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INTRODUCTION

De tout temps, I'imaginaire humain n'a cessé d'&xalté par le fantasme d’'un étre composite,
comme en témoignent les mythes antiques du SphirducCentaure. C’est sur ce fond de chimeres
gue s’inscrit I'histoire scientifique de la tranaptation d’organes qui, a partir du XXe siecle, va
faire basculer la greffe humaine de l'univers d&gende a celui de la réalité. Avec les annéss, le
transplantations d'organes se sont affirmées cothgrapeutiques alternatives raisonnables dans
des situations de dégradation irréversible d'orgasiaux. De plus, en augmentant leurs taux de
succes, les équipes de transplantation ont méltipé indications de transplantations (élargissémen
des indications, élargissement des criteres d'agesiction des contre-indications relatives aux

traitements immunosuppresseurs utilisés).

Les médicaments immunosuppresseurs sont admingstvés chez les patients transplantés. Leur
réle est d'eviter le rejet du greffon, qui est lamplication majeure de la transplantation. Ce
phénomene résulte d’'une réaction de I'héte vissaehi greffon qui est considéré comme étranger
par I'organisme receveur. Aprés lutilisation deaitements tels que les corticoides en 1950,
l'irradiation du receveur par les rayons X en 1@ 3’introduction en 1960 d'autres substances
(azathioprine, 6-mercaptopurine et meéthotrexategndrancois Borel en 1972 découvrit les
propriétés immunosuppressives de la ciclosporirat de mécanisme est I'inhibition de la

calcineurine, ce qui a spectaculairement modifiéptésentation clinique de rejet malgré les
importants effets secondaires qu’elle pouvait énéra Vingt-trois ans plus tard apparait le

tacrolimus comme alternative intéressante bien guéisente autant d’effets indésirables. En 1996 a
été proposé comme alternative a I'azathioprine yeaphénolate mofétil (MMF), une pro-drogue

de l'acide mycophénolique (MPA), qui agit en inmb&inosine monophosphate deshydrogénase



de type 2 (IMPDH2). Plus récemment, ont été intiedudes molécules inhibitrices de la mTOR
(mammalian Target Of Rapamytitelles que le sirolimus, découvert et utiliséspurs années
auparavant pour ses propriétés anti-fongiques, dwisles propriétés immunosuppressives ont été
testées suite a son analogie structurale avecielitaus. Dépourvu de néphrotoxicité, il est uélis
en association a de faibles doses de ciclospotina de MMF. L'évérolimus, un autre inhibiteur
de la mTOR et analogue structural du sirolimus aveemeilleure biodisponibilité est actuellement

proposé en association a la ciclosporine (Bill&0f4).

Outre la surveillance clinique réguliere imposée r pé#utilisation des traitements
immunosuppresseurs, le Suivi Thérapeutique Phaidogigoe (STP) est une stratégie
d’individualisation de la prescription qui contribuefficacement a I'amélioration du rapport
bénéfice/risque d’un certain nombre de thérapeasigue principe du STP conduit a établir la dose
a administrer a chaque patient sur la base desntrations sanguines (sériques ou plasmatiques)
du médicament et/ou de métabolites. Pour qu’un caéaent soit éligible au titre du STP, il faut

(idéalement) qu’il réunisse les caractéristiquegasues :

» une relation concentration-effet (réponse thérageeatou toxicité) plus étroite que la relation
dose-effet,

e une grande variabilité de la relation dose-conegioin d'un patient a un autre,

* une zone thérapeutique étroite (c’est-a-dire, paufood and Drug Administration des Etats-
Unis, si DL50 < 2x DE5O0, ou si la dose minimale toxique «2lose minimale efficace, ou
encore si l'utilisation efficace et slre du médieamnécessite un dosage minutieux et une
surveillance du patient )

* une réponse pharmacologique difficilement accesgil une mesure d'effet.

Une condition supplémentaire vient s’ajouter aprésrequis : I'existence d’'une méthode de dosage

validée.

Les médicaments immunosuppresseurs satisfont aisxderniéres de ces exigences. En revanche,
la relation concentration-effet n'est pas parfagiemétablie pour tous les médicaments et les
différentes populations de patients transplantéspdticulier la valeur de la variable d'exposition

la plus pertinente, voire son choix, font encarbjét de recherche pour le MPA par exemple.

Le STP, qui vise a optimiser I'effet thérapeutiqoat en diminuant les effets secondaires, est
obligatoire pour la ciclosporine (Keown et col.989 Marquet et col., 2004) et pour le sirolimus
(Vidal, 2006), et fortement recommandé pour lesesutmmunosuppresseurs précédemment cités
(Billaud, 2004; Marquet et col., 2004). Le STP est particulier justifié par la fourchette

thérapeutique étroite qui caractérise cette cldssaédicaments.



Le STP d’'une molécule nécessite une bonne conmaissde tous les facteurs individuels (par
exemple, profil génétique, traitements associéat ghysiopathologique) capables d'affecter la
pharmacocinétique et secondairement ['efficacitéueta toxicité d’'une molécule (risque de rejet

et/ou d’effets secondaires).

Le profil génétique est en effet un facteur impatta considérer en plus du STP basé sur
'ajustement de la dose en fonction des conceotratirésiduelles. Les polymorphismes des
enzymes responsables du métabolisme et des potéiee transport, sans parler des
polymorphismes des protéines impliquées dans leani@me d’action du médicament, peuvent
affecter I'expression et/ou I'activité de ces enegmll peut en résulter une modification importante
de la pharmacocinétique du médicament avec deggoesces probables sur son efficacité ou sur
'apparition de toxicité (effets secondaires). Bntble donc intéressant d'étudier l'effet des
polymorphismes génétiques susceptibles d’étre aigiree de ces modifications suite a
'administration d’'un traitement immunosuppresselies traitements associés, inévitables en
transplantation, peuvent également étre a l'origlileteractions médicamenteuses et sont donc a
prendre en compte dans l'individualisation de lasgbogie d’'un médicament. Enfin, certaines
pathologies peuvent modifier la pharmacocinétiquendédicament, il faut donc en étre informé et

les considérer pour I'individualisation de posotgi

La connaissance de la pharmacocinétique d’'un migich est importante pour un bon STP.
Paradoxalement, une seule étude pharmacocinétiquesilimus basée sur une analyse
compartimentale, chez 36 patients adultes tranggdagnaux en période stable sous ciclosporine, a

été rapportée dans la littérature internationader(i et col., 1997).

Suivant cet ordre d’idées, apres un bref rappeluet exposé de I'état de lart sur la
pharmacogénétique et la pharmacocinétique de piquides immunosuppresseurs, les objectifs de

ce travail étaient :

- d’étudier in vivo l'effet des polymorphismes les plus pertinents {erme d’'impact
fonctionnel) des enzymes du métabolisme sur lanpheocinétique du sirolimus chez
des patients adultes transplantés rénaux et dendées I'impact de cet effet sur

I'individualisation de la dose ;

- d’étudier in vitro l'interaction métabolique de la ciclosporine avec dirolimus en

fonction du profil génétique considéré ;
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- de développer un modéle pharmacocinétique de pigulpour le sirolimus chez des
patients adultes transplantés rénaux, pour étddigluence potentielle de facteurs
individuels et développer un estimateur Bayésiemp#ant I'estimation des parametres
pharmacocinétiques et des indices d’expositionviddels a partir d’'un nombre limité

de prélevements.

- d’étudier l'influence des polymorphismes des enzyme métabolisme du MPA, forme
active du mycophénolate mofétil, et des traitemeadsociés sur la production des
métabolites du MPA.

Les deux premiéeres parties de ce mémoire présemésngénéralités sur la pharmacogénétique, en
particulier des enzymes du métabolisme et despoatesirs d’efflux en transplantation, et sur la

pharmacocinétique de population, en particulielecd®s immunosuppresseurs.

Les deuxieme et troisieme parties portent sur redgtix personnels concernant le sirolimus et le

mycophénolate, respectivement.

Enfin, la discussion envisage : I'impact clinique mbs résultats et leurs implications possibles sur
les pratiques actuelles en terme d’individualisatibérapeutique par le choix du médicament, le
choix a priori de la dose en tenant compte du profil génétiges imteractions médicamenteuses et
de caractéristigues individuelles ; et les perspesten matiére de validation clinique et a beapcou

plus grande échelle de ces approches.
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I- ETAT DE L'ART / REVUE DE
LITTERATURE

1. Pharmacogénétique

1.1. Généralités

La pharmacogénétique est la discipline qui étusBeblases génétiques de la variabilité de la réponse
aux médicaments. En effet, certains variants glieé de genes codant pour des enzymes du
métabolisme, des cibles ou des transporteurs erant dans le devenir et les effets des
médicaments dans I'organisme sont associés a des@ades pertes de fonction. Le métabolisme
des médicaments est sous le controle d’enzymesake, incluant de nombreuses isoformes des
cytochromes P450 (CYP) et/ou d’enzymes de phagailtatalysent des réactions de conjugaison.
La pharmacogénétique a pour objectif clinique wtidioptimiser les décisions thérapeutiques en
terme de choix de la dose et/ou du médicament ané&trer en fonction du génome de l'individu,
en passant par I'étude des mécanismes molécula@gsonsables de ces variations et par
I'évaluation de leur importance clinique, tentamsade réduire la variabilité inter-individuelles d

la réponse au médicament. Il a été avancé querlétigée serait impliguée a 20-95% dans la
variabilité inter-individuelle de la biodisponiliéi et des effets des médicaments (Evans et McLeod,
2003).

Historiquement, cette notion de variabilité intedividuelle de la réponse aux xénobiotiques et ses
importantes implications a été rapportée dés 12095arrod dans son ouvrage « erreurs innées du
meétabolisme ». D’autres exemples peuvent étre diés que la caractérisation de la non-
sensibilisation a la phénylthiourée comme cara@atesomal récessif en 1932 (Snyder, 1932); ou
la découverte d'une déficience en glucose-6-phdspligshydrogénase (G-6-PDH) en 1956
(Carson, 1956). Motulsky en 1957 a défini le comcsglon lequel des défauts métaboliques
pourraient expliquer les différences individueltiessla réponse aux médicaments (Motulsky, 1957).

Le terme «pharmacogénétique » a été inventé pae\argl959 (Vogel, 1959) et sa définition a été
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largement développée et illustrée par des exengeamentés et confirmés en 1962 par Kalow
(Kalow, 1962). Il s’en est suivi une vingtaine d'@es durant lesquelles certaines mutations, a
I'origine d’'une variabilité ont été identifiees. £eésultats coincidaient avec les découvertes de
plusieurs isoformes d’enzymes du métabolisme. Mabget al. en 1977 ont découvert le
polymorphisme de la débrisoquine hydroxylase (Mailhget col., 1977), plus tard appelée CYP2D6
(Gonzalez et col., 1988). Par la suite ont été uMeds de nombreux polymorphismes concernant

les enzymes du métabolisme de phase | et Il &, neltemment, les transporteurs d’efflux.

