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Résumé

Le but de ce travail était détudier la pharmacocinétique (PK) de [l'acide
mycophénolique (AMP, métabolite actif du mycophénolate mofétil, Cellcept®) chez des
patients transplantés rénaux afin de développer des outils d’ajustement individuel de la
posologie du mycophénolate mofétil. Une méthode de chromatographie liquide -
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS), spécifique et sensible, a été développée et
validée pour le dosage de 'AMP et de son métabolite principal '’AMP-phenyl-glucuronide.
L’analyse non-compartimentale a mis en évidence une grande diversité des profils de
concentration individuels obtenus lors d’essais cliniques chez des patients transplantés
rénaux de novo ou stables, et l'effet du délai post-transplantation sur leur évolution.
L’utilisation d’'une ou deux distribution(s) Gamma pour décrire la phase d’absorption du
médicament a permis, grace au logiciel MMF® développé dans I'équipe (Dr. Jean Debord), la
modeélisation efficace de ces profils complexes d’AMP, présentant fréquemment un
deuxiéme pic de concentration d’intensité trés variable. Une étude PK de population a
également été réalisée par une approche paramétrique en une étape (NONMEM) afin de
quantifier les variabilités inter- et intra- individuelles et d’identifier les covariables pouvant
expliquer une partie de ces variabilités. Sur la base des modéles PK développés avec le
logiciel MMF®, nous avons mis au point et validé des estimateurs bayesiens permettant de
prédire les paramétres PK individuels au moyen de trois prélévements sanguins. En
paralléle, des équations estimant 'AUCy2n de 'AMP a partir d'un nombre limité de
concentrations sanguines ont été élaborées par régression linéaire multiple. Ces travaux ont
fourni les outils nécessaires au Suivi Thérapeutique Pharmacologique du Cellcept® basé sur
'AUCo,.12n de 'AMP dans la prévention du rejet aigu de greffe rénale, outils actuellement

utilisés dans une étude clinique multicentrique.

Mots clés: immunosuppresseur, pharmacocinétique, suivi thérapeutique pharmacoclogique,
pharmacocinétique de population.



Abstract

The aim of our work was to study the pharmacokinetics (PK) of mycophenolic acid
(MPA, the active metabolite of mycophenolate mofetil, Cellcept®) in renal transplant patients
and to develop relevant tools for mycophenolate mofetil dose adjustment. A specific and
sensitive liquid chromatography tandem-mass spectrometry method was developed and
validated for the determination of MPA and its major metabolite MPAG (mycophenolic acid
phenyl-glucuronide) in plasma. Large variations in MPA plasma concentration-time profiles
were found in populations of de novo and stable renal transplant recipients. Pharmacokinetic
models using one or two Gamma distribution(s), developed using in-house program (MMF®,
Dr. Jean Debord), accurately described the various types of MPA absorption profiles,
frequently presenting a second ceontration peak of variable intensity. A population PK study
using the NONMEM program was also performed in order to evaluate inter- and intra-
individual variability and to determine the effects of different covariates on drug disposition.
Bayesian estimators based on the PK models developed using the MMF® program allowed
accurate estimation of individual PK parameters using only three MPA plasma
concentrations. Limited sampling strategies for MPA AUC,.12n estimation by multiple linear
regression were also developed. This study has provided relevant tools for therapeutic drug
monitoring of Cellcept® based on MPA AUC,..2n in the prevention of acute rejection. These

tools are currently used in a multi-center clinical trial.

Keywords: immunosuppressive drugs, pharmacokinetics, therapeutic drug monitoring,

population pharmacokinetic.
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Liste des abréviations

AMM : autorisation de mise sur le marché

AMP : acide mycophénolique

AMPaG : acyl-glucuronide de I'acide mycophénolique
AMPG : phényl-glucuronide de I'acide mycophénolique
AUC : aire sous la courbe (area under the curve)

Co : concentration résiduelle

Cmax : concentration maximale

C: : concentration au temps t

CL/F : clairance totale apparente

CMV : cytomégalovirus

CsA : ciclosporine

CV : coefficient de variation

DV : concentration observée (dependant variable)

FO : méthode d’approximation de premier ordre (first order)
FOCE : algorithme d’estimation (first order conditionnal estimation)

HPLC-UV : chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrophotométrie
ultraviolet

IMPDH : inosine monophosphate deshydrogénase

IPRED : concentration individuelle prédite par estimation bayesienne (individual prediction)
LC-MS : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse

LC-MS/MS : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
MMF : mycophénolate mofétil

PK : pharmacocinétique

PRED : concentration prédite par le modeéle (prediction)

RNL : régression non-linéaire

RMSE : précision (root mean squared prediction error)

ROC: receiver operating characteristic

STP : suivi thérapeutique pharmacologique

Tmax : horaire auquel la concentration maximale est atteinte

Vc/F: volume apparent de distribution dans le compartiment central

WRES : residu pondéré (weighted residue)
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INTRODUCTION

La greffe d’organe est pratiquée depuis plus d’'un demi siécle. Au fil du temps, des
progrés impressionnants ont été réalisés dans le domaine de la médecine et de la chirurgie,
et la transplantation est de mieux en mieux maitrisée.

Le rejet de la greffe a constitué un obstacle majeur aux premiéres transplantations et
reste aujourd’hui leur principale complication. Ce phénoméne résulte de la réaction du
systéme immunitaire vis-a-vis du greffon considéré comme étranger par I'organisme
receveur. Le rejet aigu survient essentiellement au cours des trois premiers mois suivant la
greffe, ou a n'importe quel moment si le traitement prescrit n'a pas été suivi correctement ou
n'est pas adapté. Ce rejet résulte de l'activation des mécanismes de défense immunitaire
due a l'identification des cellules du greffon comme agents étrangers. Les lymphocytes
envahissent ainsi le greffon et le détruisent. Ce rejet se traduit par des signes fonctionnels et
cliniques, et une prise en charge rapide permet d'enrayer efficacement la réaction
immunologique. Le rejet chronique survient généralement aprés six mois de greffe, il évolue
lentement au cours des années et diminue la durée de vie des greffons. Il est lié a une
inflammation au niveau du greffon qui provoque une fibrose des vaisseaux, dont les parois
s’épaississent lentement. L’irrigation devient insuffisante et les fonctions de l'organe se
détériorent. Le rejet chronique est la principale cause d’échec des greffes.

Toutefois, le pronostic des greffes a été largement amélioré durant ces vingt
dernieres années grace a la découverte et au développement de médicaments
immunosuppresseurs permettant de prévenir le rejet. Ces médicaments agissent a différents
niveaux sur les réactions immunitaires pour en limiter I'expansion. Cependant a doses
excessives, 'utilisation de ces médicaments est associée a la survenue d’effets indésirables,
parfois séveres. Ceci a géneré un intérét particulier pour la recherche de moyens d’optimiser
les effets thérapeutiques tout en diminuant les effets indésirables. Une de ces méthodes
d’optimisation consiste a surveiller les concentrations sanguines du médicament et a adapter
les posologies de fagon a maintenir ses concentrations dans une zone statistiquement
optimale, dite fourchette thérapeutique. Les bénéfices du suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) ont été démontrés pour la ciclosporine et le tacrolimus et le STP est
aujourd’hui considéré comme indispensable a la bonne utilisation de ces médicaments.

L'introduction du mycophénolate mofétil (MMF ; Cellcept®) dans le domaine de la
transplantation a constitué une avancée supplémentaire. Des études ont montré que le MMF
permettait une amélioration de la survie du greffon rénal en diminuant la fréquence des
rejets aigus et, a plus long terme, en réduisant la dysfonction chronique du greffon ; il a ainsi
largement remplacé I'azathioprine (Imurel®). Actuellement, le MMF est administré a doses
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quotidiennes fixes, identiques pour tous les patients. Cependant les cliniciens sont parfois
confrontés a des problémes de tolérance du médicament conduisant a la diminution de la

dose ou a l'arrét du traitement, pouvant compromettre la survie du greffon.

Un intérét particulier est actuellement porté sur la pharmacocinétique (PK) de l'acide
mycophénolique (AMP ; métabolite actif du MMF), qui constitue un facteur déterminant des
effets du médicament, et de nombreux critéres sont en faveur du STP du MMF. En effet, des
relations entre I'exposition au médicament et l'incidence du rejet aigu, et entre les
concentrations d’AMP et la survenue de certains effets indésirables ont été mises en
evidence. D’autre part, la PK de 'AMP est caractérisée par une importante variabilité inter-
individuelle. Enfin, les concentrations plasmatiqgues d’AMP peuvent étre fortement
influencées par 'administration concomitante de médicaments associés. Cependant, I'intérét
clinique du STP de 'AMP n’a pas encore été formellement démontré en terme de
morbi/mortalité ; il est actuellement en cours d’évaluation dans deux études multicentriques,
l'une francaise (APOMYGRE ; promoteur : CHU de Limoges), I'autre internationale (FDCC =
fixed dose versus concentration controlled trial ; promoteur : Laboratoires ROCHE).

Le STP requiert la connaissance de la PK du médicament. Les études PK de 'AMP
basées sur une analyse compartimentale sont peu nombreuses et seule I'étude de Shum et
al. (Br J Clin Pharmacol 2003) incluait des patients dans la période post-transplantation
précoce. Cette étude a mis en évidence la complexité des profils PK observés pendant les
premiéres semaines suivant la greffe et montrait que les modeéles PK classiques
(notamment les modéles basés sur une absorption et une élimination d'ordre 1) étaient
inadaptés. L’état actuel des connaissances suggere que I'obtention d’'une exposition efficace
et stable au(x) traitement(s) immunosuppresseur(s) le plus tét possible est déterminante
pour la survie du greffon. En conséquence, il semble utile de disposer de modele(s)
pharmacocinétique(s) pertinents afin de développer des stratégies pour I'estimation des
parameétres PK individuels et le calcul des doses a partir d’'un nombre limité de prélévements

sanguins.

Les objectifs de notre travail étaient :
- de mettre au point et valider des méthodes analytiques permettant le

dosage de 'AMP et de son principal métabolite ;

- de développer des modeéles PK structuraux adaptés a la description
des profils de concentration plasmatique de '’AMP chez des patients
transplantés rénaux quelle que soit la période post-greffe
considérée et de décrire les paramétres PK de 'AMP et leur
évolution au cours du temps chez ces patients;
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- de développer des outils logiciels permettant I'ajustement individuel

de la posologie en vue d’optimiser le traitement par MMF.

L’ensemble de ces travaux a été réalisé dans la perspective d’'une application du STP
de 'AMP en routine clinique.

La premiére partie de cette thése présente une revue de littérature sur des
geéneralités concernant la PK de 'AMP et son STP.

La deuxiéme partie porte sur nos travaux personnels.

Dans un premier temps, la méthode de chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem mise au point pour le dosage de I'AMP et de son

principal métabolite est décrite et comparée a d’autres techniques analytiques existantes.

Dans un deuxieme temps les résultats de I'analyse PK de 'AMP chez les greffés
rénaux, réalisée selon différentes approches a partir des résultats de plusieurs essais
cliniques sont présentés: une approche non-compartimentale, une approche
compartimentale par modélisation des PK individuelles et une étude de PK de population de
'AMP.

La derniére partie du travail présente les estimateurs bayesiens développés selon
une approche classique “en deux étapes” et intégrés dans des outils logiciels dédiés a
I'adaptation de posologie du MMF quelque soit le délai post-greffe.
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PREMIERE PARTIE : ETAT DE L’ART
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|.  Pharmacologie de 'AMP

L’acide mycophénolique (AMP, figure 1), produit de fermentation de plusieurs
souches de Penicillium (Bulingham et al.,, Clin Pharmacokinet 1998), posséde des
propriétés immunosuppressives mises a profit en transplantation d’organes. Deux formes
médicamenteuses ont été développées pour améliorer la biodisponibilité de ce produit. La
premiére forme mise sur le marché est le mycophénolate mofétii (MMF, Cellcept®) ou
morpholinoéthyl-ester de 'AMP (figure 1). Aprés administration orale, cette pro-drogue est
rapidement hydrolysée en AMP dans le tube digestif et absorbée dans I'estomac.
Récemment, une formulation gastro-résistante (comprimés pelliculés) du mycophénolate
sodique (figure 1) (Myfortic®) a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM). Aprés
administration orale, I'enrobage gastro-résistant du principe actif permet la libération et
'absorption du mycophénolate dans I'intestin gréle et non dans I'estomac. L’objectif d’'une
telle formulation était d’offrir une meilleure tolérance gastro-intestinale relative a I'exposition
au médicament, mais cet avantage n'a pas été cliniquement démontré pour linstant

(Marquet, La Lettre du Pharmacologue 2004).
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Figure 1 : Structures chimiques de I'acide mycophénolique, du mycophénolate mofétil et du

mycophénolate sodique.

1.1. Mécanisme d’action

L’AMP agit par inhibition réversible et non-compétitive de I'inosine monophosphate
deshydrogénase (IMPDH), enzyme clé de la voie de synthése de novo des nucléotides
puriques (Ransom , Ther Drug Monit 1995 ; Shaw et al. Ther Drug Monit 1995; Fulton et
Markham, Drugs 1996; Allison et Eugui, Immunopharmacology 2000). L'IMPDH catalyse la
réaction de transformation de I'IMP (inosine monophosphate) en GMP (guanosine
monophosphate), substrat essentiel pour la synthése d’ADN et d’ARN. Il existe deux voies
de synthése des nucléotides puriques : la voie de novo et la voie dite de sauvetage (figure
2). Contrairement a d’autres types de cellules pouvant recourir a 'une ou a l'autre de ces
voies, les lymphocytes B et T utilisent préférentiellement la voie de novo pour la synthése
des nucléotides puriques. De plus, 'AMP inhibe préférentiellement l'isoforme-2 de I'lMPDH
exprimée sélectivement dans les lymphocytes activés (Carr et al., J Biol Chem 1993). L'AMP
exerce donc spécifiquement son action sur les cellules des lignées lymphocytaires (B et T)
dont il bloque la prolifération a un stade tardif. A cette inhibition sélective de la prolifération

des lymphocytes s’associent d’autres propriétés plus spécifiques telles que I'inhibition de la
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production d’anticorps, linhibition de la glycosylation et de I'expression des molécules
d’adhésion, l'inhibition de la prolifération des cellules musculaires lisses qui font de TAMP un
immunosuppresseur particulierement intéressant (Fulton et Markham, Drugs 1996 ;
Ransom, Ther Drug Monit 1995 ; Allison et Eugui, Immunopharmacology 2000).

ARN

/VC:IE DE N;Vo\

Guanosine triphosphate Adénosine triphosphate

i Ribose-5P + ATP i

i

S-phosphoribosyl-1-pyrophosphate

YOIE DE YOIE DE
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[nosine
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T l

. ) désoxyadénosine
désoxyguanosine

triphosphate \ / triphosphate
ADN

Figure 2 : Schéma des voies de synthése des bases puriques. D’aprés Allison et Eugui. (Clin
Transplantation 1993)

I.2. Utilisation thérapeutique

[.2.1. Place du MMF en transplantation rénale

Trois grands essais multicentriques réalisés chez des adultes ayant bénéficié d’une
greffe rénale ont montré que l'administration de doses fixes de 2 et 3g/jour de MMF
associées a la ciclosporine (CsA) et aux corticostéroides pendant les 6 premiers mois post-
transplantation, réduisait de fagon significative I'incidence des épisodes de rejet aigu (prouvé
par biopsie) et les échecs du traitement (perte du greffon, décés ou interruption prématurée
de la prise du médicament), comparé a un régime identique incluant I'azathioprine (Imurel®)
ou un placebo a la place du MMF (European Mycophenolate Mofetil Cooperative Study
Group, Lancet 1995 ; Sollinger, Transplantation 1995 ; The Tricontinental Mycophenolate
Mofetil Renal Transplantation Study Group ; Transplantation 1996).

Des études a 1 an (Halloran et al., Transplantation 1997) et 3 ans post-greffe ont
confirmé rl'efficacité du MMF en terme de survie du greffon (Mathew, Transplantation 1998 ;

European Mycophenolate Mofetil Cooperative Study Group, Transplantation 1999 ; US
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Renal Transplant Mycophenolate Mofetil Study Group, Am J Kidney Dis 1999). Ainsi le
mycophénolate mofétii a largement remplacé [I'azathioprine dans le traitement
immunosuppresseur de la greffe rénale.

[.2.2. Indications

Cellcept® a obtenu une AMM pour ['utilisation suivante (Le dictionnaire Vidal 2004) :
“Cellcept® est indiqué, en association a la CsA et aux corticoides, pour la prévention des
rejets aigus de greffon chez les patients ayant bénéficié d’'une allogreffe rénale, cardiaque

ou hépatique”.

L’efficacité du MMF a également été étudiée en transplantation pulmonaire (Palmer
et al., Transplantation 2001).

Méme si cela constitue une utilisation hors AMM, Cellcept® est fréquemment
administré en association avec le tacrolimus, I'efficacité de ce régime immunosuppresseur
ayant été montrée en transplantation rénale (Roth et al., Transplantation 1998 ; Shapiro et
al., Transplantation 1999 ; Squifflet et al., Transplantation 2001) et hépatique (Jain et al.,
Transplant Proc 2001 ; Klupp et al.,, Transplant Proc 1999). L'utilisation du MMF en
association avec le sirolimus a fait également I'objet d’études cliniques (Kreis et al.,
Transplantation 2000). Enfin, son effet sur la prévention du rejet chronique de greffe rénale
fait également I'objet d’investigations (Ojo et al., Transplantation 2000 ; Meier-Kriesche et
al., Am J Transplant 2003).

[.2.3. Administration

En transplantation rénale, la dose initiale de MMF doit étre administrée par voie orale
dans les 72 heures suivant la greffe, en association avec un autre immunosuppresseur (CsA
ou tacrolimus, tous deux inhibiteurs de la calcineurine) et des corticostéroides. Un traitement
d’'induction par anticorps (polyclonal anti-lymphocytaire ou monoclonal anti-récepteur de
linterleukine 2) peut également lui étre associé. La posologie recommandée pour la
prévention du rejet de greffe rénale est de 2 a 3 g/jour en 2 prises en association avec la
CsA et des corticoides.

Trois grandes études pivot (European Mycophenolate Mofetil Cooperative Study
Group, Lancet 1995 ; Sollinger, Transplantation 1995 ; The Tricontinental Mycophenolate
Mofetil Renal Transplantation Study Group ; Transplantation 1996) ont évalué I'efficacité du
MMF chez des transplantés rénaux pour deux posologies prédéfinies de 2 et 3 g/jour. Ces
études ont montré que la dose de 3g/jour était moins bien tolérée, avec une incidence plus
importante des effets indésirables imputables au MMF. La posologie de 2g/jour de MMF a
donc été définie comme optimale par le laboratoire ROCHE, car présentant le meilleur

rapport bénéfice/risque.
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En transplantation cardiaque, le traitement doit étre initié dans les 5 jours suivant la
greffe, la dose quotidienne recommandée étant de 3g (1,59 deux fois par jour).

En transplantation hépatique, Cellcept® est administré par voie intraveineuse pendant
les quatre premiers jours suivant la greffe puis par voie orale dés qu’il peut étre toléré. La
dose recommandée est 1,5g deux fois par jour per os.

D’autres modes d’utilisation du MMF sont envisagés. Le MMF a parfois été utilisé
seul, ou en association a des doses réduites de ciclosporine ou de tacrolimus en prévention
de la toxicité des inhibiteurs de la calcineurine a distance des greffes rénales, cardiaques et
hépatiques (Abramowicz D et al.,, Transplant Proc 2000). Une étude multicentrique,
randomisée ouverte, actuellement en cours en France (I'étude DICAM), a pour but d’évaluer,
chez des patients transplantés rénaux a partir de la deuxiéme année de greffe, I'efficacité
sur la fonction rénale d’un traitement d’entretien par bithérapie visant a diminuer les doses
de CsA en association avec le MMF.

Le MMF en association avec de la CsA ou du tacrolimus a permis l'arrét précoce des
corticoides chez des transplantés hépatiques, diminuant ainsi la survenue de certaines
complications métaboliques (Stegall et al., Transplantation 1997).

Initialement, I'ajustement de posologie est réputé inutile pour cet immunosuppresseur
et il n’est toujours pas officiellement préconisé. Des modifications de la posologie peuvent
toutefois étre proposées, sur critéres cliniques uniquement.

1.3. Effets indésirables

Les données concernant la tolérance clinique du Cellcept® sont issues de trois
grandes études randomisées, contrélées, en double aveugle, comparant différents régimes
immunosuppresseurs incluant du MMF (a la dose de 2g ou 3g par jour), de I'azathioprine ou
un placebo dans la prévention du rejet aigu de greffe rénale (European Mycophenolate
Mofetil Cooperative Study Group, Lancet 1995 ; Sollinger, Transplantation 1995; The
Tricontinental Mycophenolate Mofetil Renal Transplantation Study Group, Transplantation
1996). L'incidence des effets indésirables était élevée dans chacun des groupes de
traitement, mais globalement plus faible dans I'étude européenne. Celle-ci comparait la
trithérapie CsA/corticoides/MMF a la bithérapie CsA/corticoides + placebo. Les études
tricontinentale et américaine comparaient les protocoles de tri- ou quadri-thérapie utilisant le
MMF aux protocoles classiques incluant I'azathioprine ; leurs données ont été combinées
dans la suite de cette analyse (Cellcept, 1996).

Les principaux effets indésirables attribuables au MMF sont dordre digestif,
hématologique et infectieux (Fulton et Markham, Drugs 1996).
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[.3.1. Troubles digestifs

Dans I'étude européenne, l'incidence des effets indésirables gastro-intestinaux était
plus importante dans les groupes de traitement incluant le MMF (45,5% et 52,5%
respectivement pour les doses de 2 et 3g par jour) comparés au groupe de traitement
incluant le placebo (41,6%). La diarrhée constituait le principal effet secondaire ; son
incidence était identique entre le groupe de traitement associant du MMF a 2 g/jour et celui
associant un placebo (12,7%), mais était plus élevée dans le groupe associant du MMF a 3
g/jour (15,6%). Des nausées (4,2 a 6,3%) et des vomissements (2,4 a 3,8%) étaient plus
fréquemment rapportés dans les groupes incluant du MMF que dans le groupe placebo
(respectivement 2,4 et 1,2%). La fréquence des douleurs abdominales était comparable
entre les groupes de traitement (respectivement 10,8%, 11,5% et 11,3% pour les groupes
placebo, MMF 2g et MMF 3g).

Les événements gastro-intestinaux les plus fréquents dans les études américaine et
tricontinentale étaient (dans I'ordre décroissant): diarrhée, douleurs abdominales, nausées,
vomissements, constipation et dyspepsie. L’apparition de diarrhée était plus fréquente dans
les groupes sous MMF (28 a 31,5% a 2g et 31 a 37,3% a 3g) que dans les groupes sous
azathioprine (17 a 23,8%). Il semblerait également que les patients traités par MMF étaient
plus sujets aux vomissements (10,7% a 2g et 13,3% a 3g) que ceux traités par I'azathioprine
(7,4%). L’incidence des douleurs abdominales (comprise entre 21,2 et 24,5%) ne différait
pas sensiblement entre les groupes de traitement. Les autres événements digestifs étaient
rapportés chez moins de 25% des patients et n’étaient pas plus fréquents chez ceux traités
par Cellcept®. Globalement, la plupart des effets indésirables gastro-intestinaux
apparaissaient au-dela de 30 jours suivant le début du traitement chez les patients recevant
du MMF et dans le premier mois chez les patients recevant de I'azathioprine.

[.3.2. Troubles hématologiques

Le MMF entraine des désordres sanguins de type leucopénie, anémie,

thrombocytopénie, anémie hypochrome.

Dans I'étude européenne, la survenue de leucopénie et d’'anémie était plus fréquente
dans le groupe de patients recevant du MMF. Cellcept® occasionnait 10,9% de leucopénie a
la dose de 2g et 13,8% a la dose de 3g, contre 4,2% chez les patients sous placebo. 4,2%
et 6,8% des patients recevant respectivement 2 et 3g de MMF présentaient une anémie
contre 1,8% des patients recevant un placebo. L'incidence des thrombocytopénies était
légérement supérieure sous placebo (4,8% versus 4,2% et 3,1% avec du MMF a 2 et 3g).

Les deux études comparant MMF et azathioprine ont montré que lincidence de
leucopénie et d’anémie hypochrome était accrue dans le groupe recevant 3g de MMF
(respectivement 32,4% et 11,5%) par rapport aux groupes recevant 2g de MMF (21,1% et
6,8%) ou de [lazathioprine (24,2% et 8,6%). L'incidence des autres désordres
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hématologiques tels que l'anémie (22,7 a 23,9%), la thrombopénie (7,9 a 12,6%) et
I'hyperleucocytose (6,3 a 9,7%) était comparable entre les différents groupes de traitement.

[.3.3. Troubles infectieux

La sensibilité aux infections (opportunistes, bactériennes ou virales) est augmentée
chez les patients transplantés recevant un traitement immunosuppresseur.

Dans I'étude européenne, l'incidence de virémie ou syndrome a cytomeégalovirus
(CMV) était comparable entre les groupes de patients recevant 2g/jour (15,8%), 3g/jour
(15,0%) de MMF, ou du placebo (13,3%). En revanche, les infections invasives a CMV
étaient plus fréquentes dans le groupe MMF 3g/jour (6,9%) que dans les groupes MMF
2g/jour (3,0%) et placebo (2,4%) (European Mycophenolate Mofetil Cooperative Study
Group, Lancet 1995). L’influence du MMF sur 'augmentation du développement d’infections
invasives a CMV chez des patients transplantés rénaux porteurs du virus a également été
rapportée par ter Meulen et al. (Nephrol Dial Transplant 2000). De plus, les patients traités
par MMF avaient plus souvent développé des infections a herpes simplex (14,5% avec 2g et
11,3% avec 3g) et a herpes zoster (6,7% avec 2g et 5% avec 3g) que les patients sous

placebo (respectivement 6% et 1,8% pour herpes simplex et herpes zoster).

Dans les études américaine et tricontinentale, une virémie ou syndrome a CMV était
rapporté chez 11 a 12% des patients dans chacun des trois groupes. Le pourcentage de
patients ayant présenté une infection invasive a CMV était plus important dans le groupe
traité par 3g/jour de MMF (10,9%) que dans le groupe recevant 2g/jour de MMF (8%) ou de
I'azathioprine (6,1%). L'incidence d’infections a herpes simplex (16,7-19,1%) et a herpes

zoster (5,2-6,1%) était comparable entre tous les groupes de traitement.

L’étude tricontinentale rapportait la survenue d’une infection généralisée chez 15 a
19% des patients dans les trois groupes de traitement ainsi que la survenue d’infections
urinaires chez 42% des patients sous 3g de MMF, 41% des patients sous 2g de MMF et
35% des patients sous azathioprine (non significatif).

1.3.4. Lymphomes et tumeurs malignes

Les patients recevant un traitement immunosuppresseur comportant plusieurs
produits en association, dont le Cellcept®, sont exposés a un risque accru de lymphome ou

autres tumeurs malignes, notamment cutanées.

A un an suivant la transplantation, l'incidence globale des tumeurs dans les trois
études cliniques contrdlées (européenne, américaine et tricontinentale) était de 1,8% dans le
groupe placebo, 4,2% dans le groupe azathioprine et respectivement 4,8% et 3,2% dans les
groupes MMF a 2 et 3g/jour (Cellcept, 1996). Des Ilymphomes et syndromes
lymphoprolifératifs étaient survenus avec une fréquence de 0,6 et 1% chez les patients
recevant respectivement 2 et 3g/jour de MMF, de 0,3% chez les patients recevant de
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'azathioprine et de 0% chez les patients sous placebo. 4 et 1,6% des patients traités
respectivement par 2 et 3g/jour de MMF et 2,4% des patients traités par azathioprine ont
développé un cancer cutané non mélanomateux. Enfin d’autres tumeurs malignes sont
survenues chez 0,8 et 1,4% des patients sous 2 et 3 g/jour de MMF et chez 1,8% des
patients sous azathioprine.

Globalement la survenue de cancer semblait plus importante chez les patients sous
MMF mais le peu de cas recensés ne permettait pas de conclure quant a la significativité
des résultats.

.4. Pharmacocinétique

1.4.1. Caractéristiques pharmacocinétiques de 'AMP

1.4.1.1. Absorption et distribution

Aprés administration orale, le MMF est rapidement et massivement absorbé. Il subit
une hydrolyse précoce et compléte en AMP (substance active) par désestérification dans le
tube digestif ; le MMF n’est pas mesurable dans le plasma aprés une administration orale
(Fulton et Markham, Drugs 1996 ; Bullingham et al., Clin Pharmacokinet 1998). La
biodisponiblité totale moyenne de 'AMP, évaluée chez 12 volontaires sains par le ratio des
aires sous la courbe (AUC) obtenues aprés administrations orale et intraveineuse de MMF a
été estimée a 94,1% (+16,2%) (Bullingham et al., J Clin Pharmacol 1996). Dans le sang,
'AMP est contenu a 99,9% dans le plasma (Nowak et Shaw, Clin Chem 1995), ce qui fait du
plasma le milieu de choix pour le dosage de 'AMP. Chez 12 volontaires sains, son volume
apparent de distribution moyen était de 3,6 L/kg (Fulton et Markham, Drugs 1996). Des
valeurs de volume de distribution dans le compartiment central de 98L chez des patients
greffés de novo (Shum et al., Br J Clin Pharmacol 2003) et de 36L chez des patients greffés
stables (Le Guellec et al., Clin Pharmacokinet 2004) ont été rapportées a lissue d’analyses
de pharmacocinétique de population.

L’AMP est fortement lié aux protéines plasmatiques et plus particulierement a
'albumine. Aux concentrations plasmatiques usuelles d’AMP, le taux de fixation protéique
moyen est de 97,5% (Shaw et al., Ther Drug Monit 1995 ; Bullingham et al., Transplant Proc
1996 ; Fulton et Markham, Drugs 1996 ; Bullingham et al., Clin Pharmacokinet 1998).
Plusieurs facteurs tels que les concentrations d’albumine ou la fonction rénale, peuvent
influencer la liaison de 'AMP aux protéines plasmatiques. Selon une étude in vitro réalisée
par Nowak et Shaw (Clin Chem 1995), seule la fraction libre serait disponible pour inhiber
I'IMPDH et serait donc responsable de I'effet pharmacologique du MMF.

1.4.1.2. Métabolisme et excrétion
Le métabolisme de 'AMP est essentiellement hépatique et rénal et il implique des
mécanismes de phases | et Il (figure 3).
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Le métabolisme de phase |, minoritaire, fait intervenir un cytochrome P450
(principalement les isoformes CYP 3A et 2C) pour donner un métabolite M3 (Shipkova et al.,
Br J Pharmacol 1999) récemment identifi¢ a Limoges par Picard et al. (Ther Drug Monit
2004) comme étant le 6-O-desméthyl de 'AMP. Ce métabolite serait secondairement

glucuro-conjugueé.

L’AMP est principalement métabolisé par des mécanismes de phase Il impliquant 2

types d’enzymes :

- les UDP-glucuronosyltransférases, qui catalysent la formation de '’AMP-B-phenyl-
glucuronide (ou AMPG ; métabolite majoritaire inactif, fixé a I'albumine a 82%) et
de I'’AMP-acyl-glucuronide (ou AMPaG ; métabolite minoritaire actif (Schitz et al.,
Clin Chem 1999 ; Shipkova et al., Ther Drug Monit 2002))

- les UDP-glucosyltransférases, qui catalysent la formation de 'AMP-B-phenyl-
glucoside (inactif) (Schiitz et al., Clin Chem 1999) et d’'un autre glucoside de
I'AMP, supposé étre 'AMP-acyl-glucoside. L’activité de ce dernier n’a fait I'objet

d’aucune publication.
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Les métabolites glucuro-conjugués et gluco-conjugués sont excrétés par voie biliaire.
Dans l'intestin, TAMPG est partiellement déconjugué par la flore bactérienne et réabsorbé sous
forme d’AMP, donnant lieu a un cycle entérohépatique se traduisant par un rebond sur les
courbes des concentrations en fonction du temps (Bullingham et al., Clin Pharmacokinet 1998).
Le cycle entérohépatique a été étudié au moyen de la cholestyramine, substance qui exerce
son action thérapeutique en se fixant de maniére non spécifique aux acides biliaires, ainsi
qu’aux médicaments acides ou aux métabolites conjugués. L’administration de cholestyramine
chez des volontaires sains recevant oralement une dose unique de MMF provoquait une
diminution moyenne de la valeur de TAUC d’AMP totale de 37% (10 a 61%, n=12), ce qui
témoignait de I'importance de la contribution du cycle entérohépatique dans la PK de 'AMP
(Bullingham et al. Clin Pharmacokinet 1998).

La valeur de 'AUC est la résultante du métabolisme hépatique de 'AMP et de son cycle
entérohépatique. Ces processus peuvent étre plus ou moins affectés au cours de certaines
pathologies, faisant ainsi varier la biodisponibilité apparente totale du médicament.

93% de la dose de MMF administrée est éliminée par voie urinaire, majoritairement sous
forme d’AMPG et minoritairement sous forme d’AMP et d’AMPaG, par filtration glomérulaire et
sécrétion tubulaire. 6% de la dose est éliminée dans les féces.

Aprés l'administration orale de 1,59 de MMF chez 12 volontaires sains, les valeurs
moyennes de demi-vie d’élimination et de clairance apparente étaient respectivement 17,9h
(£6,5h) et 193 mL/min (x48 mL/min) (Bullingham et al., J Clin Pharmacol 1996). Une clairance
moyenne de 27,5 + 1,3 L/h a été rapportée chez 10 patients greffés rénaux pendant le premier
mois suivant la transplantation (Johnson et al. Clin Pharmacol Ther 1999). Chez des patients
greffés rénaux stables, des valeurs de clairance apparente comprises entre 7,95 et 25,3 L/h
(médiance=16,5 L/h) ont été décrites (Le Guellec et al., Clin Pharmacokinet 2004).

1.4.1.3. Profils pharmacocinétiques

Aprés I'administration d’'une dose unique de MMF par voie orale a des volontaires sains
a jeun, la courbe des concentrations d’AMP en fonction du temps présente une augmentation
rapide pour atteindre un pic environ 1 h aprés la prise. Ce pic est suivi d'une diminution rapide
des concentrations et souvent d’'un deuxiéme pic, qui apparait généralement dans les 6 a 12h
suivant l'administration. La présence de ce deuxiéme pic, également observé aprés
'administration de MMF par voie intraveineuse (Bullingham et al., J Clin Pharmacol 1996) est
donc, au moins en partie, attribuable au cycle entérohépatique de I'AMPG décrit
précédemment. Chez ces mémes patients, une variabilité inter-individuelle modérée des
indices d’exposition a 'AMP a été rapportée avec des coefficients de variation (CV) inférieurs a
50%, les plus faibles ayant été observés sur TAUC (25 a 30%).
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Les concentrations plasmatiques d’AMPG suivent la méme évolution que celles de
'AMP avec un maximum retardé par rapport a celui de 'AMP. Les valeurs de concentrations
d’AMPG sont élevées et les AUC totales sont 4 a 6 fois supérieures a celles de 'AMP.

