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Introduction

La découverte des récepteurs aux estrogénes dans les cellules cancéreuses du sein ainsi que la meilleure
compréhension de leur implication dans cette pathologie ont conduit dans les années 1970 a
I’introduction de 1’hormonothérapie. Ces médicaments inhibent la croissance tumorale estrogéno-
dépendante du cancer du sein par inhibition compétitive des récepteurs aux estrogénes (modulateurs
sélectifs des récepteurs aux estrogénes, notamment le tamoxiféne) ou la diminution des taux
d’estrogénes circulants (inhibiteurs de 1’aromatase, notamment le 1étrozole). Dans le cas du cancer du
sein dépisté au stade précoce, la durée recommandée de traitement adjuvant est de 5 ans. L’introduction
du tamoxiféne dans la thérapie adjuvante du cancer du sein hormonodépendant a significativement
réduit le taux de récurrence et de mortalité liée au cancer du sein. Toutefois, approximativement 25%
des patientes présentent une récidive dans les 15 ans suivant le premier diagnostic du cancer. Par ailleurs,
le caractere longitudinal et les effets indésirables fréquents de I’hormonothérapie (notamment les
bouffées de chaleur pour le tamoxiféne et ’arthralgie et la myalgie pour le 1étrozole) sont a I’origine de
la diminution de la qualité de vie des patients. Ceci s’accompagne souvent d’un arrét volontaire de
traitement ou d’'une mauvaise adhérence. La problématique du traitement par I’hormonothérapie repose
¢galement sur une importante variabilité interindividuelle de la pharmacocinétique. En effet, la
métabolisation du tamoxiféne et du létrozole est influencée par la présence des polymorphismes
génétiques dans les cytochromes P450. Ceci est d’autant plus important dans le cas du tamoxiféne
puisque son activité antitumorale dépend de sa biotransformation par le CYP2D6 en métabolites actifs,
notamment 1’endoxiféne. Au vu de la variabilité interindividuelle de la réponse clinique au tamoxifeéne
et au létrozole ainsi que d’une forte variabilité interindividuelle de leur pharmacocinétique, la thérapie
adjuvante par ces deux médicaments pourrait étre optimisée par une individualisation de posologie.
Néanmoins, des résultats contradictoires sur la relation entre d’une part les polymorphismes génétiques
de CYP2D6, d’autre part 1’exposition a I’endoxiféne et I’efficacité ont été rapportés. En conséquence,
I’individualisation de dose du tamoxiféne a été remise en cause. Pour ce qui concerne le 1étrozole, a ce

jour il n’y pas d’études montrant une association entre ’efficacité ou les effets indésirables et sa
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pharmacocinétique chez les patientes en situation adjuvante. De ce fait, la relation pharmacocinétique-
pharmacogénétique du tamoxiféne et celle du létrozole doivent étre étudiées dans des études
prospectives basées sur un nombre de patientes important afin de mieux comprendre les facteurs
influengant la pharmacocinétique de ces médicaments et probablement la réponse clinique. Pour
répondre a cet objectif, 1’étude PHACS, une étude prospective incluant 2000 patientes débutant un
traitement par hormonothérapie et suivies pendant 3 ans a été réalisée entre juin 2010 et octobre 2017.
Son objectif était d’évaluer les caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacogénétiques de
I’hormonothérapie adjuvante du cancer du sein et de les corréler a la survenue des effets indésirables.
Le grand nombre de patientes incluses, I’exhaustivité des données recueillies et le caractére longitudinal

font de cette étude une des plus grandes études prospectives internationales dans cette indication.

Ces travaux de these débutent par une revue bibliographique présentant tout d’abord la physiopathologie
du cancer du sein puis les traitements actuellement utilisés dans la prise en charge des cancers du sein
hormonodépendants. Nous poursuivrons par la présentation des propriétés pharmacologiques de deux
médicaments utilisés dans le cadre de I’hormonothérapie: le tamoxiféne et le 1étrozole. Enfin, le principe
de la modélisation non linéaire a effets mixtes — méthodologie utilisée pour 1’analyse des données

pharmacocinétiques — sera exposeé.

Les travaux personnels seront présentés selon deux parties:

e Lapremicre partie exposera les résultats des analyses sur les données de I’étude PHACS portant
sur le tamoxiféne. L’objectif de ces travaux était d’identifier et de quantifier 'impact des
polymorphismes génétiques, des traitements concomitants et des caractéristiques
démographiques sur la pharmacocinétique du tamoxiféne et de ses métabolites. Ces analyses
ont été réalisées par une approche standard sur les données préliminaires de 1’étude (premiére
visite de suivi). Dans un deuxiéme temps, la totalité des données (incluant les 6 visites sur 3
ans) a été analysée par 1’approche de population.

e Ladeuxiéme partie portera sur les résultats de I’analyse pharmacocinétique-pharmacogénétique

du Iétrozole effectuée par approche de population sur la totalité des données avec une évaluation
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de I’adhérence par différentes méthodes de modélisation. Les résultats de 1’analyse PK/PD en

termes d’effets indésirables seront également exposés.
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Partie bibliographique

1 Cancer du sein

Le cancer du sein est la premiére cause de mortalité liée au cancer chez la femme. En 2017 en France,
environ 59 000 nouveaux cas de cancer du sein ont été détectés et 12 000 déces ont été attribués a ce
cancer '. Les méthodes de dépistage telles que la mammographie et I’examen clinique du sein ont
significativement augmenté le nombre de patientes diagnostiquées au stade précoce de la maladie. En
effet, approximativement 60% des cancers du sein sont diagnostiqués au stade local tandis qu’environ
30% présentent en plus une atteinte ganglionnaire. Seulement 6% des cancers du sein sont métastatiques
au moment du diagnostic 2.

D’un point de vue histologique, les cancers du sein peuvent étre divisés en carcinomes invasifs
canalaires (concernent 50 a 75% des patientes) et lobulaires (5 a 15%). Les carcinomes impliquant a la
fois les canaux et le lobule ainsi que d’autres types histologiques représentent les types plus rares.

Les cancers du sein sont caractérisés par une grande hétérogénéité moléculaire. Deux cibles moléculaires

dans la pathologie du cancer du sein ont été identifiées:

e Récepteur aux estrogenes et/ou a la progestérone,

e Protéine ERBB?2 (epidermal growth factor 2, ancien HER2 ou HER2/neu).

On peut distinguer deux isoformes majeures de récepteur aux estrogénes — ERa et ERB. Ces derniers
sont a la fois des récepteurs des hormones stéroidiens et des facteurs de transcription qui, stimulés par
les estrogénes, activent les voies de signalisation intracellulaires. Les ERa et ER sont responsables de
plusieurs processus physiologiques dans le corps, notamment du développement du systéme
reproducteur féminin, du maintien de la masse osseuse, de la protection du systéme cardiovasculaire et
du systéme nerveux central **, Le dysfonctionnement de la signalisation ERa-dépendante dans le tissu
mammaire, utérin et dans les ovaires est a I’origine de développement des cancers de ces tissus. Le role
des ERP dans le développement du cancer du sein est moins bien connu, de ce fait, I’isoforme ERa, est
la cible des thérapies antiestrogéniques et dans cette revue elle sera par la suite appelée ER. Le récepteur

a la progestérone (PR) est également un marqueur de la signalisation hormonodépendante.
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L’ERBB2 est un récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase qui active des voies de
signalisation intracellulaires en réponse a des signaux extracellulaires. La surexpression de la protéine
ERBB2 due aux mutations ou I’amplification du géne FRBB2 entraine une augmentation de 1’activité
de la protéine et en conséquence la suractivation des voies de signalisation oncogéniques. Ceci mene a

une prolifération cellulaire non contr6lée et a une croissance tumorale.

Les cancers du sein sont classés en trois catégories en fonction de la présence des récepteurs aux
estrogenes (ER+) ou a la progestérone (PR+) et de I’expression de la protéine ERBB?2 et/ou de plusieurs

copies du géne ERBB2 (ERBB2+). Ces trois types comprennent les cancers du sein:

e hormonodépendants (ER+ et/ou PR+),
e ERBB2+,

o triples négatifs (absence de ces trois types de récepteurs).

La catégorie a laquelle appartient un cancer détermine les facteurs de risque, la réponse thérapeutique,
la progression de maladie et les sites préférentiels des métastases.

Différentes stratégies thérapeutiques sont proposées en fonction du stade (précoce ou avancé) et du type
du cancer du sein. La stratégie thérapeutique chez les femmes diagnostiquées d’un cancer du sein au
stade précoce consiste a éradiquer la tumeur et éventuellement les ganglions lymphatiques. Une
radiothérapie post-opératoire peut étre envisagée. Ensuite, un traitement adjuvant dépendant du type
moléculaire du cancer est instauré. Dans certaines situations, un traitement néoadjuvant (chimiothérapie,
radiothérapie ou hormonothérapie) est initi¢ afin de diminuer la taille de la tumeur avant la chirurgie de
I’éradication. Le traitement des cancers du sein au stade métastatique consiste a utiliser des traitements

de chimiothérapie pour prolonger la survie avec un but palliatif.

1.1  Cancers du sein ER+ et/ou PR+

Les cancers hormonodépendants représentent la majorité des cancers du sein et concernent environ 75%
des patientes °. D’aprés les recommandations américaines, I’expression d’ER ou PR dans au moins 1%
des cellules cancéreuses permet de catégoriser le cancer en hormonodépendant . Néanmoins, ce seuil a

été fixé a 10% en Europe. Ce type de cancer est généralement moins agressif que les cancers ERBB2+
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ou triples négatifs. La croissance tumorale est favorisée par la fixation des estrogénes ou de la
progestérone aux récepteurs ER et/ou PR sur la surface des cellules tumorales. Chez les patientes
diagnostiquées au stade précoce de maladie (stade I), la survie spécifique au cancer du sein a 5 ans est
estimée supérieure ou égale a 99% 7. Chez les patientes diagnostiquées au stade métastatique, la survie
globale médiane est de 4 a 5 ans.

La stratégie thérapeutique consiste a bloquer les effets des hormones auprés des récepteurs. De ce fait,

le traitement utilisé dans ce type de cancer est appelé I’hormonothérapie.

1.2 Cancers du sein ERBB2+

Ce type de cancer est diagnostiqué chez 15 a 20% des patientes °. Approximativement la moitié de ces
tumeurs sont également ER+ et/ou PR+. La physiopathologie des cancers ERBB2+ est liée a la
suractivation de 1’oncogene ERBB2, codant pour la protéine ERBB2 a ’activité tyrosine kinase. Une
meilleure compréhension de la biologie des tumeurs et des voies de signalisation a permis de développer
les médicaments agissant directement sur les voies de signalisation suractivées dans les cellules
cancéreuses. Plusieurs nouvelles thérapies ciblées ont été introduites dans le traitement des cancers du
sein ERBB2+ et sont utilisées en monothérapie ou en association avec la chimiothérapie
conventionnelle. Ces traitements incluent notamment:
e e trastuzumab (un anticorps monoclonal anti-ERBB2),
e le pertuzumab (un anticorps monoclonal anti-ERBB2 avec un autre site de liaison que le
trastuzumab),
e [’ado-trastuzumab emantsine (un anticorps monoclonal conjugué a un agent cytotoxique —
emantsine, un inhibiteur de microtubules),
e e lapatinib (un inhibiteur de tyrosine kinase ERBB2 et EGFR).
L’introduction de ces nouvelles molécules thérapeutiques lors des 15 dernicres années a révolutionné la
prise en charge des patientes avec ce type de cancer en augmentant la survie globale d’environ 20 mois
a 5 ans 3°. La survie spécifique au cancer du sein a 5 ans chez les patientes diagnostiquées au stade

précoce est supérieure ou égale a 94% 7.
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Dans le cas du cancer du sein ERBB2+ au stade précoce, la stratégie thérapeutique consiste en un
traitement néoadjuvant par une association de chimiothérapie conventionnelle et une thérapie ciblée
anti-ERBB2 suivie par une chirurgie ou une radiothérapie et 12 mois supplémentaires de traitement.
Dans le cas d’une tumeur ERBB+ et ER+ et/ou PR+, un traitement par hormonothérapie est également

instauré 2.

1.3  Cancers du sein triple négatifs

Les cancers du sein triple négatifs se caractérisent par 1’absence de cible moléculaire (ER-, PR- et
ERBB2-). IIs concernent environ 15% des patientes et sont les cancers les plus agressifs et difficiles a
traiter. La survie spécifique au cancer du sein a 5 ans chez les femmes diagnostiquées au stade précoce
est estimée a 85%. Dans le cas de diagnostic au stade métastatique, la survie globale médiane est de 10
a 13 mois. La pathophysiologie moléculaire des cancers triples négatifs n’est pas encore bien connue.
Toutefois, les études récentes montrent que les mutations de type loss-of-function dans les génes BRCA/
(« breast cancer 1 protein ») et BRCA2 (« breast cancer 2 protein ») sont présentes dans environ 15 a
20% des cancers triples négatifs '°. Les mutations germinales de BRCAI/2 sont associées 4 une
augmentation de risque de développement d’un cancer du sein et de ’ovaire. En effet, les BRCA1/2
produisent les protéines essentielles au fonctionnement de la réparation par recombinaison homologue,
un mécanisme de réparation des cassures simple- et double-brin d’ADN. De ce fait, chez les patientes
présentant une mutation du géne BRCAI ou BRCA2, les cassures double brin ne peuvent pas étre
fidélement réparées. A la place, les voies alternatives entrainant une instabilité génomique sont activées.
La détection de mutations BRCA1/2 dans les cancers du sein permet d’identifier les patientes pouvant
bénéficier de traitements spécifiques (i.e. chimiothérapie a base de platine et inhibiteurs des enzymes
poly (ADP-ribose) polymérase humaines (PARPi)). Les PARP sont les enzymes impliquées dans la
réparation des cassures simple-brin. Leur inhibition entraine la transformation de cassures simple-brin
en double-brin lors de la phase de réplication. Dans les cellules normales, ces cassures sont réparées par
la recombinaison homologue. En revanche, dans les cellules BRCAI/2-mutées, les mécanismes
alternatifs seront impliqués et contribuent a ’augmentation de I’instabilit¢ génomique entrainant une

mort cellulaire. L’olaparib (PARPi) a été approuvé par FDA en 2018 pour le traitement des cancers du
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sein ERBB2- au stade métastatique présentant une mutation germinale de BRCA1/2. Néanmoins, en
France a I’heure actuelle la seule option thérapeutique dans le cancer du sein triple négatif quelque soit

le stade de la maladie est la chimiothérapie conventionnelle.
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2 Hormonothérapie du cancer du sein

La transcription des génes hormonodépendante est représentée sur la Figure 1. La liaison de 17pB-
estradiol, un estrogéne d’origine endogéne, sur I’ER entraine I’homo-dimérisation de récepteur '!.
L’homo-dimére ER se fixe sur les éléments de réponse a I’estrogeéne (« estrogen response element »,
ERE) dans les régions promotrices de I’ADN. L’interaction de ce complexe transcriptomique avec les
co-régulateurs (co-activateurs, CoA et co-répresseurs, CoR) entraine une régulation de la transcription
des génes. Le dysfonctionnement de la signalisation ER-dépendante dans le tissu mammaire est a
I’origine de développement des cancers.

La découverte des récepteurs aux estrogeénes dans les cellules cancéreuses du sein ainsi que la meilleure

compréhension de la pathologie de cette maladie ont été a 1’origine de la recherche de molécules pouvant

inhiber I’activité stimulatrice des estrogénes auprés des cellules tumorales 2.
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Figure 1 La transcription des génes ER-dépendante et les effets de I’hormonothérapie sur les voies de

signalisation des ER. D'aprés Patel et al. .
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L’ethamoxytriphetol a été le premier composé non stéroidien qui a démontré I’inhibition des ER in vivo
dans les années 50 °. Depuis cette découverte, plusieurs molécules ont été étudiées pour leur efficacité
dans le traitement des cancers du sein mais ne se sont pas avérées bénéfiques, notamment a cause d’effets
indésirables touchant le systéme nerveux central '°. Par la suite, d’autres inhibiteurs de la signalisation
ER-dépendante ont été développés et peuvent étre catégorisés en fonction de leur mécanisme d’action

(Figure 1):

e Modulateurs sélectifs des récepteurs aux estrogenes (SERM)
o Inhibiteurs sélectifs des récepteurs aux estrogénes (SERD)

e Inhibiteurs de I’aromatase

2.1 Modulateurs sélectifs des récepteurs aux estrogénes

Les modulateurs sélectifs des récepteurs aux estrogenes peuvent exercer une activité antagoniste ou
agoniste en fonction de tissu ciblé. L’inhibition des récepteurs aux estrogenes dans les cellules
cancéreuses du sein est a I’origine de leur activité antitumorale. Les effets agonistes dans les os, le profil
lipidique sérique et le systéme cardiovasculaire sont a ’origine de leurs effets bénéfiques '*. Le
tamoxiféne est un modulateur sélectif des récepteurs aux estrogénes de la premicre génération. Il a été
initialement synthétisé en 1962 comme un médicament contraceptif et s’est avéré efficace dans le
traitement du cancer du sein '*. En revanche, son activité agoniste dans le tissu d’endométre augmente
le risque de développement du cancer. Ceci a contribu¢ a la recherche d’autres dérivés de tamoxiféne
avec moins d’effets indésirables. Ainsi, plusieurs nouveaux SERMs ont été développés dont le
toremiféne qui s’est montré efficace dans le traitement en premiére ligne de cancer du sein ER+ et/ou
PR+ au stade métastatique et le raloxiféne qui a été approuvé dans la prévention de 1’ostéoporose chez
la femme ménopausée. Le tamoxifene reste le SERM le plus utilisé dans le traitement du cancer du sein

ER+ et/ou PR+.

2.2 Inhibiteurs sélectifs des récepteurs aux estrogénes

Le mécanisme d’action des inhibiteurs sélectifs des ER se base sur la diminution des taux d’expression

de la protéine de I’ER. Le fulvestrant est un antagoniste compétitif des ER avec une forte affinité
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comparable a celle de 1’estradiol. Il ne posséde pas d’activité agoniste envers les ER. Il entraine une
dégradation des ER et accélere le renouvellement des ER par le systéme ubiquitin/protéasome. Le
fulvestrant est actuellement indiqué en monothérapie des cancers du sein ER+ et/ou PR+ localement
avancés ou métastatiques chez les patientes qui n’ont pas ¢été précédemment traitées par une
chimiothérapie ou qui ont eu une progression de la maladie aprés ou pendant le traitement par un
antiestrogéne. Le fulvestrant peut étre également utilisé en association avec le palbociclib (inhibiteur
des kinases 4 et 6 dépendantes des cyclines, CDK 4-6) dans le traitement du cancer du sein ER+ et/ou
PR+ et ERBB2- localement avancé ou métastatique chez les patientes qui ont été précédemment traitées
par une hormonothérapie. Le traitement chez les patientes non ménopausées doit &tre accompagné d’une
suppresion de la fonction des ovaires par un agoniste de I’hormone de libération de la lutéinostimuline

(LnRH).

2.3 Inhibiteurs de I’aromatase

Chez la femme ménopausée, la source majeure d’estrogénes est la conversion de 1’androsténedione et
testostérone en estrone et estradiol respectivement catalysée par I’enzyme de 1’aromatase (CYP19) dans
les tissus périphériques (la peau, les muscles, le tissu adipeux, la tumeur bénigne et maligne du sein)
1516 1 ’activité de I’aromatase est observée dans environ 60% des cancers du sein 7. La synthése des
estrogénes a I’intérieur de la tumeur est a I’origine des fortes concentrations d’estrogénes in situ capables
de stimuler la croissance tumorale. Les inhibiteurs de 1’aromatase diminuent les taux d’estrogenes
circulant et intratumoraux et en conséquence ils inhibent la prolifération des cellules tumorales
estrogeno-dépendante. L’aminoglutéthimide a été le premier inhibiteur de I’aromatase qui a démontré
son efficacité clinique dans le traitement du cancer du sein au stade avancé '®. Cependant, il présente un
profil de toxicité défavorable en raison de son manque de spécificité envers 1’aromatase. En
conséquence, d’autres anti-aromatases plus puissants et sélectifs ont été développés, avec notamment le
formestane et le fadrazole (deuxiéme génération) ainsi que le 1étrozole, 1’anastrozole et I’exemestane
(troisieme génération). Enfin, les inhibiteurs de 1’aromatase stéroidiens (type I) tels que 1I’exemestane,
sont des analogues de 1’androsténedione et sont capables de se fixer sur le méme site de liaison que le

substrat entrainant ainsi une inhibition irréversible de I’enzyme. Les inhibiteurs de 1’aromatase non-
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stéroidiens (type II) tels que I’aminoglutéthimide, 1’anastrozole et le 1étrozole, interagissent

compétitivement avec le groupement héme situé¢ dans le site actif de I’aromatase.

2.4 Stratégies thérapeutiques

Le choix de I’hormonothérapie entre ces différentes classes médicamenteuses dépend principalement du
stade de la maladie, du statut ménopausique, des traitements antérieurs et des facteurs de risque de
rechute. Les recommandations actuelles d’apreés European Society for Medical Oncology (ESMO) et les
structures frangaises '>?° pour la prise en charge des patientes atteintes d’un cancer du sein

hormonodépendant sont présentées sur la Figure 2.
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[ Cancer du sein ER+ et/ou PR+ ]

Adj juvant

/\.

[ Non ménopausée

Ménopausée ]

\ 4

\ 4

[ Métastatique ]

[ Non ménopausée

[ Ménopausée ]

A 4

\ 4

Risque faible ou modéré:
* Tamoxifene pendant 5 ans (un
éventuel changement vers IA
apres la ménopause)

Risque élevé:
*  Suppression ovarienne
(agoniste LnRH) + tamoxiféne
*  Suppression ovarienne
(agoniste LnRH) + exemestane

Durée standard de traitement: 5 ans
Prolongation au déla de 5 ans si facteurs
de risque de rechute (atteinte
ganglionnaire, grade Il ou lll, I'age jeune,
la taille tumorale)

IA ou traitement séquentiel 1A +
tamoxiféne pour une durée totale de 5
ans

Débuter par:

* |Asiprésence d’un facteur de
risque de rechute précoce
(atteinte ganglionnaire, invasion
vasculaire, grade lll, RP-,
ERBB2+)

*  Tamoxifene si bon pronostic

Durée standard de traitement: 5 ans
Prolongation au déla de 5 ans si facteurs
de risque de rechute

Durée standard de traitement: 10 ans si
atteinte ganglionnaire pN 2 4

Suppression ovarienne (agoniste LnRH
ou castration chirurgicale)

=> Suivre les recommendations
pour les femmes ménopausées

Rechute « sensible »
(survenant a plus de 12 mois de la fin de
I'lA ou sans IA intérieur):
* IANS + inhibiteur CDK 4-6
(palbociclib, ribociclib,
abemaciclib)

Rechute « résistante » aux IA
(survenant sous IA ou a — de 12 mois de
la fin), options:
*  Fulvestrant + inhibiteur CDK 4-6
(palbociclib, abemaciclib)
*  Exemestane + everolimus
*  Fulvestrant + alpelisib si
mutation PIK3CA
*  Fulvestrant

Menace viscérale ou hormonorésistance
primaire:
*  Chimiothérapie

Figure 2 Stratégies thérapeutiques actuellement recommendées en France pour la prise en charge du cancer du sein ER+ et/ou PR+.

CDK 4-6, kinases 4 et 6 dépendantes des cyclines; IA, inhibiteur de 1’aromatase; IANS, inhibiteur de 1’aromatase non-steroidien; LnRH, hormone de libération de la
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3 Généralités sur le tamoxifene

3.1 Propriétés physico-chimiques

Figure 3 Structure chimique du tamoxifene.

Le (Z)-tamoxiféne (trans-1-(4-beta-dimethylaminoethoxyphenyl)-1,2-diphenylbut-1-en) est caractérisé
par la formule chimique CxH2oNO et une masse molaire de 371.5 g/mol. Sa structure chimique est
présentée sur la Figure 3. Le tamoxiféne est une poudre blanche pratiquement insoluble en milieu aqueux
et soluble dans du méthanol, éthanol et 2-propanol. Il présente un log P de 7.1. Le tamoxiféne est
commercialisé sous forme de sel de citrate sous le nom Nolvadex® par les laboratoires Astra Zeneca (le
médicament princeps). Le citrate de tamoxiféne (CasH20NO,CsHgO7 — masse molaire = 563.64 g/mol)
est une poudre cristalline blanche qui se caractérise par un pKa de 8.85. Il est 1égérement soluble en
milieu aqueux et soluble dans de 1’acétone, du méthanol et de I’éthanol. Selon la classification BCS, le
citrate de tamoxiféne est un composé de classe II avec une bonne perméabilité et faible solubilité en
milieu aqueux. La solution de citrate de tamoxiféne est sensible a la lumiere UV. Les produits de la
photolyse sont les isomeres (E) du tamoxiféne et des métabolites. Le tamoxiféne est administré par voie

orale a une dose recommandée de 20 mg/jour.
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3.2 Propriétés pharmacodynamiques

Le tamoxiféne est un faible antiestrogénique et son activité antitumorale dépend de sa métabolisation en
métabolites actifs. Plus de 20 métabolites du tamoxiféne ont été identifiés dont certains présentent une
activité agoniste et/ou antagoniste envers les récepteurs aux estrogénes et d’autres sont inactifs 2!, Le

Tableau 1 présente les structures chimiques du tamoxiféne et de ses métabolites majeurs de phase 1.
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Tableau 1 Structures chimiques du tamoxiféne et ses métabolites majeurs de phase 1. D'aprés Teunissen ef a

I2,

Ry R Ry
\= ! _/
,":I \) 4 \:r\}
N WA
' \
T
! kY
H5 H4
Composé R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 Formulechimique Masse molaire
Tamoxiféne 0O-CH,-CH»-N(CHs), CH,-CH3 H H H H H CasH20NO 371.5
N-desmethyltamoxiféne O-CH,-CH,-NH-CHj; CH»-CH3 H H H H H CysH7NO 357.5
N,N-didesmethyltamoxiféne 0O-CH,-CH,-NH, CH»-CH3 H H H H H Ca4HosNO 3435
4-hydroxytamoxiféne 0O-CH,-CH2-N(CHs)» CH»-CH3 H H OH H H Co6H2oNO> 387.5
4’-hydroxytamoxiféne 0O-CH,-CH2-N(CH3). CH,-CH; H H H H OH C26H2oNO; 387.5
N-desmethyl-4-hydroxytamoxiféne
. O-CH>-CH,-NH-CHj3 CH,-CH3 H H OH H H CysH27NO> 373.5
(endoxiféne)
N-desmethyl-4’-hydroxytamoxiféne
O-CH>-CH,-NH-CHj3 CH,-CH3 H H H H OH CysH27NO, 373.5
(Z’-endoxifene)
N,N-didesmethyl-4-
_ _ 0O-CH;-CH,-NH, CH,-CH3 H H OH H H C24H25sNO; 359.5
hydroxytamoxiféne (norendoxiféne)
oc-hydroxytamoxiféne O-CHQ-CHz-N(CH3)2 CH(OH)-CH3 H H H H H C26H29N02 387.5
3 -hydroxytamoxiféne O-CHQ-CHz-N(CH3)2 CHz-CH3 H OH H H H C26H29N02 387.5
N—oxyde tamoxiféne O-CHz-CHz-NO(CH3)2 CHz-CH3 H H H H H C26H29N02 387.5
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Tableau 2 Caractéristiques pharmacologiques des métabolites majeurs du tamoxiféne 2.

Composé Css (nmol/L)? Activité anti-ER  Affinité envers les ER"
Tamoxiféne 428.3+157.3 + +(2%)
N-desmethyltamoxiféne 762.8 +£297.5 + + (1%)
N,N-didesmethyltamoxiféne 98.0+42.1 + Faible
4-hydroxytamoxiféne 5.81+2.17 +++ +++
4’-hydroxytamoxiféne 9.12+3.53 + -—-
Endoxiféne 29.1+14.4 +++ +++
Z’-endoxiféne 21.3+8.0 + -
a-hydroxytamoxiféne 1.03 £0.59 - -
3-hydroxytamoxiféne 0.72+0.33 + -
N-oxyde tamoxiféne 31.2+16.1 + +

+ faible, +++ forte, - absente, --- inconnue
2 concentrations plasmatiques a 1’état d’équilibre chez les patientes traitées par une dose de 20 mg/jour,
d’aprés Murdter ef al. 2, moyenne + écart type

bestradiol = 100%

Le N-desmethyltamoxiféene est le métabolite majeur dans le plasma humain mais son activité
antiestrogénique est comparable a celle de la molécule mére 2226 (Tableau 2). Le 4-hydroxytamoxiféne
et le 4-hydroxy-N-desmethyltamoxiféne (endoxiféne) ont une affinité¢ environ 100 fois plus importante
envers les récepteurs aux estrogénes et une activité antiestrogénique environ 30 a 100 fois plus

importante que la molécule mére 212728

. En revanche, les concentrations plasmatiques de 4-
hydroxytamoxiféne sont 5 a 10 fois plus faibles que celles de 1’endoxiféne °. De ce fait, il est suggéré
que ’endoxiféne est le métabolite majeur responsable de I’effet antitumoral du tamoxiféne.

L’endoxiféne et le 4-hydroxytamoxiféne sont des métabolites a I’activité SERM 2%, Dans les études in
vitro sur les lignées cellulaires MCF-7, 1’endoxiféne inhibe I’activité transcriptomique des récepteurs
aux estrogénes et la prolifération cellulaire induite par I’estrogéne de maniére dose-dépendante *. Son
activité antitumorale est également expliquée en partie par la dégradation des récepteurs aux estrogenes

par le protéasome dans les cellules cancéreuses du sein *. L’endoxiféne et le 4-hydroxytamoxiféne

inhibent les récepteurs aux estrogénes avec les valeurs d’ICso de 3 et 7 nmol/L respectivement .
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Dans les études in vivo, I’endoxiféne a montré une inhibition dose-dépendante de la croissance tumorale
chez la souris xénogreffée avec les cellules MCF-7. Les simulations avec un modele PK/PD chez la
souris xénogreffée MCF-7 ont démontré que la concentration d’endoxiféne de 53 nmol/L entraine une
inhibition compléte de la croissance tumorale 3'.

Les métabolites 4'-hydroxytamoxiféne, Z’-endoxiféne, 3-hydroxytamoxiféne et 3-hydroxy-N-
desmethyltamoxiféne ont montré une trés faible activité antiestrogénique in vitro et leurs ICso n’ont pas
¢té atteints méme pour des concentrations beaucoup plus fortes que celles observées dans le plasma des
patientes 2*. L’activité antiestrogénique de N-oxyde tamoxiféne est comparable a celle du tamoxiféne *2.
Les isoméres (E) de métabolites 4-hydroxylés sont des faibles agonistes des ER avec < 1% de I’affinité
de leurs respectifs isoméres (Z) 2.

Le tamoxiféne et ses métabolites exercent des effets pharmacologiques multiples qui pourraient tous
contribuer a son efficacité contre le cancer du sein. In vitro, le norendoxiféne, 1’endoxifene et le N-
desmethyltamoxiféne inhibent I’activité de 1’aromatase avec des ICso de 0.03, 6.1 et 20.7 umol/L,
respectivement *. Ainsi, le norendoxiféne est un fort inhibiteur de I’aromatase et pourrait contribuer a
I’efficacité antitumorale du tamoxiféne. Des mécanismes d’action alternatifs ont également été proposés
pour le tamoxiféne et comprennent notamment la fixation sur les sites a I’activité antiestrogénique
différents des récepteurs aux estrogénes **, I’induction de facteur de croissance transformant TGF-f 3,
’inhibition de calmoduline * et de la protéine kinase C 37-°.

Les effets agonistes du tamoxifeéne et de ’endoxiféne ont été observés chez le rat ovariectomisé ou les
deux molécules stimulaient la prolifération cellulaire estrogéno-dépendante entrainant un cancer de
I’endométre “. In vitro, le tamoxiféne bisphenol et le métabolite E stimulent la prolifération estrogéno-
dépendante des cellules tumorales du cancer du sein *'#2, Ces métabolites ont été retrouvés dans les

tissus cancéreux des patientes présentant une résistance au tamoxiféne +*.

3.3 Efficacité clinique

En France, le tamoxiféne est actuellement indiqué dans:

e e traitement préventif des récidives du carcinome mammaire (traitement adjuvant)
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e e traitement des formes évoluées du carcinome mammaire avec progression locale et/ou

métastatique.

Le tamoxiféne est un « gold standard » dans le traitement adjuvant des cancers du sein ER+ et/ou PR+
chez la femme pré-ménopausée avec un risque de rechute faible ou modéré. Bien que les inhibiteurs de
I’aromatase soient devenus le traitement adjuvant en premiere ligne chez les femmes ménopausées, le
tamoxiféne reste toujours une option thérapeutique chez les patientes a faible risque. Enfin, le

tamoxiféne peut également étre utilisé en prévention du cancer du sein chez les femmes a haut risque.

3.3.1 Cancer du sein métastatique

Le tamoxiféne a montré une bonne efficacité clinique dans le traitement en premiére ligne du cancer du
sein ER+ et/ou PR+ au stade métastatique avec un taux de réponse globale de 30 a 35% *%. De plus, il
présente un profil de toxicité plus favorable que 1’aminoglutéthimide et mégestrol (un progestatif avec
Pactivité antiestrogénique) *+*6. Néanmoins, les études de phase 3 randomisées en double aveugle
comparant I’efficacité du tamoxiféne a I’anastrozole, le 1étrozole et I’exemestane ont mis en évidence la
supériorité des inhibiteurs de 1’aromatase et un profil de toxicité plus favorable en termes d’accidents
thromboemboliques *7*°. De ce fait, d’aprés les nouvelles recommandations, le traitement en premiére
ligne chez les femmes ménopausées atteintes d’un cancer du sein ER+ au stade métastatique consiste en

un inhibiteur de 1’aromatase non-stéroidien avec une association a un inhibiteur CDK 4-6 '°.

3.3.2  Cancer du sein au stade précoce

Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG) a effectué en 1985, 1990, 1998 et 2011
des méta-analyses des études cliniques évaluant la thérapie adjuvante dans le cancer du sein.

La méta-analyse de 55 études cliniques (n = 37 000 patientes) publiée en 1998 a mis en évidence un
impact significatif de la durée du traitement par tamoxiféne sur la réponse clinique chez les patientes
avec des tumeurs ER+ ou avec un statut ER inconnu *. Aprés un suivi médian de 10 ans, la thérapie par
tamoxiféne pendant un an, deux ans et cinq ans a permis une réduction des rechutes (définie comme la
premicre réapparition du cancer du sein sur le site local, controlatéral ou a distance) de 21%, 29% et

47% respectivement, et une réduction de la mortalité de 12%, 17% et 26% respectivement par rapport
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au placebo. Parmi les patientes avec les tumeurs ER- et PR-, le bénéfice du tamoxiféne n’a pas été
clairement démontré. Par ailleurs, les patientes avec un envahissement ganglionnaire ont montré un
meilleur bénéfice absolu de 5 ans de tamoxiféne que les patientes sans envahissement ganglionnaire
(10.9% versus 5.6% respectivement, p < 0.00001). Le bénéfice de tamoxiféne était similaire
indifféremment de 1’age, du statut ménopausal, de la dose quotidienne (la majorité des patientes étaient
traitées par une dose de 20 mg/jour) ou du traitement concomitant par une chimiothérapie.

La mise a jour de ’EBCTCG basée sur un ensemble de 20 études randomisées a ét€ publiée en 2011 et
a confirmé les résultats précédents aprés un suivi médian de 15 ans >'. Il a été conclu que le traitement

de 5 ans par le tamoxiféne réduisait significativement le risque de rechute et de mort a 15 ans.

3.3.2.1 Durée de thérapie

Les résultats rapportés par EBCTCG en 1998 préconisaient une durée de thérapie de 5 ans. Cependant,
¢tant donné que les patientes atteintes d’un cancer du sein présentent un risque de rechute méme
plusieurs années apres le diagnostic de la maladie, des études évaluant le bénéfice d’une prolongation
de la thérapie par tamoxiféne ont été effectuées.

Dans ’essai ATLAS (Adjuvant Tamoxifen: Longer Against Shorter), les patientes ayant terminé 5 ans
de tamoxiféne ont été randomisées pour continuer le tamoxiféne pendant 5 années supplémentaires ou
arréter le traitement a 5 ans 3. Parmi les patientes avec les tumeurs ER+, ’allongement du traitement
par tamoxiféne jusqu’a 10 ans a significativement réduit le risque de rechute (18% versus 20.8% de
patientes ont rechuté dans le bras continuation versus le bras contrdle, p = 0.002), la mortalité liée au
cancer du sein (9.6% versus 11.6%, p = 0.01) et la mortalité générale (18.6% versus 21.1%, p = 0.01).
La mortalité liée au cancer du sein a été réduite de 13% chez les patientes qui continuaient la thérapie
jusqu’a 10 ans (HR = 0.87, CI95% = 0.78 — 0.97). L’étude ATLAS a ainsi démontré la supériorité de
10 ans de traitement adjuvant par le tamoxiféne par rapport au traitement de 5 ans.

En revanche, des résultats contradictoires ont été rapportés dans 1’étude NSABP B-14. Au cours de cet
essai, les patientes qui ont été randomisées pour recevoir 5 ans de tamoxiféne ou placebo et qui n’avaient
pas eu de récidive apres 5 ans, ont été randomisées a nouveau pour 5 ans supplémentaires de tamoxiféne

ou placebo *3. Aprés 7 ans de suivi médian suivant la re-randomisation, un Iéger bénéfice a été observé
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chez les patientes ayant arrété la thérapie par tamoxiféne versus les patientes qui I’ont continuée (la
survie sans maladie était de 82% et 78% respectivement, p = 0.03 et la survie globale était de 94% et
91% respectivement, p = 0.07). Ainsi, cette étude a montré I’absence de bénéfice du traitement de 10
ans par le tamoxifene par rapport a 5 ans.

En cohérence avec ces résultats, une étude écossaise comparant 5 ans de tamoxiféne a une durée
indéfinie a rapporté aprés un suivi médian de 15 ans une supériorité de traitement de 5 ans par rapport
au traitement & durée indéfinie >*. A ce jour, la durée recommandée de traitement par tamoxiféne est de
5 ans mais une prolongation au-dela peut étre envisagée en fonction de la présence de facteurs de risque

de rechute.

3.3.3 Prévention du cancer du sein chez les femmes a haut risque

L’étude NSABP P-1 est une étude randomisée en double aveugle contrdlée contre placebo. Son objectif
était d’évaluer 1’efficacité de 5 ans de tamoxiféne dans la diminution de I’incidence de cancer du sein
invasif chez les femmes avec un risque supérieur a 1.67% de développer un cancer du sein a 5 ans 3.
Aprés un suivi médian de 4.2 ans, ’incidence du cancer du sein invasif a été réduite de 44% chez les
femmes traitées par tamoxiféne (RR = 0.56, C195% = 0.43 — 0.72).

Une méta-analyse de quatre études cliniques évaluant I’efficacité du tamoxiféne dans la prévention
primaire du cancer du sein chez les femmes a haut risque a mis en évidence une réduction de 38% de
I’incidence du cancer du sein (C195% = 28 — 46%, p < 0.0001) .

En 1998, le tamoxiféne a été approuvé par la FDA dans le traitement préventif de cancer du sein chez

les femmes a haut risque.

3.4 Effets bénéfiques

Au cours des essais cliniques, des effets bénéfiques sur le profil lipidique et la densité minérale osseuse
ont été observés. Ces effets sont attribués a ’activité agoniste du tamoxiféne sur les ER.

Dans une méta-analyse de 12 études comparant le tamoxiféne au placebo, une réduction de risque
cardiovasculaire a été notée dans le groupe tamoxiféne (RR = 0.62, CI95% = 0.41 — 0.93) 3. De plus, il

a été démontré qu’au bout de 5 ans de traitement, la densité minérale osseuse au niveau du rachis
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lombaire était préservée chez les patientes ménopausées 3. Cela pourrait expliquer la moindre fréquence
des fractures osseuses dans le bras tamoxiféne par rapport au placebo observée au cours des études

cliniques en prévention du cancer du sein *.

3.5 Effets indésirables

3.5.1 Profil de toxicité

Dans les essais cliniques de phase 3, le tamoxiféne a montré un profil de toxicité généralement tolérable.
Cependant, environ 11% des patientes ont arrété le traitement du fait de la survenue des toxicités. Les
effets indésirables les plus fréquemment rapportés étaient: bouffées de chaleur (37.4%),
hypercholestérolémie (24.6%), sueurs nocturnes (17%), arthralgie (13.5%), hémorragies vaginales
(8.3%), nausées (9.4%), myalgie (6.1%), fractures des os (5.8%), accidents cardiovasculaires (5%),
accidents thromboemboliques (3.8%) et vomissements (3.1%) *. La majorité de ces effets indésirables
sont de grades 1 a 2 tandis que les toxicités de grade >3 les plus fréquentes étaient les événements
thromboemboliques (2.0%), les accidents cérébraux-vasculaires (1.4%) et les accidents cardiaques
(1.4%). De plus, au cours de I’étude NSABP P-1, le traitement par tamoxiféne a été associé a une
augmentation de risque de cataracte par rapport au placebo (RR = 1.14, C195% = 1.01 — 1.29) *.

Une grande partie des effets indésirables du tamoxiféne est attribuée a ses effets antiestrogéniques qui
induisent une ménopause artificielle (bouffées de chaleur, transpiration nocturne, sécheresse du vagin,
symptdmes dépressifs, libido réduite, insomnies, prise de poids). De plus, I’activité agoniste envers les
récepteurs aux estrogeénes est a 1’origine de 1’augmentation de risque du cancer de I’endométre et des
événements thromboemboliques .

En pratique clinique courante, la survenue des effets indésirables est un probleme majeur de la thérapie
adjuvante par le tamoxiféne. La majorité des patientes rapportent des effets indésirables dont les
bouffées de chaleur sont les toxicités les plus fréquentes et concernent 70 a 80% des patientes ¢4,
Ainsi, la survenue des toxicités est une raison importante de la mauvaise adhérence et de la non-

persistance au traitement 3¢,
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3.5.2 Cancer de ’endomeétre

L’activité estrogénique du tamoxiféne est a 1’origine de la prolifération endométriale bénigne et maligne
pouvant entrainer une hyperplasie endométriale, des polypes, des cancers de I’endométre et des
sarcomes utérins. Plusieurs études ont observé I’augmentation de ’incidence du cancer de I’endométre
chez les patientes sous tamoxiféne 3°%7. Une méta-analyse des essais adjuvants rapportée par "EBCTCG
a montré que I’incidence du cancer de I’endométre était approximativement doublée chez les patientes
traitées par tamoxiféne pendant 1 ou 2 ans et quadruplée chez les patientes traitées pendant 5 ans *°. De
plus, une méta-analyse des essais cliniques de prévention primaire par 5 ans de tamoxiféne a démontré
une augmentation de 2.4 fois de risque de développement de cancer de I’endométre (C195% = 1.5 — 4.0,
p =0.0005) 3¢. Cependant, I'apparition des cancers de I’endométre reste un événement rare et est surtout

5

observé chez les patientes de plus de 50 ans *°. Chez les patientes sous tamoxiféne, un examen

gynécologique annuel est recommandé.

3.5.3  Evénements thromboemboliques veineux

Le traitement & long terme par tamoxiféne est associé a une augmentation du risque des événements
thromboemboliques veineux (ETEV) tels que la thrombose veineuse profonde, I’embolie pulmonaire ou
’accident vasculaire cérébral >3 Au cours des études cliniques de phase 3, les ETEV ont été observés
chez 3.9% des patientes traitées par le tamoxiféne dont 2.3% correspondaient aux grades 3 a 5 °. Dans
une méta-analyse des essais cliniques de prévention primaire par tamoxiféne, parmi 28 406 femmes,
118 ETEV graves ont été observés dans le groupe tamoxiféne versus 62 ETEV dans le groupe placebo
(RR = 1.9, C195% = 1.04 — 2.06) *. Une embolie pulmonaire fatale est survenue chez 6 femmes contre
2 dans les groupes tamoxiféne et placebo respectivement. Une autre étude évaluant les facteurs de risque
des ETEV parmi les patientes sous tamoxiféne a rapporté que les patientes traitées par doses supérieures
ou égales a 40 mg/jour avaient un risque plus important d’avoir un ETEV que les patientes traitées par
doses inférieures & 40 mg/jour ®. Les troubles thromboemboliques sont réversibles a l’arrét du
traitement. L’étude clinique IBIS-I (International Breast Cancer Intervention Study) comparant 5 ans de

traitement préventif par tamoxiféne a placebo, a démontré que bien que le risque d’un ETEV fiit plus
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important dans le groupe tamoxiféne versus placebo pendant le traitement (RR = 2.26, CI195% = 1.36 —
3.87), apres la fin de traitement, il était similaire entre les deux bras (RR = 1.14, C195% = 0.52 — 2.53)

6, En régle générale, les troubles thromboemboliques peuvent étre gérés avec les anticoagulants .

3.6 Adhérence au traitement

La thérapie par tamoxiféne est une thérapie longue associée a de multiples effets indésirables. De ce fait,
de nombreuses patientes arrétent volontairement le traitement ou ne respectent pas le schéma
d’administration définit comme 1’adhérence (la prise d’au moins 80% de traitement prescrit) 772,
Hershman et al. ont rapporté que seulement 50% des patientes qui ont recu la prescription de 5 ans de
tamoxiféne ont été adhérentes au schéma d’administration et la durée de thérapie . Chez 20 a 50% des
patientes la non-persistance (arrét volontaire de traitement) se manifeste déja aprés un an de traitement
7376 McCowan et al. ont souligné que I’adhérence moyenne au bout d’un an de thérapie de tamoxiféne
était de 93% 7. Ce pourcentage augmente avec la durée de la thérapie. Une méta-analyse de 29 études
¢évaluant I’hormonothérapie adjuvante (tamoxiféne et inhibiteurs de I’aromatase), a montré qu’apres 5
ans de thérapie, 41 a 72% des patientes étaient non-adhérentes et 31 a 73% des patientes avaient
volontairement arrété le traitement ’®. Enfin, une étude frangaise récente a mis en évidence que
seulement la moitié¢ des patientes avec les concentrations plasmatiques de tamoxiféne faibles ou non-
détectables avait rapporté la non-adhérence °. La non-adhérence et la non-persistance constituent donc
un probléme sous-estimé et sous-rapporté alors que leurs conséquences sur I’efficacité du traitement ne
sont pas négligeables. En effet, deux études ont montré que les patientes non-adhérentes présentaient
une moins bonne réponse thérapeutique 7*°. De ce fait, I’évaluation des facteurs de risque et I’éducation
thérapeutique des patientes susceptibles d’étre non-adhérentes est nécessaire pour assurer la meilleure
prise en charge. Généralement, les facteurs de risque de non-adhérence sont 1’age trés jeune ou trés agé,

une mastectomie, un stade précoce de la maladie et le suivi par un médecin non-oncologue 7>788!,
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3.7 Propriétés pharmacocinétiques

3.7.1  Absorption

Apreés administration par voie orale, le tamoxiféne est rapidement absorbé par le tube digestif avec un
temps pour atteindre la concentration maximale (Tmax) d’environ 3 heures 2, Aprés administration
d’une dose unique de 10 mg, I’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques en fonction du temps
de 0 a I'infini (AUCy.inf) moyenne est de 577 £ 97 ng/mL.h tandis qu’aprés administration répétée
pendant 21 jours, I’AUCoy.> moyenne est de 1597 + 205 ng/mL.h %2, L’état d’équilibre
pharmacocinétique est atteint aprés environ 4 semaines de traitement. A 1’état d’équilibre, le tamoxiféne
et son métabolite N-desmethyltamoxiféne montrent une cinétique linéaire dans 1’intervalle des doses 1
— 20 mg/jour ¥. De plus, une étude d’escalade de dose a montré que les concentrations de 1’endoxiféne
augmentent proportionnellement a la dose administrée dans I’intervalle de doses 20 — 40 mg/jour 5,
Pour la dose recommandée de 20 mg/jour, la médiane de I’AUC4 a 1’état d’équilibre est de 6303
nmol/L.h (intervalle: 2402 — 17775) pour le tamoxiféne, 11682 (5084 — 36041) pour le N-
desmethyltamoxiféne et de 424 nmol/L.h (146 — 1220) pour I’endoxiféne ¥. Une forte variabilité
interindividuelle de I’exposition au tamoxiféne et ses métabolites est observée avec 1’AUC.24 variant
d’environ 7 et 8 fois pour le tamoxifene et ’endoxiféne, respectivement, et les Ciouen d’endoxiféne

variant de 10 a 20 fois %8

entre les patientes. L’exposition plasmatique au N-desmethyltamoxiféne a
I’état d’équilibre est en moyenne 1.6, 10.8 et 73.4 fois plus importante que celle du tamoxiféne,
endoxiféne et 4-hydroxytamoxiféne, respectivement, tandis que les concentrations plasmatiques de
I’endoxiféne sont en moyenne 6.8 fois plus élevées que celles du 4-hydroxytamoxiféne 2%,

En I’absence de données sur I’administration du tamoxiféne par voie intraveineuse, sa biodisponibilité
absolue est inconnue. Cependant, Dickschen et al. ont estimé a I’aide d’un mod¢le pharmacocinétique-
physiologique (PBPK) que 1’absorption orale du tamoxiféne était de 97% et son premier passage
hépatique de 3%, donnant une biodisponibilité de 94% *°.

La biodisponibilité relative a été évaluée dans plusieurs études. La vitesse et I’intensité de 1’absorption

suivant ’administration des comprimés et la solution aqueuse était similaire °'. La biodisponibilité
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relative de deux formulations différentes de tamoxiféne: Tamoplex® et Nolvadex® 10 mg a 1’état
d’équilibre était similaire 2.

Finalement, 1’administration du tamoxiféne 20 mg une fois par jour est équivalente a 1’administration
de 10 mg deux fois par jour **. Etant donné qu’un schéma d’administration consistant en une seule prise
par jour permet une meilleure adhérence au traitement, la prise de 20 mg en une seule prise par jour a

été retenue.

3.7.2 Distribution

Dans une analyse de pharmacocinétique de population, le volume de distribution apparent (V/F) de
tamoxiféne a été estimé a 562 L **. Ainsi, le tamoxiféne et ses métabolites sont extensivement distribués
dans le corps et leurs concentrations ont été retrouvées dans divers tissus (foie, poumon, pancréas,
ovaires, tissu mammaire, uterus) 3-8, La fixation aux protéines plasmatiques du tamoxiféne et ses
métabolites (N-desmethyltamoxiféne et N,N-didesmethyltamoxiféne) est de 98%, principalement a
I’albumine *°.

La P-glycoprotéine (P-gp, « multidrug resistance 1 », MDR1, « ATP-binding cassette Bl », ABCB1)
est une pompe d’efflux appartenant a la superfamille des transporteurs de type ATP-binding cassette
(ABC). La P-gp est responsable du transport membranaire de divers molécules y compris des
xénobiotiques et des substances endogénes. Sa fonction dans les cellules du foie, du rein, de I’intestin
gréle et dans la barriere hémato-encéphalique et placentaire consiste a limiter le transport membranaire
des xénobiotiques et augmenter leur élimination. En revanche, 1’expression de la P-gp dans les cellules
tumorales peut limiter les concentrations intracellulaires de médicaments anti-cancéreux substrats de la
P-gp et ainsi provoquer la résistance tumorale.