La pharmacogénétique tente ainsi d’expliquer e &btre le polymorphisme structural du géne et la
conséquence, c’est-a-dire I'exposition au médicamgni en résulte, afin de proposer

eventuellement la thérapeutique et/ou la doseus adlaptée.

Un des exemples historiques les plus frappants ezoacle polymorphisme de la thiopurine
meéthyltransférase (TPMT) qui métabolise la 6-memayrine en 6-méthyl mercaptopurine, au
cours des traitements par azathioprine ou par @apéwpurine. Ce polymorphisme, caractérisé par
la présence ou non de deux mutations ponctuell€sirmgle Nucleotide Polymorphisms (SNPs) au
niveau de la séquence du gene de la TPMT, défirtissamplotype TPMT*3A, peut entrainer une
myélotoxicité iatrogene sévere, voire mortelle cleezindividus mutés homozygotes. A l'inverse,
une inefficacité du traitement peut étre obsenrez aes individus présentant une forte activité de
TPMT. L'activité de la TPMT, présente égalementsbas érythrocytes, peut étre mesurée par une
simple prise de sang. Ces deux types d’analyserrdiétations phénotypique et génotypique, le
phénotype étant défini comme étant I'expressioibdisdu génotype, ont été parmi les premiers
tests pharmacogénétiques a étre utilisés en cén(gueinshilbooum et col., 1999). Le CYP2D6,
enzyme trés polymorphe, est un autre exemple pmurel ces études génotype-phénotype ont été
appliguées. Cette isoforme intervient dans I'hygtation d’une quarantaine de médicaments parmi
lesquels des anti-arythmiques, des antagonistes ré@pteurs béta-adrénergiques, des anti-
dépresseurs tricycliques, des neuroleptiques ebpiesés (Eichelbaum et Gross, 1990). Plusieurs
tests pour la détermination du phénotype sont plessidont celui du dosage dans l'urine de la 4-
hydroxy-débrisoquine, produit d’hydroxylation de dabrisoquine aprés administration orale. Le
génotype du CYP2D6 conditionne l'appartenance aguoupe phénotypique : (i) des non-
métaboliseurs *3, *4, *5, *6, *7 et *8; (ii) des @taboliseurs lents *9, *10 et *41; (ii) des
métaboliseurs rapides (normaux) *1 et *2; et erffi) des métaboliseurs ultra-rapides, par la
duplication du gene CYP2D6 (Fux et col., 2005).

Cependant, différentes étapes sont nécessairesdighautir a I'utilisation en clinique des données
de la pharmacogénétique. En effet, il faut d’alqmaidser par la sélection des genes candidats (c’est-
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a-dire intervenant dans le métabolisme, le transpoie mécanisme d’action), pour lesquels il faut
identifier 'ensemble des polymorphismes pertingisiétions, insertions, SNPs, duplication) et
déterminer leurs fréquences dans une ou difféergapalations (la fréquence des polymorphismes
étant souvent trés variable en fonction de I'ethnigétape suivante consiste a établir des
associations génotype-phénotype par ['utilisatian rdodeles cellulaires, animaux ou humains
(cultures cellulaires, fractions et microsomes #ipae biopsies d’organes) en comparant des
variants géneétiques aux sauvages. Une confirmationivo de cet effet par mise en évidence
d’associations entre les polymorphismes sélectoraides parametres pharmacocinétiques et/ou
pharmacodynamiques est nécessaire, et doit évee shientuellement d’'une validation dans une
plus large population. Dans certains cas, ces studeuvent aboutir a des modéles
pharmacocinétiques de population incluant ces dempéarmacogénétiques avec ou sans donneées

pharmacodynamiques (Burckart et Liu, 2006).

La pharmacogénétique s’intéresse ainsi a touteshiEmpies qui font appel a des enzymes du
meétabolisme, des protéines de transport ou degipest cibles présentant des polymorphismes. |l
peut étre important d’en tenir compte lors de destaraitements du systéme nerveux central,
respiratoire ou cardiovasculaire (Tribut et coD02). Cependant, cette discipline prend un intérét
particulier dans les traitements a moyen ou longnéepour lesquels le STP est également

recommandé, tels qu’en transplantation, en canagi®bu en virologie.

1.2. Pharmacogénétique en transplantation

Les patients transplantés, traités avec difféereamsssciations de médicaments ayant une fourchette
thérapeutique étroite, vivent en permanence avesdee d’'une sous-immunosuppression pouvant
favoriser un phénoméne de rejet aigu, voire laepéu greffon, ou d’'une sur-immunosuppression
avec apparition d’effets toxiques tels que néphiott#, hépatotoxicité, hyperlipidémie, leucopénie
ou hypertension, d’infections ou de pathologiesphesiques (par effet thérapeutique exagéreé). Le
STP est utilisé pour pallier ces conséquences neagiffit pas, en pratique, a éviter 'ensemble de
ces effets indésirables et I'apport de la pharmé@eétique serait a méme d’améliorer encore le
rapport bénéfice/risque des patients, en individaat a priori (avant méme la premiere
administration) la nature et les doses des immpmegseurs administreés.

Dans le domaine de la transplantation, les vanatioter-individuelles aux traitements sont

importantes, et plus importantes que les variatiatra-individuelles, ce qui est compatible avec
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I'idée que le profil génétique soit un des déteranis de la réponse aux traitements, c’est-a-dire de
leurs caractéristiques pharmacocinétiques et ptamtyaamiques (efficacité et effets indésirables).

L’identification récente de nombreux polymorphisnggnétiques des enzymes du métabolisme et
des protéines de transport des xénobiotiques axtérdette hypothése.

En particulier, la ciclosporine, le tacrolimus, sgolimus et I'évérolimus sont essentiellement
métabolisés par des enzymes de phase | alors qiMle, aprés hydrolyse en MPA, subit
principalement un métabolisme de phase Il. Tousim@sunosuppresseurs sont des substrats de
transporteurs d’efflux tels que la P-glycoprotéfRegp), codée par le gemdDR1 (ou ABCBJ), ou

la multidrug resistance related protein 2 (MRP2).

1.2.1. Enzymes du métabolisme de phase 1

Les enzymes du métabolisme de phase | des immupiesgeurs sont essentiellement constituées
des CYP3A4 et CYP3AG. En effet, la ciclosporinetderolimus, le sirolimus et I'évérolimus sont
principalement métabolisés par ces isoformes (Kaohlet col., 1988; Sattler et col., 1992; Kovarik
et col., 2001c). Nous avons précédemment démoatré kEquipe que le MPA subit également un
métabolisme de phase | par les CYP3A4/5 en 6-O-é#giMPA (Picard et col., 2004), bien que
de fagon marginale.

Les CYP3A jouent un role important dans le métamoé de 2/3 des médicaments mis sur le
marché (Wrighton et Stevens, 1992; Guengerich, 189%le plusieurs substances endogénes. lIs
sont principalement exprimés au niveau hépatiquaettinal (Cholerton et col., 1992; Thummel et
Wilkinson, 1998) et sont caractérisés par une gramdiabilité d’expression d’un individu a l'autre
(Shimada et col., 1994; Guengerich, 1995; Paineokt 1997), probablement due aux différents
polymorphismes connus : plus d’'une trentaine pe@uiIC¥P3A4 et plus d'une dizaine pour le
CYP3AS.

Polymorphismes du CYP3A4

Malgré le nombre élevé de polymorphismes identdiésiveau du gene du CYP3A4 (Human CYP
allele nomenclature Committee), ils sont peu frédgieans la population (< 5 % pour la plupart) et
ont une faible incidence sur [lactivité et/ou l'egpsion de I'enzyme. LeCYP3A4*1B
correspondant au SNP A-392G au niveau du promateugene, présent dans 3,6 a 9,6 % de la

population caucasienne, 53 a 67 % de la popul#&fdoaine ou Afro-Ameéricaine et absent dans la
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population asiatique est le polymorphisme le ptégdent du CYP3A4 (Walker et col., 1998; Ball
et col., 1999; Sata et col., 2000; van Schaik &t 2000; Garcia-Martin et col., 2002; Hamzeiy et
col., 2002). Une étudm vitro a montré que le promoteur du gegd¥P3A4portant l'allele muté
*1B, inséré en amont du gene de la luciférase ersaitiiles cellules HEPG2 et MCF7, entrainait
une augmentation significative de son expressianpewé a celui portant l'allele sauvatA
(Amirimani et col., 1999). Cependant, aucune asdimei n'a été observée entre le génotype
CYP3A4*1Bet la pharmacocinétique des substrats utiliséd @acol., 1999; Westlind et col.,
1999; Sata et col., 2000; Wandel et col., 2000audes polymorphismes de fréquence plus faible
ont été identifiés, tels que le CYP3A4*2 qui estroevé a une fréquence de 2,7 % dans la
population caucasienne (van Schaik et col., 208t0ui est associé a une clairance intrinséque de
la nifédipine diminuée par rapport au genotype agay sans avoir d’effet sur |§-Bydroxylation

ni sur la pharmacocinétique de la testostéronea(8atol., 2000). Le CYP3A4*3, retrouvé a une
fréquence de 1 a 4 % dans la population Caucasigram Schaik et col., 2000; Dai et col., 2001),
n'est associé a aucune variabilité du métabolismdadtestostérone, de la progestérone ou du
chlopyrifos (Dai et col., 2001; Eiselt et col., 2001l semble donc difficile de faire un lien entee

génotype du CYP3A4 et la pharmacocinétique ou &armphcodynamie de ses substrats.

Certaines études ont, néanmoins, montré un effghifisiatif du CYP3A4*1B sur la
pharmacocinétique des immunosuppresseurs. L'étaddedselink et al. (Hesselink et col., 2003),
réalisée chez des patients transplantés rénauxargtcde la ciclosporine (n=110) ou du tacrolimus
(n=64), a montré des concentrations résiduellaxdataisées par la dose (C0O/dose) de tacrolimus
significativement plus faibles chez les patientggu au moins un alléle CYP3A4*1B que chez les
patients portant le génotype sauvage CYP3A4*1A/*PAur la ciclosporine en revanche, I'impact
de ce polymorphisme est beaucoup moins marquée étide et d’autres, réalisées chez des
patients transplantés rénaux (Rivory et col., 20@07 Ahsen et col., 2001), n’ont montré aucun
effet significatif de ce polymorphisme sur la phaoocinétique de la ciclosporine. L'étude de Min
et al., réalisée chez seulement 14 volontaires sedste la seule a avoir montré que l'aire sous la
courbe standardisée par la dose (AUC/dose) despictine était significativement plus faible,
respectivement de 11 et de 46 %, chez les indiviiB3A4*1B/*1Aet CYP3A4*1B/*1B que chez

les individusCYP3A4*1A/*1A(Min et Ellingrod, 2003). Ce résultat singulier @stut-étre di au
schéma de l'étude, c'est-a-dire la comparaisorfetfs comparables (et faibles) pour les trois
génotypes (*1A/*1A n=4, *1A/*1B n=6 et *1B/*1B n=4)ui ne refléte pas leur fréquence réelle

dans la population. En ce qui concerne le sirolimArgglicheau et al. ont trouvé une influence
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significative du polymorphisme CYP3A4*1B sur les/@@se de sirolimus, lorsque ce médicament
est utilisé comme traitement de secours chez dengmtransplantés rénaux. En revanche, aucune
association n’était observée chez les patientsrait®$ par un inhibiteur de la calcineurine
(ciclosporine ou tacrolimus) ni, de maniére plusnéante, chez les patients sous sirolimus utilisé
seul en traitement initial (Anglicheau et col., 8D0Cependant, ces deux populations étaient
représentées par un plus faible nombre de patfentl et n=2%ersusn=69, respectivement). De
plus, le dosage du sirolimus était réalisé dan® &tide par HPLC, moins fiable que la technique
LC-MS/MS de référence.

