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Titre : Etude de ’association entre le polymorphisme de répétitions CAG du canal
potassique dépendant du calcium SK3 et la neurotoxicité induite par I’oxaliplatine chez
des patients porteurs d’un cancer colorectal.

Introduction : La neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine (NIO) est limitante et impacte la
qualité de vie des patients. Des données récentes suggeérent un réle du canal potassique SK3
dans sa physiopathologie. Le polymorphisme fonctionnel de répétitions CAG du gene KCNN3
qui code le canal SK3 est un facteur susceptible d’étre associé¢ au risque de survenue d’une
NIO.

Matériels et méthodes : Une étude préclinique a été réalisée sur des cellules HEK293
exprimant le canal SK3 de génotype variable pour le polymorphisme CAG du géne KCNN3 (11
ou 24 répétitions CAG). Les amplitudes des courants SK3 associés a 1’activité du canal SK3 de
cellules HEK ont été analysées en absence ou en présence de 100 uM d’oxaliplatine par la
technique de patch clamp. Une étude clinique monocentrique rétrospective a été réalisée sur
une série de patients porteurs d’un cancer colorectal et traités par une chimiothérapie a base
d’oxaliplatine pour une période de 6 mois. Le génotypage de KCNN3 pour le polymorphisme
CAG a été réalisé sur les échantillons d’ADN génomique extraits a partir des leucocytes
circulants des patients. La région d’intérét a été ciblée puis amplifié¢e par PCR, puis une analyse
de taille de fragment a été effectuée afin de déterminer le nombre de répétition CAG de chaque
alléle. Les génotypes étaient classés en 3 classes : 2 alleles courts, 1 alléle court et un long, 2
alleles longs. Le criteére de jugement principal était la NIO évaluée par une échelle spécifique
pour I’oxaliplatine et classée en 2 catégories (grade 0-1 ou 2-3). Un test du Chi? a été utilisé
pour évaluer 1’assocation entre la NIO et le polymorphisme de KCNN3.

Résultats : Sur le modele préclinique cellulaire, Il n’y avait pas de différence en terme de
densité de courant mais 1’oxaliplatine entrainait un effet différentiel sur la densité de courant
normalisée entre les deux isoformes exprimées par les cellules HEK. Dans 1’étude
pharmacogénétique, 86 patients traités entre septembre 2008 et aolGt 2015 par une
chimiothérapie péri-opératoire a base d’oxaliplatine ont été inclus. La dose cumulée moyenne
d’oxaliplatine administrée par patient était de 823 +- 194 mg/m’. 33 patients ont présenté une
NCP maximale de grade 0 ou 1 et 53 patients une NCP de grade 2 ou 3. Quatorze patients
étaient homozygotes pour le nombre de répétitions CAG du gene KCNN3 et 72 étaient
hétérozygotes. Vingt-quatre patients étaient porteurs de 2 alleles courts, 44 porteurs d’un allele
court et d’un allele long, et 18 porteurs de 2 alleles longs. Nous n’avons pas observé
d’association significative entre les génotypes du polymorphisme CAG du géne KCNN3 et la
survenue d’une NIO.

Conclusion : Nous avons observé une faible association entre la NIO et le polymorphisme de
KCNN3 mais uniquement sur le modele cellulaire. Ces données ne suggérent pas un role majeur
de ce polymorphisme dans la genése de la NIO.

Mots clés :
- Neuropathie, sels de platine
- KCNN3
- Canal potassique SK3
- Oxaliplatine
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Title: Is polymorphism CAG of potassium channel SK3 gene/KCNN3 associated with
oxaliplatin-induced neurotoxicity?

Abstract:

Introduction: Neurotoxicity is one of the most limiting side-effect of oxaliplatin. It alters
patient’s quality of life, and may result in significant disability. This may lead to dose reduction
even though chemotherapy is effective. Recent data suggest a role of the potassium channel
SK3 (KCNN3 gene), in oxaliplatin-induced neurotoxicity (OIN). The length variations in the
polymorphic CAG repeat in exon 1 of the KCNN3 gene could be associated with the risk of
OIN.

Materials and methods: Preclinical experiments were performed using HEK293 cells,
expressing short (11 CAG repetitions) or long (24 CAG repetitions) SK3 channel isoforms.
Patch clamp experiments were performed to test effects of oxaliplatin on current density. A
retrospective study aiming at analysing the association between KCNN3 genotype and
neurotoxicity was carried out on patients with stage II, III or IVa colorectal cancer, who
received an oxaliplatin-based chemotherapy for 6 months. DNA for KCNN3 genotyping was
extracted from peripheral blood leukocytes. The region containing the CAG repeats was
targeted with specific primers and amplified by polymerase chain reaction (PCR). PCR
products were separated using capillary electrophoresis for fragment length analysis. Alleles
containing less than 19 CAG repeats were considered as “short”, while those with 19 or more
repeats were defined as “long”. The patients were divided into 3 groups depending on whether
they carried 2 short alleles, 1 short allele and 1 long allele, or 2 long alleles. The primary end
point was the onset of a grade 2 or 3 neuropathy to oxaliplatin assessed by an oxaliplatin-
specific toxicity scale. Chi? test was used to assess the association between OIN and KCNN3
polymorphism.

Results: In preclinical investigations, there was no difference in the current density but
oxaliplatin induced a differential effect on normalized apamin-sensitive current density
between the two isoforms expressed in HEK cells. Eighty-six patients were included in the
clinical study between September 2008 and August 2015 (57 men and 29 women). The mean
cumulative dose of oxaliplatin was 823194 mg/m”. Thirty-three (38%) patients presented
grade 0 or 1 and fifty-three (62%) patients grade 2 or 3 neurotoxicity. The mean number of
CAG repeats was 18 = 1,7. Fourteen patients were homozygous for long or short allele and
seventy-two were heterozygous. Twenty-four (28%) patients had 2 short alleles, forty-four
(51%) had a short allele and a long allele, and eighteen (21%) patients had 2 long alleles. There
was no significant association between OIN and KCNN3 polymorphism for the 3 groups.

Conclusion: We have only observed a slight association between OIN and CAG repeat
polymorphism of KCNN3 gene only in the electrophysiological model. Thus, this
polymorphism does not seem to have a predominant role in the OIN.

Key words :
- Neuropathy
- Platinium
- KCNN3
- SK3 channel
- Oxaliplatin
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Partie 1 : Mise au point sur la neurotoxicité induite par I’oxaliplatine

Résumé en francais

3 éme

L’oxaliplatine est un sel de platine de génération trés fréquemment utilisé en cancérologie
digestive, notamment, dans le traitement du cancer colorectal. La principale toxicité de
I’oxaliplatine est la neurotoxicité, limitante et impactant la qualit¢ de vie des patients. Elle
s’exprime sous une forme aigue, spécifique, et sous une forme chronique. La forme aigue,
transitoire, est responsable d’une hyperexcitabilité neuronale et survient chez environ 80 % des
patients. La forme chronique invalidante, cumulative et limitante survient chez 25 % des
patients et peut persister au-dela de 2 ans apres I’arrét du traitement. La physiopathologie de la
neurotoxicité induite par I’oxaliplatine n’est pas complétement connue. La prise en charge de
la neurotoxicité a l’oxaliplatine repose essentiellement sur des mesures préventives. La
pharmacogénétique apparait aujourd’hui étre une piste prometteuse. L’objectif de cette mise au

point est de présenter la clinique, la physiopathologie, les traitements préventifs, la

pharmacogénétique et la prise en charge de la neurotoxicité induite par I’oxaliplatine.