Dans les études in vitro et in vivo chez la souris Abcbla/l1b(—/-), le tamoxiféne, N-desmethyl- et 4-
hydroxytamoxiféne n’ont pas été substrats de la P-gp ?’-'°'. Néanmoins, la pénétration cérébrale de N-
desmethyl- et 4-hydroxytamoxiféne a été modestement augmentée (environ 2 fois) en absence de la P-
gp. En revanche, I’accumulation cérébrale de I’endoxiféne a augmenté d’environ 20 fois en absence de
la P-gp '1192 Ceci suggére que I’endoxiféne est un substrat de la P-gp. De ce fait, I’accumulation

d’endoxiféne dans les cellules cancéreuses peut étre limitée par la P-gp et ceci peut étre un facteur
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important dans la survenue de la résistance tumorale au tamoxiféne '°-12, L’ impact de la protéine BCRP
(« breast cancer resistance protein », ABCG2) sur la pharmacocinétique du tamoxiféne ou ses

métabolites n’a pas été démontré ',

3.7.3 Métabolisation

Le tamoxiféne est extensivement métabolisé au niveau de foie par les cytochromes de la famille P450
(CYP), notamment le CYP2D6, CYP3A4/5, CYP2B6, CYP2C19 et CYP2C9 *%. Plus de 20
métabolites primaires et secondaires du tamoxiféne ont été identifiées 2. Les voies de métabolisation du
tamoxiféne sont représentées sur la Figure 4.

La voie majeure de la métabolisation du tamoxiféne est la N-deméthylation catalysée par le CYP3A4/5
résultant en formation de N-desmethyltamoxiféne. Le 4-hydroxytamoxiféne est formé par le CYP2D6
avec une implication mineure d’autres enzymes (CYP3A4/5, CYP2B6, CYP2C9 et CYP2C19) 22103.104
Ces deux voies de métabolisation correspondent au 92% et 7%, respectivement, de la métabolisation

primaire du tamoxiféne *

. D’autres métabolites primaires mineurs comprennent o-, 3- et 4’-
hydroxytamoxiféne et N-oxyde tamoxiféne ?>'%. La formation de o- et 3-hydroxytamoxiféne est
catalysée par le CYP3A4 tandis que la formation de 4’-hydroxytamoxiféne est catalysée par le CYP2B6
et CYP2D6. La réaction de N-oxydation de tamoxiféne en N-oxyde tamoxifene est catalysée par flavine

mono-oxygénase 1 (FMO1) et 3 (FMO3) 1%, Selon une étude, le N-oxyde tamoxiféne peut étre ensuite

réduit en tamoxifeéne par le CYP2A6, CYP1A1 et CYP3A4.
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Le métabolisme secondaire du tamoxiféne comprend notamment la conversion de N-
desmethyltamoxiféne en o-hydroxy-N-desmethyltamoxiféne, N,N-didesmethyltamoxifene et
endoxiféne. Ces voies de métabolisation sont majoritairement catalysées par le CYP3A4/5 sauf pour
I’endoxifene, qui est enticrement formé par le CYP2D6. Le métabolisme secondaire du 4-
hydroxytamoxiféne comprend la formation d’endoxiféne par le CYP3A4. De ce fait, 30% d’endoxiféne
serait formé a partir du 4-hydroxytamoxiféne et 70% a partir de N-desmethyltamoxiféne. Le
norendoxiféne peut étre produit par deméthylation de I’endoxiféne et par hydroxylation de N,N-
didesmethyltamoxiféne 177,

Les métabolites du tamoxifene subissent les réactions de phase II dans lesquelles ils sont conjugués par
les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) a ’acide glucuronique et par les sulfotransferases (SULT) a
’acide sulfuronique '%. Les composées conjugés sont généralement plus hydrophiles et peuvent étre
¢liminés dans la bile ou dans les urines.

Le SULTI1ALI catalyse la formation de sulfate de 4-hydroxytamoxiféne, sulfate d’endoxiféne et des
métabolites sulfonés de N-desmethyltamoxiféne '8, Les réactions de glucuronidation sont catalysées par
UGT1A4 (tamoxiféne et 4-hydroxytamoxiféne), UGT1A8 et UGT2B7 (4-hydroxytamoxiféne et

endoxiféne), UGT2B15 et UGT2B17 (4-hydroxytamoxiféne) '%-119,

3.7.4 Elimination

Aprés administration d’une dose unique de 20 mg '*C-tamoxiféne (40 uCi/mg) a deux patientes avec un
cancer du sein, 26% et 51% du matériel radiomarqué a été retrouvé dans les féces tandis que 9% et 14%
ont été retrouvés dans les urines principalement sous forme des conjugués ''!. L’excrétion biliaire est
donc la principale route d’élimination du tamoxiféne. La quantité de tamoxiféne inchangé retrouvé dans
les urines était négligeable montrant que son excrétion urinaire est trés faible.

Le tamoxiféne suit une cinétique biphasique avec un temps de demi-vie de distribution (¢12,) de 7 a 14
heures et un temps de demi-vie terminale (¢125) de 5 a 7 jours ¥!!!, La circulation enterohépatique peut
étre a I’origine de temps de demi-vie d’élimination prolongé >!'1112 1’analyse de pharmacocinétique

de population a estimé la CL/F du tamoxiféne a 6.6 L/h %,
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Aprés l’arrét du traitement, 1’élimination des métabolites (N-desmethyltamoxiféne, 4-
hydroxytamoxifeéne, endoxiféne, N,N-didesmethyltamoxiféne) suit une cinétique d’ordre 1 et leurs
temps de demi-vie se rapprochent de celui de la molécule mére *2. Par ailleurs, le temps de demi-vie de
I’endoxiféne aprés administration directe par voie orale était de 264 h tandis que celui apres
administration du tamoxiféne était de 1051 h ce qui confirme la cinétique formation-dépendante de

113

I’endoxiféne Les concentrations plasmatiques de N-desmethyl-, 4-hydroxytamoxiféne et

I’endoxiféne ont été plus fortes a 4 mois apres le début de traitement par rapport a 1 mois suggérant que

I’état d’équilibre pour ces métabolites serait atteint aprés seulement 4 mois de traitement .

3.8 Facteurs influencant la pharmacocinétique du tamoxiféne

3.8.1 Alimentation

La nourriture n’a pas d’impact sur Crmax €t AUC de la solution orale du tamoxiféne. En conséquence, la

prise du tamoxiféne peut se faire avec ou sans le repas.

3.8.2 Ethnie
Deux études différentes ont montré que les concentrations plasmatiques d’endoxiféne étaient similaires
entre les populations caucasiennes, asiatiques, africaines et moyennes orientales apres avoir corrigé pour

le génotype CYP2D6 88114,

3.8.3 Facteurs démographiques

Des résultats discordants concernant 1’effet de 1’age sur la pharmacocinétique du tamoxiféne ont été
rapportés. Dans une étude incluant 316 patientes, des concentrations plus fortes de tamoxiféne et de ses
métabolites ont été observées chez les patientes dgées (> 80 ans) par rapport aux patientes jeunes (< 40
ans) '>. Lien et al. ont confirmé une augmentation des concentrations de tamoxiféne, endoxiféne et N-
desmethyltamoxiféne avec 1’Age dans une population de 151 patientes !'°. En revanche, Marcath et al.
n’ont observé aucune association entre les concentrations d’endoxiféne et I’age chez 302 patientes ''7.

De plus, dans une étude récente réalisée chez 908 patientes, aucune différence significative des
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concentrations d’endoxiféne entre les patientes de moins de 50 ans et celles de plus de 50 ans n’a été
observée 18,

L’impact du poids corporel sur la pharmacocinétique du tamoxiféne a également été étudié. En
particulier, des concentrations plus faibles de N-desmethyltamoxiféne chez les patientes avec un IMC
supérieur a 30 ont été rapportées dans les travaux de Saladores et al. ''°. Deux autres études ont confirmé
ces résultats montrant que les concentrations d’endoxiféne diminuaient avec I’augmentation du poids

corporel 17120,

3.8.4 Insuffisance hépatique

Le métabolisme hépatique est la voie majeure de 1’élimination du tamoxiféne. Pourtant, I’impact de
I’insuffisance hépatique sur sa pharmacocinétique n’a pas ét¢ évalué dans les études cliniques. Deux cas
cliniques ont décrit le traitement de patientes avec une insuffisance hépatique par tamoxiféne.
DeGregorio et al. ont noté une augmentation des concentrations du tamoxiféne et de ses métabolites
chez une patiente avec des métastases hépatiques '*'. Une seconde étude a mis en avant une aggravation
de la maladie du foie préexistante aprés 1 an de traitement par tamoxiféne et une augmentation du taux
plasmatique de tamoxiféne '?%. Ces résultats suggérent que I’altération de la fonction hépatique peut

impacter I’exposition au tamoxiféne et ses métabolites.

3.8.5 Insuffisance rénale
L’impact de I’insuffisance rénale sur la pharmacocinétique du tamoxiféne n’a pas été étudi¢ dans les
¢tudes cliniques. Néanmoins, au vu de 1’élimination rénale négligeable du tamoxiféne, un impact

significatif sur sa pharmacocinétique n’est pas attendu. En effet, dans un cas clinique, les concentrations

plasmatiques du tamoxiféne n’ont pas été augmentées chez une patiente avec insuffisance rénale 2,

3.8.6  Polymorphismes génétiques

3.8.6.1 CYP2D6

Le CYP2D6 est I’enzyme majeure impliquée dans la métabolisation du tamoxiféne. Il est impliqué parmi

d’autres enzymes dans la conversion de tamoxiféne en 4-hydroxytamoxiféne et en N-
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desmethyltamoxiféne ainsi que dans la conversion de 4-hydroxytamoxiféne en endoxiféne. Enfin, il est
la seule enzyme impliquée dans la conversion de N-desmethyltamoxiféne en endoxiféne 2. Une forte
variabilité interindividuelle de 1’activité enzymatique de CYP2D6 est observée. En effet, plus de 100
variants génétiques du CYP2D6 ont été décrits dans la littérature dont la fréquence varie en fonction de
I’ethnie 2. Ainsi, Iall¢le sauvage *1, associé a une enzyme fonctionnelle, est I’all¢le le plus fréquent
dans toutes les ethnies. Les variants génétiques *2 et *35 produisent une protéine fonctionnelle mais
leur fréquence est moins importante. Les alleles *9, *10, *17, *41 sont responsables de la protéine avec
une activité réduite. Enfin, *3, *4, *5, *6, *7 et *§ sont les alléles produisant une protéine non-
fonctionnelle. La duplication du géne avec les alléles fonctionnels entraine une augmentation de
I’expression et de I’activité enzymatique 2. L effet de la duplication du géne avec les alléles a activité
réduite ou non-fonctionnels sur la protéine est plus complexe a interpréter. Le Tableau 3 présente les
variants génétiques du géne CYP2D6 les plus fréquents avec leur fréquence dans les populations
caucasiennes, africaines et asiatiques. Le variant génétique responsable de la protéine non-fonctionnelle
le plus fréquent dans la population caucasienne est I’alléle *4 avec une fréquence de 18%. Dans la
population asiatique, 1’alléle le plus fréquent associé a une diminution de ’activité de la protéine est
I’allele *10 avec une fréquence de 42% tandis que dans la population africaine et afro-américaine,
’allele *77, responsable de la protéine avec I’activité réduite, représente environ 19% de la fréquence
allélique '%6. Par ailleurs, une prévalence plus importante des phénotypes UM est observée dans la

population africaine ce qui est lié¢ a une fréquence plus importante de la duplication du géne.
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Tableau 3 Variants génétiques de CYP2D6 26128,

Fréquence allélique (%)

Alléle variant rs ID Substitution Conséquence Fonction de I’enzyme
Caucasiens Africains Asiatiques

*] - - - Normale 52 39 0.34
*2 rs16947 2850C>T, 4181G>C Arg296Cys, Ser486Thr Normale 27 20 0.12
*3 154986774 2549del A Décalage du cadre de lecture Non-fonctionnelle 1.7 0.03 0
*4 rs3892097 1846G>A Défaut d’épissage Non-fonctionnelle 18 33 0.4
*5 - - Délétion du géne entier Absente 2.8 6.0 5.8
*6 rs5030655 1707delT Décalage du cadre de lecture Non-fonctionnelle 0.9 0 0.02
*7 rs5030867 2936A>C Faux sens: His324Pro Non-fonctionnelle 0.1 0 0
*9 rs5030656 ¢.931-933delAAG Faux sens: Del Lys281 Diminuée 2.0 0 0
*10 151065852 c.190C>T Faux sens: Pro34Ser Diminuée 2.8 6.7 42
*17 rs28371706 1023C>T, 2850C>T  Faux sens: Thr107Ile, Arg296Cys Diminuée 0.3 19 0.02
*41 rs28371725 2988G>A Intron 6 Diminuée 10.6 10.0 22

*I xN - Amplification du géne N génes actifs Augmentée 0.8 1.4 0.3

*2 xN - Amplification du géne N génes actifs Augmentée 1.3 1.5 0.4

*4 xN - Amplification du gene N génes non-fonctionnels Non-fonctionnelle 0.3 1.5 0
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Un classement de génotype CYP2D6 en phénotype a été proposé afin de prendre en compte les
différentes combinaisons des alléles variants et le nombre de copies de geéne. Tout d’abord, les alléles
sont classés en fonction de leur activité: ultra-rapide (UM) avec un score d’activité > 1 (dépend de

nombre de copies de géne), normale (NM) = 1, intermédiaire (IM) = 0.5 et lent (PM) = 0 (Tableau 4).

Tableau 4 Classement des variants génétiques de CYP2D6 en fonction de leur activité '#7.

Activité du Score d’activité
Alléles Type d’alléle
CYP2D6 allélique
*IxN, *2xN, *35xN Augmentée >1 UM
*], *2 *35,
Normale 1 NM
*OxN?, *1O0xN?, *17xN”, *4IxN*
*9 *10, *17, *29, *36, *41, Réduite 0.5 M
*3 kg k5 kG K7 kg K[] *]5
Sans activité 0 PM

*19, *20, *40, *4xN

4]a multiplication d’un alléle a I’activité réduite entraine une classification en activité normale %

Un patient a généralement deux alléles ce qui donne lieu aux différentes possibilités de combinaison
alléliques résultant en diplotype: (UM/UM ou NM/UM, somme de score d’activité > 2), NM/NM (2),
NM/IM (1.5), NM/PM (1), IM/IM (1), IM/PM (0.5) et PM/PM (0). Enfin, en fonction de la somme des
scores d’activité, les diplotypes sont classés en phénotypes: UM (score d’activité > 2), NM (1.5 a 2),
NM ou IM (1), IM (0.5) et PM (0). La classification des diplotypes en phénotype d’apres les derniéres
recommandations de CPIC (« Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium ») '» est

présentée dans le Tableau 5.
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Tableau 5 Classement de diplotype CYP2D6 en phénotype '%.

Somme de score
Diplotype Fréquence des diplotypes ** Phénotype
d’activité allélique

PM/PM 5.9 0 PM
IM/PM 7.6 0.5 M
IM/IM 3.0 1
IMouNM?
NM/PM 27.5 1
NM/IM 17.4 1.5
NM
NM/NM 38.1 2
NMxN <1 >2 UM

21l existe une incertitude concernant la classification de diplotypes IM/IM et NM/PM (somme de score

d’activité allélique = 1) en phénotype

Plusieurs ¢études ont démontré que les concentrations de N-desmethyltamoxiféne, endoxiféne et 4-
hydroxytamoxiféne sont fortement influencées par le génotype CYP2D6 232-8118.119.130-132 gy
particulier, les concentrations d’endoxiféne montrent un effet géne-dose avec des concentrations en
moyenne 74% et 50% plus faibles chez les patientes avec le phénotype PM et IM, respectivement, par
rapport aux patientes NM 23133 La distribution des concentrations d’endoxiféne en fonction du

phénotype CYP2D6 est représentée sur la Figure 5.
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Figure 5 Distribution des concentrations plasmatiques de l'endoxiféne en fonction du phénotype
CYP2D6 en prenant en compte la prévalence de chaque phénotype (I’aire sous la distribution représente

la proportion de la population avec le phénotype donné). D’aprés Lyon ef al.'®.

Il est a noter que chez les patientes avec le phénotype PM qui n’ont pas d’enzyme CYP2D6

133

fonctionnelle, des concentrations d’endoxiféne, bien que trés faibles, sont observées '°°. De plus, le

génotype CYP2D6 explique environ 38-42% de la variabilité des concentrations d’endoxiféne 23118132
ce qui confirme I’implication d’autres enzymes dans sa formation. Pour le 4-hydroxytamoxiféne,
seulement 9% de la variabilité de ses concentrations peut étre expliquée par le génotype CYP2D6 %, Les
concentrations de tamoxiféne s’aveérent ne pas étre influencées par 1’activité¢ du CYP2D6.

Etant donné que le génotype CYP2D6 explique seulement une partie de la variabilité des concentrations
d’endoxiféne, la majorité des analyses qui s’intéressent a 1’évaluation de la corrélation entre le génotype
CYP2D6 et son activité in vivo chez les patientes traitées par tamoxiféne se focalisent sur le ratio
métabolique endoxiféne/N-desmethyltamoxifene (alternativement N-desmethyl-
tamoxiféne/endoxiféne). En effet, la conversion de N-desmethyltamoxiféne en endoxiféne est catalysée

exclusivement par le CYP2D6 ** ce qui fait de ce ratio un marqueur de I’activité de CYP2D6. Il a été

démontré que le génotype CYP2D6 explique environ 57-69% de la variabilité de ce ratio métabolique

23,118,132
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3.8.6.2 CYP344/5

Le CYP3A4/5 est impliqué dans le métabolisme du tamoxiféne a plusieurs niveaux, principalement dans
la conversion du tamoxiféne en N-desmethyltamoxiféne et du 4-hydroxytamoxiféne en endoxiféne 2. Le
CYP3A4/5 est le cytochrome de la famille P450 le plus abondant dans le foie humain et est responsable
de la métabolisation d’environ 50 a 60% des médicaments disponibles sur le marché. Environ 50 variants
génétiques du CYP3A44/5 ont été décrits dans la littérature dont certains peuvent avoir une conséquence
sur Pactivité de la protéine **!3°, Parmi les polymorphismes du CYP344, alléle *22, présent dans la

population caucasienne a la fréquence de 5 a 7% 3137

, est un single nucleotide polymorphisme (SNP)
de promoteur associ¢ a une réduction de I’expression de mRNA entrainant une diminution de 1’activité
enzymatique du CYP3A4 B¢ 11 a été démontré que le ratio métabolique 1°-
hydroxymidazolam/midazolam, un probe phénotypique pour I’activité de CYP3A4, a été diminué en
moyenne de 21% chez les porteurs d’alléle *22 par rapport aux porteurs d’un génotype sauvage '8,
L’importance clinique de ce variant génétique a été démontrée dans le traitement par
immunosuppresseurs, notamment le tacrolimus et la cyclosporine A '*. En effet, la CL/F de tacrolimus
a été diminuée d’environ 37% chez les patients hétérozygotes mutés par rapport aux patients avec un
génotype sauvage, nécessitant une adaptation de dose '*’.

Un impact significatif du génotype CYP3A44*22 sur les concentrations de tamoxiféne, endoxiféne, N-
desmethyltamoxiféne et 4-hydroxytamoxiféne a été observé dans plusieurs études 32133140141 Ep
particulier, les concentrations de tamoxiféne, endoxiféne et 4-hydroxytamoxiféne plus élevées ont été
observées chez les porteuses d’alléle *22 par rapport aux patientes avec un génotype sauvage, quel que
soit le phénotype CYP2D6 '*. De plus, les patientes avec une activité altérée du CYP2D6 et porteuses
de I’alléle *22 avaient des concentrations d’endoxiféne comparables a celles des patientes avec une
activité normale du CYP2D6 (phénotype NM) 133140142 T] semble donc que I’altération de la formation
d’endoxiféne chez les patientes présentant une diminution d’activité du CYP2D6 pourrait étre en partie
compensée par la présence de 1’alléele CYP344*22. Toutefois, le mécanisme de cette interaction n’est

pas clair. Il a été proposé que le premier passage intestinal du tamoxiféne est diminué chez les patientes

CYP3A44*22-mutées ce qui augmente la biodisponibilit¢ du tamoxiféne. Néanmoins, bien que le
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génotype CYP3A44*22 soit significativement associé aux concentrations d’endoxiféne, son inclusion
dans le modele de régression linéaire avec le génotype CYP2D6 améliore trés 1égérement le pourcentage
de variabilité interindividuelle expliquée (de 42.3% avec le génotype CYP2D6 4 42.8% avec le génotype
CYP2D6 et CYP3A44%*22) 132,

La fréquence allélique du variant CYP344*IB est de 2.4 — 3.7% dans la population caucasienne **. Son
résultat sur I’expression de la protéine n’a pas encore été clairement établi mais il a été suggéré qu’il
soit associé¢ a une augmentation de I’activité de CYP3A4. Cependant, la présence de ’allele */B n’a pas
eu d’impact sur les concentrations de tamoxiféne ou ses principaux métabolites dans I’étude de
Fernandez-Santander ef al. '**.

Concernant les polymorphismes génétiques du CYP3A45, les alléles *3, *6 et *7 sont responsables de la
protéine non-fonctionnelle ', La fréquence de I’alléle *3 dans la population caucasienne est de 88% a
97% tandis que les alle¢les *6 et *7 sont présents dans la population africaine et asiatique, avec des
fréquences de 15 a 25% et 10%, respectivement #¢, Concernant le polymorphisme *3, la présence d’au
moins un alléle fonctionnel (génotypes *1/*1 et *1/*3) entraine un phénotype expresseur tandis que la
présence de deux alléles mutés (génotype *3/*3) induit un phénotype non-expresseur de CYP3AS5 134,
L’impact clinique de ce polymorphisme génétique a été démontré pour le tacrolimus. La présence d’un
allele fonctionnel */ a été associée a une diminution des concentrations résiduelles de tacrolimus de
36% tandis que la présence de deux alléles fonctionnelles a été associée a une diminution de 59% 7.
Concernant le tamoxiféne, dans 1’é¢tude de Jin et al. les concentrations d’endoxiféne étaient plus fortes
chez les patientes expresseurs de CYP3AS5 par rapport aux patientes non-expresseurs mais cette
différence n’était pas statistiquement significative ®. Dans une autre étude, les concentrations de N-
oxyde tamoxiféne étaient plus fortes chez les patientes expressers (¥1/*3) par rapport aux patientes non-
expressers de CYP3AS5 et la méme tendance a été observée pour le 4-hydroxytamoxiféne, N-

148 Schroth et al. ont rapporté une réduction

desmethyltamoxiféne et N,N-didesmethyltamoxiféne
moyenne de 12% de ratio métabolique N-desmethyltamoxiféne/tamoxiféne chez les patientes non-
expresseurs de CYP3AS par rapport aux patientes avec le génotype *1/*/ ''®. Enfin, une autre étude a
rapporté une prédiction 1égérement meilleure du ratio métabolique endoxiféne/4-hydroxytamoxiféne

quand le génotype CYP3A45*3 était pris en compte dans le modéle de régression linéaire avec le génotype
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CYP2D6 '*2, En revanche, aucune association significative entre les génotypes CYP3A5*3, *6 et *7 et

les concentrations de tamoxiféne ou ses métabolites n’a été observée dans d’autres études '17-140:144,149,150

3.8.6.3 CYP2CY9

Le CYP2C9 contribue a la formation des métabolites primaires du tamoxiféne: le N-desmethyl- et le 4-
hydroxytamoxiféne 22. Environ 60 variants génétiques du géne CYP2C9 sont aujourd’hui recensés dans
la littérature. Les alleles *2 et *3 produisent une protéine a 1’activité réduite et leur fréquence dans la
population caucasienne est de 9% et 6% respectivement 3!,

Deux études ont montré une diminution des concentrations de 4-hydroxytamoxiféne et endoxifene chez
les patientes avec un alléle *2 et/ou *3 par rapport aux patientes non-mutées 2!''°. De plus, le ratio
métabolique 4-hydroxytamoxiféne/tamoxiféne était plus faible chez les patientes avec au moins un alléle
a lactivité réduite, suggérant 1’altération de formation de 4-hydroxytamoxiféne chez ces patientes. En
accord avec ces résultats, Schroth et al. ont rapporté une réduction moyenne de 26% de ratio 4-
hydroxytamoxiféne/tamoxiféne chez les patientes homozygotes pour 1’alléle *2 ou *3 par rapport aux
patientes avec le génotype sauvage !'®. Marcath et al. ont observé des concentrations d’endoxiféne plus
faibles chez les patientes avec une diminution de ’activité de CYP2C9 due a la présence de deux alléles
variants (le génotypage comprenait les alléles *2, *3, *5, *6, *8, *11, *12) aprés avoir ajusté pour le
diplotype CYP2D6 7. En revanche, trois autres études ont rapporté que les variants *2 et *3 n’avaient
pas d’impact significatif sur I’exposition plasmatique au tamoxiféne et ses métabolites ni sur les ratios

métaboliques 8-107:140,

3.8.6.4 CYP2CI9

Le CYP2C19 est une des enzymes catalysant la conversion du tamoxiféne en 4-hydroxytamoxiféne 2.
Les polymorphismes génétiques du CYP2CI9 peuvent entrainer la diminution (*2 et *3) ou
l’augmentation (*/7) de Dactivité enzymatique ">!%. La fréquence des alleles *2, *3 et *I7 est
d’environ 15%, 0.04%, 18%, respectivement, dans la population caucasienne ',

Aucune corrélation entre les génotypes *2 et *17 et les concentrations de N-desmethyltamoxiféne,

endoxiféne, 4-hydroxytamoxiféne et d’autres métabolites, ni les ratios métaboliques n’a été trouvée dans
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2149 Une autre étude a rapporté une tendance a I’augmentation des concentrations

deux études
d’endoxiféne chez les patientes avec un phénotype ultrarapide de CYP2C19 (génotype *1/*17 ou
*17/*17) . Gjerde et al. ont démontré que les concentrations de N,N-didesmethyltamoxiféne, un
métabolite de N-desmethyltamoxiféne, étaient significativement plus fortes chez les patientes avec au
moins un alléle *2 par rapport aux autres patientes tandis que les concentrations de N-oxyde tamoxiféne
montraient une variation significative en fonction du génotype CYP2CI9 *8. En accord avec ces
résultats, Lim et al. ont rapporté des concentrations plus faibles de norendoxiféne, un métabolite de N, V-
didesmethyltamoxiféne et endoxiféne, chez les porteuses d’allele *2 7. Les ratios métaboliques

norendoxiféne/N,N-didesmethyltamoxiféne et norendoxiféne/endoxiféne étaient plus faibles chez les

porteuses d’alléle muté *2 suggérant que la formation de norendoxiféne était diminuée chez ces patientes

107,119

3.8.6.5 CYP2B6

Le CYP2B6 est impliqué dans la conversion du tamoxiféne en 4- et 4’-hydroxytamoxiféne **%. Plus de
50 variants génétiques du CYP2B6 ont été décrits mais pour certains d’entre eux, le résultat sur I’activité
de la protéine n’est pas encore connu. La fréquence de 1’allele *6, responsable d’une enzyme avec
activité réduite, est de 14 a 27% dans la population caucasienne '**. Aucune corrélation entre ’alléle *6
et les concentrations du tamoxiféne, endoxiféne et d’autres métabolites ou le ratio métabolique
tamoxiféne/4-hydroxytamoxiféne n’a été trouvée *»!'7-1, En revanche, Woo et al. ont observé des
concentrations plus fortes de 4-hydroxytamoxiféne chez les patientes asiatiques avec une diminution de

Pactivité de CYP2B6 due a la présence de I’allele *6 ',

3.8.6.6 SULT

La sulfotransférase 1A1 (SULT1A1) catalyse la formation des métabolites sulfonés du tamoxiféne: le
sulfate de 4-hydroxytamoxiféne, le sulfate d’endoxiféne et des métabolites sulfonés de N-

108 Parmi les polymorphismes génétiques connus de SULTIAI, Talléle *2

desmethyltamoxiféne
entraine une diminution de I’activité enzymatique. Sa fréquence dans la population caucasienne est de

3 1% 156,157
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Plusieurs études ont rapporté 1’absence d’association entre les concentrations plasmatiques du
tamoxiféne et de ses métabolites et le SULT1A1*2 3117144198 Ep revanche, dans une autre étude, le ratio
métabolique N-desmethyltamoxiféne/tamoxiféne était plus faible chez les patientes porteuses d’alléle
SULTIAI*2 % Concernant les SNPs 1s6839 et rs1042157 dans la région 3’-non traduite (3’-
untranslated region, UTR) du géne SULTIAI responsables de I’activité diminuée de SULT1A1 '°, les
concentrations plus élevées de I’endoxiféne et 4-hydroxytamoxiféne ont été observées chez les patientes
avec une activité diminuée, par rapport aux autres patientes, suggérant une diminution de la conjugaison
160 Finalement, le nombre de copies du géne SULT1A1 n’a pas été corrélé aux concentrations du
tamoxiféne et ses métabolites 143158, Néanmoins, I’interprétation de ces résultats est difficile en I’absence

de concentrations des métabolites sulfonés.

3.8.6.7 UGT

Les UGT1A4, UGT1AS8, UGT2B7, UGT2B15 et UGT2B17 interviennent dans la glucuronidation du
tamoxiféne et de ses métabolites. Le Tableau 6 présente les polymorphismes génétiques fonctionnels
d’UGTI1A4, UGTIAS, UGT2B7, UGT2B15 et UGT2B17 les plus souvent rapportés dans la littérature

avec leur fréquence dans la population caucasienne.
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Tableau 6 Variants génétiques des UGTs intervenant dans la glucuronidation du tamoxifene.

Géne Variant génétique rs ID Substitution Conséquence Fonction de I’enzyme Fréquence allélique (%)
UGT1A4 *2 1s6755571 70C>A Pro24Thr Diminuée !, Augmentée ¢ 8.0 ot
*3 158554624 142T>G Leu48Val Diminuée %16 Augmentée !10-163-165 9.0 ¢!
UGTI1AS *2 1042597 518C>G Alal73Gly Normale % 14.5 166
*3 rs17863762 830G>A Cys277Tyr Fortement diminuée ' 2.2 166
UGT2B7 *Ic rs28365062 735A>G Thr245Thr Normale 12.0-17.0'¢7
Diminuée '*®, Similaire a I’alléle
*2 17439366 802C>T His268Tyr 42917
sauvage 170 Augmentée '7!
- rs7438135 -900G>A - Augmentée 7 50.0 17
- 1s7668258 -161TC>T - Diminuée '3 53217
- 157662029 -327A>G - Augmentée 7 14.6 17
- rs3924194 ¢.1003-1801C>G - Inconnue 15.0 17
UGT2B15 *2 1902023 c.253G>T Asp85Tyr Diminuée "7, Augmentée 7 47.0'7
*4 rs4148269 c.1568C>A Lys523Thr Similaire a all¢le sauvage '” 23.0 —40.0 17717
UGT2B17 *2 - Délétion du géne - Absente 19.0 —30.0 177:180
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Les polymorphismes génétiques UGTIA4*3, UGT2B7*2, UGT2B15*2 et UGT2B17del n’ont pas eu
d’impact sur les concentrations plasmatiques de 1’endoxiféne, 4-hydroxytamoxiféne ou les ratios
métaboliques de leur métabolites glucuronidés 2*!'. Cependant, une étude a rapporté que le ratio
métabolique tamoxiféne/tamoxiféne-N-glucuronide était significativement diminué chez les patientes
homozygotes pour 1’alléele UGTIA4*3 par rapport aux patientes avec le génotype sauvage. Cet effet
suggére une augmentation de la glucuronidation liée a la présence du polymorphisme UGTIA4*3 %,
Contrairement a ces résultats, Romero-Lorca et al. ont noté des concentrations plus faibles de
métabolites glucuronidés de 4-hydroxytamoxiféne et I’endoxiféne chez les patientes homozygotes pour
lalléle UGT1A44*3 par rapport aux patientes homozygotes sauvages et hétérozygotes mutées '8!, La
glucuronidation de 4-hydroxytamoxiféne a également été diminuée chez des patientes homozygotes
pour lalléle UGT2B7*2. Une augmentation des concentrations des métabolites glucuronidés a été
observée chez les patientes porteuses d’allele UGT2B15*4. Enfin, une augmentation inattendue de
glucuronidation de 4-hydroxytamoxiféne a été notée chez les patientes avec le génotype UGT2B17

del/del.

3.8.6.8 Transporteurs d’efflux de la famille ABC

Les polymorphismes génétiques des génes codant pour les transporteurs de la famille ABC (4BCBI
codant pour la P-gp, ABCC?2 codant pour la MRP2, ABCG?2 codant pour la BCRP) pourraient avoir un
impact d’une part sur les concentrations plasmatiques du tamoxiféne et ses métabolites (I’excrétion
biliaire et la biodisponibilité), d’autre part sur le transport membranaire de I’endoxiféne a I’intérieur des
cellules tumorales. Plusieurs polymorphismes génétiques d’ABCBI, ABCC2 et ABCG2 sont documentés
dans la littérature dont certains sont responsables de la diminution de ’activité des pompes d’efflux et
d’autres, de I’augmentation de leur activité ce qui pourrait conférer la résistance au traitement.

Le polymorphisme génétique du géne ABCC?2 (rs3740065), entrainant I’augmentation de I’expression
et de D’activité d’ABCC2, n’a pas eu d’impact significatif sur les concentrations plasmatiques du
tamoxiféne et ses métabolites (N-desmethyltamoxiféne, 4-hydroxytamoxiféne, endoxiféne) . De
méme, Marcath et al. n’ont pas observé d’association significative entre les polymorphismes génétiques

de ’ABCBI (3435C>T — diminution de I’activité) et ABCG2 (421C>A — diminution de I’activité) et les
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concentrations plasmatiques d’endoxiféne ''7. Enfin, les polymorphismes génétiques ABCB1 3435C>T,
ABCG2 34G>A (activité normale ou diminuée) et 421C>A n’ont pas été associés aux concentrations

d’endoxiféne '4°.

3.8.6.9 Régulateurs de transcription

Les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires (NR1I) tels que le pregnane X receptor (PXR,
NR112) et le récepteur constitutif des androstanes (CAR, NR113) sont des régulateurs de transcription
de plusieurs enzymes interférant dans la métabolisation des médicaments et des molécules endogénes.
L’activation de ces récepteurs par des xénobiotiques et des substances endogenes est un des mécanismes
majeurs des interactions médicamenteuses liées a 1’induction de CYP3A4. 11 a été démontré que le
tamoxiféne et le 4-hydroxytamoxiféne induisent le CYP3A4 par interaction avec le PXR in vitro 827184,
Du fait de I’implication de CYP3A4 dans la métabolisation du tamoxiféne, son induction pourrait
impacter ses concentrations plasmatiques et celles de ses métabolites. De plus, I’ampleur de I’induction
peut varier en fonction de différents génotypes de PXR. Trois polymorphismes fonctionnels du PXR ont
été décrits dans la littérature: 7635G>A, 8055C>T et -25385C>T '*°. Néanmoins, aucune association
entre ces polymorphismes génétiques (7635G>A et 8055C>T) et les concentrations de N-

desmethyltamoxiféne et endoxiféne n’a été observée chez les patientes avec un cancer du sein au stade

métastatique '8,

3.8.7 Interactions médicamenteuses

3.8.7.1 Inhibiteurs du CYP2D6

Stearns et al. ont démontré une diminution de 55% des concentrations d’endoxiféne due a
I’administration de la paroxétine, un inhibiteur puissant de CYP2D6 ?°. Jin et al. ont mis en évidence
que cette réduction était moins prononcée chez les patientes avec une altération génétique de 1’activité
de CYP2D6 ¥. En effet, chez les patientes avec le génotype sauvage de CYP2D6, I’administration d’un
inhibiteur puissant de CYP2D6 a entrainé une diminution des concentrations d’endoxiféne de 58% par
rapport aux patientes sans traitement concomitant. Chez les patientes hétérozygotes mutées pour un

allele non-fonctionnel, cette diminution était d’environ 40%. Ainsi, la prise concomitante de paroxétine
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par les patientes avec une activité normale du CYP2D6 entraine une diminution des concentrations
d’endoxiféne jusqu’au niveau observé chez les patientes avec le phénotype PM !*°. 1.administration
d’inhibiteurs  faibles du CYP2D6 (sertraline, citalopram, celecoxib, diphenhydramine,
chlorpheniramine) entraine également une diminution des concentrations d’endoxiféne mais dans une
moindre mesure. Par ailleurs, les inhibiteurs de CYP2D6 ne semblent pas avoir un impact significatif
sur les concentrations de tamoxiféne et N-desmethyltamoxiféne '3°.

La diminution des concentrations d’endoxiféne en raison de I’administration d’inhibiteurs puissants du
CYP2D6 constitue un probléme important dans la thérapie par tamoxiféne puisque une grande majorité
de ces médicaments sont les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (SSRI) et les inhibiteurs
de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (SNRI). Ces médicaments peuvent étre prescrits
chez les patientes atteintes d’un cancer du sein pour traiter la dépression. L’utilisation d’inhibiteurs
puissants de CYP2D6 (paroxétine, fluoxétine) n’est pas recommandée chez les femmes sous tamoxiféne
129 1’escitalopram, un faible inhibiteur de CYP2D6, a été proposé comme une alternative a la paroxétine
et fluoxétine, pour le traitement des troubles dépressifs chez les patientes traitées par tamoxiféne 7.
Binkhorst et al. ont montré que le changement de la paroxétine ou la fluoxétine contre 1’escitalopram
chez les patientes sous tamoxiféne entrainait une augmentation de I’ AUCo-24, Cirough €t Cmax d’endoxiféne
de 3 fois par rapport aux concentrations observées sous paroxétine/fluoxétine %%, De plus, AUCy.4,
Cirough €t Cmax de 4-hydroxytamoxiféne ont aussi été augmentées de 34%, 30% et 42%, respectivement,
tandis que les concentrations du tamoxiféne et de N-desmethyltamoxiféne sont restées inchangées.
Ainsi, les concentrations d’endoxiféne chez les patientes traitées par escitalopram étaient similaires a
celles observées chez les patientes avec le méme génotype CYP2D6 et sans traitement concomitant.
Globalement, ces résultats suggérent que le remplacement de la paroxétine et de la fluoxétine par des
inhibiteurs faibles de CYP2D6 tels que I’escitalopram peut restaurer 1’exposition plasmatique aux

métabolites actifs du tamoxiféne.

3.8.7.2 Inhibiteurs du CYP3A4

L’impact des inhibiteurs du CYP3A4 sur la pharmacocinétique du tamoxiféne n’est pas encore bien

connu. Jin et al. ont rapporté une augmentation moyenne de 56% des concentrations du tamoxiféne
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parmi les patientes traitées concomitamment par des inhibiteurs des canaux calciques inhibiteurs de

CYP3A4/5. En revanche, aucun impact sur les concentrations de métabolites n’a été observé *.

3.8.7.3  Inducteurs enzymatiques

La rifampicine, un antibiotique utilisé notamment dans le traitement de la tuberculose, est un inducteur
des cytochromes (CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 et CYP2B6) et des transporteurs d’efflux (P-gp et
MRP?2) par son action sur I’activation de PXR '*°. Au vu de I’implication de CYP3A4 dans la formation
de I’endoxiféne, il serait attendu que 1’administration concomitante d’un inducteur de CYP3 A4 entraine
une augmentation de ses concentrations plasmatiques. Pourtant, Binkhorst et al. ont montré une
diminution d’environ 81 — 86%, 62 — 74%, 59 — 83% et 28 — 85% de I’AUCy.4 du tamoxiféne, N-
desmethyl-, 4-hydroxytamoxiféne et endoxiféne, respectivement, due a 1’administration concomitante
de la rifampicine dans une étude croisée incluant 4 patientes '*°. Cependant, ’analyse du ratio
métabolique 4B-hydroxycholésterol/cholésterol (marqueur de ’activité de CYP3A4/5) a confirmé une
induction de CYP3A4/5 par rifampicine. De plus, dans le cas clinique rapporté par Henderson et al. une
diminution du taux d’endoxiféne de 46 nmol/L a 16 nmol/L suivant I’administration de la rifampicine
pendant 10 jours a été observée. La patiente a retrouvé ses concentrations d’endoxifene apres 1’arrét de

1 Enfin, il a ét¢ démontré qu’un autre

la rifampicine confirmant l’interaction médicamenteuse
inducteur enzymatique, la phénytoine, avait entrainé une diminution importante des concentrations
d’endoxiféne chez une patiente traitée de manicére chronique pour I’épilepsie. Deux mois apres
I’initiation du tamoxiféne, la concentration plasmatique d’endoxiféne chez cette patiente (phénotype
CYP2D6 NM) était environ 7 fois plus faible que la concentration moyenne observée chez les patientes
avec le méme phénotype CYP2D6 alors que la concentration de tamoxiféne était seulement l€geérement
diminuée '”2. Enfin, I’administration concomitante de tamoxiféne avec 1’aminogluthetimide, un
inhibiteur de I’aromatase et un inducteur de CYP3A4, CYP2C9 et P-gp ', a induit une diminution
significative des concentrations de tamoxiféne et de ses métabolites (N-desmethyl-, 4-

hydroxytamoxiféne, endoxiféne) 4.
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3.8.7.4  Inhibiteurs de |’aromatase

Bien que I’association thérapeutique du tamoxiféne avec les inhibiteurs de I’aromatase ne soit pas
recommandée a ce jour, elle a fait I’objet d’études cliniques et les interactions éventuelles ont été

étudiées. Les résultats sont résumés ci-dessous.

Létrozole Dans une étude clinique évaluant 1’efficacité de ’association thérapeutique du tamoxiféne
avec le létrozole, ’administration concomitante du létrozole a entrainé une variation moyenne
(intervalle) de 2.6% (-59 a 99%), 4.7% (-51 a 94%) et 40% (-71 a 350%) de I’exposition plasmatique
au tamoxiféne, N-desmethyltamoxiféne et le 4-hydroxytamoxifene, respectivement. Toutefois, la grande
variabilité interindividuelle de pourcentage de variation suggere que I’effet du létrozole sur la
pharmacocinétique du tamoxiféne et ses métabolites peut étre observé chez certaines patientes '°. Par
ailleurs, le tamoxiféne génére une réduction moyenne de 37.6% des concentrations plasmatiques du
l1étrozole (le ratio de I’AUC du létrozole seule a I’AUC du létrozole pendant 1’administration
concomitante du tamoxiféne était de 1.60, CI90% = 1.46 — 1.76), probablement due a I’induction

enzymatique du CYP3A4 par le tamoxiféne 1.

Anastrozole Les concentrations plasmatiques du tamoxiféne et de N-desmethyltamoxiféne n’ont pas été
affectées par la prise concomitante de 1’anastrozole (le ratio des moyennes géométriques de Cirougn du
tamoxiféne et de N-desmethyltamoxiféne chez les patientes traitées par tamoxiféne + anastrozole versus
patientes traitées par tamoxiféne seul a été de 1.01 (C190% = 0.91 — 1.11) et de 1.05 (CI90% = 0.94 —
1.16), respectivement 71, En revanche, Cyouen de 1’anastrozole était réduite en moyenne de 27%

(CI90% = 20% — 33%) en raison de I’administration concomitante du tamoxiféne.

Exemestane L’administration concomitante de I’exemestane chez 32 patientes traitées par tamoxifene
n’a pas eu d’impact significatif sur I’exposition au tamoxiféne (ratio de moyenne géométrique de
1’AUC.24 tamoxiféne + exemestane versus 1’AUCy.24 tamoxiféne seul = 1.0, CI190% = 0.96 — 1.06) ni
sur celle de ses métabolites **. D’autre part, le tamoxiféne n’a pas d’impact sur la pharmacocinétique de

I’exemestane '*°.
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3.8.7.5 Phytothérapie

Approximativement 20 a 30% de I’ensemble des patients atteints de cancer utilisent de la phytothérapie
200201 1 ytilisation des compléments alimentaires a base de plantes dans le cadre d’un cancer du sein a
notamment pour but de réduire la dépression liée a la maladie, les effets indésirables ou encore
d’augmenter D’efficacité des traitements anticancéreux. Néanmoins, certains compléments peuvent
influencer la pharmacocinétique des médicaments anticancéreux et donc avoir une conséquence sur leur
efficacité et toxicité.

La curcumine est une substance active de curcuma, une plante d’origine indienne utilisée comme épice.
Récemment, une augmentation de 1’utilisation de la curcumine chez les patients avec un cancer a été
notée, en raison de ses propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, anticancéreuses et anti-
infectieuses. La curcumine est un inhibiteur des enzymes de phase I et Il (CYP3A4, CYP2D6, UGT) 2%

203 Une interaction

et peut inhiber ou induire les transporteurs d’efflux tels que la P-gp
pharmacocinétique entre le tamoxiféne et la curcumine a récemment été décrite 24, L’administration
concomitante de la curcumine a entrainé une diminution de AUCq.24n €t Cirouen de tamoxifeéne de 8% (p
=0.02) et 7% (p = 0.25), respectivement, par rapport a I’administration de tamoxiféne seul. L’ AUCg.24n
et Cirough d’endoxifene ont diminué de 8% (p = 0.07) et 6% (p = 0.43), respectivement. Cette diminution
a été plus prononcée lorsque la curcumine a été administrée avec la piperine, cette association étant
couramment utilisée afin d’augmenter sa biodisponibilité. En effet, AUCo.24n €t Cirough de tamoxiféne ont
diminué de 13% (p < 0.01) et 12% (p = 0.02), respectivement. L.” AUCy.241 €t Cirougn de 1’endoxiféne ont
tous les deux diminué de 12% (p = 0.02 et p = 0.01, respectivement). Il a été également noté que la
diminution de I’exposition plasmatique a été plus prononcée chez les patientes CYP2D6 NM par rapport
aux patientes IM. Bien que modeste, cette interaction statistiquement significative pourrait s’expliquer
par une diminution de la biodisponibilité du tamoxiféne due a I’induction de la P-gp par la curcumine
mais ce mécanisme n’est pas certain.

Le millepertuis, doté de propriétés antidépressive et Iégérement anxiolytique, est souvent utilisé par les

patientes atteintes d’un cancer du sein pour réduire le stress et la dépression liés a la maladie 2. Plusieurs

interactions pharmacocinétiques avec le millepertuis ont été rapportées dans la littérature dont certaines
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concernent les médicaments anticancéreux (irinotecan, docetaxel, imatinib) 2°2%7, En effet, la substance
active du millepertuis — la hyperforine, est un agoniste de PXR qui entraine une induction du CYP3A4,
CYP2C19 et de la P-gp 29829 Du fait de I’implication de CYP3A4 et CYP2C19 dans la métabolisation
du tamoxiféne, le risque des interactions médicamenteuses avec le millepertuis ne peut pas étre exclu.

Par ailleurs, il a été démontré que ginkgo biloba et I’extrait d’algue brune Undaria pinnatifida, utilisés
¢galement comme compléments alimentaires mais dont 1’effet éventuel sur les cytochromes n’est pas

connu, n’avaient pas d’impact sur la pharmacocinétique du tamoxiféne 292!,

3.8.8 Saison

Il a été démontré qu’en été les concentrations d’endoxiféne et de 4-hydroxytamoxiféne étaient environ
24% et 42% plus fortes qu’en hiver 14142, Néanmoins, Marcath et al. ont observé une corrélation inverse,
avec des concentrations d’endoxiféne plus élevées en hiver par rapport aux autres saisons '/,
possiblement a cause de la situation géographique différente. Il est cependant possible que 1’exposition
au soleil et le taux de la vitamine Dj ait un impact sur la métabolisation du tamoxiféne. En effet, les taux
de vitamine D; sont réduits en hiver alors qu’elle régule 1’expression intestinale de CYP3A4 212213,
Néanmoins, au vu de I’étude d’Antunes et al. qui n’a pas trouvé de corrélation significative entre les

taux de vitamine Ds et 1’activité enzymatique de CYP3A4, Iimpact des saisons sur 1’exposition

plasmatique au tamoxiféne et métabolites reste incertain 42,

3.9 Méthodes de dosage

Plusieurs méthodes de dosage du tamoxiféne et de ses métabolites dans les matrices biologiques ont été
développées et validées *21421°_ La majorité d’entre elles permettent la quantification simultanée des
concentrations de tamoxiféne et de ses trois métabolites majeurs: N-desmethyltamoxiféne, 4-
hydroxytamoxiféne et endoxiféne. Toutefois, il existe également les méthodes permettant la
quantification simultanée des concentrations de tamoxiféne et de 20 métabolites de phase I et II dans le
plasma humain #. Par ailleurs, la méthode dévelopée par van Nuland et al. permet la quantification
simultanée de concentrations d’endoxiféne et d’autres traitements hormonaux dans une optique de

réaliser un suivi thérapeutique pharmacologique (« therapeutic drug monitoring », TDM) 216,
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Dans ces méthodes, la matrice humaine la plus courante est le plasma 2'%2!7_ les autres matrices étant le
sérum 215, la bile, les feces, les urines, la salive et le LCR °*!'2, Dans la plupart des méthodes rapportées,
les prises d’essais (50 — 200 uL) sont traitées par précipitation des protéines 214215217218 [ a séparation
des analytes s’effectue sur chromatographie liquide a haute performance (HPLC) ou ultra haute
performance (UPLC) permettant de réduire le temps d’analyse tout en améliorant la résolution
chromatographique et la sensibilité. La méthode de détection la plus fréquente est la spectrométrie de
masse qui permet d’identifier et de quantifier les molécules d’intérét par mesure de leur masse. Le
principe de la spectrométrie de masse réside dans la séparation en phase gazeuse des molécules chargées
(ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). La plupart des analyses rapportées pour la
détéction de tamoxiféne et ses métabolites par spectrométric de masse utilise I’ionization par la
téchnique de I’electrospray (ESI) ou APCI (« atmospheric pressure chemical ionization ») en mode
positif. Pour la quantification, le mode SRM (« selective reaction monitoring ») ou MRM (« multiple
reaction monitoring ») sont utilisés.

La gamme des concentrations quantifiables est généralement comprise entre 5 et 1000 ng/mL pour le
tamoxiféne, 5 — 1000 ng/mL pour le N-desmethyltamoxiféne, 1 — 200 ng/mL pour I’endoxiféne et Z’-
endoxiféne, 0.4 — 80 ng/mL pour le 4-hydroxytamoxiféne et 0.2 — 40 ng/mL pour le 4’-
hydroxytamoxiféne 2!5. La précision et biais des métodes analytiques rapportées sont inférieurs a 15%
et a 20% pour le LLOQ.

Le tamoxiféne est administré sous forme de mélange des isomeres (Z) et (E) dont seulement les isoméres
(Z) sont pertinents d’un point de vue pharmacologique. Bien que les concentrations des métabolites (E)
soient présentes a des concentrations inférieures a LLOQ dans le plasma des patientes, le tamoxiféne et
ses métabolites pouvent subir a I’isomération (Z)/(E) aprés I’exposition a la lumiére UV. De plus, lors
de la métabolisation de (Z)-tamoxiféne, les métabolites (Z)’ sont formés qui présentent une activité
pharmacologique environ 10 fois moins importante que leurs métabolites respectifs (Z). Cependant, un
grand nombre des méthodes publiées n’a pas séparé des isoméres de tamoxiféne et de ses métabolites et
a en conséquence surestimé les concentrations plasmatiques d’endoxiféne et 4-hydroxytamoxiféne en

moyenne d’un facteur 2 et 3, respectivement 2!, Afin de correctement effectuer les études évaluant la
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relation PK/PD de tamoxiféne, une séparation chromatographique des isomeres (Z), (E) et (Z)* est

indispensable.

