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l.  INTRODUCTION

Actuellement, la transplantation rénale représdateneilleure alternative au traitement de
I'insuffisance rénale terminale tant en terme dwisude qualité de vie, que de colt pour la séciét
Cela dit, elle nécessite une immunosuppressior paar le patient.

Le but du traitement immunosuppresseur est lagmtéan du risque de rejet aigu d’allogreffe
[1]. Ce risque, plus élevé dans les trois mois quiestiila transplantation, constitue non seulement
un risque immédiat de perte de greffon, si I'épésdé rejet aigu est incontrdlable, mais prédispose
egalement le patient a un risque de rejet chronidéeieur|2].

Ainsi, durant les trois mois post-greffe, 'immuwuppression doit étre la plus intense et pour
I'obtenir, plusieurs agents immunosuppresseurs peeux disponibles sur le marché sont utilisés
en association.

Dailleurs, les inhibiteurs des calcineurines l@sporine et Tacrolimus) constituent la pierre
angulaire du traitement immunosuppresseur chepdéents transplantés rénaux. L'utilisation de
ces médicaments a marge thérapeutique étroite sitecame surveillance réguliére des taux
sanguins. Cette surveillance se justifie égalerpanta forte variabilité inter et intra individueltle
sa pharmacocinétique.

Le monitoring thérapeutique des immunosuppressesirsin outil essentiel dans la prise en
charge des patients aprés transplantation. Il ibar@ra la réduction de la toxicité des médicaments
immunosuppresseurs et a la diminution de l'incidede rejet de greffe avec une thérapie basée sur
la mesure des concentrations sanguines plutétuqua dose.

Tous ces éléments complexifient leur utilisatiorpeatique clinique et justifient la nécessité de
rechercher les paramétres pouvant expliquer ceatioas. Effectivement une connaissance de
ceux-ci, permettrait d’individualiser la posologi®écessaire a l'atteinte des taux cibles du
médicament. Les concentrations cibles seraient albtenues plus précocement et de fagon plus
reproductible ce qui limiterait la survenue de cbogpions.

Les patients traités par le tacrolimus ou la ciptiie en association ou non avec autres
médicaments immunosuppresseurs (mycophénolate im@MtF)/corticoides) et transplantés au
CHU de Fes ou ailleurs ont été suivis au cours de stage dans une étude rétro-prospective.

L'objectif de ce travaill est de confirmer [lintérédu suivi thérapeutique des
immunosuppresseurs notamment les inhibiteurs demearines (ICN) dans différentes situations
cliniques en transplantation rénale.

Nous présenterons tout d'abord dans la partie dgkdiphique les différentes classes des

immunosuppresseurs, le principe de leur suivi fewdque des immunosuppresseurs, et les



différents technique utilisée pour le dosage desneédicaments. Puis, dans une deuxiéme patrtie,
nous présenterons le suivi et les dosages de l@sparine/tacrolimus dans différentes situations
cliniques chez des transplantés rénaux dans |le cldsuivi thérapeutique.



.  RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES

L’histoire du traitement immunosuppresseur en fpkamgation rénale se déroule maintenant
depuis un demi-siecle. Les premiéres transplamstiénales en 1952 ont été tentées en I'absence
de tout traitement immunosuppresseur et se sodésslpar des échecs précoces avec arrét de
fonction du greffon et déces du patient .Les réessen l'absence de traitement
immunosuppresseur  sont obtenues en 1954 et 19%5U8A et en France pour des
transplantations rénales effectuées entre jumeamohygotes, soulignant le fait qu’en I'absence
d'immunosuppression le succes ne peut étre obtelaver une identité parfaite entre le donneur
et le receveur. L’origine immunitaire du rejetegsentie depuis longtemps est a la base de
traitement immunosuppresseur appliqué aprés lescécimmunosuppresseur appliqué aprés les
échecs de la transplantation « contre nature». 1PB8 aux premiéres années 60,
immunosuppression consiste en une irradiatioaléosuivie d’une greffe de moelle du donneur
d’organes : le greffon est « toléré» mais le pati&cede le plus souvent des conséquences d’'une
immunosuppression trop lourde. Quelques succés capendant obtenus avec des irradiations
totales a doses plus faibles, prouvant que ladrarde la défense immunitaire peut étre franchie.

En 1960, lescorticoides et la 6- mercaptopurine font leur apparition déngraitement
immunosuppresseur des receveurs en association'ienagtation.

Apres 1963, 'amélioration des techniques d’époragxtra-rénale et le développement de
’hémodialyse périodique, 'amélioration des tecjugs de prélevement et de conservation des
organes, les progres de I'immunologie clinique dansianiement des immunosuppresseurs et les
tests d’histocomptabilité, l'utilisation du sérumtidymphocytaire associé auworticoides et a
I'azathioprine vont permettre une amélioration des résultats eanterme de survie des greffons
gue des patients.

A partir de 1980, Il'utilisation de laiclosporine A va permettre d’améliorer la survie de
greffons avec une augmentation de 15% des grefémasionnels a 10 ans par rapport au traitement
conventionnel et malgré sa néphrotoxiciteé.

Par la suite, leMMF (mycophénolate mofétil) remplaceraathioprine, le tacolimus
pourra remplacer laiclosporine A les anticorps monoclonaux antirécepteurs de 2'lpeuvant
remplacer les anticorps antilymphocytes polyclonatomme les lymphoglobulines ou les
thymoglobulines ou les anticorps monoclonaux cori@i€T3.

Récemment, lempamycines sont proposées a la place des anticalcineurinesgporine
et tacrolimus) pour leur absence de néphroloxidiféarsenal thérapeutique s’est donc enrichi
permettant un développement de 'imunosuppressiomgsure en fonction des caractéristiques du

receveur et du donneur.



L’immunosuppression au cours des ages
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Fig 1 : Evolution des traitements immunosuppressesrau cours du temps

I.1. Place des immunosuppresseurs dans la réponse immtaiie

Le but des immunosuppresseurs est d’empécher trildénent de réponses immunitaires
non souhaitées, mais qui suivent les étapes clesside toute activation immunologique.
Généralement, I'activation compléte d’'un lymphocyteaif requiert plusieurs signauikig.2) [3].
Le premier signal est secondaire a la reconnaissdinn déterminant antigénique. Les molécules
HLA par exemple, par le récepteur de I'antigénelysnphocyte T (TCR). Ce premier signal est
transmis par la molécule CD3, couplée aux protéipsine Kinase Ick et ZAP-70, qui le relaient
par trois voies de signalisation. Il s’agit de ealles MAP Kinases, de celle dépendante du couple
calcium-calcineurine et enfin de celle impliquaatprotéine Kinase C théta (PK)C qui activent
respectivement les facteurs de transcription corfaeévator-protein 1 (AP-1)facteur nucléaire
des lymphocytesT activés (NFAT), et le facteur nucléaire kB (NF- kB). Cesrigiers conduisent a
'expression de CD154 (CD40 ligand), mais ausslidéerleukine 2 (IL-2) et de la chaine alpha
(CD20) de son récepteur. La molécule CD 154 engagdigand CD40 sur la cellule présentatrice
d’antigene gu’elle active, induisant ainsi une aagtation de I'expression des molécules CD80 et
CD86[4].
Celles-ci permettent de délivrer le deuxieme sigral I'engagement de la molécule de cosignal
CD28 sur le lymphocyte. Ce cosignal renforce Iealigransmis par le TCR, en activant AP-1 qui,



complexé a NFAT, transactive les génes IL-2 etR.-3on absence ne permet pas au lymphocyte
de s’activer totalement et celui-ci devient aneugiq

Le troisieme signal est induit par la fixation dgtokines sur leurs récepteurs, et en
particulier I'lL-2. Ce troisieme signal conduit a prolifération cellulaire. En resumé, I'expression
induite de CD25(IL2R), permet la formation du récepteur de haute afide I'lL-2, associant les
chainesa, B ety. Ces récepteurs transmettent un troisieme sigmatanduit a la prolifération
cellulaire, a l'expression de genes anti-apoptesqet a la production de cytokines et de
chémokines. Trois voies principales de signalisationt décrites en aval du récepteur de I'lL-2.
Une voie MAP-Kinase, une voie initiée par la jaiisase 3 (JAK3), mettant en jeu les protéines
STATS, et une voie en aval de la phosphoinositidértase (P1-3K), impliquant mTOR5].

La prolifération cellulaire, parfois assimilée a guatrieme signal, requiert la synthese de
nucléotides purines et pyrimidines, respectivemeaddépendantes des enzymes inosine
monophosphatase déshydrogénase (IMPDH), et dihyatede désydrogénase (DHODH).