Polymorphismes du CYP3A5

Parmi les différents polymorphismes identifiés ateau du gene du CYP3A5 (SNPs et insertions
de bases), le plus fréquent et le plus étudié e€EYIP3A5*3 dont la fréquence allélique est
d’environ 90 % dans la population Caucasienne @@tustt col., 2001; Kuehl et col., 2001;
Hesselink et col., 2003), et de seulement 30 % tapspulation Africaine (Hustert et col., 2001).

Il correspond a une substitution d’'une base Adémopar une base Guanosine en position 6986 au
niveau de lintron 3 du gen€YP3A5(A6986G), aboutissant ainsi a une erreur d’épssag
'ARNm transcrit, a l'origine de la production d’anprotéine tronquée inactive de 102 acides
aminés (Kuehl et col., 2001). Il en résulte qudsskas individus portant au moins un allele sauvage
CYP3A5*1expriment la protéine CYP3A5 & des taux signifisgiHustert et col., 2001; Kuehl et
col., 2001). Ce polymorphisme est donc importag@sidérer de par son implication fonctionnelle
et sa fréequence dans la population. D’autres potghismes du CYP3A5 ont été identifiés, de
fréequence beaucoup plus faible mais entrainantmeé@s une perte d’activité enzymatique. C’est
le cas duCYP3A5*6(G14685A), dont la fréquence est quasi-nulle dansopulation caucasienne
mais atteint 10 % dans la population africaine.pGlymorphisme entraine la délétion de I'exon 7
au niveau du transcrit, aboutissant a une protéomguée inactive de 184 acides aminés (Hustert et
col., 2001).

L'implication du polymorphisme CYP3A5*3 dans la variabilité inter-individuelle de la
pharmacocinétique du tacrolimus a été suggeree2d@2 par MacPhee et al. (Macphee et col.,
2002), et confirmée par d’autres études qui onttndates CO/dose significativement plus faibles a
toutes les périodes post-transplantation chezdegyrs d’au moins un alleleYP3A5*1 dans des

populations d’'adultes greffés rénaux (Hesselinkadt, 2003; Haufroid et col., 2004; Tsuchiya et
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col., 2004; Macphee et col., 2005; Zhao et col05)®u hépatiques (Zheng et col., 2004). Zheng et
al (Zheng et col., 2003) ont montré chez des egfargnsplantés hépatiques, une différence
significative des concentrations de tacrolimus daadisées par la dose et par le poids corporet entr
les patients expresseurs (*1/*3 + *1/*1) et non+esseurs (*3/*3) du CYP3A5, al™ 6™ et
12°™ mois apres la transplantation. Le rapport de dizséacrolimus a administrer entre patients
transplantés rénaux adultes expresseurs et noessqurs a méme été estimée a environ 2 fois
(Haufroid et col., 2004; Tsuchiya et col., 2004; ddhee et col., 2005; Mourad et col., 2005).
L’étude de Thervet et al. chez des patients tramspé rénaux a montré I'effet « dose/réponse » de
ce polymorphisme sur les CO/dose de tacrolimus p&ient€CYP3A5*1/*1avaient les valeurs de
CO/dose les plus faibles, les patie@¥P3A5*3/3 les valeurs les plus élevées et les patients
hétérozygotesCYP3A5*1/*3 des valeurs intermédiaires (Thervet et col., 2003)e étude,
présentee recemment au World Transplant Congre3<(MBoston, USA ; 2006) et réalisée chez
384 patients transplantés rénaux recevant du tawrs] a montré que l'inclusion du génotype
CYP3A5*3 dans le modéle développé par régressio@aire expliquait 53% de variabilité des
concentrations de tacrolimus en plus (p=0,001) rgaport a un modéle incluant seulement la race
du patient (caucasienne ou afro-Américaine) (p=0(B8znik-Cizman et col., 2006). Enfin, Goto et
al. ont constaté chez des greffés hépatiques guelalose de tacrolimus étaient significativement
plus faibles chez les patients porteurs d’'un gretisec le génotyp€YP3A5*1/*1 (Goto et col.,

2004) que chez les autres, montrant ainsi I'infagedu génotype du donneur.

En ce qui concerne la pharmacocinétique de la gpciine, une fois encore I'impact de ce
polymorphisme semble étre moins déterminant que lesuautres immunosuppresseurs. Certaines
études, réalisées chez des patients transplamigsx;én’ont trouvé aucune association significative
(Hesselink et col., 2003; Anglicheau et col., 20@#a0 et col., 2005; Macphee et col., 2006).
L’étude de Min et al. (Min et col., 2004) en revhacréalisée chez 16 individus sains, a montré une
différence significative des valeurs d’AUC et daicnce chez des individisYP3A5*1/*1(n=6)
comparé aux individu€YP3A5*3/*3(n=6) (p=0.03 et p=0.04, respectivement). Notores lgutest
statistique n’a été fait qu’entre le groupe des boygotes sauvages et homozygotes mutés, sans
prendre en compte les données des hétérozygotepluBele faible nombre d’individus ayant
participé a I'étude et leur sélection préalabldattion du génotype CYP3A5 peut avoir, ici aussi,
affecté la validité de ces résultats. Toutefoiss diminution significative (1,6-fois) des C0/dose a
egalement été observée pour de plus grands effedéf patients transplantés rénaux stables

exprimant le CYP3A5 comparé aux non-expresseursf(bia et col., 2004).
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Pour le sirolimus, les résultats restent contra@grsAnglicheau et al (Anglicheau et col., 2005) on
montré une association significative entre le payphismeCYP3A5*3et les C0O/dose/kg de poids
chez 69 patients transplantés rénaux recevantdinsiis comme traitement de secours : 89 £ 65
ng/mL/mg de dose/kg pour les expresseurs (n¥&figusl45 + 93 ng/mL/mg de dose/kg pour les
non-expresseurs (n=58). En revanche, chez lespmteus sirolimus utilisé en traitement initial ou
chez les patients co-traités par un anti-calcimeu(ticlosporine ou tacrolimus), les auteurs n’ont
observé aucune association significative. L’étuddviburad et al. (Mourad et col., 2005) chez 84
patients transplantés rénaux stables (6,2 a 285j8 apres la greffe) recevant du sirolimus en
association ou pas avec le tacrolimus (n=24 et nré&fpectivement), dont certains étaient sous
prednisolone (n=81), n’a montré aucune associaignificative entre le génotype CYP3A5*3 et
les valeurs de CO/dose (ou des doses ajustéesplimgs, que ce soit dans la population entiere ou

dans la population de patients co-traités pardetanus.

1.2.2. Enzymes du métabolisme de phase 11

Le MMF, prodrogue du MPA, est le seul immunosuppees qui subit majoritairement un
meétabolisme de phase Il. En effet, les autres inusuppresseurs (ciclosporine, tacrolimus,
sirolimus et évérolimus) sont principalement (maas exclusivement) métabolisés par les CYP3A,

comme détaillé précédemment.

Le MPA est majoritairement métabolisé en son méitgbioactif le phényl-glucuro-MPA (MPAG)
(Bullingham et col., 1998). Le MPAG est ensuitetigdement excrété dans la bile et participe au
cycle entéro-hépatique du MPA apres déconjugaistastinale (Bullingham et col., 1998). De plus,
deux autres métabolites minoritaires du MPA ontigtées, I'acyl-glucuro-MPA (AcCMPAG) et le
MPA-phényl-glucoside (MPAGIs) (Schutz et col., 19%hipkova et col., 1999). Plus récemment,
une étude menée dans notre équipe a permis diiderdiautres métabolites, le 6-O-desméthyl-

MPA et les 2 glucuronides correspondants, au nigaaguin et urinaire (Picard et col., 2004).

Une activité immunosuppressive de I'ACMPAG par uiffete inhibiteur sur la prolifération

lymphocytaire a été rapportée (Shipkova et col.0120 suite a l'inhibition de [lactivité de

'IMPDH2 (Schutz et col., 1999). Son mécanisme kiloition a été initialement considéré comme
non-compétitif et réversible (comme celui du MPAEKutz et col., 1999), mais des étunhesitro

de la méme équipe a suggéré qu’il s’agissait prebant d’'une inhibition irréversible de
'IMPDH2 par 'AcMPAG, par formation d’'un complexeovalent sous forme d’'une imine, entre le
résidu lysine de I'MPDH2 et la fonction aldéhyde dACMPAG (Shipkova et col., 2001;
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Armstrong et col., 2004). Il est en effet bien comue les acyl-glucuronides sont caractérisés par
une réactivité électrophile aboutissant a la foromat d’adduits aux protéines et aux
macromolécules, mécanisme supposé de leur tox{Biter, 2000; Shipkova et col., 2003).
L’AcMPAG est ainsi susceptible d’étre responsabée agrtains effets secondaires attribués au
MMF, tels que la leucopénie ou la toxicité gastrtestinale (Wieland et col., 2000). En revanche,
le MPAGIs ne montre aucune activité immunosuppveséschutz et col., 1999) et aucune toxicité

ne lui a été attribué.

Une étude récente dans notre équipe (Picard et2@fl5) a montré que la production hépatique de
MPAG était principalement due a 'UGT1A9 et qu'ufable partie était probablement prise en
charge par les UGT1Al et UGT1AG6, alors que les USTIUGT1A8, UGT1A10 et en plus faible
proportion 'UGT1A9 contribueraient a la productidle MPAG au niveau intestinal et ainsi a
I'effet du premier passage hépatique du MPA. Plauwas, 'UGT1A9 étant également fortement
exprimée au niveau rénal, la production rénale ®AM est également importante a considérer, ce
qui ne semble pas avoir encore fait I'objet d’ésidNotre équipe a é€galement montré que la
production de 'AcMPAG était principalement due '&GT2B7, surtout exprimée au niveau
hépatique, mais également au niveau rénal et imdgCzernik et col., 2000; Fisher et col., 2001;
Antonio et col., 2003).