Abstract

Oxaliplatin is a third-generation platinium compound. It is one of the most used chemotherapy
in digestive oncology and especially in colorectal cancer. Neurotoxicity is the most impacting
toxicity on patient’s quality of life. Its toxicity has 2 components: an acute presentation which
is specific and a chronic form. Acute neurotoxicity is characterized by peripheral nerve
hyperexcitability and occurs in 80% of treated patients. A disabling chronic neurotoxicity
occurs in 25% of patients but can continue more than 2 years after treatment stop.
Physiopathology of this major side effect remains not well known. Management of
neurotoxicity is based of preventives measures. Pharmacogenomic appears to be a promising
way. Main objectives of this review are to present clinic, physiopathology, preventives

measures, pharmacogenomic and management of oxaliplatin-induced neurotoxicity.
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Introduction

L'oxaliplatine ou trans-I oxalato-1,2-diaminocyclohexane platinium (figure 1) est un sel de
platine de 3°™ génération, synthétis¢ dans le but d’optimiser les effets thérapeutiques des
générations précédentes (carboplatine et cisplatine), en termes de mécanismes de résistance et

de profil de tolérance [1].

S
N/
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H, O
Figure 1 : structure chimique du trans-I oxalato-1,2-diaminocyclohexane platinium
(oxaliplatine)

La molécule a été découverte au Japon en 1976 mais ce n’est que 10 ans plus tard, en France,
qu’elle a été développée en cancérologie [2]. L’efficacité de 1’oxaliplatine a été¢ largement
démontrée dans la prise en charge des cancers digestifs et, notamment dans le cancer colorectal
a titre curatif ou palliatif [3, 4]. Les principaux schémas de chimiothérapie a base d’oxaliplatine

utilisés en cancérologie digestive sont détaillés dans le tableau 1.
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Tableau 1: Principaux schémas de chimiothérapie prescrits en France contenant de 1'oxaliplatine en cancérologie digestive.

NOM DU FREQUENCE OXALIPLATINE AUTRE MOLECULES
PROTOCOLE
EOX Toutes les 3 Oxaliplatine 130 mg/m” en Epirubicine 50 mg/m” en Capécitabine 625 mg/m” matin et soir de J2 a J21
semaines perfusion IV de 2h a J1 perfusion IV de 30 minutes a J1
FOLFOX 4 Toutes les 2 Oxaliplatine 85 mg/m® en Acide folinique 200 mg/m* en 5-fluorouracile bolus de 400 mg/m” en 10 min puis
semaines perfusion IV de 2h a J1 perfusion IV de 2h a J1 et J2 infusion continue de 600 mg/m” sur 22h & J1 puis a J2
FOLFOX 4 Toutes les 2 Oxaliplatine 85 mg/m” en Acide folinique 400 mg/m” en 5-fluorouracile bolus de 400 mg/m? en 10 min puis
SIMPLIFIE semaines perfusion IV de 2h a J1 perfusion IV de 2h a J1 infusion continue de 2400 mg/m” sur 46h
FOLFOX 7 Toutes les 2 Oxaliplatine 130 mg/m” en Acide folinique 400 mg/m* en 5-fluorouracile infusion continue de 2400 mg/m” sur
semaines perfusion IV de 2h a J1 perfusion IV de 2h a J1 46h
FOLFOX 6 Toutes les 2 Oxaliplatine 100 mg/m” en Acide folinique 400 mg/m* en 5-fluorouracile bolus de 400 mg/m” en 10 min puis
semaines perfusion IV de 2h a J1 perfusion IV de 2h a J1 infusion continue de 2400 mg/m” sur 46h
FOLFIRINOX | Toutes les 2 Oxaliplatine 85 mg/m® en Irinotécan 180 mg/m” en Acide folinique 400 mg/m” en perfusion IV de 2h & J1 5-fluorouracile bolus
semaines perfusion IV de 2h a J1 perfusion IV de 90 minutes a J1 de 400 mg/m” en 10
min puis infusion
continue de 2400
mg/m” sur 46h
GEMOX Toutes les 2 Oxaliplatine 100 mg/m” en Gemcitabine 1000 mg/m” en
semaines perfusion IV de 2h a J2 perfusion IV de 100 min
TOMOX Toutes les 3 Oxaliplatine 130 mg/m” en Raltitrexed 3 mg/m” en perfusion
semaines perfusion IV de 2h a J1 IV de 15 min
XELOX Toutes les 3 Oxaliplatine 130 mg/m” en Capécitabine 1000 mg/m* matin

semaines

perfusion IV de 2h a J1

etsoirde J2 a J15
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Pharmacologie de I’oxaliplatine

L’oxaliplatine est généralement administré par voie intraveineuse en 120 minutes. Le pic de
concentration plasmatique est obtenu au bout de 2 heures de perfusion. Environ un tiers de la
quantité de ce sel de platine administré se lie aux protéines plasmatiques et la moitié s’accumule
dans les hématies. Le reste du produit diffuse et est fortement absorbé dans les tissus (son
volume de distribution est de pres de 500 litres). L’¢élimination de 1’oxaliplatine et de ses dérivés
est principalement urinaire [5]. L’oxaliplatine est métabolisé par réactions d’hydrolyse
entrainant la perte du groupement oxalate. Plusieurs dérivés sont ainsi formés, notamment le
dichloro-DACH-platine. Ce principal métabolite actif, trés électrophile, forme des liaisons
covalentes avec I’ADN conduisant a la formation d’adduits. La formation d’adduit bi-
fonctionnel, intra ou inter brins sur deux guanines ou une adénine et une guanine adjacentes, a
pour conséquence une distorsion des brins et la formation d’un obstacle mécanique sur I’ADN,
empéchant la transcription et la réplication par ’ADN polymérase et induisant 1’apoptose

cellulaire [5].

Profil de tolérance neurologique de I’oxaliplatine

Le profil de tolérance clinique de l'oxaliplatine est meilleur que ceux des sels de platine des
générations précédentes (carboplatine, cisplatine). En effet, 1'alopécie est rare et les troubles
digestifs (nausées, vomissements) sont bien controlés par les antagonistes des récepteurs 5-
HT3. Un risque d'allergie dans moins de 5 % des cas a été également rapporté. Le risque de
cytopénie (thrombopénie, neutropénie ou anémie) est dépendant de la dose et il est plus élevé
lors d’association avec le 5-FU. Le principal effet secondaire limitant de 'oxaliplatine est sa
neurotoxicité périphérique qui s'exprime selon deux modalités. L'une est précoce, la
neurotoxicité aigué, spécifique de 1'oxaliplatine, et I'autre tardive, dépendante de la dose et non

spécifique (neurotoxicité chronique) [6].