3.10 Relation pharmacogénétique-pharmacodynamie

3.10.1 CYP2D6

3.10.1.1 Efficacité

Le CYP2D6 est la seule enzyme impliquée dans la conversion de N-desmethyltamoxiféne en endoxifene
et constitue ainsi I’enzyme principale dans 1’activation pharmacologique du tamoxiféne. De ce fait,
plusieurs études ont été effectuées afin d’évaluer si I’altération de 1’activité de CYP2D6 pourrait avoir
un impact sur I’efficacité clinique du tamoxiféne. Goetz et al. ont mis en évidence dans une cohorte de
256 patientes que les porteuses de génotype CYP2D6 *4/*4 avaient un temps sans rechute et une survie
sans maladie plus courts (p = 0.023 et p = 0.012 respectivement) que les patientes hétérozygotes ou
homozygotes pour 1’alléle sauvage mais cet effet n’a pas été observé sur la survie globale (p = 0.169)
220 Dans cette étude, I’extraction d’ADN a été effectuée sur les spécimens tumoraux et buccaux mais
pour une partie des patientes, les auteurs ont démontré une bonne concordance entre les génotypes
obtenus a partir de ces deux types d’échantillons. L’étude de Schroth et al. a démontré que les porteuses
non seulement des alleles non-fonctionnels (*4 et *5) mais aussi des alleles a I’activité réduite (*70 et
*4]) ont eu une moins bonne réponse au tamoxiféne en terme de survie sans rechute, par rapport aux
patientes non-porteuses de ces alléles *!. L’extraction d’ADN a été effectuée sur le tissu mammaire
normal provenant des biopsies ou tissus d’exérése. Enfin, dans une étude rétrospective chez 1325
patientes, Schroth et al. ont démontré que la survie sans événement et la survie sans maladie ont été plus
courtes chez les patientes avec une diminution de 1’activit¢ de CYP2D6 (phénotypes IM et PM) par
rapport aux patientes avec le phénotype NM (HR = 1.33, CI95% = 1.06 — 1.68 et HR = 1.29, CI95% =
1.03 — 1.61, respectivement) *?2. A la base de ces résultats positifs observés également par d’autres

223-226_yne information concernant I’augmentation de risque de rechute chez les patientes avec

équipes
le phénotype PM a été considérée pour la notice du tamoxiféne par la FDA. Cependant, les analyses

rétrospectives des deux grandes études cliniques ATAC et BIG 1-98 ont rapporté des résultats
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extrémement discordants ce qui n’a pas permis de conclure sur 1’utilité de I’examen de génotypage de
CYP2D6 a I’initiation du traitement **"-*?®, Notamment, ’analyse rapportée par Rae ef al. portant sur les
patientes traitées par tamoxiféne pour un cancer du sein au stade précoce dans le cadre de I’étude ATAC
a démontré absence d’association entre le phénotype CYP2D6 et la rechute (HR = 0.99, CI95% = 0.48
— 2.08, p = 0.99) 2", L’analyse rétrospective des données de 1’étude BIG 1-98 a démontré que les
patientes avec le phénotype IM et PM présentaient une augmentation non statistiquement significative
de risque de rechute par rapport aux patientes NM (HR = 0.86, CI95% = 0.60 — 1.24) 228, 1l est a noter
que dans ces deux analyses, I’extraction d’ADN a été effectuée exclusivement a partir de spécimens

tumoraux.

Plusieurs études ont été effectuées pour confirmer ou dénoncer ces résultats produisant encore des
conclusions discordantes 122233 La méta-analyse rapportée par Province ef al. a été réalisée sur 4973
patientes dont I’examen de génotypage a été effectué sur les spécimens divers (sang, spécimens
tumoraux, tissu mammaire normal). I a été démontré que le statut CYP2D6 est un facteur prédictif de
la réponse chez les patientes ménopausées traitées par une dose de 20 mg/jour pendant 5 ans (HR pour
maladie invasive = 1.25, C195% = 1.06 — 1.47, p = 0.009). Cependant, dans toute la population étudiée,
le phénotype CYP2D6 n’était pas significativement associé a la réponse clinique apres avoir corrigé
pour le statut ménopausal, la durée de thérapie et le temps de suivi (p = 0.25) 2**. Enfin, les études
prospectives ayant pour but d’évaluer spécifiquement la relation entre le phénotype CYP2D6 (établi a

la base d’un examen de génotypage sur I’ADN germinale) et I’efficacité du tamoxiféne n’ont récemment

235 236

rapporté aucune association dans le cancer du sein métastatique et en situation adjuvante
Notamment, dans 1’étude hollandaise CYPTAM incluant 667 patientes traitées par tamoxiféne en

situation adjuvante, le temps jusqu’a progression n’a pas été associé au génotype CYP2D6 (HR ajusté =

0.929, CI95% = 0.525 - 1.642, p = 0.779).

3.10.1.2 Toxicité

De la méme maniere que pour I’efficacité, I’altération de 1’activité de CYP2D6 pourrait avoir un impact
sur I’intensité ou la fréquence des effets indésirables induits par le tamoxiféne. En effet, dans une étude

¢évaluant I’impact de CYP2D6 sur la persistance au traitement, un nombre plus important de patientes
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arrétant prématurément le tamoxiféne a été observé parmi les porteuses des all¢les fonctionnels de
CYP2D6 (p = 0.018) suggérant que les patientes présentant une diminution de I’activité de CYP2D6
pourrait avoir un risque de toxicité moins important ®. Cette hypothése a été étudiée dans plusieurs
¢tudes qui ont produit des résultats contradictoires. Concernant les bouffées de chaleur, Goetz et al. ont
rapporté que les bouffées de chaleur d’intensité modérée et sévére n’ont pas été observées chez les
patientes porteuses de génotype CYP2D6 *4/*4 par rapport aux patientes homozygotes et hétérozygotes
pour I’alléle sauvage 2%°. Une étude prospective a démontré que les patientes CYP2D6 IM avaient un
plus grand risque d’avoir des bouffées de chaleur que les patientes NM et PM tandis que chez les
patientes PM ce risque était moins important **’. Le phénotype CYP2D6 était également associé a la
survenue de bouffées de chaleur dans 1’étude WHEL ?*®. En revanche, au cours de I’étude BIG 1-98, les
patientes avec les phénotypes PM et IM avaient un risque augmenté d’avoir des bouffées de chaleur par
rapport aux patientes NM 2?%, Enfin, d’autres études plus récentes n’ont observé aucune corrélation entre

la survenue des bouffées de chaleur et le génotype/phénotype CYP2D6 ©288:141.239-241

3.10.2 CYP3A4/5

Le CYP3A4/5 interfere a plusieurs niveaux dans la métabolisation de tamoxifene et il a ét¢ démontré
que le polymorphisme génétique CYP3A44*22 (associ¢ a la diminution de I’activité enzymatique)
influence de maniére significative les concentrations plasmatiques d’endoxiféne et de 4-
hydroxytamoxiféne ¥4, Néanmoins, a I’heure actuelle, la relation entre I’efficacité de tamoxiféne et
le génotype CYP3A44*22 n’a pas été étudiée. Concernant les toxicités, dans I’étude de Baxter ef al. les
patientes porteuses de génotype CYP344*22 avait moins de risque d’avoir des bouffées de chaleur que
les patientes avec un génotype sauvage '

En ce qui concerne le génotype CYP345*3, Wegman ef al. ont rapporté que les patientes homozygotes
pour I’alléle *3 (non-expresseurs de CYP3AS) avaient une meilleure survie sans rechute (HR = 0.13,
CI195% = 0.02 — 0.86, p = 0.03), cependant cette étude était basée sur I’ADN tumoral >*2. Inversement,
trois autres études ont rapporté 1’absence de relation entre le génotype CYP3A45*3 et I’efficacité du

tamoxiféne 220-221.243,
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3.10.3 CYP2C19

Les études évaluant la relation entre les polymorphismes génétiques de CYP2CI9 et la réponse au
tamoxifene (efficacité, toxicité) ont rendu des résultats contradictoires. Schroth et al. ont rapporté que
les patientes porteuses d’allele */7, responsable de I’augmentation de 1’activité du CYP2C19, avaient
une meilleure réponse au tamoxiféne que les patientes porteuses des alléles */ (all¢le sauvage), *2 ou *3
responsables de la diminution de I’activité enzymatique (HR = 0.45, CI95% = 0.21 —0.92, p = 0.03) 2!,
Au contraire, une étude récente a observé une moins bonne réponse au tamoxiféne chez les patientes
porteuses d’au moins un alléle */7 et présentant 1’altération de ’activité enzymatique du CYP2D6 244,
Trois autres études ont démontré que les patientes hétérozygotes et homozygotes pour 1’alléle *2 avaient
une survie sans maladie plus longue que les patientes homozygotes pour 1’alléle sauvage (HR = 0.73,
CI95% = 0.58 — 0.91, p = 0.007) **¥7, Finalement, d’autres rapports n’ont pas mis en évidence de
relation significative entre les génotypes *2, *3 et *17 et la réponse au tamoxiféne ou la survenue des
effets indésirables 242!, Par ailleurs, chez les patientes avec un cancer du sein hormonodépendant au
stade précoce qui n’étaient pas traitées par tamoxiféne, la présence d’au moins un all¢le *2 était associé
4 un moins bon pronostique de maladie 27, néanmoins dans cette étude le génotype a été effectué sur

I’ADN tumoral.

3.10.4 CYP2C9

Dans deux études, aucune corrélation entre 1’efficacité du tamoxiféne et les polymorphismes génétiques

CYP2C9*2 et *3 n’a été trouvée 2212%0,
3.10.5 CYP2B6

Les génotypes du CYP2B6 (*4, *5, *6, *22) n’ont pas été associés a la réponse au tamoxiféne 221-25,

3.10.6 SULT

Au vu de I’'implication de SULT dans la métabolisation de 4-hydroxytamoxiféne et endoxiféne dans les
réactions de phase I, les variations de 1’activité¢ de ces enzymes pourraient impacter la réponse au

tamoxiféene. Nowell et al. ont rapporté que les patientes présentant le génotype SULTIAI*2/*2,
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entrainant une diminution de 1’activité enzymatique, avaient un risque de mort trois fois plus important
que les patientes avec le génotype *1/*1 et *1/*2 22 D’aprés ces résultats, les patientes avec une
diminution de la sulfatation de métabolites actifs auraient un risque plus élevé de mort que les autres
patientes ce qui semble le contraire de I’hypothése posée. Néanmoins, les études consécutives n’ont pas
reproduit ces résultats 242231253254 Récemment, Sanchez-Spitman et al. ont démontré que les patientes
avec une diminution de 1’activité du SULT1A1 due a la présence des polymorphismes génétiques rs6839
et rs1042157 dans la région 3’ non traduite (UTR) du géne SULTI1A1, avaient une meilleure réponse au
traitement en termes de survie sans récidive, mais le résultat était a la limite de significativité '°. Ainsi,
a ce jour, on ne peut pas conclure concernant I’impact des polymorphismes génétiques du SULTIAI sur

la réponse au tamoxiféne.

3.10.7 UGT

Concernant les polymorphismes génétiques des UGTs impliqués dans I’inactivation de I’endoxiféne et
4-hydroxytamoxiféne, aucune corrélation entre le génotype UGT2B7*2 et la survenue des rechutes n’a
été observée dans I’étude ATAC 2?7, De méme, dans une autre étude, aucune corrélation avec la réponse
clinique n’a été observée pour le polymorphisme UGT2B15*2 **. En revanche, Nowell et al. ont
rapporté que les patientes avec le génotype UGT2B15*2 présentaient une tendance vers une diminution

de survie sans rechute. Cependant, aucune corrélation avec la survie globale n’a été observée 25,

3.10.8 Transporteurs d’efflux de la famille ABC

L’¢étude de Kiyotani ef al. réalisée dans une population japonaise, a démontré une relation significative
entre le SNP rs3740065 de ’ABCC2, entrainant 1’augmentation de I’expression ou de [’activité
d’ABCC2, et la survie sans rechute avec une augmentation de risque chez les patientes homozygotes et
hétérozygotes mutées *!. Une étude récente a démontré la prolongation de temps jusqu’a la progression
chez les patientes pré-ménopausées avec une diminution de I’activité de ABCB1 due a la présence de
deux alléles variants de SNP rs1045642 >3, Le risque de survenue d’effets indésirables gynécologiques
et vasomoteurs a €également été augmenté chez les porteuses de deux all¢éles variants pour ce SNP. Dans

une autre étude, les patientes homozygotes sauvages pour le méme SNP du ABCBI1 avaient un temps

Page | 64



jusqu’a rechute plus court que les patientes hétérozygotes et homozygotes mutées 2°°. Ces résultats
suggerent que I’efficacité du tamoxiféne peut étre diminuée chez les patientes avec une augmentation

de I’activité des pompes d’efflux due a la diminution des concentrations intracellulaires d’endoxiféne.

3.11 Relation pharmacocinétique-pharmacodynamie

3.11.1 Efficacité

La relation significative entre la dose et I’efficacité du tamoxiféne a été mise en lumiére pour la premiére
fois par ’EBCTCG dans une méta-analyse de plusieurs études cliniques. En effet, la réduction des
rechutes était significativement plus importante dans les études évaluant des doses supérieures a 20
mg/jour par rapport a la dose 20 mg/jour °'.

La relation entre les concentrations plasmatiques d’endoxiféne et la survenue de rechutes chez les
patientes avec un cancer du sein en situation adjuvante a été décrite pour la premiére fois par I’équipe
de Madlensky et al. L’analyse rétrospective des données de 1’étude WHEL (Women’s Healthy Eating
and Living) de 1370 patientes ménopausées a permis d’identifier un seuil de concentration plasmatique
d’endoxiféne de 5.97 ng/mL (correspondant au 16 nmol/L) associé¢ a une diminution du 26% de risque
de récidive (HR = 0.74, CI95% = 0.55 — 1.00) '?°. Les concentrations plasmatiques d’autres métabolites
n’ont pas été significativement associées a I’efficacité du tamoxiféne. Saladores et al. ont confirmé ces
résultats dans une cohorte de 306 patientes pré-ménopausées ''°. Chez les patientes avec des faibles
concentrations d’endoxiféne (< 14 nmol/L), une tendance pour une plus courte survie sans rechute a
distance a été observée par rapport aux patientes avec des concentrations d’endoxiféne supérieures a 35
nmol/L (HR = 1.94, CI95% = 1.04 — 4.14, p = 0.064). De méme, aucune relation significative entre la
réponse clinique et les concentrations d’autres métabolites n’a été observée. Helland ef al. ont mis en
évidence une relation significative entre 1’efficacité du tamoxiféne et les concentrations de 4-
hydroxytamoxiféne et I’endoxiféne dans une cohorte de 86 patientes 7. Les patientes présentant des
concentrations de 4-hydroxytamoxiféne inférieures ou égales a 3.26 nmol/L ou d’endoxiféne inférieures
ou égales a 9 nmol/L avaient une moins bonne réponse au traitement en termes de survie spécifique au

cancer du sein (HR = 3.56, CI95% = 1.14 — 11.07, p = 0.02 et HR = 3.73, CI95% = 1.05 - 13.22, p =
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0.029, respectivement). Enfin, de Vries Schultink ef al. ont proposé un score d’activité antiestrogénique
tenant compte des concentrations de tamoxiféne, N-desmethyltamoxiféne, 4-hydroxytamoxiféne et
endoxiféne en se basant sur I’hypothése que non seulement 1’endoxiféne mais aussi d’autres métabolites

1 8, En ré-

de tamoxiféne possédant 1’activité antiestrogénique contribuent a son effet antitumora
analysant les patientes de 1’étude WHEL, une diminution du risque de récidive de 33% a été observée
chez les patientes avec un score d’activité antiestrogénique supérieur ou égal a 1798 (HR = 0.67, C195%
= 0.47 — 0.96), mais le bénéfice d’utilisation de ce score reste comparable a celui de la concentration
d’endoxiféne.

Ces résultats prometteurs n’ont pas été confirmés dans deux grandes études prospectives. L’étude
hollandaise CYPTAM a été réalisée dans une cohorte de 667 patientes en situation adjuvante 2*¢. Dans
cette étude, aucune corrélation entre la survie sans rechute et les concentrations d’endoxiféne analysées
comme variable continue ou en divisant les patientes en fonction du seuil proposé par Madlensky et al.
(16 nmol/L) n’a été observée (HR ajusté = 0.991, CI95% = 0.946 — 1.038, p = 0.691 et HR ajusté =
1.583, CI95% = 0.719 — 3.29, p = 0.267, respectivement). Enfin, les travaux de Neven et al. portant sur
une cohorte de 247 patientes traitées par tamoxiféne en situation néoadjuvante ou métastatique ont
montré [’absence de 1’association entre les concentrations d’endoxiféne ou d’autres métabolites et le
taux de réponse objective 2*°. Ces résultats négatifs provenant d’études prospectives ont remis en
question le bénéfice clinique de 1’adaptation de dose du tamoxiféne. Des études supplémentaires portant
sur un nombre de patientes plus important et avec un suivi plus long sont donc nécessaires afin de
conclure quant a I’existence d’une relation entre la pharmacocinétique et I’efficacité du tamoxiféne. En
effet, de Vries Schultink er al. ** ont démontré par simulation que pour mettre en évidence une
diminution du risque de rechute de 29% chez les patientes en situation adjuvante avec des concentrations
d’endoxiféne supérieures au seuil de 16 nmol/L, un suivi de 15 ans et I’inclusion de 1500 patientes
seraient nécessaires. Il est a noter que 1’étude CYPTAM ne disposait que d’une puissance d’environ
30% pour détecter une association statistiquement significative entre le seuil des concentrations
d’endoxiféne et la survie sans rechute (effet a démontrer HR = 0.71, nombre de patientes = 667, durce
de suivi = 10 ans). En plus de ces résultats, Goetz et al. ont récemment montré que les éléments du

design de 1’étude CYPTAM tels que le pré-traitement par chimiothérapie chez 68% de la population, les
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changements vers des inhibiteurs de 1’aromatase au cours de 1’étude, 1’inclusion des patientes ayant
initié¢ le tamoxiféne jusqu’a 12 mois auparavant, le censoring des données et la puissance discutée ci-

dessus n’étaient pas suffisants pour répondre a la question posée 2,

3.11.2 Toxicité

De nombreuses études ont été effectuées afin d’évaluer la valeur prédictive des concentrations
plasmatiques de tamoxiféne et ses métabolites dans la survenue des toxicités. Gallicchio et al. ont
rapporté une corrélation positive entre la survenue d’effets indésirables rapportés par les patientes et les
concentrations de tamoxiféne dans une population de 99 patientes ', Lorizio ef al. ont mis en évidence
une relation significative entre les concentrations d’endoxiféne et la survenue d’effets indésirables tels
que les bouffées de chaleur, les sécheresses vaginales, les problémes de sommeil ou encore la prise de
poids dans une population de 241 patientes . De plus, une tendance pour les concentrations plus faibles
de 4-hydroxytamoxiféne chez les patientes sans effet indésirable a été observée. Enfin, Helland et al.
ont récemment mis en €vidence une relation significative entre les taux plasmatiques élevés de
tamoxiféne, 4’-hydroxytamoxiféne et N-oxyde tamoxiféne et la sécheresse vaginale chez 220 patientes
262 En revanche, des résultats contradictoires ont également été rapportés. Baxter et al. ont observé une
corrélation inverse entre les concentrations d’endoxiféne et la survenue des bouffées de chaleur '
Ainsi, les patientes plus fortement exposées a I’endoxiféne avaient moins de risque d’avoir les bouffées
de chaleur. Jager et al. n’ont observé aucune corrélation entre la survenue des bouffées de chaleur ni
leur sévérité chez 109 patientes 2**. Cependant, les données sur la survenue des bouffées de chaleur ont
été recueillies rétrospectivement ce qui pouvait étre a I’origine d’un biais de mémoire (« recall bias »).
Enfin, une étude prospective sur une cohorte de 410 patientes a rapporté I’absence de corrélation entre
la survenue et l’intensité des bouffées de chaleur et les concentrations de tamoxiféne, 4-

241

hydroxytamoxifene et endoxiféne “*'. De méme, la survenue des bouffées de chaleur n’a pas été associée

aux concentrations d’endoxiféne dans les travaux de Fox et al. 8.
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3.12 Individualisation de traitement par tamoxiféne

Malgré une bonne efficacité clinique du tamoxiféne, approximativement 25% des patientes présentent
une rechute dans les 15 ans suivant le premier diagnostic de cancer 3!. De ce fait, identifier les patientes
a risque de mauvaise réponse au traitement ou a risque accru de toxicité permettrait d’adapter
individuellement la posologie et assurerait une meilleure prise en charge thérapeutique. En effet, les
patientes avec les phénotypes CYP2D6 PM et IM présentent des concentrations de métabolites actifs
significativement plus faibles que les patientes NM et UM. Néanmoins, les résultats contradictoires
concernant I’efficacité clinique chez les patientes avec les phénotypes CYP2D6 PM et IM n’ont pas
permis d’établir de recommandations sur le choix de dose. L’hétérogénéité méthodologique peut étre a
I’origine de ces discordances. A titre d’exemple, on peut notamment citer des différences
méthodologiques concernant la source d’ADN utilisée pour le génotypage (tissu tumoral, sang), la durée
de traitement par tamoxiféne (moins de 5 ans, 5 ans ou 10 ans), le design de 1’étude (prospective ou
rétrospective), le nombre de variants génétiques de CYP2D6 analysés, les critéres de jugement (survie
sans rechute, survie sans maladie, survie globale ...) et enfin le traitement concomitant par inhibiteurs
de CYP2D6 non rapporté au cours de 1’étude. La critique majeure repose sur la détermination du
génotype germinal effectuée sur les tissus tumoraux. En effet, il a été décrit que la perte de hétérozygotie
du chromosome 22 ou est localisé le gene du CYP2D6 (22q13.1) est tres fréquente dans le cancer du
sein 264265 De ce fait, si la patiente est une hétérozygote pour I’alléle *4 et que dans la tumeur la perte
d’un allele est survenue, le génotypage effectué sur ’ADN tumoral chez cette patiente entraine une
mauvaise classification en phénotype CYP2D6 (I’attribution de génotype *1/*I ou *4/*4 aux patientes
qui sont en réalité porteuses d’un génotype *1/*4). L’analyse a posteriori des fréquences des génotypes

l 228

rapportés dans 1’étude Regan ef a a démontré une déviation significative de 1’équilibre de Hardy-

Weinberg tandis que 1’étude Rae et al. 2’

ne présente pas d’information nécessaire pour pouvoir juger
de la qualité des données génétiques 232, En conséquence, les résultats négatifs rapportés par Regan
et al. (étude BIG 1-98) et Rae et al. (étude ATAC) ont été remis en question.

Les études effectuées par la suite ont démontré que le phénotype/génotype CYP2D6 explique seulement

38 4 42% de la variabilité des concentrations plasmatiques d’endoxiféne '3>!133, De ce fait, le TDM basé
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directement sur les concentrations plasmatiques d’endoxiféene a 1’état d’équilibre semble étre la
meilleure méthode pour optimiser la dose de tamoxifene en pratique clinique. De plus, il a été montré
que le seuil de concentration d’endoxiféne de 5.97 ng/mL (16 nmol/L) proposé par Madlensky et al. '*°
n’est pas atteint chez environ 95 — 100%, 50 — 55% et 13 — 19% des patientes présentant un phénotype
CYP2D6 PM, IM et NM, respectivement 3327, Cependant, les résultats prometteurs de 1’étude de

Madlensky et al. n’ont pas été confirmés par d’autres études prospectives ce qui, a ce jour, ne permet

pas de valider I’implémentation du TDM de I’endoxiféne dans la pratique clinique.

3.12.1 Faisabilité de 1’adaptation de dose

Les tentatives de mise en évidence d’une relation exposition-réponse thérapeutique n’ont pas permis de
confirmer le seuil de concentration d’endoxiféne qui pourrait étre utilisé pour le TDM. Néanmoins,
plusieurs études ont évalué la faisabilit¢ de I’adaptation de dose basée sur la connaissance du
phénotype/génotype CYP2D6 ou des concentrations plasmatiques de 1’endoxiféne.

L’adaptation de dose du tamoxiféne dans les travaux d’Irvin et al. a été effectuée sur la base du
phénotype CYP2D6. L’escalade de dose de 20 a 40 mg/jour chez les patientes CYP2D6 IM et PM a
induit une augmentation significative des concentrations d’endoxiféne par rapport a la baseline. Ainsi,
les patientes IM ayant recu une dose de 40 mg/jour ont atteint le méme niveau de concentration que les
patientes NM a la dose standard (20 mg/jour). L’augmentation de dose a 40 mg/jour chez les patientes
PM n’a pas été suffisante pour atteindre les taux observés chez les NM 2%, L’extension de cette étude
sur une cohorte de 500 patientes a confirmé ces résultats et a démontré 1’absence de détérioration de la
qualité de vie des patientes ayant suivi I’augmentation de dose !'*. Kiyotani ez al. ont rapporté une étude
d’escalade de dose basée sur le génotype CYP2D6 ®. L’augmentation de dose a 30 et 40 mg/jour chez
les patientes avec le génotype CYP2D6*1/*10 ou *10/*10, respectivement, a entrainé une augmentation
des concentrations d’endoxiféne et 4-hydroxytamoxiféne aux niveaux observés chez les patientes avec
le génotype *1/*1 et traitées par une dose standard (20 mg/jour), sans augmentation de toxicité.

Au vu de la grande variabilité des concentrations d’endoxiféne dont seulement une partie peut étre

expliquée par I’activit¢ de CYP2D6, le TDM semble une meilleure option pour I’adaptation de dose du
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tamoxiféne. Différents seuils de concentrations ont été utilisés dans les études évaluant la faisabilité du
TDM d’endoxiféne.

L’escalade de dose dans 1’étude de Barginear et al. a été basée sur le seuil de concentration d’endoxiféne
de 40 nmol/L *®. Ce seuil a été établi dans les études in vitro comme une concentration optimale pour
’inhibition de la prolifération cellulaire hormonodépendante dans le cancer du sein *. L’augmentation
de dose de 20 a 30 mg/jour chez les patientes avec des concentrations d’endoxiféne inférieures a 40
nmol/L a généré une augmentation moyenne de 49% et 75% des concentrations de 1’endoxiféne et 4-
hydroxytamoxiféne, respectivement, chez 90% de la population étudiée. L’apparition ou I’augmentation
de I’intensité des effets indésirables a été notée chez 20% des patientes. Dans 1’étude de Dezentje et al.,
’escalade de dose a été effectuée chez les patientes avec les phénotypes CYP2D6 PM et IM 27°. La dose
adaptée a été calculée a partir de la concentration individuelle d’endoxiféne mesurée a la baseline pour
atteindre le méme niveau de concentration que la moyenne observée chez les patientes avec le phénotype
CYP2D6 NM a la dose standard (20 mg/jour). Ainsi, une dose moyenne de 46 mg/jour (intervalle 30 —
100) et de 90 mg/jour (60 — 120) a été administrée chez les CYP2D6 IM et PM, respectivement. Apres
I’ajustement de dose, les CYP2D6 IM ont atteint le méme niveau de concentrations d’endoxiféne que
les CYP2D6 NM. En revanche, suivant I’escalade de dose, les concentrations d’endoxiféne chez les
CYP2D6 PM ont été significativement augmentées par rapport a la baseline mais n’ont pas atteint le
niveau de CYP2D6 NM. Cependant, toutes les patientes ont atteint le seuil de 16 nmol/L. Enfin, aucune
augmentation de toxicité n’a été observée due a I’escalade de dose pendant la durée de 1’étude (2 mois).
La faisabilité du TDM a également été démontrée dans une étude récente publiée par Fox et al. basée
sur un seuil de concentration d’endoxiféne de 30 nmol/L (niveau moyen dans un sous-groupe initial) 5,
Au cours de 1’étude, un seuil de 15 nmol/L a également été sélectionné basée sur les résultats de
Madlensky et al. et Saladores et al. Ainsi, I’augmentation de dose par pallier de 20 et 10 mg/jour a été
effectuée pour les patientes dont la concentration d’endoxiféne était inférieure & 15 nmol/L et a 30
nmol/L, respectivement, jusqu’a ce qu’une concentration supérieure ou égale a 30 nmol/L ait été atteinte
(la dose maximale était de 60 mg/jour). Apres 1’escalade de dose, 96% et 69% des patientes ont atteint

les concentrations cibles de 15 et 30 nmol/L respectivement.
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En conclusion, ces études ont démontré la faisabilité de 1’adaptation de dose basée soit sur le
phénotype/génotype CYP2D6 soit sur les concentrations plasmatiques d’endoxiféne. Cependant, a ce
jour, la relation exposition-efficacité du tamoxiféne n’a pas été clairement démontrée et d’autres études
prospectives sont nécessaires pour pouvoir implémenter le TDM de I’endoxiféne en pratique clinique

courante.
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4 Généralités sur le létrozole

4.1 Propriétés physico-chimiques

NC CN

Figure 6 Structure chimique du létrozole.

Le létrozole ou 4,4’-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethylene)dibenzonitrile est un inhibiteur de 1’aromatase
non-stéroidien (type II) appartenant a la troisiéme génération. Sa structure chimique est présentée sur la
Figure 6. Le 1étrozole est une poudre cristalline de couleur blanche a jaunatre, sans odeur, facilement
soluble dans le dichlorométhane, Iégeérement soluble dans 1’éthanol et pratiquement insoluble dans 1’eau.
Sa masse molaire est de 285.31 g/mol. Le 1étrozole est caractérisé par un log P de 2.5 et un pKa, (forme
monoproton) calculé de 1.6. Selon la classification BCS, le 1étrozole est un composé de classe | avec
une forte solubilité et une forte perméabilité. Il est commercialisé sous le nom Femara® par le laboratoire

Novartis a une dose unique de 2.5 mg pour I’administration par voie orale.

4.2  Propriétés pharmacodynamiques

Le 1étrozole est un inhibiteur puissant et sélectif ciblant ’enzyme de 1’aromatase dans les tissus
périphériques et les cellules cancéreuses. In vitro, dans les cellules du cancer du sein ER+ transfectées
avec le géne de ’aromatase (MCF-7Ca), le 1étrozole entraine une forte inhibition de 1’aromatase avec
une ICso de 0.07 nmol/L 2!, L’activité anti-tumorale du 1étrozole a été observée dans des études in vivo
chez la souris ovariectomisée xénogreffée par la lignée cellulaire MCF-7Ca. Le 1étrozole entraine une

inhibition dose-dépendante de la croissance tumorale et induit une régression tumorale 272274,
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Différentes études chez des patientes ménopausées ont mis en évidence une forte suppression de
I’aromatisation générale dans le corps par le létrozole dans ’intervalle de doses 0.1 — 5 mg/jour 27°277,
La suppression de ’activité de 1’aromatase intratumorale a été démontrée par Geisler ef al. ou les taux
de I’estradiol, I’estrone et I’estrone sulfate dans la tumeur des patientes ménopausées ont été diminués
de 97.6%, 90.7% et 90.1% respectivement, aprés 4 mois de traitement par létrozole 2.5 mg/jour 275

Le létrozole posseéde une activité inhibitrice sélective envers 1’aromatase comme I’indique 1’absence
d’impact sur la stéroidogenése surrénalienne ainsi que sur les taux de 170-hydroxy progestérone,
thyréostimuline, hormone lutéinisante (LH), hormone folliculo-stimulante (FSH) et I’androsténedione

observé dans plusieurs études cliniques 27%-%,

4.3 Efficacité clinique

A I’heure actuelle, le 1étrozole peut étre prescrit dans les indications suivantes:

e Traitement adjuvant du cancer du sein ER+ et/ou PR+ a un stade précoce chez la femme
ménopausée;

e Prolongation du traitement adjuvant du cancer du sein a un stade précoce chez la femme
ménopausée ayant préalablement recu un traitement adjuvant standard par tamoxiféne pendant
5 ans;

e Traitement de premiere intention du cancer du sein ER+ et/ou PR+ & un stade avancé chez la
femme ménopauseée;

o Traitement du cancer du sein a un stade avancé chez la femme ménopausée (ménopause
naturelle ou artificielle), aprés rechute ou progression de la maladie chez les femmes

antérieurement traitées par antiestrogenes.

L’efficacité du létrozole dans ces différentes indications a été évaluée au cours d’études cliniques.

4.3.1 Cancer du sein au stade avancé

Plusieurs études de phase let 2 ont été réalisées afin d’évaluer I’efficacité du létrozole dans le traitement

du cancer du sein au stade avancé. Ces études ont mis en évidence la diminution des taux d’estrogenes
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circulant pour toutes les doses étudiées (0.1, 0.5 et 2.5 mg/jour) ainsi qu’une bonne efficacité avec des
réponses complétes et partielles observées a chaque palier de doses. L’incidence des effets indésirables
était similaire entre différents niveaux de doses 27°2%2,

L’étude de phase 3 randomisée en double aveugle a comparé 1’efficacité de deux doses de 1étrozole (0.5
et 2.5 mg/jour) au mégestrol chez les patientes ménopausées 2%, Le 1étrozole 2.5 mg/jour était supérieur
a la dose de 0.5 mg/jour et au mégestrol en termes de taux de réponse globale (24% versus 13% et 16%
respectivement). De plus, le temps jusqu’a progression €tait significativement plus long dans le bras 2.5
mg/jour que 0.5 mg/jour (p = 0.02) mais similaire a celui du bras mégestrol (p = 0.07). En termes de
survie globale, un effet dose a été observé en faveur d’une dose de 2.5 mg/jour du létrozole par rapport
a la dose 0.5 mg/jour (p = 0.03).

Une étude de phase 3 randomisée en double-aveugle a comparé 1’efficacité du 1étrozole au tamoxiféne
comme traitement de premicre ligne du cancer du sein au stade avancé chez les femmes ménopausées
47.284 e létrozole a réduit le risque de progression de 30% par rapport au tamoxiféne (HR = 0.70, CI95%
= 0.60 — 0.82, p < 0.0001). De plus, le temps médian jusqu’a la progression a été prolongé de 57%,
passant de 6.0 mois avec le tamoxiféne a 9.4 mois avec le 1étrozole.

Plus récemment, une étude de phase 3 randomisée en double aveugle (PALOMA-2) a comparé
I’efficacité de 1’association thérapeutique létrozole plus palbociclib (inhibiteur CDK 4-6) versus
létrozole plus placebo chez les patientes ménopausées avec un cancer du sein au stade avancé
ER+/ERBB2- qui n’ont pas regu de traitement systémique antérieur 2*°. Aprés un suivi médian de 3.2
ans, la survie sans progression médiane était de 2.3 ans dans le bras 1étrozole plus palbociclib versus 1.2
ans dans le bras 1étrozole plus placebo (HR = 0.56, p < 0.0001). Le palbociclib en association avec un
inhibiteur de 1’aromatase est désormais indiqué dans le traitement du cancer du sein avancé

ER+/ERBB2- chez les patientes ménopausées.

4.3.2  Cancer du sein en situation adjuvante

L’étude Breast International Group (BIG) 1-98 est une étude de phase 3, randomisée en double aveugle
comparant 4 groupes:

1) 5 ans de 1étrozole
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2) 5 ans de tamoxiféne

3) un traitement séquentiel de 2 ans de 1étrozole suivi de 3 ans de tamoxiféne

4) un traitement séquentiel de 2 ans de tamoxiféne suivi de 3 ans de 1étrozole

chez les femmes ménopausées avec un cancer du sein hormonodépendant en situation adjuvante ¢, La
premiére analyse effectuée aprés un suivi médian de 25.8 mois a révélé que la survie sans maladie
(définie comme le temps jusqu’a une rechute locorégionale, rechute a distance ou apparition d’un cancer
controlatéral ou un autre cancer et mort non précédée par un événement li¢ au cancer) a été
significativement plus longue dans le groupe du 1étrozole que dans le groupe du tamoxiféne (HR = 0.81,
CI95% = 0.70 — 0.93, p = 0.003). Les taux de survie estimés a 5 ans étaient de 84.0% et 81.4% dans le
groupe du létrozole et tamoxiféne, respectivement. Une mise a jour des résultats de cette étude aprés un
suivi médian de 4.25 ans a confirmé le bénéfice du 1étrozole en termes de survie sans rechute par rapport
au tamoxiféne (HR = 0.82, CI95% = 0.71 — 0.95, p = 0.007) *. Une derniére actualisation a mis en
¢évidence une tendance pour I’amélioration de la survie globale en faveur du 1étrozole avec une survie a
5 ans de 91.8 % sous létrozole contre 90.9 % sous tamoxifene (HR = 0.87, CI195% = 0.75 - 1.02, p =
0.08) 27, Enfin, cette étude a démontré que I’hormonothérapie séquentielle n’apporte pas de bénéfice
par rapport au létrozole seul mais n’est pas non plus moins efficace (Iétrozole versus tamoxiféne suivi
de létrozole: HR = 1.05, CI99% = 0.84 — 1.32; 1étrozole versus 1étrozole suivi de tamoxiféne: HR =
0.96, C199% = 0.76 — 1.21).

L’étude MA.17 (randomisée en double aveugle) a comparé ’efficacit¢ de la prolongation de
I’hormonothérapie adjuvante par 5 ans de 1étrozole versus placebo chez les femmes ménopausées ayant

complété la thérapie adjuvante d’environ 5 ans par le tamoxiféne 2882%

. L’analyse intermédiaire
effectuée aprés un suivi médian de 2.4 ans a mis en évidence une diminution de 43% du risque de rechute
locorégionale, rechute a distance, apparition de métastases ou d’un cancer controlatéral dans le bras
létrozole par rapport au placebo (HR = 0.57, CI95% = 0.43 — 0.75, p = 0.00008). Le bénéfice absolu
attendu a 4 ans de thérapie était de 4.6%. Cependant, la survie globale était similaire entre les deux bras
(HR = 0.82, CI95% = 0.57 — 1.19, p = 0.3) sauf dans le sous-groupe de patientes dont la tumeur
s’accompagnait d’un envahissement ganglionnaire chez lesquelles la survie globale était améliorée par

rapport au placebo (HR = 0.61, CI95% = 0.38 — 0.98, p = 0.04). Au vu de ces résultats, 1’étude a été
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levée d’aveugle et environ 60% des patientes sous placebo ont choisi de changer le traitement pour le
létrozole. Une mise a jour de cette étude aprés un suivi médian de 5.3 ans a confirmé les résultats
précédents avec une meilleure survie sans maladie dans le bras 1étrozole versus placebo dans une analyse
de I’intention a traiter (HR = 0.68, CI95% = 0.56 — 0.83, p <0.001) et une survie globale similaire entre
les deux bras (HR = 0.99, C195% = 0.797 — 1.24, p = 0.83) 2.

L’étude MA.17R randomisée en double aveugle contrélée contre placebo a évalué I’efficacité de 5 ans
supplémentaires de 1étrozole versus placebo chez les patientes ayant déja suivi 5 ans de létrozole
précédés par 5 ans de tamoxiféne »!. Aprés un suivi médian de 6.3 ans, ’extension de la thérapie par le
létrozole jusqu’a 10 ans a été associée a une prolongation du taux de survie sans maladie de 91% dans
le bras placebo a 95% dans le bras 1étrozole (HR = 0.66, C195% = 0.48 —0.91, p=0.01). Cependant, le
taux de survie globale a 5 ans était similaire entre les deux bras (HR = 0.97, 95CI = 0.73 — 1.28, p =
0.83) et une augmentation de I’incidence des effets indésirables a été observée.

Enfin, une étude de phase 3 randomisée en double aveugle controlée contre placebo (NSABP B-42) a
évalué Defficacité de 5 ans de létrozole chez les patientes ayant suivi une thérapie de 5 ans par un
inhibiteur de I’aromatase ou le tamoxiféne 2. Aprés un suivi médian de 6.9 ans, 5 ans supplémentaires
de 1étrozole n’ont pas significativement amélioré la survie sans maladie par rapport au placebo (HR =
0.85, CI95% = 0.73 — 0.999, p = 0.048).

A ce jour, le Iétrozole est indiqué dans le traitement du cancer du sein chez les patientes ménopausées.
Néanmoins, des études cliniques réalisées chez la femme pré-ménopausée avec suppression de la
fonction ovarienne ont aussi été rapportées. L’étude HOBOE (Hormonal Bone Effects) est un essai de
phase 3 comparant I’efficacité du 1étrozole seul, au létrozole plus acide zolédronique, et au tamoxiféne
seul, chez les patientes pré-ménopausées avec un cancer du sein au stade précoce avec suppression de
la fonction ovarienne obtenue par I’administration de la triptoréline (analogue de I’hormone de libération
des gonadotrophines, GnRH) . Aprés un suivi médian de 64 mois, le taux de survie sans maladie était
de 85.4%, 93.2% et 93.3% dans le groupe tamoxiféne seul, 1étrozole seul et 1étrozole plus acide
zolédronique, respectivement. En revanche, les effets indésirables de grade 3 a 4 ont été rapportés chez
4.2%, 6.9% et 9.1% des patientes dans le bras tamoxiféne, 1étrozole et 1étrozole plus acide zolédronique,
respectivement. En conclusion, la thérapie par létrozole plus acide zolédronique améliore
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significativement la survie sans maladie chez les patientes pré-menopausées avec suppression de la
fonction ovarienne par rapport au traitement par tamoxiféne mais est associée a un risque plus important

de toxicités.

4.3.3 Cancer du sein en situation néoadjuvante

Un essai randomisé en double aveugle a comparé le létrozole au tamoxiféne chez les femmes
ménopausées diagnostiquées d’un cancer du sein inéligibles a une chirurgie conservant le sein 4. Aprés
4 mois de traitement, une réponse a été observée chez 60% des patientes du bras 1étrozole et 41% du
bras tamoxiféne (p = 0.004). De plus, 48% versus 36% (p = 0.036) des patientes dans le bras 1étrozole
versus tamoxiféne ont suivi une chirurgie conservant le sein avec succés. Enfin, chez les patientes
présentant des tumeurs ER+, ERBB1+ et /ou ERBB2+ (15.2% de la population étudiée), plus de
réponses ont été observées sous létrozole que sous tamoxiféne (taux de réponse: 88% versus 21%,

respectivement, p < 0.0004).

4.4 Effets indésirables

4.4.1 Profil de toxicité

Au cours de I’étude BIG 1-98, le létrozole a démontré un profil de toxicité relativement favorable 2%¢.
Les effets indésirables (spécifiés dans le protocole) les plus fréquents étaient: 1’hypercholestérolémie
(44%), les bouffées de chaleur (33%), I’arthralgie (20%), les sueurs nocturnes (14%), la myalgie (6%),
les fractures (6%), les hémorragies vaginales (3%), les accidents cardiaques (4%) et les accidents
thromboemboliques (1%). Parmi ces effets indésirables, la majorité concerne des grades 1 et 2 tandis
que les toxicités de grade 3-4 les plus fréquentes sont les accidents cardiaques (2%), les fractures (2%)
et ’arthralgie (2%). Des effets indésirables graves ou fatals sont survenus chez 1.7% des patientes et
comprennent les accidents vasculaires cérébraux, les accidents thromboemboliques et les accidents
cardiaques. Davantage de patientes ont rapporté au moins un effet indésirable dans le bras 1étrozole que
dans le bras tamoxiféne, mais le nombre de patientes avec des toxicités graves ou fatales était similaire

dans les deux bras (1.7%). Cependant, il a été noté une majoration du risque de fractures (5.7% versus

4%) et d’hypercholestérolémie (44% versus 19%) dans le bras létrozole. Néanmoins, la majorité était
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de grade 1. Bien que le nombre d’accidents cardiovasculaires ait été similaire entre les deux bras, le
létrozole a entrainé plus d’accidents cardiaques de grade > 3 que le tamoxiféne (2.1% versus 1.1%).
L’arrét de traitement est survenu chez 2.6% des patientes et était di a ’arthralgie de grade 3 et 4.

Au cours de I’étude MA. 17, une fréquence plus importante de bouffées de chaleur (47%) et de troubles
musculo-squelettiques a été observée (45%) tandis que la fréquence d’autres effets indésirables était
similaire 2*®. En plus des toxicités rapportées dans I’étude BIG 1-98, il a également été rapporté la
présence de fatigue (30%), cedémes (17%), maux de téte (18%), vertiges (12%), constipation (10%),
arthrite (6%) et ostéoporose (6%). Un arrét du traitement dii aux effets indésirables a été noté chez 4.5%
des patientes. Néanmoins, un nombre similaire de patientes a été arrété dans le bras placebo (3.6%, p =
0.11).

Les données de pratique clinique courante montrent que I’apparition des effets indésirables est beaucoup
plus importante dans la vraie vie que celle observée au cours des études cliniques 2>, En particulier,
deux études observationnelles ont rapporté que les douleurs articulaires survenaient chez environ 50%
des patientes dont plus de 60% étaient de I’intensité modérée ou sévére 272, Une autre étude a rapporté
que 71% des patientes présentaient au moins un effet indésirable i€ a la thérapie adjuvante par létrozole
2%, 1arrét de traitement dd a la survenue des effets indésirables, notamment de Iarthralgie et myalgie,
survient chez environ 20-30% de patientes 2%%2°3%_ Malgré la toxicité importante du létrozole, une étude
comparant la préférence des patientes pour le 1étrozole ou I’anastrozole, a démontré que 68% des
patientes préféraient continuer la thérapie sous 1étrozole versus 32% sous anastrozole, notamment grace
a la meilleure qualité de vie, moins d’effets indésirables tels que la nausée, les bouffées de chaleur et les
troubles abdominaux *°!. 1l est a noter que les patientes traitées par hormonothérapie adjuvante ont
généralement un faible risque de rechute. De ce fait, le choix de traitement (tamoxiféne, inhibiteur de
I’aromatase, traitement séquentiel) dépendra en grande partie du profil de toxicité de la molécule

envisagée d’ou la nécessité de maitriser au mieux les risques associés a chaque traitement.

4.4.2  Accidents cardiovasculaires

Les estrogénes exercent une fonction protectrice sur les os, le systéme immunitaire, le systeme central

nerveux et le systéme cardiovasculaire **2. La diminution des taux d’estrogénes liée a I’administration
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des inhibiteurs de 1I’aromatase pourrait réduire 1’effet bénéfique des estrogénes sur la régulation du profil
lipidique et, par conséquent, augmenter le risque d’accidents cardiovasculaires. En effet, une analyse
destinée a étudier la prévalence des effets indésirables cardiovasculaires dans la cohorte de I’étude BIG
1-98 a rapporté que davantage d’accidents cardiovasculaires de grade 3 a 5 ont été observés sous
l1étrozole que sous tamoxiféne (2.4% versus 1.4%, p = 0.001) mais la fréquence des accidents
cardiovasculaires de tous grades était similaire dans les deux bras (4.8% versus 4.7%) 7°. Cependant, au
cours de I’étude MA.17 aprés un suivi médian de 2.5 ans, I’incidence des accidents cardiovasculaires
était similaire entre létrozole et placebo (5.8% versus 5.6%, respectivement) 2%%. Par ailleurs, des
résultats contradictoires concernant 1’impact du létrozole sur I’évolution du taux de cholestérol total,
HDL et LDL, du taux des triglycérides et apolipoprotéine A ont été rapportés dans les études basées sur
de petites cohortes de patientes 3%, Or, dans une étude prospective auxiliaire de I’essai clinique
MA.17 (MA.17L), le 1étrozole a entrainé de faibles variations des taux d’HDL, LDL et triglycérides qui
étaient sans importance clinique **’. Compte tenu de I’activité cardioprotectrice du tamoxiféne, il semble
que I’incidence élevée des effets indésirables cardiovasculaires observée au cours de I’étude BIG 1-98
chez les patientes traitées par le 1étrozole par rapport aux patientes sous tamoxiféne serait plutot liée a
I’effet protecteur du tamoxifeéne qu’a la toxicité cardiovasculaire du 1étrozole.

L’impact du létrozole et d’autres inhibiteurs de 1’aromatase sur le risque cardiovasculaire est un sujet
qui fait débat. Il est a noter que les patientes ménopausées avec un cancer du sein ont déja un risque
accru d’accidents cardiovasculaires, risque que le traitement par les inhibiteurs de I’aromatase pourrait
encore augmenter. De plus, du fait des critéres d’inclusion trés sélectifs dans les études cliniques de
phase 3, la prévalence des effets indésirables cardiovasculaires chez les patientes traitées par 1étrozole
en pratique clinique courante (comorbidités, obésité, hypertension ...) peut &tre beaucoup plus
importante que celle observée au cours des essais cliniques. Actuellement, il n’y a pas d’indication
formelle a la réalisation de bilan lipidique régulier chez les patientes traitées par les inhibiteurs de

I’aromatase, sauf cas particulier 2.
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4.4.3 Ostéoporose et fractures

Dans I’étude BIG 1-98, apres 5 ans de suivi, la prévalence de I’ostéoporose du rachis lombaire et du col
fémoral était plus importante dans le bras tamoxiféne suivi par 1étrozole (14.5% et 7.1% pour rachis
lombaire et col fémoral, respectivement) que dans le bras 1étrozole seul (4.3% et 5.1%), 1étrozole suivi
de tamoxiféne (4.2% et 1.4%) et tamoxiféne seul (4% et 0%) %, De plus, I’incidence des fractures des
os était plus importante dans le bras 1étrozole seul et dans le bras tamoxifene suivi par 1étrozole (9.8%
et 9.4%, respectivement) que dans le bras tamoxiféne seul et le bras 1étrozole suivi par tamoxiféne (7.3%
et 7.5%, respectivement). Cet effet défavorable sur les os qui est commun a tous les inhibiteurs de
I’aromatase, a ét¢ a 1’origine de plusieurs études évaluant les marqueurs de ’ostéoporose chez les
patientes traitées par le 1étrozole 3%33%. Perez et al. ont étudié les marqueurs de la résorption osseuse et
de la densité minérale osseuse chez les patientes incluses dans 1’étude MA.17B 3%, Aprés 24 mois de
suivi, une diminution de la densité minérale osseuse au niveau du col fémoral et au niveau du rachis
lombaire a été observée chez les patientes traitées par 1étrozole par rapport aux patientes sous placebo
(-3.6% versus -0.71%, p = 0.044 pour le col fémoral et 5.35% versus -0.70%, p = 0.008 pour le rachis
lombaire). De plus, le nombre de patientes développant une ostéoporose au niveau du rachis lombaire a
¢été plus important dans le bras létrozole que dans le bras placebo (4.1% versus 0%, p = 0.064).

En raison de I’altération de la densité osseuse par létrozole, il est actuellement conseillé d’effectuer une
densitométrie osseuse a I’initiation du traitement et de la renouveler en fonction du T score initial dans
le but d’évaluer les éventuelles altérations et de proposer un traitement a base de biphosphonates. En
effet, il a été démontré que I’utilisation concomitante d’acide zolédronique chez les patientes sous
létrozole entraine une augmentation significative de la densité minérale osseuse comparé aux patientes
sans ce traitement >!%3!!, En cas d’ostéopénie, une densitométrie osseuse doit étre renouvelée aprés 1 a

2 ans.