Enfin, un certain nombre de récepteur aux chémskif@CR1l, CXCR3, CCR5) et
molécules d’adressage, comme le récépteur sphimggdsphosphatase (S-1-P), sont exprimées,
permettant au lymphocyte de quitter I'organe lymghsecondaire ou il a été activé pour rejoindre

le Cellule présentatrice d'antigéne

O
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Fig 2 Représentation des différentes étapes de lactivation lymphocytaire T. Le premier signal et issudea reconnaissance de son ligand par le récepteur des ymphocytes
T{TCR), qui active les factewrs de transcription pro-nflammatoires NF-xB, NFAT et AP-1 par differentes voies de signalisation, Le second signal est détiveé par l'engagement
dies mokcules decosignal (CD28, inducible costimulator-ligand [I005-L), CDMOL), qui renforcent ke premier signal, Enfin, le troisiéme signal nait de a fication de FIL-2 sur son
récepteur dehaute affinigé, Cehui-ci délvreun message permetiant la prolifération, la sherétion de cylokineset dechémokines, dins que dessignaux protégeant de lamort par
apoptose. L proliferation cellulaire est dépendante de la synthese de bases puriques et pyrimidiques. Lexpression du recepteur §-1-P permet au lymphocyte de s'extraire du
garglaon drainant pour stteindre Jes tissus cibles sous Neffet des chémokines pro-inflammatoires, dont il exprime ks récepteurs{ CCRY, CCRS, CXCR3 L CMH : complexe majeur
' histocompatibilieé ; 100 : mdoléamine 23-dioxygbnase ; ZAP-70 : protéine tyrosine kinase ; PLC : phosphofipase C ; CTLA- : cytotoxic T lymghocyte antigen-d ; DAG ;
diacylglycérol ; PHC : protéine kinaseC ; PI-3K : phospho-mesitol-3 kinase ; Akt : protéine kinase ; STAT : signal transducer and activator of transcription ; mTOR : mammalion
iorget of rapamycing ; G1-SG2-M : phases du cycle cellulaire ; JAK3 ; Janus kinase 3.



.2. Classification des immunosuppresseurs

[1.2.1 Corticoides
Les glucocorticoides, dont I'utilisation remontexaannées 1960, agissent comme agonistes
des récepteurs des glucocorticoides. Leurs ménarissont complexes et ont été résumés
récemment dans un article de synthgge A un dosage, important, ils possédent aussi detsef
indépendants de la fixation au récepteur. Lessffeddiés par le récepteur sont principalement des
effets transcriptionnels, par I'intermédiaire déraction avec les éléments de fixation a '’ADN et
des interactions protéine-protéine du complexeegtur des stéroides ». Cela entraine un effet sur

des facteurs de transcription tels que AP-1 et NB--K

[1.2.2 Inhibiteurs de mTOR : sirolimus et évérolimus

Les inhibiteurs de la mTOR, le sirolimus et I'évarws, bloquent une voie de signalisation,
en aval des récepteurs a I'lL-2 et I'lL-18]. Pour étre actif, ils doivent se lier, comme le
tacrolimus, a la protéine FKBP12 mais n’ont aucfietesur la phosphatase calcineurine.

Le sirolimus est un macrolide dont la structuretest proche de celle du tacrolimus, mais
dont le mécanisme d’action est complétement difitgie. En se fixansur le FKBP12, il inhibe la
prolifération cellulaire induite par les cytokintsdles que I'lL-2, L’IL-3, L'IL-4 et L’IL-6 par une
voie indépendante du calcium. Il bloque le cycldutare en phase G1. Le complexe sirolimus-
FKBP se lie a la protéine mTOR. Cette derniereaaugtivité d’autophosphorylation sur les résidus
sérines. Elle contrdle l'activité d’'une protéinen&se, la p70S6k et la phosphorylation d’'une
protéine qui inhibe le début de la traduction, B-BP1. Le blocage de la p70S6kinase, qui
phosphoryle la protéine ribosomale S6 impliguéesdBactivation de I'étape d'initiation, est
responsable de [l'inhibition de la traduction des NWR comprenant un domaine riche en
polypyrimidine a leur extrémité 5’ (5’-TOP). Ces ARnessagers constituent une petite famille de
transcrits présents en grande quantité dansllaleedui codent pour des protéines ribosomales et
des composants de I'appareil traductionnel. La&mmet 4E-BP1 sous sa forme phosphorylée se
dissocie de elF4E, qui peut alors se lier a lafe@f mettre en route la traduction des ARNm. Le
sirolimus inhibe linduction de la phosphorylatiale 4E-BP1 par les facteurs de croissance et
augmente ainsi la fraction elF4E séquestrée, vadans la cellule. Le blocage de ces réponses par

le sirolimus va bloquer en aval la progression yltleccellulaire de la phase G1 a la phase S.

[1.2.3 Anti métabolites
L'utilisation d’agents antimétabolites dans le @adiune thérapie immunosuppressive aprés
transplantation d’organes, dont le premier repriaserest apparu vers la fin des années 1950 était

la 6-mercaptopurine (6-MPR).0].



L’azathioprine est un pré-médicament qui est rapigle converti en 6-MP puis en une série
de métabolites intracellulaires agit au niveau docdge de l'inosine monophosphataée
déshydrogénase (IMPDH) et de la phosphoribosyblypsphate aminotransférase qui sont des
enzymes clés dans la synthése de novo des basgsgsur

Certains métabolites agissent également par incatipa frauduleuse dans I’ADN. Il en
résulte un effet cytostatique par blocage de ldicaon de I'ADN ayant pour conséquence
I'inhibition de nombreuses fonctions lymphocytaires, 11, 12].

Le mycophénolate mofétii (MMF), il s’agit dun préédicament de [I'acide
mycophénoligue (MPA). Ce médicament agit par urcdde de la synthése de novo de la guanine.
Il en découle une inhibition de la proliférationsdymphocytes ainsi que leurs fonctions qui
incluent la formation d’anticorps, I'adhésion cédive et la migratior10].

[1.2.4 Anticorps polyclonaux et monoclonaux

Vers la fin des années 1960 sont apparus les premamticorps polyclonaux
antilymphocytaires. Ces derniers sont obtenus &irpde sérums de lapins ou de chevaux
immunisés par des lymphocytes T humains. Ces apsommnt diminuer le nombre de lymphocytes
en circulation, s’opposant de ce fait a la répansaunitaire[10, 13].

En 1981 a été commercialisé le premier anticorpsadional, le muromonab-CD3, de type
murin, dont la spécificité porte sur le récepted3Cprésent sur les lymphocytes T. sa liaison
provogue la modulation et l'inactivation immunolqge des cellules CD3+ impliqguées dans le
processus de rejet de grefffed].

Un nouveau type d'anticorps a été mis sur le marehél998, il s’agit d’anticorps
monoclonaux recombinants dont les représentantdesbasiliximab (chimérique murin/humain) et
le daclizumab (humain). La fixation de I'lL-2 s’@rouve ainsi inhibée avec pour conséqguence un

blocage de I'activation de la prolifération de cefiules[13, 14].

[1.2.4 Inhibiteur de la calcineurine

Les immunosuppresseurs ciclosporine et FK506 s¢ dedes immunophilines et, sous la
forme de ce complexe, a la calcineurine, une pretphosphatase activée par la calmoduline en
présence de Ga L'inhibition de I'activité phosphatasique de la@akurine induite par la fixation
du complexe immunophiline-médicament pourrait iidéer avec les modifications post-
traditionnelles de composants cytoplasmiques diiosrfacteurs de transcription, probablement
NF-AT et NF-KB, dont la translocation dans le noyaécessaire a I'activation du géne de I'lL-2,
ne pourrait plus se produifeg3) [15]. Ainsi serait bloquée la premiére étape de l'acibrates
lymphocytes T lorsque leur récepteur reconnaitniigene spécifique présenté par une molécule du
complexe majeur d’histocompatibilifé6].



Q

Fig. 3. Les voies de signalisation en aval du rédepr des lymphocytes T (TCR) constituent

des cibles privilégiées pour les drogues immunosuggssives

Celles-ci visent I'antagonisme des facteurs destrtaption NFAT, AP-1 et NF-kB, de facon
spécifique, par le blocage des voies de signadisgtropres au lymphocyte. La ciclosporine et le
tacrolimus, toutes deux des prodrogues complexées ammunophilines, inhibent la calcineurine,
senseur biologique de l'afflux de calcium dansdbute aprés I'engagement du TCR. Les stéroides
ont un effet plus ubiquitaire, agissant directensntles facteurs de transcription AP- 1 et NF-kB.
Enfin, la molécule CD3, complexée au TCR, peuté&gaht étre la cible d’anticorps, deplétants ou
non. ZAP-70 : protéine tyrosine kinase ; PLC : giihmdipase C ; DAG : diacylglycérol ; PKC :
protéine kinase C ; FK506 : tacrolimus ; NFAT :teaa d’activation nucléaire des lymphocytes T
actives.

W22/ Cyclosporine

1. Molécule
La cyclosporine (Neoral®, Sandimmun®) est un méitddu champignonTolypocadium
inflatum|[17].
La CyA est un peptide cyclique de onze acides asnirfga formule chimique est
Cs2H111N11012 €t sa masse molaire moléculaire est de 1 201 mdaltdElle comporte des acides
aminés dextrogyres, rarement rencontrés dans laejas].
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Fig 4 : Formule développée de la molécule de cysfmrine

2. Mode d'action

Elle agit a un stade précoce de l'activation dugfiocyte CD4. La cyclosporine inhibe la
transcription du gene de l'interleukine 2 et deseged’autres cytokines (IL-1, IL-3, interféron
gamma, IL-4), de proto-oncogenes et de récepteagcytokines. La cyclosporine se fixe dans le
cytoplasme sur une isomérase, la cyclophiline. drapdexe cyclophiline-cyclosporine se lie a une
phosphatase dépendante du calcium, la calcineuhimsi, la cyclosporine inhibe I'action de la
calcineurine qui est de déphosphoryler le facteactivation des lymphocytes T actives et
permettre ainsi la translocation de ce facteur ¢an®yau. L'inhibition des génes de l'interleukine
2 et d'autres cytokines empéche la prolifératiors dgmphocytes T et la génération des
lymphocytes cytotoxiqued 9).