16



La neuropathie aigue est fréquente et a été¢ rapportée pour 80 % des patients [7]. Elle peut
s'aggraver au fur et a mesure des cures de chimiothérapies mais elle reste transitoire. Elle est
généralement peu sévére et se présente le plus souvent sous la forme de dysesthésies transitoires
des extrémités, déclenchées ou aggravées par I’exposition au froid. Elle peut durer plusieurs
jours apres 1I’administration du médicament. Chez certains patients, les manifestations sont plus
séveres : contractures musculaires douloureuses faciales, dysesthésies pharyngo-laryngées
voire pseudo-laryngospasme responsable d’une géne respiratoire avec dyspnée [8].

La neurotoxicité chronique apparait généralement apres 6 mois de traitement ou apres une dose
cumulée d’oxaliplatine de 780 a 850 mg/m” [9]. Elle apparait parfois de fagon plus précoce dés

3 eme

le mois de traitement. Cette neurotoxicité survient chez plus de la moitié des patients et
devient invalidante (neuropathie de grade 3 ou 4) chez environ 10 a 25 % des malades apres 12
cycles de chimiothérapie (tableau 2) 3, 4]. Ses facteurs de risques principaux sont : la dose
cumulée d’oxaliplatine, une durée de perfusion courte et I’existence d’une neuropathie
préexistante [ 10]. Les patients présentent alors une symptomatologie persistante entre les cures :
paresthésies des extrémités aggravées par I’exposition au froid, puis une géne fonctionnelle
handicapante dans la vie quotidienne (écriture, lacage, boutonnage) en rapport avec
I’hypoesthésie périphérique. La possibilité d’une récupération, définie par un retour a une
neurotoxicité de grade < 2 en cas de neurotoxicité de grade 3, est d’environ 75 % apres 3 mois
d’arrét du traitement [3]. A plus long terme, certains travaux ont rapporté une réversibilité
rapide, dans les 6 mois qui suivent I’arrét du traitement [11], et d’autres, une probabilité
d’uniquement 90 a 99,5% a 2 ans de I’arrét du traitement [4, 12]. On peut considerer que dans
environ 10 % des cas, la neuropathie de grade 3 va persister au-dela de 2 ans apres I’arrét du
traitement.

L’oxaliplatine est également utilisé par voie intra-artérielle hépatique. Avec ce mode

d’administration, on obtient une baisse de la concentration systémique d’oxaliplatine qui
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permettrait d’en diminuer la toxicité. En effet, certains auteurs ont rapporté une moindre
neurotoxicité induite, que ce soit en cas d’infusion intra-hépatique d’oxaliplatine en
monothérapie [13-16] ou en association [17, 18]. Dans les populations étudiées, la neurotoxicité
de grade 1 ou 2 varie de 40 a 70% des patients et celle de grade > 2 varie de 0 a 25% des cas,

mais la distinction entre neurotoxicité aigue et chronique n’était pas précisée.

Evaluation de la neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine

De nombreuses échelles existent pour évaluer la neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine. En
pratique quotidienne, I’échelle de Levy modifiée [19], qui cote la NIO selon 4 grades est la
plus utilisée car elle est simple d’utilisation (tfableau 2). Cette échelle est bien corrélée a
I’échelle standardisée NCI-CTCAE (National Cancer Institute Common Terminology Criteria
for Adverse Events) qui est plus couramment utilisée dans les essais cliniques, mais plus
difficilement applicable en pratique courante. D’autres classifications comme le score TNS
(Total Neuropathy Score) ou EORTC (European Organization for Research and Treatment of

Cancer) ont été validées [20].

Tableau 2 : Echelle de Levy modifiée

0 Asymptomatique

1 Dysesthésies et paresthésies de courte.durée. Régression complete avant la cure
suivante

2 Paresthésies persistantes entre deux cures sans géne fonctionnelle

3 Paresthésies persistantes avec géne fonctionnelle
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Physiopathologie de la neurotoxicité induite par ’oxalipatine
La physiopathologie des neurotoxicités aigue et chronique induites par 1’oxaliplatine est mal
connue de méme que le lien entre les composantes. Des études ont montré que les changements
¢lectrophysiologiques secondaires a la neurotoxicité aigue €taient plus importants chez les
patients qui développaient ensuite une neurotoxicité chronique, ce qui suggere un lien entre les
deux composantes [21].

Concernant la neurotoxicité chronique, il a été¢ mis en évidence une réduction de la vitesse de
conduction et une diminution de I’amplitude des potentiels sensoriels avec un effet-dose. Des
dysfonctions des axones sensoriels apparaissent avant ces marqueurs de dégénérescence
axonale [22]. Une hypothése proposée est I’accumulation de dérivés de 1’oxaliplatine dans les
ganglions spinaux de la racine postérieure de la moelle, non protégés par la barricre hémato-
encéphalique, qui entraine une dégénérescence neuronale [23, 24]. Une atrophie des corps
cellulaires ganglionnaires et du cytosquelette neuronal ganglionnaire a été mis en évidence chez
le rat trait¢ avec de 1’oxaliplatine [25, 26]. De plus, le transporteur CTRI1, responsable du
transport actif de 1’oxaliplatine vers le compartiment intracellulaire, est fortement exprimé a la
membrane des cellules des ganglions de la racine dorsale, ce qui favoriserait son passage intra-
cellulaire dans ces structures [27]. Par ailleurs, 1’utilisation de mode¢les précliniques in vitro, a
permis de montrer que I’oxaliplatine induisait une apoptose des neurones ganglionnaires via la
voie de signalisation des MAP kinases [28].

Dans le cadre de la neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine, une perte de fibres nerveuses intra-

épidermiques dont les mécanismes sont encore peu clairs a également été observée [29].

La neurotoxicit¢ aigue est quant a elle caractérisée, en ¢électrophysiologie, par un
dysfonctionnement des motoneurones responsable d’une hyperexcitabilité musculaire associée

a des potentiels d’action répétitifs, sous la forme de triplets [30, 31]. Cette toxicité est

probablement multifactorielle. Le lien avec une altération de I’activité des canaux ioniques
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dépendants du voltage a été évoqué [32]. Par la suite, d’autres travaux [21, 33] ont mis en
évidence, chez des patients traités par oxaliplatine, une augmentation de I’influx sodique et
I’abaissement du seuil de dépolarisation, pouvant étre responsables de cette hyperexcitabilité.
Une étude récente a mis en évidence sur les fibres myélinisées, dans un modele de neurotoxicité
induite par 1’oxaliplatine, une diminution de I’activité des canaux potassiques et une
augmentation de ’activité et de I’expression des canaux sodiques, a 1’origine de la toxicité [34].
Par ailleurs, Grolleau et al., ont émis I’hypothése que 1’oxalate et 1’oxaliplatine chélataient le
calcium impliqué dans une voie de régulation de 1’activit¢ des canaux sodiques calcium-
dépendants de la membrane neuronale altérant ainsi 1’excitabilité des neurones [35].

D’autres travaux rapportant I’implication probable de canaux potassiques dépendants du
calcium, d’un stress oxydatif, de transporteurs membranaires (notamment TRPV1 et TRPAI,
transient receptor potential), d’une dysfonction mitochondriale, et d’une altération de la
neurotransmission et du transport axonal ont été proposés pour expliquer, au moins en partie,
la physiopathologie de la neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine [36-40]. Ces travaux ont été,
pour la plupart, réalisés sur des modeles murins et demandent des investigations

supplémentaires afin de préciser le réle de chacun.