I.4.2. Pharmacocinétique de 'AMP chez des patients transplantés

rénaux et variabilité pharmacocinétique

1.4.2.1. Pharmacocinétique de 'AMP chez des patients adultes transplantés
rénaux stables

Dans la revue de littérature concernant la PK de I'AMP, Bullingham et al. (Clin
Pharmacokinet 1998) ont rapporté que chez 10 patients ayant recu une greffe rénale depuis
plus de 3 mois (ayant une fonction rénale stable), les valeurs moyennes des indices
d’exposition de 'AMP (Crax = 29,7414,2 mg/L ; Tmax = 1,220,8 h; AUCq.12 = 52,1+17,7 mg.h/L)
obtenus aprés administration orale d’'une premiere dose de MMF (1,5g) étaient comparables
aux valeurs moyennes observées chez 36 sujets sains ayant recu une dose unique de 1,59
(Cmax = 32,848,2 mg/L ; Tmax = 0,940,4 h; AUCo.42 = 51,5£15,1 mg.h/L). En revanche, les
concentrations ’AMPG étaient en moyenne deux fois plus importantes chez les transplantés
rénaux (AUCq.2 = 420+140 mg.h/L versus 234487 mg.h/L chez les sujets sains). Cette
différence pourrait étre attribuée aux troubles de la fonction rénale liés a la greffe, les

concentrations dAMPG dépendant directement de la filtration glomérulaire.

Plusieurs études ont rapporté une importante variabilité inter-individuelle de la PK de
'AMP chez des patients transplantés rénaux stables (Bullingham et al., Transplant Proc 1996 ;
Brunet et al., Transplant Int 2000, Le Guellec et al., Clin Pharmacokinet 2004).

1.4.2.2. Evolution de la pharmacocinétique de 'AMP en fonction du délai
post-transplantation
Des études PK réalisées dans les premiéres semaines suivant la greffe chez des patients
transplantés rénaux ont rapporté I'existence d’'une importante variabilité intra- et inter-
individuelle de la PK de 'AMP (Weber et al., J Am Soc Nephrol 1998 ; Johnson et al., Clin
Pharmacol Ther 1999; Wollenberg et al., Transplant Proc 1998 ; Shaw et al., Ther Drug Monit
2000).

Chez les transplantés rénaux, les caractéristiques PK différent entre la période post-
transplantation dite “précoce” (premier mois suivant la transplantation) et la période dite “stable”
(3 mois apres la greffe). En effet, pour des doses équivalentes de MMF, les valeurs d’AUC et
de Chax de 'AMP observées durant la période précoce sont 30 a 50% plus faibles que celles
observées en période stable, 'augmentation de ces valeurs se faisant progressivement, sur
plusieurs mois (Shaw et al., Ther Drug Monit 1995 ; Fulton et Markham, Drugs 1996 ; Pirsch et
Sollinger, Ther Drug Monit 1996; Bullingham et al., Clin Pharmacokinet 1998 ; Weber et al.,
Ther Drug Monit 1999).
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L’origine de cette évolution n’est pas clairement établie mais plusieurs facteurs sont
probablement en cause. Un défaut d’absorption du MMF en période post-transplantation
immédiate chez des transplantés rénaux a été exclu puisqu’il a été montré que les valeurs
d’AUC de 'AMP obtenues apres administration orale de MMF étaient comparables a celles
obtenues aprés l'administration d’'une dose équivalente de MMF par voie intraveineuse
(Bullingham et al., J Clin Pharmacol 1996 ; Bullingham et al., Clin Pharmacokinet 1998; Shaw
et al., Ther Drug Monit 1995). En revanche, 'augmentation de I'exposition a 'AMP pourrait
s’expliquer par une diminution de sa clairance avec le temps. Plusieurs mécanismes impliquant
des modifications de la fixation protéique et des interactions médicamenteuses ont ainsi été
décrits.

Dans la période précoce suivant la greffe, certains facteurs tels que le retard de la prise
du greffon ou des concentrations plasmatiques d’albumine faibles, pourraient étre a I'origine
d'une altération de la fixation de 'AMP aux protéines plasmatiques et ainsi, de 'augmentation
de la fraction libre d’AMP. Ces perturbations se corrigeraient progressivement avec la reprise
de la fonction rénale et la stabilisation de I'albuminémie. Ainsi, 'augmentation de la fixation
protéique en période stable jouerait probablement un réle dans 'évolution de la clairance de
'AMP. En effet, la diminution de la fraction libre d’AMP serait associée a une diminution du
volume de distribution et de la clairance hépatique de 'AMP libre et engendrerait ainsi une
augmentation des concentrations d’AMP total (Shaw et al., Ther Drug Monit 1995 ; Weber et
al., Ther Drug Monit 1999). Une corrélation inverse entre I'évolution de la fraction libre ’AMP et
les AUC,..; dAMP au cours des trois premiers mois post-greffe a été mise en évidence chez
des adultes (r=-0,506 ; p<0,001) (Kuypers et al., Ther Drug Monit 2003) et chez des enfants
(r=-0,61, p<0,02) (Weber et al., Ther Drug Monit 1999) transplantés rénaux. Ces observations
semblent en faveur de l'implication de la réduction de la fraction libre d’AMP dans la diminution
du métabolisme de 'AMP en période stable.

La modulation de l'activité des glucuronyl-transférases par administration concomitante
de médicaments et plus particulierement de glucocorticoides pourrait également étre impliquée.
En effet, les glucocorticoides seraient des inducteurs des glucuronyl-transférases et la
diminution de leurs doses avec le temps pourrait réduire le métabolisme de 'AMP et induire
une augmentation des concentrations d’AMP (Cattaneo et al., Kidney Int 2002).

Enfin, la diminution des doses de CsA au cours du temps pourrait contribuer a la
modification de la PK de 'AMP. En effet, il semblerait que la CsA abaisse les concentrations
plasmatiques de 'AMP en agissant au niveau du cycle entérohépatique par inhibition de
l'excrétion de TAMPG des hépatocytes vers la bile (van Gelder et al., Ther Drug Monit 2001 ;
van Gelder et al., Transplant Proc 2001). La CsA bloquerait le transport des métabolites
conjuguées par inhibition de la P-glycoprotéine ou P-gp (van Gelder et al., Ther Drug Monit
2001, Sawamoto et al., J Heart Lung transplant 2001) et du MRP2 (multidrug resistance protein
2) (Shipkova et al., Ther Drug Monit 2001; Kobayashi et al., J Pharmacol Exp Ther 2004), tous
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deux exprimés au niveau des membranes apicales des hépatocytes (Chan et al., Eur J Pharm
Sci 2004). Une expérience récente a décrit la médiation du transport de 'AMPG par les MRP2
(Sallustio et al., Clin Exp Pharmacol Physiol 2004), mais aucune preuve que 'AMPG est un
substrat de la P-gp n’a été apportée. Il se pourrait donc que la CsA agisse essentiellement par
le biais des transporteurs MRP2. Ainsi, la diminution des doses de CsA pourrait étre associée a
une intensification du cycle entérohépatique et induire une augmentation des concentrations
d’AMP.

1.4.2.3. Influence de l'insuffisance rénale

Une étude comparative a été menée entre des sujets sains ayant une fonction rénale
normale avec un taux de filtration glomérulaire supérieur a 80 mL/min/1,73m? et différents
groupes de patients transplantés rénaux a l'état stable, présentant des fonctions rénales
variables avec des taux de filtration glomérulaire allant de 80 a moins de 25 mL/min/1,73m?
(Johnson et al., Clin Pharmacol Ther 1998). Tous les patients avaient regu oralement une dose
unique de 1g de MMF. Cette étude a montré que [laltération de la fonction rénale
s’accompagnait d’une diminution de la Cnax I’AMP mais qu’elle influengait peu la clairance de
'AMP. La production d’AMPG était inchangée, ce qui s’accorde avec le fait que le foie soit le
site prédominant du métabolisme de 'AMP. En revanche, la clairance de 'AMPG était
positivement corrélée au taux de filtration glomérulaire (r*=0,905). Le rein étant la principale
voie d’excrétion de 'AMPG, l'insuffisance rénale serait associée a une accumulation de ce
métabolite. L'AUC moyenne d’AMPG chez les sujets ayant une fonction rénale normale était 3

a 5 fois plus faible que chez les patients présentant un taux de filtration glomérulaire <25

mL/min/1,73m? (respectivement 287 + 47 versus 1411 + 608 ug.h/mL ; p<0,05).

Cette méme étude incluait un groupe de 6 patients dialysés. Les pertes dAMP et
d’AGMP étaient négligeables sous hémodialyse (moins de 10% de la dose administrée) ce qui
est cohérent avec la forte fixation protéique de ces deux molécules (respectivement 97% et
82% pour 'AMP et TAMPG). En revanche, il semblerait que 'AMPG soit davantage éliminé
lorsque les concentrations initiales sont importantes, ce qui pourrait s’expliquer par une
saturation des sites de fixation protéique de TAMPG (Bullingham et al., Clin Pharmacokinet
1998). Aucun ajustement particulier des doses de MMF n’est préconisé dans le cas
d’insuffisance rénale et/ou d’hémodialyse.

Si l'altération de la fonction rénale affecte peu la PK de 'AMP total, elle influence
fortement la PK de la fraction libre d’AMP. Chez des patients transplantés rénaux souffrant
d’'une insuffisance rénale chronique et ayant une clairance de la créatinine <20 mL/min, les
AUC d’AMP libre étaient deux fois plus importantes que celles d’'un groupe contréle de patients
greffés stables avec une clairance de la créatinine <560 mL/min (Meier-Kriesche et al., Ther
Drug Monit 2000). Chez 8 patients transplantés présentant un retard a la reprise de fonction du
greffon, TAUC d’AMPG, d’AMP libre et la fraction libre ’AMP ont été étudiées 1, 7, 14, 21 et 28
jours aprés le début du traitement par MMF (1,5g deux fois par jour). Les valeurs dAUC
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dAMPG et d’AMP libre ainsi que la fraction libore d’AMP étaient maximales a 7 jours et
diminuaient ensuite parallélement aux taux sériques de créatinine, témoins d’'une amélioration
de la fonction rénale. Le taux de fixation protéique a 28 jours demeurait inférieur a la normale
(Shaw et al., J Clin Pharmacol 1998 ; Meier-Kriesche et al., Ther Drug Monit 2000). Enfin, des
études menées chez des adultes (Kuypers et al., Ther Drug Monit 2003) et chez des enfants
(Weber et al., Ther Drug Monit 1999) transplantés rénaux au cours des trois premiers mois
suivant la greffe ont mis en évidence des corrélations inverses entre la fraction libre AMP et le
taux de filtration glomérulaire (respectivement r=-0,604, p<0,001 et r=-0,38, p<0,05 chez les
adultes et les enfants). Les AUC,.., d’AMP libre étaient également inversement corrélées au
taux de filtration glomérulaire (r=-0,691, p<0,001 et r=-0,49, p<0,01 chez les adultes et les
enfants respectivement). L'insuffisance rénale est donc associée a une diminution de la fixation
protéique de 'AMP induisant une augmentation des concentrations d’AMP libre. Plusieurs
phénoménes pourraient étre impliqués dans cette diminution de la fixation de 'AMP a
albumine :

- la compétition entre 'AMP et ’AMPG pour la fixation sur I'albumine. In vitro, Nowak
et Shaw (Clin Chem 1995) ont mis en évidence une augmentation de la fraction libre
d’AMP de 1,26% a 3,57% en ajoutant des concentrations croissantes ’AMPG (de 0
a 800 mg/L) dans un pool plasmatique contenant de 'AMP. Ainsi la fixation de 'AMP
a l'albumine serait sous la dépendance des concentrations respectives d’AMP et
d’AMPG. L’accumulation dAMPG générée par une altération de la fonction rénale
induirait une moindre fixation de 'AMP sur ses sites de liaison a I'albumine et
'augmentation de sa fraction libre (Kaplan et al., J Clin Pharmacol 1999 ; Meier-
Kriesche HU et al., Ther Drug Monit 2000). D’autres travaux (Morissette et al., Ther
Drug Monit 2001) ont montré que le taux de fixation protéique de 'AMP mesuré
dans le sérum de patients transplantés rénaux ne présentant pas d’insuffisance
rénale était comparable a celui mesuré dans des sérums vierges surchargés avec
de 'AMP a une concentration pharmacologique (98,5+0,43% contre 98,3+0,73%).
Les auteurs concluaient que chez des patients greffés rénaux ayant une fonction
rénale normale et recevant un traitement immunosuppresseur standard, TAMPG ne
déplacait pas 'AMP de ses sites de fixation a I'albumine. Cependant, en théorie il
existe toujours une compétition entre deux acides faibles pour la fixation a
'albumine, résultant ici en un équilibre “normal” fraction libre/ fraction liée de TAMP.

- des facteurs physiologiques liés a la fonction rénale tels que la concentration
d’albumine, I'urémie ou le pH plasmatique (Kaplan et al., J Clin Pharmacol 1999 ;
Meier-Kriesche et al., Ther Drug Monit 2000 ; Weber et al., J Am Soc Nephrol 1998).
Les travaux de Nowak et Shaw (Clin Chem 1995) ont montré que le taux d’albumine

intervenait directement sur la fraction d’AMP liée avec une diminution de la fraction

libre dAMP de 53,3+2% a 0,92+0,05% pour des concentrations croissantes
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d’albumine de 0,67 a 69 g/L. Une hypoalbuminémie occasionnée par une mauvaise
fonction rénale pourrait ainsi participer a la diminution de la fixation protéique. Une
étude récente (Atcheson et al., Ther Drug Monit 2004) réalisée chez 42 transplantés
rénaux traités par un régime immunosuppresseur incluant du MMF (2g/jour) a
montré que le pourcentage d’AMP libre était corrélé avec les concentrations
d’albumine (p<0,0001). Cette étude a permis de définir une valeur seuil des

concentrations d’albumine de 31 g/L en dessous de laquelle étaient associées des

fractions d’AMP libre élevées (>3%).

1.4.2.4. Insuffisance hépatique

La PK de 'AMP et de son métabolite (TAMPG) a été étudiée chez 18 patients
présentant une cirrhose hépatique avec insuffisance hépatique de sévérité variable (faible,
modérée ou sévere) et 6 patients contréles (individus sains) aprés administration d’'une dose
unique de 1g de MMF (Parker et al., J Clin Pharmacol 1996, Bullingham et al., Clin
Pharmacokinet 1998). Aucune variation significative des indices d’exposition de 'AMP et de
'AMPG en fonction du degré de sévérité de I'insuffisance hépatique n’a été mise en évidence.
En revanche, la clairance urinaire de 'AMPG chez les patients avec une insuffisance hépatique
sévere était deux fois plus élevée que celle observée chez les patients des autres groupes. Les
auteurs suggéraient qu’une insuffisance hépatique sévére induirait une altération de la
glucuroconjugaison hépatique de I'AMP et, en compensation, une augmentation de la
glucuroconjugaison rénale. Une autre hypothése peut également étre proposée. En effet, la
diminution des taux plasmatiques d’albumine observée en cas d’insuffisance hépatique sévere
pourrait étre a l'origine d’'une augmentation de la fraction libre ’AMPG se traduisant par une
augmentation de sa filtration glomérulaire.

1.4.2.5. Pharmacocinétique de 'AMP dans les populations pédiatriques

Les profils PK observés chez des enfants transplantés rénaux aprés administration
orale de MMF sont comparables a ceux obtenus chez les adultes (Weber et al., Ther Drug
Monit 1999 ; Jacgz-Aigrain et al., Pediatr Nephrol 2000). Une étude PK menée dans la période
précoce (3 premiéres semaines) suivant une greffe rénale a montré que les valeurs d'AUC de
'AMP total observées chez des enfant ayant recu 600 mg/m? de surface corporelle de MMF
étaient comparables a celles observées chez des adultes ayant recu 1g de MMF (Weber et al.,
J Am Soc Nephrol 1998). Comme chez I'adulte, la PK de 'AMP chez I'enfant est caractérisée
par une importante variabilité intra- et inter-individuelle et les valeurs d’AUC augmentent avec
la période post-transplantation (Weber et al. Ther Drug Monit 1999 ; Jacqz-Aigrain, Pediatr
Nephrol 2000 ; Weber et al., J Am Soc Nephrol 2002). Chez 17 enfants transplantés rénaux
traités par MMF (600 mg/m? de surface corporelle deux fois par jour) ayant fourni des
cinétiques 7, 21 jours, 3 et 6 mois apres la greffe, les valeurs d’AUC,... d’AMP total a 3 mois
(médiane = 65,1 mg.h/L, intervalle : 32,6-114 mg.h/L) étaient deux fois plus élevées qu'a 3
semaines (médiane = 32,4 mg.h/L, intervalle :13,9-57 mg.h/L) (Weber et al., Ther Drug Monit
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1999). Une diminution de 35% de la fraction libre d’AMP était parallélement observée en
période stable alors que 'AUC,.1; de 'AMP libre ne différait pas significativement en fonction du
délai post-greffe.

[.4.2.6. Immunosuppresseurs associés

1.4.2.6.1. Inhibiteurs de la calcineurine
Le MMF est classiquement administré en association avec un inhibiteur de la
calcineurine (tacrolimus ou CsA) et des corticoides, dans les semaines qui suivent la
transplantation. L’existence d’interactions pharmacocinétiques entre 'AMP et les traitements

immunosuppresseurs concomitants a été décrite.

Smak Gregoor et al. (Nephrol Dial Transplant 1999) ont montré que les concentrations
résiduelles d’AMP étaient significativement plus faibles chez des patients recevant un
traitement incluant du MMF (1g deux fois par jour), de la CsA et de la prednisone que chez des
patients recevant seulement du MMF (& méme posologie) et de la prednisone (1,98+0,12 mg/L
versus 4,38+0,40 mg/L, p<0,0001). De plus, cette méme équipe a étudié l'influence de l'arrét
de la CsA chez des patients greffés rénaux stables sous trithérapie immunosuppressive (MMF,
CsA et prednisone) et a mis en évidence une augmentation significative des taux résiduels
d’AMP chez ces patients par rapport aux patients dont le traitement initial avait été maintenu
(Smak Gregoor et al., Transplantation 1999). Les auteurs ont alors suggéré une interaction PK
entre la CsA et 'AMP, résultant en une augmentation de I'exposition a TAMP. D’autres études
ont décrit une influence de la CsA sur la PK de 'AMP et de ses métabolites (Pou et al., Ther
Drug Monit 2001 ; van Gelder et al., Ther Drug Monit 2001 ; Shipkova et al., Ther Drug Monit
2001). Une corrélation négative et significative (r?=0,23, p<0,02) entre les AUC d'AMP
normalisées par la dose et les AUC de CsA a également été décrite chez des enfants
transplantés rénaux (Filler et al., Ther Drug Monit 2001).

Les résultats d’'une étude menée par Zucker et al. (Transplant Proc 1997) ont montré
que la PK de 'AMP était différente en fonction de 'immunosuppresseur associé. En effet, pour
les mémes doses de MMF administrées, les concentrations résiduelles et les valeurs de 'AUC
de 'AMP total obtenues chez des patients transplantés rénaux recevant du tacrolimus étaient
significativement plus élevées que celles obtenues chez les patients recevant de la CsA. En
revanche, les concentrations d’AMPG étaient plus faibles chez les patients traités par
tacrolimus ce qui laissait envisager la possibilit¢ d’'un effet inhibiteur du tacrolimus sur la
conjugaison de 'AMP en AMPG. Par la suite, la méme équipe a montré, in vitro, que le
tacrolimus était un inhibiteur compétitif puissant des UDP-glucuronosyltransférases (Zucker et
al., Ther Drug Monit 1999). Ces résultats semblaient expliquer les plus fortes concentrations
d’AMP observées lorsque le MMF était administré avec le tacrolimus qu'avec la CsA.
Cependant les auteurs ont conclu a une interaction entre le tacrolimus et 'TAMP en comparant

les concentrations plasmatiques mesurées chez des patients recevant un traitement associant
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soit de la CsA soit du tacrolimus mais ils n’ont fait état d’aucune comparaison avec un groupe
“contréle” de patients ne recevant que du MMF. Une autre étude (Filler et al., Pediatr Nephrol
2000) portant sur 3 groupes d'enfants transplantés rénaux traités par ['association
CsA/MMF/corticostéroides (n=15), tacrolimus/MMF/corticostéroides (n=14) ou
MMF/corticostéroides (n=13) a décrit des AUC dAMP normalisées par la dose
significativement supérieures chez les enfants sous tacrolimus (0,122+0,038 ug.h.m?*mL.mg)
comparées a celles observées chez les enfants sous CsA (0,067+0,037 pg.h.m?*mL.mg ;

p<0,002) et chez les enfants ne recevant pas d’inhibiteur de la calcineurine (0,084+0,031
pMg.h.m?mL.mg ; p<0,002). Il est a noter que les variabilités intra-groupes étaient élevées.

Les travaux de van Gelder et al. (Ther Drug Monit 2001) réalisés sur le rat ont montré
que les concentrations d'AMP et dAMPG étaient comparables selon que le MMF était
administré seul ou en association avec le tacrolimus. En revanche, la présence de CsA
induisait une diminution des concentrations d’AMP et une augmentation de celles AMPG. Les
profils PK de 'AMP obtenus dans le groupe recevant de la CsA ne décrivaient pas de second
pic de concentration, contrairement au groupe recevant un placebo et au groupe recevant du
tacrolimus. L'impact de la CsA sur le cycle entérohépatique a été mis en évidence en
comparant les valeurs des AUCo.n et des AUC;..4 entre les différents groupes. Les valeurs des
AUC,..s» mesurées dans le groupe recevant de la CsA étaient deux fois plus faibles que celles
mesurées dans le groupe recevant du MMF seul alors que les valeurs des AUCq.. étaient
similaires. L’hypothése d’une interaction de la CsA au niveau du cycle entérohépatique par
inhibition de I'excrétion de TAMPG des hépatocytes vers la bile serait la plus probable (van
Gelder et al., Ther Drug Monit 2001 ; van Gelder et al. Transplant Proc 2001). Les mécanismes
supposeés de cette interaction ont déja été décrits dans le paragraphe 1.4.2.2.

Ainsi, il est admis que la CsA diminue I'exposition a '’AMP mais l'influence du tacrolimus
sur les concentrations d’AMP reste controversée.

1.4.2.6.2. Sirolimus
La littérature fait état de peu d’études concernant la pharmacocinétique de ces deux

immunosuppresseurs associés et aucune interaction n’est clairement établie.

Dans une étude multicentrique prospective, randomisée, incluant deux groupes de
patients greffés rénaux traités soit par I'association MMF/CsA/corticostéroides (n=38) soit par
l'association MMF/sirolimus/corticostéroides (n=40), les concentrations résiduelles d’AMP,
mesurées au cours des 3 premiers mois suivant la greffe, étaient significativement plus élevées
pendant les 5 premiéres semaines chez les patients sous sirolimus (p<0,05) (Kreis et al.,
Transplantation 2000). Les valeurs précises des concentrations résiduelles d’AMP n’étaient pas
rapportées mais I'analyse du graphique présentant leur évolution au cours du temps suggeérait
une tendance a l'augmentation des concentrations résiduelles d’AMP dans le groupe CsA
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durant les 40 premiers jours post-greffe (approximativement de 1,5 mg/L a 3 mg/L) alors
gu’elles semblaient constantes dans le groupe sirolimus (fluctuations entre 3,5 et 4,5 mg/L).

Des travaux récents ont montré que, pour des mémes doses de MMF, I'exposition a
'AMP serait supérieure chez des patients sous sirolimus comparés a des patients sous CsA.
Une étude réalisée chez 45 adultes transplantés rénaux comparait deux groupes de patients
traités par sirolimus ou CsA et MMF (1g deux fois par jour), daclizumab, corticostéroides. A 1 et
6 mois post-greffe, les AUCq.1, observées chez les patients sous CsA (32,4+18,6 mg.h/L et
40,1+11,3 mg.h/L, respectivement a 1 et 6 mois) étaient réduites par rapport a celles observées
chez les patients traités par sirolimus (49,2+18,9 mg.h/L et 67,8+25,9 mg.h/L, respectivement a
1 et 6 mois) mais aucune donnée statistique n’était donnée (Pescovitz et al., Am J Transplant
2004). Une deuxiéme étude comparait la PK de 'AMP chez 70 transplantés rénaux traités par
sirolimus, MMF (1g deux fois par jour) et corticostéroides avec celle observée chez 18 patients
recevant de la CsA, du MMF et des corticostéroides a différents délais post-greffe (15, 30, 60
et 90 jours). L'exposition a 'AMP était significativement supérieure dans le groupe sirolimus a
toutes les périodes post-greffe considérées (Blichler et al., Am J Transplant 2004).

Ainsi, les plus fortes concentrations d’AMP observées chez les patients sous sirolimus
comparés aux patients sous CsA peuvent en partie s’expliquer par l'interaction de la CsA avec
'AMP, responsable d’une diminution de I'exposition a TAMP.

1.4.2.6.3. Corticostéroides

Un effet inducteur des corticoides sur l'activit¢ des UDP-glucuronosyltransférases
hépatiques a été décrit au cours d'études réalisées sur microsomes de rats (Zhu et al.,
Biochem Pharmacol 1996) et sur cultures d’hépatocytes isolés (Mc Millan et al., Mutat Res
1991). Les effets de la diminution des doses de corticoides au cours du temps sur la PK de
AMP et de 'AMPG ont été étudiés chez des transplantés rénaux traités par un régime
immunosuppresseur associant du MMF et de la CsA (Cattaneo et al., Kidney Int 2002). Les
valeurs d’AUC/dose d’AMP observées a 1 mois suivant la greffe étaient significativement plus
faibles que celles observées a 6 mois, période a laquelle les patients recevaient de faibles
doses de corticoides. Enfin, l'arrét des corticoides s’accompagnait d’'un abaissement de la
clairance apparente de I'AMP et des concentrations résiduelles dAMPG résultant en une
augmentation de I'exposition a 'AMP. Il semblerait donc que les corticostéroides influent sur la
PK de 'AMP par modulation de sa glucuro-conjugaison. Toutefois, la baisse des posologies de
corticoides coincide avec la baisse des doses de ciclosporine, 'amélioration fonctionnelle du
greffon et 'augmentation des concentrations plasmatiques d’albumine. Il est donc trés difficile
de conclure quant au rdle propre des corticoides ou de mettre en place un essai clinique
permettant de répondre a cette question.

-33 -



1.4.2.7. Autres interactions pharmacocinétiques

L’effet de la prise de nourriture sur la PK de 'AMP a été étudié chez des patients
atteints de polyarthrite rhumatoide et ayant recu une dose unique de 2g de MMF (Bullingham et
al., Clin Pharmacokinet 1998). L’administration d'un repas standard contenant 46,5% de
matieres grasses induisait un allongement du Tnax (Supérieur a 1h) et une diminution de la Cpax
d’environ 25% sans aucune modification de la valeur de 'AUC;24. Les valeurs de Cpax et
d’AUC,..4 AMPG étaient quant a elles respectivement augmentées de 30% et 14% par rapport
a une administration a jeun.

L’administration d’'un traitement antiacide (contenant des hydroxydes de magnésium et
hydroxydes d’aluminium) chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoide provoquait une
diminution de l'absorption digestive d’'une dose unique de 2g de MMF. La Cn.x de 'AMP était
abaissée de 37% et son AUC était inférieure de 15% a celle observée sans antiacide. Les
concentrations d’AMPG présentaient une réduction comparable (Bullingham et al., Clin
Pharmacokinet 1998; Fulton et Markham, Drugs 1996).

L’administration concomitante d’'une dose unique de MMF (1g) et d’aciclovir chez des
sujets sains n’a conduit a aucune modification de la PK de 'AMP (Bullingham et al., Clin
Pharmacokinet 1998; Gimenez et al., Clin Pharmacokinet 2004) mais une étude a décrit une
augmentation d’environ 10% des valeurs d’AUC de I'AMPG (Bullingham et al., Clin
Pharmacokinet 1998). Une étude récente a montré que les AUC.. dAMPG étaient réduites de
12% aprés I'administration de doses uniques de 1g de MMF et de 2g de valaciclovir (pro-
drogue de l'aciclovir) chez des sujets sains (Gimenez et al., Clin Pharmacokinet 2004). Ces
modifications pharmacocinétiques sont minimes et ne sont pas considérées comme
cliniuement significatives. Les paramétres PK de 'AMP et de 'AMPG observés chez des
patients greffés rénaux stables aprés I'administration d’une dose unique de 1,5 mg de MMF par
voie orale n’étaient pas modifiés par I'administration concomitante de ganciclovir (5mg/kg, voie
intraveineuse) (Wolfe et al., Pharmacotherapy 1997). En cas d’insuffisance rénale, il se pourrait
que les antiviraux et TAMPG entrent en compétition au niveau de la sécrétion tubulaire

entrainant ainsi 'augmentation de leurs concentrations plasmatiques.

Certains médicaments réduiraient la quantité d’AMP disponible pour la réabsorption
digestive en interrompant le cycle entérohépatique, comme la cholestyramine qui piege 'AMPG
dans la lumiére digestive (Fulton et Markham, Drugs 1996). Ainsi, chez un volontaire sain, un
pré-traitement de 4 jours par la cholestyramine provoque une diminution de TAUC d’AMP de
37% (10 a 61%) aprés administration d’'une dose unique de MMF (Bullingham et al., Clin
Pharmacokinet 1998). Le métronidazole, quant a lui agirait par inhibition des bactéries

anaérobies intestinales qui déconjuguent TAMPG en AMP (Shaw et al., Ther Drug Monit 2000).

Une étude, réalisée in vitro sur des microsomes humains de foie et de rein, a mis en

évidence l'effet inhibiteur de plusieurs anti-inflammatoires non stéroidiens sur la glucuro-
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conjugaison de 'AMP (Vietri et al., Eur J Clin Pharmacol 2000) mais aucune interaction in vivo
n'a été décrite.
Aucune interaction médicamenteuse impliquant les cytochromes P450 (voie mineure du

métabolisme de 'AMP) n’a été rapportée.
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1.4.3. Modélisation pharmacocinétique de 'AMP

La plupart des études rapportées dans la littérature décrivent la PK de 'AMP selon une
approche non-compartimentale. Les valeurs des indices d’exposition (AUC, Co, Cmax, Tmax) €t
des paramétres PK (clairance apparente, volume apparent de distribution, demi-vie) sont
estimées au moyen de formules simples a partir des valeurs des concentrations mesurées.
Mais cette analyse est limitée.

Une autre approche consiste a décrire les différents aspects de la pharmacocinétique
d'un médicament au moyen dun modéle PK, défini par un ensemble d’équations
mathématiques. Le modéle PK permet de mieux connaitre le comportement cinétique d’un
médicament et de mieux en quantifier les différentes étapes ; il peut étre utilisé pour prédire ce
comportement et essayer d’ajuster la prescription. La littérature fait état de peu de modéles
capables de décrire la PK de TAMP.

Dans la période stable suivant une greffe rénale, des profils classiques sont
généralement observés, avec un pic initial de concentration entre 20min et 2h, trés souvent
suivi d’'un pic secondaire situé entre 6h et 11h aprés 'administration du MMF, lié au cycle
entérohépatique. Un modéle de circulation entérohépatique a été décrit pour 'AMP par Funaki
(J Pharm Pharmacol 1999). Ce modele était constitué de trois compartiments représentant
lintestin, la vésicule biliaire et le reste de l'organisme (compartiment central). Le rebond
entérohépatique était décrit en considérant un relargage biliaire vers l'intestin sous forme de
bolus. Ce modéle a servi a I'analyse PK de 'AMP (mise en ceuvre dans le logiciel NONMEM) a
partir de profils PK issus de patients transplantés rénaux stables et de patients atteints de
polyarthrite rhumatoide. L’auteur rapportait une bonne adéquation entre les valeurs de
concentrations observées et celles estimées par le modéle et précisait que le deuxiéme pic
imputable au cycle entérohépatique de 'AMPG était bien défini. Cependant, cette étude ne
fournissait aucune valeur de biais ni de précision de I'estimation et six exemples seulement (sur
270 cinétiques disponibles) de l'ajustement du modéle aux valeurs expérimentales étaient
montrés. L’évaluation de la performance de ce modéle semble donc difficile.

Pour décrire la PK de 'AMP chez des patients transplantés rénaux stables, Le Guellec
et al. (Clin Pharmacokinet 2004) ont envisagé des modéles a un ou deux compartiments avec
absorption d’ordre 0 ou 1. Un modéle a deux compartiments avec une absorption d’ordre 0 a
été retenu pour lanalyse PK car il permettait le meilleur ajustement aux données
expérimentales. Cependant, la composante additive de I'erreur résiduelle était élevée, certains
profils n’étaient pas correctement modélisés et le modéle ne permettait pas de décrire le

deuxiéme pic de concentration observé chez certains patients.

Des études cliniques menées dans les premiéres semaines suivant la greffe ont montré
que les cinétiques plasmatiques d’AMP en fonction du temps étaient assez complexes et
instables (Johnson et al., Clin Pharmacol Ther 1999, Shum et al., Br J Clin Pharmacol 2003).
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Les profils PK présentaient des délais d’absorption variables, des processus d’absorption
parfois complexes avec un ou plusieurs pics de concentration et des profils PK atypiques
étaient également rapportés. L’équipe de Tett (Shum et al., Br J Clin Pharmacol, 2003) a mené
une analyse PK de population chez des patients transplantés rénaux au cours du premier mois
post-greffe. Devant la complexité des profils PK observés, de nombreux modeéles ont été
testés. Des modéles a un, deux et trois compartiments ont été considérés. Différentes
approches ont été envisagées pour décrire le processus d’absorption de 'AMP : modéles avec
absorption d’ordre 1 avec et sans "temps de latence" (ou lagtime), modéles avec absorption
dépendante du temps tels que Emax et la loi de Weibull, modéle avec absorption "séquentielle"
constituée de deux phases d’absorptions d’ordre 1 successives. Deux modéles décrivant une
clairance dépendante du temps et un modéle de cycle entérohépatique de 'AMPG ont
également été testés. Finalement, c’est un modéle a deux compartiments avec une absorption
d’ordre 1 et un temps de latence qui décrivait le mieux les données expérimentales. La plupart
des autres modeéles testés ne donnaient pas de résultats satisfaisants en terme d’amélioration
de I'ajustement et de stabilité. Cette étude a mis en évidence la grande diversité des profils PK
de I'AMP observés dans les premiéres semaines suivant la transplantation et la difficulté de les
modéliser. Les auteurs ont suggéré le recours a des modéles plus complexes pour décrire

convenablement le comportement PK de 'AMP.