3. Métabolisation

La ciclosporine est métabolisée a plus de 99% earcitochromes P450 3A4 et 3A5
(CYP3A4/5) dans la paroi intestinale et au niveapdatique. Plus de 30 métabolites différents sont
formés par hydroxylation, déméthylation et cycimat(Fig.4). Ces derniers sont désignés par A
pour « ciclosporine A », puis M pour « métabolitetxfinalement par un numéro indiquant I'acide
aminé sur lequel se produit la modification.

L'utilisation de deux numéros indique une transfation similaire a deux emplacements.
Lorsque ni un N (qui désigne une N-déméthylatiom)um c (qui désigne une cyclisation) n’est
indiqué, il s’agit d’'une hydroxylatiof?0]. Les métabolites principaux rencontrés dans le sang
'AM1, AM4N et AM9 qui comptent respectivement poudf%, 21% et 7.5% de l'aire sous la



courbe des concentrations sanguines (AUC) en golose [21]. Aux taux résiduels, des
concentrations en hydroxy-ciclosporine supériedrezelles en molécule mére ont été observées
[22]. Certains métabolites sont actifs, le principall@&8¥11 avec une activité immunosuppressive
correspondant a 10-20% de celle de la ciclosposn@j de 'AM9 et de 'AM4N[20,23].1l a été
rapporté que des concentrations dAM1 et dAM19maagtées pouvaient étre liées a I'apparition
de néphrotoxicité24]. D’'apres les données disponibles, il n'est pas ptessie conclure si la
mesure spécifique individuelle des métabolitesksiguement significative.

Les métabolites sont excrétés a plus de 90% dahaelaet seulement 6% sont retrouves
dans l'uring[25]. Les concentrations de ciclosporine déclinent géedrant de maniére biphasique
avec une demi-vie d’élimination terminale se situamire 5-18 h24].

[1.2.4.b/ Tacrolimus

1. Molécule

Le tacrolimus (prograf®), également appelé FK 506Fajimycine(fig.5), appartient a la
famille des macrolides. Il a été isolé a particdiures deStreptomyces tsukubaensis 1984 26].

Il posséde une structure cyclique. Sa formule dpmiest GuHgoNO1,, H,O et sa masse
molaire moléculaire est de 804 daltons. C’est un&aule qui absorbe peu dans l'ultraviolet et qui
n’est pas fluorescenié7].

C’est une molécule lipophile, tres soluble dansmkthanol, le chloroforme, et I'acétone et

pratiguement insoluble dans I'eau et I'hexén@ 27].

/ 12-hydroxy-

13-0O-déméthyl-

15-0O-déméthyl-

cyclisation de 19 3 22
+—— 31-O-démethyl-

Fig 5 : Formule développée du tacrolimus



2. Mode d’action

Tout comme pour la ciclosporine, I'activité immunppressive28] du tacrolimus est due a
I'inhibition de la calcineurine, protéine du cytbstes lymphocytes T ; la calcineurine ne peut pas
déphosphoryler le facteur nucléaire des lymphocyiiexctives (NFAT) ; la conséquence est
l'inhibition de la synthése de I'Interleukine 2 (R) et par la méme occasion de la prolifération des
lymphocytes T. Mais le tacrolimus est 100 fois phusssant que la Ciclosporine. Son utilisation a
considérablement amélioré le succes des transptarda Toutefois, la zone thérapeutique est
voisine de la zone toxique ; cette molécule ralefdi filtration glomérulaire et induit une
hypertension, elle est a l'origine de diabétes eetnduropathies ; on a une marge de manceuvre

limitée pour avoir une action efficace sans inddiedfets toxiques.

3. Métabolisation

Le tacrolimus systémique est métabolisé a plus @ @u niveau hépatique par les
CYP3A4/5. Ces isoenzymes sont également présentesveau de la paroi intestinale et il a été
estimé qu’elles étaient responsables d’'une biokbamsition présystémique d’environ 50% de la
dose [29]. Plus de 15 métabolites différents ont été idetiin vitro, avec une activité
immunosuppressive équivalente a celle de la maémere pour le 3D-démeéthyl-tacrolimus.
L’activité des autres métabolites était tres failole négligeable. Dans le sang de patients
transplantés rénaux ou hépatiques, les principagkalolites retrouvés étaient le démeéthyl-,
hydroxy-, déméthylhydroxy-, didéméthyl- et didémdilydroxy-tacrolimus qui ont compté en
moyenne pour 43% (0-152%) de la concentration uédliel en tacrolimus$30-31]. L'élimination
des métabolites se fait majoritairement par voiiile (> 95%), moins de 2% sont retrouves dans
l'urine. La demi-vie d’élimination est de 12-15 Im enoyenne, avec des valeurs plus élevées
rencontrées dans certains €as, 33].

Une étude récente, non exempte de critigue méthgiple, portant sur plus de 1500
patients, montre une meilleure efficacité du taoros comparé a la ciclosporine. Cette étude a
montré que desdlle tacrolimus comprises entre 3 ng/mL et 7 ng/taieét associés aux meilleurs
résultats[34]. Dans cette étude, les patients recevant du tewrsliprésentaient une meilleure
fonction rénale, une moindre incidence de rejat @igune meilleure survie a un an du greffon rénal
en comparaison avec les groupes traités avec tisfou de faibles doses de ciclosporine ou avec
du sirolimus combinés aux autres traitements (myéoplate mofétil et stéroides). D’autres études
ne retrouvent pas une telle différenée].

[1.2.4.c / effets indésirables Ciclosporine/Tacnalis

En ce qui concerne les effets indésirables, la mépkicité et 'HTA sont des complications

communes aux deux inhibiteurs de la calcineurimereizanche, si le profil lipidique est meilleur en



cas d'utilisation du tacrolimus, ce dernier esbagsa une augmentation du risque de troubles de la
glycorégulation. Une étude randomisée a récemnagmioirté I'incidence de ces troubles]. Cette
étude a comparé de fagon prospective I'incidencealéles de la glycorégulation observés chez
des patients transplantés recevant, soit un traitenpar ciclosporine, soit un traitement par
tacrolimus. Apres six mois, I'incidence de diab&tievenant apres transplantation ou d’anomalie de
la glycémie a jeune a été de 26 % dans le growgi fpar ciclosporine, contre 33,6 % dans le
groupe traité par tacrolimus (p = 0,046). De plugijlisation du tacrolimus est associée a la
survenue d’une alopécie réversible, en partical@z les patients diabétiques et les femaes

Le tacrolimus pourrait aussi étre associé a unenauatation du risque de survenue d’'une

néphropathie a virus BK pouvant conduire a la pautgreffon[37].

.3. Utilisation thérapeutique et pratique de ces médiaaents
Le champ d’action des immunosuppresseurs concarmansplantation d’organes solides
(rein, foie, cceur, poumon, intestin, pancréas)rdasplantation de moelle osseuse et certaines
maladies auto-immunes incluant psoriasis, syndroégphrotique et polyarthrite rhumatoide. Dans
la transplantation d’organes solides, la stratéggeapeutique a pour objectif d’une part de préveni
le phénoméne de rejet et d’autre part de le traiter

[1.3.1 Domaine de la transplantation d’organes

[1.3.1.1Prévention du rejet

Le traitement immunosuppresseur de référence dapgelention du rejet de greffe associe
classiqguement un inhibiteur de la calcineurine, amimétabolite et des corticostéroidess].
L'utilisation d’une telle trithérapie permet d’oloie une immunosuppression adéquate sans avoir
recours a des doses toxiques de chaque agent.die dbs molécules, parfois dépendant des
habitudes des centres de transplantation, estiéontéme fonction de la nature de I'organe greffé et
des comorbidités. Ainsi le tacrolimus semble praweyg moins de néphrotoxicité39] et
d’hypertension40] que la ciclosporine, mais a été associé a uneisigudiabete sucré plus élevé
[41]. En transplantation cardiaque, il a été suggérélguacrolimus pourrait étre substitué a la
ciclosporine chez des patients ayant souffert d@ges de rejets récidivants, ou en cas de mauvaise

tolérance a la ciclosporirié?].

[1.3.1.2Traitement du rejet aigu
La prévention du rejet aigu en transplantation leérepose sur :
* Une trithérapie associant des stéroides a faildss,din inhibiteur de la synthése de I'ADN,
le plus souvent inhibiteur de I'MPDH (inosine mepbosphatase déshydrogénase) et un

immunosuppresseur de la famille des anti-calcimesri(ciclosporine ou tacrolimus), ce



dernier pouvant étre introduit d’'emblée ou de fagetardée de quelques jours en cas de

reprise retardée de fonction rénale ;

* Un traitement dit «d’induction» en fonction du tiggimmunologique : ce traitement est soit
absent, soit constitué d’anticorps monoclonaux-ig@tepteur de linterleukine 2 en cas de

risque faible et d’anticorps polyclonaux anti-lyngglgte en cas de risque élevé.