Traitements préventifs de la neurotoxicité induite par ’oxalipatine

Du fait de son retentissement important sur la qualité de vie, de nombreux traitements préventifs
ou stratégies ont été évalués dans la prise en charge de cette neuropathie. Les principales études
publiées sont résumées dans le tableau 3 et les ¢léments majeurs sont bri¢vement rappelés ci-
dessous [41-71].

Tout d’abord, il est intéressant de noter que des dysfonctions neuronales apparaissent en

¢lectrophysiologie avant les signes de dégénérescence axonale. Ainsi, une surveillance par

20



¢lectromyographie réguliére pourrait étre utilisée pour anticiper la survenue d’une NIO
chronique [22, 72, 73].

La stratégie du « stop and go » consiste a limiter a moins de 3 mois la durée des traitements par
oxaliplatine afin de pouvoir le réintroduire par la suite. Cette technique s’avere efficace pour
prévenir la NIO de grade 3 ou plus. Lors de I’arrét de 1’oxaliplatine, le 5-fluoro-uracile doit étre
poursuivi sous peine d’une diminution de la réponse au traitement [43].

La perfusion chronomodulée consiste a allonger le temps de perfusion de 1I’oxaliplatine dans le
but de réduire le pic de concentration observée par la procédure classique pour diminuer
I’incidence de la neurotoxicité. Une méta-analyse récente ne retient pas 1’intérét de cette
technique [45]. La réalisation de perfusions de calcium et de magnésium semblait intéressante
au vue des données physiopathologiques mais les données issues des nombreuses études
réalisées sont contradictoires. Une méta-analyse récente ne met pas en évidence d’effet
bénéfique a ces perfusions [46]. L’équipe de Cochin a mis en évidence un intérét potentiel
d’utiliser le mangafodipir, un dérivé de la vitamine B6 neuroprotecteur, dans la prévention et/ou
le traitement de la neurotoxicité induite par I’oxaliplatine [71].

De nombreuses molécules telles que la carbamazépine, I’oxcarbazépine, la gabapentine, le
xaliprodéne, la venlafaxine, le glutathion ou 1I’amifostine ont été testés pour prévenir ou traiter
la neuropathie induite par 1’oxaliplatine. Les faibles effectifs et les populations hétérogeénes ne
permettent pas de conclure a leur efficacité. Ainsi, aucune étude n’a démontré le bénéfice d’un

traitement médicamenteux préventif de la neuropathie induite par I’oxaliplatine [74].
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Stop and go

Perfusion chronomodulée

Perfusion de Calcium et
magnésium

Acide alpha-lipoic

Amifostine

Amitriptyline
Carbamazépine

Gabapentine

Glutamine
Glutathion

Mangafodipir

N-acetyl-cystéine
Oxcarbazepine

Venlafaxine

Vitamine E

Xaliproden

Maindrault-goebel et al. 2001 et

2004
Tournigand et al. 2006

Levi et al. 1997
Liao C 2010
Jordan et al. 2016
Gamelin et al. 2004
Grothey et al. 2011
Knijn et al. 2011
Ishibashi et al. 2010
Chay et al. 2010
Han et al. 2013
Loprinzi et al. 2014
Guo et al. 2014

Lu et al. 2008
Penz et al. 2001

Kautio et al. 2008

Eckel et al. 2002
Von Delius et al. 2007
Mitchell et al. 2006

Wang et al. 2007

Cascinu S et al. 2002
Milla P et al. 2009
Coriat et al. 2014

Lin et al. 2006

Agryiou et a.l 2006

Durand JP et al. 2003 et 2012
Kus et al. 2016

Zimmerman et al. 2016

Salehi et al. 2016

Cassidy et al. 2006 (abstract)

Tableau 3 : Traitements préventifs de la NIO

Prospective
Prospective

Prospective
Méta-analyse
Méta-analyse
Rétrospective
Prospective
Rétrospective
Prospective
Prospective
Prospective
Prospective
Prospective

Prospective
Prospective

Prospective

Prospective
Prospective
Prospective

Prospective

Prospective
Prospective
Prospective

Prospective
Prospective
Prospective
Rétrospective

Rétrospective
Prospective

Prospective

Perfusion d’oxaliplatine pendant des durées
inférieures ou égale a 3 mois pour permettre une
réintroduction par la suite

Augmentation du temps de perfusion pour diminuer
la Concentration maximale sanguine d’oxaliplatine.
L’oxalate chélate le calcium perturbant le
fonctionnement des canaux ioniques

Anti-oxydant mitochondrial : augmente la
concentration intra-cellulaire du gluthation
Chélateur de radicaux libres

Antidépresseur utilisé dans le traitement des
neuropathies

Augmente I’inactivation des canaux sodiques voltage
dépendants

Bloque certains canaux sodiques mais pas ceux
connus pour étre impliqués dans la NIO

Acide aminé par voie orale
Substance détoxifiant les métaux lourds

Dérivé de la vitamine B6, neuroprotecteur

Augmente la concentration sanguine de glutathion

Augmente I’inactivation des canaux sodiques voltage
dépendants
Inhibition de la recapture de la sérotonine

Vitamine antioxydante liposoluble. Protege les
membranes en inhibant la peroxydation des lipides.
Agit sur le recepteur S HT1 de la serotonine et a des
effets neurotrophiques
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Diminution de I’incidence des NIO de grade 2 ou plus.
Nécessité de ne pas interrompre le LVSFU2 lors de
I’arrét de 1’oxaliplatine sous peine d’une diminution de la
survie sans récidive.

Pas de diminution de la NIO de grade 3 ou 4 dans la
méta-analyse.

Multiples études aux résultats contradictoires.

Meta analyse récente ne mettant pas en évidence d’effet
des perfusions de Ca2+ et Mg2+

Pas de diminution de I’incidence de la neurotoxicité

Effet supérieur a celui de la glutamine pour la diminution
de I’incidence de la NIO de grade 1 a 4.

Pas d’effet sur la NIO

Pas d’effet sur la NIO mais présence d’effets secondaires
de la molécule. Faibles effectifs.
Pas d’effet mis en évidence

Plus faible incidence des NIO de grade 1 et 2.
Demande des preuves supplémentaires

Diminution de I’incidence de la NIO

Mais faibles effectifs et populations trés hétérogenes.
Effet prometteur mais faibles effectifs

Diminution de I’incidence des NIO de grade 2 a 4 mais
trés faible effectif

Diminution de I’incidence et de la sévérité de la NIO
mais essai de faible effectif

Résultats contradictoires

Effets secondaires fréquents de la venlafaxine

Pas d’effet sur la NIO

Pas d’effet sur I’incidence globale de la NIO



Pharmacogénétique de la neurotoxicité induite par I’oxalipatine

La pharmacogénétique est 1’étude du génotype sur la variabilité de la réponse a un traitement
médicamenteux. Elle a pour but de trouver un géne de susceptibilité associé¢ a un risque
individuel précoce de neurotoxicité. Cette approche permettrait éventuellement de réaliser un
dépistage avant traitement chez tous les malades et d’anticiper la survenue de cette toxicité.
Les études de pharmacogénétique réalisées dans le cadre de la neurotoxicité induite par
I’oxaliplatine étudient principalement les polymorphismes de génes codant pour des protéines
de réparation de I’ADN et de détoxification intracellulaire de 1’oxaliplatine.