En résumé, deux modéles PK ont été développés et "validés" pour I'analyse PK de
FAMP chez des patients greffés rénaux stables mais aucun modéle n’est actuellement
disponible pour décrire précisément la pharmacocinétique de 'AMP au cours de la période
post-transplantation précoce (1" mois). Or, I'exposition a 'AMP durant cette phase initiale est
déterminante en terme d’efficacité du traitement immunosuppresseur (Kiberd et al., Am J
Transplant 2004). Il semble donc nécessaire de mettre au point des modeéles performants pour
la modélisation PK de 'AMP durant cette période précoce et de développer des outils visant a

optimiser 'administration de ce médicament.
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Il. Suivi thérapeutique pharmacologique (STP) de
'’AMP

I1.1. Généralités sur le STP

11.1.1.Définition

La derniére définition du STP proposée par I'Association Internationale de Suivi
Thérapeutique et de Toxicologie Clinique (IIATDMCT) est la suivante: “le STP est une
spécialité clinique pluridisciplinaire visant & améliorer la prise en charge du patient en ajustant
individuellement la dose des médicaments pour lesquels le bénéfice clinique du STP a été
démontré dans la population générale ou dans une population particuliére. Il repose sur des
informations pharmacogénétiques, démographiques et cliniques a priori et/ou sur la mesure a
posteriori des concentrations sanguines de médicaments (suivi pharmacocinétique) ou des
composés endogénes de substitution ou des paramétres biologiques d’effet (suivi
pharmacodynamique)” (Marquet, Communication personnelle 2003).

Les deux buts principaux du STP sont :

- de diminuer le taux d’échecs thérapeutiques, liés a une mauvaise observance ou a

une dose insuffisante ;

- de réduire la fréquence des effets indésirables et/ou toxiques des médicaments liés

a une dose excessive.

[1.1.2.Pré-requis pour le STP

Le STP d’'un médicament est justifié si :

- sa relation concentration-effet pharmacologique est meilleure que sa relation dose-
effet,

- sarelation dose-concentration présente une grande variabilité inter-individuelle,

- il présente une zone thérapeutique étroite,

- saréponse pharmacologique est difficilement accessible par une mesure de l'effet,
- il présente des interactions médicamenteuses.

De plus, il est préférable que sa variabilité intra-individuelle a court terme soit faible ou
modérée.
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[1.1.3.Individualisation de posologie

L’individualisation de posologie consiste a ajuster les doses de médicament administré
a chaque patient. Ainsi, pour obtenir I'effet thérapeutique maximal d’'un médicament sans
risque de toxicité, il est nécessaire de déterminer le schéma posologique optimal (dose et
horaire d’administration) qui permettra de maintenir les concentrations du médicament dans

une zone définie.

Les conditions nécessaires a la réalisation de I'adaptation posologique d’'un médicament
sont de disposer: (i) des objectifs cliniques en termes de fenétre thérapeutique ; (ii) de
modeéles performants pour décrire son comportement PK; (iii) de méthodes fiables pour
déterminer son meilleur index d’exposition (lliadis, Informatique et santé 1989).

I1.2. Revue de littérature sur le STP du MMF

Lors de lintroduction du MMF sur le marché, I'administration d’'une dose quotidienne fixe
de MMF pour tous les patients était recommandée et aucun STP particulier n’était préconisé.
Cependant, plusieurs arguments aujourd’hui remettent en cause ce schéma d’administration :
les cliniciens sont confrontés a des problémes de tolérance du médicament, responsables soit
de diminution de doses soit d’arrét de traitement ; I'utilisation du MMF chez les enfants requiert
souvent un ajustement des doses ; I'association du MMF avec d’autres immunosuppresseurs
que la CsA ainsi que les stratégies récentes de diminution de I'exposition aux anti-calcineurines

a long terme, rendent nécessaire la prise en compte de I'exposition individuelle.

De plus, 'AMP répond a la plupart des critéres qui justifient le recours au STP. Une
importante variabilité inter-individuelle de la PK de 'AMP a été rapportée chez des adultes
(Shaw et al., J Clin Pharmacol 2000 ; Weber et al., J Am Soc Nephrol 1998 ; Wollenberg et al.,
Transplant Proc 1998 ; Bulingham et al., Clin Pharmacokinet 1998) et chez des enfants (Weber
et al., Ther Drug Monit 1999) transplantés rénaux, ainsi que chez des patients greffés
cardiaques (Meiser et al. J Heart Lung Transplant 1999, DeNefrio et al., J Heart Lung
Transplant 2000) ou hépatiques (Jain et al., J Clin Pharmacol 2001). Pour des doses fixes de
MMF, il a été montré que 'AUC de 'AMP pouvait varier d’'un facteur de 1 a 10 (Shaw et al. J
Clin Pharmacol 2000). Le MMF présente des interactions médicamenteuses, notamment avec
les immunosuppresseurs qui lui sont associés, responsables de modification de I'exposition a
'AMP. L'efficacité du MMF se quantifie par l'incidence des rejets aigus et sa tolérance par la
survenue d’effets indésirables qui lui sont propres. Il convient donc d’ajuster la dose avant que
de tels événements ne surviennent. Enfin, de nombreuses études ont été conduites afin
d’évaluer la relation entre les concentrations plasmatiques d’AMP et la fréquence de survenue
de rejets aigus et/ou d’effets indésirables, en vue de définir la zone thérapeutique de ce

médicament.
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[1.2.1.Etudes de la relation concentrations/efficacité

Plusieurs travaux ont étudié la relation entre les indices d’exposition a 'AMP et
I'efficacité, en terme d’incidence de rejet aigu, du traitement par MMF en transplantation rénale,

cardiaque et plus récemment en transplantation hépatique.

[1.2.1.1. Transplantation rénale

L’étude pilote ayant montré une relation significative entre 'AUC de I'AMP et la
survenue de rejet aigu en transplantation rénale a été menée par Takahashi et al. (Transplant
Proc 1995). Cette étude prospective incluait 32 patients d’origine japonaise receveurs d’une
premiére greffe rénale et répartis en 3 groupes selon la dose de MMF qui leur était administrée
(1, 2 ou 3g par jour). Tous recevaient de la CsA et des stéroides en traitements associés. Cette
étude a mis en évidence une relation entre la dose de MMF administrée et l'incidence de rejet
aigu dans les 3 mois qui suivaient la transplantation. Un épisode de rejet a été observé chez
75%, 44% et 20% des patients recevant respectivement 1, 2 et 3g/jour de MMF. Une relation
entre les valeurs d’AUC,1; dAMP mesurées a 3 semaines post-greffe et lincidence des
épisodes de rejet a été montrée : les valeurs d’AUC,.12 inférieures a 40 mg.h/L étaient
associées a une incidence de rejet plus élevée (13 patient sur 19) que les valeurs d’AUC,.1.> 40
mg.h/L (1 patient sur 12). La méthode analytique utilisée pour le dosage de 'AMP n’était pas
précisée.

Une étude en double aveugle, prospective, randomisée avec contrble de la
concentration a été réalisée chez des patients greffés rénaux pour évaluer la relation entre des
valeurs dAUC d’AMP pré-déterminées et le risque de rejet aigu 6 mois aprés la transplantation
(Hale et al., Clin Pharmacol Ther 1998 ; van Gelder et al., Transplantation 1999). Les patients
recevaient un régime immunosuppresseur associant de la CsA, de la prednisone et du MMF a
des doses quotidiennes adaptées de fagon a obtenir des valeurs d’AUC cible d’AMP définies.
Ainsi les patients étaient répartis en 3 groupes : AUC basse (16,1 mg.h/L), AUC intermédiaire
(32,2 mg.h/L) et AUC haute (60,6 mg.h/L). Ces valeurs d’AUC avaient été choisies sur la base
de précédentes études, pour diminuer l'incidence de rejet de respectivement 5%, 49% et 89%
par rapport au taux de rejet “habituel”, sous MMF. L’ajustement des doses de MMF était réalisé
a partir des valeurs d’AUC,.12 (concentrations d’AMP mesurées par HPLC-UV et AUC
déterminées par la méthode des trapézes jusqu’a 21 jours et par régression linéaire multiple
au-dela) obtenues 3, 7, 11, 21 et 28 jours et 8, 12, 16 et 20 semaines aprés le début du
traitement. Pendant les 6 mois de suivi, 27 patients sur 150 (18%) ont présenté un épisode de
rejet aigu prouvé par biopsie, soit 27,5% dans le groupe AUC basse, 14,9% dans le groupe
AUC intermédiaire et 11,5% dans le groupe AUC haute. L’incidence était plus élevée dans le
groupe AUC basse que dans les groupes AUC intermédiaire et haute combinés (p=0,043).
L’étude par régression logistique des facteurs liés au rejet retrouvait une relation significative
avec la médiane des valeurs individuelles de In(AUCq.12) (p<0,001) et avec celle de In(Co)

(p<0,01), mais pas avec la dose quotidienne moyenne de MMF (p=0,082).
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Pillans et al. (Clin Biochem 2001) ont conduit une étude rétrospective chez 27 adultes
transplantés rénaux traités par de la CsA, de la prednisolone et du MMF (2g/jour) visant a
rechercher une relation entre les valeurs dAUC d’AMP mesurées durant la premiére semaine
suivant la transplantation et la survenue de rejet aigu dans le premier mois. 12 patients (44%)
avaient présenté un rejet aigu prouvé par biopsie. Les AUC d’AMP (déterminées en HPLC-UV)
observées chez les patients sans rejet (35,1+2,18 mg.h/L) étaient significativement plus
élevées que celles obtenues chez les patients avec rejet (27,6+1,98 mg.h/L ; p=0,02). En
revanche, les concentrations résiduelles d’AMP ne différaient pas significativement entre les 2
groupes (p=0,21). L’incidence de rejet aigu était deux fois moins importante chez les patients
avec une AUC d’AMP >30 mg.h/L et une concentration résiduelle médiane de CsA >175 pg/L
(27%) que chez ceux avec une AUC d’AMP <30 mg.h/L et une concentration résiduelle
médiane de CsA <175 ug/L (56%).

Une étude prospective récente a montré que I'exposition a TAMP a 3 jours post-greffe
était prédictive du rejet aigu de greffe, chez 94 adultes transplantés rénaux traités par de la
CsA, du MMF (1g deux fois par jour), de la prednisone avec (n=72) ou sans basiliximab (Kiberd
et al., Am J Transplant 2004). Au cours des 3 premiers mois suivant la greffe, 14 patients (soit
15%) avaient présenté un épisode de rejet aigu. L’analyse de courbes “receiver operating
characteristic’ (ROC) a montré que les valeurs d’AUC,.1, (p=0,007) et de C, (p=0,025) d’AMP a
J3 étaient prédictives de lincidence de rejet aigu. La sensibilité et la spécificité étaient
respectivement de 82% et 64% pour une AUCq.1. de 22 mg.h/L mesurée par HPLC-UV. La
méme analyse limitée aux 72 patients recevant du basiliximab a montré des résultats
comparables avec une valeur seuil de 'AUC,... de 24,9 mg.h/L (sensibilité 86% et spécificité
68%).

Une étude rétrospective menée chez des patients greffés rénaux a suggéré I'existence
d'une relation entre les concentrations résiduelles d’AMP (déterminées par EMIT) et la
survenue de rejet aigu (Krumme et al., Transplant Proc 1998). Sur les 48 patients inclus (traités
par I'association MMF, CsA et méthylprednisolone), 18 avaient présenté un rejet aigu dans les
2 mois suivant la transplantation. Chez ces patients, les taux résiduels d’AMP étaient
significativement plus faibles que chez les patients exempts de rejet (1,55+0,48 mg/L versus
2,1+0,62 mg/L ; p<0,05).

Dans une étude prospective incluant 27 patients greffés rénaux stables traités par de la
CsA et de la prednisone, la CsA a été remplacée par du MMF (2g/jour) a 1 an post-
transplantation (Smak Gregoor et al., Transpl Int 2000). Les patients étaient ainsi suivis
pendant une année durant laquelle deux réductions de dose de MMF (a successivement 1,59
et 1g/jour) ont été effectuées a 4 mois d’intervalle. Les valeurs médianes des concentrations
résiduelles ’AMP (mesurées en EMIT) diminuaient significativement avec les doses de MMF :
4,3 mg/L (0,95-15,5 mg/L) avec 2g/jour, 3 mg/L (0,73-7,8 mg/L) avec 1,5g/jour (p=0,0002) et
2,3 mg/L (0,6-6,63 mg/L) avec 1g/jour (p=0,01). La deuxiéme réduction de dose a été associée
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a la survenue d’épisode de rejet aigu chez 3 patients. Aucune relation significative entre les
taux résiduels d’AMP et I'incidence de rejet aigu n’a été mise en évidence dans cette étude.

Une étude a également été réalisée dans une population de 54 enfants transplantés
rénaux recevant un régime immunosuppresseur associant du MMF (600mg/m? deux fois par
jour), de la CsA et de la méthylprednisolone (Weber et al., J Am Soc Nephrol 2002). La PK de
'AMP (AMP total et fraction libre) était étudiée dans la période précoce (7 et 21 jours) et tardive
(3 et 6 mois) suivant la greffe par mesure des concentrations en HPLC-UV. 17 patients avaient
présenté un épisode de rejet aigu dans les 6 mois post-transplantation. Sur les 14 enfants qui
avaient présenté un rejet dans la période précoce, 10 avaient des valeurs d’AUC,.1, d’AMP total
<33,8 mg.h/L. Ainsi, des valeurs d’AUC inférieures a 33,8 mg.h/L étaient associées a un risque
de rejet aigu de 41% contre 14% pour des valeurs supérieures a cette valeur seuil. L’analyse
de courbes ROC a montré que 'AUC..1; d’AMP total et le C; (concentration a T12h) étaient
prédictives de la survenue d’épisodes de rejet aigu. La sensibilité et la spécificité étaient
respectivement de 75% et 64,3% pour une AUC,.1» d’AMP total de 33,8 mg.h/L et de 83,3% et
64,3% pour une C, de 1,2 mg/L. En revanche, la fraction libre ’AMP n’était pas prédictive du

risque de rejet aigu.

Ces résultats ont montré I'existence d'une relation entre les AUC,.1, et/ou, plus
rarement, les concentrations résiduelles d’AMP et I'efficacité du traitement par MMF chez des
transplantés rénaux. Cependant, 'AUC,; présente une valeur prédictive plus forte de
l'incidence de survenue d’épisodes de rejet aigu. Ainsi le risque de rejet de greffe rénale serait
augmenté pour des valeurs d’AUC mesurées par chromatographie liquide inférieures a 22 a

33,8 mg.h/L, selon les études.

[1.2.1.2. Transplantation cardiaque

L’apport du suivi des concentrations résiduelles dAMP en terme d’amélioration de
I'efficacité a également été démontré en transplantation cardiaque. Meiser et al. (J Heart Lung
Transplant 1999) ont étudié la relation entre les taux résiduels d’AMP et le risque de rejet chez
45 patients transplantés cardiaques traités par MMF, tacrolimus et corticostéroides. L'étude a
été menée en deux phases: la premiére phase, rétrospective, incluait 15 patients (suivis
pendant 696162 jours) recevant une dose quotidienne fixe de 2g de MMF et la deuxiéme phase
(prospective) incluait 30 autres patients (suivis pendant 436+88 jours) pour lesquels les doses
de MMF étaient ajustées de fagon a obtenir une concentration résiduelle d’AMP (mesurée par
EMIT) comprise entre 2,5 et 4,5 mg/L. Au cours de la phase |, 66,7% des patients ont présenté
un rejet. L'incidence des rejets était nulle chez les patients avec des concentrations d’AMP
moyennes >3mg/L et elle étaient maximum chez les patients avec les concentrations d’AMP les
plus faibles. Durant la deuxiéme phase, seulement 10% (n=3) des patients ont présenté un
rejet, les taux résiduels d’AMP chez ces patients étaient de 0,7 mg/L, 1,3 mg/L et 0,9 mg/L,
malgré les ajustements de posologie.
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Une autre étude, rétrospective, a été conduite chez 215 patients transplantés
cardiaques recevant soit du tacrolimus (11%) soit de la CsA (89%) associé a du MMF adapté
sur la base des taux résiduels d’AMP (mesurés en EMIT), avec une zone cible de 2 a 4 mg/L
(Yamani et al., Transplantation 2000). Les concentrations résiduelles obtenues ont été divisées
en 3 groupes selon la période post-greffe a laquelle elles avaient été collectées : 0 a 6 mois
(groupe |, n=140), 6 a 12 mois (groupe Il, n=90) et plus de 12 mois (groupe lll, n=71). Dans la
premiére année suivant la greffe, I'incidence de rejet était significativement plus faible chez les
patients présentant des concentrations résiduelles dAMP >2mg/L que chez ceux présentant
des concentrations résiduelles <2 mg/L (groupe | : 8,8% versus 14,9% ; p=0,05 et groupe Il :
4,2% versus 11,3% ; p=0,05). En revanche, aucune différence significative de l'incidence de
rejet aigu n’était observée selon que les concentrations résiduelles d’AMP soient >2mg/L
(11,3%) ou <2mg/L (11,7%) chez les patients du groupe lll. Les auteurs ont montré qu’au cours
des 6 premiers mois, l'incidence de rejet aigu était réduite significativement (de 15,4% a 3,6%,
p=0,002) pour des concentrations résiduelles dAMP >2mg/L et des concentrations résiduelles
de CsA ou de tacrolimus situées dans les cibles thérapeutiques.

DeNofrio et al. (J Heart Lung Transplant 2000) ont étudié la relation entre les
concentrations d’AMP total et libre (mesurées par HPLC-UV) et l'incidence de rejet chez 38
patients transplantés cardiaques traités par MMF (2g/jour), CsA et prednisone. Les patients
étaient répartis en 3 groupes selon le grade de leur rejet évalué par biopsie dans les 300+278
jours suivant la greffe : grade 0 (n=22), grade 1 (n=13) et grade 2/3 (n=3). Chez les patients
présentant un rejet de grade 2/3, les AUC d’AMP total (26,1+6,6 mg.h/L) et d’AMP libre
(0,49+0,11 mg.h/L) étaient plus faibles que chez les patients présentant un rejet de grade 0
(42,8+14 mg.h/L, p>0,05 et 0,81+0,25 mg.h/L, p<0,05 respectivement pour 'AMP total et libre)
ou de grade 1 (51,7£17,5 mg.h/L, p<0,05 et 0,95+0,34 mg.h/L, p<0,05 respectivement pour
'AMP total et libre). Les concentrations résiduelles d'AMP tendaient a étre réduites chez les
patients avec un rejet de grade 2/3 par rapport aux autres patients mais les différences
n’étaient pas significatives. Les valeurs des AUC de CsA ne différaient pas significativement

entre les groupes.

[1.2.1.3. Transplantation hépatique

Récemment, des résultats concernant l'intérét du suivi des concentrations résiduelles
d’AMP en transplantation hépatique ont été rapportés (Tredger et al., Liver Transpl 2004).
L’étude incluait 147 adultes et 63 enfants transplantés hépatiques traités par du MMF, des
glucocorticoides et du tacrolimus ou de la ciclosporine. Les doses de MMF, dont le délai
d’'introduction était trés variable, étaient ajustées de facon a maintenir des concentrations
résiduelles comprises entre 1 et 5 mg/L. 2501 valeurs concentrations résiduelles d’AMP
mesurées par la méthode EMIT ont été obtenues a lissue de I'étude. Chez les adultes, 10

épisodes de rejet aigu sont survenus aprés 2,5 mois suivant la greffe (médiane = 43 mois). Les
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taux résiduels d’AMP étaient significativement plus faibles que ceux mesurés chez les patients
n‘ayant pas présenté de rejet (valeurs médianes : 0,5 versus 1,4 mg/L, p<0,001). Neuf des
épisodes étaient associés a des concentrations résiduelles dAMP <1 mg/L. Chez les enfants, 3
épisodes de rejet aigu ont été dénombrés ; ils étaient associés a des valeurs de concentrations
résiduelles d’AMP <0,5 mg/L. Les auteurs ont donc établi a 1 mg/L la limite inférieure de la
zone thérapeutique des concentrations résiduelles d’AMP en greffe hépatique. En revanche,

les doses de MMF ne différaient pas significativement entre les deux groupes de patients.
[1.2.2.Etudes de la relation concentrations/effets indésirables

[1.2.2.1. Transplantation rénale

Au cours de I'étude multicentrique de type “concentration-controlée” menée par van
Gelder et al. (Transplantation, 1999) décrite précédemment (§ 11.2.1.1), la survenue d’effets
indésirables a conduit a des sorties d’étude chez 7,8 % des patients (4/51) dans le groupe AUC
basse, 23,4% des patients (11/47) dans le groupe AUC intermédiaire et 44,2% des patients
(23/52) dans le groupe AUC haute. Des effets indésirables gastro-intestinaux ont été
responsables de I'arrét du traitement chez 15 des 38 patients sortis prématurément de I'étude ;
12 patients sur ces 15 appartenaient au groupe AUC haute. La régression logistique a montré
que la dose quotidienne moyenne de MMF pour la comparaison entre les patients ayant achevé
I'étude et ceux l'ayant quittée (en raison de décés ou de survenue d’effets indésirables) avait
une influence significative (p<0,0001). Aucun résultat significatif n’a été mis en évidence avec
la médiane des valeurs de In(Co) (p=0,512), la médiane des IN(Cnax) (p=0,876) ou la médiane
des In(AUCo.12) AMP (p=0,434).

Dans I'étude de Pillans et al. (Clin Biochem 2001) évoquée précédemment (§ 11.2.1.1.),
les valeurs d’AUC d’AMP étaient significativement plus faibles chez les patients ayant souffert
d’effets indésirables gastro-intestinaux (n=4) que chez les patients indemnes de complication
digestive (23,7+2,43 mg.h/L versus 33,2+1,73 mg.h/L, p=0,04) alors que les concentrations
résiduelles de CsA étaient comparables entre les deux groupes de patients (p=0,24). Cette

étude ne fournissait aucune donnée supplémentaire sur la toxicité du MMF.

Dans I'étude de Kiberd et al. (Am J Transplant 2004), des effets indésirables ont conduit
a réduire les dose de MMF chez 27 patients (soit 29%). L’'exposition a 'AMP, en terme d’AUC,.

12 N’était pas prédictive de la survenue d’événements indésirables.

D’autres travaux portaient sur la relation entre les concentrations résiduelles d’AMP (Co)
et la survenue d’effets indésirables chez des patients greffés rénaux. L'étude de Smak Gregoor
et al. (Transplant Proc 1998) portant sur 15 patients transplantés rénaux traités auparavant par
de la CsA et de la prednisone et recevant du MMF et de la prednisone (sans CsA) depuis au
moins 2 semaines, a montré que les concentrations résiduelles moyennes d’AMP (dosées par

EMIT) étaient plus élevées chez les 7 patients qui avaient présenté des effets indésirables

(anémie, perte de cheveux) que chez les 8 patients sans effets indésirables (4,43+0,38 mg/L
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versus 2,62+0,32 mg/L ; p<0,001). Hubner et al. (Arzneimittelforschung 2000) ont étudié
rétrospectivement 234 données de concentrations résiduelles d’AMP (mesurées par EMIT)
obtenues a partir de 30 patients greffés rénaux. Les patients étaient traités par trithérapie
incluant de la CsA, de la méthylprednisolone et du MMF. Une dose de 2g/jour de MMF était
administrée initialement puis cette dose était adaptée sur des critéres cliniques et sur la base
des taux résiduels mesurés par EMIT, mais la stratégie d’adaptation posologique n’était pas
explicite. Les valeurs des concentrations résiduelles étaient supérieures chez les patients qui
avaient souffert d'effets indésirables (n=13) par rapport aux patients avec absence
d’événements indésirables (n=17) (2,13+1,35 mg/L vs 1,53+0,67 mg/L ; p<0,001). Les doses
de MMF étaient comparables entre les deux groupes et les taux résiduels de CsA ne différaient
pas entre les patients.

Une autre étude a rapporté que les effets indésirables étaient liés aux valeurs de la
concentration dAMP mesurée 30 minutes aprés la prise orale de MMF (C3o) (Mourad et al., Clin
Chem 2001). Cette étude prospective incluait 31 adultes transplantés rénaux traités par CsA,
MMF et stéroides. La dose de MMF initiale était de 1g deux fois par jour, puis elle était adaptée
sur des critéres de tolérance du médicament. La PK de 'AMP a été étudiée dans la phase
précoce (moyenne=8 jours ; intervalle 3-26 jours) suivant la greffe et 3 mois aprés. Au cours
des 3 premiers mois, des événements indésirables étaient survenus chez 21 patients. Chez
ces patients, les valeurs de Cnmin et d’AUC,.1. étaient augmentées par rapport aux 10 patients ne
présentant pas d'effets indésirables mais seule la différence entre les AUC,.1, était significative
(62,10+21,07 mg.h/L versus 39,80+15,29 mg.h/L; p=0,0005). Chez les patients ayant recu
2g/jour de MMF durant toute la durée de I'étude, les Cs étaient plus élevées dans le groupe
avec effets indésirables (32,99+12,59 mg/L versus 7,45+5,4 mg/L ; p<0,0001) et cet indice était
le plus significativement lié a la survenue des effets indésirables.

Au cours de leur étude chez les enfants, Weber et al. (J Am Soc Nephrol 2002) se sont
intéressés a la relation entre les concentrations d’AMP libre et la survenue d’événements
indésirables. Des valeurs élevées d’AUC,... AMP libre étaient associées a une augmentation
du risque d’apparition de leucopénie et/ou de troubles infectieux attribuables au MMF.
L’analyse de courbes ROC a montré que 'AUC,.1. d'AMP libre et la Cnax d’AMP libre étaient
prédictives de la survenue d’effets indésirables infectieux et/ou leucopénie en période précoce
et en période stable. En période précoce, la valeur seuil dAUC,.1, d’AMP libre de 0,4 mg.h/L
serait prédictive de la survenue de troubles infectieux et/ou d’une leucopénie avec une
sensibilité de 92,3% et une spécificité de 61%. Les concentrations d’AMP totale n’étaient pas
corrélées a la survenue de ces effets indésirables. Enfin, aucune relation entre les
concentrations libres dAMP et la survenue de diarrhée ou de thrombocytopénie n'a été

rapportée.

Ces observations concernant le rble prédictif de I'AMP libre sont a rapprocher de

'observation de Kaplan et al. (Transplantation 1998) qui avaient décrit une leucopénie sévére

45 -



associée a une insuffisance rénale chez un patient transplanté du pancréas recevant 0,75 g de
MMF deux fois par jour. Les concentrations d’AMP total, AMP libre et AMPG avaient été
mesurées par HPLC. Ce patient présentait une valeur AUC d’AMP total “normale”, soit 36,8
mg.h/L, mais la fraction libore d’AMP et TAUC d’AMP libre étaient élevées (respectivement
13,8% et 5,1 mg.h/L). LAUC d’AMPG était également élevée (5899 mg.h/L). Un autre cas de
toxicité sévére (digestive et hématologique) associée a une AUCos d’AMP libre élevée (2,3
mg.h/L) a été rapporté chez un patient 5 jours aprés avoir regu une greffe rénale. Chez ce
patient, la concentration sanguine de CsA a 2 heures (837 ug/L) ainsi que 'AUCy.s d’AMP total
(12,6 mg.h/L) étaient faibles comparées aux valeurs généralement observées durant cette
période post-greffe et I'exposition a TAMPG était élevée (AUCos = 1317 mg.h/L) (Mudge et al.,
Ther Drug Monit 2004). En revanche, Kuypers et al. (Ther Drug Monit 2003), au cours d’'une
étude réalisée chez 33 patients adultes transplantés rénaux traités par l'association
MMF/tacrolimus, n’ont pas réussi a montrer de relation significative entre les effets indésirables
survenus dans la premiére année suivant la greffe et I'exposition a 'AMP libre.

En résumé, il a été montré que la survenue d’effets indésirables gastro-intestinaux
pouvait étre liée a la dose de MMF ou, plus rarement a la concentration résiduelle, a 'AUCq.12
voire a la Cz d’AMP. Il semblerait que les concentrations d’AMP libre soient prédictives de

lincidence des événements hématologiques et infectieux, au moins chez I'enfant.

[1.2.2.2. Transplantation hépatique
Dans I'étude menée par Tredger et al. (Liver Transpl 2004) chez les transplantés
hépatiques, l'incidence des effets indésirables n’a été évaluée que chez les 147 adultes. Les
principaux événements indésirables recensés étaient d’ordres gastro-intestinaux, infectieux et
hématologiques. Le risque relatif de survenue de tels effets indésirables était trois fois plus
important pour des valeurs de concentrations résiduelles d’AMP comprises entre 3 et 4 mg/L et

au-dela, avec une fréquence de survenue égale a 60% pour des valeurs >3 mg/L.

Les études réalisées chez les transplantés cardiaques ne faisaient pas état des

relations entre les concentrations d’AMP et les effets indésirables.

11.2.3.Index thérapeutiques de 'AMP

Une liste de recommandations et de directives médicales définissant les bases
fondamentales nécessaires a la pratique du STP du MMF a été formulée pour la premiére fois
en 1998 lors d’'une conférence de consensus (Shaw et al., Clin Biochem 1998). Il avait alors été
conseillé de maintenir des valeurs d’AUC d’AMP supérieures a 20 mg.h/L chez des adultes, en
période précoce suivant la transplantation. Par la suite, des nouvelles valeurs cibles ont été
proposées sur la base d’études cliniques supplémentaires (Shaw et al., Ther Drug Monit 2000).
Les zones thérapeutiques de 30 a 60 mg.h/L pour les valeurs dAUC d’AMP total et de 1 & 3,5
mg/L pour les concentrations résiduelles d’AMP, I'HPLC-UV étant la méthode d’analyse de
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référence, ont été proposées pour la période précoce suivant une greffe rénale ou cardiaque
lorsque le MMF est administré en association avec la CsA et des corticostéroides. Les études
qui ont montré qu'une valeur AUC de 'AMP inférieure a 30 mg.h/L était associée a une
augmentation de lincidence de rejet aigu justifient cette valeur seuil (van Gelder et al.,
Transplantation 1999 ; Pillans et al., Clin Biochem 2001 ; Weber et al., J Am Soc Nephrol
2002). En revanche, la limite supérieure semble difficile a définir précisément car la relation
entre les valeurs AUC d’AMP et le risque de toxicité n’est pas clairement établie. L’étude
multicentrique concentration-contrélée avait montré que lincidence des événements
indésirables était la plus élevée dans le groupe AUC haute (60,6 mg.h/L) mais elle n’était pas
corrélée significativement aux valeurs de concentrations d’AMP (van Gelder et al,
Transplantation 1999). Oellerich et al. (Ther Drug Monit 2000) ont mentionné que la valeur de
60 mg.h/L était voisine du 95°™ percentile de la distribution des AUC d’AMP mesurées chez les
patients qui n'avaient présenté aucune complication liée au traitement par MMF. Enfin, aucune
donnée n’est disponible pour déterminer si des valeurs d’AUC supérieures a cette limite sont
associées a une diminution de l'incidence de rejet aigu. Cette valeur de 60 mg.h/L n’est donc
pas forcément rigoureuse sur le plan scientifique mais il parait prudent de ne pas maintenir des
valeurs d’AUC supérieures. En revanche, a lissue d’études réalisées dans des populations
pédiatriques, il a été montré que 'AUC d’AMP libre était un bon prédicteur du risque de toxicité
(Oellerich et al., Ther Drug Monit 2000 ; Weber et al., J Am Soc Nephrol 2002). L’incidence des
effets indésirables serait alors augmentée pour des valeurs dAUC d’AMP libre > 0,6 mg.h/L.
Ainsi, dans certaines circonstances ou la fixation protéique est perturbée (ex. insuffisance
rénale, hypoalbuminémie, urémie, hyperbilirubinémie) 'AUC de 'AMP libre pourrait étre prise
en compte (Oellerich et al., Ther Drug Monit 2000 ; Atcheson et al., Ther Drug Monit 2004 ;
Mudge et al., Ther Drug Monit 2004).

Ces cibles concernent I'association AMP/ciclosporine et d’autres valeurs doivent étre
définies dans le cas d’autres associations, notamment avec tacrolimus. Récemment, Kuypers
et al. (Clin Pharmacol Ther 2004) ont suggéré de définir une fenétre thérapeutique combinant
les données PK de 'AMP et du tacrolimus. Ainsi, lors d’'une étude prospective incluant 100
patients greffés rénaux de novo traités par MMF et tacrolimus, l'incidence de rejet aigu a J7
était plus faible pour des AUC,.1; de tacrolimus >150 ng.h/mL et des AUCq.., ’AMP >45 mg.h/L
(7,7%). Si l'une, l'autre ou aucune valeur cible n’était atteinte, I'incidence de rejet augmentait
non significativement de 15 a 26,3%.

I1.3. Réalisation du STP de ’'AMP

[1.3.1.Prélévements sanguins

Le dosage du MPA s’effectue dans le plasma. Les prélevements sanguins sont réalisés
dans des tubes EDTA puis le plasma est séparé par centrifugation et stocké. Les prélévements
sont stables 8 heures a température ambiante, 96h a +4°C et 11 mois a —20°C (Bullingham et
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al., Clin Pharmacokinet 1998). Des études de stabilité ont montré que le stockage pendant une
semaine a température ambiante d’échantillons plasmatiques surchargés en AMPG ou
provenant de patients traités par MMF induisait une augmentation significative des
concentrations d’AMP par déconjugaison de ' AMPG. Aucune augmentation des concentrations
d’AMP n’était observée a +4°C et —20°C. Les concentrations dAMPG étant beaucoup plus
élevées que celles d’AMP, elles n’étaient pas réduites significativement (Shipkova et al., Clin
Chem 1999). Quelles que soient les conditions de stockage (température ambiante, +4°C ou —
20°C), les concentrations d’AMPaG ne sont pas stables et diminuent progressivement avec le
temps. Seule une acidification des échantillons plasmatiques (pH 2,5) semble pouvoir éviter
cette dégradation (Shipkova et al., Clin Chem 2000).

I a été montré in vitro que c'est la fraction libre qui serait responsable de [l'effet
immunosuppresseur (Nowak et Shaw, Clin Chem 1995) mais les concentrations d’AMP libre
représentent un faible pourcentage du MPA total (1 a 2%) et leur dosage nécessite une étape
supplémentaire d’isolement de la forme libre par ultracentrifugation (Streit et al., Clin Chem
2004 ; Atcheson et al., J Chromatogr B 2004) ou dialyse a travers une membrane (Mandla et
al., Ther Drug Monit 2003). Le suivi des concentrations d’AMP libre ne peut constituer une
méthode de référence pour le STP du MMF en routine mais peut étre utile dans certaines

circonstances particuliéres.