Les différents immunosuppresseurs sont ensuite @®dan fonction de leur suivi
pharmacocinétique, de leur efficacité et de leffetsesecondaires.
Globalement, l'incidence de rejet aigu est a I'eeactuelle inférieure a 15% avec une

proportion croissante de rejet aigus humoraux.

[1.3.1.3 Traitement préventif ou curatif de la réaction GVH
Le traitement préventif de la GVH (maladie du goaficontre I'héte) est systématique. Le
protocole le plus utilisé actuellement associeiddosporine (2 & 5 mg/kg/j un jour avant la greffe
jusqu’au sixiéme mois) et le méthotrexate (15 nfghh (Injection intraveineuse) a J1, puis 10
mg/n? & J3 et J6 post-greffe). D’autres protocoles assb@ des degrés divers des bolus de
meéthylprednisolone et [I'association cyclophosphafmuethotrexate/corticoides ou mofétil

mycophénolaté43].

11.3.2 Autres indication
» Affections Dermatologiques : psoriasis, dermat#tegpiques.
* Rhumatologie
* Néphrologie : Syndromes néphrotiques corticorasista
» En cas de maladie de Crohn, cancers.

* Maladies Inflammatoires chroniques

11.4. Le suivi thérapeutique des immunosuppresseurs

La maitrise du traitement immunosuppresseurs opireat un €lément essentiel dans la
prévention d'un rejet apres une transplantationrgéine. Le monitoring thérapeutique de ces
médicaments, qui consiste a individualiser la pagiel sur la base de la concentration sanguine
individuelle, a été accepté comme étant un oudisipensable a la prise en charge des patients
transplantés et a contribué a 'augmentation ddutée de vie observée ces derniéres années chez
ces patients. La corrélation entre les concentratganguines et I'effet thérapeutique et toxique,
ainsi que I'absence de mesure clinique simple ffesserecherchés, sont des criteres importants
pour avoir un monitoring thérapeutique.

Ciclosporine et tacrolimus font I'objet d’'une recorandation de suivi thérapeutique régulier,

pour les raisons suivantes :



Leur marge thérapeutique est étroite, c'est-a-dit€ils ne déploient leur effet
pharmacologique désiré avec une tolérance accepgatd 'intérieur d'un faible domaine
de concentrations sanguines. Les conséquencesdusidosage peuvent étre désastreuses
(rejet de greffe, déces), il en est de méme endeasurdosage avec l'apparition d’une
toxicité médicamenteuse importante.

Leur pharmacocinétique présente une grande vatélbitra- et inter-individuelle, en raison
notamment d’'une biodisponibilité sujette a une daffiuctuation (il n'existe pas de
corrélation entre la dose et les concentrationgugans) et de la métabolisation par le CYP

3A4, cible de nombreuses interactions médicameaseus

bY

Le dosage des immunosuppresseurs est réalisé eéaseng complet (mise a part pour le

mycophénolate mofétil). Les raisons de dosage spdone et tacrolimus dans le sang total que le
plasma sont les suivanteg!#, 45, 46|

La distribution est largement dans les érythrocy®srs concentrations peuvent donc étre

mesurées plus aisément dans le sang complet gedadplasma.

La distribution érythrocytaire dépend de la tempém et de la concentration en
immunosuppresseurs. Des erreurs de reproductibititéen effet été observées lorsque le
dosage était effectué a partir du plasma. Ces rarreat pu étre limitées par une
standardisation du processus de séparation desndatiices (centrifugation) a I'aide d'un
équilibrage de I'échantillon a une température mé@ece pendant au moins 1 heure. Cette

pratique n’est cependant plus utilisée en routine.
Les concentrations plasmatiques peuvent étre mées par la concentration en

lipoprotéines ainsi que par I’hématocrite.

11.4.1 La ciclosporine A

Le suivi thérapeutique de la ciclosporine a étéoatit dans la pratique clinique depuis plus

de 20 ans. La valeur la plus couramment utiliséeleesoncentration sanguine résiduelle)(C

mesureée juste avant 'administration de la doseasue(Tableau 1)Cependant, il est actuellement

établi que la corrélation entre, €t I'exposition totale au médicament n’est pasmale et que la

valeur prédictive de ce parameétre dans la surveiurerejet aigu et de néphrotoxicité est limitée

[51].



Tableau 1 : Marges thérapeutiques de la ciclosporebadées sur €[47].

Type de Fonction Période post- Valeurs cibles
transplantation rénale transplantation de G
[ng/ml]
Rénale Normale Initiale 100-250
Diminuée Des 3 mois 100-150
100-125
Hépatique, Initiale 150-250
cardiaque, . .
_ Des 3 mois ou 100-150
pulmonaire,
1lan
moelle
osseuse

Il a été montré que I'’AUE; 2 présentait une meilleure corrélation quga@ec la survie du
greffon [48]. La mesure de I'exposition totale nécessite cepgnda nombreux prélévements, ce
qui est colteux et difficilement réalisable en jona. Le suivi thérapeutique basé sur I'AUG
peut étre simplifié en utilisant des stratégiesckantillonnages limités et en procédant a une
estimation de ce parametre selon I'un des nombaggorithmes développés, comme par exemple
une mesure a 2 h fCet a 6 h (§) apres I'administration pour estimer I'absorptet’élimination
[49].

Par ailleurs, il a été mis en évidence que la glamde variabilité pharmacocinétique se
produisait dans les 4h aprés la prise de la cioliisp microémulsion et que l'utilisation de 'AUC
de la phase d’absorption (A% permettait d’obtenir une bonne prédiction du aévelinique
précoce. Des valeurs d’AUYG plus faibles ont été observées chez des patieatst gyésenté un
épisode de rejet aigu par rapport a ceux n'ayastrpacontré cette complication, alors que les
concentrations résiduelles étaient identiques temdeux groupes. Il a également été observé que
le plus grand effet pharmacodynamique se produdaits les 2 h aprés I'administration du
médicament, d’ou I'importance de la vérificatiorsdaux a ce moment |20, 51].

D’autre part, il a été montré que la déterminatitn G uniquement donnait une bonne
estimation de 'AUG.4 [52]. Une incidence de rejets aigus plus faible a éseniée chez des
patients dont les doses étaient adaptées en far#id3, par rapport au groupe contrdle recevant

des doses permettant d’atteindre des valeurs dialeses sur-avec une tolérance identiqgue dans



les 2 groupes. Il est actuellement admis que lei snérapeutique de la ciclosporine basé sur la
mesure de greprésenterait un indice plus sensible qyel@hs la prédiction de la survenue d'un
épisode de rejet aiguiableau 2]53]

Tableau 2. Marges thérapeutiques de la ciclosporingasées sur g[52].

Type de Période post- Valeurs cibles de £
transplantation transplantation [mois] ——
Hépatique 0-3 1000
3-6 800
>6 600
Rénale 1 1700
2 1500
3 1300
4-6 1100
7-12 900
>12 800

Il est recommandé de procéder a un dosage sanglipurs apres la transplantation, puis
2-3 fois par semaine pendant les 3-6 premiers juegu’a stabilisation du patient. La mesure des
concentrations sanguines peut ensuite étre espacpleisieurs mois, en I'absence de modification

de la posologie, des traitements concomitants di¢tde clinique du patient4|.

[1.4.2  Tacrolimus
Une bonne corrélation a été mise en évidence €ekposition totale en tacrolimus et la
concentration résiduelle. Cette valeur est devdaustandard dans l'optimisation des thérapies
(Tableau 3).Cependant, d’autres études ont observé des dwndatrés variables entre, @t
AUC et il semblerait qu’'une mesure des conceitiret a G ou C, soit utile [55]. Des
investigations complémentaires sont souhaitées dandomaine afin d’améliorer la qualité des

adaptations posologiqués?].



Tableau 3. Marges thérapeutiques du tacrolimugs2].

Type de Période post- Valeurs cibles de £
transplantation transplantation [mois] [ng/ml]
Hépatique 1-12 5-20
Rénale 1-3 7-20
4-12 5-15

.5. Recommandations preanalytiques [56]

1.5.1 Prélévements

Sang total prélevé sur tube EDTA sans gel sépard®eoscrire les tubes héparinés.

Prélevement a I'état d’équilibre, obtenu aprés # gours de traitement. Deux types de

prélevements possibles :

Prélevement pour dosage de la concentration rdkdie ciclosporine A (g), juste avant la
prise suivante.

Préléevement 2 heures (+/- 10 minutes) apres l& @$$ actuellement reconnue comme un
bon index d’exposition, permettant d’appréciamntéinsité de I'absorption et d’estimer I'aire

sous la courbe (AUC), tres variable d’un patieliaatre.

Des prélevements répétés sont parfois effectués ggtimer 'AUC g4 0u 'AUC ¢.12n
(analyse pharmacocinétique). Il a été établi utaiom entre le risque de rejet et I'AUG2h
de la ciclosporine.