Plusieurs polymorphismes génétiques portant sur un nucléotide (SNPs pour « single nucleotid
polymorphism ») ont été associés a un risque accru de développer une neurotoxicité ou a sa
sévérité. Les plus étudiés sont ceux des genes GSTPI (glutathione-S-tranferase), ERCCI
(excision repair cross-complementing group 1), AGXT (alanine-glycoxylate aminotransferase)
et ITGB3 (integrin beta 3).

La glutathione-S-transferase est une enzyme de détoxification jouant un rdle dans le
métabolisme des sels de platine. Le polymorphisme, Ile105Val (substitution d’une isoleucine
en valine), a été associ¢ a la neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine. Plus d’une vingtaine
d’études ont étudié ce polymorphisme avec des résultats contradictoires [75, 76]. L’intégrine
Beta 3 est une protéine membranaire qui est impliquée dans 1’adhésion cellulaire et qui participe
¢galement a différentes signalisations cellulaires. Une étude a montré qu’un polymorphisme du
gene codant cette protéine prédisait non pas la survenue d’une neurotoxicité mais d’une plus
grande sévérité [77]. L’alanine-glycoxylate aminotransferase (4AGXT) est une enzyme jouant
¢galement un role dans le métabolisme de I’oxaliplatine. Un des polymorphismes de ce gene a
¢galement été associé a la sévérité de la neurotoxicité mais cela n’a pu étre confirmé par la suite

[78]. Le géne ERCCI code pour une protéine intervenant dans les systémes de réparation de

23



I’ADN. Une seule étude sur une population asiatique a mis en €vidence une association entre
un polymorphisme du géne ERCC]1 et la survenue précoce d’une neurotoxicité [79].

Par contre, dans une étude prospective portant sur 200 patients, des polymorphismes des génes
SCN4A et SCN10A codant pour des canaux sodiques dépendants du voltage étaient associés a
la neurotoxicité aigue [80]. D’autres travaux avec des groupes indépendants sont nécessaires
pour confirmer ces premicres données. Par ailleurs, une étude prospective récente, japonaise,
comprenant plus de 800 patients n’a pas mis en évidence d’association entre 12
polymorphismes et la neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine [81].

Dans les études concernant la neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine les critéres de jugement
principaux, bien que reproductibles, sont subjectifs ce qui peut également expliquer ces résultats
contradictoires. Des études prospectives de plus grande envergure et utilisant des critéres de

jugement objectifs, tels des parameétres de 1’électromyographie, sont nécessaires.

Prise en charge de la neurotoxicité induite par I’oxalipatine

Avant de débuter un traitement a base d’oxaliplatine, le patient doit étre informé par son
praticien, mais également par I’infirmiere d’annonce, des effets secondaires possibles.

Des mesures simples et empiriques sont préconisées telles qu’éviter les boissons froides ou
encore prévenir le contact des extrémités avec le froid par le port de gant en extérieur, méme si
I’efficacité de ces mesures n’est pas démontrée. Durant toute la durée de la chimiothérapie la
neurotoxicité induite par I’oxaliplatine doit étre évaluée rigoureusement par 1’interrogatoire du
patient et un examen neurologique minutieux. En cas d’apparition d’une neurotoxicité de grade
> 2, des adaptations de doses doivent étre envisagées. Si les troubles neurologiques perdurent
ou progressent, I’arrét de 1’oxaliplatine est nécessaire.

Une fois la neurotoxicité installée, la gabapentine, la prégabaline [82] et la duloxétine [83, 84]

semblent pouvoir améliorer les symptomes présentés par les patients mais ces données
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proviennent essentiellement de cas rapportés et des études supplémentaires sont nécessaires

afin de valider leur efficacité dans cette indication.

Conclusion

La neurotoxicité induite par I’oxaliplatine est limitante et impacte la qualité de vie des patients
traités. A ce jour, aucun traitement préventif n’est recommandé. Malgré un nombre important
d’études a ce sujet, les mécanismes physiopathologiques ne sont pas encore complétement
¢lucidés. Pour améliorer la prise en charge des patients, il sera probablement important de
déterminer 1’existence d’un géne prédominant de susceptibilité de la neurotoxicité afin de
mieux anticiper 1’apparition d’une atteinte chronique et invalidante et d’administrer une

chimiothérapie individualisée.

Points clés

Deux types de neurotoxicité distincts : aigue et chronique
- 80% des patients présentent une neurotoxicité aigue, 25% une neurotoxicité chronique

- 90% de probabilité de récupération 2 ans apres 1’arrét du traitement

Pas de traitement préventif actuellement recommandé

Intérét des biomarqueurs, notamment de marqueurs génétiques afin de mieux

déterminer le risque individuel de neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine.
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Introduction

Oxaliplatin or 1,2-diaminocyclohexane trans-1-oxaliplatinum is a third-generation derivative of
platinum compounds. It has been synthesized in an attempt to overcome development of
resistance from previous generations of platinium derivatives (cisplatin and carboplatin).
Currently, oxaliplatin is one of the most frequently used chemotherapy agent in colorectal
cancer. Its benefit both in the adjuvant setting and advanced forms has previously been
established [1, 2]. The predominant oxaliplatin dose-limiting side effect is neurotoxicity. This
neurotoxicity presents two components: an acute and a chronic form [3]. Acute neurotoxicty is
specific to oxaliplatin. Acute oxaliplatin-induced neurotoxicity (OIN) is characterized by a
transient cold-induced distal dysesthesia, paraesthesia, muscular contractions and numbness.
Chronic OIN is a cumulative sensory peripheral neuropathy with distal paraesthesia that
develops gradually. OIN causes significant discomfort, alters patient quality of life, and may
be accompanied by significant disability. OIN is often a cause for dose reduction or treatment
discontinuation even though treatment proves effective. Physiopathology of OIN remains
unclear. The most accepted mechanism of the chronic OIN is decreased cellular metabolism
resulting from the accumulation of oxaliplatin in the dorsal root ganglia cells [4]. It has also
been shown a neuronal hyper excitability in acute OIN [5, 6]. Oxaliplatin was found to reduce
voltage-gated sodium channels through a pathway involving intracellular Ca** probably
immobilized by its metabolite oxalate [7]. So far, there has been lower agreement on about the
role of potassium channel involvement in OIN but the activity and the expression of various
subtype of potassium channels have been shown to be affected by oxaliplatin. At the best of
our knowledge, effect on small conductance calcium-activated potassium channels have not
been tested [8-10]. These channels are crucial contributors in the control of neuronal excitability
and thus may play a role in OIN physiopathogenesis. These channels are voltage-insensitive

and are activated by the increase of intracellular Ca®" concentrations. They are activated after
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sensory stimulation and act to control sensory input into the spinal cord. These channels are
highly represented in the peripheral nervous system and dorsal root ganglion neurons [11]. In
excitable cells such as neurons, the activation of SK3 channels by low intracellular
concentrations of Ca’, results in hyperpolarization of the plasma membrane and changes in
cellular excitability [12]. The KCNN3 gene encoding the SK3 channel, contains a polymorphic
number of CAG repeats in the N-terminal coding region [13]. This polymorphism codes for the
second N-terminal polyglutamine array in the SK3-protein subunit. Previous research has
established that this length polymorphism CAG is functional in mice. Thus, Grube ef al. have
worked in HEK293 cells, expressing short (11 CAG repetitions = HEK293-SK3(CAG);,) or
long (24 CAG repetitions = HEK293-SK3(CAG),4) SK3 channel isoforms. They have shown
that HEK293-SK3(CAG),; cells present higher current density compared to HEK293-
SK3(CAG)y4 cells [14]. In humans, several studies have found an association between this
polymorphic CAG repeat and schizophrenia [15], ataxia [16] or migraine [17]. Moreover, Basso
etal.in 2011 [18] have shown an association between the length polymorphism of KCNN3 and
acute oxaliplatin neurotoxicity in a series of 40 patients. In this work, 13—14 CAG repeats
alleles could make patients susceptible to acute OIN. Nevertheless, these results remains
controversial and complementary data were needed [19].