11.3.2.Méthode de dosage de 'AMP

Les méthodes de référence pour la mesure des concentrations d’AMP sont des
méthodes de chromatographie liquide couplées a la spectrophotométrie ultraviolet (HPLC-UV),
a la spectrométrie de masse (LC-MS) ou a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).
Ces techniques sont sensibles, plus ou moins spécifiques et permettent de doser
simultanément 'AMP et ses métabolites. Le dosage de I'AMP par de telles techniques sera
traité ultérieurement dans la deuxiéme partie “travaux personnels” (§ 11.1). Des méthodes
chromatographiques en particulier par LC-MS/MS permettant de doser les faibles
concentrations d’AMP libre ont également été développées (Shipkova et al., Clin Chem 1998 ;
Mandla et al., Ther Drug Monit 2003 ; Streit et al., Clin Chem 2004 ; Atcheson et al., J
Chromatogr B 2004).

Il existe aussi une méthode d’analyse immuno-enzymatique trés largement utilisée
aujourd’hui en routine pour le dosage de I'AMP. Cette technique (EMIT®) fait intervenir un
anticorps monoclonal anti-AMP qui présente une réactivité croisée avec 'AMPaG, métabolite
plus ou moins actif de TAMP (Schitz et al., Transplant Proc 1998(a); Shipkova et al., Br J
Pharmacol 1999). Ce phénoméne expliquerait en grande partie I'erreur systématique observée
entre les concentrations mesurées par EMIT et celles mesurées par HPLC. La comparaison
entre les techniques analytiques a fait I'objet d’'un chapitre dans la deuxiéme partie de cette

thése intitulée “travaux personnels” (§ II).
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Certaines études ont suggéré que 'EMIT pourrait constituer une méthode de choix pour
le dosage de 'AMP dans le cadre du STP car elle était plus rapide, automatisée, et fournissait
un meilleur reflet de “l'immunosuppression” en dosant le métabolite actif de 'AMP. Dans cette
perspective, Weber et al. (Clin Chem 2002) proposaient une modification de la fenétre
thérapeutique de 'AMP (AUC,.1> entre 35 et 70 mg.h/L et C, entre 1,3 et 4,5 mg/L) quand celui-

ci était dosé avec la méthode EMIT.

Cependant, des réserves sont a émettre concernant l'implication de 'AMPaG dans
I'efficacité immunosuppressive du MMF. En effet, lors de précédents travaux, Schiitz et al. (Clin
Chem 1999) avaient mis en évidence l'activité inhibitrice concentration dépendante de 'AMPaG
sur 'IMPDH-II (enzyme recombinante) avec un pouvoir inhibiteur comparable a celui de 'AMP.
La multiplication des essais avait tout de méme montré que I'effet inhibiteur de TAMPaG était
trés variable. Récemment, la méme équipe a montré que le pouvoir inhibiteur de TAMPaG pour
I'IMPDH-II était 4 a 6 fois plus faible que celui de 'AMP : les valeurs des constantes d’inhibition
Ki étaient respectivement égales a 53,8 nM et 8,1 nM pour TAMPaG et 'AMP (Armstrong et al.,
Clin Exp Pharmacol Physiol 2004). Avec des concentrations correspondant en moyenne a 10%
de celles d’AMP, il semblerait donc que '’AMPaG ne contribue que trés faiblement a I'activité
immunosuppressive du MMF. Son dosage (par le biais de la méthode EMIT) ne parait donc pas

justifié.
[1.3.3.Méthodes de détermination de I'exposition a TAMP

L’AUC,.12 a été définie comme meilleur index d’exposition et indice de choix pour le STP
du MMF puisqu’elle présentait une valeur prédictive supérieure a celle de Co, de Cnax OU de la
dose de MMF, en terme de probabilité de rejet aigu de greffe (Shaw et al., Clin Biochem 1998 ;
Nicholls, Clin Biochem 1998). Mais le calcul de TAUC compléte a partir d’'un nombre important
de prélévements sanguins et dans un intervalle de temps relativement long (12h) est
difficilement réalisable en routine clinique (colteux et contraignant). Il est donc apparu
nécessaire de proposer des stratégies visant a réduire le nombre de prélevements pour
'estimation de 'AUC. Deux grands types de méthodes peuvent étre utilisées pour estimer une
AUC a partir d'un nombre limité de concentrations sanguines : la méthode par régression

linéaire multiple et la méthode bayesienne.
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[1.3.3.1. Régression linéaire multiple

De nombreuses stratégies de prélévement et équations de régression linéaire multiple
ont été proposées pour estimer TAUC de 'AMP (Schitz et al.,, Transplant Proc 1998(b) ;
Johnson et al., Clin Pharmacol Ther 1999 ; Filler et al., Ther Drug Monit 2000 ; Yeung et al.,
Transplant Proc 2001 ; Le Guellec et al., Eur J Clin Pharmacol 2002). Ces stratégies
divergeaient d’'une étude a 'autre en terme d’horaires de prélévement et pouvaient donner lieu
a des résultats moins satisfaisants lorsqu’elles étaient appliquées par d’autres équipes (Willis et
al., Ther Drug Monit 2000 ; Taylor et al., Ther Drug Monit 2001). De plus, cette approche est
limitée par la nécessité de respecter les horaires de prélevements définis (a + 5 min), ce qui
peut parfois étre incompatible avec la pratique clinique en routine. Enfin, les équations ne
fournissent qu’un chiffre qui ne permet pas de juger de 'adéquation entre 'AUC estimée et les

valeurs de concentrations mesurées.

[1.3.3.2. Estimation bayesienne
La méthode d’estimation bayesienne présente I'avantage d’'une plus grande souplesse
dans le respect des horaires de prélévements que les stratégies de prélévements limités
utilisant la régression linéaire multiple, ce qui est plus compatible avec la pratique clinique. De
plus, elle permet d’estimer les paramétres PK du patient et de reconstituer la totalité de la
courbe de la concentration en fonction du temps ce qui fournit un précieux indice de

'adéquation entre TAUC estimée et les valeurs de concentrations mesurées.

Le seul estimateur bayesien rapporté a ce jour pour I'estimation de I'exposition a TAMP
a été développé au moyen d’une approche populationnelle (Le Guellec et al.,, Clin
Pharmacokinet 2004). Cet estimateur bayesien a été mis au point chez 70 patients transplantés
rénaux stables traités par MMF et CsA, associés ou non a des corticostéroides. 20 sujets
avaient fourni des cinétiques riches (10 points) et les 50 autres avaient fourni des cinétiques
dites “pauvres” (4 points) comportant systématiquement des prélévements a TO et T2h. Les
concentrations d’AMP étaient mesurées par la méthode EMIT. L’estimateur bayesien mis au
point permettait, a partir de 3 prélévements réalisés a 20min, 1h et 3h aprés la prise du
traitement, I'estimation de ’TAUC d’AMP avec un biais de 7,7% (0,43%-15,1%) et une précision
de 12,4%.

En conclusion, méme si de plus en plus d’arguments suggérent l'intérét de la mesure
systématique des concentrations d’AMP pour améliorer la prise en charge du patient (Cox et
Ensom, Ther Drug Monit 2003 ; Shaw et al., Ther Drug Monit 2001), il n’existe encore aucune
preuve scientifique de l'apport du STP du MMF. Des études prospectives, randomisées,
nationale (APOMYGRE) et internationale (FDCC) comparant des patients traités par des doses
fixes de MMF et des patients bénéficiant d'un STP sont actuellement en cours et devraient
permettre de répondre a la pertinence clinique d’'une telle stratégie.
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAUX
PERSONNELS
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|. Protocoles de recherche clinique et base de

données

L’étude pharmacocinétique de 'AMP a été réalisée a partir de profils de
concentrations obtenus exclusivement chez des patients transplantés rénaux. La
plupart de ces données sont issues de 5 études de recherche biomédicale de phase IV
brievement décrites ci-dessous : Primocine, Stablocine, Cinesiren, RCCT et étude afro-
ameéricaine/caucasienne. Les trois premiéres études avaient regu l'agrément du
CCPRB (Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche
Biomédicale) du Limousin. Tous les patients ont été inclus dans les études cliniques
aprés avoir recu la lettre d’'information au patient et donné leur consentement éclairé

par écrit.

1.1. Primocine

L’étude PRIMOCINE, réalisée en collaboration entre les CHU de Reims et de Limoges
(ce dernier étant le promoteur), visait a étudier les paramétres PK de 'AMP et de la CsA utilisés
en association dans une population de patients greffés rénaux pendant le premier mois post-
greffe, pour I'adaptation de posologie de ces deux immunosuppresseurs. Cette étude incluait
25 patients adultes ayant bénéficié d’'une premiere greffe rénale et recevant un traitement
immunosuppresseur associant de la CsA (Néoral®), du MMF (Cellcept®) et des corticoides
(Solupred®). La posologie quotidienne de la CsA et du MMF était répartie en deux prises égales
a 12h d’intervalle. Le MMF était prescrit a la dose initiale de 2g/jour, qui pouvait par la suite étre
adaptée sur des critéres cliniques en fonction du rapport efficacité/tolérance. Les doses de CsA
étaient adaptées pour chaque patient de fagcon a maintenir la concentration résiduelle (Co) dans
une fourchette comprise entre 150 et 250 ng/mL a J3 et J7, et entre 150 et 200 ng/mL a J30.
Les corticostéroides étaient administrés selon le schéma standardisé suivant : 250 mg avant et
aprés la greffe, 1 mg/kg pendant une semaine puis décroissance progressive (0,5 mg/kg a J7,
0,3 mg/kg a J30). Enfin, un traitement d’induction par des sérums antilymphocytaires
(globulines antilymphocytaires Fresenius, Lymphoglobuline, thymoglobuline) ou des anticorps
monoclonaux (Simulect® ou Xenapax®) était systématiquement administré a ces patients dans
les premiers jours suivant la greffe, et ce, aux doses jugées nécessaires par le clinicien. Des
cinétiques complétes ont été réalisées chez chaque patient 3 jours (J3), 7 jours (J7) et 30 jours

(J30) aprés le début du traitement. Les séries comprenaient 11 prélévements a J3 et J7 et 10
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préléevements a J30, effectués juste avant la prise (concentration résiduelle Co) et 20 min, 40
min, 1h, 1h30, 2h, 3h, 4, 6h, 9h (J30) aprés la prise du médicament, ainsi qu'a 12h a J3 et J7.

Un patient est sorti prématurément de I'essai pour des raisons médicales et n’a fourni
aucune donnée PK. Chez un autre patient, les données de concentrations obtenues a J7
étaient inexploitables du fait d’erreurs dans les horaires de prise de médicament et de
prélévements ; seules les données obtenues a J3 et J30 ont pu étre analysées chez ce patient.

.2. Stablocine

L’étude STABLOCINE avait pour objectif de constituer un modéle PK pour I'adaptation
posologique de la CsA et du MMF utilisés en association et par voie orale, dans une population
de patients greffés rénaux stables. Les deux centres investigateurs de cette étude étaient les
CHU de Tours et de Limoges (ce dernier étant promoteur). Cet essai incluait des patients
adultes greffés depuis au moins 3 mois, traités par I'association de Cellcept® et de Néoral®,
pour lesquels la dose des deux immunosuppresseurs et les concentrations sanguines de CsA
étaient stables depuis au moins un mois. Ces patients devaient avoir présenté une fonction
rénale stable avec une créatininémie inférieure a 200 pmol/L au cours du mois précédant
linclusion dans I'étude et ne présentaient pas de critére clinique ou histologique de rejet aigu,
de récidive de la néphropathie initiale, ou d’autre atteinte rénale évolutive. La posologie
quotidienne de MMF initialement fixée a 2g/jour était adaptée sur des critéres cliniques en
fonction du rapport efficacité/tolérance et la dose de CsA était adaptée pour chaque patient de
facon a maintenir la concentration résiduelle dans une fourchette comprise entre 100 et 300
ng/mL. Un seul patient sur les 20 inclus avait recu une dose de corticoides le jour ou la
cinétique a été effectuée. Les profils de concentrations comportaient 10 prélévements réalisés
juste avant (Co), puis 20 min, 40 min, 1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h et 9h aprés la prise de MMF.

1.3. Cinesiren

L’étude CINESIREN avait pour objectif la constitution d’'un modéle PK pour I'adaptation
posologique du sirolimus chez des patients greffés rénaux. Cette étude a été réalisée au sein
des CHU de Reims et de Limoges (ce dernier étant promoteur). Elle incluait des patients
adultes ayant bénéficié d’'une 1°° ou d'une 2°™ greffe rénale et traités par une quadruple
immunothérapie incluant: du sirolimus (dose de charge de 12 a 15 mg par jour pendant 7 jours
avec suivi thérapeutique de la concentration résiduelle, qui devait étre comprise entre 10 et 15
ng/mL), du MMF (2g le jour de la transplantation puis 1g matin et soir chaque jour ; la dose
pouvant étre adaptée sur critéres cliniques uniquement), des corticostéroides (250 mg avant la
greffe, 250 mg apres, puis 1 mg/kg pendant une semaine et décroissance progressive suivant
le schéma habituel du centre) et une induction par un sérum anti-lymphocytaire pendant les 5
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premiers jours suivant la greffe. Des cinétiques compléetes d’AMP ont été obtenues 7 et 15
jours (J7 et J15), 1 et 3 mois (M1 et M3) suivant la greffe chez 14 patients. Les 10
prélevements étaient réalisés juste avant la prise, puis 20 min, 30 min, 1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h,
et 9h aprés la prise de MMF. A M3, les données de concentration d’'un patient n'ont pu étre
analysées du fait d’erreurs dans les horaires de prélévements. Les données obtenues a M1
chez un patient et & M3 chez un autre n’ont pu étre analysées du fait d’erreurs lors de la

réalisation des prélévements.

Huit patients ont en plus fourni des profils de concentrations complets dAMP a deux
mois post-greffe (M2).

.4. Données de la RCCT (Randomized Concentration
Controlled Trial)

Des concentrations plasmatiques d’AMP issues d’'une étude multicentrique randomisée
menée par van Gelder et al. (Transplantation 1999) nous ont été fournies par le laboratoire
Roche.

Cette étude avait inclu 154 patients greffés rénaux qui bénéficiaient d’'un suivi
thérapeutique et d’'une adaptation de dose du MMF de maniére a atteindre une AUC cible
d’AMP parmi trois : groupe “AUC basse” (16,1 mg.h/L), groupe “AUC intermédiaire” (32,2
mg.h/L) et groupe “AUC haute” (60,6 mg.h/L). Les doses initiales de MMF étaient
respectivement 450 mg, 950 mg et 1700 mg deux fois par jour pour le groupe AUC basse,
intermédiaire et haute. Tous les patients recevaient en plus de la CsA (adaptée sur la base des
concentrations résiduelles) et des corticostéroides (selon le schéma d’administration propre a
chaque centre participant). Seuls les profils de concentrations obtenus 3 jours (J3 ; n=131), 7
jours (J7 ; n=121) et 11 jours (J11 ; n=101) aprés le début du traitement ont été pris en compte
dans le cadre de nos travaux. Ces profils comprenaient 8 prélévements réalisés juste avant la
prise puis 20 min, 40 min, 75 min, 2h, 3h, 6h, 8h et 12h aprés I'administration du MMF.

.6. Données d’une étude de pharmacocinétique de '’AMP

chez des patients afro-américains et caucasiens.

D’autres profils complets de concentrations ont été mis a notre disposition par le
laboratoire Roche. Ces cinétiques étaient issues d’une étude prospective multicentrique portant
sur des patients adultes afro-américains et caucasiens transplantés rénaux stables traités par
du MMF (1 a 1,5 g deux fois par jour), de la CsA et des corticostéroides Pescovitz et al., J Am
Transplant 2003). Les patients avaient bénéficié d’une greffe rénale depuis au moins 6 mois,

leurs concentrations sériques de créatinine étaient < 220 umol.I", ils n'avaient pas présenté de
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rejet aigu dans les 2 mois précédant linclusion dans I'étude et ne présentaient pas de rejet
chronique. Nos travaux ont porté sur 78 cinétiques complétes de 10 prélévements realisés
juste avant et 20 min, 40 min, 75 min et 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 12h aprés la prise de MMF. Par la
suite, cette étude sera nommée étude afro-américaine/caucasienne.

.6. Groupe indépendant de patients

Des profils PK d’AMP ont été obtenus chez 5 patients greffés rénaux traités par MMF et
CsA. La posologie quotidienne de MMF était initialement fixée a 2 g/jour mais pouvait étre
adaptée sur des criteres cliniques et la dose de CsA était adaptée sur les valeurs du taux
résiduel. Les patients recevaient en plus un traitement d’induction par anticorps polyclonaux
antilymphocytaires ainsi que des corticoides.

Des profils complets (10 prélevements) dAMP ont été réalisés et étudiés chez 5
patients a 4 périodes post-greffe : 15 jours (J15), 1, 2 et 3 mois (respectivement M1, M2 et M3).
Les concentrations d’AMP étaient mesurées juste avant la prise matinale du MMF puis 20 min,
30 min, 1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h et 9h aprés la prise. Les données de concentrations d’un

patient a M3 n'ont pu étre analysées suite a des erreurs dans les horaires de prélévement.

I.7. Description de la base de données globale

Les caractéristiques des études cliniques décrites ci-dessus sont résumées dans le
tableau 1.
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Tableau 1 : Principales caractéristiques de la base de données des profils de concentrations de 'AMP obtenus chez des patients greffés rénaux,

traités par du mycophénolate mofétil.

IMMUNOSUPPRESSEUR ~ PERIODES NOMBRE DE  TECHNIQUES
ASSOCIE POST-GREFFE PRELEVEMENTS REALISES PROFILS  ANALYTIQUES
TR, 20’, 40’,1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h, 9h,
3 jours 12h 24 LC-MS/MS
PRIMOCINE Ciclosporine 7 jours TR, 20’, 40’,1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h, 9h, 23 et
30 jours 12h 24 EMIT
TR, 20’, 40’,1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h, 9h
STABLOCINE Ciclosporine Au-drTe]IoaiSde 3 TR, 20’, 40’,1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h, 9h 20 LC/MS et EMIT
7 jours 14
LC-MS/MS
14 jours 14
CINESIREN Sirolimus TR, 20’, 30°,1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h, 9h et
1 mois 13
EMIT
3 mois 13
3 jours 131
RCCT Ciclosporine 7 jours TR, 20’, 40’, 75', 2h, 3h, 6h, 8h, 12h 121 HPLC-UV
11 jours 101
Etude Afro- Au-dela de 6
américaine/ Ciclosporine mois TR, 20, 40’, 75, 2h, 3h, 6h, 8h, 12h 78 HPLC-UV
Caucasienne
15 jours 5
Groupe . . .
Lo Ciclosporine 1 mois 5
indépendant _ TR, 20’, 30°,1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 6h, 9h LC-MS/MS
2 mois o
3 mois 4
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Il. Comparaison des méthodes analytiques pour le
dosage de TAMP

I.1. Développement d’'une méthode de chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
pour le dosage plasmatique de 'AMP et de 'AMPG et
comparaison avec la méthode EMIT (Dade-Behring) pour
la mesure de concentrations d’AMP chez des patients
transplantés rénaux traités par I'association MMF et

ciclosporine.

Ce travail a fait 'objet d’'une publication acceptée dans Therapeutic Drug Monitoring.

Comparison of liquid chromatography-tandem mass spectrometry with a commercial
enzyme-multiplied immunoassay for the determination of plasma MPA in renal transplant
recipients and consequences for therapeutic drug monitoring. Ther Drug Monit 2004 ;26
(6) :609-19.

Abstract

Mycophenolic acid (MPA) is an immunosuppressive drug partly metabolized to MPA-
glucuronide (MPAG), which is pharmacologically inactive. The currently available enzyme-
multiplied immunoassay technique (EMIT) has been reported to overestimate MPA plasma
concentration in clinical samples when compared with HPLC techniques. The aims of this study
were to design and validate a specific liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) technique for the determination of MPA and MPAG using a low plasma volume and a
simple sample preparation procedure; then to compare it with EMIT for the determination of
MPA in plasma samples collected over an interdose interval at different posttransplantation
periods (days 3, 7, and 30 and after 3 months) in 25 renal transplant recipients orally
administered cyclosporine and mycophenolate mofetil twice daily, to investigate the origins of
the differences between techniques. The LC-MS/MS technique developed showed limits of
quantification (LOQs) of 0.1 mg/L and 1 mg/L for MPA and MPAG, respectively, and was linear,
accurate, and precise from these LOQs up to 30 mg/L for MPA and 300 mg/L for MPAG. EMIT
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gave similar results to LC-MS/MS for spiked quality control samples (in a synthetic matrix or in
drug-free plasma) but significantly overestimated MPA levels in clinical samples: EMIT - LC-
MS/MS = +61.39% +/- 57.94%, with large variations depending on patients, time elapsed since
transplantation, sampling time, and concentration levels. These results confirmed the known
overestimation of the EMIT assay compared with a specific method and showed that the

magnitude of this overestimation depended on sampling time and time after transplantation.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_
uids=15570184
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I.2. Comparaison des techniques LC-MS/MS et EMIT pour le
dosage de ’AMP chez des patients transplantés rénaux

recevant du MMF associé a du sirolimus.

L’étude précédente a montré que les techniques chromatographique et
immunoenzymatique n’étaient pas équivalentes pour la mesure des concentrations d’AMP dans
des échantillons sanguins prélevés chez des patients traités par CsA. L’objectif de cette
deuxiéme étude était de quantifier la surestimation de 'EMIT par rapport a la LC-MS/MS lors du
dosage de I'AMP chez des patients greffés rénaux recevant du MMF et du sirolimus comme

immunosuppresseur associé.

11.2.1.Méthode

Les concentrations d’AMP ont été mesurées en paralléle par la méthode EMIT et par la
méthode LC-MS/MS décrites précédemment, dans les échantillons plasmatiques recueillis chez
8 patients inclus dans I'étude Cinesiren. Les prélévements sanguins avaient été effectués a J7,
J15, M1, M2 et M3 aprés la transplantation rénale. La méme méthodologie statistique que celle
présentée précédemment (§ 1l.1.) a été employée pour comparer les données de

concentrations et ’AUC d’AMP obtenues avec les deux techniques.

[1.2.2.Résultats et discussion

L’analyse a porté sur 389 données de concentrations obtenues a J7, J15, M1, M2 et M3
aprés une greffe rénale. Les valeurs des concentrations mesurées par EMIT (médiane = 6,77
mg/L, intervalle : 0,5-32 mg/L) étaient plus élevées (p<0,02) que celles mesurées par LC-
MS/MS (médiane =5,91 mg/L, intervalle : 0,22-27,7 mg/L). Les valeurs obtenues avec EMIT
étaient corrélées significativement aux valeurs obtenues par LC-MS/MS (p<0,0001) avec un
coefficient de détermination r?=0,864. La différence moyenne entre les deux techniques (EMIT
— LC-MS/MS) était de 0,84 + 1,93 mg/L ce qui correspondait a une surestimation significative
de 'EMIT par rapport a la LC-MS/MS de 18,66 + 26,78% (p<0,0001). La figure 4 représente la
distribution des différences relatives entre les concentrations mesurées par EMIT et LC-MS/MS
[(EMIT - LC-MS/MS)/ LC-MS/MS] en fonction des concentrations déterminées par LC-MS/MS,

considérée ici comme la méthode de référence.
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Figure 4 : Représentation graphique des différences relatives entre les concentrations d’AMP
mesurées par EMIT et LC-MS/MS chez 8 patients greffés rénaux traités par I'association de
MMF et de sirolimus.

L’étude des fluctuations du pourcentage de surestimation de 'EMIT en fonction du délai
post-greffe a montré une diminution progressive de la surestimation entre J7 et M3 (p<0,0001).
Les valeurs de surestimation obtenues pour chaque période sont reportées dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Comparaison des concentrations mesurées par EMIT et par LC-MS/MS a différents
délais post-transplantation.

Concentrations AMP (mg/L) Surestimation de TEMIT
(médianes) (%)
Période n EMIT LC-MS/MS Moyenne Intervalle
J7 79 7,72 6,58 29,8 + 22,0 -26,2 ;96,0
(1,82 - 32) (1,33 - 26,10)
J15 80 7,53 6,57 20,7 + 26,8 -29,7 ;93,5
(0,50 — 28,6) (0,37 — 27,70)
M1 80 7,40 6,70 18,1 + 25,3 -35,6; 128,3
(0,50 — 18,94) (0,22 - 26,60)
M2 80 5,82 5,38 13,0 + 30,0 -37,0 ;96,5
(1,44 —19,14) (0,79 — 20,60)
M3 70 4,24 3,64 11,7 + 25,6 -53,7 ; 86,5

(1,01 — 22,28) (0,95 — 21,50)

Aucune relation significative entre le pourcentage de surestimation de 'EMIT et I'horaire
de prélévement n'a été observée. Pourtant, la distribution des résidus (figure 4) montre que les
valeurs de surestimation les plus élevées ont été obtenues pour des valeurs faibles de
concentration, suggérant que certaines valeurs de C, pourraient étre surestimées
approximativement de 80 a 130%.

Les valeurs moyennes d’AUC,s mesurées par EMIT (60,5 + 29,0 mg.h/L) étaient
également significativement plus élevées que celles mesurées par LC-MS/MS (53,1 + 24,8
mg.h/L) ce qui corrependait & un pourcentage de surestimation moyen de 16,7 + 22,5%
(p<0,001). Aucune relation n’a été observée entre la surestimation de 'EMIT en terme d’AUC et
la période post-greffe considérée, mais peu de valeurs d’AUC étaient disponibles pour chaque
délai.

Ces résultats ont montré que les concentrations plasmatiques d’AMP mesurées par
EMIT dans des échantillons prélevés chez des patients traités par sirolimus étaient, en
moyenne, surestimées de +18,7 + 26,8% par rapport a celles mesurées avec la méthode LC-
MS/MS. La littérature ne fait état d’aucune comparaison de ce type (association
MMF/sirolimus). Ce pourcentage de surestimation est plus faible que celui observé dans le cas
de l'association MMF/CsA considérée précédemment. Cette différence entre les deux études
pourrait étre attribuée a la nature de 'immunosuppresseur associ€, les techniques analytiques
utilisées étant rigoureusement comparables.
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I.3. Discussion sur la comparaison des techniques

analytiques pour le dosage de ’'AMP

Ces études ont toutes deux conclu: a une surestimation de 'EMIT par rapport a la
méthode LC-MS/MS lors du dosage de 'AMP chez des patients greffés rénaux, traités par
l'association MMF/CsA ou par l'association MMF/sirolimus ; et a une diminution de cette
surestimation avec le délai post-greffe. En revanche, le pourcentage moyen de surestimation
observé dans le cas de l'association du MMF avec la CsA (+61,4 + 57,9%) était trois fois

supérieur a celui observé dans le cas de I'association avec le sirolimus (+18,7 + 26,8%).

La comparaison de 'EMIT avec I'HPLC-UV pour le dosage de I'AMP a fait I'objet de
plusieurs publications dont les résultats sont résumés dans le tableau 3, mais aucune ne
concernait I'association MMF/sirolimus. La valeur de la surestimation variait d’'une étude a
lautre en fonction du type de greffe, de la période post-transplantation, de
limmunosuppresseur associé, des prélevements réalisés et de la méthodologie statistique
employée (calcul et expression de la surestimation). Beal et al. (Ther Drug Monit 1998)
rapportaient un biais moyen de 1,88+0,86 mg/L sur 102 échantillons plasmatiques obtenus
chez des patients greffés rénaux, ce qui correspondait a une surestimation avec EMIT
comprise entre 0,59 a 95,5% (la moyenne n’était pas indiquée). L'étude de Schitz et al.
(Transplant Proc 1998(a)) portait sur différentes populations de patients et les valeurs décrites
correspondaient aux pourcentages de surestimation de la méthode EMIT par rapport a la
moyenne des deux méthodes EMIT et HPLC-UV (méthode de Bland-Altman). Les valeurs de
biais les plus importantes (30 a 35%) avaient été obtenues chez les adultes greffés hépatiques
sous tacrolimus et chez les patients transplantés rénaux (adultes et enfants) sous CsA. Chez
les transplantés cardiaques les valeurs de biais moyens variaient de 7% chez les patients sous
tacrolimus a 24% chez ceux sous CsA (les écart-types sur les biais moyens n’étaient pas
rapportés). Cependant, ce mode de calcul ne parait pas justifié ici car il suppose que les deux
méthodes de dosage soient équivalentes. Dans nos études, nous avons considéré que la
méthode LC-MS/MS était la méthode de référence et qu’elle fournissait les valeurs “vraies” des

concentrations d AMP.

Des différences de surestimation en fonction du type de greffe ou de
limmunosuppresseur associé ont également été rapportées dans d’autres études. Chez des
transplantés cardiaques stables sous CsA, Vogl et al. (Ther Drug Monit 1999) rapportaient un
biais moyen de +12% (écart-type non rapporté) entre EMIT et HPLC-UV. Chez des patients
transplantés rénaux, la valeur moyenne du biais entre EMIT et HPLC-UV (+11,1£15,2%) était
différente selon que le MMF était associé a la CsA (20,5+£13,2%) ou au tacrolimus (6,9+14,2%)
(Hosotsubo et al., Ther Drug Monit 2001). Enfin, une diminution de la surestimation de 'EMIT

avec la période post-greffe avait été montrée dans une étude portant sur une population
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pédiatrique sous CsA (Weber et al., Clin Chem 2002). Seules les valeurs médianes de

surestimation étaient rapportées ce qui rend difficile la comparaison avec nos résultats.

Il a été démontré que la surestimation était en partie due a la réactivité croisée de
FEMIT avec IAMPaG mais I'implication d’autres métabolites n’est pas exclue. D’autre part, les
différences observées selon 'immunosuppresseur associé suggére que linteraction de la CsA
sur la PK de ’'AMP pourrait jouer un role dans cette surestimation. La surestimation avec EMIT
mesurée dans notre étude chez des patients sous sirolimus est plus élevée que celle décrite
par plusieurs équipes chez des patients sous tacrolimus (Schitz et al., Transplant Proc 1998
(a) ; Hosotsubo et al., Ther Drug Monit 2001).

Quels que soient les phénoménes impliqués, il semble nécessaire de prendre en compte la
surestimation de I'EMIT par rapport aux techniques chromatographiques utilisées pour le
dosage de 'AMP dans le cadre des études PK et du STP. Du fait de la grande variabilité inter-
patient, inter-période, voire en fonction des temps de prélévement (sous CsA), 'EMIT ne nous
a pas semblé utilisable pour nos études PK. Dans la suite de notre travail, nous n’avons tenu
compte que des concentrations mesurées par HPLC-UV, LC-MS ou LC-MS/MS. Pour le STP,
certains auteurs préconisent le recours a des valeurs cibles différentes selon la technique
utilisée (Weber et al., Clin Chem 2002).
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Tableau 3 : Caractéristiques des études comparatives entre EMIT et HPLC ou LC-MS/MS pour le dosage de 'AMP chez des patients transplantés (1).
Référence Population Immunosuppresse Données Période post- Méthode de comparaison Indices Valeur de la
ur associé PK transplantation d’exposition  surestimation avec EMIT
comparés

Beal et al. Patients NR Profils NR (EMIT — HPLC) + 1,88 + 0,86 mg/L

Ther Drug transplantés complets Concentrations (0,08 ; 3,61)

Monit 1998 rénaux (n=7) (EMIT — HPLC)/HPLC*100 (n=102) moyenne NR

(0,59; 95,5 %)
Schiitzet Enfants AUCo.12 +20%
al. transplantés CsA Profils NR -
Transplant rénaux (n=25) complets Concentratior
Proc 1998 (n=140)
(a)

Adultes CsA Co < 3 mois CO (n=95) + 30% a 35%
transplantés (EMIT-HPLC)/ Moyenne (3 populations)
rénaux (n=12) AMP
Adultes
transplantés TAC Co < 3 mois C0 (n=202)
hépatiques L
(n=10)
Transplantés TAC (n=15) Profils > 2 mois Concentrations + 7% (TAC)
cardiaques complets (n=182)
(n=20) CsA (n=5) + 24% (CsA)

Vogl etal. Patients

Ther Drug transplantés CsA Profils > 3 mois (Moyenne EMIT- Moyenne  Concentrations +12%

Monit 1999 cardiaques complets HPLC)/moyenne HPLC*100 (n=261)
(n=18)
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Tableau 3 : Caractéristiques des études comparatives entre EMIT et HPLC ou LC-MS/MS pour le dosage de 'AMP chez des patients transplantés (2).

Référence Population Immunosuppresse Données Période post- Méthode de comparaison Indices Valeur de la
ur associé PK transplantation d’exposition  surestimation avec EMIT
comparés
Hosotsubo Patients CsA + 20,50 + 13,16 % (n=89)
etal. Ther transplantés NR NR probablement Concentrations  (-7,03 ; 47,56)
Drug Monit rénaux (EMIT-HPLC)/HPLC*100 (n=129) + 6,88 + 14,21 % (n=40)
2001 TAC (-19,03 ; 46,97)
1 semaine S1:22,8 % ;28,6 % ; 11,6
%
Weber et Enfants Profils 3 semaines
al. Clin  transplantés CsA complets (EMIT-HPLC)/HPLC*100 Co, Ci2, AUCo12 S3:35,4%;23,3% ;17,4
Chem rénaux (n=50) 3 mois (respectivement %
2002
6 mois M3: 14,9 % ; 23,9 % ; 10,3

%

M6: 46,7 % ; 16,7 % ; 6,2
%

Prémaud Adultes 3 jours Concentrations J3 :+83% ; +76,1%
et al. Ther transplantés (n=805)
Drug Monit rénaux (n=24) CsA Profils 7 jours (EMIT-LC-MS/MS)/LC- et AUC J7 : +53,8% ; +51,2%
2004 complets MS/MS*100 (n=77)
30 jours respectivement J30: +53,2% ; +52,4%
> 3 mois >M3 : +32,3% ; +31,2%
Présente Adultes 7 jours Concentrations J7: +29,8% ; +27,5%
étude transplantés Sirolimus Profils 15 jours (n=389) J15:+20,7% ; +19,3%
rénaux (n=8) complets 1 mois (EMIT-LC-MS/MS)/ et AUC M1 : +18,1% ; +13,6%
2 mois (LC-MS/MS)*100 (n=39) M2 : +13,0% ; +9,1%
3 mois respectivement M3 : +11,7% ; +13,4%

AUC, area under the curve (aire sous la courbe); CsA, ciclosporine; EMIT, enzyme multiplied immunoassay technique; HPLC, chromatographie liquide haute performance; NR, non reporté; PK,
pharmacocinetique; TAC, tacrolimus.
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lll. Analyse pharmacocinétique de 'AMP

lll.1. Analyse non-compartimentale

Dans un premier temps, les pharmacocinétiques individuelles de 'AMP et de TAMPG,
son principal métabolite, ont été analysées selon une approche non-compartimentale.