[1.5.2 Renseignement indispensable

Conformément a la Nomenclature des Actes de Bieldgdicale, toute demande de dosage de

médicaments doit comporter impérativement :

Les raisons de la prescription (recherche d’efftéanu de toxicité), I'heure de prélévement,
la date de début du traitement et/ou de I'éverguelodification de posologie, les
renseignements posologiques (quantité adminisiréguence, voie d’administration), ainsi

gue I'age, la taille et le poids du sujets lorsgeka est possible.

Préciser I'indication du dosage (si transplantatipréciser le type de greffe et le délai par

rapport a la greffe, ainsi que la date de débutaltement).

Fonction rénale (créatininémie).



» Traitement en cours risquant d’interférer avec &atolisme de la ciclosporine.

[1.5.3 Conservations et transports

» Conservation 8 a 12 jours a tempeérature ambiante.

* Transport a température ambiante ou a +4°C.

1.6. Techniques de dosage des immunosuppresseurs

[1.6.1 Introduction
De nombreuses techniques ont été développées peurddsage sanguin des

immunosuppresseurs. Il s’agit principalement dinmoessais, mais €galement de méthodes
séparatives par chromatographies liquide (HPLQ)pkEes a la spectrophotométrie d’absorption de
l'ultra-violet (LC-UV), a la spectrométrie de masieC-MS) et également a la spectrométrie de
masse en mode tandem (LC-MS/MS). Pour la ciclosporie tacrolimus les immunoessais sont
largement utilisés. En raison de leur spécificibéirples molécules meres, les techniques par LC-
UV et surtout par LC-MS ou LC-MS/MS sont actuellemneonsidérées comme les méthodes de
choix pour le dosage de ces médicamgnts

[1.6.2 Techniques immunologiques

Les immunoessais regroupent 'ensemble des métrarddgtiqgues quantitatives mettant en
jeu la réaction immunologique antigéne-anticorpa. rhajorité de ces techniques utilisent un
troisieme élément, le traceur, qui résulte de dasgion de I'antigéne ou de I'anticorps avec un
marqueur (radioélément, enzyme, luminophofs)|. Différentes méthodes sont utilisées pour le
dosage des immunosuppresseurs. La ciclosporinacielimus et le MPA sont quantifiés a I'aide
de la technique EMIT (Enzyme Multiplied Immunoas3aghnique). La ciclosporine a doser ainsi
gue de la ciclosporine marquée par une enzymeutase-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH),
entrent en compétition pour se lier a un anticompsnoclonal anti-ciclosporine. Lorsque la
ciclosporine marquée est liée a I'anticorps, la BARberd son activité enzymatique en raison de
'encombrement stérique qui en résulte. L'actiwgt en revanche conservée lorsque la ciclosporine
marquée est libre. La G6PDH convertit le glucog@6sphate en 6-phosphogluconolactone alors
gue le coenzyme NAD+ est réduit en NADH, résulimtune modification de I'absorbance a 340
nm. Ainsi, plus la concentration en ciclosporinasiféchantillon & doser est élevée, plus il y aura
de ciclosporine marquée libre (ne pouvant se litardicorps) et plus I'activité de I'enzyme sera

importante.



[1.6.2.1Ciclosporine
De nombreux immunoessais utilisant des anticorgiscariosporine ont été commercialisés
pour la mesure des taux sanguins de ciclospdrinéleau 4).La proportion de leur utilisation
parmi différents laboratoires européens (n=540)nektjuée a lafigure 6). Les principales
différences entre ces immunoessais résident dafailaé de manipulation, la sélectivité pour la

substance mére par rapport aux métabolites eétagmon.

A) Réaction immunologigue de compétition

— O O O-feami
—< — + ) coror S o

%D_ G6PDH
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_<<:>_ G6PDH

" . < Anticorps monoconal
<:> Ciclosporine a doser O— GEPOH | Ciclosporine marquée anti-ciclosporine

B) Réaction enzymatique

FEPDH

glucose-G-phosphate »
"

NADH+ NADH (mesuré & 340 nm)

g-phosphogluconclactone

Figure 6 : principe de technique immunologique EMIT



Tableau 4 : principales techniques immunologiquesqur le dosage de la ciclsporine.

Abréviation Technique Anticorps Fabricant
FPIA TDx Fluorescence Polyclonaux non Abbott
poly polarisation sélectifs
immunoAssay (ciclosporine +

métabolites)

FPIA TDx Fluorescence Monocloaux Abbott
mono polarisation
immunoAssay
FPIA AXSYM Fluorescence Monoclonaux Abbott
polarisation
immunoAssay
RIA CYCLO- radiolmmunoAssay Monoclonaux non DiaSorin
Trac ns sélectifs

(ciclosporine +
métabolites)

RIA CYCLO- radiolmmunoAssay Monoclonaux DiaSorin
Trac sp
CEDIA PLUS Cloned Enzyme Monoclonaux Microgenics
Donor
ImmunoAssay
EMIT Enzyme Multiplied Monoclonaux Dade
Immunoassay Behring
Technique
ACMIA Antibody Monoclonaux Dade
conjugated Behring
Magnetic
Immunoassay

Parmi ces techniques, deux manquent fortement betiséé et présentent une forte
réactivité croisée avec les meétabolites. Il s’adjit FPIA TDx poly qui utilise des anticorps
polyclonaux reconnaissant la ciclosporine et sesladites et du RIA-ns qui utilise des anticorps
monoclonaux non sélectifs. Les résultats obtenes aes techniques sont respectivement de 3 a 5
fois et 5 a 7 fois supérieures a ceux obtenusidel’d’une technique séparative sélective. Les
surestimations mesurées par ces immunoessais tvaridonction de la proportion de métabolites
présents dans le sang par rapport a la molécule, mar dépend du type de transplantation, de la
période écoulée depuis la greffe, de la capacitéalméque du patient et de son état clinique. La



guantification des meétabolites n’est pas souhaitée, raison de I'absence d’activité
pharmacologique significative (seule une minorigntte eux ont une activité correspondante a 10-
20% de celle de la molécule mere).

Les valeurs déterminées avec ces techniques peésembe faible corrélation avec les
événements cliniques9|.

Les autres immunoessais dits « sélectifs » commoméanmoins un certain degré de
réactivité croisée, variable selon la techniquedmenant pas nécessairement le méme résultat pour

un échantillon donné.

[1.6.2.2Tacrolimus
La mesure des taux résiduels de tacrolimus présiams le sang est rendue plus difficile
que pour la ciclosporine en raison des faibles eotmations rencontrées (< 20 ng/ml). Différentes
techniques immunologiques sont également dispanitderr le dosage de cette moléctlebleau
5).

Tableau 5 : principales techniques immunologiquesqur le dosage du tacrolimus.

Abréviation Méthode Fabricant
MEIA IMx 1l Microparticle Abbot
Enzyme-linked
ImmunoAssay
EMIT Enzyme Multiplied Dade Behring
Immunoassay
Technique
ELISA PRO-Trac Il Enzyme-Linked DiaSorin

ImmunoSorbent Assay

La problématique de surestimation des taux réelsmefécule mere exposée pour la
ciclosporine est également valable pour le tacnadim



[1.6.3 Méthodes chromatographiques
11.6.3.1Ciclosporine

11.6.3.1 a/ HPLC/ UV

Un grand nombre de méthodes par chromatographislécouplée a la spectrophotométrie
d’absorption dans l'ultra-violet (LC-UV) ont été \a#oppées pour le dosage de la ciclosporine
depuis 1981. La sensibilité de cette techniquesefiisante pour quantifier cette molécule dans le
sang complet en raison de la présence de condensatlativement élevées (100-1500 ng/ml
selon le moment de prélévement). Certaines méthpdesettent également de quantifier les
principaux métabolites. Les limites de quantifioatse situaient entre 15-100 ng/ml et les temps de
séparation chromatographique entre 6-60 minutes.

Le large domaine de concentrations rencontré aaecidosporine peut conduire a des
problémes de linéarité et la plupart des méthodé&endaient pas leur intervalle de dosage aux
hautes concentrations, c’est a dire a celles reér@em lors des préléevements effectués,ac€ qui
nécessitait une dilution de certains échantilldress méthodes par LC-UV sont vulnérables aux
interférences liées a la matrice ainsi qu'a d'autneédicaments administrés simultanément et
nécessitent des procédures d’extraction préalaiolegent fastidieuses et de longue durée. De plus,
afin de limiter les interférences, de bonnes sdjpas chromatographiques sont également
nécessaires, conduisant dans la plupart des cas dethps d’élution relativement longs. Ces
désavantages peuvent causer des problemes lohstitieation de ces méthodes en routine dans

certains centres de transplantation ou de nomlsearsdyses sont effectuées chaque jour.

[1.6.3.1b/ LC/MS et LC/MS-MS

Une meilleure sélectivité ainsi qu’une limite deaqtification plus basse peuvent étre
obtenues a l'aide de méthodes par LC-MS et suttGutIS/MS. Les procédures de préparation des
echantillons peuvent étre simplifiées et les temhgpséparation chromatographique raccourcis. De
telles méthodes ont été développées pour le daatgeciclosporine dans le sang complet, incluant
dans certains cas les métabolites principaux, desdechniques de préparation de I'’échantillon par
SPE off-line (extraction en phase solide n'estgaglée directement au systéme analytique), LLE
off-line (extraction liquide-liquide n’est pas cdép directement au systéme analytique) ou
injection directe Les limites de quantification se situaient ent#®01lng/ml et les temps d’analyse

entre 2-20 minutes.