Page | 80



4.5 Propriétés pharmacocinétiques

4.5.1 Absorption

Aprés administration par voie orale, le 1étrozole est rapidement absorbé dans le tube digestif avec un
Tmax médian de 1 h3'2, La biodisponibilité absolue moyenne du létrozole aprés une administration orale
de dose 2.5 mg est de 99.9%. Les concentrations plasmatiques de Iétrozole augmentent
proportionnellement a la dose administrée aprés une administration de dose unique dans I’intervalle 0.1
— 10 mg. La pharmacocinétique est non-linéaire apres I’administration de doses supérieures a 30 mg,
probablement en raison de la saturation du métabolisme 3'°. Aprés administration de doses répétées,
I’AUC; augmente de mani¢re proportionnelle & la dose administrée pour des doses allant jusqu’a 1.0
mg/jour. En revanche, aprés I’administration répétée de 2.5 et 5 mg/jour, I’AUC; augmente plus que la
dose. De plus, I’AUC a I’état d’équilibre est en moyenne 28% plus grande que I’ AUCy.inrapres une dose
unique ' suggérant une temps-dépendance de la cinétique du létrozole probablement liée a la saturation
ou I’auto-inhibition de sa métabolisation via le CYP2AG6 315, En effet, chez les patientes atteintes de
cancer du sein, le t1» du 1étrozole apres la premiere administration d’une dose de 2.5 mg est de 82 h et
augmente jusqu’a 118 h aprés administration réitérée 3'*. En conséquence, 1’état d’équilibre est atteint
apres environ 4 a 6 semaines de traitement par la dose recommandée de 2.5 mg/jour. La concentration

moyenne du létrozole a I’état d’équilibre (Cimoy,ss) pour la dose de 2.5 mg/jour est de 88.4 ng/mL 31°,

4.5.2 Distribution
Le Iétrozole est rapidement et extensivement distribué dans les tissus. Son volume de distribution a I’état

d’équilibre est de 183 L 3!, La fixation aux protéines plasmatiques est d’environ 60%, principalement

)317

a I’albumine (environ 55%) °"’. Les résultats des études in vitro chez la souris suggerent que le 1étrozole

peut étre faiblement transporté par la P-gp mais pas par la BCRP *!® ce qui pourrait expliquer son passage

t 319

par la barriére hémato-encéphalique chez le ra et son efficacité¢ contre les tumeurs cérébrales

observée dans les études précliniques 32°.
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4.5.3 Meétabolisme

N CYP2A6
“N CYP3A4 OH
ﬁ-
NC CN NC CN
Létrozole 4 4’-methanol-bishenzonitrile

Figure 7 Schéma de métabolisation du létrozole 32!

Le létrozole est métabolisé dans le foie par le CYP2A6 et CYP3A4 en 4,4’-methanol-bisbenzonitrile,
son métabolite principal dépourvu d’activité pharmacologique 3'%*?! (Figure 7). Un métabolite ketone a
¢galement été mentionné par le laboratoire fabricant mais d’autres études n’ont pas mis en évidence la
présence de ce métabolite dans le plasma humain *'6. Il a été démontré in vitro que le 1étrozole est
métabolisé principalement par le CYP2AG6 lorsqu’il est présent a des concentrations faibles dans le foie
tandis que, a des concentrations plus élevées, son métabolisme est catalysé par le CYP3A4 **!. D’aprés
les études in vitro, le 1étrozole est un inhibiteur puissant de CYP2A6 3'° De ce fait, la temps-dépendance
de la pharmacocinétique du létrozole pourrait étre expliquée par 1’inhibition de son propre métabolisme

par le CYP2AG6.

4.5.4 Elimination

Aprés I’administration de 1étrozole radiomarqué, environ 88% de la radioactivité a été récupérée dans
les urines et 4% dans les féces sous forme de métabolite glucuronidé 2. Seulement 6% de la dose
administrée a été retrouvé dans les urines sous forme inchangée suggérant que 1’élimination rénale du
létrozole est négligeable 3'2. En conclusion, le métabolisme hépatique par le CYP2AG6 et le CYP3A4 et
I’excrétion dans les féces et les urines du métabolite sous forme conjuguée constitue la voie majeure de
I’élimination du létrozole '2. Aprés I’administration d’une dose intraveineuse chez les volontaires

saines, la CL totale était de 2.21 L/h dont la composante rénale et métabolique était de 0.08 L/h et 2.1
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L/h respectivement. La clairance métabolique du 1étrozole est plus faible que le débit sanguin hépatique
(90 L/h) suggérant que la faible clairance du létrozole est due a sa faible clairance intrinséque *'%. Aprées
administration d’une dose de 2.5 mg par voie orale chez les patientes atteintes d’un cancer du sein, les
concentrations plasmatiques décroissent de mani¢re mono exponentielle avec un #1,2 de 82 h aprés une
dose unique et de 118 h a I’état d’équilibre *'* probablement dii 4 la saturation ou I’inhibition de son
propre métabolisme par le CYP2A6, évoquée ci-dessus. Des valeurs plus élevées de I’AUCo.inret t112
aprés une dose unique ont été observées chez les patientes atteintes d’un cancer du sein par rapport aux

volontaires saines indiquant une élimination plus longue chez les patientes.

4.6  Facteurs influencant la pharmacocinétique du létrozole

4.6.1 Alimentation

La prise du létrozole avec le repas diminue le Cinax (129 £+ 20.3 nmol/L versus 98.7 = 18.6 nmol/L a jeun
et avec le repas, respectivement) et augmente le 7max de 1 h a 2 h indiquant une diminution de la vitesse
d’absorption. En revanche, aucun effet n’a été observé sur I’étendue de 1’absorption (ratio de I’ AUCo.int
avec et sans repas = 0.98, C195% = 0.92 — 1.05) 2. Finalement, aucune différence de #1,n’a été observée
quand le Iétrozole a ét¢ administré avec ou sans la prise alimentaire. En conclusion, le létrozole peut

étre administré indépendamment du repas.

4.6.2 Ethnie

L’analyse de pharmacocinétique de population effectuée dans une population japonaise (femmes
ménopausées, volontaires saines) a démontré que CL/F était environ 70% plus faible et le #, était
environ 1.6 fois plus long que les valeurs décrites auparavant chez les femmes ménopausées issues de
population caucasienne 32*, Ceci suggére une exposition plasmatique plus élevée chez les Asiatiques.
Toutefois, la population étudiée était peu nombreuse (n = 24) et la variabilité interindividuelle des
paramétres pharmacocinétiques était importante. Ces différences de pharmacocinétique pourraient étre
expliquées en partie par la présence des polymorphismes génétiques du CYP2A46 dont la fréquence varie

en fonction de I’ethnie.
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4.6.3 Facteurs démographiques

Les concentrations du létrozole augmentent avec 1’dge et diminuent avec I'IMC 31632, En particulier,
I’'IMC explique 12% de la variabilité interindividuelle des concentrations plasmatiques du létrozole
tandis que 4% de cette variabilité peut étre expliquée par 1’age. L’augmentation du volume de
distribution du létrozole avec 1’augmentation de I'IMC serait a l’origine de la diminution des

concentrations plasmatiques observées.

4.6.4 Insuffisance hépatique

Chez les volontaires avec une insuffisance hépatique modérée, une augmentation de I’AUC de 37% par

326 L’insuffisance hépatique sévére implique une

rapport aux volontaires sains a été observée
multiplication par 2 de I’ AUC et une réduction de 47% de la clairance systémique par rapport aux sujets

sains. Chez ces patientes, il est recommandé¢ d’administrer une dose de 2.5 mg tous les deux jours.

4.6.5 Insuffisance rénale

Compte tenu du fait que 1’élimination rénale du létrozole est négligeable, un impact significatif de la
fonction rénale sur la pharmacocinétique du létrozole n’est pas attendu. Dans une étude menée chez les
volontaires sains avec différents degrés d’altération de la fonction rénale (étendue de la clairance de
créatinine: 9 — 116 mL/min), aucune différence de profils pharmacocinétiques aprés administration
d’une dose unique de 2.5 mg du létrozole n’a été observée *2°. Ainsi, I’adaptation de dose n’est pas

nécessaire chez les patientes avec insuffisance rénale avec la clairance de la créatinine > 10 mL/min.

4.6.6  Polymorphismes génétiques

4.6.6.1 CYP246

Etant donné que le CYP2A6 est I’enzyme majeure impliquée dans la métabolisation du létrozole, la
variabilité de 1’activité de cette enzyme pourrait avoir une conséquence sur son exposition plasmatique.
Le CYP2AG6 est exprimé principalement dans le foie ou il représente 1 a 10% du contenu total en CYP

327 Une grande variabilité interindividuelle de Iactivité du CYP2AG6 est observée. Ceci est attribué
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principalement aux variations génétiques du géne codant pour le CYP2A6 puisque plus de 40
polymorphismes génétiques ont été¢ décrits dans la littérature dont la fréquence varie en fonction de
’ethnie 2. Les polymorphismes génétiques du CYP2AG6 les plus souvent rencontrés dans la population

caucasienne sont présentés dans le Tableau 7.
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Tableau 7 Variants génétiques du CYP246 et leur fréquence dans la population caucasienne. D’aprés Tanner et al. 8.

Allele Fréquence allélique (%)
. rs ID Substitution Conséquence Impact fonctionnel
variant Caucasiens Africains Asiatiques
Conversion du géne 58 bp  Augmentation de stabilité de mRNA
*IB - - o ) 28 —-35 11-18 26 -57
avec CYP2A47 et de ’activité enzymatique
Augmentation de I’expression mRNA
*[X2A4 et B - - Duplication du géne 0-1.7 0 0-04
et de I’activité enzymatique
) Diminution importante de I’activité
*2 rs1801272 1799T>A Leul60His ) 1.1-53 0-1.1 0
enzymatique
*4 - - Délétion du géne entier Pas d’expression de mRNA 0.1-4.2 0.5-2.7 49-24
*5 rs5031017 6582G>T Gly479Val Diminution de I’activité enzymatique 0-0.3 0 0-1.2
*7 rs5031016 6558T>C Nle471Thr Diminution de I’activité enzymatique 0-0.3 0 22-13
SNP du promoteur, o _
' ' Diminution de I’expression de mRNA
*9 rs28399433 -48T>G interruption de box TATA ) 52-8.0 5.7-9.6 16 —22
et de la protéine
(A>C)
Exons 1-2 du géne
Substitution de 10 acides
*12 esv2663194  CYP2A7, exons 3-9 o Diminution de I’activité enzymatique 0-0.3 0-04 0-0.8
aminés
du géne CYP246
*18 rs1809810 5668A>T Tyr392Phe Diminution de I’activité enzymatique 1.1-2.1 0 0-0.5
*21 rs6413474 6573A>G Lys476Arg Diminution de I’activité enzymatique 0-23 0-0.6 0-34
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Dans la population caucasienne, le variant génétique produisant une protéine non-fonctionnelle les plus
fréquent est 1’alléle *2 avec une fréquence de 1.1 — 5.3% tandis que I’alléle *4 est associé a la délétion
du geéne entier entrainant ainsi I’absence de la protéine avec une fréquence de 0.1 — 4.2%. L’all¢le *9
entraine une diminution de ’activité enzymatique de la protéine et sa fréquence dans la population
caucasienne est de 5.2 — 8.0%. Il a été démontré que les patients avec un génotype *1/*9 présentent une
diminution d’environ 30% de ’activité enzymatique du CYP2A6 %3, De plus, les duplications du
gene CYP2A46 sont a l'origine de I’augmentation de D’activit¢ enzymatique. Compte tenu de la
complexité de I’analyse du génotype du CYP2A6, une classification en phénotype a été proposée *3!.
Ainsi, les porteurs d’un ou deux alléles sans activité enzymatique (p. ex. *1/*2 et *2/*2) ou de deux
alléles a I’activité réduite (p. ex. *9/*9) ou d’un alléle sans activité et un all¢le a I’activité réduite (p. ex.
*2/*9) sont classés en slow metaboliser (SM). Les porteurs d’un alléle a I’activité réduite (p. ex. *1/*9)
sont classés en intermediate metaboliser (IM) tandis que les individus qui n’ont pas d’alléles mutés
(*1/*1) sont classés en normal metaboliser (NM). Enfin, la présence de plus de deux copies de géne
sans allele muté entraine un classement en ultrarapid metaboliser (UM). La fréquence des phénotypes
SM, IM et NM dans la population américaine majoritairement caucasienne est de 8%, 15% et 77%,
respectivement *'6,

L’impact du génotype du CYP2A46 sur la métabolisation du létrozole a été démontré dans une étude in
vitro ou I’oxydation du 1étrozole était significativement réduite dans les échantillons de microsomes de
foie humain (« human liver microsomes », HLM) provenant d’individus porteurs de génotypes *1/*4,
*4/%4, *4/*9 et *1/*7 par rapport aux porteurs d’un génotype sauvage *1/*] 32!, Deux études cliniques
ont montré que des concentrations plus élevées de Iétrozole ont été observées chez les patientes avec
une diminution de I’activité enzymatique du CYP2A6 due a la présence des polymorphismes génétiques
316325 Daprés ces études, environ 17-23% de la variabilité interindividuelle des concentrations du
létrozole pourrait s’expliquer par le phénotype CYP2A6. Enfin, une étude de pharmacocinétique de
population menée chez 24 volontaires sains issus de la population Japonaise a démontré que la CL/F du
létrozole était 16% et 55% plus faible chez les hétérozygotes mutées et les homozygotes mutées,
respectivement, pour les alléles *4, *7 et *9, par rapport aux homozygotes sauvages *2*. Contrairement

a ces résultats, une autre étude japonaise n’a pas observé de relation significative entre la présence
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d’alléle CYP2A46*4 et la CL/F du 1étrozole. Néanmoins 1’analyse comportait uniquement le génotypage

de Iallele *4 ce qui pourrait influencer les résultats >3,

4.6.6.2 CYP344/5

Les études in vitro ont démontré que le CYP3A4 intervenait dans le métabolisme du 1étrozole mais son

implication serait plus prononcée a des concentrations élevées de létrozole 2!

. Néanmoins, I’impact de
’allele *22 sur la pharmacocinétique du létrozole n’a pas été étudié.
Concernant les polymorphismes génétiques du CYP3A45, aucune corrélation n’a été observée entre les

alleles CYP345*3, *6 et *7 et les concentrations plasmatiques du létrozole '°. De méme, le génotype

CYP3A5*3 n’a pas été associé a la CL/F dans une étude japonaise *32.

4.6.7 Interactions médicamenteuses

Le 1étrozole est métabolisé par le CYP2A6 et le CYP3A4. De ce fait, I’administration concomitante
d’inhibiteurs de ces enzymes pourrait diminuer 1’¢limination du létrozole et en conséquence, augmenter
ses concentrations plasmatiques. De méme, les inducteurs de CYP3A4 pourraient diminuer les
concentrations plasmatiques du létrozole par I’induction de son métabolisme. /n vitro, le métabolisme
du létrozole a été diminué par le kétoconazole, inhibiteur fort de CYP3A et faible inhibiteur de CYP2AS®,
et la pilocarpine, un inhibiteur de CYP2A6, avec des valeurs de I’'ICsp de 0.28 pumol/L et 8.2 umol/L,
respectivement *'°. Dans une étude évaluant I’interaction pharmacocinétique entre le létrozole et la
cimetidine (inhibiteur de CYP2C et CYP3A), une diminution faible mais statistiquement significative
de P’ AUC.inr de 1étrozole a été observée contrairement a 1’effet attendu *'>. Dowsett ez al. ont décrit une
diminution de 38% des concentrations de létrozole liée a I’administration concomitante de tamoxiféne
196 Concernant les interactions médicamenteuses entre des inhibiteurs ou inducteurs de CYP2AG6 et le
létrozole, aucune donnée n’est disponible dans la littérature.

Les études in vitro ont démontré que le 1étrozole est un inhibiteur compétitif et puissant de CYP2AG6 et
un inhibiteur faible de CYP2C19 tandis que le métabolite a montré une inhibition modérée de CYP2C19
et CYP2B6 *!5. Au cours d’un essai clinique évaluant I’interaction médicamenteuse entre le 1étrozole et

la warfarine (substrat de CYP2C9 avec une fenétre thérapeutique étroite), aucun impact cliniquement
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significatif sur les paramétres pharmacocinétiques ou pharmacodynamiques de la warfarine n’a été

observé ¥, Enfin, le 1étrozole n’a pas d’impact sur la pharmacocinétique du tamoxiféne '*°.

4.7 Méthodes de dosage

De nombreuses méthodes ont été développées et validées pour le dosage du létrozole dans les matrices
biologiques '%33333% La majorité d’entre elles permet la détéction et la quantification du létrozole
simultanément avec d’autres molécules en raison de leur application au TDM des thérapies

anticancéreuses 2'¢33

ou a I’étude des interactions médicamenteuses **°. Par ailleurs, les méthodes
permettant la quantification simultanée de 1étrozole et de ses métabolites carbinole et glucuronide de
carbinole ont également été développées *343%°. La matrice biologique humaine la plus couramment
utilisée est le plasma et les urines. Les prises d’essai (50 — 150 uL) sont traitées par précipitation des
protéines ou extraction en phase solide. Dans les méthodes les plus récentes, la séparation des analytes
est effectuée en UPLC. La détéction se fait majoritairement en spéctrométrie de masse aprés ionisation
par ESI ou turbo ion spray (TIS) en mode positif. La quantification est effectuée en mode SRM ou
MRM. La gamme des concentrations plasmatiques quantifiables est habituellement comprise entre 1 —

200 ng/mL pour le 1étrozole, entre 0.2 — 15 nmol/L pour le métabolite carbinol et entre 2 — 150 nmol/L

pour le glucuronide de carbinol 216-337:339,

4.8 Biomarqueurs prédictifs de la réponse thérapeutique

Compte tenu de la grande variabilit¢é de la pharmacocinétique du létrozole, due en partie aux
polymorphismes génétiques du CYP2A46, les différences d’exposition plasmatique pourraient &tre a
I’origine d’un risque accru d’effets indésirables chez certaines patientes et d’une manque d’efficacité
chez d’autres. Ceci est d’autant plus important que la survenue des effets indésirables est a 1’origine des
arréts de traitements chez environ 30% des patientes **°. La possibilité d’identifier les patientes qui
auraient un risque accru de toxicité ou de mauvaise réponse thérapeutique permettrait de proposer une
dose personnalisée adaptée a chaque patiente.

Etant donné que le mécanisme d’action du létrozole consiste en la diminution des taux d’estrogenes, la

quantification des estrogénes circulants pourrait étre un marqueur de 1’efficacité. Pourtant, il n’existe
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aucune donnée montrant que chez les patientes qui ne présentent pas de suppression compléte de
I’activité de 1’aromatase (taux détectables d’estrogénes), 1’efficacité du traitement serait inférieure a
celle observée chez d’autres patientes. De plus, aucune corrélation n’a été détectée entre les taux
d’estrogénes et la survenue d’effets indésirables 3. Par ailleurs, les concentrations maximales a
1I’équilibre (Cssmax) du 1étrozole n’ont pas été associées aux concentrations d’estrogénes apres 3 mois de

traitement ou 4 la variation des concentrations des estrogénes par rapport a la baseline 34!,

4.9 Relation pharmacocinétique-pharmacodynamie

Au cours de I’essai de phase 3 chez les patientes avec un cancer du sein avancé, une meilleure efficacité
a été observée a la dose de 2.5 mg/jour qu’a la dose 0.5 mg/jour suggérant une relation entre 1’exposition
plasmatique et la réponse 233, En effet, les auteurs ont observé une tendance pour une augmentation de
temps jusqu’a la progression tumorale chez les patientes ayant une concentration résiduelle a 1’état
d’équilibre supérieure a 85.6 ng/mL 3'33%2, Dans la méme étude, les concentrations élevées de létrozole
n’ont pas été¢ associées a un risque accru de survenue d’effets indésirables. Dans une cohorte de 126
patientes I’arthralgie n’a pas été corrélée aux concentrations plasmatiques du létrozole *2°. Kadakia et
al. ont rapporté les résultats similaires concernant d’autres effets indésirables 3%,

Compte tenu de ces ¢léments, la relation entre I’exposition plasmatique et la réponse au traitement
(efficacité, toxicité) nécessite d’€tre plus profondément étudiée afin de savoir si le suivi des

concentrations plasmatiques du létrozole pourrait améliorer la prise en charge thérapeutique.
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5 Pharmacocinétique de population

5.1 Approche en deux étapes

L’analyse classique des données pharmacocinétiques provenant de plusieurs individus est appelée
« Dl’approche en deux étapes ». La premicre étape consiste a déterminer les parameétres
pharmacocinétiques pour chaque individu. Ceci est effectu¢ par analyse modele indépendante (non-
compartimentale) qui consiste a calculer l'aire sous la courbe des concentrations en fonction du temps
par la méthode de trapézes. De ce fait, cette méthode nécessite un grand nombre de prélévements par
individu. Dans un deuxiéme temps, la moyenne des paramétres pharmacocinétiques ainsi que leurs
¢carts types sont calculés permettant ainsi d’étudier la distribution des paramétres dans la population.
La variabilité interindividuelle des parameétres pharmacocinétiques est souvent surestimée du fait de
I’absence de prise en compte de I’erreur sur 1’estimation des paramétres individuels. Néanmoins,
I’approche en deux étapes reste une méthode largement utilisée entre autres dans les études de

bioéquivalence.

5.2 Modé¢les non-linéaires a effets mixtes

Le concept de la pharmacocinétique de population a été introduit par Sheiner et al. en 1972 33, Cette
approche consiste en 1’analyse simultanée des données provenant de I’ensemble des individus.
L’avantage de cette approche par rapport a I’approche en deux étapes est la possibilité d’analyser les
données riches ou éparses. Ainsi, il est possible d’étudier la pharmacocinétique d’un médicament dans
les populations ou le nombre des prélévements est limité par les raisons éthiques ou médicales.
L’analyse de population utilise la modélisation non-linéaire a effets mixtes. Le logiciel de référence
utilisant cette approche est NONMEM (NON-linear Mixed Effects Models). Les modéles non-linéaires
a effets mixtes contiennent deux types de variables (d’ou I’acronyme « mixed effects »):

o les effets fixes (« fixed effets ») désignant les paramétres qui ne varient pas entre les individus,

o les effets aléatoires (« random effects ») désignant les sources de variabilité aléatoire des parameétres

dont on n’a pas de connaissance a priori.
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Les effets aléatoires peuvent étre catégorisés en ceux qui sont a lorigine de la variabilité
interindividuelle (différence entre la valeur individuelle et la moyenne d’un parameétre dans la
population) et de la variabilité résiduelle (la différence entre les observations et les prédictions du
modele). Le terme « non-linéaire » décrit la relation non-linéaire entre la variable dépendante (par ex.
la concentration) et les paramétres du modele ou les variables indépendantes. Les modéles non-linéaires
a effets mixtes sont composés de deux éléments: modele de structure (qui peut contenir les covariables)
et mode¢le statistique. Lors de 1’analyse de population, dans un premier temps, les parametres moyens et
leur distribution sont estimés. Dans un deuxiéme temps, ils sont utilisés pour prédire les paramétres

individuels.

5.3 Modéle de structure

Le modéle de structure comprend des variables indépendantes connues (dose, temps) et les paramétres
a estimer. Il décrit le processus biologique gouvernant les données observées par des équations
mathématiques. En 1’occurrence, dans une analyse pharmacocinétique, le modele de structure est un
modele compartimental. En pharmacocinétique, les systémes sont le plus souvent linéaires — les débits
d’entrée ou de sortie d’un compartiment sont proportionnels a la quantit¢é du médicament (cinétique
d’ordre un). Un compartiment est un volume dans lequel toutes les molécules de médicament se
comportent de la méme maniére, c’est-a-dire avec la méme probabilité d’entrer ou de sortir selon la
meéme vitesse de transfert. Chaque compartiment est décrit par une équation différentielle associant les

entrées et les sorties.

V1

k

10

Figure 8 Exemple d'un mod¢le structural a un compartiment avec administration par voie iv.
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Pour un médicament administré par un bolus iv (Figure 8), la variation d’A; (quantité de médicament

dans le compartiment 1) en fonction du temps est décrite par 1’équation différentielle:
dAy/dt=-kio - As

ou ko est la constante d’élimination d’ordre 1.
La résolution de cette équation est obtenue par application de la transformation de Laplace. En
rapportant la quantité A; au volume V; 1’équation pour décrire la concentration du médicament dans

I’organisme a I’instant t est:

Dose _%X ¢

C(t) = 7 X e W

Ou CL est la clairance et V; est le volume de distribution.

5.4 Modéle statistique
5.4.1 Variabilité interindividuelle

La variabilité interindividuelle traduit 1’écart n entre la valeur réelle d’un paramétre pharmacocinétique

d’un individu (6;) et la valeur typique (« typical value », TV) de ce parametre dans la population Orv:
0; = O1v+ 1

ou Oty est la valeur typique (moyenne) du paramétre (par ex. CL, V) dans la population et 6; est la valeur
du paramétre pour un individu i. La distribution de 1 suit une loi normale de moyenne nulle et de
variance w®. o représente donc I’écart type du paramétre pharmacocinétique, le coefficient de variation
(CV) peut étre calculé de la maniére suivante : CV (%) = Vw? - 100%.

En pharmacocinétique, la variabilit¢ interindividuelle des paramétres est supposée suivre une

distribution log-normale permettant d’obtenir les valeurs positives. L’équation précédente devient:
0; = Oy + e

Dans ce cas, w® est la variance du paramétre en échelle log et o est son écart-type en échelle log.

L’équation suivante est utilisée pour calculer le CV a I’échelle originale du parametre:
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CV (%) =+/exp(w?)—1 - 100%

Toutefois, pour des faibles valeurs de ®? I’approximation de CV (%) peut étre effectuée avec la

premiére équation 4.

5.4.2 Variabilité inter-occasion

Les parameétres pharmacocinétiques d’un individu peuvent changer au cours du temps, par ex. en relation
avec le changement de la fonction rénale/hépatique, évolution de poids etc. Néanmoins, les sources de
cette variabilité peuvent étre variées et ce phénomeéne est décrit par la variabilité intra-individuelle (inter-
occasion). Elle peut étre considérée dans une analyse de population si les données a plusieurs occasions

sont disponibles pour un individu. La variabilité inter-occasion est décrite par:

ei — eTV . en1+r111 - OCC1 +n2i - OCC2

ou 11; et 1 est I’écart de la moyenne de population pour un individu i pour I’occasion 1 (OCC1) et
I’occasion 2 (OCC2) respectivement. OCC; est égale a 1 si la concentration provient de 1’occasion 1,
sinon elle est égale 0. Les 1) et n2 suivent une loi normale de moyenne 0 et variance wocc12? (souvent un

seul terme de variance est estimé pour la variabilité inter-occasion).

5.4.3 Variabilité résiduelle

La variabilité résiduelle est 1’écart € entre la concentration observée (Cops) et celle prédite (Cprea) par le

modéle pour la j°™ observation du i™ individu:

Cobs,ij = Cpred,ij T &

La variabilité résiduelle est supposée suivre une loi normale centrée et de variance X2 : € ~ N(0,X?) pour
un vecteur P de paramétres. L erreur résiduelle s’explique par les erreurs analytiques dans la méthode
de dosage, les erreurs de renseignement de dose ou de temps de prélévement sanguin et enfin par
I’inadéquation du modéle de structure.

Différents modeles d’erreurs permettent de décrire la variabilité résiduelle:
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e Modele d’erreur additive — suppose une variance constante de I’erreur (homoscédasticité) ou €,

correspond généralement a une valeur aux alentours de LLOQ de la méthode analytique:

Cobs,ii = Cpred,ij T €ajii

e Mod¢le d’erreur proportionnelle — suppose que le coefficient de variation de 1’erreur soit constant
tandis que la variance de I’erreur est non-constante (hétéroscédasticité). &, correspond a une valeur
proportionnelle a la concentration mesurée:

Cobs,ij = Cprcd,ij ' (1 + Sp,ij)
e Modele d’erreur combiné — la combinaison de modele d’erreur additive et proportionnelle :

Cobs,i = Cpredsij * (1 T €pjij) T €ajij

Chaque modele d’erreur correspond a une variable dépendante, dans le cas ou les données sont de types
différents (par ex. concentration de molécule mére et de métabolite), il est nécessaire d’estimer une

erreur résiduelle pour chaque type de variable dépendante.

5.5 Modéle de covariables

Un des objectifs majeurs dans I’analyse pharmacocinétique de population est 1’identification des
associations significatives entre les paramétres pharmacocinétiques et les caractéristiques propres des
individus, appelées covariables. Les covariables peuvent étre des caractéristiques démographiques (age,
sexe, poids), biologiques (clairance de créatinine, enzymes hépatiques), génétiques (polymorphismes),
environnementales (tabagisme), physiopathologiques (insuffisance rénale ou hépatique) ou encore la
co-administration d’un inhibiteur ou inducteur enzymatique. L’inclusion des covariables permet
d’expliquer une partie de la variabilité interindividuelle des paramétres pharmacocinétiques. D’un point
de vue clinique, les patients a risque de sur- ou sous-exposition au médicament peuvent étre identifiés
grace a I’analyse de covariables.

Dans un premier temps, les covariables pertinentes sont sélectionnées a partir des graphiques des valeurs
individuelles d’n d’un paramétre pharmacocinétique en fonction de la covariable d’intérét. Si une
association ou une tendance est observée, la covariable peut é&tre testée dans le modéle

pharmacocinétique.
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Différents types d’équations sont utilisés pour inclure les covariables dans le mod¢le. Pour les
covariables continues (age, poids), la relation entre un parametre (par ex. CL) peut étre décrite par une
fonction linéaire:

CL=0;+0,-4ge

ou 0; représente CL quand 1’age est égal a 0 et 0, représente le changement de CL par unité d’age.
Souvent la valeur de CL est centrée sur la valeur moyenne (ou médiane) de la covariable afin de faciliter

I’interprétation:
CL=0;- (1 + 0, (égei - égemoyen))

ou 0; est la valeur typique de CL pour un patient avec 1’dge moyen dans la population et 0, représente
I’effet de la variation de 1’age sur la CL par rapport a la moyenne.

Les covariables continues peuvent étre ¢galement modélisées par une fonction allométrique:

CL=6, - (ﬂ)gz

Adgemoyen

ou 0; est la valeur de CL pour un individu avec I’age moyen et 0, représente le facteur de I’influence de
I’age sur CL.

Généralement, ces deux fonctions (linéaire et allométrique) sont testées dans le modéle et celle qui décrit
le mieux les données est sélectionnée.

Les covariables catégorielles (sexe, polymorphisme génétique) peuvent étre inclues dans le modele en
estimant un coefficient associé a chaque catégorie par rapport a la catégorie de référence. Ainsi,
1I’équation pour décrire I’effet du sexe (SEX = 0 pour homme, SEX = 1 pour femme) sur CL s’écrit de

la maniére suivante:
CL =10, 05X

Ou 0; est la valeur typique de CL pour les hommes (catégorie de référence) et 0, représente le coefficient
par lequel la valeur de CL est modifiée chez les femmes par rapport aux hommes.
Alternativement, un parametre peut étre estimé pour chaque catégorie:

CLhommes = 91
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CLfemmes = 02

L’approche la plus souvent utilisée pour tester les covariables dans un modéle pharmacocinétique
consiste en l’inclusion une par une des covariables jugées pertinentes sur un parametre
pharmacocinétique (analyse univariée, « forward selection ») et évaluation de leur significativité
(habituellement un seuil de p = 0.05 avec 1 degré de liberté, test de ¥>, est utilisé). Ensuite, toutes les
covariables significatives lors de la premicre étape sont inclues simultanément dans 1’analyse
multivariée. Ainsi, un modéle contenant toutes les covariables est construit (« full covariate model ») et
la délétion d’une covariable a la fois est effectuée (« backward deletion »). Toutes les covariables
identifiées dans I’analyse multivariée avec des critéres de significativité plus rigourcux (habituellement
p=0.01) sont inclues dans le mod¢le final. Toutefois, la significativité statistique n’est pas le seul critére
pour qu’une covariable soit inclue dans le modele final. Généralement, ces trois critéres doivent étre
remplis:

1. La covariable est statistiquement significative.

2. La covariable diminue la variabilité interindividuelle du paramétre pharmacocinétique a

laquelle elle est associée.

3. Lacovariable est cliniquement pertinente.

5.6 Modéles de mixture

Dans certaines situations (par ex. quand le médicament est métabolisé par une enzyme dont 1’activité
varie dans la population en raison de la présence des polymorphismes génétiques, mais le
génotype/phénotype pour cette enzyme n’a pas été étudié dans 1’étude), I’estimation de parameétre
pharmacocinétique (dans cette situation — CL) pour chacune de sous-populations peut étre effectuée a
I’aide de mod¢les de mixture (« mixture models »). La premiére étape pour inclure le modéle de mixture
dans I’analyse pharmacocinétique est 1’évaluation graphique de I’histogramme des valeurs individuelles
d’un parameétre pharmacocinétique. La Figure 9 représente un histogramme de la distribution de la CL.
Deux sous-populations peuvent étre identifiées. La premiére suit une distribution normale de moyenne
50 et d’écart type 10. La deuxiéme sous-population suit une distribution normale de moyenne 100 et

d’écart type 20. La proportion des sujets dans la premicre sous-population est de 75%.
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Figure 9 Histogramme présentant une distribution bimodale de la clairance. D’aprés Bonate 3%,

Une distribution bi- ou multimodale d’un parametre pharmacocinétique est un indicateur fort pour
essayer d’inclure le modéle de mixture dans 1’analyse. Toutefois, une connaissance a priori (comme
évoqué ci-dessous concernant 1’élimination par des enzymes polymorphiques) peut aussi guider le choix
de modéle de mixture.

Un modéle de mixture avec deux sous-populations sur la CL peut étre défini de manicre suivante:

CLi=0; - exp(ni) si patient i est dans la sous-population 1

CLi =0, - exp(n2i) si patient i est dans la sous-population 2

ou 0 et 0, est la CL moyenne de sous-population 1 et 2, respectivement, et 1; et 1»; est 1’écart entre la
CL moyenne de la sous-population 1 et 2, respectivement, et la CL de I’individu i. Il est également
possible d’estimer la méme valeur de la variabilité interindividuelle pour les deux sous-populations. La
proportion mixte des deux sous-populations est estimée par le parameétre 03 qui est contraint entre 0 et 1.
Toutefois, 1’utilisation des modéles de mixture n’est pas limitée a 1’identification de deux sous-

populations.
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5.7 Expression générale du modéle

Soit une population de N individus i, avec pour chacun J concentrations. Ainsi, Cj est la j*™
concentrations de 1’individu i. La concentration est la variable dépendante du modéle (« dependent
variable », DV). Le mod¢le cherche a décrire les variations de Cj; par celles de x;j. L’expression s’€crit

de la fagon suivante:
Cij = 10,4, zi, 1;, &ij)
Ou:
0 — le vecteur des p paramétres ou effets fixes du modele : 6 = (6,...0,),

xjj — ensemble de deux variables indépendantes ou explicatives: la dose administrée (Dj) et le temps

correspondant a la j°™ concentration (t;)
zi— le vecteur des covariables (poids, 4ge, créatinine) pour 1’individu i,

ni — les effets aléatoires correspondant a la variabilité interindividuelle. Les vecteurs 1); suivent une

distribution normale d’espérance nulle et de matrice variance-covariance {2 constante.

g;j — effet aléatoire correspondant a 1’erreur résiduelle. C’est la différence entre la concentration j
observée et prédite de I’individu i. L’erreur résiduelle suit une distribution normale d’espérance nulle et

de matrice de variance-covariance X constante.

5.8 Meéthodes d’estimation

Une fois le modele défini, une estimation des paramétres de population 0, Q et X et des valeurs
individuelles 1) est effectuée par une méthode sélectionnée. L’estimation consiste a trouver les valeurs
des paramétres telles que les concentrations prédites par le modeéle sont les plus proches des valeurs
observées. La méthode du maximum de vraisemblance (« maximum likelihood »), largement utilisée en
statistique, ne peut pas étre utilisée dans le cas de la modélisation non-linéaire a effet mixtes en raison

de la complexité du modele général. De ce fait, des méthodes d’estimation faisant une approximation
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du maximum de vraisemblance sont utilisées. Dans le logiciel NONMEM qui est spécifiquement dédié

a ’analyse de données pharmacocinétiques, les méthodes les plus souvent utilisées sont:

e [’estimation d’ordre un (« first order estimation », FO) — ’estimation des parametres est effectuée
pour un individu moyen et les paramétres individuels sont obtenus dans un second temps en utilisant
option POSTHOC,

e [’estimation conditionnelle d’ordre un (« first order conditional estimation », FOCE) — permet
d’obtenir simultanément les paramétres de population et les paramétres individuels,

e L’estimation conditionnelle d’ordre un avec option d’interaction entre les effets aléatoires n; et g;

(« first order conditional estimation with intercation », FOCE-I).

Le critére qui informe sur 1’adéquation du modéle avec les observations est la valeur de la fonction
objective. Lors de I’étape d’estimation, les valeurs des parameétres sont recherchés de fagon itérative
jusqu’a la minimisation de la valeur de la fonction objective (maximisation de la vraisemblance) décrite

par I’équation suivante:
Fonction objective = -2 Log (probabilité des données)

La fonction objective (OFV) suit une distribution du y*. La différence de I’OFV entre deux modéles est

la valeur de la statistique de test et permet de discriminer entre des modéles emboités.

5.9 Estimation bayésienne des paramétres individuels

Lors de I’analyse des données dans NONMEM, les paramétres individuels (« Empirical Bayes
Estimates », EBEs) sont obtenus par « maximum a posteriori bayesian estimation » dont le principe
repose sur la méthode bayésienne. L’estimation bayésienne consiste a utiliser une information connue a
priori avec des informations provenant de nouvelles données observées afin d’obtenir une estimation a
posteriori de maximum de vraisemblance (« maximum likelihood estimate »). Dans les analyses
pharmacocinétiques, 1’information connue a priori est la distribution des parameétres dans une
population donnée obtenue par la modélisation pharmacocinétique, que 1’on combine avec les
concentrations observées chez un individu pour lequel les paramétres individuels sont a estimer. Pour

un individu donné, la fonction objective & minimiser s’écrit de la maniére suivante 3*:
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_ - (Cobs,i - Cpred,i)2 S (Pj,pred - Pj,pop)2
OFV = ; = + ; @y
Ou n est le nombre de concentrations observées, m est le nombre des parametres, P;jpop est I estimation
moyenne du parametre j dans la population et Pjprq est I’estimation individuelle du parametre j, Cops et
Cpred SONt respectivement les concentrations observées et prédites d’un individu donné, ®; o, représente
I’écart type du parametre j et o représente 1’écart type des concentrations observées (erreur résiduelle).
La fonction objective est minimisée par un algorithme implémenté dans NONMEM, les valeurs des

paramétres individuels sont recherchées jusqu’a ce que le minimum de la fonction objective soit trouvé.

Lorsqu’on effectue une analyse de population sur des données éparses, les paramétres individuels ont
tendance a étre rétrécis vers la moyenne de population. Dans ce cas, on parle de phénomeéne de shrinkage
—régression a la moyenne. La régression des paramétres individuels vers la moyenne s’accompagne de
la régression des prédictions individuelles vers les observations et I’ajustement du modele devient
« parfait ». Les graphiques diagnostiques deviennent artificiellement bons et sont de ce fait moins

fiables. Il est donc important de quantifier et rapporter le shrinkage lors de I’analyse pharmacocinétique.

Le premier type de shrinkage informe sur la prédiction des EBEs (n-shrinkage) qui peut étre calculé

d’aprés I’équation suivante **°:

SD(n)
w

Nshrinkage =

Ou 1 sont les valeurs individuelles d’n et  est I’écart type de la variabilité interindividuelle du paramétre
considéré. La valeur de n-shrinkage est acceptable si elle est inférieure a 20-30% 4. Si le shrinkage est
supérieur a cette valeur, les paramétres pharmacocinétiques sont biaisés et une représentation graphique
des n individuels en fonction des covariables peut masquer une vraie corrélation ou, au contraire,

indiquer une relation qui n’existe pas.

Le deuxiéme type de shrinkage informe sur 1’existence du phénoméne d’ajustement parfait — la

régression de I’erreur vers 0, décrite par e-shrinkage est calculée par I’équation suivante:
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€shrinkage = 1—-SD(IWRES)

ot IWRES = 2YZIPRED

Quand la valeur de I’e-shrinkage est supérieure a 20-30%, les graphiques diagnostiques deviennent

moins fiables et le pouvoir de détecter I’inadéquation du modéle est diminué.

5.10 Evaluation d’un modéle

5.10.1 Graphiques diagnostiques

Les diagnostics graphiques permettent d’évaluer visuellement la qualité de 1’ajustement des données par

le mode¢le. Les graphiques les plus fréquemment utilisés sont:

Prédiction individuelles (IPRED) ou de population (PRED) versus observations (DV) —

permettent d’évaluer la qualité du modele de structure et de détecter les biais éventuels.

e Ajustement individuel — les DV sont superposées avec les IPRED et PRED pour évaluer
I’ajustement individuel du patient et le situer par rapport a un patient typique.

e Résidus (pondérés ou non) en fonction des PRED ou temps — permettent de détecter les biais
éventuels.

e Histogramme des effets aléatoires 1; — permet de vérifier I’hypothéese de distribution normale

des paramétres pharmacocinétiques.

5.10.2 Précision de ’estimation

Les erreurs standard d’estimation (« standard error », SE) sont calculées lors de 1’étape de covariance
dans NONMEM. Elles informent sur la précision de 1’estimation et peuvent étre exprimées comme

intervalles de confiance a 95% ou relative standard error (RSE) obtenu par 1’équation suivante:
RSE (%) == - 100%

Ou 0 est I’estimation moyenne du parameétre pharmacocinétique (valeur typique).
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Il n’existe pas de seuils établis pour la précision de 1’estimation dans 1’analyse de population. Toutefois,
dans ce type d’analyse, les parametres fixes et les erreurs résiduelles sont généralement mieux estimés
que la variabilité interindividuelle. De ce fait, des valeurs de RSE inférieures a 30% pour la variabilité
résiduelle et des parameétres fixes inférieurs a 50% pour la variabilité interindividuelle sont généralement
acceptables. La mauvaise précision des paramétres peut suggérer la sur-paramétrisation du modéle.
D’autres méthodes peuvent étre utilisées pour générer les intervalles de confiance des paramétres tels
que la méthode de ré-échantillonnage (« bootstrap ») non-paramétrique. Le bootstrap consiste a générer
des nouvelles bases de données dans lesquelles les sujets de la base de données originale sont tirés au
sort avec remise (un sujet peut étre tiré au sort plusieurs fois). Les nouvelles bases de données sont
ensuite évaluées avec le modéle final. La moyenne ainsi que la distribution des paramétres obtenues a
partir des nouvelles bases de données sont comparées avec celles obtenues avec la base de données

originale.

5.10.3 Visual Predictive Check

L’évaluation de la performance prédictive d’un modéle de population par un « Visual Predictive Check »
(VPC) est devenue I’outil standard dans la validation. En effet, le VPC permet de vérifier la cohérence
entre les données prédites par le modele et celles qui ont été utilisées pour le construire. Il est également
possible d’effectuer une validation externe d’un mod¢le pharmacocinétique consistant a le comparer
avec les données de la méme population provenant d’une autre étude.

Afin de construire un VPC, les estimations du mod¢le pharmacocinétique final sont utilisées pour
simuler les concentrations. Souvent le méme dataset ayant servi a la construction du modéle est simulé
n fois (habituellement n = 1000). Ensuite, les simulations et les données observées sont comparées
graphiquement. Les 5éme, 50¢me et 95¢éme percentile des concentrations observées sont calculés et
superposés sur les intervalles de confiance a 95% de 5éme, 50éme et 95¢me percentiles des données
simulées. Le modele est validé si les percentiles des données observées sont compris dans les intervalles
de confiance des percentiles correspondants des données simulées (Figure 10). Une stratification en
fonction des covariables pertinentes (catégories d’4ge ou de poids, covariables catégorielles) ou en

fonction de la dose permet d’apprécier la performance du modeéle dans les sous-groupes.
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Figure 10 Visual Predictive Check d’un modéle pharmacocinétique de population pour un médicament

administré par voie orale.

5.11 Application a I’analyse pharmacocinétique d’une molécule parent et de ses métabolites

Dans les cas ou le médicament administré forme un métabolite qui présente une activité
pharmacologique, la description de la formation du métabolite peut étre indispensable pour une
meilleure compréhension des propriétés pharmacologiques du médicament surtout si une analyse PK/PD
est envisagée. L’analyse simultanée des données de la molécule parent et de son métabolite (voire de
ses métabolites) par approche de population permet d’estimer les parametres pharmacocinétiques
déterminant la formation et I’élimination du métabolite en tenant compte des données de la molécule
parent ce qui ne serait pas possible dans I’analyse par approches standards. Un exemple de mode¢le de
structure incluant les données de médicament parent et son métabolite est présenté sur la Figure 11.
Dans ce mode¢le, le médicament est absorbé du compartiment de dépdt vers le compartiment central V,
avec un processus d’ordre un décrit par la constante de vitesse k,. La distribution du médicament dans

le compartiment périphérique V3 est décrite par les constantes de vitesse ka3 et kso. Le médicament peut
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étre soit éliminé du compartiment central avec la constante d’élimination ko soit converti en métabolite

Vet selon la constante ky4. Le métabolite est éliminé selon la constante d’élimination ky.

l""Irm et

Figure 11 Schéma de mode¢le de structure décrivant les données de parent et son métabolite.

Ce modele de structure peut étre décrit par le systéme d‘équations différentielles habituelles suivant:
dAy/dt=-ka - A
dAo/dt =ka - A1 + ka2 - Az — (koo + koz + koa) - Az
dAs/dt =kos - Az — ks - As
dAs/dt =kos - Az —Kao - A4

Ou A et A; sont les quantités de médicament dans le compartiment central et périphérique,
respectivement, et A4 est la quantité de métabolite.

Les concentrations correspondantes sont déduites de A et As:
Cr=Ao/V;
Cs=A4/Vinet
Vme=V2

Ou V; et Vimee sont les volumes de distribution du parent et du métabolite, respectivement. Le Ve n’est
pas identifiable en 1’absence de données d’administration de parent et de métabolite par voie

intraveineuse. De ce fait, le Vet ne peut pas étre estimé et est habituellement fixé a la valeur du volume
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de distribution de la molécule parent (V). La conversion en métabolites est décrite par des constantes
de vitesse d’ordre un (processus linéaires).

Dans la littérature, plusieurs modéles pour I’analyse simultanée des données pharmacocinétiques d’une
molécule parent avec un voire plusieurs métabolites ont ét€ proposés. Yu et al. ont rapporté un modele
semi-mécanistique pour décrire la pharmacocinétique de sunitinib et son métabolite actif N-
desethylsunitinib (SU12662) chez les patients atteints d’un cancer 3’ (Figure 12).

Y

Sunitinib
dose

i/

/
!

{(1-fm) * Clsunitinib Enzyme /7 Sunitinib

slteq_ Qn ___centra.l

Ch ;“ vc, sunitinib
I

A

fm * Clsunitinib

Y
SUI2662 SUI2662
central . Qi .| peripheral
¥, suize2 Vp, sunzes2
S—
Clsuizss2

Figure 12 Schéma de mode¢le de structure décrivant les concentrations plasmatiques de sunitinib est son

métabolite N-desethylsunitinib (SU12662) proposé par Yu et al. 3.

Dans ce modéle, la concentration de sunitinib dans le compartiment hypothétique Cy (représentant le
site enzymatique) est a 1’équilibre avec la concentration dans le compartiment central Ve gsunitinib- Le
sunitinib est absorbé du compartiment de dépot de dose selon une constante k, dans le site enzymatique
ou il peut étre soit métabolisé en N-desetylsunitinib soit rester inchangé et diffuser dans le compartiment
central. L’¢limination de sunitinib est décrite par CLsunitinib (clairance totale) et 1’estimation de la fraction

de métabolisation en N-desetylsunitinib, f,, permet d’obtenir la CL métabolique de sunitinib. Le N-
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desethylsunitinib est distribué dans le compartiment périphérique, V,suizes2, selon une clairance
intercompartimentale, Q;, et est €liminé a partir du compartiment central V. suiz¢62 selon CLsui2¢62.

Un modéle décrivant séparément les clairances/constantes pour chaque voie métabolique est nécessaire
si ’analyse a pour objectif I’identification des covariables significatives sur une voie métabolique en

particulier. Bertrand e al. ont rapporté le développement d’un modele parent-métabolite complexe

(Figure 13) 348,

l Kap »l( Kam
CL
Vi | <| Va

Figure 13 Schéma de modéle de structure décrivant les concentrations plasmatiques d’un médicament

antipsychotique et son métabolite actif proposé par Bertrand et al. >*.

Dans ce modéle, le médicament est soit absorbé a partir du tube digestif dans le compartiment central
V, avec une constante de vitesse Kap, soit il subit un premier passage hépatique décrit par la constante
Kam. La fraction de dose, F;, absorbée directement dans le compartiment central est estimée. Le
médicament parent peut étre soit éliminé du compartiment central selon la clairance CL,,, soit converti
en métabolite Vi, selon la CL;m. Le métabolite peut étre soit €liminé avec la CLy, ou étre reconverti en
parent selon CLy,. Pour des raisons d’identifiabilité, on fait I’hypothése que Vi = V,.. f'est la fraction

de dose (D) disponible apres absorption; elle est fixée a 1 car elle n’est pas non plus identifiable.
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Travaux personnels

1 Objectifs

Ces travaux de thése ont porté sur les analyses des données pharmacocinétiques et pharmacogénétiques
provenant de 1’étude PHACS — un essai clinique, prospectif réalisé dans 25 établissements de soins en
cancérologie en région Sud-Ouest. Cette étude a permis d’inclure prospectivement 2000 patientes (entre
juin 2010 et octobre 2014) débutant un traitement adjuvant par hormonothérapie (tamoxifene, 1étrozole,
anastrozole ou exemestane). Les patientes ont été suivies tous les 6 mois pendant 3 ans. Les données
pharmacocinétiques, pharmacogénétiques et cliniques (survenue des effets indésirables, rechutes
précoces, traitement concomitants, adhérence) ont été recueillies. L’objectif principal de I’étude PHACS
repose sur I’évaluation de la relation entre la pharmacocinétique, la pharmacogénétique et les effets
indésirables des traitements adjuvants du cancer du sein hormonodépendant durant les 3 premicres
années de thérapie.

Dans le cadre de cette these, les analyses portant sur le tamoxifene et le 1étrozole ont été réalisées. Leur
objectif était d’identifier et de quantifier ’impact des polymorphismes génétiques, traitements
concomitants et facteurs démographiques sur la pharmacocinétique du tamoxiféne et de ses métabolites
et du létrozole chez les patientes atteintes d’un cancer du sein hormonodépendant. Pour cela, une
premiére analyse sur les données a la visite de suivi a 6 mois a été effectuée pour le tamoxiféne. Les
résultats de cette analyse préliminaire ont servi a guider le choix des polymorphismes génétiques a
inclure dans le mode¢le de population. Ce modéele a été développé sur les données pharmacocinétiques
longitudinales et a permis une analyse simultanée des données du tamoxiféne et ses six métabolites.
Quant au létrozole, la totalit¢ des données pharmacocinétiques a été analysée par approche de
population. Le modéle pharmacocinétique a également été utilisée pour identifier les patientes non-
adhérentes au traitement en fonction de leurs profiles pharmacocinétiques a 1’équilibre. Enfin, une
analyse PK/PD incluant les effets indésirables rapportés a la visite a 6 mois a été réalisée pour le

létrozole.
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2 Etude de la relation pharmacocinétique-pharmacogénétique du

tamoxifene

2.1 Introduction

Plus de 20 métabolites du tamoxiféne ont été identifiés chez ’homme ?*. Au cours de 1’étude PHACS,

les concentrations plasmatiques de tamoxiféne et de six métabolites majeurs ont été recueillies: N-

desmethyltamoxiféne, 4-hydroxytamoxiféne, 4’-hydroxytamoxiféne, endoxiféne, Z’-endoxiféne et N-

oxyde tamoxiféne. La Figure 14 présente le schéma de métabolisation du tamoxiféne incluant les

métabolites dosés dans le plasma des patientes de 1’étude PHACS.