Pharmacogénétique et production de MPAG

L’influence sur la production de MPAG des polymagphes des UGTs concernés a été étuiée
vitro et in vivo. Bernard et al. (Bernard et Guillemette, 2004) wgiisant des microsomes
hépatiques, rénaux et intestinaux humains (MHH, MRH MIH), ont montré que les
polymorphismesUGT1A9*3 (T98C ; M33T) etUGT1A8*3 (G830A; C277Y) entrainent une
diminution de la clairance intrinséque (glde la production de MPAG. L’étude de Girard et al
(Girard et col., 2004) avec des MHH a montré qseSNPs T-275A et C-2152T situés au niveau du
promoteur du géne de 'UGT1A9 étaient associéseaexpression plus élevée de I'enzyme et a une
Clin¢ de formation de MPAG augmentée. Une étude tresntég(Bernard et col., 2006) a montré
gue plusieurs transcrits stables de polymorphisdee$UGT1A8 dans des cellules HEK-293 —
UGT1A8*3, *5 (A173G, T240A), *7 (A231T), *8 (S43Let *9 (N53G) — étaient associés a une
diminution de 3,3 a 82,5 fois de la production d®AG par rapport aux cellules HEK-293
transfectées avec le génotype sauvage.
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Une étudein vivo chez 95 patients transplantés rénaux (Kuypersokt 2005) a montré une
exposition au MPA significativement plus faible zHes patients porteurs du SNP T-275A ou C-
2452T, ou des 2 a la fois, comparés a ceux porthuggnotype sauvage : les Apg{dose étaient

en moyenne 2 fois plus faibles et les CO/dosedis3pius faibles.

Pharmacogénétique et production d’AcMPAG

Plusieurs études se sont penchées sur les polymomdh de 'UGTB7 et leur influence sur
l'activité enzymatique de glucuronoconjugaison.pgodymorphisme de 'UGT2B7 le plus connu et
le plus étudié est le SNP C802T au niveau de I'ekdn gene, a I'origine d’une substitution d’'une
histidine en tyrosine en position 268 de la praeéldimpact de ce SNP sur I'activité de glucurono-
conjugaison reste controversé. En effet, plusiéusles n'ont montré aucun effet de ce SNP:
Holthe et al. (Holthe et col., 2002) n'ont trouvécan effet de ce polymorphisme sur les ratios
meétaboliques plasmatiques des métabolites 3- @diHgpno-conjugués de la morphine (M3G/M,
M6G/M et M3G/M6G) chez des patients cancéreux raatun traitement morphinique chronique ;
de la méme maniéere, I'étude de Bhasker et al. (Bhast col., 2000) n’a montré aucune différence
significative, entre les 3 groupes génotypiquesa@olymorphisme, de la glucurono-conjugaison
de l'androstérone, du menthol et de la morphineM8) avec des MHH génotypés provenant de
sujets caucasiens ; Coffman et al. (Coffman et, d998), en utilisant des cellules HEK-293
exprimant les 2 variants alléliques (CC802 ou 802TTont également observé aucune différence
significative de glucurono-cojugaison de plusieppgoides, du menthol, de I'androstérone et des 2
formes (R) et (S) du propranolol. De la méme mani&aucune différence significative de
glucurono-conjugaison de l'azathioprine, de la rhimp ou de la codéine n'a été observée par
Court et al. (Court et col., 2003), sur des MHHa@#gpés pour UGT2B7*2

D’autres études ont montré que le variant 802Tt éssocié a une augmentation de l'activité de
'enzyme : I'étude de Sawyer et al.(Sawyer et c003), menée chez des patients recevant de la
morphine, a montré une diminution significative datio M6G/M chez les patients portant le
génotype CCB802 par rapport aux porteurs C802Te eed derniers par rapport aux porteurs 802TT
(p=0,031), de méme que les concentrations plasoettigde M3G et de M6G étaient
significativement plus faibles chez les patients8CQZ (p=0,045 et 0,004, respectivement) ;
Thibaudeau et al. (Thibaudeau et col., 2006),satiit des cellules portant I'un ou l'autre des 2

variants alléliques, a montré une glucurono-conigaya du 4-hydroxyestradiol et du 4-
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hydroxyestrone 2 fois plus faible avec le varia@802 (UGT2B7*1), probablement due a une
activité (Vinay et a une affinité (Km) altérées.

En revanche, I'étude de Wiener et al. (Wiener &t 26004), avec des MHH génotypés, a trouvé au
contraire que les MHH portant le génotype 802T Teétaassociés a une diminution significative de
la glucurono-conjugaison par 'UGT2B7 du 4-méthgosamino-1-3pyridyl-1-butanol, métabolite
principal du 4-méthylnitrosamino-1-3pyridyl-1-butare qui est un procarcinogéne retrouvé
abondamment dans le tabac, comparés aux MHH pdeay@notype homozygote sauvage CC802
(p<0,05).

Sur un versant plus pharmacodynamique, I'étudeindetLal. (Lin et col., 2005) a montré, chez des
sujets exposés a la benzidine, une prévalencdisaiiement plus forte du génotype 802TT chez
ceux atteints de cancer de la vessie que cheajets sndemnes (25%ersus9%, p=0,006). Une
augmentation significative de la fréquence all&@iqiu 802T a également été retrouvée dans le
groupe des patients atteints (46®sus33%, p=0,03). Cette étude suggere que le varid2t 8le
'UGT2B7 aurait plus d’activité de glucurono-congigon de la benzidine que le génotype C802, ce
meétabolite se retrouvant par la suite dans la gessiil est hydrolysé en benzidine, a I'origine de

cet effet cancérogéne.

Une seule étude récente a recherché l'effet de adgmprphismein vitro sur la production

d’AcMPAG, en utilisant des cellules HEK-293 exprimasoit le variant muté 802TT soit le
génotype sauvage CC802 (Bernard et col.,, 2006)teC&tiude a montré que la production
d’AcMPAG était comparable dans les deux lignéehilztes et que ce polymorphisme n’avait pas

d’effet sur l'activité de glucurono-conjugaison|dg¢GT2B?7.

D’autres SNPs de WGT2B7 ont été identifies, sur I'exon Z5{35A et T801A, sur I'exon 4
(G1059Cet T1062Q et dans la région du promotek-1248G T-1241C T-1054C G-842A A-
268G, T-161C:t T-102Q, aboutissant a trois haplotypes majeurs (Holtheok, 2003; Duguay et
col., 2004; Saeki et col., 2004). En effet, tous INPs de la région du promoteur cités ci-dessus
sont en parfait déséquilibre de liaison entre etnren déséquilibre de liaison inverse avec le C802T
de I'exon 2 et le G1059C de I'exon 4. Un autre SiHa région du promoteur (G-79A), avec une
beaucoup plus faible fréquence (moins de 2%) alétéuvert récemment ; il serait associé a une

diminution de l'activité de glucurono-conjugaisoald morphine (Duguay et col., 2004).
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1.2.3. Transporteurs d’efflux

Les transporteurs d’efflux refoulent certains xénbues, métabolites et molécules endogenes
vers l'extérieur de la cellule. Ces protéines jdauen role important dans la régulation de

'absorption, de la distribution et de I'excrétida nombreux xénobiotiques.

La P-glycoprotéine

La P-glycoprotéine (P-gp) est membre de la fanuke transporteurs membranaires ABC (ATP-
Binding Cassette) codée par le geABCB1 également appeldDR1 (pour Multi-Drug
Resistance). La P-gp est ubiquitaire, elle est img® au niveau de la partie apicale des
hépatocytes, des entérocytes, des cellules rénalesculaires, testiculaires, placentaires et au
niveau de la barriere hémato-encéphalique (Thiebiactl., 1987; Borst et col., 1993; Kusuhara et
col., 1998; Tanigawara, 2000). Divers SNPs du ¢g@b&1 ont été identifies (Kim, 2002; Kroetz et
col., 2003). La ciclosporine, le tacrolimus et imkmus étant des substrats de la P-gp (Saeki et
col.,, 1993; Miller et col.,, 1997), linfluence degolymorphismes du gen®DR1 sur la
pharmacocinétique de ces immunosuppresseurs ar§nient étudiée. La principale conclusion
qui en ressort est que les alléles sauvages desgaux SNPs du gendDR1 (C1236, G2677 et

C3435) sont associés a une plus importante actieitéansport de la P-gp.

En ce qui concerne la ciclosporine, certaines étudent trouvé aucun effet significatif du SNP
G2677T/A et/ou C3435T, localisés au niveau de e2d et 26 du gene MDR1, respectivement,
sur sa biodisponibilité chez des volontaires sa{in et Ellingrod, 2002), en transplantation
cardiaque (Balram et col., 2003) ou en transplamatnale (Hesselink et col., 2003; Mai et col.,
2003; Haufroid et col., 2004; Hesselink et col.020Singh et col., 2004). Chez des patients
transplantés hépatiques un mois apres la grefieh@ame-Faivre et al. (Bonhomme-Faivre et col.,
2004) ont trouvé des valeurs significativement plesvées de CO/dose de ciclosporine chez les
porteurs homozygotes du génotype muté 3435TT, saggéne activité plus faible de la P-gp
codée par le variant muté 3435T. Le méme conséht dait chez des patients transplantés rénaux
immédiatement apres la greffe (J1 + 2 jours), mamune association significative n’a été retrouvée
a J7 ou M1 post-greffe (Azarpira et col., 2006¢tude de Chowbay et al. (Chowbay et col., 2003)
a montré une exposition plus élevée a la ciclogpothez des patients transplantés cardiaques en
période stable portant I'haplotype muté 1236T-2634B5T (ces 3 SNPs étant en fort déséquilibre
de liaison), comparés a ceux portant I'haplotypevage C1236-G2677-C3435 (Kroetz et col.,
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2003). Anglicheau et al (Anglicheau et col.,, 200t également rapporté, chez des patients
transplantés rénaux stables, des valeurs dg/ddse et d’AUG./dose légerement mais
significativement plus faibles chez les porteurambmygotes du génotype sauvage CC1236
comparés aux porteurs d’au moins un allele muté peuUSNP. A I'opposé, Yates et al. (Yates et
col., 2003) ont observé des valeurs significativeinmus élevées de clairance apparente chez des
patients transplantés rénaux en période stableamgosu moins un allele 3435T (C3435T ou
3435TT), comparés a ceux portant le génotype hoguieysauvage CC3435 (40,0 + 2@rsus
26,4 £ 3,1 L/h, p = 0,007). Cependant, ce regrowgmgrhétérozygotes + homozygotes mutés dans
le méme groupe pour des études statistiques edtea éar ce SNP ayant un fréquence allélique de
plus de 40%, la possibilité de considérer les 3iges est faisable, contrairement par exemple au
CYP3A5*3 dont la fréquence de l'allele sauvage ngse de 10% (d’autant plus que le critere
expresseurs/non-expresseurs observé avec le CYB3#R8st pas du tout applicable pour le SNP
C3435T du géne MDR1).

Enfin, sur un plan pharmacodynamique, I'étude réxcele Hauser et al. (Hauser et col., 2005) a
montré une augmentation significative de la népuixiotté induite par la ciclosporine (évaluée par
différents critéres : élévation persistante detaniéee sérique, dysfonction rénale et exclusiomd’u

rejet de greffe prouveé par biopsie) pendant leseBnpers mois suivant la greffe chez des patients
transplantés rénaux portant un greffon ayant leoty@e homozygote muté 3435TT comparé aux

autres.

