele is associated with a higher antidepressant
efficacy (level 2B). In Caucasian patients however, the
Val66Met effect remains unclear. As the frequency
of the Met66 allele is different between Caucasian
(16-28%) and Asian (35-54%) populations, the
functionality could be different in these populations.
Moreover, some differences may exist between anti-
depressants. Licinio ¢t al., 2009 [41] found no differ-
ent effect between fluoxetine (n = 97) and desipramine
(n = 103). However, Xu et al., 2012 [s5] found a higher
4-week antidepressant efficacy in Met carriers treated
with SSRI (n = 104) but not with venlafaxine