CYP3A4/5
N-oxyde
tamoxiféene
CYP3A4/S  (yp3aass| | EmOL I
CYP286 CYP1A2 FMO3
UGT1A4 CYP2D6
Tamoxiféne
CYP3A4/5 CYP2D6
CYP1A1/2 CYP2B6
CYP2C19 CYP2C9
CYP2D6 CYP2C19
CYP2C9 CYP3A4/5
?
Z’-endoxiféne N-desmethyl 4-hydroxy
tamoxiféene tamoxiféene
CYP3A4/5
CYP2D6 YP2DG CYP3A4/5
CYP2C19
CYP2D6
[ Endoxifene ]
SULT1A1
UGT1A8
UGT1A10
UGT2B7

4’-hydroxy
tamoxiféne

UGT1A4
UGT1A8

UGT2B7
UGT2B15
UGT2B17

Figure 14 Schéma de métabolisation du tamoxiféne et des métabolites analysés dans 1'étude PHACS.

Les molécules encadrées en bleu correspondent aux métabolites actifs.
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Dans le cadre de ces travaux, nous avons effectué une analyse des données préliminaires de 1’étude
PHACS (premicre visite de suivi a 6 mois) dont le but était de rechercher les corrélations entre les
concentrations plasmatiques de tamoxiféne et de ses métabolites et les 63 polymorphismes génétiques
dans les génes codant pour les enzymes impliquées dans les voies de métabolisation de tamoxiféne. Des
analyses plus détaillées ont consisté en évaluation de I’impact des différents génotypes de CYP2D6 sur
les concentrations d’endoxiféne et le ratio métabolique N-desmethyltamoxiféne/endoxiféne (un
marqueur de ’activit¢ de CYP2D6) afin d’améliorer la classification existante des génotypes en
phénotypes '%. Enfin, les autres variables pouvant influencer les concentrations d’endoxiféne tels que

le traitement concomitant par des inhibiteurs de CYP2D6 et CYP3 A4 ont été évalués dans cette analyse.

La deuxiéme partie des travaux sur le tamoxiféene a été réalisée sur la totalité des données
pharmacocinétiques de 1’¢tude PHACS. L’analyse simultanée des concentrations de tamoxiféne et de
six métabolites a été effectuée par approche de population (mod¢les non-linéaires a effets mixtes). Le
modele pharmacocinétique a permis de décrire les voies de métabolisation du tamoxiféne et de quantifier
leur variabilité interindividuelle. Ensuite, I’impact des polymorphismes génétiques (sélectionnés a partir
des résultats des analyses préliminaires), des traitements concomitants et des facteurs démographiques
sur les parametres pharmacocinétiques a été étudié. L’identification et la quantification de 1’impact des
covariables sur les paramétres pharmacocinétiques a permis de simuler les concentrations d’endoxiféne
en fonction de ces différentes covariables et de déterminer les facteurs de risque de sous-exposition a
I’endoxiféne. Le modéle final a été utilisé pour effectuer des simulations d’adaptation de dose chez les
patientes a risque de sous-exposition & ’endoxiféene basée sur le seuil thérapeutique proposé par

Madlensky et al. '*° et le score d’activité antiestrogénique proposé par de Vries Schultink et al. >,
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2.2 Evaluation de ’impact des polymorphismes génétiques sur les concentrations plasmatiques

de tamoxiféne et ses métabolites

2.2.1  Article scientifique n°1

Ces travaux ont été réalisés sur les données préliminaires de I’étude PHACS (premiére visite de suivi)

et ont été publiés dans le journal Clinical Pharmacology & Therapeutics.

Puszkiel et al., Clin. Pharmacol. Ther. 106, cpt.1404 (2019).
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ARTICLE

Factors Affecting Tamoxifen Metabolism in
Patients With Breast Cancer: Preliminary
Results of the French PHACS Study

Alicja Puszkiel', Cécile Arellano’, Christelle Vachoux', Alexandre Evrard>>, Valérie Le Morvan4,
Jean-Christophe Boyerz,Jacques Robert4, Caroline Delmas'”, Florence Dalenc!”’, Marc Debled4,
Laurence Venat-Bouveté, William ]acot3’7, Etienne Suc®, Isabelle Sillet-Bach®, Thomas Filleron®,

Henri Roché’, Etienne Chatelut”, Melanie VVhite—Koningl’Jr and Fabienne Thomas®>™"

In addition to the effect of cytochrome P450 (CYP) 2D6 genetic polymorphisms, the metabolism of tamoxifen may be
impacted by other factors with possible consequences on therapeutic outcome (efficacy and toxicity). This analysis
focused on the pharmacokinetic (PK)-pharmacogenetic evaluation of tamoxifen in 730 patients with adjuvant breast
cancer included in a prospective multicenter study. Plasma concentrations of tamoxifen and six major metabolites, the
genotype for 63 single-nucleotide polymorphisms, and comedications were obtained 6 months after treatment
initiation. Plasma concentrations of endoxifen were significantly associated with CYP2D6 diplotype (P < 0.0001),
CYP3A4*22 genotype (P = 0.0003), and concomitant intake of potent CYP2D6 inhibitors (P < 0.001). Comparison of
endoxifen levels showed that the CYP2D6 phenotype classification could be improved by grouping intermediate
metabolizer (IM)/IM and IM/poor metabolizer diplotype into IM phenotype for future use in tamoxifen therapy
optimization. Finally, the multivariable regression analysis showed that formation of tamoxifen metabolites was
independently impacted by CYP2D6 diplotype and CYP3A4*22, CYP2C19*2, and CYP2B6*6 genetic polymorphisms.

Study Highlights

WHAT IS THE CURRENT KNOWLEDGE ON THE
TOPIC:?

[V The clinical utility of pretherapeutic cytochrome P450 (CYP)
2D6 genotyping or therapeutic drug monitoring of ENDO, the
major active metabolite of tamoxifen (TAM), remains uncertain.
WHAT QUESTION DID THIS STUDY ADDRESS?

[Vl What is the impact of genetic polymorphisms and comedi-
cations on plasma concentrations of endoxifen (ENDQO) and
could the current CYP2D6 genotype to phenotype classifica-
tion system be improved for TAM therapy?

CYP2D6 diplotype, CYP3A44*22 genotype, and concomitant
intake of potent CYP2D6 inhibitors. CYP2D6 phenotype
classification could be improved by grouping intermediate me-
tabolizer (IM)/IM and IM/poor metabolizer diplotypes into
IM phenotype for future use in TAM therapy optimization.
HOW MIGHT THIS CHANGE CLINICAL PHARMA-
COLOGY ORTRANSLATIONAL SCIENCE?

V] The resules of this study provide information on factors af-
fecting TAM metabolism, which might be helpful for further
evaluations of its relationship with clinical outcome (efficacy

WHAT DOES THIS STUDY ADD TO OUR KNOW-
LEDGE?

V] Based on data from 730 patients with adjuvant breast
cancer, ENDO concentrations were strongly correlated with

and toxicity).

of cytochrome P450 (CYP) 2D6 encoding for the most important
enzyme involved in TAM bioactivation to endoxifen (ENDO), its

High interindividual variability in pharmacokinetics (PK) of
tamoxifen (TAM) has been attributed to genetic polymorphisms
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major active metabolite. However, individualization of TAM ther-
apy based on CYP2D6 genotype could not meet consensus due to
conflicting results about the association between CYP2D6 genetic
polymorphismsand recurrence in patients with breast cancer. = The
achievement of response to TAM therapy may be related to a com-
bination of CYP2D6 genotype and other factors influencing TAM
metabolism, such as genetic polymorphisms (notably CYP3A44/5,
CYP2C9, and CYP2CI19) with CYP
inhibitors.*® Indeed, it has been shown that plasma concentrations
of ENDO exhibit 20-40-fold variation among patients treated with
TAM 20 mg/ day9 and only 39-58% of this interindividual vari-
ability can be explained by CYP2D6 diplotype.&lo CYP3A44*22,
CYP2C1972, CYP2C9"2, and "3 genetic polymorphisms have also
been shown to impact plasma concentrations of ENDO, 4-hydroxy
tamoxifen (4-OHTAM) and other TAM metabolites,*¢7%11

Some studies have reported a positive association between

and comedications

plasma ENDO concentrations and TAM efficacy and proposed a
therapeutic threshold of 16 nmol/L for ENDO.”!? However, these

results have not been reproduced in later studies'>4

questioning
the utility of therapeutic drug monitoring of ENDO concentra-
tions in optimization of TAM therapy. More prospective studies
are needed to confirm or denounce these findings.

Because over 100 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) of
the CYP2DG6 gene have been reported, a validated genotype to
phenotype translation system is rcquired to correcdy investigate
the impact of CYP2D6 genotype on the metabolism of TAM and
other drugs primary metabolized by CYP2Dé. Previous Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) guide-

lines'>1¢

recommended classification of patients into CYP2D6
phenotypes based on the sum of activity scores of the two alleles."”
However, these classifications have been proposed based on dex-
tromethorphan17 or codeine’>'® data and recent studies have
shown that they are not adequate to predict ENDO levels.®'® In
consequence, recent CPIC guidclincs19 discussed the need for re-
evaluation of the existing CYP2D6 phenotype classification to
guide TAM therapy.

Finally, comedication with CYP2D6 inhibitors may decrease
plasma ENDO levels in TAM-treated patit:nts.20 However, data
regarding the impact of CYP3A4 inhibitors on TAM metabolism
are limited. Therefore, evaluation of the impact of CYP2D6 and
CYP3A4 inhibitors based on data from an observational clinical
trial could provide additional information helpful for better man-
agement of TAM-treated patients.

In light of the above considerations, the aims of this study were
to evaluate the impact of genetic polymorphisms and comedica-
tions on ENDO concentrations and to compare ENDO levels and
metabolic ratio N-desmethyl tamoxifen/endoxifen (MR enpo
as a marker of CYP2DG6 activity) between CYP2D6 genotypes and
diplotypes in order to improve the existing genotype to phenotype
classification system for TAM therapy. The third objective was to
evaluate the PK/pharmacogenctic (PG) relationship of TAM and
its major metabolites based on metabolic ratios. Data come from a
large prospective multicenter 3-year follow-up study aiming to in-
vestigate the relationship among PK, PG, and toxicity of TAM and
aromatase inhibitors in adjuvant setting (PHACS, ClinicalTrials.
gov registration number NCT01127295).

586

RESULTS

Patients and data

Eighthundred seventy-nine patients starting treatment with TAM
at 20 mg/day were included in the PHACS study; 864 patients
performed the first follow-up visit, and PK samples were available
for 789 patients. Of those, 59 patients were excluded from the sta-
tistical analysis of the first follow-up visit due to TAM or ENDO
plasma concentrations below the limit of quantification suggest-
ing noncompliance (72 = 12), missing genotype data or missing/
uncertain CYP2D6 copy number (z = 47). Finally, 730 patients
were included in the analysis, and the distributions of their base-
line characteristics (Table 1) were not statistically different from
those of the 134 excluded patients. The first follow-up visit was
performed after a median time of 6.2 months after treatment ini-
tiation (interquartile range: 6.0-6.6). Because concomitant treat-
ment with CYP2D6 and CYP3A4 inhibitors or inducers may
significantly impact formation of TAM metabolites, patients tak-
ing concomitant CYP2D6 inhibitors (weak/moderate CYP2D6
inhibitors: celecoxib, citalopram, duloxetine, escitalopram, and
sertraline; potent CYP2D6 inhibitors: fusidic acid, amiodarone,
clomipramine, flecainide, fluoxetine, paroxetine, and propafe-
none); moderate or potent CYP3A4 inhibitors (amiodarone, ci-
profloxacin, clarithromycin, diltiazem, fluconazole, fusidic acid,
and verapamil); or CYP3A4 inducers (dexamethasone and pheno-
barbital) at the time of PK sampling were excluded from the PK/
PG analysis (» = 53) unless otherwise stated. The 63 SNPs ana-
lyzed in the study (Supplementary Material S1) were in Hardy—
Weinberg Equilibrium (HWE).

Plasma concentrations of TAM and metabolites

Steady-state plasma concentrations of TAM, N-desmethyl
tamoxifen (NDT), tamoxifen N-oxide (NOX), 4-OHTAM,
Z-4"-hydroxy tamoxifen (4-OHTAM), Z-ENDO, and Z-
endoxifen (Z-ENDO), as well as metabolic ratios (MRs) and
antiestrogenic activity score (AAS) are presented in Table
$2. Plasma concentrations of NDT, 4-OHTAM, ENDO,
and Z-ENDO, as well as MRTAM/4-OHTAM’ MRTAM/NDT’
MR pr/enpos MRy onram/enpor 20d AAS varied significantly
among CYP2D6 diplotypes. ENDO levels, MRy r/pnpos
and MR, 1 ravenpo Showed the most significant gene-dose
effect. ENDO increased with increasing
CYP2D6 activity, whereas an inverse correlation was observed
with MR ;1 pnpo- High interindividual variability in ENDO
concentrations was observed within CYP2D6 diplotypes (coeffi-
cient of variation: 42-105%), which supports the hypothesis that
factors other than CYP2D6 contribute to these interindividual
differences. Because CYP2DG6 is the only enzyme involved in
the formation of ENDO from NDT, further analyses focused
on both MRy pnpo (s @ marker of CYP2D6 activity) and
plasma ENDO concentrations (as a reflection of exposure to
active metabolite).

concentrations

Comparison of MRy, c\po between CYP2D6 genotypes and
diplotypes

MRy prenpo Was compared among CYP2D6 genotypes
classified into the same diplotype. Significant differences in
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Table 1 Patients’ baseline characteristics (n = 730)

Characteristic Median [range] or number (%)

Age at inclusion 47 [25-74]
Lymph node status

pNO 453 (62.2)

pN+ 275 (37.8)

Missing 2
Hormonal receptor status

ER-/PR+ 6 (0.8)

ER+/PR- 78 (10.7)

ER+/PR+ 643 (88.4)

Missing 3
Hormonal status

Nonmenopausal 601 (84.5)

Menopausal 108 (15.2)

Menopausal under hormone 2 (0.3)

replacement therapy

Missing 19
Neo-adjuvant chemotherapy

Yes 63 (8.7)

No 665 (91.3)

Missing 2
Adjuvant chemotherapy

Yes 415 (57.0)

No 313 (43.0)

Missing 2
Radiotherapy

Yes 698 (95.6)

No 32 (4.4)
Trastuzumab treatment

Yes 79 (10.9)

No 649 (89.1)

Missing 2

ER, estrogen receptor; pNO, no regional lymph node metastasis;
pN+, regional lymph node metastasis; PR, progesterone receptor.

MR yr/pnpo among *9/*4, *10/*4, and *41/*4 genotypes
were identified (P = 0.003), whereas they all belong to inter-
mediate metabolizer (IM)/poor metabolizer (PM) diplotype
(Figure 1a). MR b po Was significantly higher in *41/%4
patients than in *9/*4 patients (P = 0.0009); however, there
was no significant difference between *9/*4 and *10/*4 pa-
tients and between *10/*4 and *41/*4 patients (P = 0.2 and
P =0.08, respectively). MR pr/enpo WaS similar between
*41/*4 and PM/PM patients (P = 0.3) but not between *10/*4
and PM/PM patients (P = 0.01). No statistically significant
differences in MRy 1/ pnpo between genotypes of the remain-
ing diplotypes were detected.

Comparisons of MRy pnpo between CYP2D6  diplo-
types are presented in Figure 1b. Ultrarapid metabolizer (UM)
had similar MR 1 enpo t© UM/PM and normal metabo-
lizer (NM)/NM patients (P =0.7 and P =0.2, respectively).

MR 1 /EnDo Was significantly lower in NM/IM than in NM/PM
patients (P = 0.02) suggesting higher CYP2D6 activity of NM/
IM diplotype (Figure 1b). NM/PM patients had significantly
lower MRy /ENDO than IM/IM patients (P = 0.0002), despite
the same sum of allele activity score (AS). Finally, MRy pr /ENDO
was significantly lower in IM/IM patients than in IM/PM patients

(P =0.02).

Comparison of ENDO concentrations between CYP2D6
genotypes and diplotypes

Significant differences in ENDO levels among *9/*4, *10/4,
and *#1/*4 genotypes were identified (P = 0.006), whereas they
all belong to IM/PM diplotypes (Figure 2a). ENDO concentra-
tions in *9/* patients (28.1 + 13.5 nmol/L) were significantly
higher than in *10/*4 (13.1 + 7.1 nmol/L) and *41/*4 patients
(15.0 £ 19.0 nmol/L; P=0.02 and P =0.0017, respectively)
whereas *10/*4 and *41/*4 genotypes had similar ENDO levels
(P =0.72). Plasma ENDO levels were then compared among
*10/*4, *41/*4, and PM/PM patients. Plasma ENDO levels were
similar between *10/*4 and PM/PM and between *41/*4 and PM/
PM patients (P = 0.2 and P = 0.3, respectively). No statistically
significant differences in ENDO levels between genotypes of the
remaining diplotypes were detected.

Next, plasma ENDO levels were compared across CYP2D6
diplotypes. Similarly to MRy p1/ENDO? plasma ENDO levels were
not statistically different between UM and UM/PM (P = 0.6) or
NM/NM patients (P = 0.3). Conccrning NM/NM, NM/IM,
NM/PM, and IM/IM diplotypes that are collapsed into NM phe-
notype according to the previous CPIC classification,”> NM/NM
patients had significantly higher plasma ENDO concentrations
than NM/IM (P < 0.0001), NM/PM (P < 0.0001), and IM/IM
patients (P < 0.0001; Figure 2b). Plasma ENDO levels were not
significantly different between NM/IM and NM/PM patients
(P =0.09). NM/PM patients had significantly higher plasma
ENDO levels than IM/IM patients (P = 0.002), despite the same
sum of allele AS. Finally, plasma ENDO levels in IM/IM and IM/
PM patients were similar (P = 0.4).

Impact of genetic polymorphisms and comedications on
ENDO concentrations
In the univariate analysis of all 63 SNPs with ENDO concen-
trations, only SNPs related to the CYP2D6 gene: rs1135840,
rs3892097 (*4), and 151065852 (*10), and to the CYP3A44:
1535599367 (*22) were found significant after correction for mul-
tiple testing. In order to account for the CYP2D6 copy number
variation (CNV) and the presence of different gene variants, we
combined all the information regarding patients’ CYP2D6 gen-
otype into diplotype for the multivariable regression analysis. In
this analysis, plasma ENDO concentrations were independently
associated with CYP2D6 diplotype and CYP344*22 genotype
(P <0.0001 and P =0.0001, respectively). NM/PM and IM/
IM patients carrying CYP34422 allele had significantly higher
plasma ENDO levels than patients with the same CYP2D6 diplo-
type and absence of CYP34422 allele (Figure 3).

Table 2 summarizes plasma ENDO levels according to
CYP2D6 phenotype (in which IM/IM and IM/PM diplotypes
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Figure 1 (a) Metabolic ratio N-desmethyl tamoxifen/endoxifen (MRNDT/ENDO) according to cytochrome P450 (CYP) 2D6 genotype. Patients taking
concomitant CYP2D6 inhibitors, moderate or potent CYP3A4 inhibitors, or CYP3A4 inducers (n = 53), and genotypes represented by only one
patient (>*1x4, *1/*4/*4, *1/*17, *1/*7, *10/*41, *10/*5, *17/*4, *41/*5, and *41/*7; n = 9) were excluded. (b) MRyp1/enpo according to
CYP2D6 diplotype. The second x-axis represents the classification into CYP2D6 phenotype according to recent Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium guidelines19 where ultrarapid metabolizer (UM)/UM and UM/intermediate metabolizer (IM) diplotypes were
regrouped into UM. Patients taking concomitant CYP2D6 inhibitors, CYP3A4 moderate or potent inhibitors, or CYP3A4 inducers were excluded
(n = 53). Not significant (ns) P > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. NM, normal metabolizer; PM, poor metabolizer.
[Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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Figure 2 (a) Plasma endoxifen (ENDO) concentration according to cytochrome P450 (CYP) 2D6 genotype. Patients taking concomitant CYP2D6
inhibitors, moderate or potent CYP3A4 inhibitors, or CYP3A4 inducers (n = 53), and genotypes represented by only one patient (*1/*17, *1/*7,
*10/*%41, *4/*17, *7/*41, *5/*10, *5/*%41, *1/%4/*4, and >*1x4; n = 9) were excluded. (b) Plasma ENDO concentration according to CYP2D6
diplotype. The second x-axis represents the classification into CYP2D6 phenotype according to recent Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium guidelines19 where ultrarapid metabolizer (UM)/UM and UM/intermediate metabolizer (IM) diplotypes were regrouped into UM. The
dashed line represents the threshold for plasma ENDO concentration (16 nmol/L) associated with lower breast cancer recurrence proposed by
Madlensky et al.l? patients taking concomitant CYP2D6 inhibitors, CYP3A4 moderate or potent inhibitors, or CYP3A4 inducers were excluded

(n = 53). Not significant (ns) P > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. NM, normal metabolizer; PM, poor metabolizer.
[Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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were classified into IM phenotype) and concomitant intake of
CYP2D6 and CYP3A4 inhibitors. Both weak/moderate and po-
tent CYP2D6 inhibitors significantly decreased plasma ENDO
levels in NM patients, whereas no significant difference was ob-
served in IM patients probably due to the small number of pa-
tients. The number of UM and PM patients taking concomitant
CYP2D6 inhibitors was too low to perform statistical analysis.
Intake of weak or moderate CYP2D6 inhibitor decreased ENDO
concentrations by 35% in NM patients (P = 0.005), in particu-
lar, escitalopram, a weak CYP2D6 inhibitor often prescribed to
patients with breast cancer treated with TAM to avoid the use
of paroxetine, decreased ENDO levels by 38% in NM patients
(7 = 14) compared with NM patients not taking comedications
(from 42.3 to 25.9 nmol/L, respectively). Potent CYP2D6 in-
hibitors decreased plasma ENDO concentrations by 54% in NM
patients (P = 0.0006) to the level observed in IM patients not
taking a CYP2D6 inhibitor (no significant difference between
ENDO levels under potent inhibitors and IM patients not tak-
ing a CYP2D6 inhibitor, P = 0.5). In the final multivariable re-
gression analysis, intake of potent CYP2D6 inhibitors remained
significantly associated with plasma ENDO concentrations when

(Table 3). CYP2D6 diplotype alone explained 16.8% of the vari-
ation in ENDO levels, further inclusion of CYP344*22 genotype
and of concomitant CYP2D6 inhibitors increased the explained
variability to 17.6% and 19.4% (final model), respectively.

Weak or moderate/potent CYP3A4 inhibitors did not have a
significant impact on plasma ENDO levels in the univariate anal-
ysis (P =0.8 and P = 0.2, respectively). However, when patients
were classified according to CYP2D6 phenotype (Table 2), NM
patients treated with a moderate or potent CYP3A4 inhibitor had
significantly lower plasma ENDO levels than NM patients with-
out concomitant treatment (P = 0.048; Table 2), whereas weak
CYP3A4 inhibitors did not have an impact on ENDO concen-
trations (P = 0.3). Due to an insufficient number of patients with
other CYP2D6 phenotypes taking CYP3A4 inhibitors, their
impact on plasma ENDO could not be evaluated. The impact of
CYP3A4 inducers on plasma ENDO levels could not be evalu-
ated because only two patients were concomitantly treated with a

CYP3A4 inducer.

Impact of genetic polymorphisms on MRs
CYP2D6 diplotype was the only factor significantly associated with

accounting for CYP2D6 diplotype and CYP344*22 genotype ~ MRy 1 enpo (P < 0.0001; Table 4). The multivariable analyses
ns
2504 ,—l
ns
1
ns
[ ]
2001 =
[ ]
5 s
=
° H ns
E 1504 '—|
=
g 3 °® ns
hu ? .
§ ° ] CYP3A4*22 genotype
§ . | =T
8 100+ : * | $ *22 carriers
Z °
w °
P
50 .
14 s ]
o L J | [
0 UM NM/NM NM/IM NM/PM IM/IM IM/PM PM/PM
(1=20) (n=5) (n=242) (n=26) (n=105) (n=11) (n=164) (n=13) (n=16) (n=2) (n=36) (n=2) (n=29) (n=2)

Figure 3 Plasma endoxifen (ENDO) concentration according to cytochrome P450 (CYP) 2D6 diplotype and CYP3A4*22 genotype. Patients
with missing CYP3A4*22 genotype (n = 4) or concomitantly treated with CYP2D6 inhibitors, moderate or potent CYP3A4 inhibitors, or
CYP3A4 inducers were excluded (n = 53). Not significant (ns) P > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. NM, normal
metabolizer; PM, poor metabolizer; UM, ultrarapid metabolizer. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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Table 2 Plasma ENDO concentrations according to CYP2D6 phenotype and concomitant intake of CYP2D6 inhibitors
CYP2D6 phenotype

um NM? m° PM
ENDO ENDO P ENDO P ENDO
(nmol/L) n (hmol/L) n value® (nmol/L) n value® (nmol/L) n
CYP2D6 inhibitor (n = 721)
No CYP2D6 inhibitor 59.07 £ 39.17 25 42.28+27.15 565 - 19.87 £19.11 56 - 8.87 £3.80 31
Weak or moderate® 71.97 1 27.25+15.25 23 0.005 16.78 £ 10.07 5 0.9 10.10 1
Potent® 20.90 1 1931 +11.77 11 0.0006 5.98 £4.81 2 0.1 NA
CYP3A4 inhibitor® (n = 682)
No CYP3A4 inhibitor NA 0 42.21+27.13 557 - 20.07 £19.22 55 - 8.77 £ 3.83 30
Weak' NA 0 49.11 + 28.46 8 0.3 8.60 1 NA 11.76 1
Moderate or potent® NA 0 23.11+10.37 5 0.048 NA 0 NA NA

Patients concomitantly treated with moderate or strong CYP3A4 inhibitors or CYP3A4 inducers were excluded (n = 9) for CYP2D6 inhibitor effect analysis, and
patients concomitantly treated with CYP2D6 inhibitors (n = 46) or CYP3A4 inducers (n = 2) were excluded for CYP3A4 inhibitory effect analysis. Data are
presented as mean + SD.

CYP, cytochrome P450; ENDO, endoxifen; IM, intermediate metabolizer; NA, not applicable; NM, normal metabolizer; PM, poor metabolizer; UM, ultrarapid
metabolizer.

aUM/PM, NM/NM, NM/IM, and NM/PM diplotypes. bIM/IM and IM/PM diplotypes. “Wilcoxon unpaired test for comparison between patients concomitantly
treated with the respective inhibitor and without concomitant inhibitor. “Weak/moderate CYP2D6 inhibitors: escitalopram (n = 22), citalopram (n = 3), duloxetine
(n = 3), celecoxib (n = 1), and sertraline (n = 1). ®Potent CYP2DG6 inhibitors: paroxetine (n = 7), flecainide (n = 3), amiodarone (n = 1), clomipramine (n = 2), fluoxetine
(n = 1), fusidic acid (n = 1), and propafenon (n = 1). "Weak CYP3A4 inhibitors: esomeprazole (n = 13). EModerate or potent CYP3A4 inhibitors: amiodarone (n = 1),
ciprofloxacin (n = 1), clarithromycin (n = 1), diltiazem (n = 1), fluconazole (n = 1), fusidic acid (n = 1), and verapamil (n = 1).

Table 3 Multivariable regression analysis for plasma ENDO concentrations

P value (t-test P value (likelihood ratio test of
Coefficient® 95% ClI of coefficient) global significance of variable)
Reference category: 47.99 44.99; 50.99 < 0.001
NM/NM diplotype, CYP3A4*1/*1 genotype,
and no concomitant CYP2DG6 inhibitors
CYP2D6 diplotype < 0.0001
UM (n = 27) 8.62 -1.29; 18.53 0.088
NM/NM (n = 291)
NM/IM (n = 123) -10.43 -15.72; -5.14 <0.001
NM/PM (n = 187) -15.26 -19.88; -10.65 <0.001
IM/IM (n = 19) -25.90 -37.53; -14.28 <0.001
IM/PM (n = 44) -29.11 -37.11; -21.10 < 0.001
PM/PM (n = 33) -38.60 -47.63; —29.58 < 0.001
CYP3A4*22 genotype 0.0003
*1/%1 (n = 659)
*1/%22 or ¥22/*22 (n = 65) 11.90 5.48; 18.32 <0.001
CYP2D6 inhibitors 0.0001
No concomitant inhibitors (n = 678)
Weak or moderate (n = 22) -9.75 -20.47; 0.98 0.075
Potent (n = 24) -20.67 -30.90; -10.43 <0.001

Patients treated with CYP3A4 inducers (n = 2) and with missing CYP3A4*22 genotype (n = 4) were excluded from the analysis.

Cl, confidence interval; CYP, cytochrome P450; ENDO, endoxifen; IM, intermediate metabolizer; NM, normal metabolizer; PM, poor metabolizer; UM, ultrarapid
metabolizer.

As all the variables listed are indicator variables, the interpretation of each coefficient is as follows: a positive (or negative) value of the coefficient (a) indicates
that the response variable (ENDO) is increased by a (respectively decreased by a) compared to the reference category. For example, for a given CYP3A4 genotype
and use of CYP2D6 inhibitors, the mean ENDO value of NM/IM patients is 10.43 nmol/L lower than that of NM/NM patients.

showed that MR\ 4 oprran Was significantly and independently MRy, 4 orran Was decreased in CYP3441/*1 and *1/*22
associated with CYP2D6 diplotype (P < 0.0001), CYP3A44*22  patients compared with *22/*22 patients suggesting that in pa-
(P <0.0001),and CYP2C19*2 (P = 0.0001) genotype (Table $3).  tients with the same CYP2D6 diplotype, higher TAM and lower
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Table 4 Results of the linear regression analysis of CYP2D6
diplotype on MRnpT1/ENDO

P value
(t-test of
Coefficient® 95% Cl coefficient)
MRyp7/enpo (N = 677)
CYP2D6 diplotype
UM (n = 25) 3.49 -3.44; 10.42 0.323
NM/NM (refer- 12.89 10.87; 14.91 < 0.001
ence) (n = 269)
NM/IM (n = 116) 8.59 4.90; 12.27 < 0.001
NM/PM (n = 180) 12.44 9.25; 15.63 < 0.001
IM/IM (n = 18) 22.48 14.40; 30.55 < 0.001
IM/PM (n = 38) 38.44 32.70; 44.18 < 0.001
PM/PM (n = 31) 62.16 55.87; 68.45 < 0.001

Patients concomitantly treated with CYP2D6 inhibitors, moderate or potent
CYP3A4 inhibitors, or CYP3A4 inducers were excluded (n = 53).

Cl, confidence interval; CYP, cytochrome P450; IM, intermediate metabolizer;
MRNDT/ENDO, N-desmethyl tamoxifen to endoxifen metabolic ratio; NM, normal
metabolizer; PM, poor metabolizer; UM, ultrarapid metabolizer.

@As all the variables listed are indicator variables, the interpretation of each
coefficient is as follows: a positive (or negative) value of the coefficient (a)
indicates that the response variable (MRNDT/ENDO) is increased by a
(respectively decreased by a) compared to the reference category. For
example, the mean MRNDT/ENDO value of NM/IM patients is 8.59 higher than
that of NM/NM patients.

4-OHTAM concentrations are observed in the presence of two
CYP3A4422 alleles, possibly because of a decreased conversion
of TAM to 4-OHTAM. Increased MR\ (4 o1rram
served in CYP2C19*2 carriers.

MR onor @d MR, o enpo  Were associated  with
CYP2D6 diplotype (P < 0.0001) and phenotype (P < 0.0001), re-
spectively (Table $3). CYP3A45*3 was significantly associated with
MR onpr 30d MR, 4o enpo When coded as *1/%1 vs. *1/°3
or *3/*3 (P < 0.0001 and P < 0.0001, respectively). However, this
SNP was no longer significant (P = 0.7 and P = 0.3, respectively)
when coded as CYP3AS expressor (*1/*I and *1/*3) vs. nonex-
pressor (*3/*3) genotypes as suggested by Sanchez Spitman ez /. '
Because of the small number of patients with CYP345*1/*1 geno-
type (7 = 5) and the difficulty in interpreting the clinical meaning

was also ob-

of the first classification compared to the expressor vs. nonexpressor
classification, this SNP was not included in the multivariable analy-
ses. CYP3A44*1B genotype (coded as *1/*I and *1/*1B vs. *1B/*I B)
was also found to be significantly associated with MR,/ \pr
in the univariate analysis (P < 0.001). However, the functional sig-
nificance of this SNP has not been demonstrated, and there is a
linkage disequilibrium with the wild-type allele (A) of rs776746
(SNP encoding the nonfunctional CYP345*3 allele).*! It may be
speculated that CYP3A45"3, rather than CYP344*IB genotype,
has contributed to significant associations with MR, vonDT €5
pecially because when CYP3A45*3 (coded as *1/*I vs. *I/*3 or
*3/*3) and CYP3A44*IB (coded as *1/*I and *1/*IB vs. *IB/*IB)
were entered in the multivariable analysis together with CYP2D6
diplotype, the second one was no longer significant (P =0.11).

The presence of two CYP2B6*6 (rs3745274) alleles was associated

592

with increased MR,y nox (

tistically significant SNPs were found on MRy, 4 OHTAM
MR

NDT/Z'ENDO*

P <0.001; Table $3). Finally, no sta-
and

DISCUSSION

This work is, to our knowledge, the largest prospective study si-
multaneously evaluating factors that might influence the con-
centrations of TAM and six of its metabolites, including genetic
polymorphisms in all the major enzymes involved in its metab-
olism. CYP2D6 diplotype and CYP344*22 genotype as well as
concomitant intake of potent CYP2D6 inhibitors were signifi-
cant predictors of ENDO concentrations. In addition, the com-
parison of plasma ENDO concentrations and MR p1enDO
among CYP2D6 diplotypes showed that IM/IM patients had
lower ENDO levels than NM/PM patients despite the same AS
for both diplotypes. These results support the need to improve the
CYP2D6 genotype to phenotype classification system for TAM
therapy.

Recent CPIC recommendations for TAM therapy discussed
uncertainties in the translation of CYP2DG6 genotype into diplo-
types and pht:notypcs.19 We performed a comparison of plasma
ENDO levels and MRy JENDO between CYP2D6 genotypes
classified into the same diplotype. We showed that the presence
of *10 and *41 alleles among IM/PM diplotype did not result in
the same plasma ENDO levels as in *9 allele carriers, whereas all
of these alleles are considered to be associated with reduced en-
zyme activity (AS = 0.5). This is consistent with previous studies
showing that the activities of */0 and "4/ alleles were lower than
that of *9 allele.'® Moreover, in our analysis, plasma ENDO levels
were similar for *10/*4 or *41/*4 and PM/PM patients, confirm-
ing lower CYP2D6 activity of *10 and *41 alleles compared to *9
allele. Further studies including more patients with these geno-
types are needed to evaluate if patients carrying *10/*4 and *41/*4
genotypes should be assigned into PM/PM instead of IM/PM
diplotype (as suggested by our results) for prediction of ENDO
concentration.

Furthermore, we found that NM/NM (AS =2) and UM pa-
tients (AS >2; UM/UM and UM/IM diplotypes) had similar
ENDO levels and MRyt /ENDO" This is consistent with Hicks
etﬂl.,lé who suggested that patients with AS =2.5 or 3 should
be attributed NM phenotype. Regarding patients with CYP2D6
AS =1 (NM/PM and IM/IM), plasma ENDO levels were signifi-
cantly lower in IM/IM patients than in NM/NM, NM/IM, and
NM/PM patients but similar to IM/PM patients. Similar results
were observed by Hertz er al.,'® which altogether indicates that
classification of IM/IM patients into NM phenotype as proposed
by previous CPIC recommendations’® needs to be re-evaluated.
Based on ENDO levels in our study, IM/IM could be classified
together with IM/PM (AS = 0.5) patients into the IM phenotype.
Moreover, NM/PM had similar ENDO levels to NM/IM but
lower than NM/NM patients, which might suggest classification
of these diplotypes separately from NM/NM.

In our analysis, higher plasma ENDO levels were observed
in CYP344*22 carriers, a genotype associated with reduced
mRNA expression and enzyme activity.22 In particular, NM/
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PM and IM/IM patients carrying CYP34422 allele had sig-
nificantly higher ENDO levels than patients with the same
CYP2D6 diplotype and CYP344*22 noncarriers. Although
unexpected, this result is consistent with previous studies show-
ing that the presence of CYP344*22 allele is associated with
higher ENDO concentrations, particularly in patients with low
CYP2D6 activity.4‘6‘10

One of the possible hypotheses for the increased concentrations
of ENDO in CYP3A44*22 carriers could be its impaired metab-
olism through CYP3A4. Although there is not much evidence
in the literature that ENDO could be metabolized by CYP3A4,
it has been suggested that norendoxifen, another metabolite of
TAM, could be formed via N-demethylation of ENDO, which
is a phase I reaction involving CYP isocnzymes.B’24 In addition,
a recent iz vitro study showed that an estrogen-like metabolite of
TAM (bisphenol tamoxifen) can be formed from ENDO in pres-
ence of CYP3A4.” More studies are needed to investigate the
relative implication of CYP3A4 in ENDO metabolism compared
with other enzymes.

In our study, NM patients cotreated with potent CYP2D6 in-
hibitors had 54% lower ENDO concentrations than NM patients
without comedication with CYP2D6 inhibitors and, therefore,
reached similar concentrations to IM patients, consistently with
previous reports.20’26 Concerning CYP3A4 inhibitors, lower
ENDO levels in NM patients treated with moderate or strong
CYP3A4 inhibitors were observed, but the low number of patients
may have limited statistical significance. The final multivariable
analysis, including CYP2D6 diplotype, CYP3A44*22 genotype,
and CYP2D6 inhibitors explained 19.4% of the variability in
ENDO levels. CYP2D6 diplotype had the most substantial effect
on ENDO as it explained 16.8% of the variability. This result is
lower than that recently reported by Sanchez-Spitman e al. 10
(R2 = 0.42), but their analysis was performed on In-transformed
concentration data, which partly explains our different result.
However, our value is consistent with Hertz et 22 '® who reported
that only 11% of the variability in ENDO levels was explained by
CYP2D6 phenotype.

Although the consideration of these factors will help to pre-
dict ENDO concentration, there is still uncertainty concerning
the correlation of ENDO or other metabolites with clinical out-
comes. Two retrospective analyses in patients with adjuvant breast
cancer”'? have shown that ENDO concentration > 16 nmol/L
and AAS > 1,798% are associated with a better therapeutic out-
come. However a recent prospective study did not observe any sig-
nificant association between clinical benefit of TAM and plasma
ENDO exposure in 247 patients with neo-adjuvant and metastatic
breast cancer,'® corroborated by another recent study in 667 pa-
tients.'* On the contrary, Helland ez al. 28 reported a correlation
between ENDO and 4-OHTAM concentrations and long-term
survival in 99 retrospectively analyzed patients with adjuvant
breast cancer. Therefore, the clinical utility of therapeutic drug
monitoring of ENDO concentrations remains uncertain. This
issue requires further elucidation based on data from prospective
studies. Meanwhile, if we consider the 16 nmol/L threshold for
ENDO,”'? our study shows that 97% of PM, 59% of IM, and 12%
of NM + UM patients were below this value.

Finally, the analysis of genetic polymorphisms on MRs showed
that CYP3A44*22, CYP2C19*2, and CYP2B6*6 contribute to the
variability in the metabolism of TAM. However, the results on
MRs should be interpreted with caution as they are dependent not
only on enzymes involved in a given metabolic pathway but also on
the elimination of the metabolite.

The compliance to treatment is an important factor affecting
clinical efficacy of TAM.? In this study, we excluded clearly non-
compliant patients based on their plasma TAM or ENDO concen-
trations below the limit of quantification so that this should not
be a confounding factor. Nevertheless, future analyses will further
investigate the combined impact of genetic and nongenetic factors,
such as age, body weight, and compliance, on TAM metabolism.

In conclusion, based on a large dataset of 730 patients with adju-
vant breast cancer treated with TAM 20 mg/day, we provide results
supporting re-evaluation of the existing CYP2D6 genotype to phe-
notype classification system for TAM therapy. Moreover, this study
refines the previous findings about the impact of genetic polymor-
phisms on TAM metabolism. Although personalization of TAM
therapy based on CYP2D6 genotype or ENDO concentrations is not
currently recommended due to inconsistent results concerning their
relationship with TAM efficacy or toxicity, the results of this study
are of importance for future evaluations of factors impacting TAM
outcome and to standardize the genotype to phenotype translation
systems for TAM and other drugs with similar metabolic pathways.

METHODS

Patients and data collection

Eligible patients started treatment with TAM at 20 mg/day and were
followed up every 6 months over 3 years. Inclusion criteria were histo-
logically proven primary breast cancer, no metastatic disease at diagnosis,
and estrogen receptor—positive and/or progesterone receptor—positive
tumor assessed by locally performed immunohistochemistry. Each visit
consisted in a clinical examination looking for side effects and a PK
sampling; the comedications at each follow-up visit were recorded. The
present report focuses on the evaluation of PK, PG, and comedication
at first follow-up visit. All patients provided written informed consent
in compliance with the ethical principles of the revised Declaration of
Helsinki and with European regulations.

Plasma concentrations of TAM and its metabolites

Blood samples (10 mL) were collected in Vacutainer Lithium Heparin
tubes from cach patient during first the follow-up visit when steady-
state concentrations of TAM and its metabolites were achieved.
Patients were instructed not to take a TAM dose on the day of the
PK sampling to assure trough plasma levels. Samples were immedi-
ately centrifuged at 1,400 ¢ at ambient temperature, and plasma was
stored at —20°C until analysis. Plasma concentrations of TAM, its two
active metabolites 4-OHTAM and ENDO, as well as NDT, NOX,
4-OHTAM, and Z-ENDO were measured by a validated ultra-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, as
described previously.30 MRs were calculated for TAM/4-OHTAM,
TAM/NDT, NDT/ENDO, 4-OHTAM/ENDO, NDT/Z-ENDO,
TAM/NOX, and TAM/4-OHTAM. AAS was calculated according
to a recently proposed algorithm based on iz vitro proliferation as-
says on Michigan Cancer Foundation-7 breast adenocarcinoma cells
expressing estrogen receptors:

AAS =1 X [Clpap+0.38 X [Clypr
+21.8 X [Cly_opram +744 X [Clenpo
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where [C] is the plasma concentration of the respective compound.27

Genotyping

Blood samples for PG analysis were collected in Vacutainer EDTA tubes
for each patient at inclusion. Description of the methods used for DNA
extraction, genotyping of 63 sclected SNPs, and CNV determination is
provided in Supplementary Material S1.

CYP2D6 phenotype and AS

Patients were genotyped for the presence of decreased (*9, *10, *17, and
*41) and nonfunctional (*4, *6, and *7) alleles and gene copy number
(*S or duplication). The absence of one of these alleles led to *I allele as-
signment. A phenotype and a score were assigned to each CYP2DG6 allele
according to its activity: extensive NM (AS = 1) for wild-type (*1), IM
(AS =0.5) for decreased activity, and PM (AS = 0) for nonfunctional al-
leles.”” Based on the combination of alleles and the number of CYP2D6
copies, patients were assigned a diplotype and an AS, which is the sum of
the scores assigned to cach allele: PM/PM (AS = 0), IM/PM (AS =0.5),
IM/IM (AS = 1), NM/PM (AS = 1), NM/IM (AS = 1.5), NM/NM and
NM/NM/PM (UM/PM; AS = 2), and NMxn (xn represents the number
of CYP2D6 gene copies; UM/UM) and NM/NM/IM (UM/IM), which
were collapsed into UM (AS > 2). Finally, patients were classified into
CYP2D6 phenotypes: PM (AS = 0), IM (AS = 0.5), NM or IM (AS = 1),
NM (AS = 1.5-2), and UM (AS > 2)"; the corresponding frequencies in
our study were: 4.7%, 6.0%, 28.6%, 57.0%, and 3.7%, respectively.

Statistical analysis

HWE was assessed for all 63 SNPs using the Benjamini—-Hochberg cor-
rection for multiple testing. For CYP2D6, CYP2A6, and UGT2BI17
SNPs, the analysis was performed in patients with two copies of the cor-
responding gene, as the HWE is a widely used model to describe the dis-
tribution of genotypes without CNV in a population. The associations
of plasma ENDO levels and MRs with SNPs were examined using the
qtlsnp Stata command and adjusted for multiple testing (Benjamini-
Hochberg correction). After identification of SNPs significantly as-
sociated with ENDO concentrations or the different MRs, univariate
and multivariable linear regression analyses with the respective SNPs
were carried out in order to determine which SNPs were independently
associated with ENDO levels and MRs (in these analyses, CYP2D6
SNPs were replaced by CYP2D6 diplotypes combining all the genetic
polymorphisms and number of gene copies). The global significance of
cach variable was tested using likelihood ratio tests on the nested mod-
els. Kruskal-Wallis or Wilcoxon tests were used for comparisons of
plasma concentrations or MRs between CYP2D6 diplotypes and geno-
types or patients with and without comedications. Data are presented as
mean + SD. All tests were two-sided, and a P value < 0.05 was considered
statistically significant unless otherwise stated. Statistical analyses were
performed in R version 3.4.2 coupled with RStudio and in Stata version

13.0 (StataCorp, College Station, TX).

SUPPORTING INFORMATION
Supplementary information accompanies this paper on the Clinical
Pharmacology & Therapeutics website (www.cpt-journal.com).

Supplementary Material S1. Methods for genotyping and CNV analysis.
Table S1. List of single-nucleotide polymorphisms (n = 63) analyzed in
the PHACS study with the corresponding gene.

Table S2. Mean + SD plasma concentrations of TAM, major TAM me-
tabolites, and MRs in patients with breast cancer from PHACS study at
6 months after treatment start according to CYP2D6 diplotype. Patients
concomitantly treated with CYP2D6 inhibitors, moderate or potent
CYP3A4 inhibitors or CYP3A4 inducers were excluded (n = 53).

Table S3. Results of the linear regression analyses of genetic polymor-
phisms on the MRs. Patients concomitantly treated with CYP2D6 inhib-
itors, moderate or potent CYP3A4 inhibitors, or CYP3A4 inducers were
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excluded (n = 53). Patients without variant allele for the investigated
single-nucleotide polymorphism were considered *1/*1 genotype.
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Supplementary Material S1a Methods for genotyping and CNV analysis.

The selection of genes and SNPs was based on the search of literature of tamoxifen metabolism and on
pharmacogenetics database (such as PharmGKB). Apart from the genes encoding for metabolising
enzymes, SNPs of the NR112 and NR1I13 genes were also included in the analysis as they might influence
the expression of CYP450 and drug transporters.
Genotyping was performed by IntegraGen SA, Evry, France.

e SNP analysis
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) genotyping of 63 selected SNPs (Supplementary Table 1) was
performed on the Biomark (Fluidigm) in a microfluidic multiplex 96.96 dynamic array chip. 1 chip was
used to analyze 90 samples for 96 SNP.
Briefly, a 14-cycle preamplification reaction was performed for each sample in 5 pl by pooling 96
Tagman Assays, 1.25 ul gDNA, and 2.5 pl 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN, Cat.
no. 206143). For each individual assay, 4l of an Assay Mix containing Tagman Assays and 1X Assay
Loading Reagent was loaded into one of the Assay Inlets on the chip.
The following solution (5 pl) was loaded in sample inlets: 2.1 pl Preamplified sample previously diluted
to 1:5 in low TE Buffer, 2.5 pl 2X Tagman Genotyping Master Mix (ThermoFisher, Cat. no. 4371357),
0.25 pl 20X GT Sample Loading Reagent (Fluidigm, PN 85000741), 0.05ul Ampli Tag Gold DNA
polymerase (ThermoFisher, Cat. no. 4311818).
The Biomark's specific cycling program was used to amplify fragments:
Hot start: 95°C 10 min
PCR cycle: 50 cycles
95°C 15 sec
60°C 60 sec
The genotypes were obtained by clustering, using Fluidigm SNP Genotyping Analysis version 4.1.3

according to Fluidigm’s recommendations.

e CNV analysis
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CNV genotyping was performed on the 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) in
a 384wells plate. For each specific assay, the following solution (3pl) was prepared and added in sample
dilution aliquot (2ul, 5ng/ul): 2.5 pl 2X Tagman Genotyping Master Mix (ThermoFisher, Cat. No.
4371357), 0.3ul 20X Tagman Copy Number Reference Assay (Thermofisher, Cat. No. 4403328), 0.1pl
60X Tagman Copy Number Specific Assay (Thermofisher, Cat. No. 4400293). Each measure was
realized in 3 replicates.

The 7900HT's specific cycling program was used to amplify fragments:

Hot start: 95°C 10 min.

PCR cycles: 40 cycles

95°C 15 sec

60°C 60 sec

ABI 7900HT SDS (Sequence Detection Systems) software and CopyCaller software were used for CNV

analysis, according to Applied Biosystems recommendations.

o Allele quantification for ambiguous genotypes
For patients with heterozygous genotype for CYP2D6 *4, *41 or *9 allele and CYP2D6 CNV > 2 copies,
a droplet digital PCR (ddPCR) technique was developed to quantify the number of copy of each allele.
The method used a QX200™ Droplet Digital™ PCR System and QuantaSoft software from Biorad and
is an adaptation of the CYP2D6 Allele-specific Copy Number Analysis kit used with QuantStudio™
3D developed by Applied Biosystem. The first step is a DNA digestion in a 96-well plate with 20 pL of
gDNA 5 ng/uL (100 ng), 5 pL of CutSmart™ Buffer 10X, 1 unit of Spel-HF™ (enzyme that cuts the
CYP2D6 gene within intron 7 to separate duplicated gene copies) and water to bring the final volume
to 50 pL. The 96-well plate was incubated at 37°C for 60 minutes then heated at 80°C for 20 minutes to
inactivate enzyme. The PCR emulsion was then prepared with 2.2 pL of digested DNA (2 ng/ uL) and
19.8 pL of mixture containing 11 pL 2X ddPCR SuperMix (Biorad), 1.1 pL of the corresponding
TagMan Assay 20X (C_27102431_DO0 for *4, C_34816116_20 for *41 and C_32407229_60 for *9) and
7.7 pL of water. Droplets were generated by combining 20 pL of sample reactions with 70 pL of Droplet

Generation oil into a QX200 droplet generator. The whole volume (40-45 pL) of emulsion was
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transferred to a 96-well PCR plate covered by aluminium film on the top and the PCR reaction was
realized with the C1000 Touch thermal as follows: 95°C for 10 min followed by 40 cycles of
denaturation at 95°C for 35 seconds and hybridation/extension at 55°C for 1 minute, 10 minutes at 98°C
and then 12°C until droplet reading and data analysis. PCR endpoints in droplets were read by QX200

droplet Reader and alleles were quantified with QuantaSoft software.
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study with the corresponding gene.