The present study was aimed at determining the link between genetic polymorphism of KCNN3
and oxaliplatin neurotoxicity through an electrophysiological pre-clinical experimental work

on a cellular model completed by a clinical study in a series of patients treated with oxaliplatin.

34



Materials and methods

Preclinical study

Cell Culture

HEK293 cells, expressing short (11 CAG repetitions) or long (24 CAG repetitions) SK3
channel isoforms, were kindly provided by L. Pardo (Max Planck Institute of Experimental
Medicine, Gottingen, Germany). These cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS). Cells were grown in a
humidified atmosphere at 37°C (95% air, 5% CO2). Cell cultures were controlled using the
Mycoalert® Mycoplasma Detection Kit (Lonza).

Electrophysiology

Experiments were performed with cells seeded into 35-mm Petri dishes at 3000 to 6000 cells
per cm®. All experiments were performed using the conventional whole cell recording
configuration of the patch-clamp technique as previously described [20]. Before
electrophysiological recording experiments, the growth medium was discarded and replaced by
a physiological solution (in mmol/L: NaCl 140, MgCl, 1, KCI 4, CaCl, 2, D-glucose 11.1, and
HEPES 10, adjusted to pH 7.4 with NaOH). The pipette solution for the whole-cell recording
contained (in mmol/L): K-glutamate 125, KCl 20, CaCl, 8.7, MgCl, 1, Mg-ATP 1, EGTA 10,
HEPES 10, adjusted to pH 7.2 with KOH (pCa = 6 corresponding to 1 pM of free Ca®").
Briefly, patch-clamp experiments were conducted using an Axopatch 200B patch-clamp
amplifier (Axon Instrument) and data, digitized with 1322-A Digidata converter (Axon
Instrument), were stored on a computer using the software Clampex of pClamp 10 (Axon
Instrument). The patch clamp data were analysed using Clampfit 10. The acute effects of
oxaliplatin on HEK293 cells were observed using a ramp protocol from +100 mV to -100 mV

with a holding potential of 0 mV (500 ms duration; 4 sec intervals, Figure 1A, left panel) to
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inactivate endogenous potassium currents. Before and after oxaliplatin application (steady
state), whole cell macroscopic currents were generated by stepwise 20 mV depolarizing pulses
(500 ms duration; 4 sec intervals, Figure 1A, right panel) from -100 mV to +100 mV from a

constant holding potential of 0 mV. Signals were filtered at 1 kHz and were digitized at 5 kHz.

Clinical study

This study was conducted in a tertiary care center. Adult patients with histologically proven
diagnosis of stage II, IIl or IVa colorectal cancer who received an oxaliplatin-based
chemotherapy for 6 months from September 2008 to August 2015 were included in this
retrospective analysis. The patients with pre-existing neuropathy or who received taxanes,
vinca-alkaloids or platinum-based chemotherapy before oxaliplatin-based chemotherapy were
excluded. To reduce putative confusing parameter about neurotoxicity, patients treated with
anti-epileptic drugs, amifostine, glutathione, glutamine, calcium and magnesium solutions or
other neuromodulatory agents were excluded. Neurological examinations were performed at
baseline and before each cycle. OIN was scored according to the oxaliplatin-specific scale
reported by Lecomte and Caussanel [21, 22]. On this oxaliplatin-specific scale, the grade of
neuropathy depends on the duration and intensity of symptoms (grade 0: no symptoms; grade
1: paraesthesia, dysesthesia of short duration; grade 2: paraesthesia, dysesthesia persisting
between cycles; grade 3: paraesthesia, dysesthesia causing functional impairment). Data were

retrospectively collected from electronic medical records.

Statistical analysis
The primary end point was the development of a grade 2 or 3 neuropathy to oxaliplatin. Patients
were categorized into two groups as defined by an OIN grade 0 or 1 versus grade 2 or 3. We

have defined a short allele as an allele with CAG repeats <19 and long allele as an allele with
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CAG repeats = 19. The patients were divided into 3 groups based on allele length: patients with
2 short alleles, 1 short and 1 long allele, and 2 long alleles. Secondary endpoints were overall
survival and disease-free survival. Means with standard deviation or percentage were used for
descriptive data. Chi* test was used to assess the association between OIN and KCNN3
polymorphisms. The comparison of survival and disease-free survival for the 3 groups was
done using Kaplan-Meier survival curves and were tested by log-rank test. P < 0.05 was used
for statistical significance. Statistical analysis was performed using Graphpad prism 6 software.
All patients entered in this study signed an informed consent form for blood sample collection

to establish the clinical significance of genetic polymorphisms in gastrointestinal cancer.

KCNN3 genotyping assay

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes according to the kit
manufacturer’s protocol (FlexiGene DNA kit, QIAGEN, Hilden, Germany). The DNA region
containing the repeated trinucleotide sequence was amplified by the fluorescent polymerase
chain reaction (PCR) method with a DNA thermal cycler, using the sense primer 5’-
CAGCAGCCCCTGGGACCCTCGC and the antisense 5 6-FAM
GGAGTTGGGCGAGCTGAGACAG. The PCR reaction was carried out in a total volume of
50 pL containing 100 ng of total DNA, 1uL of each primer (10uM), 5 pL Accuprime® PCR
buffer II (10X) and 1pL of Taq polymerase (Invitrogen, Carlsbad, Calif, USA). The
amplification protocol consisted in an initial denaturation at 95°C for 4 minutes, 22
thermocycling cycles (annealing at 55°C for 60 s and primer extension at 72°C for 30 s), and a
final extension at 72°C for 10 minutes. The length of the PCR product generated depended on
the number of CAG repeats. PCR products were separated by size using capillary
electrophoresis on an Applied 3130XL automated DNA capillary sequencer (Applied

Biosystems, Carlsbad, Calif, USA). GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard was used as

37



standard to extrapolate the size of the sample product peaks. The method has been previously

validated in our laboratory against Sanger sequencing.