[11.1.1.Méthode

[11.1.1.1. Indices d’exposition

L’analyse non-compartimentale a été réalisée sur les données de concentrations d’AMP
et ’AMPG mesurées par LC-MS, LC-MS/MS ou HPLC-UV.

Les valeurs de Co, Crnax €t Tmax correspondent aux valeurs observées. Les valeurs d’AUC ont
été calculées par la méthode des trapézes. Pour les cinétiques n’incluant pas de préléevement a
T12h, la valeur de I'AUC,.; a été analysée, puis la valeur de 'AUC,.1; a été calculée en incluant

la concentration a T12h estimée de la fagon suivante :

- si C9h<C6h : extrapolation de C12h a partir des concentrations a T6h et T9h par la
formule

InC9 - 1n C6)

lnC12:1nC6+( x(T'12-T6)
(T79-1T6)

- dans le cas ou C9h>C6h, nous avons admis arbitrairement que C1, = Co.

Nous avons analysé les valeurs brutes des concentrations (Co et Cnax) et des AUC, puis les

mémes valeurs normalisées par gramme de dose de MMF.

[11.1.1.2.Statistiques
La comparaison globale des indices d’exposition en fonction des différents délais post-
transplantation au sein d'un méme groupe de patients a été réalisée au moyen du test de
Kruskal-Wallis. L’analyse de régression a permis de rechercher des tendances au cours du

temps (augmentation ou diminution).
[11.1.2.Cinétiques d’AMP chez des patients recevant de la ciclosporine

[11.1.2.1.Données de la RCCT (van Gelder et al., Transplantation 1999)

Les profils de concentrations d’AMP mesurées par HPLC-UV issus de ['étude
multicentrique dans laquelle la dose de MMF était adaptée régulierement pour atteindre une
AUC,.1,» cible, ont été analysés selon une approche non-compartimentale. Les valeurs des
indices d’exposition bruts et standardisés par la dose sont reportées dans le tableau 4.
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Les indices d’exposition présentent une importante variabilité avec des coefficients de
variation (CV) inter-patients supérieurs a 40%. En effet, il est généralement admis qu’une
variabilité est faible pour un CV inférieur a 10%, modérée pour un CV compris entre 10 et 30%
et forte pour un CV supérieur a 30% (Shah et al., Pharm Res 1996). Les CV inter-patients sur
les AUC,.12 pondérées par la dose étaient de 44,4% a J3, 54,6% a J7 et 44,2% a J11. Les
doses de MMF administrées étaient différentes en fonction de la période post-greffe considérée
(p=0,0001) et une analyse de régression a révélé une augmentation de la dose avec le délai
(r=0,111, p=0,04). Aucune différence significative des indices d’exposition normalisés par la
dose en fonction du délai post-greffe n'a été mise en évidence. En revanche il existait une
différence significative des AUC,.1, brutes entre les différentes périodes (p<0,05) mais aucune

tendance significative n’a été montrée.
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Tableau 4 : Indices d’exposition de 'AMP bruts et pondérés par la dose de MMF obtenus chez

des patients greffés de novo a différents délais post-transplantation. Les données sont issues

de I'étude multicentrique RCCT (van Gelder et al., Transplantation 1999).

J3 J7 J11 p
(n=131) (n=121) (n=101)
Dose de Cellcept 1020 + 519 1185 + 604 1268 + 648 0,0001
(mg/prise)
(450 - 1700) (400 —2200) (350 — 2200)
Co (mg/L) 0,81 + 0,71 0,83 + 0,54 1,05+ 2,16 0,42
(0,10 - 3,91) (0,16 — 2,61) (0,11 -21,6)
Co/ g de dose 0,82 + 0,53 0,79 + 0,59 0,82 + 1,02 0,5
(mg/L)
(0,11 -2,74) (0,14 - 3,91) (0,08 —9,82)
Crmax (Mg/L) 9,83 + 7,24 11,57 + 8,19 11,30 + 8,05 0,16
(0,88 — 34,40) (0,32 -12) (1,27 — 39,20)
Cmax/g de dose 10,71 + 7,76 11,17 + 8,19 10,18 + 6,71 0,92
(mg/L)
(0,99 — 49,56) (0,76 — 43,33) (1,29 — 44,25)
Tmax (D) 1,17 £ 1,67 0,96 - 1,18 0,97 + 0,74 0,31
(0,3-12) (0,32 -12) (0,3-6,17)
AUC.12 (mg.h/L) 26,0 + 16,7 28,7 + 17 30,7 £+ 15,4 0,03
(5,3-118,1) (4,7-106,2) (8,43 — 68)
AUC,.12/g de dose 26,90 + 11,95 27,06 + 14,76 27 + 11,93 0,89
(mg.h/L)
(9,41 —72,51) (4,46 — 89,53) (8,71 -71,4)

Les données correspondent aux valeurs moyennes (+ SD) et a I'intervalle des valeurs minimum
et maximum observées

[11.1.2.2. Données Primocine
Ces données ont été recueillies chez 24 patients greffés de novo a J3, J7 et J30 suivant

la transplantation.

[11.1.2.2.1.Profils de concentration
La figure 5 présente I'évolution des concentrations plasmatiques d’AMP en fonction du

temps chez 'ensemble des patients, pour chaque période post-transplantation étudiée.

L’analyse visuelle de I'évolution des concentrations d’AMP montre une importante
hétérogénéité des profils PK, les courbes étant caractérisées par une grande variabilité de
lintensité et du délai d’absorption et par la présence de pics secondaires de concentration plus
ou moins intenses et plus ou moins précoces. Certaines courbes présentent méme des profils

atypiques (plus de deux pics de concentrations, courbes plates, ligne de base instable).

111.11.2.2.2. Indices d’exposition
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Les indices d’exposition a 'AMP et a TAMPG déterminés selon une approche non-
compartimentale sont présentés pour chaque délai post-greffe dans les tableaux 5 et 6.
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Figure 5: Courbes individuelles des concentrations plasmatiques d’AMP obtenues a J3 (A), J7

(B), J30 (C) chez des patients greffés rénaux de novo.
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Tableau 5: Indices d’exposition & 'AMP au cours du premier mois post-greffe chez des

patients transplantés rénaux.

J3 J7 J30 o}
(n=24) (n=23) (n=24)
Dose de Cellcept 989,6 + 51,0 1000 927,1 + 187,7 0,07
(mg/prise)
(750 — 1000) (1000 — 1000) (250 — 1000)
Dose de Néoral 240,4 + 52,6 232,6 + 59,7 194,4 + 67,1 0,005
(mg/prise)
(150 — 350) (100 — 400) (100 — 400)
AMP
Co (mg/L) 1,57 £+ 1,21 1,06 + 0,50 1,53 + 1,04 0,26
(0,38 - 5,15) (0,36 — 2,17) (0,1—-4,16)
Cof g de dose (mg/L) 1,58 + 1,20 1,06 = 0,50 1,62 + 1,03 0,15
(0,38 - 5,15) (0,36 — 2,17) (0,4 —4,16)
Crnax (mg/L) 6,66 + 3,95 7,87 + 4,58 9,563 + 7,22 0,34
(1,5-14,4) (1,69 -17,8) (1,4 —-34,5)
Cmax/g de dose (mg/L) 6,76 + 4,01 7,87 + 4,58 10,38 + 7,51 0,17
(1,5-14,4) (1,69 - 17,8) (2,55 - 34,5)
Trmax (M) 3,17 + 2,56 1,75+ 1,28 1,68 + 1,78 0,03
(0,67 - 12) (0,67 —6) (0,65-9)
AUCo9 (mg.h/L) 27,1 +13,1 242+7)9 28,3+11,1 0,40
(6,1-61,0) (11,9 —41,8) (4,5-54,9)
AUC,.4/g de dose 27,4 +13,0 242+7,9 31,0+ 13,1 0,21
(mg.h/L)
(6,1-61,0) (11,9 —41,8) (12,3 — 68,6)
AUCo.12 (mg.h/L) 31,1+154 271+8,5 32,3 +12,1* 0,24
(10,4 —71,4) (12,6 — 46,3) (4,8 —64,5)
AUC,.1o/g de dose 31,4 +15,3 271+8,5 35,4 + 14,3 0,12
(mg.h/L)
(10,4 —71,4) (12,6 — 46,3) (13,7 —75,6)

Les données correspondent aux valeurs moyennes (+ SD) et a l'intervalle des valeurs minimum et

maximum observées

* valeurs des C12h estimées
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greffe chez des patients transplantés rénaux.

Tableau 6 : Indices d’exposition a TAMPG et créatinine sérique au

cours du premier mois post-

J3 J7 J30 p
(n=24) (n=23) (n=24)
AMPG
Tmax (D) 4,38 + 2,15 3,43+1,72 3,68 + 2,07 0,34
(0-9) (0,33-6,2) (0-9,2)
AUC. (mg.h/L) 1395,8 + 694,8 1440,0 + 972,6 1190,1 + 977,5 0,23
(551,9 — 2950,2) (676,8 — 5067,9) (232,7 - 5362,2)
AUC,4/g de dose 1404,5 + 684,7 1440,0 + 972,6 1309 + 1020,4 0,54
(mg.h/L)
(669,2 — 2950,1) (676,8 — 5067,9) (510 — 5362,2)
AUCo.12 (mg.h/L) 1794,4 + 865,8 1854,2 + 1317,3 1520,6 + 1326,4* 0,16
(739,8 — 3795,9) (812,6 - 6852,9) (297,5 — 7173,8)
AUC,.12/g de dose 1806,2 + 852,3 1854,2 + 1317,3 1677,6 + 1392,1* 0,12
(mg.h/L)
(805 - 3795,9) (812,6 - 6852,9) (629,7 — 7173,8)
Créatinine sérique 296 + 291,6 203 + 159,4 150,7 + 125,2 0,07
(M)
(88 — 1053) (83 — 718) (65 — 716)

Les données correspondent aux valeurs moyennes (+ SD) et a l'intervalle des valeurs minimum et
maximum observées

* valeurs des C12h estimées

Les valeurs des indices d’exposition a TAMP sont en accord avec celles précédemment
rapportées dans la littérature pour la période post-greffe précoce (Johnson et al.,, Clin
Pharmacol Ther 1999 ; Wollenberg et al., Transplant Proc 1998) et sont du méme ordre de

grandeur que celles obtenues chez les patients greffés de novo de I'étude RCCT (§ [11.1.2.1).

Les valeurs des CV intra-patient calculés sur les AUCy+; brutes dAMP
(moyenne=30,30% ; intervalle=6,96%-62,68%) et normalisées par la dose (moyenne=30,15% ;
intervalle=6,95%-76,50%) révelent une forte variabilité intra-individuelle de la PK de 'AMP au
cours des quatre premiéres semaines suivant la transplantation. De plus, tous les indices
d’exposition a 'AMP sont caractérisés par une importante variabilité inter-individuelle avec,
pour des doses équivalentes de MMF, des valeurs de CV inter-patient supérieures a 30% pour

tous les indices et aux 3 périodes considérées.

Les concentrations dAMPG sont élevées par rapport a celles de 'AMP et témoignent
d’'un métabolisme intense de 'AMP en AMPG. De plus, comme cela est rapporté dans la
littérature, le Tmax du métabolite est retardé par rapport a celui du produit parent. Les AUC
d’AMPG, brutes et normalisées par la dose de MMF, présentent une importante variabilité inter-
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individuelle avec des CV supérieurs a 45% pour chaque période considérée. Les rapports
métaboliques moyens calculés a partir des AUC,..; (AMP/AMPG) étaient respectivement de
2,3+1,5%, 2,0+1,0% et 2,7£1,2% a J3, J7 et J30. Ces rapports étaient trés variables d’'un
patient a I'autre avec des CV de 63,4% a J3, 53% a J7 et 44,4% a J30, ce qui suggére une
variabilité importante du métabolisme de 'AMP entre les patients et pourrait peut-étre expliquer
en partie la variabilité PK de TAMP.

Le test de Kruskal-Wallis a montré I'existence d’une différence significative (p<0,05) des
Tmax de TAMP en fonction des périodes. Les valeurs de Tmax Observées tendaient a diminuer au
cours du temps et elles étaient significativement différentes entre J3 et J30 (p<0,05). Aucune
évolution significative au cours du 1° mois suivant la greffe n’a été mise en évidence pour les
autres indices d’exposition. Les doses de CsA administrées étaient statistiquement (p=0,005)
différentes selon les périodes, conformément au schéma de prescription et de STP de ce
médicament. Par ailleurs, les taux sériques de créatinine étaient significativement et
inversement corrélés au délai post-greffe (r=-0,251 ; p<0,04). La diminution de la créatininémie

au cours du premier mois suivant la greffe témoigne de la reprise de la fonction rénale.

[11.1.2.3. Données Stablocine

Ces données proviennent de 20 patients a I'état stable, ayant bénéficié d’'une greffe

rénale depuis au moins 3 mois.

[11.1.2.3.1.Profils pharmacocinétiques
La figure 6 représente I'évolution des concentrations plasmatiques d’AMP en fonction du
temps chez I'ensemble des 20 patients.

Concentrations d'AMP (mg/L)

Temps (h)

Figure 6 : Courbes des concentrations plasmatiques d’AMP en fonction du temps obtenues au-
dela de 3 mois de greffe chez 20 patients greffés rénaux stables.
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Les profils observés plus de 3 mois aprés la transplantation sont plus classiques et plus
homogénes que ceux obtenus en période précoce. Les courbes présentent, conformément a
ce qui est décrit dans la littérature, une croissance rapide des concentrations, qui atteignent
toutes un maximum dans la premiére heure, suivie d’'une décroissance rapide. Chez certains
de ces patients, un second pic de concentration, d’intensité plus faible que le premier et lié au

cycle entéro-hépatique de 'AMP a été observé.

[11.1.2.3.2.Indices d’exposition

Les tableaux 7 et 8 présentent les principaux indices d’exposition a 'AMP et a TAMPG.
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Tableau 7 : Indices d’exposition a TAMP chez des patients stables au-dela de 3 mois aprés la

greffe.
>M3
(n=20)
Dose de Celicept 862,5 + 221,8
(mg/prise)
(500 - 1000)
Dose de Néoral 126,3 + 29,8
(mg/prise)
(75 -175)
AMP
Co (mg/L) 1,12+ 0,88
(0,28 — 3,91)
Co/ g de dose (mg/L) 1,28 + 0,84
(0,54 — 3,91)
Crmax (Mg/L) 15,61 £ 7,75
(6,12 — 32,36)
Cmax/g de dose (mg/L) 20,0 £+ 12,9
(6,1 +53,2)
Tmax () 0,66 + 0,19
(0,3-1)
AUCos (mg.h/L) 30,4 +11,0
(13,6 — 51)
AUC,.o/g de dose (mg.h/L) 38,7 + 20,3
(13,6 — 102,0)
AUC,.1; *(mg.h/L) 33,8 +12,7
(14,8 — 56,5)
AUC,.12/g de dose* 42,8 + 22,6
(mg.h/L)
(14,8 —112,9)

Les données correspondent aux valeurs moyennes (+ SD) et a
l'intervalle des valeurs minimum et maximum observées.
* valeurs des C12h estimées
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Tableau 8 : Indices d’exposition a TAMPG et créatinine sérique chez des patients stables au-

dela de 3 mois apreés la greffe.

>M3
(n=20)
AMPG
Tmax () 2,38 + 1,81
(0,67 — 8,92)
AUC, (Mg.hiL) 813,6 + 354,1
(363 — 2068,4)
AUC,.¢/g de dose (mg.h/L) 995,5 + 461,5
(574,9 — 2228)
AUCq.12 *(mg.h/L) 1011,0 + 442,7
(457,3 — 2609,8)
AUC,.1,/g de dose* (mg.h/L) 1237,6 + 571,4
(673,8 — 2692)
Créatinine sérique (uM) 126,9 + 30,3

(78-217)

Les données correspondent aux valeurs moyennes (+ SD) et a
l'intervalle des valeurs minimum et maximum observées.
* valeurs des C12h estimées

En période stable, les indices d’exposition a 'AMP et a TAMPG, bruts ou normalisés par
la dose, sont caractérisés par une importante variabilité inter-individuelle avec des CV
supérieurs a 35%. Seul le Tmax de ’AMP présente une variabilité modérée avec un CV égal a
28,9%. Le rapport métabolique moyen calculé sur les AUCo.o (AMP/AMPG) est de 4,0+1,4% et

présente un CV moyen inter-patient de 33,9%.

Les indices d’exposition bruts et normalisés par la dose ont été comparés avec ceux
obtenus en période précoce dans le cadre de I'étude Primocine. L’étude de I'évolution des
indices bruts par analyse de régression a montré que les Cn.x de 'AMP tendaient a augmenter
(p<0,0001) et que les Tmsx d'AMP et d’AMPG ainsi que les AUCq... dAMPG tendaient a
diminuer (respectivement p<0,0002, p<0,007 et p<0,05) avec le délai post-greffe (figure 7). Les
analyses de régression réalisées sur les indices normalisés par la dose ont montré une relation
significative entre le délai post-greffe et les Crax/dose d’AMP (p<0,0001) et entre le délai post-
greffe et IAUC,.12/dose d’AMP (p=0,002), dans le sens d’'une augmentation de la valeur de ces
indices avec le délai. En revanche, les valeurs de I'AUC,.;o/dose d’AMPG diminuaient

significativement avec le délai post-greffe (r=-0,212 ; p<0,05).
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Les doses de CsA administrées en période stable étaient significativement réduites par
rapport a celles administrées a J30 (p<0,0001). De plus, sur 'ensemble des périodes étudiées,
les AUC,.12/g de dose de 'AMP étaient inversement (mais faiblement) corrélées avec les doses
de CsA (r=-0,318 ; p<0,003).

Enfin, les valeurs du taux sérique de créatinine, qui diminuaient progressivement durant
la période précoce, étaient encore plus basses en période stable ce qui est en accord avec
I'amélioration de la fonction rénale dans les premiers mois post-transplantation. Les valeurs de
la créatininémie observées en période stable montrent une grande variabilité témoignant de
I'état fonctionnel variable du greffon, en partie d0 a la néphrotoxicité de la CsA chez certains

patients greffés depuis plusieurs années.
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Figure 7 : Evolution des indices d’exposition a 'AMP et a TAMPG pondérés par la dose de MMF
en fonction du délai post-transplantation chez des patients greffés rénaux de novo (J3, J7 et
J30) et stables (>M3) recevant de la CsA. Chaque graphe en boite est composé de cing lignes
horizontales affichant, de bas en haut, les 10%m, 25me 5Qeme  758me at Q0™ centiles de la

variable étudiée. Les points correspondent aux valeurs extrémes.

[11.1.2.4. Données issues d’'un groupe indépendant de patients
Ces données ont été obtenues chez cinq patients greffés rénaux ayant fourni des
cinétiques dAMP complétes a J15, M1, M2 et M3 aprées leur transplantation. Bien que I'effectif
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soit trés réduit, il est intéressant de les considérer séparément car il s’agit ici des seuls patients

suivis a la fois en période précoce et en période stable.

Selon le délai post-greffe considéré, les indices d’exposition a '’AMP observés chez ces
patients sont comparables a ceux observés chez les patients de novo et chez les patients
stables décrits précédemment (tableau 9). Le nombre de cinétiques disponibles pour chaque
période est insuffisant pour étudier statistiquement I'évolution des indices d’exposition en
fonction du délai post-greffe. Toutefois, la figure 8 suggére une tendance a 'augmentation des
valeurs des Cn./dose et des AUCq.o/dose de 'AMP avec le délai post-transplantation.
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a différentes périodes post-transplantation.

Tableau 9 : Indices d’exposition & 'AMP et créatinine sérique chez des patients greffés rénaux

J15 M1 M2 M3
(n=5) (n=5) (n=5) (n=4)
Dose de Celicept 1000 1000 1000 875 + 250
(mg/prise)
(1000 - 1000) (1000 - 1000) (1000 — 1000) (500 — 1000)
Co (mg/L) 1,07 + 0,81 1,22 + 0,46 1,07 + 0,90 1,99 + 1,21
(0,44 — 2,49) (0,85 -1,92) (0,26 — 2,43) (1,15-13,79)
Co/ g de dose (mg/L) 1,07 + 0,81 1,22 + 0,46 1,07 + 0,90 2,28 + 1,07
(0,44 — 2,49) (0,85 — 1,92) (0,26 — 2,43) (1,50 — 3,79)
Crax (Mg/L) 6,84 + 1,82 10,02 + 2,97 10,45 + 4,84 10,75 £ 1,21
(3,96 — 8,29) (6,97 — 14,1) (7,42 - 18,90) (9,18 — 11,8)
Crnaxlg de dose 6,84 + 1,82 10,02 + 2,97 10,45 + 4,84 13,65 + 6,46
(mg/L)
(3,96 — 8,29) (6,97 — 14,1) (7,42 - 18,90) (9,18 — 23,2)
Tmax () 1,40 + 0,23 0,87 + 0,28 1,48 + 0,88 1,30 + 0,59
(1-1,55) (0,55 —1,17) (0,92 - 3) (0,67 — 2,02)
AUC,, (mg.h/L) 25,6 + 5,7 31,7 +£6,7 37,5+ 15,5 36,64 + 8,93
(18,6 — 31,1) (22,7 - 37,3) (24,0-60,2) (26,94 — 48,54)
AUC,.4/g de dose 25,6 + 5,7 31,7 +£6,7 37,5+ 15,5 43,4+9,3
(mg.h/L)
(18,6 — 31,1) (22,7 - 37,3) (24,0 — 60,2) (34,8 — 53,9)
AUC.12*(mg.h/L) 28,2 + 6,3 343+71 44,6 + 17,2 40,13 + 9,29
(21 - 34,4) (24,3 - 39,9) (25,5-68,5) (29,94 — 51,97)
AUC,.12/g de dose * 28,2 +6,3 343+7,1 44,6 +17,2 47,6 + 10,4
(mg.h/L)
(21 - 34,4) (24,3 — 39,9) (25,5 — 68,5) (36,7 — 59,9)
Créatinine sérique 105,8 £+21,9 111 + 36,7 104 + 31,2 96,5 + 26,4
(M)
(76 — 133) (86 — 170) (83 — 159) (81 — 136)

Les données correspondent aux valeurs moyennes (+ SD) et a l'intervalle des valeurs minimum et

maximum observées.

* valeurs des C12h estimées.
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Figure 8 : Evolution de Tmax et des principaux indices d’exposition de 'AMP pondérés par la
dose avec le délai post-transplantation chez 5 patients greffés rénaux recevant de la CsA. Les

traits horizontaux représentent les valeurs moyennes.

[11.1.2.5. Données de I'étude afro-américaine/caucasienne
Le tableau 10 présente les indices d’exposition bruts observés chez 78 patients stables
inclus dans I'étude afro-américaine/caucasienne (Pescovitz et al., Am J Transplant 2003). Ces
patients avaient recu une greffe rénale depuis plus de 6 mois. Les doses individuelles n’étant

pas disponibles, les indices normalisés par la dose n’ont pu étre calculés.
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Tableau 10 : Indices bruts d’exposition a ’TAMP obtenus chez 78 patients ayant bénéficié d’'une
greffe rénale depuis plus de 6 mois.

Co (Mg/L) Tmax (h) Chmax (mg/L) AUC,.12 (mg.h/L)
274+1,66  1,32+0,80 19,77 + 7,45 59,0 + 15,3
Afro-
americains — 079-753)  (067-3) (7.41-37.30)  (38,1—106,3)
2,41+158  1,20+0,69 21,28+ 11,27 57,4 + 20,3
Caucasiens

(021-10,1)  (0,33-3) (4,86 — 68,80) (15,0 — 137,0)

Les indices d’exposition bruts observés chez ces patients étaient du méme ordre de

grandeur que ceux obtenus chez les patients stables de I'étude Stablocine.

Les résultats détaillés concernant cette étude sont décrits dans l'article de Pescovitz et
al. (Am J Transplant 2003).

[11.1.3.Cinétiques d’AMP chez des patients recevant du sirolimus

Une analyse non-compartimentale a également été réalisée sur les données de
concentrations d’AMP obtenues chez 14 patients recevant du sirolimus comme
immunosuppresseur associé au MMF, dans le cadre de I'étude Cinesiren. Ces données
concernent des périodes post-greffe précoces et stables (J7, J15, M1, M2 et M3).

L’allure des courbes des concentrations plasmatiques d’AMP en fonction du temps
obtenues dans le cas de l'association avec le sirolimus était comparable a celle observée dans
le cas de l'association du MMF avec la CsA. Les profils PK étaient assez hétérogénes et

présentaient des pics secondaires de concentration plus ou moins précoces (figure 9).
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Figure 9 : Courbes individuelles des concentrations plasmatiques d’AMP obtenues a J7, J15,
M1, M2 et M3 post-greffe chez des patients greffés rénaux traités par I'association
MMF/sirolimus.
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Tableau 11 : Indices d’exposition a TAMP et a 'TAMPG chez des patients recevant du sirolimus

J7 J15 M1 M2 M3
(n=14) (n=14) (n=13) (n=8) (n=13)

Dose de 1000 1000 885 + 242 812 + 222 635 + 263
Cellcept
(mg/prise) (1000 — 1000) (1000 — 1000) (250 — 1000) (500 — 1000) (250 — 1000)
AMP
Co (mg/L) 3,94 + 2,16 3,98 + 2,38 3,37 £ 2,45 4,18 + 2,63 3,52+ 2,71

(1,33 -7,76) (0,99 — 11) (0,22 — 7,48) (1,11 -8,31) (1,17 —9,44)
Co/ g de dose 3,94 +216 3,98 + 2,38 4,19 + 3,26 6,10 = 4,98 6,41 + 5,62
(mg/L)

(1,33 -7,76) (0,99 — 11) (0,22 - 10,12) (1,11 — 15,38) (1,17 — 18,88)
Crmax (M@/L) 11,14 + 6,21 14,86 + 4,97 12,80 + 6,52 14,60 + 5,11 10,13 + 5,05

(3,17 - 26,1) (8,63 —27,7) (1,84 — 26,6) (9,43 — 20,6) (3,59 — 21,5)
Crax/g de 11,14 + 6,21 14,86 + 4,97 14,44 + 6,50 19,50 + 9,66 17,93 + 10,86
dose (mg/L)

(3,17 - 26,1) (8,63 — 27,7) (6,01 — 26,6) (9,66 — 39,4) (6,72 — 43)
Tmax (h) 2,04 +1,77 1+0,27 0,97 + 0,38 1,80 + 1,79 1,62 + 2,26

(0,5-16) (0,5-1,5) (0,33 -2) (0,5-6,03) (0,5-9)

AUCo 52,1 + 23,8 52,0 + 27,6 48 + 20,5 51,2 + 20,4 34,9+ 16,5
(mg.h/L)

(23,0 — 114,1) (20,3 — 138,7) (10,5 — 84,3) (26,6 — 81,9) (15,1 — 68,1)
AUC, /g de 52,1+ 23,8 52,0 + 27,6 56,5 + 26,4 70,0 + 36,2 61,6 + 35,5
dose (mg.h/L)

(23,0 — 114,1) (20,3 — 138,7) (25,1 - 112,7) (26,6 — 112,8) (22,5 — 136,2)
AMPG
AUCq 1833,5 + 850,4 1270,4 + 449,6 780,6 + 302,2 645,0 + 540,6 675,8 + 299,5
(mg.h/L)

(711,3-3783,2)  (825,3-2231,3)  (456,6 —1442)  (306,5-2072,4) (211,7-1118,7)

AUCo.4/g de 1833,5 + 850,4 1270,4 + 449,6 1016,2 + 617,0 897,2 + 540,6 1232,6 + 806,0

dose (mg.h/L)
(711,3 — 3783,2) (825,3—-2231,3)  (543,9-2560,2) (306,5—2072,4) (423,5 —3084,4)

Les données correspondent aux valeurs moyennes (+ SD) et a l'intervalle entre les valeurs minimum et maximum
observées.

Pour des doses de MMF équivalentes, les patients recevant du sirolimus présentaient
des concentrations d’AMP plus élevées que les patients recevant de la CsA (tableau 11).
L’exposition a ’TAMP présentait une importante variabilité inter-individuelle, avec des CV sur les
AUC,.¢/dose compris entre 45 et 58%. L’étude de I'évolution des indices d’exposition bruts et
normalisés par la dose a montré que seuls les Tnax de TAMP (p<0,05) et les AUCq.o ’AMPG
bruts (p<0,001) et pondérés par la dose (p<0,01) différaient en fonction des périodes post-
transplantation. L’analyse de régression a mis en évidence une évolution significative
(diminution) des AUCy9 d'AMPG bruts et des doses de MMF administrées (respectivement
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p<0,0001 et p<0,001) avec le délai post-greffe, mais n’a montré aucune corrélation significative
entre les Tmax d’AMP ou les AUCy¢/dose d’AMPG et le délai post-greffe.

[11.1.4.Discussion sur I'analyse pharmacocinétique de 'AMP selon une

approche non-compartimentale

Ces analyses non-compartimentales ont montré que, quel que soit 'immunosuppresseur
associé (CsA ou sirolimus), les profils PK de 'AMP étaient relativement hétérogénes dans la
période précoce suivant la greffe. Ces observations semblent en accord avec celles de Shum
et al. (Br J Clin Pharmacol 2003) qui avaient décrit une certaine complexité des profils PK de
'’AMP durant le premier mois suivant la greffe. En effet, les courbes de concentrations étaient
caractérisées par des délais d’absorption variables, des profils d’absorption complexes et
l'existence de rebonds entérohépatiques importants. D’autres études portant sur la PK de
'AMP durant cette période (Wollenberg et al., Transplant Proc 1998 ; Johnson et al., Clin
Pharmacol Ther 1999) ne faisaient pas état de ce phénomeéne et les profils PK étaient décrits
de facon globale par I'existence d’un pic de concentration précoce suivi d’'un deuxiéme pic plus
tardif de moindre intensité. || semblerait que de tels profils soient plutét observés en période
stable dans les différentes populations étudiées ici.

L’exposition a ’AMP était caractérisée par une importante variabilité inter-individuelle. Les
valeurs des indices d’exposition a 'AMP et a TAMPG obtenues en période précoce et plus
tardive étaient conformes a ce qui est rapporté dans la littérature chez des patients
transplantés rénaux traités par MMF en association avec de la CsA (Shaw et al.,, J Clin
Pharmacol 2000, Yeung et al., Transplant Proc 2000 ; Brunet et al., Transplant Int 2000 ;
Johnson et al., Clin Pharmacol Ther 1999 ; Wollenberg et al., Transplant Proc 1998 ;
Bullingham et al., Clin Pharmacokinet 1998) ou du sirolimus (Blchler et al., Am J Transplant
2004 ; Pescovitz et al., Am J Transplant 2004).

Chez les patients sous CsA, I'exposition a 'AMP standardisée par la dose était constante
au cours du premier mois suivant la transplantation et tendait & augmenter entre le premier
mois et la période stable, tandis que les concentrations d’AMPG diminuaient. Les mécanismes
probablement impliqués dans cette augmentation sont décrits précisément dans la premiére
partie de ce travail (§ 1.4.2.2.). En revanche aucune évolution significative n’a été mise en
évidence chez les patients sous sirolimus. Ceci renforcerait I'’hypothése de la responsabilité
majeure de la CsA dans I'évolution de la clairance apparente (AUC/dose) de 'AMP avec le
délai et pourrait donc infirmer le role des corticostéroides. Toutefois, le nombre de patients
sous sirolimus était ici trop faible pour conclure avec certitude.

Malgré le comportement PK trés variable de 'AMP d’un patient a l'autre, pendant la

période précoce, un intérét particulier doit étre porté a cette période car elle est déterminante
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pour la réussite du traitement. En effet, il semble important d’obtenir une exposition efficace
trés tét apres la greffe pour éviter le risque de rejet aigu (Kiberd et al., Am J Transplant 2004).

lll.2. Modélisation des pharmacocinétiques individuelles par
régression non-linéaire

[11.2.1.Principe

L’objectif de cette étude était de développer un modéle mathématique capable de
décrire le mieux possible I'évolution des concentrations plasmatiques de I'AMP observées chez
des patients transplantés rénaux aprés administration orale de MMF et de calculer les valeurs
des paramétres PK individuels. Notre intérét s’est porté en particulier sur la modélisation des
phénoménes observés durant la période précoce, a savoir un processus d’absorption complexe

et 'existence d’un deuxiéme pic de concentration, d’intensité parfois trés importante.

L’ajustement du modeéle théorique (d’équation non-linéaire C=f(t)) aux données
expérimentales (points de coordonnées (ti, Ci)) a été réalisé par minimisation de la somme des
écarts pondérés entre les valeurs de concentrations observées et celles prédites par le modéle
ajusté. La méthode de minimisation des valeurs des parameétres de la régression utilisait
I'algorithme du simplexe de Nelder-Mead, algorithme qui nécessite des estimations initiales des
parameétres et qui fonctionne de maniére itérative (affinement des valeurs des parameétres selon
le critere de convergence fixé). La modélisation pharmacocinétique des données individuelles a
été mise en ceuvre au moyen du programme MMF, version adaptée du programme CICLO
initialement développé pour la modélisation des profils PK de la CsA par le Docteur Jean
Debord au sein du service de Pharmacologie-Toxicologie du CHU de Limoges.

[11.2.2. Développement de nouveaux modeles utilisant la distribution

Gamma

L’observation précédente des profils PK de TAMP a mis en évidence des intensités et
des délais d’absorption variables. La représentation du processus d’absorption par une simple
loi exponentielle est un peu réductrice et le recours a une loi Gamma semblait plus adapté. De
plus, devant la fréquence des profils présentant un deuxiéme pic de concentration d’intensité
non négligeable, la combinaison de deux distributions Gamma a été envisagée.

Le développement de modéles PK utilisant la distribution Gamma pour décrire la phase
d’absorption orale de 'AMP chez les patients greffés rénaux de novo de I'étude PRIMOCINE et
chez les patients stables de I'étude STABLOCINE a fait I'objet d’'une présentation orale au
congrés de 'NATDMCT 2003 (Prémaud et al., Ther Drug Monit 2003 (a)) et d’'un article accepté

pour publication dans Clinical Pharmacokinetics :
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A double absorption-phase model adequately describes mycophenolic acid plasma profiles in
de novo renal transplant recipients orally administered mycophenolate mofetil [In press]
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A double absorption-phase model adequately describes mycophenolic acid
plasma profiles in de novo renal transplant recipients orally administered

mycophenolate mofetil.
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Hoizey?®, C. Le Guellec’, P. Marquet'.

Departments of 'Pharmacology-Toxicology and 2Nephrology and hemodialysis, University
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Hospital of Reims, France; Departments of °®Nephrology and hemodialysis and ‘Pharmacology-

Toxicology, University Hospital of Tours, France.
ABSTRACT

Background : Mycophenolic acid shows complex plasma concentration versus time profiles,
particularly in the immediate (first month) post-transplantation phase for which no relevant
pharmacokinetic model has been proposed so far.