Supplementary Material S1b List of single nucleotide polymorphisms (n = 63) analysed in the PHACS

Gene (allele) rs number
CYP1A1 rs2470893
CYP1Al rs2472297

CYP1A2 (*1C) rs2069514

CYP1A2 (*1D) rs35694136

CYP1A2 (*1F) rs762551
CYP1B1 rs10012
CYP1B1 rs1056836
CYP1B1 rs1056837
CYP1B1 rs1800440

CYP2A6 (*2) rs1801272

CYP2A6 (*9) rs28399433

CYP2B6 (*6) rs2279343

CYP2B6 (*6) rs3745274

CYP2C19 (*17) rs12248560
CYP2C19 (*2) rs4244285
CYP2D6
(shared by *2,*4, *10, *17 and *41 alleles) FSLS5849
CYP2D6 (*2) rs16947
CYP2D6 (*10) rs1065852
CYP2D6 (*17) rs28371706
CYP2D6 (*4) rs3892097
CYP2D6 (*41) rs28371725

CYP2D6 (*6) rsS5030655

CYP2D6 (*7) rs5030867

CYP2D6 (*9) rs5030656

CYP3A4 (*1B) rs2740574

CYP3A4 (*22) rs35599367
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CYP3A5 (*3) rs776746
NR1I2 rs10934498
NR1I2 rs1464603
NR1I2 rs1523130
NR1I2 rs2276706
NR1I2 rs2276707
NR1I2 rs2461823
NR1I2 rs2472671
NR1I2 rs2472677
NR1I2 rs3732360
NR1I12 rs3814057
NR1I2 rs6785049
NR1I12 rs7643645
NR1I12 rs3814055
NR1I3 rs2307418
NR1I3 rs2307424
NR1I3 rs2502815
NR1I3 rs3003596
NR1I3 rs4073054

SULT1Al rs35728980
UGT1A10 rs8330
UGT1A4 (*2) rs6755571
UGT1A4 (*3) rs2011425

UGT1A4 rs3732218
UGT1A4 rs3732219
UGT1A8 (*2) rs1042597
UGT1AS8 (*3) rs17863762
UGT1AS8, UGT1A10 rs10187694
UGT2B15 (*2) rs1902023
UGT2B15 (*4) rs4148269
UGT2B17 rs28374627
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UGT2B17 rs7678636
uGT2B7 rs28365063
UGT2B7 rs7668258
UGT2B7 rs7662029
uGT2B7 rs3924194
UGT2B7 rs7438135

Page | 128




Table S2 Mean £ SD plasma concentrations of TAM, major TAM metabolites and MRs in breast cancer patients from PHACS study at 6 months after treatment start according

to CYP2D6 diplotype. Patients concomitantly treated with CYP2D6 inhibitors, moderate or potent CYP3A4 inhibitors or CYP3A4 inducers were excluded (n = 53).

CYP2D6 diplotype

UM NM/NM NM/IM NM/PM IM/IM IM/PM PM/PM va[I)L;e*

(n =25) (n =269) (n=116) (n =180) (n=18) (n=38) (n=31)
TAM (nmol/L) 344.18 +169.96 | 319.76 + 133.59 | 336.74 £162.83 | 302.56 + 127.45 | 332.28 £ 219.62 | 300.27 £ 149.11 | 258.60 + 109.59 | 0.0823
NDT (nmol/L) 627.60 £ 370.38 | 541.17 +249.36 | 638.60 £287.95 | 639.38 +299.84 | 645.23 +421.10 | 681.27 + 358.85 | 603.21 +225.85 | 0.0020
NOX (nmol/L) 64.58 + 49.09 72.44 + 65.40 71.99 + 62.67 65.62 + 91.49 52.21 + 40.08 57.67 +44.28 62.88 + 40.34 0.5523
4-OHTAM (nmol/L) 8.39£4.39 9.43+8.19 6.98 + 4.54 6.59 + 6.03 5.39 +5.06 6.21 +7.84 5.42 +5.43 <0.0001
4-OHTAM (nmol/L) 10.58 + 6.18 9.67 +4.58 10.13+5.21 10.01+5.29 10.19+7.89 9.42 +£5.03 8.86 £ 3.95 0.8982
ENDO (nmol/L) 59.07 + 39.17 49.80 £ 29.00 38.68 + 26.29 33.37+21.13 22.97 +24.13 18.39 + 16.38 8.87 + 3.80 <0.0001
Z2’-ENDO (nmol/L) 19.17 £ 11.16 19.90 + 10.85 22.08 +11.35 24.02 +11.37 26.51 +19.54 2454 +11.70 25.14 £9.29 <0.0001
MRTAMm/4-OHTAM 44.80 £ 19.48 47.81 +28.53 59.11 + 30.12 60.39 + 36.05 71.61 + 28.52 73.60 +41.13 67.35 + 36.50 <0.0001
MRramNDT 0.62 £0.22 0.64+0.24 0.57+0.26 0.51+0.17 0.53+0.16 0.47+0.13 0.46 £ 0.18 <0.0001
MRnNbT/ENDO 16.38 +£20.78 12.89 £ 8.27 21.48 + 15.30 25.33 £ 19.05 35.37 £ 12.46 51.33+30.14 75.05 + 33.78 <0.0001
MRs-oHTAM/ENDO 0.17 £0.09 0.24 £0.26 0.26 £0.30 0.28+0.44 0.36 £ 0.54 0.50+0.73 0.82 +0.87 <0.0001
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MR~p1/2>-ENDO 35.63 + 16.31 30.18 +12.35 34.96 + 32.64 29.72 + 14.47 27.17+9.75 29.23 +10.84 26.10+11.16 0.0680
MRTam/NOX 6.92 + 3.86 6.28 £ 3.52 6.93+5.44 6.46 + 3.57 7.87 £3.62 6.53+3.78 5.54 +£3.59 0.2474
MRram/4-0HTAM 37.61 + 16.06 35.70 £12.48 36.59 + 14.62 33.69 + 13.46 36.36 + 13.70 38.46 + 31.93 32.21 +14.36 0.1498
AAS 5,160.2 + 3135.4 | 4,435.5+2340.1 | 3,609.1 +2150.2 | 3,171.7 +1749.5 | 2,404.0 £ 2206.3 | 2,063.0 + 1399.5 | 1,265.7 +410.8 | <0.0001

4-OHTAM, 4-hydroxy tamoxifen; 4-OHTAM, 4’-hydroxy tamoxifen; AAS, antiestrogenic activity score proposed by de Vries et al. 1; ENDO, endoxifen; IM, intermediate

metaboliser; MR, metabolic ratio; NDT, N-desmethyl tamoxifen; NM, normal metaboliser; NOX, tamoxifen N-oxide; PM, poor metaboliser; TAM, tamoxifen; UM, ultrarapid

metaboliser; Z’-ENDO, Z’-endoxifen.

*Kruskal-Wallis test

1. de Vries Schultink AHM, Alexi X, van Werkhoven E, et al. An Antiestrogenic Activity Score for tamoxifen and its metabolites is associated with breast cancer

outcome. Breast Cancer Res Treat. 2017;161(3):567-574. d0i:10.1007/s10549-016-4083-6.
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Table S3 Results of the linear regression analyses of genetic polymorphisms on the MR. Patients concomitantly

treated with CYP2D6 inhibitors, moderate or potent CYP3A4 inhibitors or CYP3A4 inducers were excluded (n =

53). Patients without variant allele for the investigated single nucleotide polymorphism were considered *1/*1

genotype.
p-value
p-value (likelihood ratio
Coefficient? 95% ClI (t-test of test of global
coefficient) significance of
variable)
MRram-onTam (N = 661)
NM/NM diplotype,
CYP3A4*1/*1 or *1/*22 and 44.07 39.99; 48.16 <0.001
CYP2C19*1/*1 genotype
(reference)
CYP2D6 diplotype
UM (n =25) -4.96 -17.76; 7.82 0.446
NM/NM (n = 266)
NM/IM (n = 116) 12.98 6.19; 19.77 <0.001
<0.0001
NM/PM (n = 173) 12.59 6.65; 18.53 <0.001
IM/IM (n = 17) 24.35 9.14; 39.55 0.002
IM/PM (n = 35) 24.57 13.62; 35.53 <0.001
PM/PM (n = 29) 20.28 8.40; 32.16 0.001
CYP3A4*22 genotype
(rs35599367)
<0.0001
*1/*1 or *1/*22 (n = 658)
*22/*22 (n=3) 88.13 52.75; 123.51 <0.001
CYP2C19*2 genotype
(rs4244285)
0.0001
*1/*1 (n = 474)
*1/*2 or *2/*2 (n = 187) 10.84 5.54; 16.14 <0.001
MRtamnoT (N = 675)
NM/NM diplotype and
CYP3A4*1/*1 or *1/*1B 0.643 0.617; 0.668 <0.001

genotype (reference)
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CYP2D6 diplotype
UM (n = 25) -0.038 -0.126; 0.050 0.400
NM/NM (n = 267)
NM/IM (n = 116) 20.078 20.125; 0.031 0.001
NM/PM (n = 180) 20.129 20.169: -0.088 <0.001 <0.0001
IM/IM (n = 18) -0.112 -0.214; -0.009 0.032
IM/PM (n = 38) -0.175 20.248; -0.102 <0.001
PM/PM (n = 31) -0.185 -0.265; -0.105 <0.001
CYP3A4*1B genotype
(rs2740574)
*1/*1 or *1/*1B (n = 671) <0001
*1B/*1B (n =4) 0.495 0.282; 0.707 <0.001
MRs-onTAMENDO (N = 666)
CYP2D6 phenotype
UM (n = 25) -0.082 -0.244; 0.079 0.317
NM (reference) (n = 560) 0.257 0.224; 0.290 <0.001 Ua”r:;’f‘;si?ste
IM (n=52) 0.199 0.085; 0.314 0.001
PM (n=29) 0.559 0.408; 0.709 <0.001
MRtammox (N = 649)
CYP2B6*6 genotype
(3745279 Univariate
*1/*1 or *1/*6 (reference) (n = 6.33 6.01 6.64 <0001 analysis
604) !
*6/*6 (n = 45) 2.23 -3.42; -1.04 <0.001

4-OHTAM, 4-hydroxy tamoxifen; CI, confidence interval; ENDO, Z-endoxifen; IM, intermediate metaboliser; MR,
metabolic ratio; NDT, N-desmethyl tamoxifen; NM, normal metaboliser; NOX, tamoxifen N-oxide; PM, poor
metaboliser; TAM, tamoxifen; UM, ultrarapid metaboliser.

2 As all the variables listed are indicator variables, the interpretation of each coefficient is as follows: a positive (or
negative) value of the coefficient (a) indicates that the response variable (e.g. MRramu-onTam) is increased by a

(respectively decreased by a) compared to the reference category. For example, for a given CYP3A4*22 and

Page | 132




CYP2C19*2 genotype, the mean MRramu-ontam Value of NM/IM patients is 12.98 higher than that of NM/NM

patients.
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2.3 Analyse des données longitudinales du tamoxiféne et métabolites par approche de

pharmacocinétique de population

2.3.1 Article scientifique n°2

Ces travaux ont été réalisés sur la totalité des données pharmacocinétiques de 1’¢tude PHACS et feront

prochainement 1’objet d’une publication.
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ABSTRACT

Background and Objective: Tamoxifen (TAM), used in the adjuvant treatment of hormone-dependent
breast cancer, undergoes an extensive metabolism into more active endoxifen (ENDO) and 4-
hydroxytamoxifen (4-OHTAM) and several other metabolites. The variable activity of metabolising
enzymes (mainly CYP2D6) can impact formation of TAM metabolites and possibly the therapeutic
outcome. The aim of this study was to quantify the impact of genetic polymorphisms and co-medications

on the pharmacokinetics (PK) of TAM in adjuvant breast cancer patients using a joint PK model.

Methods: Concentration-time data for TAM and six metabolites (N-desmethyltamoxifen [NDT], 4-
OHTAM, 4’-hydroxytamoxifen [4’-OHTAM], ENDO, Z’-endoxifen [Z’-ENDO] and tamoxifen N-
oxide [NOX-TAM]) come from a prospective, multicenter, 3-year follow-up study of adjuvant TAM
(20 mg/day) in breast cancer patients. Plasma samples were drawn at trough every 6 months over a 3-
year period and co-medications at time of sampling were recorded. Genotyping for 63 single nucleotide
polymorphisms in CYP enzymes was performed at study inclusion. Concentration-time data were

analysed using non-linear mixed-effects modelling in NONMEM 7.4.1.

Results: PK data for TAM and six metabolites from 917 patients (n = 27076 concentrations) were
analysed simultaneously with a seven-compartment model. CYP2D6 phenotype (poor [PM],
intermediate [IM], normal [NM] and ultra-rapid [UM]), CYP344*22 and CYP2B6*6 genotypes,
concomitant CYP2D6 inhibitors, age and body weight had a significant impact on TAM metabolism.
The formation of ENDO from NDT was decreased in PM and IM patients by 81% and 65%, respectively,
and increased by 47% in UM patients, compared to NM. Dose-adjustment simulations support a dose
increase from 20 mg/day (standard dose) to 40 and 80 mg/day in IM and PM, respectively, to reach

previously proposed ENDO target concentration of 16 nmol/L.

Conclusion: The developed model can be used to establish recommendations for monitoring of plasma
ENDO concentrations and to individually adjust doses. Nevertheless, the relationship between plasma

ENDO exposure and treatment efficacy/toxicity still needs to be confirmed in prospective trials.
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1 Introduction

Tamoxifen (TAM), a selective estrogen receptor (ER) modulator, has been the cornerstone of ER-
positive breast cancer treatment for over 40 years. TAM undergoes a complex metabolism with over 20
identified metabolites ' of which (Z)-endoxifen (ENDO) and (Z)-4-hydroxy tamoxifen (4-OHTAM)
have approximately 30 to 100 fold-higher activity towards inhibition of ER-dependent cell proliferation
than the parent compound **. The metabolism of TAM is mediated by cytochrome P450 (CYP) family
isoenzymes, mainly CYP2D6 but also CYP3A4/5, CYP2C19, CYP2C9 and others 2. CYP4A4/5 is the
main enzyme involved in the formation of TAM major metabolite N-desmethyltamoxifen (NDT) and
CYP2D6 is the only enzyme responsible for its further conversion to ENDO. The formation of 4-
OHTAM from TAM is mediated mainly by CYP2D6 with implication of other isoenzymes (CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4). The conversion of 4-OHTAM to ENDO is mediated mainly by CYP3A4/5.
Genetic polymorphisms, co-medications and other factors affecting CYP isoenzymes activity impact
plasma concentrations of active metabolites with possible significance on the therapeutic outcome.
Extensive research has been carried out to understand the reasons of high inter-individual variability
(ITV) of TAM efficacy and toxicity, particularly in terms of CYP2D6 genetic polymorphisms. However,
since conflicting results about the relationship between CYP2D6 genotype and TAM efticacy have been
reported 37, recent studies have focused on the evaluation of the association between plasma ENDO
concentrations and therapeutic outcome and have produced, again, contradictory results ®!!. Therefore,
no personalization of TAM therapy based on monitoring of plasma ENDO concentrations or CYP2D6
genotype is currently recommended and there is a strong need for prospective studies evaluating the
clinical utility of pharmacokinetic (PK)-guided dosing of TAM and the impact of different factors on
TAM metabolism which may provide an explanation for these inconsistent results.

Most of the analyses aiming to investigate the impact of CYP2D6 and other genetic polymorphisms on
ENDO levels used standard approaches. To date, two population PK models describing disposition of
both TAM and ENDO have been reported. In the first model (18), TAM was directly converted to ENDO
without accounting for the intermediate metabolites which does not allow for an accurate quantification

of the impact of genetic polymorphisms on TAM metabolism. In addition, in that study, the activity of
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CYP2D6 and CYP3A4 was evaluated by concomitant administration of dextromethorphan, a dual
phenotypic probe for CYP2D6 and CYP3A. In the second PK model '2, CYP2D6 genotyping was only
performed for *3, *4, *5 and *6 variant alleles which do not cover all the most frequent allelic variants
in Caucasians especially regarding the reduced activity alleles. Although the authors performed a
phenotypic assessment of CYP2D6 activity, the effect of CYP2D6 phenotype based on extensive
genotyping should be assessed. Finally, neither of these models included data for all the major
metabolites of TAM (one and three metabolites in the first and second model, respectively) and both of
them were based on a small number of patients (n = 40 and n = 97, respectively), which does not allow
for the accurate quantification of the impact of rare genotypes. Therefore, a development of a joint
population PK model for TAM and all its major metabolites based on data from a large, longitudinal,
prospective study with exhaustive data on genotyping and other relevant factors influencing TAM PK
could quantify their respective impact on ENDO exposure and help to perform future evaluations aiming
to personalise TAM therapy.

In light of the above considerations, the aims of this study were to 1) develop a population PK model
describing steady-state concentrations of TAM and its six major metabolites in breast cancer patients
treated with TAM 20 mg/day in an adjuvant setting and 2) quantify the impact of genetic
polymorphisms, co-medications and demographic characteristics on the PK of TAM and its metabolites.
The final PK model was subsequently used to evaluate the alternative dosing regimens necessary to

reach a target exposure to ENDO in patients with impaired CYP2D6 activity.

2  Material and methods

2.1 Study population

Data come from a large, prospective, multicenter, 3-year follow-up study aiming to investigate the
relationship between PK, pharmacogenetics (PG) and toxicity of TAM and aromatase inhibitors in
adjuvant breast cancer patients (PHACS; ClinicalTrials.gov NCT01127295). The inclusion criteria
were: histologically proven primary breast cancer, no metastatic disease at diagnosis, ER—positive

and/or progesterone receptor (PR)—positive tumour assessed by locally performed
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immunohistochemistry. Eligible patients started treatment with TAM at 20 mg/day and were followed-
up every 6 months over 3 years. All patients provided written informed consent in adherence with the

ethical principles of the revised Declaration of Helsinki and with French regulations.

2.2 Data collection

Blood samples for PK analysis were collected in 5 mL lithium heparinized Vacutainer tubes at inclusion
(pre-treatment) and 24-hours post-dose every 6 months during 3-year follow-up. In addition, data on co-
medication at time of PK sampling as well as on adherence during 10 days preceding the visit were
reported by the clinician. Samples were centrifuged at 1400 x g at ambient temperature, plasma was
transferred to propylene tubes and stored at -20°C until analysis. Plasma concentrations of TAM, NDT,
tamoxifen N-oxide (NOX-TAM), (Z)-4-hydroxytamoxifen (4-OHTAM), (Z)-4’-hydroxytamoxifen (4’-
OHTAM), (Z)-endoxifen (ENDO) and (Z’)-endoxifen (Z’-ENDO) were quantified by a validated
UPLC-MS/MS method '3. The lower limit of quantification (LLOQ) was 5 ng/mL for TAM, NDT and
NOX-TAM and 0.5 ng/mL for 4-OHTAM, 4’-OHTAM, ENDO and Z’-ENDQO. Plasma concentrations
were converted to nmol/L using the molecular weight of each compound. Blood samples for genotyping
were collected in 7 mL EDTA Vacutainer tubes at study inclusion for all the participants. The analysis
of 63 selected single nucleotide polymorphisms (SNP) in genes of interest was described elsewhere ',
Based on the presence of respective CYP2D6 alleles (*4, *6, *7, *9, *10, *17, *41) and the number of
gene copies (*5 or duplication), patients were assigned a poor (PM), intermediate (IM), normal (NM)

or ultrarapid (UM) metaboliser CYP2D6 phenotype '*!¢ (Supplementary Material S1).

2.3 Population Pharmacokinetic Analysis

2.3.1 Model development

The development of a joint parent-metabolite model was performed in a stepwise manner. First, a one
compartment model with first order absorption and elimination was used to fit concentration-time data

of the parent compound (TAM). The estimates of the absorption rate constant (k.) and of the apparent
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volume of distribution (Vrawm) obtained from this model were subsequently used to fix the corresponding
parameters in the models including metabolites. NDT, 4-OHTAM and ENDO were included
sequentially in the TAM model and addition of an elimination rate constant (k.) for each intermediate
metabolite (NDT and 4-OHTAM) was tested (to account for the metabolism into other metabolites for
which PK data were not available). For 4°-OHTAM and NOX-TAM which are directly formed from
TAM, intermediate models were built including one compartment for TAM and one for the metabolite.
The estimates of the conversion rate constants from these intermediate models (kramas-ontam and
kramnox-tam) were used as initial estimates in the full metabolite model and the elimination rate
constants of 4’-OHTAM and NOX-TAM (ke rama-ontam and ke tammnox-tam, respectively) were fixed to
the estimates from the intermediate models. To account for the problem of identifiability of PK
parameters when modelling parent and metabolite data, the apparent volumes of distribution of the
metabolites were fixed to the value of Vram. The formation and elimination of metabolites were
described by first-order conversion (k) or elimination (ke) rate constants, respectively.

The IIV was included on PK parameters according to the exponential model i.e. assuming a log-normal
distribution. The inclusion of inter-occasion variability (IOV) on PK parameters was tested. The residual

variability was estimated separately for each compound according to a proportional error model.

2.3.2  Covariate screening

The screening of the potential covariates was performed by plotting the individual PK parameters from
the base model versus the continuous covariates or using box-plots for categorical covariates. The
selection of relevant SNPs to be included in the covariate analysis was based on the previous PK-
pharmacogenetic (PG) analysis of the data from the PHACS study '.

The continuous covariates (body weight [BW], age) were included in the model according to the
allometric function:

0;= e“ . (COVi/COVmcdian)eCOV ' eXp(Ili)

Where 6; is the estimate of the parameter for the ith subject, 8, is the parameter population mean
estimate, coviis the value of the covariate for the ith subject, cOVmedian is the population median of the
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covariate, 6., is the estimated effect of the covariate on the parameter and #; is the deviation from the
mean for the ith subject with zero mean and variance w?.

For categorical covariates (CYP2D6 phenotype, CYP3A44*22, CYP3A5*3, CYP2CI19*2, *17,
CYP2B6*6 genotypes, CYP2D6 inhibitors) a separate covariate effect was estimated. For example, for
CYP3A44*22 genotype, the coefficient for *22 carriers (*1/*22 or *22/*22 genotype) relative to *22 non-

carriers (*1/*1, reference) was estimated according to the following equation:
ei — e“ . eCYP3A4*22icarrier . eXp(Ili)

Where 6, is the parameter population mean for CYP344*22 non-carriers and 6 is the estimate of the
effect of CYP344*22 genotype on the parameter. CYP344*22 carrier is equal to 1 if the patient is a
CYP3A4%*22 carrier, and 0 otherwise.

A different type of coding was considered for inclusion of CYP2D6 phenotype on NDT to ENDO
conversion rate constant (knpr/enpo). A separate knprenpo was estimated for each phenotype (UM, NM,
IM and PM). The effect of CYP2D6 inhibitors was tested on knpr/enpo of UM, NM, IM and PM patients
separately to account for the difference of the effect of CYP2D6 inhibitors according to CYP2D6
phenotype. For example, the effect of a potent CYP2D6 inhibitor on knprenpo in NM patients was

estimated according to the following equation:
KnDT/ENDONMi = KNDT/ENDONM + OCYP2D6-potent_inhibitor . ey vy (1, N ryENDOI)

where kxprenvpo,nui 1S the estimate of knprenpo for the ith subject with NM phenotype, knprevpo,vu is the
mean estimate of knpr/enpo in NM patients, 6 is the effect of potent CYP2D6 inhibitor on knpr/enpoNum
and CYP2D6 potent_inhibitor is equal to 1 if the patient took a potent CYP2D6 inhibitor, and 0
otherwise.

For missing continuous covariates (i.e. BW), the missing value was imputed using the last observation
(i.e. from the preceding visit) for a given patient and if no data were available, the missing covariate was
imputed with the median value in the studied population.

For the genetic covariates (CYP344*22, CYP345*3, CYP2C19%*2 and *17, CYP2B6*6), the missing

data were imputed with the most frequent genotype since the number of patients with missing genotype
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was low (~1.5% for CYP344*22, CYP345*3, CYP2C19*2, *17 and 2.9% for CYP2B6*6), whereas
missing CYP2D6 phenotype data were handled by estimating a separate parameter for the missing
category because of a higher number of missing values (5.8%) .

Stepwise covariate modelling was performed using the base model. Each covariate was included
separately on a PK parameter according to its clinical plausibility and previous graphical examination.
A covariate was considered significant if its inclusion resulted in a drop in objective function value
(OFV) of at least 3.84 points (p < 0.05, 1 degree of freedom [df], ¥* test). Next, all the significant
covariates were included in the model and a stepwise backward deletion was performed. If the removal
of the covariate from the model resulted in an increase of at least 6.63 points in the OFV (p<0.01, 1 df,

y? test), it was considered significantly associated with the PK parameter.

2.3.3  Model selection and evaluation

Statistical discrimination between nested models was based on the log-likelihood ratio test using the
OFV. A drop of at least 3.84 points in OFV (p <0.05, 1 df, y* test) between nested models was considered
statistically significant. Apart from the OFV, the selection of the model was based on goodness-of-fit
plots, precision (relative standard error, RSE %), stability and plausibility of the estimates. Goodness-
of-fit plots included observed versus individual (JPRED) or population predicted (PRED)
concentrations, conditional weighted residuals (CWRES) versus time or PRED as well as a visual

predictive check (VPC) with 1000 replicates of the original dataset.

2.4  Model-based simulations

To compare the predictions of the developed model with the previously reported plasma concentrations
in breast cancer patients, simulations (n = 100) were performed using the original dataset to keep the
original frequency of the genotypes. The mean (standard deviation [SD]) of the simulated steady-state
trough concentrations (Ciss rougn) Were compared with those reported in the literature.

Next, model-based simulations were performed to evaluate the impact of CYP2D6 phenotype and all
the significant covariates in the final model on plasma ENDO exposure. Plasma ENDO Cgs trough Were

simulated according to CYP2D6 phenotype and categorical covariates (n = 1000 for each combination
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of CYP2D6 phenotype + categorical covariate) using the estimates of the final model. The previously
reported ENDO Cg rough 0f 16 nmol/L, associated with a 26% reduction of breast cancer recurrence in
an adjuvant setting %, was used as the therapeutic target. Alternatively, de Vries Schultink et al. suggested
an antiestrogenic activity score (AAS) which takes into account plasma concentrations of TAM, NDT,
4-OHTAM and ENDO and their respective antiestrogenic activity '*. The AAS was calculated in the
following manner:

AAS = Cssroughtam T 0.38 + Css roughNDT + 21.8 + Cis trougha-ontam + 74.4 + Css trough, ENDO
The AAS threshold of 1798 was associated with a 33% lower risk of breast cancer recurrence in a
retrospective analysis '8,
The impact of BW and age on plasma concentrations of TAM, NDT and ENDO was evaluated through
simulations. For this purpose, Cssrough Were simulated for a patient (CYP2D6 NM phenotype) with 1)
median BW and age, 2) median BW and 5™ percentile age and 3) median BW and 95% percentile age.
Simulations were also performed for a patient with median age and 5™ and 95% percentile BW in the
studied population (n = 1000 for each).
Finally, dose-adjustment simulations were performed in patients at increased risk of subtherapeutic
ENDO Cg rougn. The alternative doses of 40 and 60 mg/day were selected for simulations in CYP2D6
IM patients whereas doses of 40, 60 and 80 mg/day were selected for simulations in CYP2D6 PM

patients (n = 1000 for each dose).

2.5 Software

PK modelling and simulations were performed in NONMEM version 7.4.1 (ICON Development
Solutions, Ellicott City, MD, USA) coupled with Pirafia '° and PsN toolkit 2°. The concentration-time
data were analysed using first order conditional estimation method with interaction option (FOCE-I). R
software (version 3.5.1) coupled with RStudio (version 1.1.456) was used for data processing and

diagnostic plots.
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3  Results

3.1 Patients’ characteristics and data

The genetic and demographic characteristics of 917 patients included in the analysis are summarized in
Table 1. All the patients were women with a median age of 48 years and median BW of 64 kg. At each
time point, if the TAM and all six metabolite concentrations were below LLOQ, the samples were
excluded, hence leaving a total of 3868 time points (27076 plasma concentrations) in the analysis. Of
those, 402 concentrations (1.5%) were below LLOQ and were included in the analysis with a value set
to LLOQ/2. The median sampling time was 24.1 hours (range 0 —393) after dose. Plots of concentrations
versus time after dose for each compound all visits confounded are presented in Supplementary Figure

S2.

3.2 Population Pharmacokinetic Analysis

3.2.1 Model development

The concentration-time data of TAM and six metabolites were described simultaneously by a joint
seven-compartment model (Figure 1). The disposition of each compound was modelled using one-
compartment which was dictated by the sparse study design. IIV was included on TAM to NDT
(kramnot), TAM to 4-OHTAM (Kramu-ouram), NDT to ENDO (knprenno), TAM to 4’-OHTAM (Kramya'-
ontam) and TAM to NOX-TAM (kramnox-tam) conversion rate constants and on NDT elimination rate
constant (kenpr). IIV could not be estimated on the remaining PK parameters (NDT to Z’ENDO
[knpr/z2ENDO] and 4-OHTAM to ENDO [k4-onramenpo] conversion rate constants and ENDO elimination
rate constant [keenpo]) and was therefore fixed to 0. The associated n-shrinkage was small (< 14%)
except for krama-ontam for which n-shrinkage was 29%. The inclusion of IOV (defined as various
combinations of two or three occasions, e.g. 6, 12, 18 months versus 24, 30 and 36 months visits) was
tested on kramnot, knorenpo, kramnox-tam and kenor. However, it resulted in significantly increased n-
shrinkage (> 20%) and thus inaccurate individual predictions, therefore IOV was not retained in the

model. The residual error was coded separately for each compound according to a proportional model
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and was associated with small e-shrinkage (< 8%). The results of the final PK model with respective

RSE (%) and 1- and e-shrinkage values are presented in Table 2.

3.2.2  Covariate analysis

Table 1 includes the covariates tested in the model with their respective median (range) values for
continuous and number (%) for the categorical covariates. Covariate relationships were investigated for
kramnot, Kramis-onram, Krammnox-tam, knotenpo and ke gnpo; the plots of the individual PK parameters
versus covariates are presented in Figures S3-S10. The results of the univariate covariate inclusion in
the base model are presented in Table S11.

Estimation of a separate knpr/enpo for each CYP2D6 phenotype resulted in a significant decrease in OFV
(p<0.00001). The mean knprenno was 81% and 65% lower in PM and IM patients, respectively, and
47% higher in UM patients, compared to NM patients. Of note, in patients with missing CYP2D6
phenotype, the mean knprenpo was 28% higher than in NM patients. The concomitant treatment by
weak/moderate and potent CYP2D6 inhibitors decreased knpr/enpo in both NM and UM patients by 29%
(RSE = 6.0%) and 47% (RSE = 6.4%), respectively. CYP2D6 inhibitors (irrespectively of the potency)
had no significant impact on knprenpo in PM nor in IM patients (p = 0.65 and p = 0.58, respectively).
A common coefficient for CYP2D6 PM and IM phenotypes was included on kram/s-onram. Both of these
phenotypes were associated with a 28% (RSE = 6.1%) decrease in kramu-onram compared to NM and
UM phenotype, whereas missing phenotype was associated with a 35% (RSE = 6.5%) increase in this
parameter. CYP2DG6 inhibitors had no statistically significant impact on kramu-onram (p = 0.07).

In patients carrying a CYP3A44*22 genotype, the mean kramnpr was decreased by 21% (RSE = 5.8%)
compared to non-carriers of this genotype. In addition, the mean k. xpr was decreased by 19% (RSE =
8.3%) in CYP3A44*22 carriers, compared to non-carriers. Patients carrying a CYP2B6*6/*6 genotype
showed a 25% (RSE = 7.0%) decrease in kramnox-tam compared to CYP2B6*1/*6 and *1/*1 patients.
Age was significantly associated with kramnot, Krams-onram and knpr/enpo and a respective decrease of
7%, 12% and 12% in these parameters was estimated in a 65-year old patient, compared to a patient

with median age (48 years) and the same CYP2D6 phenotype. A significant association was also found
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between BW and kenpr. In particular, a 9% increase in kenpr with an increase in BW from 64 kg
(median) to 94 kg was estimated.

In the final model, 35% of the IIV on knprenpo was explained by both CYP2D6 phenotype and CYP2D6
inhibitors (decrease from 73.8% to 47.7%). In particular, CYP2D6 phenotype and CYP2D6 inhibitors
explained 32% and 3%, respectively, of the IIV in knprenpo. The IV of other parameters were less
significantly decreased (a decrease of 4%, 5% and 1% in the IIV on kramnort, kramis-onram and krammox-
TaM, Tespectively, compared to the base model) whereas ke npr showed a slight increase in I[IV compared

with the base model (from 44.8% to 46.4%).

3.2.3  Model validation

The goodness-of-fit plots of the final model are presented in Figures S12-S18. CWRES versus time and
PRED showed that the model describe correctly the data although an overestimation of NOX-TAM
concentrations at later time points was observed (Figure S18). The validation of the final model was
based on a VPC with 1000 replicates of the original dataset (Figure 2). Overall, the VPC indicates that
the predictive performance of the model is accurate for all the compounds although NOX-TAM is less
accurately predicted due to a decrease of its concentrations with time which could not be accounted for
in the model with the tested methods. The VPC for NDT, 4-OHTAM and ENDO stratified on CYP2D6

phenotype is presented in Figure S19.

3.3  Simulations

Table 3 presents the simulated Css trougn for TAM, NDT, 4-OHTAM, 4’-OHTAM, ENDO, Z’-ENDO and
NOX-TAM and the respective concentrations reported previously in clinical studies in breast cancer
patients. Overall, the simulated concentrations were in agreement with those reported in the literature
221

The impact of CYP2D6 phenotype, CYP3A44*22 and CYP2B6*6/%6 genotypes and CYP2D6 inhibitors
on plasma ENDO Cis irough Was investigated through simulations. ENDO Cg rough Were simulated for each
CYP2D6 phenotype and wild-type genotype for CYP344*22 and CYP2B6*6 and no concomitant

CYP2D6 inhibitors (n = 1000 for each CYP2D6 phenotype). Then, for each CYP2D6 phenotype,
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simulations according to the presence of either a CYP344*22 or CYP2B6*6/*6 genotype or concomitant
use of a weak/moderate or potent CYP2D6 inhibitor were performed (n = 1000 for each combination).
The model-predicted ENDO Cgrougn according to CYP2D6 phenotype, CYP344*22, CYP2B6%*6
genotypes and concomitant use of weak/moderate or potent CYP2D6 inhibitors are presented on Figure
3. In patients with wild-type CYP344*22 and CYP2B6*6 and no concomitant inhibitors, the median
ENDO Cis trough were 75% and 60% lower in PM and IM patients, respectively, and 25% higher in UM
patients compared to NM.

In CYP344%*22 carriers, the median ENDO Cg rougn Were 11-17% higher than in patients with a
respective CYP2D6 phenotype and no CYP344*22 genotype.

The PM and NM patients carrying CYP2B6*6/*6 genotype had 5% lower ENDO Ci trough than respective
phenotypes without CYP2B*6/*6 genotype whereas UM patients carrying CYP2B6*6/*6 showed a
slight increase in ENDO Ci trough (+5%). No effect of CYP2B6*6/*6 genotype was observed in IM
patients.

Use of weak/moderate and potent CYP2D6 inhibitors decreased median ENDO Cigs rough in NM patients
by 25% (from 35.8 to 26.9 nmol/L) and 41% (to 21.2 nmol/L), respectively, whereas in UM patients the
median ENDO Ci irough Were decreased by 21% (from 44.9 to 35.4 nmol/L) and 36% (to 28.9 nmol/L),
respectively.

Simulated Cgs trough of TAM, NDT and ENDO according to BW and age for a patient with CYP2D6 NM
phenotype are presented on Figure S20. Increase in age from 48 to 65 years resulted in a slight increase
in TAM and NDT concentrations (+11% and +4%, respectively) whereas ENDO Cgs irougn Were decreased
(-15%) compared to patients with median age in the population. Increase in BW from 64 to 94 kg
resulted in slight decrease in TAM, NDT and ENDO Cis trough (-1%, -7%, -8%, respectively) compared
to patients with median BW.

At a standard dose of 20 mg/day, 11%, 40%, 93% and 98% of CYP2D6 PM, IM, NM and UM patients,
respectively, reached the target Css grougn 0f 16 nmol/L. In addition, carriers of CYP3A44*22 genotype were
more likely to achieve target ENDO Cis wrough. Indeed, 19% of PM and 52% of IM patients carrying

CYP3A44*22 genotype were above the target. In NM and UM patients this number increased slightly to
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96% and 99%, respectively. When AAS was considered, 19%, 43%, 94% and 98% of PM, IM, NM and
UM patients reached the target threshold of 1798 at the standard dose.

The dose-adjustment simulations were performed for PM and IM patients (CYP344*22 and CYP2B6*6
non-carriers) and the results are presented in Figure 4. A dose increase from 20 to 40 and 60 mg/day in
IM patients increased the number of patients reaching the ENDO target from 40% to 88% and 97%,
respectively. Concerning CYP2D6 PM patients, a dose increase from 20 to 40, 60 and 80 mg/day
increased the number of patients reaching the ENDO target from 11% to 54%, 78% and 95%,
respectively. The evaluation of AAS following dose adjustment is presented in Figure S21. A higher
number of PM and IM patients reached the previously proposed target threshold of 1798 following a
dose adjustment compared to when ENDO Ci; irougn 1S considered. Indeed, a dose of 60 mg/day and 40
mg/day in PM and IM patients, respectively, resulted in 99% and 97% patients reaching the AAS target,

suggesting that in PM patients, a further dose increase to 80 mg/day might not be necessary.

4  Discussion

In our study, the sparse steady-state PK data for TAM and six metabolites in 917 adjuvant breast cancer
patients were adequately described by a joint seven-compartment model. To the best of our knowledge,
this is the first PK model to simultaneously incorporate the data for TAM and its six major metabolites,
allowing for a more accurate quantification of the impact of genetic covariates on the respective
metabolic pathways. The model enabled us to quantify the impact of CYP2D6 phenotype, CYP3A44*22
and CYP2B6*6 genotypes, of the use of CYP2D6 weak/moderate and of potent inhibitors as well as that
of age and BW on TAM metabolism and was subsequently used to perform dose-adjustment
simulations.

Based on the mean estimates of Vram, krammnot, krama-ontam, krama-onram and kramnox-tam in our
model, the mean CL/F of TAM was 7.1 L/h. This is consistent with the previously reported value of 6.6
L/h obtained in a population PK model in postmenopausal patients with early breast cancer *. The
developed model showed good predictive performance based on VPC and the mean model-predicted

concentrations were in accordance with the values previously reported in breast cancer patients 2!,
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Overall, the concentration-time data for TAM and its metabolites were correctly described by the PK
model. However, NOX-TAM plasma concentrations showed a high intra-individual variability and a
decrease over time which could not be satisfactorily captured by the tested methods. Since NOX-TAM
is not an active TAM metabolite, this was not considered as deleterious for the validity of our analysis.
In the covariate analysis, CYP2D6 phenotype was significantly associated with NDT to ENDO and
TAM to 4-OHTAM conversion. In particular, the mean knprenno was decreased by 81% and 65% in
PM and IM patients, respectively, and increased by 47% in UM patients, compared to NM patients.
The estimated effect of CYP2D6 phenotype on krams-onram was similar in PM and IM patients, therefore
a common parameter was estimated indicating a 28% lower kramu-ontam in those patients compared to
NM and UM. Several CYP isoenzymes are involved in TAM to 4-OHTAM conversion which might be
the reason why the estimated decrease in kram-onram is less pronounced than that on knpr/enpo. Indeed,
CYP2D6 is the only enzyme involved in the NDT to ENDO conversion and it explained 32% of the 11V
in knprenpo which is in the midrange of the various values found in previous studies (between 19% and
57%) evaluating the impact of CYP2D6 on the NDT/ENDO metabolic ratio 24,

The missing CYP2D6 phenotype was associated with a 28% and 35% increase in knprenpo and krams-
oHTAM, Tespectively. An explanation for this finding might be the decreasing confidence of the CNV
Taqman assay with increasing number of gene copies. Thus, most of the patients with missing CYP2D6
phenotype might be those with more than two CYP2D6 gene copies, resulting in increased CYP2D6
activity.

The knpr/enpo was significantly lower in NM and UM patients using weak/moderate and potent CYP2D6
inhibitors (29% and 47% decrease for weak/moderate and potent inhibitors, respectively). No significant
impact of CYP2D6 inhibitors on knpr/enpo in IM and PM patients was observed, consistently with the
decreased/absent CYP2D6 activity in those patients.

In our study, the presence of CYP344*22 genotype, associated with a decreased mRNA expression and
decreased enzyme activity 2, was a significant covariate on kramnpr and ke npr. Indeed, patients carrying
CYP3A44%*22 allele had 21% and 19% lower kramnpr and kenpr, respectively. CYP344*22 was

previously associated with a decreased TAM/NDT metabolic ratio 2*. In addition, the previous in vitro

Page | 150



studies showed that CYP3A is involved in the metabolism of NDT into a-hydroxy-N-
desmethyltamoxifen and N-didesmethyltamoxifen (not available in our study) !, which is consistent with
the impact of CYP344*22 genotype on kexpr found in our analysis.

CYP2B6*6 genotype is associated with a decreased enzyme activity °. In our analysis, patients carrying
CYP2B6*6/*6 genotype showed a mean decrease of 25% in kramnox-tam compared to patients carrying
CYP2B6*1/*6 or CYP2B6*1/*1. CYP2B6 is involved in the metabolism of TAM into 4-OHTAM and
4’-OHTAM ' whereas the metabolism of TAM into NOX-TAM is mainly mediated by human flavin-
containing monooxygenases 1 (FMO1) and 3 (FMO3) ?’. Therefore, our result might reflect the impact
of CYP2B6*6 on the elimination of TAM.

In the covariate analysis, age was significantly associated with kramnspt, Krams-onram and knprenpo.
According to simulations, an increase in age from 48 to 65 years resulted in a slight increase in TAM
and NDT concentrations (+11% and +4%, respectively) whereas ENDO Cqs irough Were decreased (-15%)
compared to patients with median age in the population. One explanation for this finding could be
decreased enzymatic activity in older patients leading to accumulation of TAM and NDT and lower
formation of ENDO. However, contradictory results about the impact of age on TAM PK have been
reported with either no significant association found 2% or increased levels of TAM, NDT and ENDO
observed in older patients *°. Further studies are needed to elucidate this issue, however in any case, the
observed changes in concentrations are small.

A significant increase in kenpr with increasing BW was found. Simulated Css trough for NDT and ENDO
were decreased by -7% and -8%, respectively, in a patient with BW of 94 kg compared to patients with
median BW (64 kg). Our findings are in accordance with previous reports on decreased NDT and ENDO
concentrations in patients with high BW or BMI 3%,

The model-based simulations showed that the median ENDO Cis trough Were 75% and 60% lower in PM
and IM patients, respectively, and 25% higher in UM patients compared to NM (in patients with wild-
type CYP3A44*22 and CYP2B6*6 and no concomitant inhibitors). Interestingly, CYP3A44*22 carriers had
higher median ENDO Cis rougn than patients with a respective CYP2D6 phenotype and no CYP344*22

genotype. Therefore, the number of patients reaching the previously proposed ENDO C trougn target of
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16 nmol/L was higher among CYP3A44*22 carriers than non-carriers within the same CYP2D6
phenotype group. Indeed, among patients with CYP2D6 PM phenotype, 11% of CYP344*22 non-
carriers and 19% of CYP3A44*22 carriers reached the ENDO Cig rougn target. In patients with CYP2D6
IM phenotype this number was 40% and 52% for CYP3A44*22 non-carriers and carriers, respectively.
The impact of the presence of CYP344*22 allele on reaching ENDO target was less significant in
CYP2D6 NM and UM patients. These findings are consistent with previous reports showing that patients
with the same CYP2D6 phenotype and CYP3A44*22 carriers are more likely to have higher ENDO
concentrations than patients with the same CYP2D6 phenotype and CYP3A44*22 non-carriers 2°, The
reasons for the increased concentrations of ENDO in patients carrying CYP344*22 allele have not been
fully elucidated but a possible hypothesis could be an increase in TAM bioavailability in CYP344*22
carriers due to decreased intestinal first-pass metabolism and therefore higher concentrations of TAM
available for conversion into metabolites. Nevertheless, further research is needed to confirm this
hypothesis 2!.

According to the model-based simulations, CYP2B6*6 genotype has a marginal impact on ENDO levels
which does not seem clinically relevant, consistently with the absence of direct impact of CYP2B6*6 on
ENDO formation.

Evaluation of alternative dosing regimens through simulations showed that a dose increase from 20 to
40 and 60 mg/day in IM patients increased the number of patients reaching the ENDO target from 40%
to 88% and 97%, respectively. Concerning CYP2D6 PM patients, a dose increase from 20 to 40, 60 and
80 mg/day increased the number of patients reaching the ENDO target from 11% to 54%, 78% and 95%,
respectively. On the basis of these results, a dose of 40 mg/day and 80 mg/day could be proposed in IM
and PM patients, respectively. This is consistent with the dose escalation studies which showed that
administration of a mean dose of 46 mg/day and 90 mg/day to IM and PM patients, respectively,
increased the ENDO concentrations above 16 nmol/L in all the patients *'*2, However, if we consider
AAS, a higher number of patients reached the efficacy threshold of 1798 following the dose adjustment
compared to when ENDO Cis rrougn Was taken into account. Indeed, a dose increase from 20 to 40 and 60

mg/day in IM patients increased the number of patients reaching the AAS target from 43% to 97% and
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100%, respectively. A dose increase from 20 to 40, 60 and 80 mg/day in PM patients increased those
numbers from 19% to 86%, 99%, and 100%, respectively. In addition, a dose increase to 80 mg/day in
PM patients led to higher AAS than that observed in NM patients at a standard dose. Therefore, on the
basis of AAS, a dose increase to 60 mg/day in PM patients could be sufficient. However, since the
clinical utility of AAS has only been described in one retrospective analysis '¥, future research should
focus on the evaluation of AAS as a possible marker for TAM efficacy based on the hypothesis that not
only ENDO but also other TAM metabolites contribute to its antitumoral activity.

Overall, our model could be used for therapeutic drug monitoring of ENDO concentrations and dose-
adjustment simulations. However, the clinical utility of CYP2D6 genotype- and PK-guided dosing of
TAM remains uncertain. Indeed, the therapeutic threshold of 16 nmol/L, reported by Madlensky et al.
which was associated with a 26% decrease in breast cancer recurrence in adjuvant setting ® was not
confirmed in a recent prospective study '!. Further studies are needed in order to conclude on the
relationship between exposure to ENDO and therapeutic outcome.

Finally, in the PHACS study, the adherence to treatment was self-reported by patients and according to
these data, samples corresponding to occasions with less than 80% doses taken in the last ten days
preceding PK sampling, constituted only 0.8% of the total dataset. Therefore the self-reported adherence
was not included in the PK model. However, a recent study showed that at least 50% of patients with
undetectable or low TAM concentrations did not admit to non-adherence 3. Therefore, the non-
adherence could be one of the factors contributing to the residual variability in our model. Future
analyses should be performed to take into account the non-adherence while evaluating exposure-

response relationship for TAM.

5 Conclusion

The present study is the first to explore the PK of TAM and six of its metabolites using a population
approach based on data from a large, prospective, longitudinal study. It provides important information
on the contribution of genetic polymorphisms, co-medications and demographic characteristics to TAM

metabolism and their impact on plasma ENDO levels, possibly the most important clinical endpoint.
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The results of the current study will help in future analyses aiming to optimise TAM therapy. Indeed,
evaluation of the relationship between TAM PK and adverse events based on data from the PHACS
study is planned in the near future. Finally, the developed PK model could be used to individually adapt
the dose based on CYP2D6 phenotype and ENDO plasma exposure if the clinical utility of PK-guided

dosing for TAM is demonstrated.
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Table 1 Patients’ characteristics (n =917).

Characteristic

Median [range], number (%)

Age at inclusion (years)

Body weight at inclusion (kg)

CYP2D6 phenotype
UM
NM
M
PM
Missing

CYP3A44%*22 genotype
Wild-type (*1/*1)
Heterozygous mutant (*1/*22)
Homozygous mutant (*22/*22)
Missing

CYP3A44*IB genotype
Wild-type (*1/*1)
Heterozygous mutant (*1/*1B)
Homozygous mutant (*/B/*1B)
Missing

CYP3A5*3 genotype
Wild-type (*1/*1)
Heterozygous mutant (¥1/*3)
Homozygous mutant (*3/*3)
Missing

CYP2C19*2 genotype

Wild-type (*1/+])

4825 77]

64 [40 —131]

34 (3.9)
716 (82.9)
76 (8.8)
38 (4.4)

53

822 (90.9)
79 (8.8)
3(0.3)

13

847 (93.3)
57 (6.3)
4(0.4)

9

6(0.7)
123 (13.6)
775 (85.7)

13

643 (71.0)



Heterozygous mutant (¥1/*2)
Homozygous mutant (*2/*2)
Missing

CYP2C19*17 genotype
Wild-type (*1/*1)
Heterozygous mutant (*1/*17)
Homozygous mutant (*/7/*17)
Missing

CYP2B6*6 genotype
Wild-type (*1/*1)
Heterozygous mutant (*1/*6)
Homozygous mutant (*6/%6)
Missing

Co-medications, number of occasions (%)
CYP2D6 inhibitors
Weak/moderate®
Potent®
CYP3A4 inhibitors
Weak®

Moderate/potent®

245 (27.0)
18 (2.0)

11

563 (62.3)
303 (33.6)
37 (4.1)

14

489 (54.9)
345 (38.8)
56 (6.3)

27

169 (4.4)

79 (2.0)

49 (1.3)

48 (1.2)

* weak/moderate CYP2D6 inhibitors: celecoxib, citalopram, diphenhydramine,

escitalopram, sertraline;

duloxetine,

b potent CYP2D6 inhibitors: amiodarone, clomipramine, flecainide, fluoxetine, fusidic acid, imatinib,

paroxetine, propafenon, terbinafine;
¢ weak CYP3A4 inhibitors: esomeprazole; fluoxetine;

4 moderate/potent CYP3A4 inhibitors: amiodarone, ciprofloxacin, clarithromycin, diltiazem,

fluconazole, imatinib, ketoconazole, miconazole, verapamil
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Table 2 Estimates of the final pharmacokinetic model.

Parameter Mean estimate (RSE %) [shrinkage %]
ka (h) 0.9 (fixed)
Vram (L) 966 (fixed)
kramnor () 7.28 x 107 (2.2)
CYP3A44%*22 carriers® 0.79 (5.8)
Age -0.25 (24)

krama-onram (h™)

CYP2D6 IM or PM phenotype®

CYP2D6 missing phenotype

Age
krama-onram (h™)
kram~ox-tam (h™)

CYP2B6*6/*6 genotype®
knprenpo in CYP2D6 UM (hh)
knprenpo in CYP2D6 NM (h!)
knprenpo in CYP2D6 IM (h!)
knptEnDo in CYP2D6 PM (h!)
knpr/ENDO in missing CYP2D6 (h!)