Plusieurs études ont également rapporté I'effepalymorphisme du genglDR1 sur I'exposition

au tacrolimus. Certaines n'ont trouvé aucun effghificatif sur les CO/dose du tacrolimus des
SNPs suivants : du SNP C3435T chez des patientteadransplantés rénaux a 1 et 2 semaines
post-greffe (MacPhee et col., 2004), ou en périsiddle (Hesselink et col., 2003) ; des SNPs
(C1236T, G2677T/A et C3435T) chez des patientsspiamtés hépatiques, adultes et pédiatriques,
a une semaine post-greffe (Goto et col., 2002); $Ps (C1236T, G2677T/A et C3435T) chez
des patients transplantés rénaux stables (Haufrbidol., 2004) ; et des SNPs (G2677T/A et
C3435T) chez des patients transplantés rénauxjau?s apres la greffe (Tsuchiya et col., 2004).
En revanche, chez des patients adultes transplegrtéax adultes a 3 mois post-greffe, Anglicheau
et al. (Anglicheau et col., 2003) ont trouvé dekews de CO/dose significativement plus élevées
chez les porteurs des génotypes homozygotes ma@STI et 2677TT/AA/TA que chez les
homozygotes sauvages, avec des valeurs intermeslipour les patients hétérozygotes, tandis
gu’une tendance non significative était retrouveecade SNP C3435T. Une autre étude chez des

patients pédiatriques transplantés cardiaques arénaque les valeurs des CO/dose/kg eétaient
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significativement plus faibles a partir d&™8 mois apres la greffe chez les patients homozygotes
sauvages GG2677 et CC3435, comparés aux patiertempau moins un allele muté (Zheng et
col., 2003). Le méme constat avait été fait avec@@/dose/kg de tacrolimus chez des patients

adultes transplantés rénaux trois mois apres féegveur le SNP C3435T (Macphee et col., 2002).

En ce qui concerne le sirolimus, des études résarnitmt montré aucune association significative
entre les différents SNPs (C1236T, G2677T/A et GI3Ft les CO/dose de sirolimus chez des
patients transplantés rénaux 3 mois apres la g¢afiglicheau et col., 2005) ou en période stable
(Mourad et col., 2005).

Enfin, aucune étude n’a rapporté de transport dAMBPPou de ses métabolites par la P-gpani

fortiori d’effet pharmacogénétique de la P-gp sur la pheogiaétique du MPA.

La Multi-drug Resistance associated Protein 2 (MRP2

Il a été démontré que la protéine d'efflux MRP2d@® par le genABCC2 était responsable de
I'excrétion biliaire du MPAG et en partie de cealle TACMPAG a partir des hépatocytes. C’est par
son effet inhibiteur de l'activité de MRP2, que pessede pas le tacrolimus, que la ciclosporine
aurait un effet sur le cycle entéro-hépatique daeaphénolate (Kobayashi et col., 2004; Hesselink
et col., 2005; Westley et col., 2006). Plusieurymporphismes du gen&BCC2ont été identifiés et
certains d’entre eux impligués dans le syndrom®udlein-Johnson qui est un ictére héréditaire a
bilirubine, principalement conjuguée, dont I'étigie est une déficience du transporteur MRP2
(Suzuki et Sugiyama, 2002). Des résultats prélimesaobtenus dans notre équipe ont montré une
diminution significative des rapports métaboliqu#sUC de MPAG et MPAGIs [(AUC de
MPAG)/(AUC de MPA) et (AUC de MPAGIS)/(AUC de MPA)thez les patients adultes
transplantés rénaux co-traités par le sirolimupagtant au moins un allele muté pour le SNP C-
24T, comparés aux patients portant le génotypeagmuCC-24. En revanche, aucune association
significative n’était observée chez les patientdradés par la ciclosporine (Djebli et col., 2005)
Aucune autre étude concernant I'effet des polymisrmphs du gendBCC2n’a été rapportée a

notre connaissance.
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1. Pharmacocinétique de population
(PKpop)

1.1. Généralités

L’'importante variabilité de la pharmacocinétiqueid’médicament est souvent responsable d’'une
difficulté d’optimisation et de maitrise de I'efficité d’'un traitement. L'objectif principal de la
pharmacocinétique de population (PKpop) est de tifieancette variabilité et d’identifier les
facteurs qui en sont a l'origine. La connaissaneeces facteurs peut permettre de proposer des
adaptations de posologie individuelles plus ratedies et de distinguer des sous-groupes de

population « a risque ».
Cette variabilité se décompose en (Beal et Shel992; Urien, 2002) :

e Variabilité inter-individuelle, qui peut en parties’expliquer par des facteurs
physiopathologiques : démographiques (sexe, agejds,porace...), génétiques
(polymorphismes d'un ou plusieurs genes impliquéssdla pharmacocinétique du
médicament), environnementaux (tabac, alcool, régialimentaire...), fonctionnels
(maladie concomitante, insuffisance rénale ou h@pat..) ou biologiques (généralement
témoins des facteurs fonctionnels : clairance dedatinine, bilan hépatique, concentrations
des protéines plasmatiques ...). Ces différents dest@ppelés covariables, sont a l'origine
d’'une variation des parametres pharmacocinétiqnee endividus ou, parfois méme, chez

un méme individu au cours du traitement.

» Variabilité résiduelle, qui correspond a la parfaeariabilité non expliquée par le modele.
Elle inclue notamment les erreurs de mesure (variabilité liég arreurs d’horaires
d’administration et de prélevements —-méme minireeaux méthodes analytiques...).

» Variabilité inter-occasion, qui décrit les variat®odes parametres pharmacocinétiques chez
le méme patient au cours du temps.

La PKpop désigne une technique générale d’analgseddnnées qui permet d’estimer la valeur

centrale (moyenne ou médiane) des parameétres pbacmétiques et leur variabilité (variance)
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dans une population donnée, ainsi que d'étudiefldénce des covariables potentielles sur ces

parametres pharmacocinétiques.

Les principales méthodes utilisées pour la PKpgmosent sur le principe du maximum de
vraisemblance qui stipule que la meilleure estiomatles paramétres est celle rendant maximale la
probabilité du résultat observé. On distingue [graches paramétriques (ex. logiciels NONMEM,
P-PHARM ...) et non-paramétriques (ex. logiciels NEIWPEM, BigWinPops ...).

1.2. Pharmacocinétique de population et
estimation de I'exposition aux

immunosuppresseurs

Les analyses de PKpop prennent toute leur impartadans [|'étude des traitements
immunosuppresseurs pour expliquer la variabilitérptacocinétique. En effet, ces médicaments
présentent un index thérapeutique étroit, entre torité dont les conséquences peuvent étre
séveres et l'inefficacité qui peut se traduire lpgoerte du greffon. De plus, ils sont caractérjsas
une forte variabilité pharmacocinétique. Enfin, ueposition optimale a ces traitements est
capitale, non seulement pour éviter le rejet aimais également pour tenter de prolonger la vie du
greffon (et du malade). C’est dans cette optique IguSTP a été rendu obligatoire pour certains

immunosuppresseurs, et est fortement recommandéjares (voir paragraphe 3 page 6).

Cependant en immunosuppression, il est actuelleatints que la concentration résiduelle, ou CO,
indice le plus fréquemment utilisé pour individsali les posologies dees médicaments, n’est
souvent pas assez représentatif de I'expositiopadgoau médicament pour permettre un ajustement
individuel optimal de la posologie. L'AUC entre dedoses est probablement un meilleur reflet de
I'exposition réelle du patient au médicament etcdammeilleure alternative au STP basé sur le CO.
L'estimation de 'AUC sur la base de 8 a 12 prékésets sanguins est difficilement faisable en
pratiqgue clinique courante. Des méthodes d’estonatie 'AUC basées sur des stratégies de
prélevements en nombre limité ont été développéastpus les médicaments immunosuppresseurs
prescrits (a I'exception de I'évérolimus) pour ligrile risque de rejet d’organes solides. On trouve

des méthodes basées sur la régression linéairpladt des méthodes d’estimation Bayésienne.
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1.2.1. Régression linéaire multiple (RLM)

Des équations obtenues par régression linéaireipteulont été développées pour évaluer une
variable d’exposition (le plus souvent 'AUC) a piarde plusieurs valeurs de concentration
recueillies a des temps de prélevement particuliéexposition est souvent décrite comme une

fonction linéaire de 2 ou 3 concentrations, detate :
AUC= A, +AC, +AC, +..+AC,

ou AOQ, A1, A2... An sont des constantes, Ctl, Ct2,Ctn sont les valeurs de concentrations

mesurées a to, t1, t2... tn.

Des équations ont été développées, principalenmnt lp ciclosporine, le MMF et le tacrolimus.
David et al. avaient réalisé une revue des équaiigiées a la ciclosporine (David et Johnston,
2001). lls ont souligné que la grande majorité ee équations n'avaient pas été validées dans un
groupe indépendant de patients, et concernaientipalement la transplantation rénale. Tres
récemment, Ting et al. ont publié une revue faisétdt de I'art des équations développées pour les

immunosuppresseurs autres que la ciclosporine @ticgl., 2006).

Pour tous ces médicaments, des équations ontadtieétpour la période post-greffe précoce aussi
bien que pour la période stable. La plupart destetégies de prélevements limités établies sur la
base de la régression linéaire multiple requiéBeat4 prélevements sanguins, collectés dans les 6

premieres heures post-dose.

Si certaines de ces études n’incluaient que dextdf réduits de patients (ex. 10 patients pour
Yeung et al. 2001 (Yeung et col., 2001) et 20 ploeirGuellec et al. 2002 (Le Guellec et col.,
2002)), d’'autres concernaient plus d’'une centamesujets (ex. 140 patients pour van Hest et al.
(van Hest et col., 2005)).

Les performances de ces équations sont souverdrtapp uniquement sous forme d’un coefficient
de corrélation entre les AUCs prédites et les A0&8lsulées par la méthode des trapézes, le biais et
la précision n’étant pas évalués (Ku et Min, 1998yutz et col., 1998; Johnson et col., 1999; Filler
et Mai, 2000; Kuypers et col., 2004) ce qui rendsimpossible la comparaison de ces équations
entre elles (pour des nombres différents de supetsjvec un estimateur Bayésien. Ces techniques
sont théoriguement limitées par le strict respaxs Horaires de prélévement (par exemple, £ 5
minutes pour le MMF (Prémaud, 2004)). Lorsque dgpsagons établies par une équipe ont été
testées par des equipes indépendantes, les resélgaent parfois beaucoup moins satisfaisants
(Willis et col., 2000; Taylor et col., 2001). AinSichutz et al. (Schutz et col., 1998) avaient
développé une équation a partir de 62 profils cetsgle MPA chez 36 enfants transplantés rénaux
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stables. Les temps de prélevements étaient 0, 2% post-dose, permettant I'estimation de
'AUC .12 avec un r2 = 0,88. L'équation a ensuite été appkgchez 25 patients transplantés
adultes stables par une autre équipe, conduisamtcaefficient de corrélation plus faible (r2 =9)5
(Willis et col., 2000). Le fait d’appliquer une @jion a des patients indépendants, mais eégalement
différents, conduisait donc ici a une dégradatiariable des performances. Bien que non
mentionnés dans la publication, on peut présumerejbiais et les erreurs individuelles maximales
associée a un r2 = 0,59 étaient importants. A notrenaissance en immunosuppression, les
résultats de la validation d’'une équation utilis@as une étude indépendante n’ont jamais été aussi

satisfaisants que les résultats obtenus dans &énitiale.