11.6.3.2 Tacrolimus

11.6.3.2 a/ HPLC / UV
Le tacrolimus ne possede pas de chromophore, st par conséquent pas possible de le
quantifier a l'aide d’'une méthode par LC-UV.

[1.6.3.2 b/ HPLC / Fluorimétrie
Une méthode de chromatographie liquide a été pggposmprenant une étape d’extraction
et de dérivation avec une limite de quantificatab® 3ng/ml ; technique longue, de sensibilité

insuffisante, non adapté au dosage de cette melécul

11.6.3.2¢c/ LC/MS
En raison des faibles concentrations rencontrées ¢ sang aux taux résiduels (5-20
ng/ml), le dosage du tacrolimus nécessite une rdéthmermettant d’atteindre des limites de
guantification assez basses, ce qui peut étre &ppar la LC-MS. Plusieurs méthodes ont été
proposeées ces dernieres années, avec la posdgilaliggantifier les métabolites dans certains cas.
Des préparations de I'échantillon par SPE off-l{egtraction en phase solide n'est pas couplée
directement au systéme analytique) manuelles oonmiisées ont été utilisées. Les temps

d’analyse allaient de 1-12 minutes et les limitegjdantification étaient de I'ordre de 0.25 ng/ml.

11.6.3.2d/ LC/MS-MS
Un certain nombre de méthodes par LC-MS/MS ontedgaht été développégsableau 7).
La préparation de I'échantillon était réalisée pBE off-line (extraction liquide-liquide n’est pas
couplée directement au systéme analytique) ou SRl (extraction en phase solide n’est pas
couplée directement au systeme analytique), avetedeps de séparation chromatographique allant

de 1.5-4 minutes. Les limites de quantificationedtade I'ordre de 0.1-0.2 ng/ml.

[1.6.4 Conclusion

De nombreuses techniques ont été développées @amshge sanguin ou plasmatique des
immunosuppresseurs dans le cadre du suivi théigpeutLes techniques immunologiques sont
largement utilisées et présentent I'avantage papar aux méthodes séparatives conventionnelles
de pouvoir effectuer des analyses avec un délativement élevé et une certaine facilité d’emploi.
Ces meéthodes ont cependant le désavantage de ddemeréactions croisées avec certains
métabolites, pouvant conduire chez certains typegatients a des surestimations cliniquement
significatives des taux réels en principe actif.reison de leur sélectivité pour les molécules siere
les techniques chromatographiques sont actuellecmrgidérées comme les méthodes de choix

pour la quantification de ces médicaments.



[I.7. Adaptation de posologie
Le TDM est fortement associée a l'interprétatiomnoiacocinétique pour avoir I'efficacité

clinique et que 'adaptation de traitement se falsenaniére adéquate selon les résultats de TDM
[60].
Afin d’adapter les posologies a partir des conegimins mesurées, il existe difféerentes
méthodes. On distingue 4 stratégies d’adaptatieolpgiges60] :
* La méthode de la regle de 3, pour des profils oés linéaires, basées sur la calcule de la
dose a administré pour obtenir la concentratioiggérvisée. |l est facile a utiliser et ne

nécessite qu’un dosage.

* Sur la base de la physiopathologie, des nomogrampeesent étre construits: le

nomogramme de Moellering, qui tient compte de drahce.

» Adaptation par régression non linéaire, nécessitilsage du taux résiduel et du taux au pic.
A partir d’'un graphique logarithmique qui représetgs taux en fonction du temps, et qui

permet de déterminer le temps de demi-vie d’élitmma

* Enfin, une approche bayésienne dont I'adaptatiola gmsologie suite a un dosage se base
sur les données de population, et sur des calqrldsabilistiques .I'adaptation de cette
méthode se fonde non seulement sur la connaisshescearactéristiques du médicament
dosé (absorption distribution, liaison protéiguajrance hépatique, rénale, etc.) mais aussi
de leur variabilité et des facteurs qui les inflcent, comme I'age, les comorbidités, les
polymorphismes génétiques, etc. au final, cet agyggermet une adaptation posologique
pour amener les concentrations dans l'intervaléeapeutique, avec un seul dosage, et les
parametres tels que le volume de distribution etld&rance peuvent étre immédiatement

déterminés.



|. Objectif de I'étude

Le dosage des immunosuppresseurs est un élémeahe ¢deprise en charge thérapeutique des
patients transplantés, permettant ainsi une adaptandividuelle de la prescription en vue
d’améliorer [lefficacité et de limiter la toxicitédu médicament, ainsi que le profil
pharmacocinétique spécifique de chaque médicamemhunosuppresseur. Les interactions
potentielles avec de nombreux médicaments (annexkyuent que le suivi d’'un traitement
immunosuppresseur est la partie essentielle doguota de thérapie.

Par ailleurs, I'étude repose sur 26 patients tdan$@s pris en charge dans le service de
Néphrologie.

Le but de notre travail est de démontrer principaliet l'intérét du suivi thérapeutique des
immunosuppresseurs notamment la ciclosporine etad¢eolimus afin d’ajuster la posologie
(quantité de médicament administrée chaque jout)ésiter I'inefficacité due a un sous-dosage ou

la toxicité due a un surdosage chez les grefféaurén

Il. Matériels et méthodes :

1. Patients

Il s’agit d'une étude rétro-prospective étalée unois et demi (01 mars - 15 mai 2014),
incluant tous les patients greffés rénaux ou ceasule service de néphrologie du centre hospitalie
universitaire Hassan |l et traités par les immuppsesseurs généralement ciclosporine et
tacrolimus. Une analyse descriptive des patiegis &ffectuée.

Pour les variables quantitatives nous avons caltesé moyens +* leurs écarts-types,
minimum et maximum et le pourcentage pour les bégmqualitatives.

Lors de la comparaison de groupes, nous avonséutdilogiciel d’analyse statistique SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) pour calculer la probabilité « p » et la corr@ati
« r » en fonction des variables a comparer.

Une valeur p<0,05 était considérée statistiquersigmificative.

2. Recueil des données

Les données anamnestiques, clinique, paraliquegténtecueillis en utilisant une fiche
d’exploitation comportant I'identification du patie: sexe, age, poids, s'il présente une insuftisan
hépatique ou rénale et mentionnant I'histoire detsaitement (dose et heure d’administration).

% Etape pré analytique

> Prélévement



Les prélevements sanguins ont été réalisés le niaimcentration sanguine plasmatique
dénommeé taux résiduel) sur des tubes contenaniticoagulant EDTA.
» Acheminement

L’acheminement a été effectué grace a un systémenpatique.

+ Etapes analytique ; dosage des molécules ciclospwiet tacrolimus

Les concentrations sanguines de ciclosporine ebliamis ont été quantifiées avec la
technologie de dosage immunologique par la méthGYHA (dosage immunologique sur
microparticules en chimiluminescence), qui mesarei¢losporine et tacrolimus dans le sang total
humain avec I'appareil Architect Abbott plus.

L’analyseur ARCHITECT i2000SRfig.7) est un automate d’immuno-analyses qui permet
'acces continu et aléatoire ainsi que le traitempenoritaire des échantillons et les relances
automatiques. Elle est constituée de trois prinoipgéments :

a. Module d’'analyse i2000SR

Module d’analyse, avec fonction de traitement iame, qui utilise la technologie CMIA pour
'analyse des échantillons.

b. Passeur d’échantillons RSH

Module de transport qui présente les échantillonanalyser ensuite il les relance au(x)
module(s) d’analyse.

c. Centre de contrble

Interface centralisée qui permet a l'utilisateurcdatroler les modules d’analyse et les éléments
correspondants.




Fig. 7 : Principaux éléments de I'analyseur ARCHITECT i2000SR
3.1Technologie CMIA

Cette technique permet de déterminer la présermatigénes, d’anticorps ou d’analytes

dans les échantillons analysés.

3.2Les réactifs utilisés par la technigue CMIA

» Microparticules paramagnétiques recouvertes d'unelécnle de capture

(antigene, anticorps).
» Conjugué marqué a I'acridinimium
» Solution de préactivation et solution d’activation

3.3Protocole de dosage

Une séquence de réactions CMIA dure aussi longtaqupse déroulent les interactions entre
lanalyte présent dans I'échantillon et les réacif des différentes positions de la couronne
réactionnelle.

- Un pipeteur échantillon distribue I'échantillon dastes cupules réactionnelles (CR).

- Le pipeteur R1 ajoute les microparticules (micrtipates paramagnétiques recouvertes de

molécules de capture) a I'échantillon dans la ceipé@actionnelle.

- L'agitateur homogéneéise le mélange réactionneluigmd’incubé et la substance a doser
présente dans I'échantillon se lie aux molécules cdpture correspondantes sur les

microparticules pour former ainsi le complexe immun




Fig.8 couronne réactionnelle, position 1 — 3

- Un aimant attire les microparticules paramagnésq(liées) sur une paroi de la cupule
réactionnelle. Le distributeur de la zone de lavdgtave le mélange réactionnel pour

éliminer toutes les particules non liées.