Weak/moderate CYP2D6 inhibitor in NM and UM patients

Potent CYP2D6 inhibitor in NM and UM patients

Age
knp1/2°-ENDO (h'l)
ks-onramenno (h™)
kexpr (h)

CYP3A44*22 carriers®

Body weight

ke EnDO (h'l)

6.13 x 10°(20)
0.72 (6.1)
1.35 (6.5)
-0.43 (28)

6.05 x 10 (1.6)

2.47x 107 (2.3)
0.75 (7.0)

10.3 x 10 (10)

7.04 x 10" (6.9)

2.47 x 10 (8.9)

1.31 x 10 (12)

9.02 x 10* (13)
0.71 (6.0)
0.53 (6.4)
-0.42 (25)

4.09 x 107 (1.0)

3.34x 10° (19)

3.48 x 102 (4.5)
0.81 (8.3)
0.23 (24)

11.9 x 107 (6.1)
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Ke4-onram (h™) 2.01 x 10°° (fixed)

ke Nox-tam (h™) 1.77 x 10°° (fixed)
kez'Enpo (h) 1.08 x 107 (fixed)
IV kramnot (CV %) 30.8% (2.8) [6.5]
IV krama-ontam (CV %) 51.5% (3.1) [8.2]
IV krama-outam (CV %) 19.7% (4.8) [29]
IV kramnox-tam (CV %) 44.8% (3.2) [14]
ITV knprenpo in CYP2D6 NM (CV %) 47.7% (3.2) [12]
IV kenot (CV %) 46.3% (2.9) [4.6]
TAM residual error (CV %) 30.9 (1.6) [6.3]
NDT residual error (CV %) 34.6 (2.1) [4.8]
4-OHTAM residual error (CV %) 38.2 (1.8) [8.4]
ENDO residual error (CV %) 41.4(1.9)[7.3]
Z’-ENDO residual error (CV %) 40.5 (1.6) [3.5]
4’-OHTAM residual error (CV %) 34.9 (1.8) [6.6]
NOX-TAM residual error (CV %) 59.5(2.0) [5.9]

CV, coefficient of variation; IIV, Inter-individual variability, IM, CYP2D6 intermediate metaboliser; 4’-
OHTAM, 4’-hydroxytamoxifen; 4-OHTAM, 4-hydroxytamoxifen; ENDO, endoxifen; k, conversion rate
constant; k,, absorption rate constant; k., elimination rate constant; NDT, N-desmethyltamoxifen; NOX-TAM, N-
oxide tamoxifen; TAM, tamoxifen; Vram, apparent volume of distribution of TAM; Z’-ENDO, Z’-endoxifen;
NM, CYP2D6 normal metaboliser; PM, CYP2D6 poor metaboliser; RSE, Relative standard error; UM, CYP2D6
ultrarapid metaboliser;

areference: CYP3A4*22 non-carriers;

b reference: CYP2D6 NM and UM;

¢ reference: CYP2B6*1/*6 and CYP2B6*1/*1,
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Table 3 Comparison of model-predicted concentrations with the previously reported concentrations of

TAM and its metabolites in breast cancer patients treated with recommended dose 20 mg/day 22!

Mean (SD) plasma concentration (nmol/L)

Compound
Model-predicted Reported in the literature?

TAM 313.6 (108.8) 265.1 (133.4)

NDT 587.7 (233.8) 635.8 (264.6)
4-OHTAM 6.87 (4.36) 5.81(2.17)
4’-OHTAM 10.3 (3.91) 9.12 (3.53)

ENDO 35.9(19.7) 31.8 (16.2)
Z’-ENDO 22.3 (8.83) 21.3 (8.0)
NOX-TAM 50.5 (29.0) 31.2 (16.1)

TAM, tamoxifen; NDT, N-desmethyltamoxifen; 4-OHTAM, 4-hydroxytamoxifen; 4’-OHTAM, 4’-
hydroxytamoxifen; ENDO, endoxifen; Z’-ENDO, Z’-endoxifen; NOX-TAM, tamoxifen N-oxide, SD,
standard deviation

“Murdter et al., Teft et al. >*!
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DOSE

ka
NOX-TAM krammoxtan | TAM krameontan | 4-OHTAM
Viox-Tam Vram Vi onTam
Ke nox-TAM Kra/noT - Ke a-onTam
Z"-ENDO Kno/z-en00 | NDT 4-OHTAM
Vz.enoo Vot Ve ontam
ke’z:ENDD ke:NDT knot/enpo Ka-oHramenno
ENDO
Venpo
Ke enpo

Figure 1 Schematic representation of the structural model for TAM and its six major metabolites. The
shaded blue area represents the major metabolic pathways leading to active metabolite ENDO. 4’-
OHTAM, 4’-hydroxy tamoxifen; 4-OHTAM, 4-hydroxy tamoxifen; ENDO, endoxifen; k, conversion
rate constant; k,, absorption rate constant; ke, elimination rate constant; NDT, N-desmethyl tamoxifen;

NOX-TAM, N-oxide tamoxifen; TAM, tamoxifen; V, volume of distribution; Z’-ENDO, Z’-endoxifen.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Material S1 Assignment of CYP2D6 phenotype.

Patients were genotyped for the presence of decreased (*9, *10, *17, *41) and non-functional (*4, *6,
*7) alleles and gene copy number (*5 or duplication). The absence of one of these alleles led to *1 allele
assignment. A phenotype and a score were assigned to each CYP2D6 allele according to its activity:
normal (extensive) metaboliser (NM, allele score = 1) for wild-type (*1), intermediate metaboliser (1M,
allele score = 0.5) for decreased activity (*9, *10, *17, *41) and poor metaboliser (PM, allele score = 0)
for non-functional alleles (*4, *6, *7). Based on the combination of alleles and the number of CYP2D6
copies, patients were assigned a diplotype and an activity score (AS) which is the sum of the scores
assigned to each allele: PM/PM (AS = 0), IM/PM (AS = 0.5), IM/IM (AS = 1), NM/PM (AS = 1),
NM/IM (AS = 1.5), NM/NM and NM/NM/PM (UM/PM) (AS = 2), NMxn (UM/UM) and NM/NM/IM
(UM/IM) which were collapsed into UM (AS > 2). Finally, patients were classified into CYP2D6
phenotypes: PM (AS = 0), IM (AS=0.5and AS =1 [IM/IM]), NM (AS =1 [NM/PM] and AS=1.5t0

2) and UM (AS > 2) 1516,
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Figure S10 Individual estimates of N-desmethyltamoxifen elimination rate constant (Kenot) versus

categorical and continuous covariates.
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Table S11 Results of the univariate covariate analysis using the base model.

11V of the Include in
Parameter Mean estimate (RSE %) corresponding AOEV p-value? the full
parameter (CV %) covariate
model
KraminoT ) 32.0 - - -
CYP3A4*22 genotype o )
(*22 carriers versus non-carriers) Ocvpanar2a carrer = 0.78 (4) 311 421 < 0.00001 Yes
CYP3A5*3 genotype _ )
(expressors VErsus non_expressors) 90YP3A5_eXpressor =0.99 (4) 32.0 0.04 0.84 No
Age Bage = -0.25 (25) 317 143 0.00015 Yes
Body weight Osody weight = -0.13 (29) 31.9 7.2 0.0073 Yes
KtaAMm/4-0HTAM B 54.1 - - -
CYP2D6 phenotype Ocvyrap6_im+pm = 0.72 (7) i b
(IM+PM and missing versus NM and UM) Ocyp2ps_missing = 1.36 (6) 518 58.2 <0.00001 es
Bcvpas_im+pm = 0.72 (7)
CYP2D6 phenotype - ) .
(IM+PM, UM and missing versus NM) Ocyr2p6_ UM = ]:1 (15) 51.8 59.3 < 0.00001 No
Bcyp2pe_missing = 1.37 (6)
CYP2C19*2 genotype o i
(*2 carriers versus non-carriers) Ocrpaciows carrier = 0.88 (4) 538 9.6 0.002 Yes
CYP2C19*17 genotype o i
(*17 carriers versus non-carriers) Ocvpacionsr_carrier = 1.13 (4) 5338 104 0.0012 Yes
CYP2D6 inhibitor Ocvp2ps_inhibitor = 0.94 (3) 54.1 -3.3 0.07 No
Age Bage = -0.40 (29) 53.8 13 0.0003 Yes
Body weight Og0dy weight = -0.001 (8485) 54.1 0 1 No
KrammOX-TAM ) 45.3 - - -
CYP2B6*6 genotype _
(*6/%6 versus *1/*1 or *1/*6) Ocypogerei+s = 0.74 (7) 44.7 -18.3 0.00002 Yes
*
CYP3A422 genotype Ocvpana<2z. carrier = 0.98 (6) 45.3 -0.16 0.69 No

(*22 carriers versus non-carriers)
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Age Oage = -0.17 (61) 45.3 25 0.11 No
Body weight OBody weight = 0.10 (68) 45.2 -1.6 0.20 No
kNDT/ENDO B 738 B - B
knot/enbo, cypans_pm = 1.15 x 10 (13)
Knot/enbo, cypeps_iv = 2.19 x 10 (10)
YP2D6 phenot ' -
(CUM o preoee | missing) KNDTIENDO, Cypan6 N = 6.04 X 10 (9) 50.2 448 | <000001 | Yes
' P knot/enbo, cypeos um = 9.0 X 10 (11)
KnpT/ENDO, CYP2D6_missing = 8.1 X 10 (12)
+ CYP2D6 inhibitor on UM Ocvp206 imhibitor um = 0.43 (17) 50.2 8.4° 0.004 No
+ CYP2DG6 inhibitor on NM ecypzos_inhibitor_NM =0.67 (5) 48.3 -63.58 < 0.00001 No
+ Weak/moderate or potent CYP2D6 inhibitor on NM Oueatdmoderate_cve2pe intivior, i = 0. 71 (6) 48 -68.5¢° <0.00001° No
Opotent_cyP2Ds_inhibitor, \m = 0.55 (7)
+ Weak/moderate or potent CYP2D6 inhibitor on NM and eweak,moderate_cypgoe_mhibitor,le,umzo.71(6) 48 78.0° < 0.00001" Yes
UM Opotent_cYP2D6_inhibitor, nm,um = 0.52 (6)
+ CYP2D6 inhibitor on IM Ocve2ps_inhibitor, M = 0.93 (16) 50.1 -0.3¢ 0.58 No
+ CYP2D6 inhibitor on PM ecypzoe_inhibitor, pm=1.12 (34) 50.2 -0.2¢ 0.65 No
Age Oage = -0.49 (29) 73.3 -11.9 0.0005 Yes
Body weight OBody weign = 0.12 (88) 73.7 12 0.27 No
KeNDT i 44.8 - - -
CYP3A4*22 genotype o i
(*22 carriers versus non-carriers) Ocvpane-22_carrier = 0.82 (5) 445 137 0.0002 Yes
CYP3A5*3 genotype _ i
(eXpressors Versus non-expressors) Ocvpsns_expressor = 0.9 (4) 44.8 0.06 0.81 No
CYP2D6 phenotype 9cyp2D6_|M+p|\/| =0.92 (5) b
(IM + PM and missing versus NM and UM) Ocvpaps missing = 1.1 (6) 431 .6 0.052 No
Age Oage = -0.16 (58) 445 2.9 0.09 No
BOdy WE|ght eBody weight = 0.22 (24) 44.4 -11.0 0.0009 Yes

CV, coefficient of variation; 11V, Inter-individual variability; IM, intermediate metaboliser; kenor, N-desmethyltamoxifen elimination rate constant; Knorenoo, N-
desmethyltamoxifen to endoxifen conversion rate constant; Krawus-ontam, tamoxifen to 4-hydroxytamoxifen conversion rate constant; krammnot, tamoxifen to N-
desmethyltamoxifen conversion rate constant; krammnox-tam, tamoxifen to N-oxide tamoxifen conversion rate constant; NM, normal metaboliser; OFV, objective function

value; PM, poor metaboliser; RSE, Relative standard error; UM, ultrarapid metaboliser;

2,2 test for comparison between base model (without covariate) and the model including covariate (univariate), 1 degree of freedom (unless otherwise stated), a = 5%, °2

degrees of freedom, ¢ 3 degrees of freedom, 94 degrees of freedom, ¢ AOFV was calculated with the model including CYP2D6 phenotype as the reference.
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The simulations were performed in a CYP2D6 NM patient.
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Supplemental File S22 Control stream of the final model.

$PROBLEM FINAL MODEL

$INPUT ID VISIT TAD TIME RTIME=DROP Z=DROP DV CMT AMT EVID MDV SS Il LLOQ BW AGE GEN3A4
GEN3A4_1B GEN2C19_2 GEN2C19_17 GEN3A5 GEN2B6 PHEN CMPL INH_2D6 INH_3A MS_2D6
MS_2C19_2 MS_2C19_17 MS_3A5 MS_3A4 MS_2B6

$DATA dataset_PAGE2019_15052019_2.prn IGNORE=@ NULL=.
$SUBROUTINES ADVANS5
$MODEL

NCOMP=8

COMP=(DEPOT)
COMP=(TAM) ;2 TAM
COMP=(MET1) ;3 NNDT
COMP=(MET2) ;4 4-OHTAM
COMP=(MET3) ;5 ENDO
COMP=(MET4) ;6 Z'-ENDO
COMP=(MET5) ;7 4'-OHTAM
COMP=(MET6) ;8 NOX-TAM

R— CYP3A4*22
CYP3A4=0
IF (GEN3A4.EQ.0.5.0R.GEN3A4.EQ.0) CYP3A4=1 ;CYP3A4*22 carriers

e CYP2D6 IM+PM phenotype

PMIM=0

MS_PHEN=0

IF (PHEN.EQ.0.AND.MS_2D6.NE.1) PMIM=1

IF (PHEN.EQ.1.AND.MS_2D6.NE.1) PMIM=1

IF (PHEN.EQ.-99.0R.MS_2D6.EQ.1) MS_PHEN=1 ;missing CYP2D6

— CYP2B6*6
CYP2B6=0

IF (GEN2B6.EQ.0) CYP2B6=1 :CYP2B6*6/*6 carriers
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jmmmm—— CYP2D6 inhibitors

WM=0 ; weak or moderate

POT=0 ;potent

INH2D6=0 ;all confounded

IF (INH_2D6.EQ.1.0R.INH_2D6.EQ.2) WM=1
IF (INH_2D6.GE.3) POT=1

IF (INH_2D6.GE.1) INH2D6=1

jmmmm AGE et BW
IBW=BW
IAGE=AGE

IF (BW.EQ.-99) IBW=64 ;impute missing BW by median value

IF (AGE.EQ.-99) IAGE=48 ;impute missing AGE by median value

K12=THETA(1)
V2=THETA(2)

- TAM to NDT

TVK23=THETA(3)/1000*THETA(15)**CYP3A4*(IAGE/48)**THETA(16)

K23=TVK23*EXP(ETA(1))

i-----TAM to 4-OHTAM

TVK24=THETA(4)/1000*THETA(17)*PMIM*THETA(18)**MS_PHEN*(IAGE/48)**THETA(19)

K24=TVK24*EXP(ETA(2))

;-----TAM to 4'-OHTAM
TVK27=THETA(5)/1000
K27=TVK27*EXP(ETA(3))

i-----TAM to NOX-TAM
TVK28=THETA(6)/1000*THETA(20)**CYP2B6
K28=TVK28*EXP(ETA(4))

Page | 190



- NDT to ENDO

IF(PHEN.EQ.2.AND.MS_2D6.NE.1)TVK35=THETA(7)/1000*THETA(25)**WM*THETA(26)**POT*(IAGE/48)**
THETA(27)

[F(PHEN.EQ.3.AND.MS_2D6.NE.1)TVK35=THETA(23)/1000*THETA(25)*WM*THETA(26)**POT*(IAGE/48)
**THETA(27)

IF(MS_2D6.EQ.1)TVK35=THETA(24)/1000*(IAGE/48)**THETA(27)
K35=TVK35*EXP(ETA(5))

jmm-- NDT to Z'-ENDO
TVK36=THETA(8)/1000
K36=TVK36*EXP(ETA(6))

:-----4-OHTAM to ENDO
TVK45=THETA(9)/1000
K45=TVK45*EXP(ETA(7))

R elimination NDT
TVK30=THETA(10)/1000*THETA(28)**CYP3A4*(IBW/64)**THETA(29)
K30=TVK30*EXP(ETA(8))

;o= elimination ENDO
TVK50=THETA(11)/1000

K50=TVK50*EXP(ETA(9))

- elimination Z'-ENDO

TVK60=THETA(12)/1000
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K60=TVK60*EXP(ETA(10))

mm--- elimination 4'-OHTAM
TVK70=THETA(13)/1000
K70=TVK70*EXP(ETA(11))

mm--- elimination NOX-TAM
TVK80=THETA(14)/1000
K80=TVK80*EXP(ETA(12))

S2=V2
S3=V2
S4=V2
S5=V2
S6=V2
S7=V2
S8=V2

$THETA (0.9) FIX k12
$THETA (966) FIX V2

$THETA (0, 7.3, 20) ; k23
$THETA (0.0001, 0.060, 0.2) ; k24
$THETA (0, 0.00008, 0.001) ; k27
$THETA (0, 0.0002, 0.005) ; k28
$THETA (0, 0.7, 2) ; k35
$THETA (0, 0.00039, 0.01) ; k36

$THETA (0, 3, 10) ; k45
$THETA (0, 3.4, 10) ; k30
$THETA (4, 10, 20) ; k50
$THETA (0.0108) FIX ; k60
$THETA (0.00201) FIX : k70
$THETA (0.00177) FIX ; k80
$THETA (0, 0.7, 3) ;15 CYP3A4*22/k23
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$THETA (-0.252)
$THETA (0,0.7, 3)
$THETA (0,1, 3)
$THETA (-0.399)
$THETA (0, 0.745, 3)
$THETA (0, 0.131, 5)
$THETA (0, 0.247, 5)
$THETA (0, 1.03, 5)
$THETA (0, 0.9, 5)
$THETA (0, 0.7, 3)
$THETA (0, 0.5, 3)
$THETA (-0.49)
$THETA (0, 0.8, 3)
$THETA (0.217)

$OMEGA 0.08
$OMEGA 0.3

$OMEGA 0.047
$OMEGA 0.17
$OMEGA 0.44
$OMEGA 0 FIX
$OMEGA 0 FIX
$OMEGA 0.18
$OMEGA 0 FIX
$OMEGA 0 FIX
$OMEGA 0 FIX
$OMEGA 0 FIX

$ERROR
DEL=0
IF (F.EQ.0) DEL=1

W=F+DEL

;16 AGE/k23

;17 IM+PM/k24

;18 MS_PHEN/k24
;19 AGE/k24

;20 CYP2B6*6/k28
;21 k35 PM

;22 k35IM

;23 k35 UM

;24 k35 MSNG

;25 WM INH2D6/k35
;26 POT INH2D6/k35
;27 AGE/k35

;28 CYP3A4*22/k30
;29 BW/k30

IV k23
NV k24
NV k27
NV k28
IV k35
IV k36
IV k45
IV k30
IV k50
IV k60
IV k70
IV k80

IF (CMT.EQ.2) Y=F+W*ERR(1) ; TAM
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IF (CMT.EQ.3) Y=F+W*ERR(2) ; NDT

IF (CMT.EQ.4) Y=F+W*ERR(3) ; 4-OHTAM
IF (CMT.EQ.5) Y=F+W*ERR(4) ; ENDO

IF (CMT.EQ.6) Y=F+W*ERR(5) ; Z'-ENDO
IF (CMT.EQ.7) Y=F+W*ERR(6) ; 4'-OHTAM
IF (CMT.EQ.8) Y=F+W*ERR(7) ; NOX-TAM
IPRED=F

IRES=DV-IPRED

IWRES=IRES/W

$SIGMA 0.09 ; TAM
$SIGMA 0.11 ; NDT
$SIGMA 0.13 ; 4-OHTAM
$SIGMA 0.15 ; ENDO
$SIGMA 0.15 ; Z'-ENDO
$SIGMA 0.11 ; 4'-OHTAM
$SIGMA 0.25 ; NOX-TAM

$EST MAXEVAL=9999 METHOD=1 INTERACTION NOABORT SIG=2
$COV MATRIX=S UNCONDITIONAL

$TABLE ID VISIT TAD TIME PRED IPRED IWRES CWRES EVID MDV CMT NOPRINT ONEHEADER
FILE=sdtab033

$TABLE ID K23 K24 K27 K28 K35 K36 K45 K30 ETA(1) ETA(2) ETA(3) ETA(4) ETA(5) ETA(8) NOPRINT
ONEHEADER FILE=patab033

$TABLE ID BW IBW AGE IAGE CMPL NOPRINT ONEHEADER FILE=cotab033

$TABLE ID GEN3A4 GEN3A4_1B GEN2C19_2 GEN2C19_17 GEN3A5 GEN2B6 PHEN INH_2D6 INH_3A
NOPRINT ONEHEADER FILE=catab033
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2.4 Discussion

Ces travaux de these avaient pour objectif d’étudier la relation pharmacocinétique-pharmacogénétique
du tamoxiféne chez les patientes atteintes d’un cancer du sein hormonodépendant dans le cadre de
I’étude PHACS.

Dans un premier temps, les analyses pharmacogénétiques ont été effectuées sur les données
préliminaires a la visite de suivi a 6 mois. Ces analyses ont permis d’avoir une premiére évaluation de
I’ensemble des polymorphismes génétiques recherchés dans I’étude PHACS avec les données de tous
les métabolites. L’identification de 1’impact significatif du CYP2D6, CYP3A44*22, CYP2CI19*2 et
CYP2B6*6 sur la pharmacocinétique de tamoxiféne a permis de justifier le choix de ces génotypes pour
I’analyse par approche de population effectuée dans un deuxiéme temps.

De plus, les analyses préliminaires ont permis d’évaluer la performance de la classification CPIC de
génotype CYP2D6 en phénotype actuellement utilisée pour le tamoxiféne. En effet, des études récentes
ont souligné que la classification actuellement utilisée établie sur les données de dextramethorphan et
codéine %72 s’avére ne pas étre optimale pour le tamoxiféne. En conséquence, les derniéres
recommandations du CPIC indiquaient la nécessité de réévaluer cette classification. Nos travaux ont
démontré des différences significatives au niveau des concentrations d’endoxiféne et du ratio
métabolique N-desmethyltamoxiféne/endoxiféne parmi les diplotypes NM/NM (AS = 2), NM/IM (AS
= 1.5), NM/PM (AS = 1) et IM/IM (AS = 1) tous classés en phénotype NM. En conséquence, 1’activité
enzymatique est sur-estimée chez les patientes avec le diplotype IM/IM ce qui, dans le cas de
I’adaptation de dose en fonction du phénotype CYP2D6, pourrait s’accompagner d’une dose trop faible
chez ces patientes. Nos travaux ont montré que le classement des patientes IM/IM (AS = 1) avec les
IM/PM (AS = 0.5) serait plus approprié puisque ces deux diplotypes présentent des concentrations
d’endoxiféne comparables. Ce nouveau classement du phénotype CYP2D6, dans lequel les diplotypes
NM/NM, NM/IM et NM/PM ont été regroupés en phénotype NM et les diplotypes IM/IM et IM/PM

regroupés en phénotype IM, a été utilisé dans la suite de nos travaux effectués par approche de

population.
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Dans le cadre de I’article n°2, la totalité des données pharmacocinétiques de I’étude PHACS a été
analysée par approche de population. Cette approche constitue un avantage majeur par rapport aux
méthodes standards. En effet, un modé¢le pharmacocinétique décrivant simultanément les données de
tamoxiféne et six métabolites a été développé. Ce modele a permis de décrire les voies de métabolisation
de tamoxiféne et de quantifier leur variabilité interindividuelle. Les covariables significatives identifiées
dans le modele étaient le phénotype CYP2D6, le génotype CYP3A44*22 et CYP2B6*6, les inhibiteurs de
CYP2D6, I’age et le poids. De ce fait, le modele de population a confirmé les résultats des analyses
préliminaires a la visite de 6 mois. Les simulations effectuées avec le modéle final ont montré que
I’exposition a I’endoxifeéne était diminuée de 75% et 60% chez les patientes présentant un phénotype
CYP2D6 PM et IM respectivement et augmentée de 25% chez les patientes UM, par rapport aux
patientes NM. Nos travaux basés sur les simulations des concentrations d’endoxiféne ont montré qu’une
augmentation de dose jusqu’a 40 et 80 mg/jour pourrait étre proposée chez les patientes avec un
phénotype PM et IM respectivement. En effet, ces doses alternatives permettraient d’atteindre le seuil
de 16 nmol/L chez plus de 95% des patientes PM et IM contre seulement 11% et 40% a la dose standard
(20 mg/jour). Ces résultats sont cohérents avec des études concernant l’escalade de dose.
L’administration d’une dose moyenne de 46 mg/jour chez les IM et de 90 mg/jour chez les PM a permis
d’atteindre le seuil de 16 nmol/L chez toutes les patientes 2’°. Cependant, si I’on considére le score
d’activité antiestrogénique tenant compte des concentrations de tamoxiféne, N-desmethyltamoxiféne, 4-
hydroxytamoxiféne et endoxiféne, le seuil d’efficacité serait atteint chez plus de 95% des PM et IM
patientes aux doses 60 et 40 mg/jour. Ainsi, une augmentation de dose au-dela de 60 mg/jour chez les
patientes PM ne serait pas nécessaire. Dans les études d’escalade de dose, 1’augmentation d’effets
indésirables ou a une dégradation de la qualité de vie aprés 4 mois de traitement n’ont pas été observées
114 Néanmoins, les conséquences a long terme d’un traitement a une dose plus élevée ne sont pas
connues, ce qui souligne la nécessité d’études de suivi longitudinal.

Une administration orale directe de 1’endoxiféne permettrait de contourner I’impact du génotype
CYP2D6 et de I’administration concomitante des inhibiteurs de CYP2D6 sur la bioactivation du
tamoxiféne. Ainsi, I’activité antitumorale pourrait étre atteinte chez toutes les patientes. Goetz et al. ont

rapporté I’étude de phase 1 évaluant le profil pharmacocinétique et la dose maximale tolérée de
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I’endoxiféne chez les patientes avec un cancer du sein ER+ au stade métastatique 3*°. L’endoxiféne a
démontré une activité antitumorale et un profil de toxicité favorable pour des doses allant de 20 a 160
mg/jour. Les Cs étaient de 146 ng/mL (390 nmol/L) et 1 950 ng/mL (5 200 nmol/L) pour une dose de
20 et 160 mg/jour, respectivement. Le CYP2D6 n’¢était pas associé a la CL/F de I’endoxiféne ou a la
survie sans progression. De plus, les résultats de cette étude suggerent que les patientes résistantes au
tamoxiféne peuvent bénéficier d’un traitement par I’endoxiféne. Ceci serait notamment observé chez les
patientes qui n’auraient pas atteint de concentrations d’endoxiféne efficaces pendant le traitement par
tamoxiféne a cause de la diminution de I’activité de CYP2D6. En effet, parmi les patientes ayant
progressé sous tamoxiféne (n = 24), une meilleure réponse a I’endoxiféne en termes de survie sans
progression a été observée chez les patientes avec une diminution d’activité de CYP2D6 comparées aux
patientes avec une activité¢ normale ou augmentée (PFS médiane = 157 jours, IQR =72 — 296, n = 12
versus 60 jours, IQR = 31 — 132, n = 11). D’autres études cliniques évaluant 1’endoxiféne sont
actuellement en cours dont une étude de phase 1 (NCT01327781) et une ¢tude de phase 2 comparant
I’efficacité de I’endoxiféne (80 mg/jour) au tamoxifene (20 mg/jour) chez les patientes au stade avancé
ou métastatique qui ont progressé¢ sous inhibiteurs de 1’aromatase (NCT02311933). Néanmoins,
I’optimisation de thérapie par tamoxiféne reste une problématique d’actualité pour des milliers de
patientes qui sont et seront encore traitées par tamoxiféne avant que 1’endoxiféne ne se démontre
supérieur et le remplace dans la prise en charge du cancer du sein ER+ en situation adjuvante.

Au cours de I’étude PHACS, les données sur la survenue des effets indésirables ont été recueillies. Les
résultats préliminaires des analyses sur la relation entre la pharmacocinétique et effets indésirables du
tamoxifene ont été¢ présentés sous forme de deux posters au congres San Antonio Breast Cancer
Symposium en décembre 2017 par le Pr Henri Roché et le Dr Mélanie White-Koning 3332, Parmi les
patientes traitées par tamoxiféne, I’apparition ou la majoration d’effets indésirables a la premiére visite
de suivi a 6 mois par rapport a la baseline a été rapportée notamment pour les bouffées de chaleur (42%),
I’hypertension (1.9%), I’insomnie (19.4%), la fatigue (20.5%) et I’arthralgie (15.5%). L’analyse PK/PD
a révelé une association significative entre les bouffées de chaleur et les concentrations plus faibles de
N-desmethyltamoxiféne (p = 0.012) ainsi qu’entre les douleurs et les concentrations plus faibles de
tamoxiféne, N-desmethyltamoxiféne et N-oxyde tamoxiféne (p = 0.04, p = 0.007 et p = 0.016
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respectivement). Les concentrations plus faibles de tamoxiféne et N-desmethyltamoxiféne pourraient
étre un reflet de leur métabolisation en métabolites a 1’activité antiestrogénique plus importante. En
revanche, aucune association significative entre les effets indésirables et les concentrations d’endoxiféne
ni le 4-hydroxytamoxiféne n’a été observée. Des analyses PK/PD sur la totalité¢ des données de 1’étude
PHACS (visites de 6 a 36 mois) sont prévues. Nous sommes actuellement en attente d’un gel final de la
base de données.

La non-adhérence (définie comme le fait d’avoir pris moins de 80% de traitement prescrit) peut étre un
autre facteur confondant dans les analyses PK/PD. Au cours de 1’étude PHACS, la prise du traitement
pendant les 10 jours précédant la consultation médicale a été rapportée par les patientes sous forme d’un
questionnaire. Néanmoins, une étude frangaise a récemment montré que seulement la moiti¢ des
patientes avec des concentrations faibles ou non-détectables de tamoxiféne avait déclaré une non-
adhérence 7. Ainsi, une évaluation des concentrations plasmatiques a 1’état d’équilibre semble la
méthode la plus objective pour identifier les patientes non-adhérentes. Dans le cadre des analyses
présentées dans D’article n°l, les patientes avec des concentrations de tamoxiféne et/ou d’endoxiféne
inférieures a LLOQ ont été considérées comme non-adhérentes et exclues des analyses. En revanche,
dans le modele de pharmacocinétique de population, toutes les patientes présentant au moins une
concentration supérieure a LLOQ ont été incluses puisque nous avions espéré pouvoir identifier les
patientes non-adhérentes par le modéle pharmacocinétique. Néanmoins, la complexité du modéle et le
temps trés important de chaque analyse n’a pas permis de prendre en compte la variabilité intra-
individuelle des concentrations plasmatiques qui pourrait suggérer la non-observance. Par ailleurs,
parmi les prélevements inclus dans I’analyse de population, le nombre correspondant aux visites
auxquelles les patientes avaient rapporté la non-adhérence était seulement de 0.8%. De ce fait, les futures
analyses sur le tamoxiféne devraient se focaliser sur I’identification des patientes non-adhérentes par
I’¢évaluation de leurs concentrations plasmatiques de tamoxiféne (voire d’autres métabolites) a 1’état
d’équilibre.

En conclusion, nos travaux ont démontré ’impact significatif des génotypes CYP2D6, CYP3A44*22 et
CYP2B6*6, des inhibiteurs de CYP2D6, de 1’age et du poids sur la pharmacocinétique du tamoxiféne.

Ainsi, la meilleure stratégie pour optimiser le traitement par tamoxiféne consisterait en une adaptation
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de la dose initiale en fonction du phénotype CYP2D6 accompagnée d’un TDM de 1’endoxiféne une fois
1’¢état d’équilibre atteint. Nous sommes en attente de résultats d’études prospectives basées sur un grand
nombre de patientes afin de conclure sur 1’utilité clinique de I’adaptation de dose dans 1’optimisation du

traitement par tamoxifene.
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3  Etude de la relation pharmacocinétique-pharmacogénétique du létrozole

3.1 Introduction

La deuxiéme partie de ces travaux de thése a consisté en 1’analyse des concentrations plasmatiques de
létrozole par approche de population. Nous avons évalué 1’impact des polymorphismes génétiques,
traitements concomitants et facteurs démographiques sur la pharmacocinétique du létrozole. Le
caractére longitudinal des données recueillies nous a permis d’utiliser différentes approches pour

identifier les patientes non-adhérentes au cours de 1’étude a 1’aide de modéles pharmacocinétiques.
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3.2 Analyse des données longitudinales du létrozole par approche de pharmacocinétique de

population

3.2.1 Article scientifique n°3

Ces travaux sont en cours et ont été réalisés sur la totalité des données du létrozole de I’étude PHACS.
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ABSTRACT

Background Letrozole is an aromatase inhibitor used in the treatment of postmenopausal women with
estrogen receptor (ER)-positive breast cancer. Letrozole is metabolised via CYP2A6 and CYP3A4/5
enzymes and their variable activity might explain high inter-individual variability (11\V) of letrozole
pharmacokinetics (PK) and therapeutic outcome (efficacy, toxicity). The aim of this work was to
evaluate the impact of genetic polymorphisms, co-medications and demographic characteristics on
letrozole PK in an adjuvant setting and to identify non-adherent patients based on their steady-state

concentrations.

Methods Breast cancer patients enrolled in the prospective PHACS study and treated with adjuvant
letrozole 2.5 mg/day were included in the analysis. Trough letrozole concentrations (Css,rough) Were
measured every 6 months for 3 years by a validated HPLC-MS/MS method. Blood samples for
genotyping of CYP2A6*1, *2, *9, CYP3A4*22, *1B and CYP3A5*3 were drawn at study inclusion.
Concentration-time data were analysed using non-linear mixed effects modelling in NONMEM version
7.4.1. Three methods were evaluated for identification of non-adherent subjects using the base PK

model.

Results A total of 619 patients contributing 2541 plasma concentrations were included in the analysis.
A one-compartment model with linear absorption and elimination was fit to the data. Model-based
methods identified 29% of patients as non-adherent based on high fluctuations of their Cssrough. The
covariate analysis performed in adherent subjects revealed that CYP2A6 intermediate (IM) and slow
metabolisers (SM) had 22% and 46% lower apparent clearance, respectively, compared to normal and

ultrarapid metabolisers (NM+UM).

Conclusions Based on data from a prospective longitudinal study, we found that approximately 29% of
patients could be identified as non-adherent during adjuvant letrozole treatment. These findings will be

helpful in future investigations focusing on the exposure-response relationship for letrozole.
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1 Introduction

Letrozole is a nonsteroidal third generation aromatase inhibitor used in the treatment of postmenopausal
women with early stage or advanced estrogen receptor (ER)-positive breast cancer 22, Its mechanism of
action consists in prevention of hormone-dependent growth of cancer cells by inhibiting aromatase-
mediated conversion of androgens to estrogens. In the adjuvant setting, letrozole is taken orally at a dose
of 2.5 mg/day for 5 years.

The major route of letrozole elimination is metabolism into an inactive carbinol metabolite via both
CYP2A6 and CYP3A4/5 isoenzymes and excretion in urines mainly as glucuronide metabolite 3#. It has
been reported that there is a 10- to 16-fold variation in plasma exposure to letrozole among patients *°.
This high inter-individual variability (11V) might be related to variable activity of the metabolising
enzymes. Indeed, over 40 variant alleles for CYP2A6 gene have been described €. The most common
variant alleles in the Caucasian population are *2 and *4 loss-of-function alleles and *9 reduced function
allele . Moreover, duplication of CYP2A6 gene results in an increase of CYP2AG6 activity. Two previous
studies have shown that CYP2A6 genotype is associated with letrozole plasma concentrations in
adjuvant breast cancer patients 4.

The genetic polymorphisms of CYP3A4 might also influence the pharmacokinetics (PK) of letrozole.
More than 50 variants of CYP3A4 gene have been reported ’. CYP3A4*22 variant allele is associated
with a reduction of CYP3A4 mRNA expression resulting in an enzyme with reduced activity with a
frequency of 8% in the Caucasian population 8. It has been reported that the CYP3A4*22 allele is
associated with a significant reduction in the elimination of tacrolimus and cyclosporine A in renal
transplant recipients °. However, little is known about its influence on letrozole plasma concentrations.
Concerning CYP3A5 genetic polymorphisms, *3 variant allele results in a non-functional protein and its
frequency in the Caucasian population is 88 — 97% 1°. Therefore, a carrier of two variant alleles (*3/*3
genotype) has a non-expresser phenotype whereas a carrier of *1 allele (*1/*1 and *1/*3 genotypes) has
an expresser phenotype 7. Only one study evaluated the influence of CYP3A5*3 on letrozole
concentrations and no association was found “.

Since letrozole metabolism is mediated in part by CYP3A4/5 which is responsible for the metabolism

of over 50% of all the prescribed drugs, drug-drug interactions with letrozole cannot be excluded.
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However, to date, no data regarding the impact of CYP3A4 inhibitors on letrozole PK have been
reported.

Finally, adverse events are the major issue regarding treatment with letrozole with approximately 50%
of patients declaring arthralgia often leading to treatment discontinuation **. The occurrence of adverse
events and the extensive duration of adjuvant treatment may reduce patients’ adherence to treatment
(defined as less than 80% of doses taken 1%1%). Indeed, it has been reported that approximately 10, 13%
and 18% of patients treated with adjuvant aromatase inhibitors are non-adherent during the first, second
and third year of the therapy, respectively, showing that the non-adherence rate increases with treatment
duration 4. Nonetheless, the available methods to record adherence (electronic devices, medical and
self-reports) are often biased and Pistilli et al. have reported a high discordance between self-reported
adherence and actual plasma levels of tamoxifen, another anti-hormonal therapy agent *°. Therefore,
identification of non-adherent subjects based on their steady-state plasma concentrations drawn at
several occasions might constitute a promising approach to estimate whether a given patient is adherent
to their treatment. Non-adherence to treatment is most often due to missed doses which could lead to
lower bioavailability (F) of the drug. Hence, a possible approach to identify non-adherent subjects could
be based on the assumption that in those subjects, the F is decreased. Another method was proposed by
Gibiansky et al. ¢ and is based on the individual residual error estimates. This method assumes that non-
adherent patients present high fluctuations of steady-state plasma trough concentrations (Csstrough)
resulting in increased residual error if intra-patient variability is not included in the model.

In light of the above considerations, the objectives of this study were to evaluate the impact of CYP2A6
and CYP3A4/5 genetic polymorphisms, demographic characteristics and CYP3A4 inhibitors on
letrozole plasma concentrations and to identify non-adherent subjects using a population PK model

based on longitudinal data in adjuvant breast cancer patients.
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2 Materials and Methods

2.1  Study population

Data come from a prospective, multicenter, 3-year follow-up study aiming to investigate the relationship
between PK, pharmacogenetics (PG) and adverse events of tamoxifen and aromatase inhibitors in
adjuvant breast cancer patients (PHACS; ClinicalTrials.gov NCT01127295). The inclusion criteria
were: histologically proven primary breast cancer, no metastatic disease at diagnosis, ER—positive
and/or  progesterone receptor (PR)—positive tumour assessed by locally performed
immunohistochemistry. Eligible patients started treatment with tamoxifen (20 mg/day) or one of the
aromatase inhibitors: letrozole (2.5 mg/day), anastrozole (1 mg/day), exemestane (25 mg/day) and were
followed-up every 6 months over 3 years. This report focuses on the analysis of all the patients who
were treated with letrozole at some point during the study including those who started treatment with
letrozole at inclusion and those who switched to letrozole during the course of the study from tamoxifen
or another aromatase inhibitor. During each follow-up visit, data on adverse events, co-medications and
self-reported adherence during the month preceding the visit were collected. All patients provided
written informed consent in adherence with the ethical principles of the revised Declaration of Helsinki

and with French regulations.

2.2  Letrozole concentrations

Blood samples for letrozole quantification were collected in 5 mL lithium-heparin tubes at inclusion
(pre-treatment) and 24-hours post-dose every 6 months during the follow-up visits. Samples were
centrifuged at 1400 x g at ambient temperature, plasma was transferred to propylene tubes and stored at
-20°C until analysis. Plasma concentrations of letrozole were quantified by a validated high performance
liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS/MS) method. Briefly, letrozole and letrozole-D4
(internal standard, 1S) were purchased from Toronto Research Chemicals (North York, ON, Canada).
Separate stock solutions for calibration standards and internal quality controls (IQC) were prepared at 1
g/L in methanol and stored at -20°C. Working solutions of letrozole were prepared daily in drug-free

plasma or serum. The working solution of IS was prepared at 1 mg/L in methanol with 3% (v/v) formic
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acid. The range of the calibration curve was 1 — 1000 ng/mL. Sample preparation consisted of addition
of 200 pL of methanol with 3% (v/v) formic acid and 100 pL of IS working solution into 200 pL of
plasma or serum (patient sample, calibration standard, 1QC). Next, the samples were mixed using a
vortex for 30 seconds and centrifuged at 13000 RPM for 10 minutes. Finally, 5 pL of the supernatant
were injected into chromatographic system. The chromatographic separation was performed on the
Xbridge 2.5 um column 50 mm x 2.1 mm (Waters®, Milford, MA, USA). The mobile phase consisted
of a gradient of ammonium formate 2 mM and acetonitrile containing 10% (v/v) ammonium formate 2
mM. The detection was performed in Turbo lon Spray in negative mode. Multiple reaction monitoring
transitions were 284.00/242 and 288.2/246.100 for quantification of letrozole and letrozole-D4,

respectively.

2.3 Genotyping

Blood samples for genotyping were collected in 7 mL EDTA tubes at study inclusion for all the
participants. Genotyping for CYP2A6*1, *2, *9, CYP3A4*22, *1B and CYP3A5*3 and CYP2A6 copy
number variation (CNV) analysis was performed by IntegraGen SA, Evry, France and is detailed in
Supplemental Material S1.

Patients were classified into CYP2A6 phenotype as proposed previously *’. Normal metabolisers (NM)
had no variant alleles (genotype *1/*1), intermediate metabolisers (IM) had one copy of a decreased
function variant allele (genotype *1/*9) and slow metabolisers (SM) had two copies of a decreased
function variant allele or one or two copies of a loss-of-function variant allele (genotypes *9/*9, *1/*2,
*2/*2, *2/*9). Patients with more than 2 copies of the CYP2A6 gene and no variant alleles were
classified as ultrarapid metabolisers (UM). Due to the small number of patients in the UM category, NM
and UM patients were combined into NM+UM category. Patients with CYP3A5*1/*1 and *1/*3
genotypes were classified as CYP3A5 expressers whereas patients with *3/*3 genotype as non-

EXPressers.
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2.4 Population Pharmacokinetic Analysis

2.4.1 Model development

The concentration-time data were analysed using nonlinear mixed effects modelling in NONMEM
software version 7.4.1 (ICON Development Solutions, Ellicott City, Maryland). Estimation of the
parameters was performed using first order conditional estimation with interaction method. One- and
two-compartment models with first order absorption and linear elimination were fit to the data. The
inter-individual variability (11V) of the PK parameters was modelled according to an exponential model,
i.e. assuming a log-normal distribution of the PK parameters. The inter-occasion variability (I0V) was
explored on PK parameters. The proportional and combined error models were tested for the residual
variability. The concentrations below LLOQ were included in the PK model with values fixed to

LLOQ/2.

2.4.2 Adherence

Three methods were tested on the base PK model in order to identify the non-adherent patients. The first
method (M1) assumes decreased bioavailability (F) of letrozole in non-adherent patients. A mixture
model was included on F and the model assigned each patient to one of two subpopulations: adherent
(Faan = 1, fixed) or non-adherent (0 < Fron-agh < 1) 8. Since one patient could be adherent at some visits
and non-adherent at others, the inclusion of IOV on Fnonadgh Was tested (each follow-up visit was
considered as a separate occasion).

Another approach (referred to hereafter as M2) was proposed by Gibiansky et al. ¢ and relies on the
assumption that non-adherent subjects show high fluctuations of Csswough between multiple occasions
which is reflected by a high residual error when the model does not include IOV. Therefore, the non-
adherent subjects could be identified based on their individual residual error estimates. The inclusion of
arandom effect i, on the residual error makes it possible to investigate the distribution of residual error
and search for subpopulations. For this method, the residual error of the model was described according
to the proportional model and the random effect n;; was included on the residual error according to the

following equation:
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Cobs,ij = Cpred,ii + Cpred,ij * €piij * €xp(1i)

Where Consij and Cpreq,ij represent the observed and predicted concentration, respectively, for the ith
subject and the jth measurement, & is the proportional residual error for the ith subject and jth
measurement and #;, is the individual value of the random effect on the residual error for the ith subject.
nic is assumed to follow a normal distribution with mean 0 and variance w.?. In this manner, the
identification of adherent and non-adherent subjects can be performed based on assumption that non-
adherent subjects have nis > 0 while adherent subjects have ;< 0.

The third method (M3) is inspired by the previous consideration on M2 and consists of an estimation of

a coefficient Gon-agn ON the residual error according to the following equation:

Cobs,ij = Cpred,ij + Cpred,ij * Epiij - Bnon-adh

A mixture model is used to assign each subject into one of two subpopulations with different values of
the coefficient: Gnonach = 1 (fixed) for adherent and Gnon-aah > 1 for non-adherent subjects (i.e. non-

adherent subjects have a higher residual error).

2.4.3 Covariate Analysis

Visual exploration of the relationship between covariates and individual PK parameters from the base
model was performed to search for possible associations. The following covariates were evaluated: body
weight (BW), age, CYP2A6 phenotype, CYP3A4*22 genotype (wild-type versus *22 carriers),
CYP3A4*1B genotype (wild-type versus *1B carriers), CYP3A5*3 genotype (expressers versus non-
expressers) and concomitant use of CYP3A4 inhibitors. When CYP2A6 phenotype was included in the
model, a separate coefficient was estimated for SM, IM and missing phenotype, with NM+UM
phenotype as the reference. The missing CYP3A4*22, *1B and CYP3A5*3 genotypes were imputed with
the most frequent category (wild-type for CYP3A4*22 and *1B and non-expressors for CYP3A5*3
genotype). The continuous covariates were included in the model according to linear function and were
scaled to the population median whereas a separate parameter was estimated for each group of for

categorical covariates (the reference group was the most frequent category).
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In the stepwise procedure, each covariate was included separately on a PK parameter. Statistical
discrimination between nested models was based on the log-likelihood ratio test using the objective
function value (OFV = -2In likelihood). A covariate was considered significant if its inclusion resulted
inadrop in OFV of at least 3.84 points (p<0.05, 1 degree of freedom [df], y2 test). Next, all the identified
significant covariates were included in an intermediate model and a stepwise backward deletion was
performed. If the removal of the covariate from the intermediate model resulted in an increase of at least
6.63 points in the OFV (p<0.01, 1 df, 42 test), it was considered significantly associated with the PK

parameter and remained in the final model.

2.4.4 Model evaluation and validation

During model development, a drop of at least 3.84 points in OFV (p < 0.05, 1 df, y2 test) between nested
models was considered statistically significant. Apart from the OFV, the selection of the model was
based on goodness-of-fit plots, precision (relative standard error, RSE), stability and plausibility of the
estimates. Goodness-of-fit plots included observed (DV) versus individual (IPRED) or population
(PRED) predicted concentrations, conditional weighted residuals (CWRES) versus PRED and time and
a visual predictive check (VPC) based on 1000 simulations of the original dataset. A bootstrap analysis

with resampling (n = 500) was performed with the final model.

3 Results

3.1 Patients and data

Table 1 summarizes the demographic and genetic characteristics of 619 patients included in the analysis.
A total of 2541 letrozole concentrations were analysed. Of those, 48 (1.9%) concentrations were below
LLOQ. The median sampling time was 24.2 hours (range 0 — 384) after dose. Concentrations versus
time after dose (all visits confounded) are presented on Figure S2. All the studied genotypes were in
Hardy-Weinberg equilibrium after Bonferroni correction for multiple testing. Thirty-four patients

(5.5%) had missing CYP2A6 phenotype because of a failed genotyping test.
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3.2 Population pharmacokinetic analysis

The concentration-time data for letrozole were described by a one-compartment model with linear
absorption and elimination. The parameters of the model were: clearance (CL), volume of distribution
(V) and first order absorption rate constant (ka). The parameters are considered apparent (i.e. CL/F and
V/F) with the exception of the model including estimation of Fnon-aan (M1) where CL and V are the
absolute values. A two-compartment model was also fitted to the data but the PK parameters (peripheral
volume of distribution V, and inter-compartmental clearance Q) and associated 11V were estimated with
high imprecision without any significant benefit in terms of residual variability, therefore the two-
compartment model was discarded. The 11V was included only on CL and was fixed to O for V and ka
as it could not be reliably estimated. The inclusion of IOV on CL did not improve the model. The residual

variability was described by a combined error (M1) or proportional error (M2 and M3) model.

3.2.1 ldentification of non-adherent patients

The performance of three different approaches to identify non-adherent subjects was investigated on the
base model and the summary of these methods (M1, M2 and M3) is presented in Table 2.

Inclusion of a mixture model on F (M1) resulted in a drop in OFV of 59 points (p < 0.00001). The
estimated Fnon-aah Was 0.0107 (RSE = 36%) and fraction of the non-adherent subpopulation was 2%. The
individual adjustment plots showed that only the patients with concentrations near LLOQ throughout
all the visits were identified as non-adherent (Figure 1, Patient 6) whereas patients with several
observations of which part of them were inexplicably lower than others suggesting non-adherence were
assigned as adherent. Therefore, to allow the Fnon-adh t0 Vary between different PK occasions, an inter-
occasion term on Fron-adh Was introduced (each follow-up visit was considered as a separate occasion).
The estimated fraction of non-adherent population (defined as non-adherent during at least one follow-
up visit) was 5.4% and Fnon-agh Was estimated to 0.0741 (RSE = 52%). However, high 11V and 10V (552%
and 503%, respectively) were estimated on Fnon-adh Which was related to the fact that some of the patients
assigned into non-adherent subpopulation based on low concentrations at one of the follow-up visits had

“normal” concentration levels at other occasions. In addition, this model was unstable and the estimates
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of IV and IOV on Fnon-adn Were associated with high shrinkage values and therefore it was not considered
for further analyses.

The M2 consisted on separation of patients into two subpopulations based on ;.. When the non-adherent
subjects were considered as those with ni,> 0, 28% of patients were identified as non-adherent (Table
S3). In the M3, a mixture model was used to assign subjects into two populations based on Gnon-adn
estimate. The probability of being in the non-adherent population was estimated by the model as being
28%. Post-hoc analysis of the individual assignment into the adherent and non-adherent subpopulations
showed that 18% of patients were classified as non-adherent. Interestingly, all of these subjects were
also identified as non-adherent by M2 (Table S3). Figure S4 presents the distribution of 1, (Obtained
by M2) and subpopulations identified by the mixture model on Gnon-adh (M3).

M2 and M3 based on the residual error identified a higher percentage of non-adherent patients than M1.
Indeed, M2 and M3 assigned all patients with high fluctuations of Csstrough to non-adherent population
whereas M1 considered as non-adherent only the patients with very low concentrations (< LLOQ)
throughout all the study. Concerning comparison of the three methods, all of the patients identified by
M3 were also identified by M2 whereas 92% and 75% patients identified as non-adherent by M1 were
also identified by M2 and M3, respectively (Table S3).