Il est important de souligner que les méthodes étression linéaire multiple n’ont aucun
fondement pharmacocinétique ; ces équations résulteiquement de corrélations entre l'index
d’exposition étudié et des concentrations recasilla des délais post-dose définis. Elles ne
permettent pas en particulier de retracer la codebeoncentration en fonction du temps et donc pas
de vérifier visuellement sa pertinence et son adeégu avec les concentrations mesurées, ni de
calculer d’autres indices d’expositiony (& AUC partielles) ou les parametres pharmacocinétq

individuels (clairance, volume de distribution ...).

1.2.2. Pharmacocinétique de population et

estimation Bayésienne
La méthode d’estimation Bayésienne combine : un éoghharmacocinétique de population
(informationa priori) et quelques valeurs de concentrations obtenwezsletpatient traité ainsi que,
parfois, des caractéristiques individuelles (catalgs significatives dans le modéle de population).

A défaut d’analyse de population, les parametremphcocinétiques moyens et leur variabilité
peuvent étre obtenus par la méthode dite « en depes » : celle-ci consiste a déterminer les
parametres pharmacocinétiques moyens et leur mategcvariance-covariance dans un groupe de
patients a partir des parameétres individuels cagutlans un premier temps, chez chacun d’entre
eux. Cette méthode ne constitue pas une analygepidation. Elle peut paraitre simple a mettre en
ceuvre mais requiert des prélevements nombreux chezun des patients. Elle présente

I'inconvénient de surestimer les variabilités iatadividuelle et résiduelle.
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A ce jour, un certain nombre d’articles présentigg analyses pharmacocinétiques de population
de médicaments immunosuppresseurs avec ou sanspfiment d’estimateurs Bayésiens ont été
publiés. Plusieurs études concernaient la ciclaspple MPA et le tacrolimus. Une seule étude de
population a été rapportée pour le sirolimus (Regbcol., 1997), mais sans estimateur Bayésien. Il
en est de méme pour I'évérolimus (Kovarik et cab01a). Les caractéristiques et les résultats des
études pharmacocinétiques de population et desnastirs Bayésiens développés pour les

médicaments immunosuppresseurs sont resumeés dafelau 1.

La ciclosporine est caractérisée par un index getrdque étroit et une tres large variabilité inter
individuelle de sa pharmacocinétique. Toutefoisdagines de cette variabilité sont encore mal
connues. Quelques études pharmacocinétiques delafiopu potentiellement susceptibles
d'identifier les sources individuelles de cette iakaifité (caractéristiques biométriques, age,
parametres biologiques, génotypes ...) ont étéséea. La plupart de ces études incluaient des
effectifs limités de patients (Parke et CharleQ8t%Parke et Charles, 2000; Schadeli et col., 2002;
Cremers et col., 2003; Hesselink et col., 2004;92eau et col., 2004; Rosenbaum et col., 2005), ce
qui réduit le nombre de covariables pouvant éts¢ees et diminue la probabilité de trouver une
covariable significative. En effet, plus l'effectie la population est grand, plus la population
étudiée est représentative de la population gémétablus grande est la variabilité des covariables
testées. Les études de population rapportées aaiclbsporine concernaient généralement un seul
type de greffe (cardiaque (Parke et Charles, 1%@8ke et Charles, 2000), cardio-pulmonaire
(Rosenbaum et col., 2005), hépatique (Breant et @8I96; Charpiat et col., 1998) ou rénale
(Schadeli et col., 2002; Cremers et col., 2003;sHisk et col.,, 2004; Rousseau et col., 2004;
Tokui et col., 2004)). Seulement deux études dellatipn ont réalisé I'analyse de bases de données
incluant des patients ayant recu une transplantawdiaque, pulmonaire ou rénale (Kyhl et col.,
1998; Saint-Marcoux et col., 2006). Saint-Marcotxalke ont conclu a des valeurs différentes de
parametres d'absorption selon le type de greftesi®lrs études (Parke et Charles, 2000; Hesselink
et col.,, 2004; Rosenbaum et col., 2005; Saint-Matcet col., 2006) ont montré une relation
statistiguement significative entre le poids cogb@t la clairance apparente. Seuls Hesselink et al
(Hesselink et col., 2004) ont recherché l'influemige covariables génétiques et pu montrer une
relation entre la clairance apparente et le gémo@@P3A4*1B Divers estimateurs Bayésiens
capables d'évaluer les parameétres pharmacocingtindieiduels de la ciclosporine et I'exposition a
ce médicament (AUC) ont été proposés. La plupattésé@ développés a partir de parametres
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moyens obtenus par approche en deux étapes et mattia d'un modéle de population. En
conséguence, ces estimateurs sont dédiés a undafmpthomogene de patients, tels que des
patients adultes ayant recu depuis plus de trois moe greffe rénale (Leger et col., 2002),
cardiaque (Monchaud et col., 2003) ou hépatiqueal|@at et col., 1998), ou des transplantés
pulmonaire stables atteints ou non de mucoviscidBsrisseau et col., 2003). Certains de ces
estimateurs sont utilisés en pratique clinique igigrine mais leur utilisation est limitée a la
population particuliere dans laquelle ils ont éé&aloppés. A la suite de leur analyse PKpop de
diverses populations de transplantés cardiaqudsjopaires (avec ou sans mucoviscidose) et
rénaux (adultes et pédiatriques), Saint-Marcoual.eSaint-Marcoux et col., 2006) ont développé
un estimateur Bayeésien précis, a partir de conagois mesurées 0, 1 et 3 h post-dose, avec un

biais moyen sur I'estimation de 'AUG2»de 2,0 + 10,5% et un intervalle allant de -1942&,4%.

Le MMF était d’'abord administré en dose standagédnéralement 500 ou 1000 mg, en 2 doses
guotidiennes en fonction du type de greffe et ditdment associé. Un certain consensus semble
maintenant se dégager en faveur de lintérét du 8dRe meédicament. Le meilleur indice
d'exposition serait TAUC de MPA plutét que la centration résiduelle (Shaw et col., 1995; Shaw
et col., 2001).L'allure des profils pharmacocinéts) de MPA varie en fonction du temps et du
traitement immunosuppresseur associé. Les modéksnacocinétiques structuraux adaptés a la

description de ces profils different ainsi selopésiode post-greffe.

Au dela de 3 mois post-greffe, globalement, lesfilgrasont relativement classiques avec
eventuellement un rebond entéro-hépatique. Plisiestimateurs Bayésiens ont été proposés pour
cette période stable, soit sur la base d'un madielpopulation chez des patients co-traités par la
ciclosporine (Le Guellec et col., 2004) ou par I'des deux anti-calcineurines (ciclosporine ou
tacrolimus) (Payen et col., 2005), soit sur la ldes@aramétres moyens déterminés par approche en
deux étapes chez des patients co-traités par lasparine (Premaud et col., 2005b). L'étude
rapportée par Le Guellec et al. (Le Guellec et,c®Q04), menée chez des patients adultes
transplantés rénaux, a utilisé un modéle bi-conmmparital avec une absorption d’ordre 0, mais avec
une valeur élevée de l'erreur résiduelle. Plus méwent, Payen et al. (Payen et col., 2005) ont
développé un autre modele de population chez dastsret adolescents transplantés rénaux, sur la
base d'un modele a deux compartiments avec unepsibsod’ordre 1 et un temps de latence. Ces
deux analyses ont conclu a une influence signifieadu poids corporel sur le volume apparent du
compartiment central ; Le Guellec et al. (Le Guek col., 2004) ont aussi montré une relation

entre le poids et la clairance apparente. Prémaatl €remaud et col., 2005b) ont développé un
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estimateur Bayeésien par approche en deux étapesdpeipatients adultes transplantés rénaux en
période stable, en utilisant un modele pharmactigue a 2 compartiments ou l'absorption était
décrite sur la base d'une loi gamma. Aucun de sesa&eurs ne peut décrire un second pic de
concentration, mais Prémaud et al. (Premaud et2@05b) ont montré qu’en terme de biais et de
précision de I'AUC, ce n'était pas nécessaire chepatients sous ciclosporine et en période stable
A c6té de ces travaux qui concernaient uniquemesitpatients transplantés, Funaki et al. (Funaki,
1999) ont realisé une analyse de population dargraupe de patients dont environ la moitié avait
recu une greffe rénale, les autres recevant du M&HS le traitement de la polyarthrite rhumatoide
(et donc probablement sans ciclosporine associée,doe ce ne soit pas mentionné dans l'article).
L'objectif de cette étude était d'appliquer en gs®lde population un modeéle de circulation entéro-
hépatique. Les auteurs ont mis au point un modélsmpartimental représentant lintestin, la
vésicule biliaire, le reste de I'organisme étargrésenté par le compartiment central. Le rebond
était décrit comme un relargage biliaire vers &sitn sous forme de bolus. Aucune variabilité

résiduelle ou inter-individuelle n’était rapporid@ns cet article.

L'étude de PKpop de van Hest et al. (van Hest ket 2005) concernait des données recueillies chez
140 patients adultes transplantés rénaux sousspimtime pendant la période post-greffe immédiate
et pendant la période stable (jusqu'a 6 mois pafte. Un modele bi-compartimental avec une
absorption d'ordre 1 et un temps de latence étaipl@yé. Contrairement aux deux études

précédemment citées, celle-ci n'a pas trouvé@peitls était une covariable significative de Vc/F.