Fig.9 : couronne réactionnelle, position 64 — 67
- Le pipeteur R2 distribue un conjugué chimiluminescearqué a I'acridinium. Le conjugué

se lie au complexe immun pour compléter le mélaagetionnel et l'incube.

Fig. 10 : couronne réactionnelle, position 71 — 72
- Le distributeur de la zone de lavage 2 lave le ngdaréactionnel pour éliminer toutes

particules non liées.



- La buse de solution de préactivation distribueecstilution (peroxyde d’hydrogéne) et le
systeme optique CMIA effectue une lecture de hdaeitfond. La solution de préactivation

sert a:

» Créer un environnement acide pour éviter le dégagenprécoce de I'énergie

(émmission de lumiéere).
» Empécher la formation d’agrégats de microparticules

» Seéparer le colorant d’acridinium du conjugué lié @mplexe obtenu sur les

microparticules et préparer ainsi I'acridinium étéipe suivante.

- Le distributeur de solution d’activation la distr (hydroxyde de sodium) dans le mélange
réactionnel. Une réaction d’oxydation se produitnament ou l'acridinium est exposé au
peroxyde et a la solution alcaline. Cette réactiénlenche la réaction chimiluminescente.
Le N-méthylacridone se forme et émet I'énergie &sion de lumiére) au fur et a mesure

gu'il retourne a son état de base.

Fig.11 couronne réactionnelle, position 94 — 98
- Le systéeme optique CMIA mesure I'émission chimilogscente (lecture activée) pendant
une période définie pour une détermination quantéale la concentration de la substance a

doser.



1. Résultats

[1l.1 Etude Rétrospective
Ce travail a été reéalisé pour étudier la relatioriree la concentration sanguine de

ciclosporine/tacrolimus administrés par voie oetléa posologie de chaque médicament. Ces deux
parameétres ont été étudiés de facon rétrospedtiez des patients qui avaient recu une greffe de
rein.
[11.1.1 description de la population d’étude

Notre étude concerne 26 patients hospitalisés oguttant le service de Néphrologie du
CHU-Fes et recevant la ciclosporine ou le tacroimu

D’apres notre étude, on constate que les homnpeésentent un grand pourcentage parmi
les patients inclus avec 73%, alors que les femmeeprésentent que 27% (figlRa moyenne

d’'age (+ écart type) était de 4213 ansavec des extrémes allant de 19 ans jusqu’a 67 ans.

B homme

H femme

Fig.12 : répartition des cas traités par les immunsuppresseurs en fonction du sexe.
Le nombre de patients traités par la ciclosporiteét éle 14 personnes (54%).Ce qui était
presque similaire au nombre de patients traitéslegacrolimus (n=12) et qui représente un taux de
46% (fig 13).



M tacrolimus

H cyclosporine

Fig.13 : répartition des immunosuppresseurs saldes patients consultant au CHU-Fés

[11.1.2 Résultats des dosages des concentrationapimatiques
[1l.1.2.a / Ciclosporine
Cette étude concerne 84 dosages de 14 patientmgsiibit une transplantation de rein. Ces

patients sont sous Ciclosporine (CsA), ils ontskti&i durant la période post-transplantation pour
maintenir la concentration de CsA dans la zoneapigrtique (annexe 3) afin d’éviter les effets
indésirables du médicament.

Ces valeurs nous a permis d'étudier la corrélatemire la posologie (dose) et la
concentration résiduelle,@e CsA (Fig.14).
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Fig.14 : Corrélation entre posologie et concentrabin résiduelle de la ciclosporine
La figure ci-dessus montre qu’il n'y a pas une din& entre les deux variables
(concentration/dose). Cela doit étre compléteripaetermination du coefficient de corrélation
(tableau 6).

Tableau 6 : corrélation de Prearson de la moléculeiclosporine

Conc. CsA (ng/ml)
Posologie (mg) Corrélation de Pearsor 0,400**
Sig. (bilatérale) 0,001
N 84

**_La corrélation est significative a p<0.05

Le coefficient de Pearson est faible r= 0,4 etifigatif (p=0,001). Il correspond au coefficient
de déterminatior’s0,16 ; on multiplie ce dernier par 100 pour ohtémiariance partagée entre les
deux variables.

Cela signifie que 84% de la variance n’est pasagas par les deux variables. On conclut que la
relation entre get la dose est trés faible.

[11.1.2.b / Tacrolimus
Notre étude concerne 43 dosages de 12 patientsngusubit une transplantation rénale. lls sont
sous tacrolimus (TAC).

Le TAC a sans doute bénéficié de suivi thérapeatigour le méme objectif de celui de la

ciclosporine. La figure ci-dessous nous a permi&tudiier la corrélation entre la concentration

résiduelle et la dose du médicament.

(n=43)
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Fig.15 : Corrélation entre posologie et concentratin du tacrolimus
On remarque qu’il n’y a pas de linéarité entre la oncentration résiduelle G et la

posologie de tacrolimus.

Tableau 7 : corrélation de Prearson de la molé&te tacrolimus

Conc. TAC (ng/ml)
Posologie (mg) Corrélation de Pearsan 0,27
Sig. (bilatérale) 0,08
N 43

Le coefficient de Pearson est trés faible r= 0,2Aam significatif (p=0,08). Il correspond au
coefficient de déterminatiod=0,073 ; Cela signifie que 92.7% de la variancetpas partagée par
les deux variables. On conclut qu’il n’existe pas rélation entre £et la dose. Méme si cette
relation semble un peu importante, elle n’est pgsfecative (p=0.08).

A I'examen de ces variables, on voit que la cotregion sanguine de tacolimus augmente chez
des patients qui ont pris une telle dose, alorglgudiminue chez les autres qui ont pris la méme

dose, ainsi on comprend mieux pourquoi le coeflitcte corrélation n’est pas significatif.



1.2 ETUDE PROSPECTIVE

La nécessité d’améliorer I'efficacité de 'immunpguesseur aprés transplantation rénale
nous a conduit a étudier le tacrolimus (TAC) adéd’une fiche d’exploitation (annexe) dans une
étude prospective de la patiente S.A, agée de S4earmqui a subit une transplantation rénale le
13/03/2014 a CHU HASSAN Fes.

Pour aider a optimiser la posologie, on a utilsséechniqgue CMIA pour déterminer les taux
de TAC dans le sang total. Lors de I'administratarale, les taux sanguins ont été déterminités
juste avant la dose suivante. Puis, ils ont éteisyiendant la période post-transplantation pour
maintenir la concentration en principe actif damszbne thérapeutique afin de prévenir les effets
indésirables importants en cas de surdosage, \@tat’'é risque de rejet de la greffe en cas dessou
dosage.

a/ Evolution de la concentration sanguine de édianus au cours du temps

On remarque apres l'administration du tacrolimiexistence de certaines concentrations
résiduelles (g hors norme du médicament (annexe 3). Ceci reffiatportance de ce dosage dans
'adaptation de posologie afin de prévenir les teffendésirables. Mais il faut noter qu’'une
augmentation ou diminution (volontaire ou accidie}ede la dose au patient aura alors peu de

chance de provoquer I'apparition des effets toxsque

La moyenne des concentrations (+ écart tyg®)TAC était de 9,823,26 ng/ml avec un
coefficient de déterminatiofi=0,098 (fig.16).
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Fig.16 Evolution des concentrations résiduellesd@le TAC (CMIA) au cours du temps
La courbe montre que le taux de la concentratisiduélle sanguine de TAC augmente dans la

période post-transplantation tout en essayant gtadaette concentration avec la norme



(<6 mois: 7-12 pg/l) pour atteindre I'efficacité thédicament

b/ Evolution de la posologie du tacrolimus aursodu temps

La posologie doit reposer principalement sur lesldions cliniques du rejet et de la

tolérance chez chaque patient individuel ainsilgygharmacocinétique du tacrolimus (annexe 2).

Tableau 8: ajustement posologigue de TAC pendant llpériode post-transplantation

Date Conc. TAC Dose TAC (mg)
(ng/ml)

14/03/2014 4.4 8
17/03/2014 51 10
20/03/2014 11,9 12
23/03/2014 10,1 12
26/03/2014 14,2 9
28/03/2014 12,2 9
31/03/2014 11,3 7
10/04/2014 6,9 7
23/04/2014 10,4 9
30/04/2014 11,7 7

moyenne 9,82 9

écart type 3,257401828 1,885618083

D’aprés nos résultats, on constate que les dosdacdalimus varient en fonction de la
concentration sanguine. Habituellement, elles smduites au cours de la période post-

transplantation (tableau 8)

V. Discussions

Cette étude rétro-prospective des immunosuppressewatamment la ciclosporine et le
tacrolimus montre que la surveillance des conctotra de ces médicaments est nécessaire parce
gu’il N’y a pas une relation directe entre la pogt et la concentration sanguine obtenue. Cela

semble s’expliquer par :



e Variabilités inter-individuelles : d’'un individu autre, la méme posologie du médicament

donnera des concentrations différentes en fonc#on
» Fonction métabolique de I'individu

* Pharmacogénitique : conséquences des Vvariationgtiques, et dynamique

héréditaire en termes d’efficacité et toxicité.
» Age : défaillance des organes pour le sujet agé.
» Sexe : la physilogie de 'homme et différente déecde la femme.