Objective: The aim of this study was to develop a model to accurately describe the time profile
of plasma mycophenolic acid concentrations after oral administration of mycophenolate mofetil

in adult kidney transplants, whatever the post-transplantation period.

Method: Full inter-dose pharmacokinetic (PK) profiles were collected in 45 adult renal transplant
patients orally administered mycophenolate and cyclosporin: 25 patients were de novo
transplants for whom individual pharmacokinetics were assessed at three post-transplantation
periods (days 3, 7 and 30) and 20 patients were stable transplants (>3 months post-
transplantation). Mycophenolic acid (MPA) was determined in plasma by liquid
chromatography-mass spectrometry. Models combining a single- or a double-input (described
as one or two Gamma distributions) with one or two-compartments were developed using in-

house software and fitted to the individual profiles by nonlinear regression.

Results: Visual inspection of the PK profiles showed highly variable absorption profiles and
secondary peaks of various intensity. The PK models including a double Gamma distribution
best fitted these various profiles in the immediate post-transplantation period (mean bias and
precision of —0.92% and 20.19%; -1.5% and 18.02%, on day 7 and day 30, respectively), while
in the stable post-grafting phase (beyond three months), the single- and double-absorption
models performed similarly (mean bias and precision of —3.37% and 17.64%; -3.12%, and

18.44%, respectively).
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Conclusion: The proposed PK models adequately describe the concentration-time profiles of
MPA in renal transplant patients and could be helpful for the development of tools for MPA

monitoring.
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Evaluation des modéles pharmacocinétiques: application aux données d'un groupe
indépendant de patients traités par Cellcept® et Néoral®.

Les modeles PK décrivant I'absorption selon une ou deux distributions Gamma (§
[11.2.2) ont été appliqués a la modélisation des cinétiques d’AMP obtenues dans un groupe
indépendant de 5 patients greffés rénaux traités par MMF et CsA chez qui des profils de
concentrations d’AMP ont été obtenus a plusieurs périodes post-transplantation.

[11.2.2.1. Modélisation pharmacocinétique
La performance des modeéles PK a été testée sur 'ensemble des profils obtenus chez
les cinq patients, soit 5 profils a J15, M1 et M2 et 4 a M3 post-transplantation. Les
concentrations d’AMP étaient mesurées par LC-MS/MS (§ 1l.1). Comme décrit dans le
paragraphe I11.2.2, les profils PK obtenus a J15 et M1 étaient modélisés par régression non-
linéaire (RNL) avec un modéle a double absorption. Les deux modéles (simple et double
absorption Gamma) ont été testés pour décrire I'évolution des concentrations a M2 et a M3.

La performance des modéles a été évaluée en comparant les concentrations calculées
par RNL aux concentrations observées et les AUCy estimées par RNL aux AUC de référence
(AUC,, trapézes). La relation entre les valeurs observées et les valeurs calculées a été étudiée
par analyse de régression linéaire. Les valeurs de biais et de RMSE (root mean squared
prediction error) ont permis d’apprécier I'exactitude et la précision de I'ajustement.

[11.2.2.2. Résultats
Les résultats de la comparaison des concentrations observées avec les concentrations

calculées par RNL sont présentés dans le tableau 12 pour chaque délai post-greffe étudié.
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Tableau 12: Comparaison entre les concentrations d’AMP calculées par RNL et les

concentrations observées.

J15 M1 M2 M2 M3 M3
(modele 2 (modele 2 (modéle 1 pic) (modele 2 (modele 1 (modele 2
pics) pics) pics) pic) pics)
r 0,948 0,985 0,917 0,965 0,822 0,949
Biais (%) -1,01 -0,68 -2,68 -1,21 -3,54 -2,21
RMSE 15,3 10,2 21,8 15,7 23,6 17,0

(%)

Les concentrations observées et calculées étaient bien corrélées et les biais n’étaient
pas significatifs quels que soient le modéle utilisé et la période considérée. Le modéle utilisant
une double distribution Gamma donnait de meilleurs résultats que le modéle a une seule
absorption en terme de coefficient de corrélation, de biais et de précision pour I'ajustement des
données obtenues a 2 et 3 mois suivant la transplantation. Les valeurs des AUC, étaient
estimées avec précision et exactitude (tableau 13). La seule valeur qui n’était pas comprise
dans lintervalle “d’acceptabilité clinique” (-20% ; +20%) a été obtenue a M2 avec le modéle a

simple absorption.

Tableau 13 : Comparaison entre les AUCq.o d’AMP estimées par RNL et les AUC,. trapézes.

J15 M1 M2 M2 M3 M3
(modéle 2 (modéle 2 (modéle 1 (modéle 2  (modele 1 pic)  (modele 2
pics) pics) pic) pics) pics)
n 5 5 5 5 4 4
Biais (%) -4,01 -2,78 -0,62 4,28 -9,72 -4,57
(intervalle) (-9,65; (-4,35; -0,35) (-23,49; (-3,32; (-15,6 ; -4,68) (-5,69 ;-3,30)
+1,32) 9,31) 18,02)

A M3 deux des quatre profils PK présentaient un deuxiéme pic d’intensité assez
importante par rapport au premier pic, que le modéle a simple absorption n’a pu décrire. Ceci
peut en partie expliquer le plus faible coefficient de détermination r?> obtenu entre les
concentrations calculées et observées et les valeurs systématiquement négatives des biais
entre AUC estimées et observées. Le modéle a double absorption Gamma permettait un

meilleur ajustement de ces profils.

[11.2.2.3. Discussion
Ces résultats ont confirmé la performance du modéle a un compartiment avec “double
absorption Gamma” pour décrire des profils PK d’AMP obtenus a différentes périodes suivant
la transplantation chez des patients greffés rénaux traités par I'association MMF/CsA. |
semblerait qu'a M2 et M3 le recours a un modéle capable de décrire deux pics de concentration
soit plus approprié que le modéle a 1 pic, ce que ne montrait pas I'étude initiale dans les
groupes de mise au point du modéle. En particulier, le modéle avec simple absorption avait été
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retenu précédemment (§ I11.2.2) pour modéliser les cinétiques obtenues en période dite stable
c’est-a-dire a partir de 3 mois suivant la transplantation et a donc été appliqué aux 4 cinétiques
disponibles ici. Les résultats étaient corrects en terme d’estimation de [I'exposition au
meédicament, mais deux cinétiques présentaient deux pics de concentration d’intensité assez
importante. Le modéle a double absorption a permis une meilleure description des profils avec
deux pics de concentration. Il en résultait une diminution des biais sur les concentrations et sur
les AUC estimées par RNL. L’intérét de [I'utilisation d’'un modéle avec double absorption
Gamma quelle que soit la période post-greffe mérite d’étre confirmé sur une population
indépendante plus large.

[11.2.3.Modélisation des pharmacocinétiques individuelles des patients

sous sirolimus

Les profils PK d’AMP observés chez les patients traités par sirolimus (patients de I'étude
Cinesiren) présentaient des allures comparables a ceux obtenus chez les patients sous CsA.
Ainsi, des modeles utilisant une ou deux distributions Gamma pour décrire I'absorption de

'AMP ont été utilisés pour tenter de modéliser ces cinétiques.
[11.2.3.1. Matériel et méthode

[11.2.3.1.1.Patients
L’étude a porté sur les cinétiques d’AMP obtenues chez les 14 patients inclus dans
Cinesiren a différentes périodes suivant la greffe : J7 (n=14), J15 (n=14), M1 (n=13), M2 (n=8)
et M3 (n=13).

[11.2.3.1.2.Modeles pharmacocinétiques
Les paramétres PK initiaux des modéles pour la description des cinétiques sous
sirolimus ont été réajustés sur la base des valeurs des paramétres obtenues chez les patients
sous CsA, par une méthode itérative ITS “lterative Two-Stage” (Steimer et al., Drug Metab Rev
1984).

L’ajustement des modéles PK aux données expérimentales a été réalisé par RNL au
moyen d’'une version adaptée du programme CICLO (programme MMF). Toutes les données
ont été modélisées au moyen des deux modeles a simple et double absorption Gamma,

précédemment décrits dans le paragraphe I11.2.2.

[11.2.3.1.3.Statistiques
Les deux modéles testés ont été comparés par le biais du critére d’Akaiké et de la
qualité de leur ajustement aux données expérimentales. L’adéquation entre les valeurs de
concentrations et d’AUC,4 observées et celles estimées par RNL a été évaluée par la mesure
du biais et de la précision (RMSE), par une analyse de régression et par un test de Wilcoxon.
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[11.2.3.2. Résultats
Les résultats obtenus avec les deux modeéles testés sont présentés pour chaque
période post-greffe dans le tableau 14. A J7, les valeurs de biais sur les concentrations et le
crittre d’Akaiké suggéraient que le modéle avec double absorption Gamma procurait un
meilleur ajustement des concentrations. Aux autres périodes, les deux modéles donnaient des
résultats satisfaisants et relativement comparables, la précision de I'estimation étant tout de
méme meilleure avec le modéle a double absorption. Les AUC étaient correctement estimées
par RNL. A J15, TAUC d'un patient était estimée avec un biais inférieur a —20% avec le modeéle
a simple (-21,10%) ou double absorption (-20,27%). A M2 et a M3, des biais de respectivement
—28,34% et de —20,20% ont été obtenus pour deux valeurs d’AUC estimées avec le modéle

utilisant une simple absorption.
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Tableau 14 : Modélisation de la PK de 'AMP chez des patients transplantés rénaux traités par sirolimus avec des modéles PK décrivant

I'absorption selon une simple ou une double distribution Gamma.

J7 (n=14) J15 (n=14) M1 (n=13) M2 (n=8) M3 (n=13)
Modéle Simple Double Simple Double Simple Double Simple Double Simple Double
absorption absorption absorption absorption  absorptio absorptio absorptio absorptio  absorptio absorptio
Gamma Gamma Gamma Gamma n Gamma nGamma n Gamma n Gamma n Gamma n Gamma
Critére 66,3 61,9 67,5 65,8 66,8 65,8 69,7 67,1 68,9 68,4
d'Akaiké (48,1-82,4)  (34,5-76,5) (55,8-81,7) (50,7-74,1) (48,6-73,4)  (50,7— (59,2-80,8) (54,0-76,9) (52,2— (47,6-
74.1) 82,7) 81,4)
Comparaison des concentrations
r2 0,932 0,961 0,947 0,962 0,948 0,956 0,912 0,955 0,914 0,916
Biais % -2,65 * -1,62 -2,18 -2,18 -1,64 -1,59 -2,91 -1,86 -3,13 -2,37
RMSE % 18,9 15 20,8 18,1 16,9 14,9 20,6 16,4 22,6 20,6
Comparaison des AUCy.
r? 0,986 0,991 0,992 0,993 0,988 0,995 0,927 9,992 0,982 0,986
Biais % -6,35 -4,88 -5,65 -4,78 -5,44 -2,40 -4,91 -0,75 -6,70 -4,23
RMSE % 9,1 8,0 8,0 7,1 7,8 5,3 10,5 3,1 8,9 6,7
* p<0,05
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Le modéele combinant deux distributions Gamma semblait donc mieux convenir pour
modéliser les profils obtenus quelle que soit la période post-greffe et a donc été retenu ; les
valeurs moyennes des parameétres PK, des AUCys et des AUC,.1, estimées par RNL au
moyen de ce modéle ainsi que la clairance apparente calculée sont présentés dans le
tableau 15.

Tableau 15: Paramétres pharmacocinétiques de 'AMP (moyennes+SD) estimés par

régression non-linéaire chez des patients sous sirolimus a différentes périodes post-greffe.

J7 J15 M1 M2 M3

n 14 14 13 8 13

Co (L) 0,35+0,21 0,36+0,23 0,38+0,25 0,42+0,29 0,37 +0,22

a 11,72+8,45 9,33+513 9,65+4,16 9,79+4,39 9,02+4,75

by (h™) 2427 +11,22 32,80 + 17,16 £ 7,80 15,76 + 8,51 15,89 +
14,13 11,43

a 25,66 + 11,62 14,25+ 8,40 37,37 + 38,17 + 27,17 +

16,37 11,65 15,51

b, (h™) 17,75+10,37 18,20 + 9,86 +5,14 10,99+3,61 8,69+5,14
11,58

r 049+0,22 041+022 0,66+020 0,72+0,21 0,65+0,30

A (L)* 1,98+1,62 2,71+1,46 347+270 442+288 3,77 +1,91

A (R 1,40+1,08 155+094 163+1,06 149+0,92 1,71+0,97

MAT; (h) 058+048 0,34+0,26 065+041 066+0,23 0,65+0,28

SDAT; (h) 0,96+0,09 0,11+0,07 0,21+0,09 0,23+0,08 0,23+0,09

MAT. (h) 1,86+1,18 0,93+0,44 427+245 3,76+166 3,65+2.29

SDAT; (h) 0,37+0,20 0,30+0,19 0,74+0,35 0,62+0,21 0,69+ 0,29

AUCos (Mmg.h/L) 49,59 +22,75 49,55+ 46,69 + 50,64 + 33,64 +
26,76 20,02 20,10 16,69

AUCo12(mg.h/L) 60,61+28,59 59,79+ 57,10 + 57,83 + 39,97 +
33,46 25,80 25,65 19,68

CL/F (L.h7) 20,07 + 9,41 20,38+9,22 18,13 + 8,46 17,17 + 18,53 + 9,07

10,46

* valeurs standardisées par 100mg de dose ; a;, b=parametres de la (des) distribution(s)
Gamma ; r = fraction du médicament absorbée selon la premiére phase ; A=coefficient de
distribution dans le compartiment central ; A,=constante de distribution ; MAT;=temps moyen
d’absorption ; SDAT= déviation standard du temps moyen d’absorption ; CL/F=clairance
apparente.

[11.2.4.Discussion sur la modélisation des pharmacocinétiques
individuelles dAMP

Ces travaux ont montré que l'utilisation d’une loi Gamma convenait pour décrire la
phase d’absorption orale de TAMP. Les modéles rapportés dans la littérature décrivaient le
processus d’absorption selon une cinétique d’ordre 0 avec temps de latence (Le Guellec et
al., Clin Pharmacokinet 2004) ou une cinétique d’ordre 1 avec temps de latence (Shum et
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al., Br J Clin Pharmacol 2003), mais le recours a une distribution Gamma semble plus
adapté a la modélisation des processus d’absorption complexes (délai et intensité variables).
Cette loi Gamma avait déja été appliquée pour décrire I'absorption orale de la CsA (Debord
et al, Clin Pharmacokinet 2001). Un modéle mono-compartimental combinant deux
distributions Gamma a été développé pour notre étude et a permis de décrire un deuxiéme
pic de concentration, fréquemment observé avec le MMF, qu'il soit précoce, tardif (rebond
entérohépatique), d’intensité faible ou importante. Méme si ce modéle ne correspond pas
véritablement a une réalité physiologique il a fourni des résultats satisfaisants en terme de
modélisation des cinétiques (a 1 ou 2 pics), d’estimation des AUC et des paramétres PK
chez des patients greffés rénaux sous CsA et sous sirolimus. Certains profils demeuraient
tout de méme difficiles @ modéliser. Les résultats témoignaient d’'une importante variabilité
des parameétres PK quel que soit I'immunosuppresseur associé. Les valeurs de clairance
apparente estimées chez les patients sous sirolimus étaient globalement plus faibles que
celles estimées chez les patients sous CsA ce qui est en accord avec une exposition au
médicament plus importante dans le cas de I'association avec le sirolimus. La tendance a
l'augmentation des valeurs de r (fraction de médicament absorbée selon la phase la plus
rapide) au cours du premier mois post-greffe chez les patients sous CsA (p<0,01) et chez
les patients sous sirolimus (p<0,05) témoignait de I'évolution des profils PK avec le temps,
avec une diminution de I'intensité du deuxiéme pic, lorsqu’il existait.

Les modéles PK développés dans cette étude ont été utilisés pour mettre au point des
estimateurs Bayesiens, selon une approche en deux étapes. Cette étude sera décrite dans

le paragraphe 1V.2.
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lll.3. Analyse pharmacocinétique de population

[11.3.1.But

Les objectifs de I'analyse de population étaient de déterminer les paramétres PK de
population de 'AMP chez des patients greffés rénaux précoces et stables et d’étudier
'influence de facteurs individuels (ou covariables) sur ces parameétres. Le but final était
d’élaborer un modéle de population incluant des covariables explicatives de la variabilité PK
de 'AMP.

[11.3.2.Matériel et Méthodes

[11.3.2.1. Données de population
La population de référence était constituée des données issues de 23 patients inclus
dans I'étude Primocine soit 23 profils complets (11 prélevements) a J7 et 23 profils complets
(10 prélevements) a J30, les 2 profils étant reconnus comme appartenant au méme patient,
et des données issues des 20 patients de Stablocine, soit 20 profils complets (10
prélévements) obtenus plus de 3 mois aprés la greffe. Les profils a J3 de Primocine n’ont
pas été pris en compte, du fait de leur trés grande variabilité et de leur caractere souvent

atypique.

La population de validation, indépendante, était constituée de 19 cinétiques riches
obtenues a J15 (n=5), M1 (n=5), M2 (n=5) et M3 (n=4) post-transplantation. Ces cinétiques
provenaient de 5 patients seulement mais elles ont été prises en compte indépendamment.
Les valeurs des covariables avaient été renseignées pour chaque cinétique et étaient

effectivement différentes pour un méme patient en fonction de la période considérée.

[11.3.2.2. Méthodologie NONMEM
L’analyse des données de population a été réalisée par la méthode statistique de
modélisation non-linéaire a effets mixtes, implémentée dans le programme NONMEM
(NONIlinear Mixed Effect Model, version V ; Boekmann et al., 1992) au moyen de linterface
graphique Visual-NM (Gomeni, 1998).

NONMEM utilise une méthode de population dite “en une étape” qui permet d’estimer
directement les parameétres moyens (et leur variabilité) d’'une population d’individus a partir
des concentrations observées. C’est de plus une méthode dite paramétrique car elle
suppose une distribution normale des variables analysées. Enfin, c’est une méthode a effets
mixtes car le processus d’estimation est basé sur la décomposition de chaque paramétre PK
en une somme de termes appartenant a 2 catégories : les effets fixes (constants dans la
population donnée) et les effets aléatoires (variables d’un patient a 'autre).
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Pour la modélisation initiale, la méthode d’approximation de premier ordre FO (First
Order) a été utilisée. Cette méthode consiste en une linéarisation de premier ordre autour de
la moyenne des paramétres (effets fixes). L'algorithme FOCE (First Order Conditionnal
Estimation) a également été testé sur le modéle initial et sur le modéle final. Dans cette
méthode, la linéarisation (au premier ordre) du modele est effectuée autour des effets
aléatoires (variabilités inter- et intra-individuelles). Cette approximation serait plus précise,
notamment quand les variabilités inter-individuelles sont importantes.

L’analyse de population a été menée classiquement, en plusieurs étapes.

[11.3.2.2.1.Construction du modéle structural
Cette étape consistait a définir un modéle PK et un modéle d’erreur permettant de
décrire le mieux possible I'évolution des concentrations de 'AMP en fonction du temps.
L’élaboration de ce modéle de base ne prenait en compte aucune covariable.

Modéle PK

Des modéles a un ou deux compartiments ont été considérés et différentes
approches ont été envisagées pour décrire I'élimination du médicament. Pour le processus
d’élimination a partir du compartiment central, une cinétique de premier ordre et une
cinétique de type Michaelis-Menten ont été compareées.

Plusieurs approches ont été testées pour décrire le processus d’absorption. Des
modeles classiques d’absorption ont été utilisés : absorption d’ordre 0 avec et sans temps
de latence (sub-routine ADVAN3 TRANS3) et absorption d’'ordre 1 avec et sans temps de
latence (sub-routine ADVAN4 TRANS4). Leur paramétrage a été réalisé a partir de modéles
pré-programmés de la librairie PREDPP (PREDiction for Population Pharmacokinetics)
fournie avec le logiciel. Ces modéles ont été précédemment utilisés pour I'analyse de
population de cinétiques d’AMP obtenues en période stable (ordre 0 ; Le Guellec et al., Clin
Pharmacokinet 2004) ou précoce (ordre 1; Shum et al., Br J Clin Pharmacol 2003). Des
modeles plus complexes, décrivant I'absorption du médicament selon une distribution de
Weibull ou une distribution d’Erlang ont également été testés (ADVAN 5).

Un intérét particulier a été porté sur le développement de modéles PK capables de
modéliser deux pics de concentration. Un modéle d’absorption fractionnée, proposé par Yin
et al. (Clin Pharmacokinet 2003) pour modéliser les profils PK de la ranitidine, médicament
présentant également 2 pics de concentration, appliqué par la suite pour décrire des
cinétiques précoces de CsA (Rousseau et Marquet, Clin Pharmacokinet 2004) a été
programmé. Une représentation schématique de ce modéle est illustrée dans la figure 10. Il
consiste a considérer que la dose de médicament administrée par voie orale est absorbée
en deux fractions distinctes, f; et f, (avec f,=1-f;), décalées dans le temps. L’absorption dans
la circulation générale se fait a partir du méme site pour les deux fractions, c’est-a-dire le
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compartiment digestif, et elle est décrite par une constante d’absorption d’ordre 1 (ka = Kaa).
Ce modéle permet de modéliser aussi bien des profils présentant 2 pics de concentrations
que des profils ne présentant qu’un seul pic (fi tend alors vers 1). Ce modéle a été
programmé en utilisant la subroutine ADVANG (associée a TOLS) qui fait appel aux

équations différentielles pour décrire les transferts entre les différents compartiments.
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Figure 10 : Représentation schématique du modeéle a un compartiment avec absorption
fractionnée. f; et f,=premiére et seconde fractions de dose, ki et kas=constantes de transfert
de premier ordre, ALAG; et ALAG.,=temps de latence, D=compartiment digestif,
kss=constante d’absorption d’ordre 1, VVc=compartiment central, ki=constante d’élimination
de premier ordre a partir du compartiment central.

Des modeéles spécifiques de circulation entéro-hépatique ont également été testés.
Ces modéles considéraient le passage d’'une fraction du médicament dans un compartiment
biliaire et plusieurs approches ont été envisagées pour modéliser le retour de cette fraction
dans la circulation générale. La figure 11 illustre la structure de base de ces modéles entéro-
hépatiques.

Une premiére approche consistait a décrire la vidange biliaire par un modéle
“ON/OFF”. Deux paramétres temporels définissaient respectivement le début et la fin de la
vidange biliaire et régissaient ainsi le retour du médicament vers le compartiment central.
Trois paramétres relatifs au cycle entéro-hépatique devaient étre estimés: la fraction
excrétée dans la bile et les deux paramétres de temps de la vidange. Dans un premier
temps, il a été considéré que la vitesse d’excrétion de la fraction médicamenteuse dans la
bile était identique a celle de I'élimination a partir du compartiment central (kzs=kz). Puis ce
modele a été testé avec une valeur indépendante pour la vitesse d’excrétion de la fraction

médicamenteuse vers la bile (K2s#kzo).
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Dans une seconde approche, le passage du médicament par le compartiment biliaire
était défini en terme de durée par un seul paramétre de temps. La fraction de médicament
excrétée dans la bile résidait dans le compartiment biliaire jusqu'a ce que celui-ci soit
complétement vidangé (au temps t). Le modéle décrivait le retour direct du médicament vers
le compartiment central a une vitesse semblable a celle de son administration initiale avec
ks2=k12. L’élimination de la fraction médicamenteuse vers la bile (kz4) était linéaire et décrite
par la constante ky (Shum et al., Br J Clin Pharmacol 2003). Cette approche a également
été testée en considérant des valeurs de ka4 et ks indépendantes des valeurs de ky et K.

Le troisieme modéle testé consistait a décrire le transfert du médicament de la bile
vers le compartiment central par une fonction sinus. Ce processus a été décrit

précédemment par Wajima et al. (J Pharm Pharmacol, 2002).

B
k23
E k12 +
Dépot > Ve Vp
k32

Figure 11: Représentation de la structure des modeéles de circulation entérohépatique.
ki;=constante d’absorption; ks, ks, ks et ks,=constantes de transferts d'ordre 1;
Vc=compartiment central; Vp=compartiment périphérique; B=compartiment biliaire;
FX=fonction contrélant le transfert du compartiment biliaire vers le compartiment central.

Modéle statistique

La variabilité inter-individuelle a été décrite sur chaque paramétre PK par un modéle
d’erreur exponentiel. Les valeurs des paramétres PK individuels (PJ) étaient ainsi estimées

selon la formule :
1)1' :epop XCXp(T]i)

ou Opep est la valeur moyenne du parameétre P dans la population, n; est la différence entre la
valeur moyenne du parameétre dans la population 6, €t la valeur chez I'individu i, Pi. n est

distribué de fagon gaussienne avec une moyenne égale a 0 et une variance w?. Cette
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variance représente la variabilité inter-individuelle. Les valeurs individuelles des paramétres
P: sont estimées par méthode bayesienne grace a I'option POSTHOC. Cette estimation a
posteriori s’appuie sur les informations provenant de l'individu, sur la valeur moyenne du

paramétre dans la population et sur la variabilité inter-individuelle calculée.

La variabilité inter-occasion (ou intra-individuelle) a été prise en compte pour tous les
modeles testés. L’estimation des deux variabilités (inter-individuelle et inter-occasion) pour
un méme paramétre PK était donnée par la formule :

})ik :epop XeXp(ni +nik)

ou Py est la valeur estimée du paramétre P de I'individu i a 'occasion k et ni I'effet intra-

patient de moyenne 0 et de variance w?”

L’influence de I'erreur aléatoire (ou résiduelle, incluant la variabilité analytique et tous
les écarts non expliqués par le modele PK) sur les observations était décrite par un modéle
mixte combinant une part additive et une part proportionnelle telle que :

Cobs = Cpred + Cpred ><81 +82

ou Cqs représente la concentration observée (concentration vraie), Cyrq représente la
valeur individuelle prédite par le modele et &, & sont respectivement les parts
proportionnelle et additive de l'erreur résiduelle. ¢ se distribue de fagon normale avec une

moyenne égale a 0 et une variance ¢°.
Choix du modéle structural
La sélection du modéle structural a été faite sur deux types de critéres :

- un critére statistique englobant la valeur de la fonction objective témoignant
de la qualité de l'ajustement entre les données observées et prédites, les
valeurs d’erreur standard sur les paramétres estimés et I'importance de la
variabilité résiduelle ;

- un critere graphique par représentation des concentrations observées (DV)
en fonction des concentrations prédites par le modéle (PRED) et en fonction
des concentrations individuelles prédites par estimation bayesienne
(IPRED), et de la distribution des résidus pondérés (WRES) en fonction du
temps de prélevement.

[11.3.2.2.2.Analyse de l'influence des covariables sur les paramétres

pharmacocinétiques
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Cette étape consistait a déterminer les covariables dont les valeurs influencaient
significativement les paramétres PK et a définir le type de relation entre les parameétres et

ces covariables.
Test individuel des covariables : analyse univariée

L’influence de I'dge, du sexe, du poids, de la surface corporelle, de la créatininémie,
de la clairance de la créatinine, de la dose de CsA, de I'exposition a la CsA (AUC, C, et C,),
de la dose quotidienne de corticoides, de I'AUC,..» ’AMPG, des concentrations dAMPG
mesurées aux différents horaires de prélévement, du rapport métabolique (AMPG/AMP) et
du délai post-transplantation a été testée individuellement sur les paramétres d’absorption,
sur le volume apparent de distribution (V/F) et sur la clairance apparente (CL/F).

La surface corporelle a été calculée par la formule de Dubois et Dubois ; la clairance
de la créatinine a été estimée par la formule de Cockroft et Gault (Ajayi, Eur J Clin
Pharmacol 1991). Le rapport métabolique a été calculé sur la base des AUC exprimées en
pmol.h/L (AUCo.12 AMPG/AUC,... AMP) et sur la base des concentrations (en pmol/L)
mesurées a chaque horaire i de prélévement (C; AMPG/C; AMP). Différentes approches ont
été considérées pour étudier I'influence du délai post-greffe : (i) une approche quantitative
pour laquelle le délai était exprimé de fagon continue, en jours post-transplantation
(covariable “délai”), (ii) une approche qualitative ou “catégorisée” en considérant un délai
inférieur (codé 0) ou supérieur (codé 1) a 3 mois (covariable “période”) et (iii) une approche
mixte exprimant le temps écoulé depuis la greffe par une variable continue durant les 85
premiers jours et par une valeur fixe au-dela (covariable “délai mixte”). Le tableau 16

rapporte les valeurs des principales covariables étudiées.
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Tableau 16 : Valeurs des covariables observées dans la population de référence

Covariable Valeur moyenne (+SD) Intervalle
Age (années) 43,7 +13,5 22-71
Poids (kg) 63,8+ 13,7 39,5 - 130
Surface corporelle (m?) 1,7+0,2 1,4-25
Créatininémie (uM) 163,9 + 125,5 65-718
Clairance de la créatinine (mL/min) 54,0+ 22,3 10,1 -121,6
Dose de CsA par prise (mg) 188,1 £ 69,9 75 - 400
AUC,.1, CsA (mg.h/L) 55+1,4 2,7-85
Dose quotidienne de corticoides (mg) 21,1+18,0 0-70
AUCo.1, AMPG (mg.h/L) 14701 + 1172,1 297,8 - 7173,8
Rapport AUC,... AMPG/AUC,... AMP 33,6 +34,8 19,4 — 217 ,4

L’effet d’'une covariable sur un parameétre a été évalué en comparant la fonction
objective obtenue avec le modéle intégrant la covariable et celle obtenue avec le modéle de
référence (sans covariable). Si on fait 'hypothése que la distribution des paramétres est
gaussienne (ce qui constitue I'hypothése de base de NONMEM), la différence entre les deux
modéles suit une distribution x? avec un nombre de degré de liberté égal a la différence du
nombre de paramétres entre les 2 modeles (soit 1 lorsqu’'une seule covariable est ajoutée).
L'effet d’'une covariable a été considéré comme significatif lorsque la diminution de la
fonction objective était d’au moins 6,64 unités (p<0,01 ; ddI=1) par rapport au modéle de

référence.

Elaboration du modéle de covariables : analyse multivariée

Toutes les covariables significatives en analyse univariée ont été intégrées
simultanément dans un modéle dit intermédiaire. Ces covariables ont été combinées de
facon a obtenir le meilleur ajustement des données, c’est-a-dire la fonction objective la plus
basse.

Compte tenu du grand nombre de covariables étudiées, I'analyse multivariée a été
réalisée en 2 temps. Dans une premiére étape, la dépendance des covariables a été étudiée
parameétre par paramétre. Les équations ainsi obtenues ont été, dans un deuxiéme temps,

introduites simultanément dans un modéle intermédiaire.
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Elaboration du modéle final

Cette étape consiste a confirmer la pertinence de chaque covariable par délétion
indépendante a partir du modéle intermédiaire. Une augmentation de la fonction objective
d’au moins 10,9 unités (p<0,001 ; ddI=1) témoigne de la significativité de la covariable, qui
est alors conservée dans le modéle final. Si la variation de la fonction objective ne répondait
pas a ce critére, la relation entre la covariable et le parameétre PK n’était pas prise en compte

dans le modéle final.

Le modéle final retenu incluait toutes les covariables significatives contribuant a
'amélioration de la qualité de I'ajustement des données.

[11.3.2.2.3.Validation du modele final
L’option POSTHOC a permis, a partir du modéle de population précédemment étabili,
d’estimer les valeurs des concentrations et des paramétres PK individuels dans le groupe de
validation, par méthode bayesienne. La performance du modéle final dans ce groupe a été
évaluée par comparaison entre les valeurs de concentrations observées et estimées et entre
les AUC trapézes et les AUC estimées par méthode bayesienne, au moyen du calcul du
biais, de la précision et du coefficient de corrélation de régression linéaire.

[11.3.3.Résultats

[11.3.3.1. Modéle de base
La base de données comprenait 682 valeurs de concentrations d’AMP, provenant de
43 patients.

Des modeles PK a deux compartiments ont été initialement choisis, sauf pour le
modeéle PK décrivant une absorption fractionnée, qui n’incluait qu’un seul compartiment car
aucune amélioration significative n’était obtenue avec deux compartiments. La description
du processus d’élimination selon une cinétique non-linéaire de type Michaelis-Menten n’a
apporté aucune amélioration en terme d’ajustement aux données expérimentales et une

élimination d’ordre 1 a donc été utilisée pour tous les modéles testés.

Les trois modéles de circulation entéro-hépatique n'ont pas permis de modéliser avec

succes les profils PK de 'AMP du groupe de référence (modéles “not successful”).

Les résultats obtenus avec les différents modéles d’absorption testés sont résumés
dans le tableau 17.

Tableau 17 : Comparaison des différents modéles de base testés pour modéliser la PK de
FAMP.

Variabilité résiduelle

Part Part additive

Modeéle testé Fonction 3
proportionnelle

objective
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Absorption d’ordre 0 1490 35,9 % 0,53 mg/L
Absorption d’ordre 0 avec 1485 34.4 % 0,52 mg/L
temps de latence
Absorption d’ordre 1 1469 30,2% 0,55 mg/L
Absorption d’ordre 1 avec 1404 19,3 % 0,59 mg/L
temps de latence
Distribution d’Erlang
_ o “not successful ” - -
(3 compartiments en série)
Distribution de Weibull “ not successful ” - -
Absorption fractionnée 1320 18,7 % 0,55 mg/L

Le modéle d’absorption d’ordre 1 avec temps de latence donnait de meilleurs

résultats que le modéle d’absorption d’ordre 0 avec ou sans temps de latence en terme de

variabilité résiduelle et de fonction objective. Ce modéle de base correspond a celui que

Shum et al. (Br J Clin Pharmacol 2003) avaient finalement retenu pour I'analyse de PK de

population de 'AMP en période post-greffe précoce tout en le considérant peu performant.

Les résultats sur les parameétres estimés dans la présente population sont présentés dans le

tableau 18. Les variabilités inter-occasion n’ont pas été estimées pour la clairance inter-

compartimentale, le volume périphérique et le temps de latence car cela n’apportait aucune

amélioration au modéle.
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Tableau 18 : Paramétres moyens de population, variabilités inter-individuelle et inter-
occasion estimés avec un modéle a 2 compartiments avec absorption d’'ordre 1 et temps de
latence.

\ Erreur standard de la Variabilité inter- Variabilité inter-
Paramétres Moyenne

moyenne individuelle % occasion %
ka (h™) 0,92 0,08 445 % 41,7%
Q (L/h) 22,70 6,86 105,4 % NE
Vc/F (L) 11,20 2,80 154,3% 50,7%
Vp/F (L) 333 122 88,7% NE
CL/F (L/h) 31,2 574 52% 32,6%
ALAG (h) 0,26 0,02 33% NE

ka = constante d’absorption; Q = clairance inter-compartimentale ; Vc et Vp = volumes
apparents de distribution respectivement dans le compartiment central et périphérique ; CL =
clairance apparente et ALAG = temps de latence.