En période post-greffe précoce, les cinétiques ®AMN fonction du temps sont assez complexes
et instables ; elles présentent des délais d’abiearpariables et des profils avec un ou plusieurs
pics de concentration (Johnson et col., 1999; Sauool., 2003). Or, I'exposition au MPA durant
cette phase aurait un impact significatif sur lidence de rejet aigu dans les premiers mois post-
greffe (Kiberd et col., 2004). La littérature camti tres peu de modeéles de population permettant de
décrire la pharmacocinétique du MPA en période qméc Shum et al. (Shum et col., 2003) ont
mené une étude PKpop chez des transplantés rédaligsasous ciclosporine au cours du premier
mois apres la greffe. Cette étude a notamment mé&vielence la difficulté de modéliser les profils
pharmacocinétiques observés dans cette périodesaggere le recours a des modeles complexes
pour mieux décrire le comportement pharmacocinétiqu MPA (tel un modéle décrivant une
clairance variable au cours du temps...). Dansdmenéquipe, Staatz et al. (Staatz et col., 2005) on
étudié la pharmacocinétique de population du MPAsda premiére semaine suivant la greffe (J3,
J5 et J7) chez des patients transplantés rénatraités par le tacrolimus ou la ciclosporine adéi

d'un modele structural avec absorption d'ordret imination bi-exponentielle. La valeur de CL/F
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était inversement proportionnelle au taux d’albuemsgérique, et plus élevée de 27% chez les
patients recevant de la ciclosporine que chez ceagvant du tacrolimus. Un seul estimateur
Bayésien dédié a la période précoce a été publiém@ud et col.,, 2005b). Cet estimateur,
développé au sein de notre équipe par approchesex étapes, prenait en compte des données
issues de patients transplantés rénaux a deuxdpérigost-transplantation (J7 et M1). Les profils
étaient décrits par un modele mono-compartimentat ane double absorption gamma et, a 'aide
de trois prélévements (20 min, 1h et 3h post-ddaahéthode Bayésienne permettait I'estimation
de 'AUCy.12n du MPA avec un biais moyen (précision) de -5,7%5%) a J7 et de -8,2% (14,4%)

a M1.

Le tacrolimus est un immunosuppresseur largeméigéutians différents types de transplantation
d’organes solides (foie, rein, coeur et coeur-poumbmpyésente une zone thérapeutique étroite et
d'importantes variabilités inter- et intra-indivielles, avec un risque d’interactions
médicamenteuses et de toxicité (Sandborn et @95;1Venkataramanan et col., 1995; Kershner et
Fitzsimmons, 1996). Il a été démontré que le ST$& lsar les CO améliorait le pronostic clinique

(Venkataramanan et col., 2001).

Pour le tacrolimus, plusieurs analyses PKpop odtdéveloppées (Sam et col., 2000; Fukatsu et
col.,, 2001; Garcia Sanchez et col., 2001; Macchigkison et col., 2001; Staatz et col., 2002)
(Staatz et col., 2003; Antignac et col., 2005; Zadticol., 2005). Outre I'estimation globale des
parametres pharmacocinétiques moyens et de labigéainter- et intra-individuelle dans la
population étudiée, ces analyses visaient a déterngt a quantifier I'origine de ces variations
(étude de I'effet des covariables pertinentes)plugart d’entre elles ont retenu un modele mono-
compartimental avec une absorption et une élimonat’ordre 1 et ont conclu a une relation
significative entre le délai post-greffe - ou Idaléapres le début du traitement - et la clairance

apparente du tacrolimus.

Des estimateurs Bayésiens ont été développés asolgectifs différents. Certains auteurs ne
s'intéressaient qu’'a la prédiction des concentaticésiduelles des prochains jours a partir de
plusieurs concentrations résiduelles recueilliasue courte période (Macchi-Andanson et col.,
2001; Staatz et col., 2003; Willis et col., 2008pgis les performances des estimateurs n'étaient pas
suffisantes pour qu'une application en cliniquesgaiiétre envisagée (Macchi-Andanson et col.,
2001; Staatz et col.,, 2003). Deux estimateurs Begésont été développés sur la base de
parametres moyens déterminés par approche en tiresgSaint-Marcoux et col., 2005; Scholten

et col., 2005), dans le but d’estimer 'AUC du t@onus. Scholten et al. (Scholten et col., 200%) on
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développés chez des patients adultes transpla@t&gix un estimateur Bayésien permettant de
prédire avec précision 'AUG,,a partir de 2 prélevements : CO et un autre préiéwt réalisé
entre 2h et 4h apres la prise de tacrolimus. lagtrx de Saint-Marcoux et al. (Saint-Marcoux et
col., 2005), realisés dans |'équipe, concernalangreffe pulmonaire; I'estimateur Bayésien
développé permettait une bonne estimation desAkl@ partir de prélevements réalisés a 0, 1h et
3h apres la prise du tacrolimus chez des patiedenines de mucoviscidose et a 0, 1,5h et 4h chez
les patients mucoviscidosiques. Scholten et ahdBen et col., 2005) avaient retenu un modeéle bi-
compartimental avec absorption d'ordre un et tetigplatence. Saint-Marcoux et al. ont appliqué le
modéle mono-compartimental avec absorption dépataune double-loi gamma, développé pour le
MPA ; ce modele était (sur leurs données) plusoperdnt que I'ordre 1.

L’évérolimus est un immunosuppresseur portant urene 2-hydroxyéthyl en position 40 de la
structure du sirolimus (Sedrani et col., 1998). @édicament a été développé dans le but
d’améliorer la biodisponibilité du sirolimus et daminuer sa distribution tissulaire extensive grace
a une plus grande polarité. L’évérolimus, carasépar une demi-vie plus courte (30 h), est ainsi
administré en 2 doses quotidiennes et atteint palpglement I'état stable (au cours de la premiere
semaine) sans nécessité d'une dose de charge riKircbt col., 2004). L'évérolimus est
couramment administré en association avec un ihibide la calcineurine (tacrolimus ou
ciclosporine) (Jorga et Johnston, 2005) en transgii@n rénale et cardiague, mais également en
transplantation hépatique et cardio-pulmonaire.t@mement au sirolimus, la pharmacocinétique
de I'évérolimus semble moins influencée par la dovaistration de la ciclosporine (Kovarik et
col., 2002). L’évérolimus est également caractéripdr une importante variabilité
pharmacocinétique inter-individuelle et par un deérapeutique étroit, justifiant le recours au
STP. Les valeurs des CO étant assez bien corréleesaleurs d’AUC, il est recommandé que le
STP soit basé sur les valeurs de CO (Kovarik et 2001b).

Une seule étude PKpop de I'évérolimus a été rappquar la littérature : Kovarik et al. (Kovarik et
col., 2001a) ont développé, chez des patients ffam®s rénaux au cours des 6 mois suivant la
greffe, un modele Pkpop mono-compartimental avecabsorption et une élimination d’ordre 1 et
une biodisponibilité dépendante de la dose de liaane administrée.

Aucune méthode d’estimation de 'AUC par stratédjichantillonnage limité n’'a été rapportée, ni
par la méthode de régression multilinéaire, nigsimation Bayésienne.
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Les rares travaux publiés sur la PKpop du siroliser®nt présentés au chapitre Il, dans le cadre de

nos travaux personnels.
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Tableau 1 : résumé des études de pharmacocinétiqde population, avec ou sans développement d’estineairs Bayésiens et des études

rapportant le dévelppement d’estimateurs Bayesiend partir de « paramétres pharmacocinétiques de popation » obtenus par
approche en deux étapes.

Molécule / Tvpe d'étude Population Délai post- Modele Covariables Perform. Validation Stratégie Perform.
Référence yp étudiée greffe PK identifiées PKpop pop, EB 9 EB
LSS (EB)
Ciclosporine
A*, Greffe
Parke 1998 PKDO rocuarg'aguin_ > 3 mois 1 cpt, abs. délai post- var. résid.: EE dea?esst
SAN/NEO Pop groupe pop n= ordre 1 greffe sur F 77 ng/mL group E—
36) et groupe indépendant
test (n= 33)
A*, greffe
rénale n=728
ogere
Kyhl 1998 NEO Pkpop e > 3 mois abs. ordre
pulmonaire ou 0
cardio-
pulmonaire
(n=151)
A*, greffe délai post- var. resid.:
15? rls(ili?,\?go Pkpop cardiaque S3 2 gf(;’r:tl)s' greffe sur F; 13% et 54 Bootstrap
(n=46) poids sur CL/F ug/L
. EB dans Biais moy.
Depord 2001; A*, greffe 2 cpts,_ groupe test | EB; 0, 1, =-0,49%,
Léger 2002 Pk + EB snale (n=20 > M3 abs. loi . 3h -
NEO rénale (n=20) gamma (pgrmutatmn RMSE =
circulaire) 2,00%
A*, greffe 2 cots
Schadeli 2002 rénale: groupe abs Fc))rd,re var. resid.: EB dans Biais (moy.
(SAN/NEO Pkpop pop (n=50), > A3 1 e't laa- 14% (ME) | groupe test EB; 8h +SD)=8,3
ldosel)) groupe test tlag et 34% (S) | indépendant +6,6 %
(n=10) time
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A*, greffe

rein: Biais
rénale: groupe =-6 a + 3%,
pop (n=12), 2 cpts RMSE =3
) 3 9%: rein-
Cremers 2003 Pkpop+ EB (ngrzoéj)pf t?:;fe n=30 <3 mois, | abs. ordre E)?J d:?:st EB; 0, 1, a 2;;;%
NEO pop N gr - n=30 >3 mois 1 etlag- — S group 3h p__
rein-pancréas: : indépendant Biais = -6 a
time
groupe pop + 1%,
(n=8) et groupe RMSE =3
test (n=20) a 9%
Biais moy.
+SD =
+3,06 £
EB dans '
A*, greffe 2 cpts, . 12,16%
Monchaud 2003 Pk + EB cardiaque S1, M3 et Al abs. loi groupe test | EB; 0,1, (S1); +1,5+
NEO _ (permutation 3h o
(n=14) gamma circulaire) 1,61%
(M3); -0,20
+11,42%
(A1)
1EB
pour
patients
A*, greffe sans muco: Biais
pulmonaire 2 cots EB dans muco et | moy. = 3,01
Rousseau 2003 avec . Pis, groupe test 1EB %, RMSE =
Pk + EB L > 3 mois abs. loi f i
NEO mucoviscidose — — (permutation pour 8,67% ;
— gamma : . ) _
(n=9) et sans circulaire) patients non-muco:
et (n=10) avec Biais moy.
muco =5,29%,
EB; 0, 1, RMSE =
3h 10,03%
*
rér'?\alleggr;:)fjpe 2 cpts var EB dans Biais = 0,6
Rousseau 2004 Pkpop + EB op (n=70) et >3 mois abs Io’i aucune residuelie : roupe test EB; a8,7%,
NEO Pop pop (n= : 4,8% group 0,1,3h RMSE =
groupe test erlang 27ua/L indépendant 5 30
(n=10) HY *
Tokui 2004 PkpoD + EB A*, greffe > 5 mois abzscgtr?j’re oids sur Va/E | V& resid.: EB; 0, Biais = 8,0
NEO Pop rénale (n=125) ' P 10,2 % — 1h, 2h +7.2%
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A*, greffe