* Variabilités intra-individuelles : pour un méme imidu, la méme posologie donnera des

concentrations différentes, cela peut étre explaré
* Pharmacocinétique (annexe 1,2).
» Co-administration du médicament.
* Repas.
* Grossesse.

- Des variations de concentrations sanguines peweanserver selon 'origine (fabricant) ou

le mode de préparation de la ciclosporine.

Dans la greffe de rein, il est extrfémement impdrtpour éviter le rejet, que la concentration de
ciclosporine/tacrolimus soit suffisamment haute,n@oefficace, aussitdt aprés la greffe.

La ciclosporine/tacrolimus induisent un certmombre d’effets secondaires toxiques qui
peuvent étre évités si les concentrations sanggioissurveillées avec une baisse de la posologie
du médicament dés que les concentrations se mofrioerfortes.

L’étude de la probabilité des ces médicaments modsnné des résultats significatifs, mais les
informations étaient insuffisantes pour évaluerffitacité du tacrolimus par rapport a la

cyclosporine.



CONCLUSION
L'utilisation des traitements immunosuppresseussamment ciclosporine et tacrolimus, a

permis a la transplantation d’organes de devenirregours thérapeutique chez des patients
souffrant d’insuffisance rénale.

Le suivi thérapeutique de ciclosporine et tacroBrmontre une absence de corrélation entre
la concentration résiduelle et la dose de chaqu#ca@ent d’'une part, et d’autre part il ne permet
pas de connaitre I'effet de I'association de cagaments sur le systéme immunitaire.

Malheureusement, I'utilisation de ces traitemengspas encore trouvé de protocole stable
en termes de posologie et d’association des diftermédicaments. La balance entre le risque de
rejet et les effets secondaires de ces traitemesdte un réel probleme parce que ces
immunosuppresseurs se caractérisent par une fehétapeutique étroite et une grande variabilité
pharmacocinétique inter et intra-individuelle awxis du temps.

De nombreuses techniques ont été développées peurddsage sanguin des
immunosuppresseurs dans le cadre du suivi théigpeutLes techniques immunologiques sont
largement utilisées et présentent I'avantage papar aux méthodes séparatives conventionnelles
de pouvoir effectuer des analyses avec un débitivement élevé et une certaine facilité d’emploi.



ANNEXE 1
l. Ciclosporine

» Pharmacocinétique
Les formes capsules molles et solutions buvableskso-équivalents

Sandimmun® Néoral®
Capsules a 25, 50 et 100 mg etCapsules a 10, 25, 50 et 100
solution buvable a 100 mg/ml  mg et solution buvable a

100mg/ml
Biodisponibilité 20 - 50% En moyenne supérieure de
(forme orale) Diminuée chez les patients 29% a celle de Sandimmun®

noirs (en moyenne de 35%) et
chez les enfants greffés
hépatiques, en particulier de
moins de 5 ans.
Pic de concentration 1 & 6 heures Cmax obtenuheurke de
moins sous Néoral® comparé
a Sandimmun® Cmax
moyenne sous Néoral® > de
59% a celle observée sous
Sandimmun®

Demi — vie Biphasique : Biphasique :
Demi-viea-rapide de 1 a 2 h ; Demi-viea-rapidede 1 a2 h;
Demi-viep d’environ 19h Demi-vie d’environ 8h
Fixation protéique 90%
Métabolisme Fortement métabolisé par le cytochrBd®0 3A4 au niveau de

la paroi intestinale, du foie et du rein (métalesiactifs et
inactifs, 'ensemble des métabolites représentanihsde 10%
de l'activité immunosuppressive de la molécule mere

Elimination Essentiellement biliaire
6% éliminés dans les urines dont 0.1 % sous fontleaingée
Etat d’équilibre 1 a4 jours

 Interactions médicamenteuses de la ciclosporine
a. Médicaments (ou produits) qui augmente la conctgotraanguine de ciclosporine :

- Macrolides et apparentés : érythromycine ( ablindfc ery®, erythrociné&...), josamycine
(josaciné), pristinamycine ( (pyostacifi} roxithromycine (clarami@ rulid®),
midécamycine (mosi), clarithromycine ( nax§; zeclaf’).

- Antifongiques azolés : kétoconazole (niz8)altraconazole
(sporanoX), fluconazole (béagyfietriflucar®)

- Inhibiteurs calciques : nicardipine (loX8ndiltiazem (tildien?,
diacof®), vérapamil (isoptin® ocadril®, tark&).

- Corticoides, surtout administrés par voie V.



Contraceptifs oraux.

Antiprotéases du VIH : ritonavir (nordir kaletrd), nelfinavir
(viracepf), indinavir (crixivarf), saquinavir (fortovase inviras€), amprenavir
(ageneras®, lopinavir (keletr§).

Autres : amiodorane (cordardheorbionaX), méthotrexate
(ledertrexat®, novatreX), cimétidine £800mg/j ; tagamé& stomédin&), sirolimus

(rapamun®).
Danazol (danatr8).

Jus de pamplemousse (par inhibition du cytochro#s® 3A4).

Médicaments qui diminuent la concentration sangdme
ciclosporine

Antiépileptiques : carbamazépine (tégrétol®), pheambital
(gardénal®, aparoxal®,...), phénytoine (di-hyfapyorédof), primodone (mysolir®.

Rifampicine (rifadin&, rimactarf), rifabutine (ansatipirg.

Anti-rétroviraux non-nucléosidiques : efavirenzgswe®),
névirapine (viramuri.

Triméthoprime IV (wellcoprirfi, bactrinf, eusaprirfi),
clindamycine (dalaciri®.

Orlistat (xenicdt, alli®).
Octréotide (sandostatifie lanréotide (somatulifg.

Millepertuis (arkogélul€d millepertuis, procalmfl).



ANNEXE 2

Il. Tacrolimus

» Pharmacocinétique

Biodisponibilité 10 & 20% : reflux par la glycoprotéine P intesenat
(forme orale) métabolisme présystémique par le cytochrome P450
3A4 (CYP 3A4)
Pic de concentration 1 a 3 heures
Demi — vie Chez le sujet sain : 43 heures

Chez le transplanté hépatique : environ 12 heures
Chez le transplanté rénal : environ 15 heures

Fixation protéique/hématies Liaison a I'albumine et a I'alphal glycoprotéinerte
incorporation dans les hématies.
Métabolisme Important et variable par le CYP 3A4 intestinal et

hépatique. Huit métabolites 13-O-déméthylé, dont
I'activité pharmacologique est toutefois minime4(6,
% de celle du tacrolimus).
Elimination Biliaire (cycle entérohépatique

* Interactions meédicamenteuses du tacrolimus
a. Médicaments (ou produits) qui augmente la concgotrganguine du tacrolimus :

Macrolides et apparentés : érythromycine ( abhindf; ery®, erythrocing...),
clarithromycine ( naxy, zeclaf’).

- Antifongiques azolés : kétoconazole (niz8)altraconazole
(sporanoX), fluconazole (béagyfietriflucan®)

- Inhibiteurs calciques : nicardipine (loX8nnifédipine
(adanat®, ténordat®), diltiazem (tildien?, diacof®), vérapamil (isopting ocadril®,
tarkd’).

- Antiprotéases du VIH : ritonavir (norVir kaletrd), nelfinavir
(viracepf), indinavir (crixivarf), saquinavir (fortovase inviras€), amprenavir
(ageneras®, lopinavir (keletr&), tipranavir (aptivu®).

- Voriconazole (vfend), danazol (danatr).

- Jus de pamplemousse (par inhibition du cytochro#s® 3A4).
b. Médicaments qui diminuent la concentration sangdmeiclosporine

- Antiépileptiques : carbamazépine (tégrétol®), pheambital
(gardénal®, aparoxal®,...), phénytoine (di-hylapyorédof), primodone (mysolir®.

- Rifampicine (rifadin&, rimactarf), rifabutine (ansatipirg.

- Anti-rétroviraux non-nucléosidiques : efavirenzgswe®),
névirapine (viramurid.

- Millepertuis (arkogéluleS millepertuis, procalmfl).



ANNEXE 3

lll. Protocole de suivi thérapeutique des immunosuppresars

* Immunosuppression : protocole

Néoral(CsA) Prograf(TAC)
A débuter dés J1 A débuter dés JO
J1:8mg/Kg/j 0,1 mg/Kg/j*2 prises
J2:C0=150-200mg 1ére dose pré-opératoire,
J3aM5:C0=150 mg 2éme dose post-opératoire

* Intervalles thérapeutiques

Les intervalles dépendent en partie de la méthedindage utilisée.

Tacrolimus Ciclosporine

greffe rein: greffe rein:

0 - 6 mois: 7-12 pgll initial: 150-250 pg/l

6 - 12 mois: 7-10 pgl/l entretien (> 12 mois): 100-150 ug/|

> 12 mois: 6-8 pg/l
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