NE =non estimé

La description du processus d’absorption par les distributions d’Erlang et de Weibull
n’a pas fourni de résultats satisfaisants avec I'ensemble des données étudiées. Il est a noter
que la loi de Weibull n’avait pas été retenue par Shum et al. (Br J Clin Pharmacol 2003) pour
modéliser I'absorption de 'AMP car elle n'apportait aucune amélioration significative par
rapport a un processus d’ordre 1 avec temps de latence. Tous ces modeles ne permettaient

de décrire qu’un seul pic de concentration.

Le meilleur ajustement aux données expérimentales (fonction objective la plus
basse) et la variabilité résiduelle la plus faible ont été obtenus avec le modéle décrivant une
absorption fractionnée, qui était en mesure de décrire des profils PK présentant 2 pics de
concentration.

L’un des objectifs de ce travail étant d’étudier les facteurs responsables de cinétiques
complexes, avec des pics secondaires, observés pendant les premiéres semaines suivant la
transplantation, le modéle d’absorption fractionnée a donc été utilisé comme modéle
structural pour I'analyse de population des données PK de 'AMP. Les figures 12A et 12B
illustrent l'ajustement des concentrations prédites par le modele (PRED) et des
concentrations individuelles prédites par estimation bayesienne (IPRED) par rapport aux

concentrations observées (DV).

Le graphique représentant les DV en fonction des PRED montre que le modéle ne
peut estimer correctement les concentrations supérieures a 13 mg/L. Les IPRED sont
significativement corrélées aux DV (r?=0,960) avec un faible biais (la pente de la droite de
régression est statistiquement non différente de 1 et son ordonnée a l'origine est proche de
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0). L’analyse des résidus pondérés (WRES) en fonction du temps (figure 12C) montre une
répartition homogéne des WRES de part et d’autre de I'axe des abscisses (WRES=0). La
variabilité résiduelle obtenue combine une erreur proportionnelle et une erreur additive
estimées respectivement a 18,7% et 0,55 mg/L. La valeur de la part proportionnelle est
satisfaisante et celle de la part additive est un peu élevée par rapport a la limite de
quantification de la méthode utilisée pour la mesure des concentrations d’AMP (0,1 mg/L).
Le modeéle PK comprend 8 paramétres: ki; et ks, les constantes de transfert des 2 fractions
meédicamenteuses vers le compartiment intestinal ; ALAG, et ALAG;, les temps de latence
des fractions f; et f,; CL/F, la clairance apparente ; Vc/F le volume apparent de distribution
dans le compartiment central ; k4, la constante d’absorption dans le compartiment central et
fi, la premiére fraction de dose. Les variabilités inter-occasion n'‘ont pas été prises en
compte pour ALAG,, ALAG,, Vc/F et ks car elles n'apportaient aucune amélioration du
modeéle. En revanche elles ont été introduites sur ki3, ka3, CL/F et f1. La prise en compte de la
covariabilité entre les n correspondants aux parameétres ki; et Vc (en utilisant la matrice
compléte de variance-covariance avec I'option OMEGA BLOCK) a permis d’améliorer le

modéle.
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Figure 12: Performances du modéle structural de base “absorption fractionnée”.
Concentrations observées en fonction des concentrations prédites par le modéle de
population (A) et des concentrations individuelles estimées par méthode bayesienne (B). Les
droites en pointillés sont les droites unités et les droites en trait plein sont les droites de

régression. Résidus pondérés en fonction du temps (C).
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Le tableau 19 présente les moyennes et les variabilités inter-individuelles et inter-
occasion des parameétres du modeéle, estimées dans la population étudiée.

Tableau 19: Valeurs moyennes, variabilités inter-individuelles et inter-occasion des
paramétres PK de 'AMP estimées dans la population de référence avec le modéle de base
“absorption fractionnée”.

Erreur Variabilité Variabilité inter-

Paramétres Moyenne  standard de inter- occasion %

la moyenne individuelle % °
ks (h™) 1,71 0,36 41,2 37,4

k2s (h™) 0,10 0,01 55,9 -

ALAG; (h) 0,13 0,05 - NE*
ALAG: (h) 0,23 0,14 622,1 NE
CL/F (L/h) 26,90 4,41 43,6 27,2
Vc/F (L) 3,10 2,29 148,7 NE
ks (™) 3,78 2,12 82,5 NE
fi 0,34 0,05 44,3 291

*NE : non estimé

Ces résultats montrent une importante variabilité inter-individuelle des paramétres
PK. Les variabilités inter-individuelles sur ALAG, et ALAG:; et la variabilité inter-occasion sur

k23 n’ont pu étre correctement estimées avec ce modeéle de base.

A titre de comparaison, l'analyse a été réalisée en paralléle avec le modéle de
population basé sur un modéle structural simple a 2 compartiments avec temps de latence,
absorption et élimination d’ordre 1 (tableau 18).

[11.3.3.2. Etude de l'influence des covariables avec le modéle basé sur une
absorption fractionnée

[11.3.3.2.1.Analyse univariée
L’analyse individuelle des covariables sur les parameétres PK du modéle “absorption
fractionnée” a montré un effet significatif pour de nombreuses covariables. Les résultats sont
présentés pour chaque paramétre PK dans le tableau 20.

Tableau 20: Covariables significatives sur les paramétres PK du modéle de base

“absorption fractionnée” a l'issue de I'analyse univariée.

Paramétre PK Covariable 5 (p<0,01)
k1s Période 46,5
Délai 50,9
Délai mixte 50,9
Age 9,3
Dose CsA 15
k23 Surface corporelle 7
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fq Période 7,8

Age 10
Dose CsA 16
1/créatininémie 19,4
ALAG, Sexe 10,9
K3a Période 46,2
Délai 56,4
Délai mixte 59,4
Age 10,5
1/créatininémie 22,6
Vc/F Sexe 26,4
Dose CsA 42,9
AUC CsA 49
Co CsA 48,2
C,CsA 53,9
Dose de corticoides 44,3
Créatininémie 13,7
Clairance de la créatinine 15,6
Rapport métabolique AUC 85,2
Rapport métabolique Czomin 141
Rapport métabolique Cin 143
CL/F Poids 10,4
Dose de corticoides 11,7
Créatininémie 13,4

8= différence entre la fonction objective du modele de référence et la fonction
objective du modele intégrant la covariable
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111.3.3.2.2.Analyse multivariée

Dans un premier temps, chaque parameétre a été considéré indépendamment.
Lorsque plusieurs covariables présentaient un effet significatif sur un parameétre, celles-ci
étaient intégrées dans un modéle indépendant pour chaque paramétre. La pertinence de
chaque covariable sur le paramétre considérée était évaluée par délétion indépendante. La
combinaison de covariables qui procurait le meilleur ajustement (fonction objective la plus
basse) était sélectionnée pour la construction du modeéle intermédiaire. Le tableau 21
présente les covariables significatives déterminées par l'analyse multivariée réalisée
individuellement sur chaque paramétre PK. L’étude de l'influence du délai post-greffe a mis
en évidence des résultats comparables entre les différentes approches considérées
(continue, catégorisée ou mixte). C'est 'approche catégorisée (délai inférieur ou supérieur a
85 jours) qui a finalement été retenue.

Dans un deuxiéme temps, tous les parameétres étaient considérés ensemble et les
covariables sélectionnées dans I'étape précédente étaient intégrées simultanément dans un

nouveau modele intermédiaire.

Tableau 21 : Combinaisons significatives de covariables sur chaque paramétre du modeéle
“absorption fractionnée”

Paramétre PK Covariable 3 (p<0,01)
kis Période 57
Dose ciclosporine
Kzs Surface corporelle 7
fy 1/créatininémie 19,4
ALAG; Sexe 10,9
Ksa Période 82,2
1/créatininémie
Vc/F Dose de corticoides 99,2
Rapport métabolique AUC
CL/F Poids 11,5

Créatininémie
6= différence entre la fonction objective du modéle de référence et la fonction
objective du modéle intégrant les covariables combinées

A lissue de la deuxiéme étape, trois covariables se sont révélées significatives et ont
été sélectionnées. L’introduction dans le modéle de la covariable “période” (PER) sur la
constante d’absorption kis, du “rapport métabolique des AUC” (MTBauc) sur le volume
apparent de distribution (Vc/F) et du “poids” (PDS) sur la clairance apparente (CL/F)
aboutissait a une fonction objective significativement diminuée de (156,8 unités) par rapport

au modeéle initial sans covariable.

Le rapport métabolique (AUCo..2 AMPG/AUC,1; AMP) étant un indice difficile a
obtenir en pratique clinique, nous avons étudié, en paralléle, le rapport des concentrations
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AMPG/AMP obtenu a 1h suivant I'administration du MMF, rapport le plus significatif aprés le
rapport des AUC au vu de la diminution de la fonction objective.

[11.3.3.3. Modéle final “absorption fractionnée”

Dans le modeéle final, ks, Vc/F et CL/F étaient décrits selon les équations suivantes :
K13 =01+ 062 x PER
Vc/F = 6 x MTBauc
CL/F =06 x PDS

Les paramétres et les variabilités inter-individuelle et inter-occasion estimés dans la

population de référence au moyen du modeéle final sont présentés dans le tableau 22.

La part additive et la part proportionnelle exprimant I'erreur résiduelle étaient
respectivement de 21,2% et 0,47 mg/L, c’est-a-dire trés proches de l'erreur résiduelle
estimée par le modéle initial. Les paramétres du modele (effets fixes) étaient estimés avec
une précision acceptable a I'exception du coefficient de proportinnalité de la période (6.)
pour Kis. Les variabilités inter-individuelles estimées sur le coefficient d’absorption ki3 et sur
le volume de distribution dans le compartiment central étaient abaissées par rapport aux
valeurs obtenues avec le modéle de base n’incluant aucune covariable : de 41,2 a 18,1%
pour ki3 et de 148,7 a 57,8% pour Vc/F. La période et le ratio métabolique semblent donc
expliquer une part de la variabilité inter-individuelle sur ces parameétres. En revanche, la
variabilité inter-individuelle sur CL/F n’était pas plus faible aprés introduction du poids dans

le modeéle final.
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Tableau 22: Valeurs moyennes, variabilités

inter-individuelle et

inter-occasion des

paramétres PK de 'AMP estimées dans la population de référence avec le modéle final

incluant des covariables.

Moyenne (+ erreur

Variabilité inter-
individuelle

Variabilité

inter-occasion

Paramétres s
standard a la moyenne) ®? (SE?) ®? (SE?)
kis (h™) : 0:4+0.xPER 0= 2,99 (+0,81) 18,1 % 79,4 %
0,03 (0,3) 0,63 (0,44)
02= 9,1 (16,8)
Kas (h™) : 63 0= 0,07 (+0,01) 84,3 %
0,711 (0,671) 0,5 (fixé)
ALAG; (h) : 04 04 = 0,14 (+0,03) NE*
0,25 (fixé)
ALAG:; (h) : 65 0s= 1,42 (+0,13) NE
0,5 (fixé)
CL/F (L/h) : 6exPDS 06= 0,48 (+0,08) 47,3 % 28,1 %
0,224 (0,137) 0,079 (0,042)
VclF (L) : 67xMTBauc 0,= 1,17 (£0,17) 57,8 % NE
0,334 (0,035)
Kss (h'1) : Os 0s= 6,5 (i1,6) 83,8 % NE
0,7 (0,9)
fi:09 0o= 0,48 (i0,04) 29,6 % 15,4 %
0,088 (0,052) 0,02 (0,03)

* NE = non estimée

La performance du modéle final en terme d’ajustement aux données expérimentales
est représentée dans la figure 13. Le graphique (figure 13A) représentant les DV en fonction
des PRED montre que lintroduction des covariables a permis d’élargir l'intervalle des
concentrations estimées par le modéle par rapport au modéle de base qui ne parvenait pas
a estimer les valeurs de concentrations supérieures a 13 mg/L. Le modéle final tendait tout
de méme a sous-estimer les concentrations supérieures a 15 mg/L, mais celles-ci
constituent une faible proportion de I'ensemble des données (environ 4%). L’analyse de
régression a montré une relation linéaire entre les DV et les IPRED (la pente de la droite de
régression était statistiquement non différente de 1 et 'ordonnée a l'origine était trés proche
de 0) avec un coefficient de détermination r?=0,958 (figure 13B). Enfin les résidus pondérés
étaient répartis de fagon homogéne autour de I'erreur résiduelle pondérée nulle et 95% des

valeurs étaient comprises dans l'intervalle (-2 ;+2) (figure 13C).
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Figure 13 : Performances du modéle final incluant les covariables. Concentrations
observées en fonction des concentrations prédites par le modéle final de population (A) et
des concentrations individuelles estimées par méthode bayesienne (B). Les droites en
pointillés sont les droites unités et les droites en trait plein sont les droites de régression.
Résidus pondérés en fonction du temps (C).
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La modélisation avec l'algorithme FOCE n’a pas abouti a ce jour. Il est a souligner
que cette méthode est difficile a mettre en ceuvre avec ce modéle, compte tenu de temps de

calcul extrémement longs (plusieurs semaines).

Lorsque le rapport métabolique des concentrations dAMPG et ’AMP mesurées a 1h
était introduit dans le modéle a la place du rapport métabolique sur les AUC, la fonction
objective était diminuée de 40 unités par rapport a celle du modeéle final mais la variabilité
sur ki3 semblait mal estimée (trés augmentée par rapport au modéle initial sans covariable :
99% contre 41%) et celle sur Vc/F restait supérieure a celle estimée par le modeéle final
(74% contre 58%). De plus, la précision de I'estimation des ces deux variabilités était

mauvaise (rapport de I'écart-type sur la valeur estimée supérieur a un).

[11.3.3.4. Validation du modele final “absorption fractionnée”
Les valeurs des concentrations et des paramétres PK individuels ont été estimées
par méthode bayesienne chez les patients du groupe de validation en utilisant comme
information a priori le modéle final.

Les profils PK reconstitués a partir des concentrations individuelles prédites par
estimation bayesienne (option POSTHOC) témoignent de la performance du modéle.
Globalement, les courbes simulées étaient correctement ajustées aux concentrations
observées. Le modéle permettait de décrire des profils présentant indifféremment un ou
deux pics de concentration, mais il semblait mieux convenir lorsque le deuxieme pic était
précoce. Des exemples sont présentés dans la figure 14. Par rapport au modéle de base,
l'introduction des covariables permettait une meilleure modélisation des profils présentant
des doubles pics de concentration.
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Figure 14 : Courbes des concentrations individuelles d’AMP en fonction du temps estimées
par méthode bayesienne chez 3 patients du groupe de validation. Les points correspondent
aux valeurs de concentrations observées (DV) et les courbes correspondent aux
concentrations estimées par méthodes bayesienne (IPRED) avec le modéle initial sans

covariable (pointillés) et avec le modéle final (trait plein).
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Les AUC estimées par méthode bayesienne étaient bien corrélées avec les AUC
trapézes (r*=0,939, p<0,0001). Les AUC étaient estimées avec précision (RMSE = 8,2%)
avec un biais moyen non significatif de +2,63% (-13,83% a +19,75%).

Les mémes profils ont été étudiés avec le modéle incluant le rapport métabolique des
concentrations dAMPG et d’AMP mesurées a 1h post-administration du MMF avec un biais
non significatif de +1,24% et une RMSE de 7,5%. La modélisation des profils présentant
deux pics de concentration était globalement moins satisfaisante qu’avec le modéle final
incluant le rapport métabolique des AUC. Aucun des profils n’était mieux décrit avec le
modéle incluant le rapport C1(AMPG)/C1(AMP). La figure 15 montre deux situations

extrémes.

AMP (mgiL)
@
AMP (mg/L)

Temps (h) Temps (h)

Figure 15 : Courbes des concentrations individuelles d’AMP en fonction du temps, estimées
par méthode bayesienne chez 2 patients du groupe de validation. Les points correspondent
aux valeurs de concentrations observées (DV) et les courbes correspondent aux
concentrations estimées par méthodes bayesienne (IPRED) avec le modéle final (pointillés)
et avec le modéle incluant le rapport métabolique des concentrations mesurées a C1h (trait
plein).

[11.3.4.Discussion sur le modéle de pharmacocinétique de

population
Un modele de population basé sur un modéle structural a un compartiment avec
absorption séquentielle en deux fractions (et temps de latence) et élimination linéaire a été
développé. Ce modéle a montré linfluence de la période post-transplantation sur
I'absorption, du poids sur la clairance et du rapport métabolique (AUC AMPG/AUC AMP) sur
le volume de distribution.

Ce modéle structural avait été précédemment présenté pour modéliser les profils PK
de la ranitidine présentant deux pics de concentration (Yin et al., Clin Pharmacokinet 2003).
Les modéles PK avec absorption d’ordre 1 avec temps de latence et avec absorption d’ordre
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0 rapportés respectivement par Shum et al. (Br J Clin Pharmacol 2003) et Le Guellec et al.
(Clin Pharmacokinet 2004) pour la modélisation de 'AMP ont été testés mais ils se sont
révélés moins performants que le modéle a absorption fractionnée, du fait de la complexité
des profils PK de 'AMP observés dans notre population, notamment dans la période
précoce suivant la greffe. Les modéles décrivant I'absorption de 'AMP selon une distribution
de Weibull ou d’Erlang et les modéles de circulation entéro-hépatiques testés n’ont pas
fourni de résultats satisfaisants. Un modéle avec absorption décrite selon une loi de Weibull
et un modeéle de circulation entéro-hépatique avaient également été testés par Shum et al.
(Br J Clin Pharmacol 2003) pour modéliser la PK de I'AMP chez des patients greffés
précoces et n’avaient pas été retenus car n'amélioraient pas significativement les résultats

par rapport au modéle avec absorption d’ordre 1 avec temps de latence.

Dans notre étude, la composante additive du modéle d’erreur résiduelle était un peu
élevée (0,47 mg/L) par rapport a la limite de quantification de la méthode analytique utilisée
pour le dosage de 'AMP mais elle restait inférieure a celles rapportées par Le Guellec et al.
(Clin Pharmacokinet 2004) dans une population de transplantés rénaux stables dont certains
figurent dans notre base de données (2,04 mg/L) et par Shum et al. (Br J Clin Pharmacol
2003) dans une population de transplantés rénaux précoces (0,75 mg/L). Ces derniers

décrivaient en plus une erreur résiduelle proportionnelle de 35%.

Les relations entre la constante d’absorption ki; et le délai post-greffe, entre la
clairance apparente et le poids du patient et entre le volume de distribution apparent du
compartiment central et le rapport métabolique (AUC AMPG/AUC AMP) ont été prises en
compte dans le modéle final. L’influence du délai post-greffe est en accord avec une
évolution de la PK de 'AMP au cours du temps (Shaw et al., Ther Drug Monit 1995 ; Pirsch
et Sollinger, Ther Drug Monit 1996 ; Bullingham et al.,, Clin Pharmacokinet 1998),
laugmentation de I'exposition a 'AMP entre la phase précoce et la phase tardive étant
attribuée a plusieurs facteurs tels que I'amélioration de la fonction rénale, associée a une
diminution de la fraction libre dAMP (Shaw et al., Ther Drug Monit 1995), et la diminution
des doses des traitements concomitants, notamment de la CsA (Smak Gregoor et al.,
Transplantation 1999) et des corticostéroides (Cattaneo et al., Kidney Int 2002),
interagissant sur la PK de 'AMP. Ces effets sont donc vraisemblablement pris en compte ici
dans l'effet période, ce qui pourrait contribuer a expliquer qu’aucune relation significative
entre la PK de 'AMP et les doses de CsA, les doses de corticostéroides et les marqueurs de
la fonction rénale (créatinine sérique, clairance de la créatinine) n’ait été retenue dans le
modéle final. La relation entre le poids et la clairance apparente de 'AMP, décrite de fagon
similaire (CL/F=6xpoids), a déja été rapportée dans I'étude de PK de population de Le
Guellec et al. (Clin Pharmacokinet 2004) portant sur des patients stables. En revanche, cette

relation n’était pas significative dans I'étude réalisée par Shum et al. (Br J Clin Pharmacol
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2003) sur des patients greffés précoces, mais les valeurs de poids n’étaient disponibles que
pour 10 patients sur 22. Enfin, cette étude a mis en évidence une relation significative entre
le volume de distribution du compartiment central et le rapport métabolique. La prise en
compte de ce rapport métabolique semble pertinent car il dépend de plusieurs phénomeénes,
variables d'un individu a lautre : (i) I'activité métabolique, liée a la fois au génotype des
enzymes de glucuro-conjugaison, a I'état physiopathologique et a I'influence de substances
inductrices et inhibitrices - en particulier, les corticoides (inducteurs des enzymes
responsables de la glucuro-conjugaison) peuvent largement modifier cette activité
métabolique (Cattaneo et al., Kidney Int 2002); (ii) le transport actif de 'AMPG des
hépatocytes vers la bile, peut-étre par la P-gp mais plus probablement par MRP2, qui est
probablement inhibé par 'administration concomitante de CsA (van Gelder, Ther Drug Monit
2001); (iii) la déconjugaison de I'AMPG au niveau de la flore intestinale, sous la
dépendance de la nature et de I'activité de cette flore ; (iv) la fonction rénale qui, si elle est
altérée, induit une augmentation des concentrations d’AMPG pouvant faire varier I'équilibre
fraction libre/fraction liée d’AMP (Meier-Kriesche HU et al., Ther Drug Monit 2000). Comme
cela a été suggéré pour l'effet période, cette covariable “rapport métabolique” pourrait donc
englober les facteurs liés a la fonction rénale et aux traitements concomitants connus pour
influencer la PK de TAMP.

A titre de comparaison, nous avons appliqué a notre fichier de données le modéle bi-
compartimental incluant une absorption d’ordre 1 avec temps de latence préconisé par
Shum et al. (Br J Clin Pharmacol 2003). L’analyse des covariables significatives a montré
que lintroduction de la période, du poids et du rapport métabolique résultait en un
abaissement de la fonction objective de 230 unités. Les résultats ainsi obtenus sont
rapportés dans le tableau 23. Cette étude croisée a montré la pertinence de ces covariables
pour la description de la PK de 'AMP.
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Tableau 23 : Valeurs moyennes, variabilités inter-individuelle et inter-occasion des
paramétres PK de 'AMP estimées dans la population de référence en utilisant un modéle
structural incluant une absorption d’ordre 1 avec temps de latence

Variabilité inter- Variabilité
Parametres Moyenne (+ erreur individuelle inter-occasion
standard a la moyenne) @? (SE?) @ (SE?)
K. (h) : 64+6:xPER 0,= 0,71 (£0,12) 39,7 % 55,3 %
0,16(0,10) 0,306 (0,160)
0,= 9,08 (+6,81)
Q (L/h) : 63 0s= 28,80 (+5,08) 72,2 % NE*
0,52 (0,25)
Vc/F (L) : 64 xMTBauc 04 =0,52 (£0,12) 107,2 83,5 %
1,150 (0,466) 0,697 (0,375)
Vp/F (L) : 65 05= 436 (£176) NE NE
CL/F (L/h) : 6exPDS 06= 0,48 (+0,05) 36,6 % 28,3 %
0,134 (0,050) 0,080 (0,042)
ALAG (h) : 6; 6,= 0,29 (+0,01) NE NE

*NE =non estimé

Les deux modéles structuraux (basés soit sur une absorption d’ordre 1 avec temps
de latence, soit sur une absorption fractionnée) conduisaient a des résultats cohérents pour
analyse des covariables. Le modéle le plus simple (absorption d’ordre 1) était caractérisé
par une meilleure précision de l'estimation du paramétre d’absorption. En revanche, les
variabilités résiduelles étaient du méme ordre de grandeur et I'estimation des variabilités
inter-individuelle et inter-occasion posait probléme avec les deux modéles. Les deux
approches conduisaient donc: (i) a des résultats concordants ; (i) a deux modéles de
population pas totalement satisfaisants. Le principe de parcimonie plaidait en faveur du
modéle le plus simple (modéle structural basé sur une absorption d’ordre 1). Toutefois
'estimation bayesienne des PK individuelles observées dans un groupe indépendant de
patients (groupe de validation) utilisant comme information a priori ces deux modéles de
population, a montré une nette supériorité du modéle basé sur une absorption fractionnée.
Le modeéle avec absorption d'ordre 1 était incapable de décrire les profils complexes
observés principalement en période post-greffe précoce (figure 16). En revanche, le modéle
basé sur une absorption fractionnée permettait de décrire de fagon satisfaisante les profils
PK observés, qu’ils présentent un ou deux pics de concentrations. Il semblait toutefois mieux
adapté a la modélisation d’'un deuxiéme pic précoce, plutdt qu’a un rebond entéro-hépatique
plus tardif. Ceci peut se justifier par le fait que ce modéle structural constitue un modéle
physiologique d’absorption séquentielle et non de cycle entérohépatique.
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La présente étude de population a confirmé la difficulté a modéliser la PK de 'AMP
dans la période précoce suivant la greffe (Shum et al., Br J Clin Pharmacol 2003). Dans la
période stable, les profils pharmacocinétiques présentent une allure plus classique,
caractérisée par un pic principal de concentration avec un maximum dans les quatre
premiéres heures et éventuellement un pic secondaire caractéristique d’'un rebond entéro-
hépatique. Au contraire, pendant le premier mois post-greffe, des profils complexes avec
deux pics de concentration, pouvant étre d’intensité comparable, ont été observés. La base
de donnée analysée ici incluait tous ces types de profils. L’étude des concentrations prédites
par chacun des deux modéles comparés ici, montre que le modéle structural basé sur une
absorption d’ordre 1 est adapté a la seule description des profils classiques (figure 16) et
c'est trés certainement la présence, dans la base de données, de nombreux profils
« classiques », recueillis en période stable, qui a contribué a améliorer les performances de
ce modele avec absorption d’ordre 1.

L’analyse des covariables a montré une relation significative entre le poids et la
clairance apparente de I'AMP ; cette relation avait déja été rapportée dans la littérature (Le
Guellec et al., Clin Pharmacokinet 2004). De plus, cette étude a permis de mettre en
évidence l'influence de la période post-greffe et du rapport métabolique comme covariables
explicatives. L’effet période était montré sans ambiguité avec le modéle structural décrivant
une absorption d’ordre 1, mais de fagon moins nette avec le modéle structural incluant une
absorption fractionnée (a cause de Iimprécision de [Iestimation du parameétre de
proportionnalité). Essentiellement deux arguments nous ont conduit & conserver I'effet
période : sa délétion du modéle intermédiaire (i) entrainait une augmentation de la fonction
objective de 22 points ; (ii) dégradait significativement la relation concentrations prédites —

concentrations observées.

Le calcul du rapport métabolique comme rapport de TAUC d’AMPG sur TAUC d’AMP
semble difficile dans la pratique clinique. C’est pourquoi le rapport métabolique des
concentrations d’AMPG et dAMP mesurées a 1h a été étudié comme témoin indirect
(“surrogate marker”), mais le modéle incluant cette covariable reste a perfectionner. D’autres
covariables restent a explorer. Une recherche systématique des facteurs potentiellement
responsables de la variabilit¢ de ce rapport métabolique (facteurs génétiques,
physiopathologiques, etc.) doit maintenant étre réalisée. L'intérét de ces paramétres serait
d’étre caractéristiques d’un patient et constants dans le temps. D’autres facteurs tels que les
traitements concomitants (CsA, corticostéroides), la fonction rénale, I'age, le sexe, la surface
corporelle n'ont, en revanche, pas été retenus pour expliquer la variabilit¢ de la PK de
TAMP.

Les limites de l'analyse de population effectuée ici tiennent a I'effectif relativement

réduit de patients inclus et incluables dans une telle étude. Cette analyse, qui doit encore
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étre considérée comme préliminaire, a tout de méme fourni des informations intéressantes
sur la PK de 'AMP.
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Figure 16 : Exemples de courbes des concentrations individuelles dAMP en fonction du
temps, estimées par méthode bayesienne chez des patients du groupe de validation. Les
points correspondent aux valeurs de concentrations observées (DV). Les courbes
correspondent aux concentrations estimées par méthodes bayesienne (IPRED) avec les
modeéles de population basés soit sur un modéle structural avec absorption fractionnée

(pointillés), soit sur un modéle structural avec absorption d’ordre 1 (trait plein).
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V. Estimation de 'AUC d’AMP a partir d’'un

nombre limité de prelevements sanguins

Deux méthodes ont été employées pour prédire la valeur dAUC de 'AMP a partir
d’'un nombre limité d’échantillons sanguins : la méthode de régression linéaire multiple et la

méthode bayesienne.

IV.1. Estimation par régression linéaire multiple

L’objectif de cette étude était de développer des stratégies permettant I'estimation de
l'exposition a 'AMP par régression linéaire multiple a partir d'un nombre limité de

prélévements sanguins.

IV.1.1.Principe de la méthode par régression linéaire multiple

Cette méthode statistique prend en compte la relation linéaire entre plusieurs
variables indépendantes (concentrations sanguines mesurées) et une variable dépendante,
'AUC. Elle aboutit a une équation, exprimant la valeur dAUC en fonction de plusieurs

concentrations mesurées, de la forme :
AUC, , =Cte+a, xC+a,xC, +....+a,xC,

ou AUC,.1» est la valeur prédite de 'AUC inter-dose, Cte une constante correspondant a
l'intercept sur I'axe y, Cu, Cy, Cs les concentrations mesurées aux temps ti, t2, ti et a4, az, a
les coefficients attribués a chaque valeur de concentration mesurée.

IVV.1.2.Recherche de la meilleure stratégie de prélévements limités
IV.1.2.1. Matériel et Méthode
IV.1.2.1.1.Patients

La recherche de la stratégie de prélevements limités la plus performante a été
réalisée a partir de 'ensemble des patients greffés rénaux inclus dans les études cliniques
Primocine, Stablocine, RCCT (van Gelder et al.,, Transplantation 1999) et afro-
américaine/caucasienne (Pescovitz et al., Am J Transplant 2003). Chaque période post-
greffe était considérée indépendamment : J3 (n=24), J7 (n=23) et J30 (n=24) chez les
patients Primocine, >M3 (n=20) chez les patients Stablocine, J3 (n=131), J7 (n=121) et J11
(n=101) chez les patients de la RCCT et >M6 (n=78) chez les patients de I'étude afro-

américaine/caucasienne. Bien que des délais post-greffe (J3 et J7) soient communs dans
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les deux études Primocine et RCCT, les données n’ont pas été combinées car les horaires

de prélévement différaient entre les deux études.

IV.1.2.1.2.Recherche des meilleures stratégies de prélévements
limités, détermination des équations correspondantes et
validation.

Par souci de compatibilité avec une pratique clinique en routine, la recherche de la
meilleure stratégie a été réalisée a partir des concentrations obtenues dans les 3 premiéres
heures suivant la prise du MMF. Seules les concentrations pour lesquelles les horaires de
prélévements avaient été respectés a + 5 min par rapport aux horaires théoriques ont été
prises en compte. Enfin, les modéles devaient inclure au plus trois valeurs de
concentrations.

Le nombre de cinétiques disponibles dans les études Primocine et Stablocine n’étant
pas suffisant pour individualiser deux groupes de patients, la recherche des meilleures
stratégies a été réalisée, pour chaque période, a partir de 'ensemble des cinétiques, puis
chaque stratégie a été validée selon une méthode de permutation circulaire. Les données de
chaque série (chaque période) étaient réparties de fagon aléatoire dans 3 groupes nommés
A, B et C (tableau 24). Une équation, utilisant la stratégie de prélévements limités
sélectionnée auparavant, était développée pour chaque combinaison de deux groupes : AB,
AC et BC. Chacune des équations était ensuite testée indépendamment sur les données du
troisieme groupe, n'ayant pas servi a déterminer I'équation. Cette méthode permettait
d’évaluer la stratégie de prélévements limités mais pas I'équation finale, développée avec
lensemble des patients et incluant les coefficients affectés a chaque valeur de

concentration.

-127 -



Tableau 24 : Répartition des cinétiques Primocine (J3, J7 et J30) et Stablocine (>M3) dans 3
groupes distincts pour la validation des modéles de régression linéaire multiple par la
méthode de permutation circulaire. A chaque période, les cinétiques ont été réparties, par

tirage au sort, dans les groupes A, B et C.

J3 J7 J30 >M3
Groupe A 8 8 8 7
Groupe B 8 7 8 6
Groupe C 8 8 8 7

Les études RCCT et afro-américaine/caucasienne ayant fourni un nombre suffisant
de cinétiques pour chaque délai post-greffe, les patients ont été répartis entre un groupe de
référence a partir duquel a été construit le modéle et un groupe de validation dans lequel le
modeéle a été testé et validé par comparaison des AUC,.1, estimées avec les valeurs de

référence obtenues par la méthode des trapézes (tableau 25).

Tableau 25 : Répartition aléatoire des patients inclus dans les études RCCT (J3, J7 et J11)
et afro-américaine caucasienne (>M6) dans des groupes de référence et de validation.

Délai post-transplantation Groupe de référence Groupe de validation

n n
J3 101 30
J7 91 30
J11 71 30
>M6 58 20

Une analyse de régression pas-a-pas a permis de déterminer, pour chaque série de
données (chaque période post-greffe), la combinaison des 3 concentrations la mieux
corrélée a la valeur de I'AUC,..- ’AMP (les AUC trapézes étant les valeurs de référence) et
'équation correspondante (c’est-a-dire les coefficients a affecter a chaque valeur de

concentration). Cette analyse a été mise en oeuvre a I'aide du logiciel Statview.

La comparaison entre les AUC estimées par régression linéaire multiple et les AUC
de référence était réalisée par analyse de régression (r?), par mesure du biais et de la
précision (RMSE%). Le test de Wilcoxon a été employé pour comparer les AUC entre les
groupes deux a deux. De plus, le pourcentage de patients pour lesquels le biais était en

dehors de l'intervalle (-20% ; +20%) a été calculé.
IV.1.2.2. Résultats

IV.1.2.2.1.Meilleures stratégies de prélévements limités et équations

de régression linéaire multiple
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Les combinaisons de 3 concentrations qui présentaient la meilleure relation avec les
valeurs d’AUC,.., de 'AMP étaient différentes en fonction des délais post-transplantation
considérés et plusieurs équations ont été développées. L'ensemble des résultats est
présenté dans le tableau 26. En fonction de la stratégie de prélevements limités, la totalité
des profils n’a pas toujours été prise en compte (18 a 21 profils sur 24 dans Primocine ; 74
profils sur 101 a J3, 70 sur 91 a J7 et 57 sur 71 a J11 dans I'étude RCCT) du fait du non
respect des horaires de prélevement, ces données ayant pourtant été recueillies dans le

cadre d’études cliniques.
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Tableau 26 : Meilleures stratégies de prélévements limités pour chaque période post-
transplantation, et équations correspondantes. Les équations ont été établies a partir de
'ensemble des données disponibles pour Primocine et Stablocine et a partir des données de
la population de référence pour les études RCCT et afro-américaine/caucasienne.