Results

Electrophysiological experiments

Consistently with already published data from Grube et al., HEK293-SK3(CAG);; cells
presented higher current density as compared to HEK293-SK3(CAG),4 cells [14]. This
confirmed that the length of CAG repeats indeed affected the activity of SK3 channel in this
cellular model. These data support the hypothesis that the length of the CAG repeat sequence
could affected the control of the neural excitability by SK3 channel and could be a putative
target to the OIN. We thus evaluated the effect of 100 uM oxaliplatin on the two cell lines
expressing short and long SK3 isoforms. As shown in figure 1B, oxaliplatin reduces the current
density amplitude about 15% in HEK293-SK3(CAG);; cells at + 60 mV. Similar results were
obtained in the cells expressing the long SK3 isoform (Figure 1B). We then analyzed the effect
of oxaliplatin on the inward rectification of SK3 current. Normalized apamin-sensitive current
density curves of cell expressing the long CAG polymorphism demonstrate very well
superposition between oxaliplatin and control conditions (Figure 1C, right panel). At the
opposite we observed that oxaliplatin induce a slight left shift of the normalized current density
curve of the HEK293-SK3 (CAQG);; cells (Figure 1C, left panel).

In addition, oxaliplatin has no effect on calcium entry measured in cells expressing long and

short length of SK3 CAG repeats (Fura-2 experiments, data not shown).
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Figure 1. Effect of oxaliplatin on SK3 current amplitude.

A. Patch clamp protocols used in the study. Ramp protocol used to follow the evolution of the current amplitude
after oxaliplatin application (Left panel) and current-voltage protocol (increment 20 mV, 500 msec, 4 sec
intervals) used to record macroscopic current at the stable state before and after application of drug (Right
panel). B. Effect of 100 uM oxaliplatin or 100 uM oxaliplatin + 100 nM apamin on HEK293 — SK3(CAG);;
(Left panel) and HEK293 — SK3(CAG),4 (Right panel). Results are expressed as mean + S.E.M. (N=3 for each
cell line). C. Normalized apamin-sensitive current density (versus the corresponding individual current density
maximum) before and after oxaliplatin application for the HEK293-SK3 (CAG);; cells (left panel) and the
HEK?293-SK3 (CAG),4 cells (right panel). Inward rectification starting of the short polymorphism expressing
cells is slightly left shifted. At the opposite, the cells with 24 repetitions presented no modification between
control and treated conditions.
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Clinical study

920 blood samples for genetic
polymorphisms taken between
september 2008 and august

2015
410 colorectal cancers 510 other cancers
103 colorectal cancers stages II, 307 colorectal cancers stages I
IIT and I'Va or IVb

8 patients excluded

(treated 3 months only with
oxaliplatin)

95 patients included for genetic
analysis

86 genotyping (loss of blood
sample for 9)

Figure 2: Flow chart. Process used in the study to select the patients analysed.
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920 blood samples for genetic polymorphisms were taken between September 2008 and August
2015. 410 colorectal cancers were diagnosed. Among these 410 colorectal cancers, 103 were
stage II, III or IVa. Eight patients were excluded because they have been treated by FOLFOX
and FOLFIRINOX for only 3 months. At last 95 patients were eligible for polymorphism
analysis but only 86 were analysed due to the loss of blood sample for 9 of them (fig 2). Clinical

and pathologic characteristics of patients are summarized in Table 1.

Table 2 : Patient’s characteristics (n=86)

Age
-  Mean 64,3
- <70 30 (35%)
- >70 56 (65%)
Gender
- Male 57 (66%)
- Female 29 (34%)
Body mass index
- 225 41 (48%)
- <25 45 (52%)
KCNN3
- Homozygous 14 (16%)
- Heterozygous 72 (84%)
Groups according to alleles length
- Short-short 24 (28%)
- Short-long 44 (51%)
- long-long 18 (21%)
Anatomic locations of primary tumour *
- Rectum 14 (16%)
- Sigmoid 37 (41%)
- Left colon 8 (9%)
- Transverse colon 7 (8%)
- Right colon 23 (26%)
Stage
- I 16 (19%)
- 1 51 (59%)
- IV 19 (22%)
Maximal neurotoxicity
- Grade 1 33 (38%)
- Grade=2 53 (62%)

* Three patients had two synchronous locations.
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The median age at diagnosis was 64.7 years. The population analysed presented more men
(n=57) than women (n=29). All tumours were classified as adenocarcinoma and the major part
were localised in rectum and sigmoid colon. There was a majority of stage II1 (59%).

All patients except one were treated by FOLFOX 4 simplified regimen (oxaliplatin 85 mg/m”
every 14 days). The remaining patient was treated by XELOX (oxaliplatin 130 mg/m” every 21
days). The mean cumulative-dose of oxaliplatin was 823 mg/m” = 194. All patients included
experienced OIN: thirty-three (38%) patients presented grade 1 neuropathy and fifty-three
(62%) grade 2 or 3. Regarding genetics, the number of CAG repeats ranged between 13 and 21,
with 19 repeats being the most frequent. Fourteen patients (16%) were homozygous, i.e. carried
2 alleles of the same length and seventy-two (84%) were heterozygous. The patients were
classified in 3 groups as follow: twenty-four (28%) patients with 2 short alleles, forty-four
(51%) patients with 1 short and 1 long allele, eighteen (21%) with 2 long alleles. Figure 3
shows the allele frequency distribution.

035

03

0,25

0,2
= Neurotoxicty 0 or 1
0,15 Neurotoxicity > or = 2
0,1
0,05
15 16 17 18 19 20 21

13 14

Proportion

Number of CAG repeat

Figure 3: KCNNV3 allele frequency distribution. KCNN3 allele frequency distribution as a
function of neurotoxicity (grade 0 or 1 versus grade 2 or 3)
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The Chi-square did not allow us to highlight a possible relationship between OIN and KCNN3
polymorphism (p=0.85) (Fig 4). Regarding secondary endpoints, performed analysis did not
show significant difference between the 3 groups for disease-free survival (p=0.80) (Fig 5) and

overall survival (p=0.86) (Fig 6).

99.99%
99.9%

99.0%- Il Neurotoxicity 0 or 1

p =0,85 Neurotoxicity 2 or 3
90.0%-

70.0%-
50.0%
30.0%-

10.0%-

Patients (in %)

1.0%-

0.1%-
0.01%-

Shortl-short Shortl-long Longl-long

Figure 4: Genotypes frequency distribution as a function of neurotoxicity. Genotypes
frequency distribution as a function of neurotoxicity (grade 0 or 1 versus grade 2 or 3). The

Chi-square did not show significant association between OIN and KCNN3 polymorphism for
the 3 groups.
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Disease-free survival of the 3 groups
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Figure 5: Disease-free survival. Disease-free survival is shown for patients with the 3
different genotypes of KCNN3. The log rank test did not show any significant difference
between the 3 groups.
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Figure 6: Overall survival. Overall survival is shown for patients with the 3 different
genotypes of KCNN3. The log rank test did not show any significant difference between the 3