Overall, the three evaluated methods identified 29% of patients as non-adherent (Table S3). Since PK
analysis in a population with non-adherence patterns could lead to biased estimates, the covariate
analysis was performed on the adherent subpopulation (n = 442) identified by all three methods. The
characteristics of the population included in the covariate analysis are presented in Table 1. The
comparison between included (adherent) and excluded (non-adherent) patients showed no statistically
significant differences for any of the covariates except for the intake of CYP3A4 inhibitors (p=0.006).
Specifically, a more frequent use of weak CYP3A4 inhibitors was observed in the non-adherent (4.1%)
compared to the adherent subpopulation (1.9%) although the intake of moderate/strong CYP3A4

inhibitors was similar in both groups (2.1% for non-adherent patients versus 2.3% for adherent).
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3.2.2 Covariate analysis

The plots of the individual CL obtained from the base model versus CYP2A6 phenotype, CYP3A4*22,
*1B and CYP3A5*3 genotypes as well as BW and age are presented on Figure 2. In the univariable
analysis, CYP2A6 phenotype (p < 0.00001) was the only covariate significantly associated with CL.
CYP2A6 phenotype explained 16.3% of 11V on CL (decrease from 42.4% in the base model to 35.5%

in the final model). The final equation to predict the individual CL; was as follows:
CLi=1.3(L/n) - 0.78™ . 0.545M. 0.82Mss9 . exp(ncLi)

Where IM, SM and missing equal 1 if the patient has CYP2A6 IM, SM or missing phenotype,
respectively, and 0 otherwise and #cui is the estimated 11V on CL for the ith subject. According to the
estimates of the final model, CYP2A6 IM and SM patients had 22% and 46% lower CL, respectively,
than NM+UM patients. Estimation of a separate coefficient for patients with missing CYP2A6
phenotype improved the model fit compared to when missing phenotype was imputed with the most
frequent category (i.e. NM+UM; AOFV =7 points). Indeed, missing CYP2A6 phenotype was associated
with an 18% lower CL than NM+UM. Finally, CYP3A4*22, *1B and CYP3A5*3 genotypes and
concomitant CYP3A4 inhibitors were not significant covariates on CL (p = 0.20, p=0.87,and p = 0.29,
respectively).

The estimates of the final model and the results of the bootstrap analysis are presented in Table 3. The
goodness-of-fit plots and VPC of the final model are presented in Figure 4 and Figure 5, respectively.
The IPRED and PRED versus observed concentrations show that the model describe well the data and
the residual diagnostics CWRES versus PRED and time do not show a significant misspecification of
the model. The VPC stratified on CYP2A6 phenotype showed good agreement between the model-

predicted median, 5" and 95" percentiles of the concentrations and the observed data.

4  Discussion
Herein we report a population PK analysis of letrozole in adjuvant breast cancer patients based on data
from a prospective longitudinal study. To the best of our knowledge, this is the first population PK

model for letrozole in breast cancer patients from a European population. The model identified a
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significant impact of CYP2A6 on CL of letrozole and estimated the fraction of patients non-adherent to
the treatment.

In our study, the sparse concentration-time data for letrozole were described by a one compartment
model with linear absorption and elimination. The mean estimates of apparent CL/F (1.3 L/h in CYP2A6
NM+UM patients, CI95% = 1.25 -1.35) and V/F (174 L, C195% = 141 — 207) in our study are consistent
with the values from a previously published non-compartmental analysis in 24 breast cancer patients
(median CL/F at steady-state = 1.20 L/h and median V/F = 183 L) 3, validating our PK model.

The individual PK profiles in some patients showed high fluctuations of Csswougn throughout the study
whereas some patients had < LLOQ concentrations at all of the study visits which suggests non-
adherence. Three different methods were used to identify the non-adherent subpopulation using the base
PK model. In M1, the fraction of non-adherent patients estimated by the mixture model was 2%.
However, this approach assigned to the non-adherent subpopulation only patients with very low
concentrations (< LLOQ value) at all study visits. The attempts to include IOV on Fnon-agn to allow it to
vary between occasions and therefore estimate a higher fraction of non-adherent patients resulted in an
unstable model. Both M2 and M3 assumed that non-adherent patients were those with high fluctuations
of Csswough (i.€. high residual error) between multiple occasions. M2 consisted in the evaluation of the
distribution of n;; and the assumption that non-adherent patients have n;; > 0 and resulted in the
assignment of 28% of patients as non-adherent. In M3, a mixture model identified 18% of patients as
non-adherent based on a Onon-adh COefficient on the residual error.

Overall, we identified 29% of patients as non-adherent based on the M1, M2 and M3 methods. We
considered all of them since one subject identified as non-adherent by M1 was adherent according to
M2 and M3. However, this patient had Csswough Near LLOQ throughout all study visits and since no
fluctuations were observed, M2 did not identify this subject as non-adherent. The number of non-
adherent patients estimated in this study is consistent with the previous studies based on evaluation of
medical reports or self-reports 1°. However, since adherence is often under-reported, a combination of
PK-based methods with conventional approaches might bring more insights about the true adherence

during adjuvant treatment of breast cancer.
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Overall, the methods proposed by Gibiansky et al. 6 based on the evaluation of the distribution of
residual error seemed a better approach to identify non-adherent subjects. However, high fluctuations
of Csswough might not only be related to adherence to treatment but also to intake of CYP inhibitors or
inducers not reported in the study, or analytical variability. In our analysis, the analytical variability is
not likely to be the confounding factor since for a given patient, all the samples were quantified by
HPLC-MS/MS within the same day. However, a more frequent use of weak CYP3A4 inhibitors was
observed in the non-adherent compared to the adherent subpopulation. This could explain the higher
Csswough  fluctuations observed in those patients. Nevertheless, no difference between the two
subpopulations was observed for the use of moderate/potent CYP3A4 inhibitors. Finally, in the covariate
analyses performed both in the adherent subpopulation and in the entire population (Table S5), the
CYP3A4 inhibitors did not have a significant impact on CL.

In order to ensure unbiased estimates in the final PK model, we excluded patients identified as non-
adherent by the PK model from the covariate analysis. CYP2A6 phenotype was the only covariate
significantly associated with CL. In particular, IM and SM patients had 22% and 46%, respectively,
lower CL than NM+UM patients. This is consistent with previous reports showing that impaired
CYP2AG6 activity due to genetic polymorphisms resulted in increased plasma exposure to letrozole,
compared to patients with normal CYP2AG6 activity *°. In addition, estimation of a separate effect of the
missing CYP2A6 phenotype on CL significantly improved the model fit compared to the model where
missing phenotype was imputed with NM+UM phenotype. In this manner, patients with missing
CYP2AG6 phenotype had 18% lower CL than NM+UM patients suggesting that these patients are a mixed
population of NM, IM and PM phenotypes leading to an intermediate value of CL decrease. Finally,
CYP2A6 phenotype explained 16.3% of the 11V in letrozole CL in our analysis, consistently with Borrie
et al. (17%) ° whereas Desta et al. reported a slightly higher percentage (23%) probably due to a more
extensive CYP2A6 genotyping in their study *.

In our study, CYP3A4*22, *1B and CYP3A5*3 genetic polymorphisms were not correlated with
letrozole CL. Consistently with our results, in one previous study no impact of CYP3A5*3 on letrozole
concentrations was observed . The impact of CYP3A4*22 and *1B genetic polymorphisms on letrozole

plasma concentrations in breast cancer patients has not been previously investigated. In addition, in our
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analysis, concomitant CYP3A4 inhibitors did not have a significant impact on letrozole CL although the
number of occasions corresponding to concomitant use of a CYP3A4 inhibitor was low (4.9%).
Nevertheless, it has been demonstrated in vitro that CYP3A4 is a low-affinity component involved in
the formation of the carbinol metabolite of letrozole compared to CYP2A6 2. Therefore, it might be
suggested that CYP2AG6 is the most important enzyme involved in the inactivation of letrozole in vivo
and that CYP3A4 plays a minor role. However, further studies evaluating the impact of CYP3A4/5
genetic polymorphisms and CYP3A4 inhibitors on letrozole PK should be performed to confirm our
findings.

Previous studies have reported that patients who were older and had lower BMI had higher plasma
letrozole concentrations *°. In the present analysis, letrozole CL was not correlated with age nor BW.
However, we performed a supplementary covariate analysis on the model including M1 based on the
total study population (n =619; Table S5) and it demonstrated that letrozole CL was positively correlated
with BW and negatively correlated with age. Nevertheless, only a slight change in CL with change in
age or BW would be expected based on this supplementary analysis. Indeed, a 6% decrease in CL every
10 years and a 3% increase in CL with every 10 kg increase in BW was estimated. This might explain
why those covariates were not identified in the analysis performed on the adherent population.

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first population PK model for letrozole in
European breast cancer patients enrolled in an adjuvant, prospective, longitudinal clinical trial. The
longitudinal character of this study allowed for the quantification of non-adherence based on plasma
steady-state concentrations of letrozole. In addition, our results confirm that CYP2A6 plays an important
role in the elimination of letrozole. Hence, its decreased activity due to genetic polymorphisms may
increase the risk of adverse events. The results of this study will be helpful to perform further PKPD

analysis for letrozole concerning occurrence of adverse events.
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Table 1 Characteristics of the total population and of the adherent patients included in the covariate analysis.

Data are presented as median [range] or number (%).

Adherent patients included

All patients
Characteristic in the covariate analysis  p-value?
(n =619)
(n =442)
Age at inclusion (years) 61 [40 — 84] 61 [40 — 84] 0.83
Body weight (kg) 66 [37 — 122] 66 [40 - 122] 0.58
CYP2A6 phenotype
Normal or ultrarapid (NM+UM) 459 (78.5%) 319 (76.1%)
Intermediate (IM) 52 (8.9%) 40 (9.6%) 0.15
Slow (SM) 74 (12.6%) 60 (14.3%)
Missing 34 23
CYP3A4*22 genotype
Wild-type (*1/*1) 562 (92.3%) 400 (92.4%)
Heterozygous mutant (*1/*22) 46 (7.5%) 32 (7.4%) 0.98°
Homozygous mutant (*22/*22) 1 (0.2%) 1 (0.2%)
Missing 10 9
CYP3A4*1B genotype
Wild-type (*1/*1) 567 (92.3%) 402 (92.0%)
Heterozygous mutant (*1/*1B) 46 (7.5%) 34 (7.8%) 0.75P
Homozygous mutant (*1B/*1B) 1 (0.2%) 1 (0.2%)
Missing 5 5
CYP3A5*3 genotype
Wild-type (*1/*1) 5 (0.8%) 3 (0.7%)
Heterozygous mutant (*1/*3) 93 (15.3%) 62 (14.3%) 0.27¢
Homozygous mutant (*3/*3) 511 (83.9%) 368 (85.0%)
Missing 10 9
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Co-medications Number of occasions (%)
CYP3A4 inhibitors
0.006
Weak® 68 (2.7%) 33 (1.9%)

Moderate/potent® 57 (2.2%) 39 (2.3%)

aStudent’s t-test and y? test between the included (adherent) and excluded (non-adherent) populations;

bfor the 42 test, the genotypes were grouped into wild-type (including missing) and carriers of a variant allele
“for the 2 test, the genotypes were grouped into expressers and non-expressers (including missing)

dweak CYP3A4 inhibitors: esomeprazole; fluvoxamine; fluoxetine, efavirenz;

®moderate/potent CYP3A4 inhibitors: amiodarone, ciprofloxacin, clarithromycin, diltiazem, erythromycin,

fluconazole, idinavir, ketoconazole, verapamil;
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Table 2 Evaluation of three approaches to identify non-adherent patients using the base pharmacokinetic model.

Mean estimate (RSE %) [shrinkage %]

Parameter

Base model M12 M2°P M3¢
ka (h™) 2.08 (43) 2.36 (41) 1.69 (18) 1.68 (41)
V(L) 180 (11) 186 (11) 158 (17) 157 (12)
CL (L/h) 1.26 (2) 1.24 (2) 1.23(2) 1.26 (2)
Fadn - 1FIX - -
Fron-adh - 0.0107 (36) - -
Ghnon-adn - - - 2.51 (5)
Estimated fraction of adherent population - 0.98 (0.6) - 0.72 (6)
Proportion of adherent patients (%) (obtained by - 98.0 72.0 82.0
post-hoc analysis)
Inter-individual variability on CL (CV %) 46.9 (4) [6] 42.2 (3.9) [5] 45.5 (7) [2] 49.2 (7) [3]

Inter-individual variability on proportional
residual error (CV %)
Proportional error (CV %)

Additive error (ng/mL)

17.9 (8) [11]
11.2 (10)

- 40.5 (8) [20]

19.8 (12) [11] 19.7 (3) [7]
8.94 (29) -

16.4 (5) [15]

CL clearance, CV coefficient of variation, Fagn bioavailability of the adherent population, Fnon-aah, bioavailability of the non-adherent population, ka first order

absorption rate constant, Gnon-adh COefficient for non-adherent patients estimated on the residual error, RSE relative standard error, V volume of distribution

8M1 — Method based on inclusion of a mixture model on F

®M2 — Method based on estimation of a random effect n; ; on residual error

°M3 — Method based on inclusion of a mixture model on Gnon-agh
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Table 3 Estimates of the final pharmacokinetic model and results of bootstrap analysis (n = 500).

Mean estimate (RSE %)

Parameter Bootstrap mean (C195%b)
[shrinkage]

ka (W) 1.68 (47) 2.24 (0.82 - 5.56)

V (L) 174 (10) 174 (145 — 211)

CL (L/n) 1.3(2) 1.3 (1.25-1.35)
CYP2A6 IM on CL 0.78 (6) 0.78 (0.69 - 0.88)
CYP2A6 SM on CL 0.54 (5) 0.54 (0.49 — 0.59)
missing CYP2A6 on CL 0.82 (8) 0.82 (0.69 — 0.98)

11V on CL (CV %) 35.5 (4) [3] 35.2 (32.4-38.0)

Proportional error (CV %) 14.3 (2) [13] 14.1 (13.7-14.7)

ClI confidence interval, CL clearance, CV coefficient of variation, CYP2A6 IM CYP2A6 intermediate
metabolizer phenotype, CYP2A6 SM CYP2A6 slow metabolizer phenotype, 11V inter-individual

variability, ka first order absorption rate constant, RSE relative standard error, V volume of distribution
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Figure 1 Individual pharmacokinetic profiles of 6 patients from the base model. The patient (1) was
identified as adherent with M1, M2 and M3, patients (2 — 5) were identified as non-adherent with M2
and M3 and patient (6) was identified as non-adherent with M1, M2 and M3. The points represent

observations and the dotted line represents individual predictions (IPRED) from the base model.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplemental File S1 Details of the genotyping analysis.

The genotyping for CYP2A6*2, *9, CYP3A4*22, *1B and CYP3A5*3 was performed on the Biomark
(Fluidigm) in a microfluidic multiplex 96.96 dynamic array chip. One chip was used to analyze 90
samples for 96 SNP. Briefly, a 14-cycle preamplification reaction was performed for each sample in 5
pl by pooling 96 Tagman Assays, 1.25 pl gDNA, and 2.5 pl 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix
(QIAGEN, Cat. no. 206143). For each individual assay, 4l of an Assay Mix containing Tagman Assays
and 1X Assay Loading Reagent was loaded into one of the Assay Inlets on the chip. References for
Tagman assays were C__ 27861808 60 for rs1801272 (CYP2A6*2), C_ 30634332_10 for rs28399433
(CYP2A6*9), C__ 59013445 10 for rs35599367 (CYP3A4*22), C__ 1837671_50 for rs2740574
(CYP3A4*1B) and C__ 26201809 _30 for rs776746 (CYP3A5*3).

The following solution (5 pl) was loaded in sample inlets: 2.1 ul Preamplified sample previously diluted
to 1:5 in low TE Buffer, 2.5 pl 2X Tagman Genotyping Master Mix (ThermoFisher, Cat. no. 4371357),
0.25 pl 20X GT Sample Loading Reagent (Fluidigm, PN 85000741), 0.05 ul Ampli Tag Gold DNA
polymerase (ThermoFisher, Cat. no. 4311818).

The Biomark's specific cycling program was used to amplify fragments:

Hot start: 95°C 10 min

PCR cycle: 50 cycles

95°C 15 sec

60°C 60 sec

The genotypes were obtained by clustering, using Fluidigm SNP Genotyping Analysis version 4.1.3

according to Fluidigm’s recommendations.

e CNV analysis
CNV genotyping was performed on the 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) in
a 384wells plate. For each specific assay, the following solution (3 pl) was prepared and added in sample

dilution aliquot (2 pl, 5 ng/ul): 2.5 pl 2X Tagman Genotyping Master Mix (ThermoFisher, Cat. No.
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4371357), 0.3 pul 20X Tagman Copy Number Reference Assay (Thermofisher, Cat. No. 4403328), 0.1
pl 60X Tagman Copy Number Specific Assay (Thermofisher, Cat. No. 4400293, Hs07545274 cn for
CYP2A6). Each measure was realized in 3 replicates.

The 7900HT's specific cycling program was used to amplify fragments:

Hot start: 95°C 10 min.

PCR cycles: 40 cycles

95°C 15 sec

60°C 60 sec

ABI 7900HT SDS (Sequence Detection Systems) software and CopyCaller software were used for CNV

analysis, according to Applied Biosystems recommendations.
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Figure S2 Steady-state plasma concentrations of letrozole versus time after last dose.
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Table S3 Comparison of the performance of the three methods (M1, M2 and M3) to identify non-

adherent subjects (1 = adherent, 0 = non-adherent).

Number of
M12 M2P M3¢ patients
(% of total)
1 1 1 442 (71)
1 0 1 59 (9.5)
1 0 0 106 (17)
0 1 1 1(0.16)
0 0 1 2(0.32)
0 0 0 9 (1.4)

aM1 — Method based on inclusion of a mixture model on F
®M2 — Method based on estimation of a random effect n; ; on residual error

‘M3 — Method based on inclusion of a mixture model on Gnon-adn
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Figure S4 Distribution of the random effect on residual error (nis, method M2). The colours represent

the populations identified by mixture model on Gnon-aah coefficient (M3). The dashed line represents the
cutoff value of n;; for M2 method.
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Table S5 Results of the covariate analysis on the model including M1 (n = 619).

Parameter Mean estimate (RSE %) [shrinkage]
ka (W) 2.48 (43)
V (L) 186 (11)
CL (L/h) 1.38(2)
CYP2A6 IM on CL 0.78 (5)
CYP2A6 SM on CL 0.52 (5)
missing CYP2A6 on CL 0.79 (6)
Age on CL -0.0058 (33)
BW on CL 0.0032 (32)
Fadn 1FIX
Fron-adn 0.0114 (39)
Fraction of adherent subpopulation 0.98 (0.6)
11V on CL (CV %) 34.4 (4) [7]
Proportional error (CV %) 19.8 (13) [10]
Additive error (ng/mL) 8.9 (32)

BW body weight, CI confidence interval, CL clearance, CV coefficient of variation, CYP2A6 IM
CYP2AG6 intermediate metabolizer phenotype, CYP2A6 SM CYP2A6 slow metabolizer phenotype,
Faan bioavailability of the adherent subpopulation, Fnon-aah bioavailability of the non-adherent
subpopulation, 11V inter-individual variability, ki first order absorption rate constant, RSE relative

standard error, V volume of distribution
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Supplemental File S6 Control stream of the model including M1.

$PROBLEM PK LETROZOLE METHOD M1

$INPUT ID VISIT TAD TIME RTIME CMT AMT Z=DROP DV MDV EVID SS Il AGE BW GEN3A4 GEN3A5

CLUST GEN3A4_1B CYP2A6 CMPL INH_3A

$DATA letrozole_pk_cov_cleaned_31072019.prn IGNORE=@ NULL=.

$SUBROUTINES ADVAN2 TRANS2
$PK

TVKA=THETA(1)
KA=TVKA*EXP(ETA(1))
TVCL=THETA(2)
CL=TVCL*EXP(ETA(2))
TVV=THETA(3)
V=TVV*EXP(ETA(3))

EST=MIXEST
IF (MIXNUM.EQ.1) THEN
F1=THETA(4)

ELSE

F1=THETA(5)

ENDIF

S2=V

$MIX
P(1)=THETA(6)
P(2)=1-THETA(6)
NSPOP=2

$ERROR

IPRED=F

IF (F.GT.0) THEN
W=(F*F*THETA(7)**2+ THETA(8)**2)**0.5
ELSE

Page | 234



W=1

ENDIF
Y=F+W*EPS(1)
IRES=DV-IPRED
IWRES=IRES/W

$THETA (0, 1.5)  ;Ka

$THETA (0, 1.2) ; CL

$THETA (0, 150) ;V

$THETA (1 FIX) i F

$THETA (0, 0.01, 1) ; F for non-adh
$THETA (0, 0.9, 1) ; freq pop F=1
$THETA (0, 0.15)  ; err prop
$THETA (0, 7) ; err add

$OMEGA 0 FIX
$OMEGA 0.2
$OMEGA 0 FIX

$SIGMA 1 FIX

$ESTIMATION METHOD=1 INTERACTION MAXEVAL=9999 NOABORT
$COVARIANCE

$TABLE ID VISIT TAD TIME PRED IPRED IWRES CWRES EVID MDV CMT NOPRINT ONEHEADER
FILE=sdtab007

$TABLE ID KA CL V F1 EST ETA(2) NOPRINT ONEHEADER FILE=patab007
$TABLE ID AGE BW NOPRINT ONEHEADER FILE=cotab007

$TABLE ID GEN3A4 GEN3A5 CLUST GEN3A4 1B CYP2A6 CMPL INH_3A NOPRINT ONEHEADER
FILE=catab007
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Supplemental File S7 Control stream of the model including M2.

$PROBLEM PK LETROZOLE M2 METHOD

$INPUT ID VISIT TAD TTIME=TIME RTIME CMT AMT Z=DROP DV MDV EVID SS Il AGE BW GEN3A4

GEN3A5 CLUST GEN3A4_1B CYP2A6 CMPL INH_3A
$DATA letrozole_pk_cov_cleaned_31072019.prn IGNORE=@ NULL=.

$SUBROUTINES ADVAN2 TRANS2
$PK

TVKA=THETA(1)
KA=TVKA*EXP(ETA(1))
TVCL=THETA(2)
CL=TVCL*EXP(ETA(2))
TVV=THETA(3)
V=TVV*EXP(ETA(3))

S2=V

$ERROR

IPRED=F

DEL=0

IF (F.EQ.0) DEL=1

W=F+DEL

Y =F + W * ERR(1)*EXP(ETA(4))
IPRED = F

IRES = DV - IPRED

IWRES = IRES/W

$THETA (0, 1.5) ; Ka
$THETA (0, 1.2) ; CL
$THETA (0, 150) ;V

$OMEGA 0 FIX
$OMEGA 0.2
$OMEGA 0 FIX
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$OMEGA 0.3 IV err prop

$SIGMA 0.1

$ESTIMATION METHOD=1 INTERACTION MAXEVAL=9999 NOABORT
$COVARIANCE

$TABLE ID VISIT TAD TIME PRED IPRED IWRES CWRES EVID MDV CMT NOPRINT ONEHEADER
FILE=sdtab010

$TABLE ID KA CL V ETA(2) ETA(4) NOPRINT ONEHEADER FILE=patab010
$TABLE ID AGE BW NOPRINT ONEHEADER FILE=cotab010

$TABLE ID GEN3A4 GEN3A5 CLUST GEN3A4 1B CYP2A6 CMPL INH_3A NOPRINT ONEHEADER
FILE=catab010
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Supplemental File S8 Control stream of the model including M3.

$PROBLEM PK LETROZOLE M3 METHOD

$INPUT ID VISIT TAD TTIME=TIME RTIME CMT AMT Z=DROP DV MDV EVID SS Il AGE BW GEN3A4
GEN3AS5 CLUST GEN3A4_1B CYP2A6 CMPL INH_3A

$DATA letrozole_pk_cov_cleaned_31072019.prn IGNORE=@ NULL=.
$SUBROUTINES ADVAN2 TRANS2
$PK

TVKA=THETA(1)
KA=TVKA*EXP(ETA(1))
TVCL=THETA(2)
CL=TVCL*EXP(ETA(2))
TVV=THETA(3)
V=TVV*EXP(ETA(3))

EST=MIXEST

SD=1
IF(MIXNUM.EQ.2)SD=THETA(4)
S2=V

$MIX
P(1)=THETA(5)
P(2)=1-THETA(5)
NSPOP=2

$ERROR

IPRED=F

DEL=0

IF (F.EQ.0) DEL=1
W=F+DEL

Y = F + W * ERR(1)*SD
IPRED = F

IRES = DV - IPRED
IWRES = IRES/W
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$THETA (0, 1.5) ; Ka

$THETA (0, 1.2) ; CL

$THETA (0, 150) ;V

$THETA (0, 1.7)  ; SD non-adh
$THETA (0, 0.7, 1) ; freq pop adh

$OMEGA 0 FIX
$OMEGA 0.2
$OMEGA 0 FIX

$SIGMA 0.1

$ESTIMATION METHOD=1 INTERACTION MAXEVAL=9999 NOABORT
$COVARIANCE

$TABLE ID VISIT TAD TIME PRED IPRED IWRES CWRES EVID MDV CMT NOPRINT ONEHEADER
FILE=sdtab011

$TABLE ID KA CL V EST ETA(1) NOPRINT ONEHEADER FILE=patab011
$TABLE ID AGE BW NOPRINT ONEHEADER FILE=cotab011

$TABLE ID GEN3A4 GEN3A5 CLUST GEN3A4 1B CYP2A6 CMPL INH_3A NOPRINT ONEHEADER
FILE=catab011
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Supplemental File S9 Control stream of the final model.

$PROBLEM PK LETROZOLE FINAL MODEL

$INPUT ID VISIT TAD TIME RTIME CMT AMT Z=DROP DV MDV EVID SS Il AGE BW GEN3A4 GEN3A5
CLUST GEN3A4_1B CYP2A6_old CYP2A6 CMPL INH_3A

$DATA letrozole_pk_cov_adherent_19082019.prn IGNORE=@ NULL=.
$SUBROUTINES ADVAN2 TRANS2

$PK

CYP2A6_SM=0

CYP2A6_IM=0

CYP2A6_MSNG=0

IF(CYP2A6.EQ.0)CYP2A6_SM=1

IF(CYP2A6.EQ.1)CYP2A6_IM=1

IF(CYP2A6.EQ.-99)CYP2A6_MSNG=1

;else CYP2A6 = 2 (NM+UM)

TVKA=THETA(1)

KA=TVKA
TVCL=THETA(Q2)*THETA(4)**CYP2A6_IM*THETA(5)**CYP2A6_SM*THETA(6)**CYP2A6_MSNG
CL=TVCL*EXP(ETA(1))

TVV=THETA(3)

V=TWV

S2=V

AUC=AMT/CL

$ERROR

IPRED=F

DEL=0

IF (F.EQ.0) DEL=1
W=F+DEL

Y = F + W * ERR(1)
IPRED = F

IRES = DV - IPRED

IWRES = IRES/W
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$THETA (0, 2) ; Ka

$THETA (0, 1.2) ; CL

$THETA (50, 150) ;V

$THETA (0, 0.7) ; CYP2A6_IM / CL
$THETA (0, 0.5) ; CYP2A6_SM / CL
$THETA (0, 1) ; CYP2A6_MSNG / CL

$OMEGA 0.2

$SIGMA 0.1

$ESTIMATION METHOD=1 INTERACTION MAXEVAL=9999 NOABORT
$COVARIANCE

$TABLE ID VISIT TAD TIME PRED IPRED IWRES CWRES EVID MDV CMT NOPRINT ONEHEADER
FILE=sdtab031

$TABLE ID VISIT KA CL V AUC ETA(1) NOPRINT ONEHEADER FILE=patab031
$TABLE ID AGE BW NOPRINT ONEHEADER FILE=cotab031

$TABLE ID GEN3A4 GEN3A5 CLUST GEN3A4 1B CYP2A6 CMPL INH_3A NOPRINT ONEHEADER
FILE=catab031
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3.2.2  Résultats complémentaires

Les résultats de I’analyse sur la relation entre les effets indésirables et les concentrations observées a la
visite a 6 mois ont fait I’objet d’une présentation sous forme de poster au congrés San Antonio Breast
Cancer Symposium en 2017 33, Cette analyse était indépendante du modéle pharmacocinétique.

Sur 486 patientes pour lesquelles les données de toxicité et un prélévement pharmacocinétique a 6 mois
ont été disponibles, I’apparition ou la majoration des effets indésirables a la visite de suivi a 6 mois par
rapport a la baseline a été notée pour les bouffées de chaleur (33% des patientes), la dépression (16%),
les douleurs (43%), les douleurs articulaires (32%), la fatigue (23%), les troubles gynécologiques (10%),
les éveénements thromboemboliques (0.9%). Au moins une toxicité a été rapportée chez 65% des
patientes. L’arrét ou le changement du traitement pour toxicité a été noté chez 0.2% et 1.25% des
patientes respectivement.

La concentration médiane du létrozole a la visite a 6 mois était de 74.1 ng/mL (intervalle: 0 — 591, n =
486). Un test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney a été utilisé pour étudier la relation entre
les effets indésirables et les concentrations observées du létrozole a la visite a 6 mois. Les résultats sont

présentés dans le Tableau 8.

Tableau 8 Résultats de 1'analyse PK/PD (concentrations observées) du 1étrozole a la visite a 6 mois.

Concentration médiane (intervalle) (ng/mL)

Effet indésirable p-value
Oui Non
70.9 (0—591) 75.8 (0 —225)
Bouffées de chaleur (n = 455) 0.46
(n=151) (n=304)
. 86.8 (0 —229) 72.5 (0—591)
Dépression (n = 457) 0.11
(n="174) (n=383)
72.8 (0 —229) 74.9 (0—591)
Douleurs (n = 455) 0.69
(n=198) (n=257)
o 71.2 (1.3 -229) 73.5 (0-591)
Douleurs articulaires (n =417) 0.92
(n=132) (n = 285)
_ 72.2 (0 —229) 74.9 (0—591)
Fatigue (n = 458) 0.88
(n=107) (n=351)
Troubles gynécologiques 75.2 (1.3 -229) 73.8 (0—591) 0.57
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(n = 454) (n = 48) (n = 406)

Evénements thromboemboliques 58.6 (20.3 - 102) 74.1 (0—-591) 032
(n=456) (n=4) (n=452)
Arrét de traitement pour toxicité 68.5 74.1 (0—-591) 081
(n=486) (n=1) (n=485)
Changement de traitement pour 104 (50.7 — 229) 74 (0-591) 021
toxicité (n = 486) (n=16) (n=480)

L’analyse PK/PD avec les concentrations observées a montré que les patientes ayant rapporté
’apparition ou la majoration de la dépression a la visite a 6 mois ont eu des concentrations plus élevées
de 1étrozole que les patientes n’ayant pas eu cet effet indésirable (médiane: 86.8 ng/mL, n = 74 versus
72.5 ng/mL, n = 383) mais cette différence n’était pas statistiquement significative (p = 0.11). Les
patients ayant changé le traitement pour toxicité présentaient les concentrations du 1étrozole plus élevées
que les autres patientes (104 ng/mL, n = 6 versus 74 ng/mL, n = 480), mais cette différence n’était pas
statistiquement significative (p=0.21). Par ailleurs, les douleurs articulaires, étant les effets indésirables
les plus fréquents du létrozole, n’ont pas été significativement associés a la concentration plasmatique

de létrozole (p = 0.92).

Grace a I’analyse par approche de population, la relation entre les parametres pharmacocinétiques
individuels prédits par le modéle et 1’apparition ou la majoration des effets indésirables a la premiére
visite de suivi & 6 mois a pu étre étudiée.

Premiérement, les paramétres individuels obtenu par I’analyse de population ont été utilisés pour

calculer les AUC du létrozole a I’état d’équilibre (AUCg,):

AUCss,‘r =DOSE / CL/F

ou DOSE est la dose administrée et CL/F est la clairance apparente individuelle prédite par le mode¢le.

L’AUCs: médiane était de 2058 ng/mL.h (intervalle: 762 — 7505, n = 333) accompagnée d’une
variabilité interindividuelle de 1’ordre de 47.7% (CV %). L’ AUCs. médiane chez les patientes avec un
phénotype CYP2A6 SM, IM et NM+UM était de 3457 ng/mL.h (1298 — 7505), 2468 ng/mL.h (1198 —

5621) et 1882 ng/mL.h (762 — 4685), respectivement.
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Un test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney a été utilisé pour comparer 1’AUCs; entre les

patientes ayant présenté ou non un effet indésirable a la visite a 6 mois. Cette analyse a été effectuce

pour les patientes incluses dans le mode¢le final avec les covariables (i.e. considérées comme adhérentes)

et pour lesquelles les données de toxicité a 6 mois étaient disponibles (n = 333). Les résultats sont

présentés dans le Tableau 9.

Tableau 9 Résultats de 1’analyse PK/PD (AUCss,t) du létrozole a la visite a 6 mois.

AUC;,,: médiane (intervalle) (ng/mL.h)

Effet indésirable p-value
Oui Non
1968 (910 — 7505) 2085 (762 — 5723)
Bouftées de chaleur (n = 309) 0.64
(n=104) (n=205)
_ 2230 (762 — 5573) 2034 (774 — 7505)
Dépression (n=311) 0.34
(n=151) (n=260)
1982 (762 — 5573) 2070 (1082 —7505)
Douleurs (n = 308) 0.42
(n=133) (n=175)
o 2042 (762 — 5573) 2025 (774 — 5723)
Douleurs articulaires (n = 283) 0.78
(n=86) (n=197)
. 1903 (762 — 5319) 2070 (1006 — 7505)
Fatigue (n=311) 0.65
(n="72) (n=239)
Troubles gynécologiques 1965 (762 — 5319) 2071 (910 — 7505) 0.9
(n=2309) (n=35) (n=274) '
Evénements thromboemboliques 2187 (2134 — 2239) 2050 (762 — 7505) 0.77
(n=311) (n=2) (n=309) '
Arrét de traitement pour toxicité 1789 2058 (762 — 7505) 0.61
(n=1333) (n=1) (n=332) '
Changement de traitement pour 2486 (1367 — 5319) 2057 (762 — 7505) 0.68
toxicité (n = 333) (n=6) (n=327) '

L’AUC,s . médiane était plus élevée chez les patientes ayant déclaré I’apparition ou la majoration de la

dépression (2230 ng/mL.h, n= 51 versus 2034 ng/mL.h, n =260) et des événements thromboemboliques

(2187 ng/mL.h, n = 2 versus 2050, n = 309) a la visite a 6 mois par rapport aux patientes qui n’ont pas

rapporté cet effet indésirable, mais ces différences n’étaient pas statistiquement significatives (p = 0.34

et p=0.77 respectivement). Les patientes ayant chang¢ le traitement pour toxicité avaient I’ AUCss plus
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¢levée que les autres patientes (2486 ng/mL.h, n =6 versus 2057 ng/mL.h, n=327), mais cette différence
n’était pas statistiquement significative (p = 0.68). Enfin, les douleurs articulaires n’ont pas été

significativement associés a I’ AUC;,; du 1étrozole (p = 0.78).
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3.3 Discussion

Ces travaux de thése ont porté sur la totalité des données pharmacocinétiques du létrozole de 1’étude
PHACS. Leur objectif était d’étudier la relation pharmacocinétique-pharmacogénétique du létrozole par
approche de population. Pour la premiére fois, un modele pharmacocinétique a été¢ développé dans une
population européenne.

Un des objectifs de I’étude PHACS est d’évaluer 1’observance réelle au traitement adjuvant et de la
comparer a celle rapportée par les patientes. En utilisant 1’approche de population, nous avons étudié
trois méthodes permettant d’identifier la non-adhérence. Deux de ces méthodes sont basées sur
I’hypothése que les patientes non-adhérentes montrent des fluctuations des concentrations plasmatiques
a I’état d’équilibre au cours des différentes occasions qui ne sont pas expliquées par le modéle de
variabilité intra-individuelle. Contrairement aux patientes adhérentes qui sont bien ajustées par le
modele et dont I’erreur résiduelle sera proche de la valeur moyenne, ces patientes ont une erreur
résiduelle plus importante. Ainsi, d’apres ces approches, approximativement 29% des patientes seraient
non-adhérentes au cours du traitement adjuvant par 1étrozole. Néanmoins, ces méthodes n’ont pas
permis d’estimer le nombre de patientes non-adhérentes a chaque visite de 1’étude ce qui rend difficile
la comparaison avec les données d’adhérence rapportées par les patientes. En effet, il a ét¢ démontré
que I’adhérence au traitement adjuvant du cancer du sein diminue au cours de la thérapie. Il serait donc
intéressant de pouvoir évaluer la non-adhérence a chaque visite et de la comparer a celle rapportée par
les patientes. L’estimation de notre analyse suggererait donc que 29% des patientes sont non-adhérentes
au moins une fois pendant la thérapie. Cette approche constitue une méthode prometteuse pour les
futures évaluations de 1’adhérence au tamoxiféne et sa performance pourrait également étre évaluée dans
le cas d’autres thérapies orales anti-cancéreuses.

Pour certaines patientes, les prédictions individuelles de la CL/F du mod¢ele de base étaient tres
différentes de la valeur moyenne dans la population. Ceci était en lien avec les concentrations tres faibles
observées chez ces patientes dont la raison la plus probable était la mauvaise adhérence. De ce fait,
I’analyse de covariables a été effectuée sur la population identifiée comme adhérente par les méthodes

citées ci-dessus. Dans le mode¢le de base dans la population adhérente, la variabilité interindividuelle de
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la CL/F a été estimée a 42.4%. L’inclusion du phénotype CYP2A6 a expliqué 16.5% de cette variabilité
constituant ainsi la seule covariable identifiée dans le modé¢le final. En effet, le CYP2A6 est impliqué
dans la conversion de 1étrozole en métabolite inactif constituant ainsi la voie majeure de son élimination.
Des concentrations plus élevées de létrozole ont été observées chez les patientes présentant une
diminution de I’activité du CYP2AG6 (phénotypes SM et IM), par rapport aux patientes avec une activité
normale (phénotype NM+UM). La diminution de I’activité de CYP2A6 pourrait donc étre associée a un
risque accru de toxicité.

Les premiéres évaluations des données de toxicité a la visite a 6 mois ont montré que parmi les patientes
traitées par 1étrozole, les bouffées de chaleur (33%), la dépression (16%), les douleurs (43%), la fatigue
(23%) et les troubles gynécologiques (10%) ont été les effets indésirables les plus souvent rapportés.
Nous avons effectué une analyse PK/PD avec les AUC;, prédites par le modele final pour les patientes
adhérentes (n = 333) et avec les concentrations observées & 6 mois pour toutes les patientes (n = 486).
Une tendance a une exposition plasmatique au létrozole plus élevée chez les patientes ayant rapporté
’apparition ou la majoration de la dépression a la visite a 6 mois par rapport a la baseline a été observée
aussi bien dans 1’analyse effectuée sur les AUCss: (médiane: 2230 ng/mL.h, n =51 versus 2034 ng/mL.h,
n =260, p=0.34) que sur les concentrations observées (médiane: 86.8 ng/mL, n =74 versus 72.5 ng/mL,
n =383, p=0.11). De plus, les patientes ayant suivi un changement de traitement pour toxicité avant la
visite a 6 mois ont montré une tendance a une AUCs; et concentration plasmatique plus élevée par
rapport aux autres patientes (AUCss: médiane: 2486 ng/mL.h, n = 6 versus 2057 ng/mL.h, n =327, p =
0.68; concentration observée médiane: 104 ng/mL, n= 6 versus 74 ng/mL, n=480, p=0.21). La relation
entre la dépression, d’autres effets indésirables et I’exposition au 1étrozole n’a pas été démontrée dans
d’autres études 3325, Néanmoins, leur effectif était moins important (n = 126 et n = 215). Les analyses
a 6 mois ont un caractére exploratoire et les analyses sur les données longitudinales (visites de 6 a 36
mois) permettront de répondre de manicére plus compléte a la question d’une relation entre la
pharmacocinétique et pharmacodynamie.

En conclusion, nos travaux par approche de population ont mis en évidence un impact significatif du
phénotype CYP2A6 sur la pharmacocinétique du létrozole. Les analyses PK/PD réalisées sur les

données de la premiére visite de suivi n’ont pas démontré de relation significative. Une tendance a une

Page | 247



exposition au 1étrozole plus élevée chez les patientes ayant rapportée la dépression a 6 mois ou ayant
suivi un changement de traitement pour toxicité a été observée. Les futures analyses PK/PD se
focaliseront sur la totalité des données de 1’étude PHACS (visite de 6 a 36 mois). La mise en évidence
d’une relation significative permettrait de statuer sur I’implémentation de TDM dans I’individualisation

des doses de 1étrozole en pratique clinique.
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Conclusion générale et perspectives

Nos travaux de thése ont porté sur deux médicaments utilisés actuellement dans le traitement adjuvant
du cancer du sein hormonodépendant. Bien que le tamoxiféne et le létrozole présentent une forte
variabilité interindividuelle de la pharmacocinétique et de la réponse clinique (efficacité, toxicité), a ce
jour I’adaptation de dose pour ces médicaments n’est pas recommandée en raison de 1’absence
d’arguments cliniques. Nos travaux de thése apportent des informations importantes sur les facteurs
génétiques et non-génétiques influencant la pharmacocinétique du tamoxiféne et du létrozole dans le
cadre du traitement adjuvant du cancer du sein, qui peuvent ainsi étre pris en compte lors des analyses
PK/PD de I’hormonothérapie adjuvante.

Pour la premicére fois, un modele pharmacocinétique incluant le tamoxifeéne et six métabolites majeurs
a été développé. Ce modéle a permis de décrire les voies de métabolisation et d’identifier et de quantifier
I’impact du CYP2D6, CYP3A44*22, CYP2B6%*6, des inhibiteurs de CYP2D6, de 1’age et du poids sur
I’exposition a I’endoxiféne. Par le moyen de simulations, nous avons montré qu’une adaptation de dose
chez les patientes avec une diminution d’activité de CYP2D6 permettrait d’atteindre des concentrations
d’endoxiféne efficaces. Ainsi, le modele pharmacocinétique du tamoxiféne et de ses métabolites pourrait
&tre utilisé pour effectuer un TDM en pratique clinique. Cependant, au vu des résultats contradictoires
sur la relation entre I’exposition & I’endoxiféne et la réponse clinique, 1I’évaluation de cette relation dans
des études prospectives est primordiale afin de juger sur ’apport du TDM dans ’optimisation du
traitement. Bien que les rechutes précoces soient rapportées au cours de 1’étude PHACS, la durée de
suivi de 3 ans ne permettra pas d’atteindre la puissance suffisante pour détecter une relation significative
entre exposition et réponse clinique. Les données de 1’étude PHACS pourraient étre incluses dans les
méta-analyses évaluant la relation PK/PD en termes d’efficacité et contribuer ainsi a donner une réponse
définitive sur ’utilité de 1’adaptation de dose du tamoxifeéne. Enfin, les premiéres analyses PK/PD de
1I’étude PHACS n’a pas mis en évidence de relation significative entre 1’endoxiféne et la survenue des

effets indésirables a 6 mois.

Page | 249



Pour ce qui concerne le 1étrozole, nos travaux ont montré que le CYP2A6 influence de maniére
significative I’¢élimination du létrozole. De ce fait, les patientes avec une diminution de I’activité de
CYP2AG6 présentent les concentrations de 1étrozole plus élevées. Cependant, a ce jour la relation entre
I’efficacité ou la toxicité du létrozole et les concentrations plasmatiques n’a pas ét¢ démontrée. Nos
résultats ont montré une tendance pour des concentrations plus fortes de 1étrozole chez les patientes avec
I’apparition ou la majoration de la dépression a la visite de suivi & 6 mois mais elle n’était pas
statistiquement significative. De plus, le caractere longitudinal des données pharmacocinétiques nous a
permis d’évaluer 1’adhérence au cours du traitement. En effet, nous avons démontré I’apport de la
mod¢élisation dans 1’identification des patientes non-adhérentes a partir de leurs concentrations
plasmatiques.

En termes de perspectives, les analyses PK/PD longitudinales incluant les effets indésirables et les
données pharmacocinétiques des visites de 6 a 36 mois seront effectuées. Ces analyses seront notamment
enrichies par les résultats des analyses de pharmacocinétique de population et les prédictions
individuelles des paramétres pharmacocinétiques (AUCx, Cssrough, cOnstantes de conversion). De plus,
I’intensité des effets indésirables associés a ’hormonothérapie a été cotée suivant les critéres définis par
1’échelle de toxicité CTC-NCI Version 3. La meilleure stratégie consisterait donc a évaluer ces données
comme des données catégorielles ordinaires au caractére longitudinal. Pour cela, des modéles plus
complexes pourront étre construits soit dans NONMEM soit dans des logiciels statistiques. Cependant,
nous sommes actuellement en attente des données finalisées de 1’étude PHACS et les analyses PK/PD
seront effectuées par la suite. Néanmoins, au vu de la nature subjective des effets indésirables de
I’hormonothérapie (bouffées de chaleur, fatigue, douleurs ...), il peut étre difficile de démontrer une
relation significative.

De plus, une évaluation de la non-adhérence au tamoxifeéne basée sur les concentrations plasmatiques a
1’état d’équilibre est envisagée. Cette analyse constitue un avantage par rapport aux méthodes basées
sur les questionnaires et permettra ainsi d’estimer le vrai nombre de patientes non-adhérentes au cours
du traitement. Il serait aussi intéressant de comparer la non-adhérence estimée a partir des concentrations

plasmatiques et celle rapportée par les patientes aussi bien pour le tamoxiféne que pour le 1étrozole.
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En conclusion, 1’étude PHACS est une des plus grandes études internationales dans 1’hormonothérapie
adjuvante par le nombre des patientes incluses et I’exhaustivité des données recueillies. Les travaux
effectués dans le cadre de cette thése montrent que ’adaptation de dose chez les patientes avec une
diminution de I’activit¢ de CYP2D6 permettrait d’atteindre les concentrations d’endoxifene efficaces.
La meilleure stratégie reposerait donc sur une adaptation de dose initiale en fonction du phénotype
CYP2D6 accompagnée d’un suivi thérapeutique des concentrations d’endoxiféne une fois 1’état
d’équilibre atteint. Cependant, en 1’absence de confirmation de 1’existence d’une association entre
I’exposition a I’endoxiféne et 1’efficacité clinique, 1’utilité clinique de d’adaptation de dose du
tamoxiféne n’est pas encore démontrée. Les résultats discordants sur la relation PK/PD du tamoxiféne
suggerent que la survenue des rechutes chez les patientes sous tamoxiféne dépend de plusieurs facteurs
et non seulement de I’exposition a I’endoxifeéne. Enfin, il est également possible que I’effet antitumoral
du tamoxiféne soit dépendant non seulement de 1’endoxiféne mais également d’autres métabolites a
I’activité antiestrogénique dont les concentrations sont suffisantes méme chez les patientes avec le
phénotype CYP2D6 PM. Pour ce qui concerne le Iétrozole, les résultats des analyses PK/PD durant les
3 ans de suivi permettront de répondre a la question de I’individualisation du traitement en termes de
réduction de risque des effets indésirables, mais d’ores et dé¢ja, [’analyse que nous avons réalisée sur les

données a 6 mois ne semble pas étre en faveur d’une relation exposition plasmatique-toxicité franche.
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TITLE: Pharmacokinetics and pharmacogenetics of tamoxifen and letrozole in patients with

hormone-dependent breast cancer

SUMMARY: Tamoxifen and aromatase inhibitors are the main therapeutic options for adjuvant
treatment of hormone-dependent breast cancer. High inter-individual variability of efficacy and toxicity
of these drugs is observed which may be related to the variability of plasma drug concentrations. In the
case of tamoxifen, its pharmacological activity depends on the formation of active metabolites, mainly
endoxifen, via the cytochromes P450 (CYP2D6, CYP3A4/5, CYP2C9, CYP2C19). Concerning
letrozole, it is metabolised via the CYP2A6 and CYP3A4 isoenzymes. The variable activity of CYP,
due to genetic polymorphisms or concomitant use of CYP inhibitors or inducers, may impact the plasma
exposure to the active compounds and in fine, the efficacy and toxicity of the treatment.

The pharmacokinetic-pharmacogenetic analyses of the data from first follow-up visit in the PHACS
study (prospective, multicenter, national, 2000 patients, 6 follow-up visits during 3 years) demonstrated
the impact of CYP2D6 phenotype, CYP344*22, CYP2C19*2, and CYP2B6*6 genotypes and of the
concomitant use of CYP2D6 inhibitors on tamoxifen metabolism. The longitudinal pharmacokinetic
data for tamoxifen and its metabolites (6 to 36 months follow-up visits) were analysed simultaneously
using non-linear mixed effects modelling (population approach). A joint pharmacokinetic model for
tamoxifen and six metabolites was developed and validated. The significant covariates in the final model
were: CYP2D6 phenotype, CYP344*22 and CYP2B6%*6 genotypes, CYP2D6 inhibitors, age and body
weight. Simulations of alternative dosing regimens were performed to propose an individualised dose
of tamoxifen for patients at risk of subtherapeutic exposure to endoxifen.

The pharmacokinetic-pharmacogenetic data for letrozole were analysed using the population approach.
A one-compartment model was developed and validated. CYP2A6 activity was significantly associated
with letrozole clearance. The model was used for identification of non-adherent patients based on their
steady-state plasma concentrations.
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RESUME: Le tamoxiféne et les inhibiteurs de I’aromatase constituent les principaux médicaments en
hormonothérapie utilisées dans le traitement adjuvant des cancers du sein hormono-dépendants. Une
grande variabilité de I’efficacité et de la toxicité de ces traitements est observée et pourrait étre lice a
des différences de concentration du médicament au niveau du plasma. Dans le cas du tamoxiféne, son
activit¢ pharmacologique est dépendante de la formation de métabolites actifs, notamment de
I’endoxiféne, par I’intermédiaire des cytochromes de la famille P450 (CYP2D6, CYP3A4/5, CYP2C9,
CYP2C19). Le létrozole, quant a lui, est métabolis¢ par le CYP2A6 et le CYP3A4. La variabilité de
I’activité enzymatique de ces enzymes, due notamment aux polymorphismes génétiques et a la prise
concomitante d’inhibiteurs ou d’inducteurs enzymatiques, pourrait avoir un impact sur les
concentrations plasmatiques et in fine, sur I’efficacité et la toxicité du traitement.

Les analyses pharmacocinétiques-pharmacogénétiques sur les données de la premiére visite de suivi de
I’¢tude PHACS (étude prospective, multicentrique, nationale, 2000 patientes, 6 visites de suivi pendant
3 ans) ont démontré 1’impact du phénotype CYP2D6, génotypes CYP3A4*22, CYP2CI19*2 et
CYP2B6*6 ainsi que de la prise concomitante des inhibiteurs de CYP2D6 sur la métabolisation du
tamoxiféne. L’analyse simultanée des concentrations plasmatiques du tamoxiféne et de ses métabolites
sur une durée de 3 ans (visites de 6 a 36 mois) a été effectuée par des modéles non-linéaires a effets
mixtes (approche de pharmacocinétique de population). Un modele pharmacocinétique décrivant les
concentrations de tamoxiféne et de six métabolites a été développé et validé. Les covariables
significatives dans le mod¢le final étaient: le phénotype CYP2D6, les génotypes CYP344*22 et
CYP2B6*6, les inhibiteurs de CYP2D6, I’age et le poids. Des simulations de schémas d’administration
alternatifs ont été effectuées afin de proposer des doses adaptées aux patientes a risque de sous-
exposition a I’endoxiféne.

Les données pharmacocinétiques et pharmacogénétiques du 1étrozole ont été analysées par approche de
pharmacocinétique de population. Un modéle monocompartimental a été développé et validé. L’activité
de CYP2AG était significativement associée a la clairance du létrozole. Le modele pharmacocinétique a
¢été utilisé pour identifier les patientes non-adhérentes au traitement en se basant sur leurs concentrations
plasmatiques a I’état d’équilibre.
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