Délai Meilleure
n r Equation
post-greffe stratégie
Primocine
J3 18 0-1h30 - 3h 0,936 4,434 + 6,984 Cy + 1,375 Cihzo + 2,741 Cap
J7 21 0 — 40min - 2h 0,846 10,087 + 3,530 Co + 1,255 Cuomin + 1,716 Cop,
J30 21 0-1h-2h 0,767 11,206 + 3,897 C, + 0,885 Cq, + 1,726 Cy
Stablocin
e
20 20min — 1h — 3h 0,885 1,499 + 0,612 Coomin + 0,901 Cyy, + 6,873 Csy,
>M3
RCCT
J3 74 0 — 40min - 2h 0,793 2,365 + 8,819 Cy + 0,934 Cuomin + 3,213 Con
J7 70 0 — 40min — 2h 0,913 1,883 + 6,595 Cy + 1,077 Caomin + 3,381 Ca
J11 57 40min —75min-2h 0,835 4,98 + 0,898 Cuomin + 0,750 Crsmin + 3,247 Con

Afro-américaine/caucasienne
> M6 58 40min — 75min—2h 0,786 20,353 + 0,731 Cu4omin + 0,092 C75min + 2,527 Cop,

IVV.1.2.2.2.Validation des modeles
Les résultats de la comparaison entre les AUC,.1, estimées par régression linéaire

multiple et les AUC,.12 calculées par la méthode des trapézes sont présentés dans le tableau
27.
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Tableau 27 : Comparaison entre les AUC,.1» d’AMP estimées par régression linéaire multiple
et les AUC,.12 de référence

Pourcentage de patients

o “mal estimés”
n r2 Bials  2MSE (%)
(%) biais <-  biais >20%
20%
Primocine
J3 18 0,879 + 4,25 15,6 5,6 11,1
J7 21 0,596 +1,92 20,7 14,3 19,0
J30 21 0,671 + 3,6 16,2 4.8 14,3
Stablocine
>M3 20 0,796 + 1,67 14,6 10 10
RCCT
J3 26 0,826 + 6,67 20,7 7.7 26,9
J7 23 0,884 +1,42 17,9 8,7 13
J11 23 0,924 + 2,55 13,3 4,3 4,3
Etude afro-americaine/caucasienne
> M6 20 0,605 + 1,53 17,5 5 10

Aucun biais n’était significatif (p>0,05). Le pourcentage de patients mal estimés (biais
en dehors de lintervalle —20% ; +20%) variait de 8,6% a 34,6% selon les délais et les

stratégies considérés.

IV.1.2.3. Discussion sur les meilleures stratégies obtenues
Plusieurs équations ont été proposées pour prédire la valeur de 'AUC,.., ’AMP par
régression linéaire multiple chez des patients greffés rénaux adultes et enfants (tableau 28).
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Tableau 28 : Equations pour I'estimation de TAUC d’AMP chez des patients transplantés

rénaux
Population étudiée Stratégie Référence
proposée
20 adultes , au-dela de 6mois post-greffe (+CsA) 20min, 1h, 3h  Le Guellec et al,,
Eur J Clin
r2=0.985 Pharmacol 2002
10 adultes, 1°" mois post-greffe (+CsA) 0, 1h, 3h, 6h Johnson et al., Clin
Pharmacol Ther
2=0,841 1999
10 adultes, de 1 semaine a 1 an post-greffe (+CsA) 0, 1h, 2h,4h  Yeungetal,
Transplant Proc
2=0,890 2001
21 adultes, de 1 semaine a 3 mois post-greffe 0, 30min, 2h Pawinski et al.,
(+tacrolimus) Clin Chem 2002
r’=0,862
36 enfants, 1 semaine a 6 mois post-greffe (+CsA) 0,75min, 6h Schitz et al.,
Transplant Proc
2=0,880 1998(b)
61 enfants, période stable (+CsA ou tacrolimus ou 1h, 2h, 6h Filler et al., Ther
sans anti-calcineurine) Drug Monit 2000
r2=0,870

Selon les études, les stratégies de prélévements limités étaient différentes ce qui
peut en partie s’expliquer par le fait que les populations étudiées (patients,
immunosuppresseur associé, délai post-greffe) et les horaires de prélévements disponibles
et testés n’étaient pas identiques. Certaines équations ont été testées par d’autres équipes
et sur d’autres données mais elles n’étaient pas forcément efficaces (Willis et al., Ther Drug
Monit 2000 ; Taylor et al., Ther Drug Monit 2001), ce qui pose la question des conditions
d’applicabilité d’'un modéle. La plupart des équations ont été développées a partir de

données globales et ne tenaient pas compte de la période post-transplantation.

Dans la présente étude, les stratégies de prélévements limités permettant la
meilleure estimation de 'AUC...; d’AMP étaient différentes en fonction du délai post-greffe
considéré, ce qui est en accord avec la variabilité de la PK de 'AMP en fonction du temps.
Cependant, d’'un point de vue clinique, le recours a une stratégie différente en fonction du
délai post-transplantation parait difficilement applicable car source de confusions. Aussi, il
semblerait plus pratique de disposer d’'une stratégie de prélévements limités identique quel

que soit le délai écoulé depuis la transplantation.
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IV.1.3.Mise au point de modéles utilisant une stratégie de

préléevements limités commune
L’objectif de cette partie était d’élaborer des modéles d’estimation de TAUC d’AMP

par régression linéaire multiple au moyen d’'une stratégie de préleévements limités commune

pour différents délais post-transplantation.

IV.1.3.1. Matériel et méthode

Une stratégie commune pour toutes les périodes post-greffe a été établie pour
l'estimation de 'AUC par méthode Bayesienne et elle est actuellement employée dans le
cadre d’'une étude clinique. Elle comprenait trois valeurs de concentrations obtenues 20min,
1h et 3h aprés la prise du médicament (§ 1V.2.2.). Pour accorder les méthodes d’estimation,
dans la perspective d’'une utilisation en routine de la méthode linéaire multiple a titre de
vérification, cette stratégie commune a également été appliquée pour I'estimation de 'AUC
d’AMP par régression linéaire multiple. Des équations ont ainsi été développées a partir des

données Primocine et Stablocine pour les délais post-greffe suivants : J3, J7, J30 et >M3.

Les données PK de la RCCT et de l'étude afro-américaine/caucasienne ne
comprenaient pas les concentrations a 20min et 1h. Il était donc impossible d’appliquer la
méme stratégie que définie précédemment. La meilleure stratégie commune aux données

de ces deux études a donc été recherchée a part.

La validation des modéles développés a été réalisée comme décrit précédemment
dans le paragraphe IV.1.2.1.2.

De plus, les équations déterminées a partir des données Primocine et Stablocine ont
éte testées sur les données provenant du groupe indépendant de 5 patients. Les AUCq.1» de
ces 5 patients a J15, M1 et M3 ont été estimées avec les équations développées dans
Primocine et Stablocine pour J7, J30 et >M3 respectivement. Deux équations (J30 et >M3)
ont été utilisées alternativement pour estimer les AUCq.1; a M2.
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IV.1.3.2. Résultats

IV.1.3.2.1.Stratégie commune pour les données des études
Primocine et Stablocine
La stratégie 20min-1h-3h correspond a la meilleure stratégie déterminée chez les
patients stables (>M3) dans le paragraphe 1V.1.2.2.1. L’équation est donc la méme que celle
décrite précédemment. Elle est rappelée dans le tableau 29, avec les équations
développées pour les autres périodes post-transplantation. Seuls 16 profils a J3, 20 a J7 et
J30 respectaient ces 3 horaires de préléevement a 5 min prés.

Tableau 29 : Equations pour l'estimation des AUC..:. d’AMP utilisant une stratégie de
prélevements limités commune (20min-1h-3h). Les équations ont été établies a partir de

'ensemble des données obtenues pour chaque période post-greffe.

Délai Equation r
post-greffe
J3 0,996 + 6,456 Coomin + 0,735 Cin+ 4,582 Cg, 0,844
J7 10,525 + 1,215 Cyomin + 0,968 Cin+ 2,292 Can 0,783
J30 13,292 + 0,635 Cyomin + 0,832 Cyn+ 3,074 Can 0,723
>M3 1,499 + 0,612 Cyomin + 0,901 Cyn + 6,873 Casy, 0,885

Les résultats de la validation des modéles de régression linéaire multiple par la

méthode de permutation circulaire sont résumés dans le tableau 30.
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Tableau 30 : Comparaison entre les AUC,.1» trapézes et les AUC,.12 estimées par régression
linéaire multiple a partir des concentrations mesurées a 20min, 1h et 3h suivant la prise de
MMF chez des patients greffés rénaux de novo et stables.

Pourcentage de
RMSE patients mal estimés

n r? Biais (%) (%) (Biais ><20%)
Primocine
J3 16 0,719 +7,89 31,7 31,3
J7 20 0,610 + 8,27 26,0 30
J30 18 0,622 + 3,67 16,5 16,7
Stablocine
>M3 20 0,796 + 1,67 14,6 20

A J3, les résultats obtenus avec la stratégie commune étaient moins satisfaisants
que ceux obtenus avec la meilleure stratégie (valeurs du biais, de la RMSE et du
pourcentage de patients mal estimés plus élevées). Cependant, les valeurs de biais n’étaient
pas significatives. A J7, le coefficient de détermination était meilleur et le pourcentage
d’AUC mal estimées plus faible avec la stratégie commune. Cependant, un biais moins
important et une meilleure précision étaient obtenus avec la meilleure stratégie. A J30, la
valeur du coefficient de détermination était plus faible que celle obtenue avec la meilleure
stratégie, les valeurs de biais (non significatif) et de précision étaient comparables, mais le
pourcentage de patients mal estimés était légérement plus faible (16,7%) qu’en utilisant la
stratégie définie comme la meilleure (19,1%). Ainsi, selon la période, la stratégie commune
ne donnait pas forcément de moins bon résultats que la stratégie dite meilleure, mais il faut
souligner que les profils considérés différaient en fonction de la stratégie considérée. Ces
résultats suggerent que le coefficient de détermination r? ne constitue pas forcément le
meilleur index de sélection et de comparaison entre plusieurs stratégies et que la prise en
compte d’'un ensemble de facteurs incluant le r? la valeur de biais et de précision de
'estimation semble plus pertinente.

Les équations ont également été employées pour estimer les AUC,.1, obtenues a

J15, M1, M2 et M3 suivant la greffe dans un groupe indépendant de patients.

A J15 (n=5), les AUC,.1, étaient bien estimées par I'équation développée a partir des
données J7 de Primocine. Le biais moyen était de +0,85+ 9,84% (intervalle = -12,28% ;
14,69%).

A M1, seulement deux AUC,.1; ont pu étre estimées car les horaires de préléevements

n'avaient pas été respectés a +5 min pour les autres cinétiques. Ces deux AUC,.1, étaient

bien estimées avec des valeurs de biais de +4,02% et 3,74%.
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A M2 (n=5), deux équations ont été testées (déterminées a partir des données de
J30 et de >M3). Avec [I'équation J30, la valeur moyenne du biais était de
-4,08+21,83% (intervalle = -26,15% ; 18,75%) et deux patients étaient mal estimés, avec un
biais <-20%. Avec [I'équation >M3, Ila valeur moyenne du biais était de
+14,7+30,6% (intervalle = -8,3% ; 67,26%). Un seul patient présentait un biais trés supérieur
a 20%.
A M3, les valeurs de biais calculées sur les trois AUCo.1, estimées étaient de -5,99%, -8,93%
et +52,63%.

IV.1.3.2.2.Stratégie commune pour les données des études RCCT et
Afro-américaine/caucasienne
A la demande de I'investigateur principal de I'étude FDCC (Dr T. van Gelder), toutes
les stratégies incluant 3 concentrations comprises dans les deux premiéres heures suivant la
prise du médicament ont été testées dans les groupes de référence. La stratégie commune
qui donnait les meilleurs résultats, en terme de biais et de coefficient de détermination (r?)
entre les AUC estimées et les AUC observées, était celle qui comprenait les concentrations
mesurées a 40min, 75min et 2h. Cette combinaison correspond aux meilleures stratégies
déterminées pour les périodes J11 et >M6. Les équations déterminées dans le groupe de
référence pour l'estimation de 'AUC a partir de ces trois préléevements figurent dans le
tableau 31, y compris celles des périodes J11 et >M6 déja présentées dans un précédent
paragraphe (IV.1.2.2.1).
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Tableau 31 : Equations pour I'estimation des AUC,.1, dAMP a différentes périodes post-
transplantation a partir d’'une stratégie de prélévements limités commune pour 'ensemble

des périodes post-greffe (40min, 75min, 2h).

Délai Equation r
post-greffe
J3 4,75 + 1 Caomin + 0,772 Co5min + 2,874 Con 0,712
J7 3,74 + 0,805 Cuomin + 1,090 Crsmin+ 3,085 Con 0,918
J11 4,98 + 0,898 Cuomin + 0,750 Crsmin + 3,247 Cp, 0,835

>M6 20,353 + 0,731 Cuomin + 0,092 Crsmin + 2,527 Con 0,786

Ces équations ont été testées pour estimer les AUC des patients du groupe de
validation (tableau 32).

Tableau 32 : Comparaison entre AUC,1, observees et AUC,1. estimées par régression
linéaire multiple au moyen de la stratégie commune 40min-75min-2h.

Pourcentage de
RMSE patients mal estimés

n r? Biais (%) (%) (Biais ><20°A))
RCCT
J3 23 0,650 + 1,93 25,3 39,1
J7 18 0,881 + 3,21 21,3 38,8
J11 23 0,924 +2,55 13,3 8,6
> M6 20 0,605 + 1,53 17,5 15

A J3, le biais (non significatif) était plus faible qu’avec la meilleure stratégie (+1,93%
versus +6,67%) et le pourcentage d'AUC estimées avec un biais >< 20% n’était pas
beaucoup plus élevé (39,1% versus 34,6%). A J7, les résultats obtenus avec la stratégie
commune étaient moins bons en terme de biais, de précision et de pourcentage d'AUC mal

estimées.

Le développement d'une stratégie commune et d'un algorithme global pour les
données de la RCCT et de I'étude afro-américaine/caucasienne a fait I'objet d’'un poster
avec résumé publié (Prémaud et al., Ther Drug Monit 2003(b)). Les équations résultantes
sont actuellement utilisées dans une étude clinique internationale, la “fixed dose versus
concentration controled study” (FDCC).

IV.1.4.Discussion sur la méthode d’estimation par régression

linéaire multiple

La présente étude a montré que chez des patients greffés rénaux, de novo et
stables, traités par MMF et CsA, les concentrations les plus utiles pour prédire la valeur de
'AUC,.1, différaient en fonction de la période post-greffe considérée. Toutefois, dans la
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perspective d’'une application clinique, des équations fondées sur une stratégie de
prélevements limités commune pour tous les délais post-transplantation ont été
développées. Ainsi la stratégie 20min-1h-3h a été appliquée sur les données Primocine et
Stablocine et a fourni des résultats satisfaisants. Une autre stratégie commune (40min-
75min-2h) a été élaborée a partir des données issues des études RCCT et afro-
américaine/caucasienne pour lesquelles les horaires de prélévements étaient différents. I
est important de souligner que, méme avec une stratégie de préléevements commune, il
convient, du fait de la variation de la PK de 'AMP au cours du temps, d’établir des équations
différentes en fonction des périodes post-greffe de fagon a estimer 'AUC le plus exactement

et le plus précisément possible.

Méme si, globalement, les prédictions des valeurs d’AUC par régression linéaire
multiple sont correctes, cette méthode d’estimation se heurte a certaines limites. En effet,
'application de tels modéles requiert le strict respect des horaires de préléevement ce qui
n’est pas forcément compatible avec la pratique clinique en routine. Dans les populations
étudiées ici, pourtant inclues dans des études PK pour la plupart, de nombreuses AUC n’ont
pu étre estimées au moyen des équations développées du fait du non respect des horaires
de prélévement. De plus, cette méthode ne fournit qu’'une valeur d’AUC ; aucune autre
information sur le comportement PK du médicament n’est accessible ce qui limite
I'application du modeéle. Si la valeur estimée pour une AUC est totalement erronée, il n’y a
aucun moyen pour l'utilisateur de s’en apercevoir, ce qui n'est pas le cas avec la méthode
bayesienne qui permet de visualiser une courbe estimée. Cette méthode d’estimation doit
donc étre utilisée avec précaution. Toutefois, les équations de régression linéaire multiple
ont encore souvent les faveurs des cliniciens, voire des laboratoires de [lindustrie
pharmaceutique. Dans la perspective du STP de 'AMP, cette méthode d’estimation de
FTAUC ne semble pas constituer une méthode de choix. En revanche, elle peut étre

employée en complément d’'une autre méthode a titre de contréle.

IV.2. Méthode bayesienne

L’objectif de cette étude était de développer des estimateurs bayesiens pour prédire
les AUC d’AMP chez des patients transplantés rénaux.

I\VV.2.1.Principe de 'estimation bayesienne

La statistique bayesienne s’appuie sur le théoréeme de Bayes ou probabilité conjointe
de réalisation de deux événements, qui s’exprime par le produit de la probabilité de 'un des
événements par la probabilité conditionnelle de I'autre si le premier est réalisé. Elle calcule
et maximalise une densité de probabilité a posteriori d’obtenir des valeurs de paramétres

pour des données de concentrations observées.
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La méthode bayesienne conjugue une information de groupe (information a priori
provenant des données de la population) et des informations individuelles (données de
concentration) apportées par I'expérience. Elle suppose :

- que la variabilité dans la population soit décrite. Pour chaque valeur de paramétre
PK, il doit étre possible de déterminer sa plausibilité, c’est-a-dire sa densité de

probabilité a priori d’occurrence dans la population ;

- que pour une certaine information individuelle disponible (valeur de
concentration), il soit possible de chiffrer sa densité de probabilité si les
paramétres cinétiques ont telle ou telle valeur (Mallet, Informatique et Santé,
1989).

L’estimation bayesienne est donc une méthode statistique basée sur I'expérience
acquise dans une population. Il s’agit d’'une approche adaptative qui permet de déterminer
les paramétres PK et les meilleures doses d’'un médicament a administrer a un patient sans
avoir besoin toutefois d’'un nombre élevé de concentrations. Le processus adapte son
raisonnement en fonction des valeurs obtenues et des valeurs connues de la population dite
de “référence”, représentative de I'ensemble des individus similaires, et il ajuste ainsi les
paramétres PK d’'un patient de fagon a obtenir des concentrations sanguines estimées les
plus proches possible des concentrations mesurées.

IV.2.2.Mise au point d’estimateurs bayesiens : approche en deux
étapes

IV.2.2.1. Principe de I'approche en deux étapes
Pour une population donnée dans laquelle des cinétiques “riches” ont pu étre
obtenues chez chaque individu, cette approche permet de déterminer la distribution
statistique des paramétres PK nécessaire au développement d’'un estimateur bayesien.

Dans la 1°® étape, chaque sujet est considéré indépendamment et les paramétres
PK individuels sont calculés a partir des données de concentration obtenues, par RNL, au
moyen d’'un modéle PK approprié.

La 2°™ étape consiste a constituer une population de référence en regroupant les
parameétres PK estimés individuellement chez tous les sujets de la population de départ. La
distribution  statistique des paramétres individuels (moyenne et matrice de
variance/covariance) permet de définir les valeurs estimées dans la population étudiée.

Cette méthode est facile a mettre en ceuvre mais elle nécessite un nombre élevé de

points par sujet pour bien définir les profils PK et déterminer les paramétres individuels.
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IV.2.2.2. Mise au point d’estimateurs bayesiens pour la détermination de
'exposition a 'AMP chez des patients transplantés rénaux, a
différentes périodes post-greffe.

Ce ftravail a fait I'objet d’'une publication soumise dans Ther Drug Monit et acceptée
sous réserve de modifications mineures : Bayesian estimation of mycophenolic acid

pharmacokinetics in renal transplant recipients at different post-grafting periods.
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ABSTRACT

The aim of this study was to develop maximum a posteriori probability (MAP)
Bayesian estimators of mycophenolic acid (MPA) pharmacokinetics (PK), able to accurately
estimate MPA interdose AUC in renal transplant patients, using a limited number of blood

samples.

The individual MPA plasma concentration-time profiles of 44 adult kidney transplant
recipients were retrospectively studied : in from 24 de novo transplant patients, two profiles
were obtained on day 7 and day 30 after transplantation and in 20 stable transplant patients
one profile was obtained in the stable period (>3 months). MPA was assayed by liquid
chromatography-mass spectrometry. Concentration data were fitted using previously
designed PK models, including one or two Gamma distributions to describe the absorption

rate. MAP-Bayesian estimation were performed using an in-house program.

For each post-transplantation period, the limited sampling strategies (LSS) providing
either the best determination coefficient or the lowest bias for AUC estimates with respect to
trapezoidal AUCs were selected, and compared with respect to the percentage of “clinically
acceptable” AUC estimates (i.e. within —20% to +20% of the true value) they yielded. A
common LSS (blood samples collected at T20min, T1h and T3h post-dosing) convenient for
all three periods was also selected and validated: bias (RMSE%) values were -5.7%
(20.5%), -8.2% (14.4%) and +0.4% (12.0%) on D7, D30 and for >M3 with respect to the
reference values obtained using the trapezoidal rule, respectively.

For the first time, MAP-Bayesian estimators of MPA systemic exposure at different
post-transplantation periods (early as well as later periods) could be designed. They have
since been used for MPA dose adaptation in concentration-controlled studies, as well as for

MPA therapeutic drug monitoring in clinical practice.
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IV.2.2.3. Evaluation des estimateurs bayesiens dans un groupe
indépendant de patients

Les estimateurs bayesiens développés pour la prédiction des AUC,... ’AMP a partir

de 3 valeurs de concentration obtenues a 20min-1h et 3h chez des patients greffés rénaux

sous CsA ont été appliqués pour I'estimation de I'exposition a TAMP chez les 5 patients du

groupe indépendant.

IV.2.2.4. Estimation des AUC,.1, par méthode bayesienne
L’exposition a ’AMP a été estimée chez les 5 patients du groupe indépendant pour
les 4 périodes post-greffe (J15, M1, M2 et M3). Les trois estimateurs développés
précédemment (IV.2.2.) concernaient des données PK obtenues 7 jours, 30 jours et plus de
3 mois apres la greffe. Les AUCq.1. des 5 patients a J15 ont été calculées au moyen de
'estimateur élaboré a J7, celles a M1 avec l'estimateur élaboré a J30, celles a M3 avec
'estimateur élaboré a >M3. Les AUC,.12 obtenues a M2 ont été calculées au moyen des

estimateurs élaborés a J30 et >M3.

La performance des estimateurs bayesiens a été évaluée en comparant les AUCq.12
prédites par le modéle avec les AUC,.1; de référence (AUC calculées avec la méthode des
trapézes). L’exactitude et la précision de I'estimation étaient données par les valeurs de biais
et de RMSE. Les comparaisons des AUC par paire ont été effectuées par le test de

Wilcoxon (Statview).

IV.2.2.5. Résultats

A J15 les AUC,.1, étaient globalement sous-estimées par la méthode bayesienne et
le biais moyen était significatif (tableau 33). A M1 les AUC étaient correctement estimées a
l'exception d’une pour laquelle le biais était supérieur a 20%. L’estimateur bayesien
développé chez les patients stables (>M3) semblait mieux convenir pour prédire les AUC
obtenues a M2 car une seule AUC (contre 4 avec I'estimateur élaboré a J30) était estimée
avec un biais supérieur a 20%. Il est a noter que pour ce patient, la courbe des
concentrations en fonction du temps reconstituée par méthode bayesienne était trés mal
ajustée aux données expérimentales (concentrations a 20min, 1h et 3h) et suggérait une
mauvaise estimation de 'AUC. A M3, deux AUC étaient mal estimées par méthode
bayesienne. La encore, les courbes calculées ne passaient pas par les points
expérimentaux. Ces deux cinétiques étaient caractérisées par un deuxiéme pic de
concentration d’intensité assez importante et 'estimateur bayesien utilisant un modéle PK a

une simple absorption n’était pas adapté.

Un modéle incluant une seule absorption Gamma avait été choisi précédemment
pour modéliser les cinétiques obtenues aprés 3 mois de greffe, cependant ces résultats
laissaient envisager l'intérét d’utiliser un modéle avec double absorption Gamma pour cette
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période. Un estimateur bayesien a donc été développé a partir des données stables (>M3)
et utilisant un modéle PK avec double absorption et a été testé pour prédire les AUC chez
les patients a M2 et M3 (tableau 32). A M2 cet estimateur donnait de meilleurs résultats que
l'estimateur J30 (modéle avec double absorption) mais le pourcentage d’AUC mal estimées
restait supérieur a celui obtenu avec l'estimateur >M3 (modéle avec simple absorption). A
M3 I'estimateur utilisant un modéle avec double absorption tendait a sous estimer les AUC
mais une seule AUC était estimée avec un biais inférieur 8 —20%. Du fait du faible nombre
de profils disponibles pour chaque période, il semble difficile de conclure. Il serait intéressant
de tester I'ensemble de ces estimateurs sur un plus grand nombre de profils afin de
déterminer quel estimateur est le plus adapté pour prédire les AUC obtenues a partir de 1

mois post-transplantation.
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Tableau 33 : Comparaison entre les AUC,.1, trapézes et les AUC,.1, estimées par méthode
bayesienne a partir de trois prélevements sanguins réalisés a 20min, 1h et 3h.

Nombre
A RMSE d’AUC mal
Biais (%) Intervalle (%) estimées
biais ><20%

Estimateur J7 1

J15 (n=5) (modele double -13,4* -24,54 ; +4,96 15,3 20%
absorption) (20%)
Estimateur J30 1

M1 (n=5) (modéle double +4,1 -0,03 ; +35,86 18 20%
absorption) (20%)
Estimateur J30 4

M2 (n=5) (modele double -10,2 -32,32; +7,72 23,2 80%
absorption) (80%)
Estimateur >M3 1
(modéle simple +15,5 +6,42; +89,93 41,4 20%
absorption) (20%)
Estimateur >M3 2
(modéle double -11,5 -32,34 ;15,97 21,9 40%
absorption) (40%)
Estimateur >M3 2

M3 (n=4) (modéle simple +12,7 +1,40; +39,30 25,6 509%
absorption) (50%)
Estimateur >M3 :
(modéle double 16,0 Y 16,8 .
absorption) IR (25%)

I\VV.2.3.Discussion sur I'estimation par méthode bayesienne

Des estimateurs bayesiens ont été développés pour estimer, a partir de 3
concentrations plasmatiques mesurées 20min, 1h et 3h aprés la prise de MMF, I'exposition a
'AMP chez des patients transplantés rénaux sous CsA, a différentes périodes post-greffe.
Globalement, ces estimateurs prédisaient de facon satisfaisante les valeurs dAUC d’AMP

mais leurs performances étaient limitées face a I'allure parfois atypique des cinétiques.

Cette méthode d’estimation présente I'avantage d'une plus grande souplesse dans le
respect des horaires de prélévement comparé a la méthode par régression linéaire multiple,
ce qui est plus compatible avec la pratique clinique. Cette méthode fournit une valeur de
l'exposition au médicament mais elle permet également d’estimer les paramétres PK et de
reconstituer les courbes des concentrations en fonction du temps. L’ajustement de la courbe
calculée aux points expérimentaux est un bon indice préjugeant de la pertinence de

I’estimation.
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Méme si elle est un peu plus complexe a mettre en ceuvre, I'estimation bayesienne
semble étre plus adaptée que la régression linéaire multiple pour le STP de 'AMP et plus
slre, pour le clinicien et pour le patient. En revanche, ces deux méthodes peuvent étre

utilisées de fagon complémentaire pour limiter le risque d’erreur dans le rendu des résultats.
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CONCLUSION

Au cours de cette étude une méthode spécifique et sensible utilisant Ila
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) a été
mise au point pour la mesure des concentrations plasmatiques d’AMP et dAMPG (Prémaud
et al.,, Ther Drug Monit). La comparaison de cette méthode avec la méthode
immunoenzymatique EMIT pour la mesure des concentrations dAMP chez des patients
transplantés rénaux traités par MMF a confirmé une surestimation notable de 'EMIT dans
cette population. Cette surestimation était variable en fonction du délai post-greffe considéré
et de limmunosuppresseur associé (CsA ou sirolimus) et conduisait a d’importantes
différences entre les valeurs d’exposition globale (-15,4 a 276,6%) au médicament selon la
méthode utilisée. Dans le cas d’une application en routine il parait indispensable, soit de
disposer d’'une méthode permettant de doser spécifiquement les concentrations d’AMP afin
de mesurer I'exposition réelle au médicament, déterminante pour la réussite du traitement,
soit de disposer de valeurs cibles adaptées a chaque méthode de dosage. Or, la variabilité
de la surestimation de 'EMIT en fonction de la période post-greffe, de 'immunosuppresseur
associé et, d'aprés la synthése des autres études publiées, de I'organe transplanté et de
l'age (enfants/adultes) nous semble rendre matériellement impossible cette deuxiéme
solution. La méthode EMIT nous parait peu adaptée au suivi thérapeutique pharmacologique
du MMF par voie orale, sauf cas particuliers.

L’étude de la PK de 'AMP a confirmé I'existence d’une importante variabilité intra- et
inter-individuelle des indices d’exposition a TAMP et a son métabolite, TAMPG, pour des
doses de MMF équivalentes. De plus, ces travaux ont montré une grande diversité des
profils de concentration obtenus aprés administration orale de MMF, notamment au cours de
la période précoce suivant la greffe. Or, cette période constitue une phase critique pour
I'efficacité du traitement immunosuppresseur ce qui justifie de lui porter un intérét particulier.

Des modéles PK capables de décrire des profils PK classiques ou complexes, avec
un ou deux pics de concentrations (fréquemment observé), des délais et des intensités
d’absorption variables ont ainsi été développés. Ces modéles combinaient un ou deux
compartiment(s) avec une phase d’absorption décrite par une ou deux distribution(s)
Gamma. lls ont permis d’estimer les paramétres PK individuels de patients transplantés
rénaux traités par du MMF associé a de la CsA ou du sirolimus.

Deux principales approches ont été employées pour étudier la PK de I'AMP. La
premiére approche, méthode en deux étapes, a permis de mettre au point, sur la base de
modeéles PK décrivant la phase d’absorption selon une ou deux distribution(s) Gamma, des
estimateurs bayesiens permettant de prédire les paramétres PK individuels au moyen de
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trois échantillons sanguins prélevés 20 min, 1 et 3h aprés la prise de MMF chez des patients
sous CsA. Ces estimateurs ont permis la mise en place d'une étude prospective,
randomisée multicentrique nationale (APOMYGRE) visant a démontrer l'intérét du STP de
'AMP. Cette méthode est la plus simple a mettre en ceuvre mais son application nécessite
que I'on dispose d’un nombre suffisant de points par sujet pour déterminer les paramétres
individuels et elle est essentiellement destinée a estimer des paramétres au sein de
populations homogénes. Les profils de concentration de MPA des patients sous sirolimus
ayant été obtenus tardivement, nous n’avons pas encore pu développer des estimateurs
bayesiens pour cette population, mais cela sera réalisé rapidement.

La seconde approche, en une étape, s’appuyant sur des modéles non-linéaires a
effets mixtes, a permis de développer un modéle de population incluant des covariables
explicatives de la variabilité des parameétres PK de I'AMP a partir de données de
concentration issues de patients greffés rénaux précoces et stables traités par MMF et CsA.
Ce modéle de population incluait un modéle structural original, adapté a la PK de 'AMP
puisqu’il permettait de décrire des profils PK présentant un ou deux pics de concentration.
Cette analyse de PK de population a mis en évidence une influence significative de la
période post-greffe sur lI'absorption, du poids sur la clairance apparente et du rapport
métabolique (AMPG/AMP) sur le volume apparent de distribution. Cette méthode en une
étape est trés puissante puisqu’elle permet de quantifier les variabilités inter- et intra-
individuelles et de déterminer l'influence de covariables sur la PK du médicament étudié. De
plus, elle peut permettre d’étudier de vastes populations avec peu de points par patients, ce
qui devrait faciliter 'extension de notre base de données et des estimateurs bayésiens a
d'autres types de transplantation (hépatique, cardiaque, pulmonaire, etc.) et d’autres
associations médicamenteuses (tacrolimus, sirolimus, etc.). En revanche, la modélisation en
une étape est plus complexe que la méthode en deux étapes et nécessite de disposer, pour
chaque patient, de toutes les covariables dont on veut étudier l'influence.

La méthode en deux étapes a permis la mise au point d’estimateurs bayesiens
performants pour I'estimation des paramétres PK de 'AMP chez des patients greffés rénaux
sous CsA, estimateurs qui peuvent étre (et sont déja dans certains centres, dont le CHU de
Limoges) mis a profit en thérapeutique pour I'adaptation de posologie et I'optimisation du
traitement. La construction de ces estimateurs requiert de disposer d’'un modéle PK
pertinent. De nouvelles études sont a entreprendre afin d’élargir le domaine d’application de
ces outils a d’autres types de patients (greffés cardiaques, hépatiques) et a d’autres
traitements associés (sirolimus, tacrolimus). A noter que deux études pharmacocinétiques
multicentriques dont le CHU de Limoges est promoteur vont permettre d’alimenter cette
étude de population dans les prochains mois :
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- létude STIMMUGREP, concernant la  pharmacocinétique des
immunosuppresseurs (ciclosporine, tacrolimus, mycophénolate, sirolimus,

everolimus) en greffe pulmonaire ;

- I'étude PCCP, concernant la pharmacocinétique du mycophénolate et du

tacrolimus associés chez les greffés rénaux.

Le modéle de population développé a permis d’expliquer une part de la variabilité PK
de 'AMP mais de nombreuses covariables restent a explorer, notamment sur le versant
pharmacogénétique qui présente un intérét certain pour la description du métabolisme de
'AMP. Le génotypage des enzymes responsables du métabolisme de 'AMP (UGT) et des
protéines de transport (P-gp, MRP2) est actuellement développé au sein de I'équipe DEXO,
a Limoges et devrait nous permettre d’évaluer l'impact des facteurs génétiques sur le
métabolisme du médicament et la variabilité du rapport métabolique.

Méme si, actuellement il n’existe pas (encore ?) d’arguments pour recommander le
STP systématique de I'AMP, celui-ci peut s’avérer utile dans certaines circonstances
particulieres et des efforts doivent encore étre faits pour décrire et expliquer au mieux le
comportement PK de ce médicament.
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