groups.
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Discussion

Neurotoxicity is one of the most limiting side-effect of oxaliplatin. It alters patient’s quality of
life and may result in significant disability. In addition, this situation may lead to dose reduction
or cessation of treatment even though chemotherapy is effective. The present study was
designed to evaluate the possible relationship between the length of CAG polymorphism of the
KCNN3 gene encoding potassium channel SK3 gene and OIN. To date, our study is the first
one interesting oxaliplatin-induced neurotoxicity to combine genetic and in vitro data. The
combination of experimental and clinical data provides superior scientific evidence to the
previous studies. Another advantage of our study is to have a very homogenous population.
The analysis of oxaliplatin effect on SK3 current rectification suggested a differential effect of
oxaliplatin depending of the length of the polymorphism. We observed that oxaliplatin induce
a slight left shift of the normalized current density curve of the HEK293-SK3 (CAG);; cells that
could lead to hyperexcitability in neuronal cells expressing this form. These results agree with
the finding of Basso ef al. in which short length (13—14 CAG repeat) allele could mark patients
susceptible to acute OIN [18]. Contrary to preclinical investigations, the results obtained in our
clinical study did not show any association between OIN and CAG polymorphism of KCNN3
gene. A possible explanation for this might be the limitations of our clinical study: the
retrospective and monocentric nature and a small number of patients. Our primary endpoint
was the evaluation of neurotoxicity by clinicians at each chemotherapy course. After a
neurological examination, the neurotoxicity was classified on an oxaliplatin-specific scale. This
primary endpoint was subject to inter-observer variability and it was not validated by an
electromyogram. Moreover, the oxaliplatin specific scale is very practical to a daily use but it
is a scale about chronic neurotoxicity. As noted above, physiopathology of acute and chronic

neurotoxicity is different. So, the role of SK3 channel in chronic neurotoxicity is probably
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different too. Our experimental results relate to acute neurotoxicity. However, these results
should be taken with caution. Indeed, the effect of oxaliplatin on normalized current density is
small. Furthermore, these results are contradictory with those of Grube ef al. which found that
oxaliplatin induce an increase of the normalized current density curve of the HEK293-SK3
(CAG)24 cells [14].

Based on the literature, the role of potassium channels in OIN remains unclear. In accordance
with Park et al [19] it is difficult to know if there is a direct or indirect mechanism via potassium
channel expression and activity, calcium metabolism regulating potassium channels or Na+
channels. Interestingly, a potassium channel activator, flupirtine, decreased hyper excitability
in OIN in an in vitro model [9]. Further research is thus required to better understand the role
that play potassium channel in OIN.

In our preclinical study, SK3 channel activity is slightly decrease after addition of oxaliplatin.
Additional mechanical study should be necessary to precise the action mode of this platinum
derived compound on SK3 channel. Indeed, it could induce potassium channel blocking, via
one of its intracellular derivatives or by chelating calcium, leading to a decrease in the duration
of the post-hyperpolarization.

Regarding to the polymorphism of KCNN3, the repartition of CAG repeat observed in the
population studied is similar to the other studies among Caucasian [13, 14, 23].

Several investigations have already studied CAG polymorphism of SK3 gene in different
diseases. Among these studies, the classification of patients based on the genotype
characteristics used is different. In some of these investigations, alleles were separated into two
groups according to their length (short and long) [17, 18, 24-26]. However, these studies did
not integrate that about 70% of patients are heterozygous. In other studies, primary endpoints

were : 1) the sum of alleles [14, 27], i1) 3 groups (2 short alleles, one short allele and one long
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allele and 2 long alleles) [28], the length difference between the alleles [29] or the combination
of several of these endpoints [15, 16, 23, 28, 29].

In the present work, we decided to split the patients in three groups according to the size of
their two alleles because this allowed to consider that the majority of patients were
heterozygous. Nevertheless, to date, there is no biochemical or genetic rationale to justify this
primary endpoint. We have chosen the threshold of 19 CAG repeats to differentiate short and
long alleles because it is the most common allele found in the literature and in our study. In
addition, it is known that both alleles are expressed since it is possible to have SK3
heterotetramers associating short and long forms [30]. All combinations would then be possible,
but this has not been demonstrated yet.

We also did not observe association between disease-free survival, overall survival and the
CAG polymorphism of KCNN3 gene despite the known role of the SK3 channel in cell

migration [20].

Conclusion

Our electrophysiological study suggests a differential effect of oxaliplatin depending of the
length of the polymorphism of KCNN3 gene. However, we did not show these results in our
clinical study. Further prospective studies with a greater number of patients are needed to better
understand the possible link between polymorphism of KCNN3 gene and
OIN. Further experimental work needs to be done to establish how oxaliplatin act on SK3
channel. The early identification of patients at risk of OIN will stay a priority aim to improve
the management of the patients and will need further studies to increase our knowledge about

this important side-effect.
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RESUME

Introduction : La neurotoxicité induite par 1’oxaliplatine (NIO) est limitante et impacte la
qualité de vie des patients. Des données récentes suggeérent un réle du canal potassique SK3
dans sa physiopathologie. Le polymorphisme fonctionnel de répétitions CAG du gene KCNN3
qui code le canal SK3 est un facteur susceptible d’étre associé¢ au risque de survenue d’une
NIO.

Matériels et méthodes : Une étude préclinique a été réalisée sur des cellules HEK293
exprimant le canal SK3 de génotype variable pour le polymorphisme CAG du géne KCNN3 (11
ou 24 répétitions CAG). Les amplitudes des courants SK3 associés a 1’activité du canal SK3 de
cellules HEK ont été analysées en absence ou en présence de 100 uM d’oxaliplatine par la
technique de patch clamp. Une étude clinique monocentrique rétrospective a été réalisée sur
une série de patients porteurs d’un cancer colorectal et traités par une chimiothérapie a base
d’oxaliplatine pour une période de 6 mois. Le génotypage de KCNN3 pour le polymorphisme
CAG a été réalisé sur les échantillons d’ADN génomique extraits a partir des leucocytes
circulants des patients. La région d’intérét a été ciblée puis amplifié¢e par PCR, puis une analyse
de taille de fragment a été effectuée afin de déterminer le nombre de répétition CAG de chaque
allele. Les génotypes étaient classés en 3 classes : 2 alléles courts, 1 alléle court et un long, 2
alleles longs. Le criteére de jugement principal était la NIO évaluée par une échelle spécifique
pour I’oxaliplatine et classée en 2 catégories (grade 0-1 ou 2-3). Un test du Chi? a été utilisé
pour évaluer 1’assocation entre la NIO et le polymorphisme de KCNN3.

Résultats : Sur le modele préclinique cellulaire, Il n’y avait pas de différence en terme de
densité de courant mais 1’oxaliplatine entrainait un effet différentiel sur la densité de courant
normalisée entre les deux isoformes exprimées par les cellules HEK. Dans 1’étude
pharmacogénétique, 86 patients traités entre septembre 2008 et aolGt 2015 par une
chimiothérapie péri-opératoire a base d’oxaliplatine ont été inclus. La dose cumulée moyenne
d’oxaliplatine administrée par patient était de 823 +- 194 mg/m’. 33 patients ont présenté une
NCP maximale de grade 0 ou 1 et 53 patients une NCP de grade 2 ou 3. Quatorze patients
¢taient homozygotes pour le nombre de répétitions CAG du gene KCNN3 et 72 étaient
hétérozygotes. Vingt-quatre patients étaient porteurs de 2 alleles courts, 44 porteurs d’un allele
court et d’un allele long, et 18 porteurs de 2 alleles longs. Nous n’avons pas observé
d’association significative entre les génotypes du polymorphisme CAG du géne KCNN3 et la
survenue d’une NIO.

Conclusion : Nous avons observé une faible association entre la NIO et le polymorphisme de

KCNN3 mais uniquement sur le modele cellulaire. Ces données ne suggeérent pas un rdle
majeur de ce polymorphisme dans la genése de la NIO.
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