, rénale (n=123) 2 cpts poids, ethnie .
Hesselink 2004 PkDO et areffe > M3 abs ord,re et génotype var. resid.:
NEO Pop 9 : CYP3A4*1B 222 % — — —
cardiaque 1 sur CL/E
(n=28)
A*, greffe Itraconazole
coeur-poumon oui/non, -
Rosenbaum _ N 1 cpt, abs. o var. resid.:
2005 SAN/NEO Pkpop (n=21) ou S1a S5h2 ordre 1 mucqwsudose 60.1%
pulmonaire oui/non et
(n=27) poids sur CL/F
A*: greffe
cardiaque
(n=16), greffe var. resid.:
pulmonaire 10,7 % et
(avec ou sans 47,5 pg/L -
mucoviscidose) 2 cpts té/{agé(?:igroesﬁ;_e (EMIT); data- E'gg)(ingyd
Saint-Marcoux PkooD + EB (n=99), greffe toutes (J2 a abps ' reffe supr Kir- 11,2% et splitting et EB;0,1, | | 10 5_0/ (
2006 NEO Pop rénale (n=44); Al) ' gre ' | 28,2 pg/lL EB dans 3h =L
) Erlang poids sur CL/F ] 19,0 a
P*: greffe ot VC/E (FPIA); groupe test +21,4%)
rénale (n=31) 10,8% et 70
groupe pop 37,4 pg/L
(80%) et (LC-MS)
groupe test
(20%)
Mycophenolate
mofétil
2 opts, var. résid.:
Shum 2003 Pkpop A, greffe 32, J5 et Jog | @0s- ordre | poids sur CL/F | 77 g "oy
rénale (n=22) 1 et lag- et Vc/F
. 0,57 mg/L
time
var. résid.:
A*, greffe .
rénale groupe 2 cpts, . 2,04 mglt, EB dans EB; 20 B|_a|s moy.
Le Guellec - poids sur CL/F | valeur de . =7,7%,
Pkpop + EB pop (n=60), > M6 abs. ordre groupe test | min, 1h, z
2004 et Vc/F part prop. 2T RMSE =
groupe test 0 indépendant 3h
r non 12,4%
(n=10) i
rapportée
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*
rérITaI’egng?I)fSpe 2 cpts, EB dans Biais moy.
p Act . . = _ 0,
Payen 2005 Pkpop + EB pop (n=41) et toutes (312 & af se.tcl);(;r_e poids sur Vc/F g %r6 LegsllriL groupe test EBLihlh’ R|\/|0é9E/O=,
groupe test time ' indépendant 6.02%
(n=9) ,02%
J7: Biais
moy. = -
J3, J7 et 5,7%,
J30:1 RMSE =
cpt, 20,5%; M1:
double- EB dans . Biais moy.
Prémaud 2005 Pk + EB A*, greffe J3, J7 et J30 absorption groupe test nEq:?] 21?] =-8,2%,
rénale (n=45) >3mois (n=20) gamma ; E— E— (permutation ot éh RMSE =
- >M3: 2 circulaire) 14,4%;
cpts, abs. >M3: Biais
avec une moy.=
loi gamma +0,4%,
RMSE =
12,0%
Clcréat, Alb.,
sexe et dose
2 cpts,
Van Hest 2005 Pkpo A", greffe J3,J28 et J140 abs. ordre cicIo;j eorine var. resid.. Bootstra|
Pop rénale (n=140) ' letlag - sur CF:)L/F' 0,45 mg/L P — —
time Clcréat et Alb.
sur Vc/F
2 cpts Alb. et adm.
A*, greffe ! de var. résid.:
Staatz 2005 Pkpop rénale (n=117) J3,J5etJ7 abs. frdre ciclosporine 1% Bootstrap _ _
sur CL/F
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Tacrolimus

P*, greffe age sur CL/F;
hépatique 1 cot. abs BSA sur Vd/F ; var. résid. EB dans
Sam 2000 Pkpop groupe pop > J4 et <A3 L " | poids et taux | N groupe test
> ordre 1 S 579 ng/mL | .2 "
(n=16), groupe de bilirubine indépendant
validation (n=4) sur F
poids, temps
. apres début
Garcia-Sanchez Pk_pop _(pour P,' gr_effe N 1 cpt, abs. | du traitement var. résid.:
estimation de hépatique M2 a Ad
2001 _ ordre 1 et taux 29,5%
CL) (n=18) S
bilirubine sur
CL/F
poids du
greffon, délai
A”, greffe 1 cpt, abs et var. résid.:
Fukatsu 2001 Pkpop hépatique Jusqu'a M1 - " | dysfonctions ‘ -
_ ordre 1 A 2,9 ng/mL
(n=35) hépatique et
rénale sur
CL/F
hématocrite,
A*, greffe R 1 cpt, abs. | délai et conc. var. résid.:
Staatz 2002 Pkpop rénale (n=70) J2a J1475 ordre 1 d'ASAT sur 3,7 ng/mL e
CL/F
*
ﬁ‘é' gtrieflzee fonction
roE eq 0 2 cpt, abs hépatique et var. résid.: EB dans
Staatz 2003 Pkpop 9 _p Pop J2 aJiis L ' hématocrite ‘ " | groupe test
(n=68) et ordre 1 . 3,3ng/mL | .7~
sur CL/F; indépendant
groupe test oids sur V/F
(n=36) P
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. Pkp_op . A*, greffe immédiatement délai post- f
. (détermination 2 N 1 cpt, abs. var. résid.:
Antignac 2005 hépatique apreés la greffe greffe et Alb. Bootstrap
de CL/F (n=37) USAU'A M1 ordre 1 sur Clmax 3,06 ng/mL
suivant délai) = Jusq
hématocrite,
A*, greffe Alb. et adm.
hépatique 1 cot. Ka de diltiazem var. résid. EB dans
Zahir 2005 Pkpop groupe pop M1 —pc’te oui/non et 2'2 4% " groupe test
n=47 et groupe - fluconazole 70 indépendant
validation n=20 oui/non sur
CL/F
EB: 0. 1 No_n—_mlico:
et 3h Biais = -
A*, greffe 1,1% et
. pulmonaire 1 cpt, EB dans pour RMSE =
Saint-Marcoux Pk + EB muco (n=11) et | >3M et <A10 double_- groupe test non? 8.7%:
2005 absorption —— — (permutation | mocu ; 0, o
non-muco amma circulaire) 1,5 et 4h Muco: Biais
(n=11) 9 S = -3,6% et
nauco RMSE =
6,8%
A*, greffe
rénale groupe .
pop (n=17) ; at)zscgtrz,re EB dans EB; O et =B If(l)s?gf)ét
Scholten 2005 Pk + EB groupe test S2aAl y délai sur CL/F groupe test ) e
(n=26) et 1 g:nlzg' indépendant 3h Rg/li!; -
groupe pour =70
EB (n=15)
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Sirolimus

2 cpts poids et
. ' surface
Ferron 1997 Pkpop ,A . gref_fe >M3 abs. ordre corporelle sur
rénale (n=36) 1 et lag- cL/ id
time L/F et poids
sur Vp/F
Evérolimus
ethnie
(Africaine ou
pas), adm.
. f 1 cpt, abs. erythr_(/)mycme var. résid.:
Kovarik 2001 Pkpop . A’, greffe < M6 ordre 1, F oulnon, 9,3% et
rénale (n=673) dose-dé azathioprine 1 5’6 na/mL
P oui/non ou ' 9
itraconazole
oui/non sur
CL/F

*A : adultes ; P : pédiatriques ; perform. : penfi@ances ; pk : étude pharmacocinétique ; pkpopdeépiharmacocinétique de population ; pk +
EB : estimateur Bayésien développé a partir denpetr@s de pop. déterminés par méthode en 2 étagpgop + EB : estimateur Bayésien
développé & partir d’'un modéle de pop. ; NEO : étutlisant la formulation Néoralde ciclosporine, SAN : formulation SandimniyrME :

formulation en micro-émulsion ; S : formulation refard ; délai post-greffe J, S, M et A : jours, aeras, mois et années post-greffe ; var.

résid. : variabilité résiduelle.

Tous les modéles ont été développés avec une @limind’ordre 1.
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L’ensemble de ces études appelle plusieurs comimesnta

- La premiere difficulté en modélisation pharmaoétique est la détermination d'un modele
structural capable de décrire les profils pharmméticiues observés. Cette difficulté est
aigué avec certains médicaments de la famille dédicaments immunosuppresseurs. Un
modeéle inadéquat entraine une erreur résidueleéléc’est-a-dire supérieure a 25-30%), ce
qui est le cas pour plusieurs modeles de popukatpubliés pour le mycophénolate et la
ciclosporine. La ciclosporine est caractériséedesr profils d'absorption « différés », incluant
chez certains patients une premiére phase « pldéms la courbe concentration-temps. Les
modeéles pharmacocinétiques classiques d'ordre aémordre un avec éventuellement un
temps de latence sont inadaptés a la descriptidelsi@rofils. Des modeles basés sur les lois
de probabilités Gamma (Debord et col., 2001; Legerol., 2002; Monchaud et col., 2003;
Rousseau et col., 2003), Weibull (Hoem et col., 13981 Erlang (Rousseau et col., 2004) ont
conduit a de meilleurs résultats. L'acide mycophéune présente des allures de profils avec
un rebond enterohépatique. Ce rebond est souvda fdans I'association ciclosporine —
MMF, il est d'intensité plus importante sous taionols. Mais la difficulté principale avec le
MMF est la modélisation des profils de concentratiii MPA collectés dans les premieres
semaines post-greffe. Ces profils présentent sauplusieurs pics de concentrations,
d'intensités relatives tres variables. Shum etSaut et col., 2003) ont testé de nombreux
modeles structuraux avec ou sans rebond entéradpépagiour finalement retenir, faute de
mieux, un modele classique a deux compartiments alsorption et élimination d'ordre un
(et temps de latence) dont les performances étaiédtocres. La comparaison des résultats
obtenus (tableau 1) montre qu’'un modele d’absomgiEsé sur deux lois Gamma (Premaud et
col., 2005a) donne les meilleurs résultats glolgaux le MMF.

- Certaines analyses de population ont été réaliaépartir de données collectées dans un
suivi de routine. Ainsi, des études réalisées deetacrolimus ne comprennent que des
concentrations résiduelles (Sam et col., 2000; BSukat col., 2001; Garcia Sanchez et col.,
2001; Staatz et col., 2002; Antignac et col., 200ahir et col., 2005). Ces études visent
principalement a étudier la variabilité de la daice apparente mais donnent en général des

résultats trop imprécis pour étre utilisés powdkul de 'AUC.

- Peu darticles se sont intéressés a l'influenes dovariables, que ce soit des facteurs
pharmacogénétiques (touchant les transporteurse®t ehzymes du métabolisme) ou
environnementaux (liés au terrain physiopathologjqux traitements associés). Hesselink et

al. (Hesselink et col., 2004) ont étudié l'influenaes polymorphisme€YP3A4*1B
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CYP3A5*3 et de MDR1 sur la pharmacocinétique de la ciclosporine cheg patients
transplantés rénaux et ont pu montrer une influesigaificative duCYP3A4*1Bsur la
clairance apparente (Hesselink et col., 2004).flience de la mucoviscidose a été étudiée
sur la pharmacocinétique de la ciclosporine pantSdarcoux et al. (Saint-Marcoux et col.,
2006).

Des études récentes concluent a la nécessité deléwar la forme libre du MPA qui peut étre
mieux corrélée a l'effet et/ou aux concentrationsngétabolite(s) actif(s) (Atcheson et col.,
2004).

1.2.3. Application des outils d’adaptation de
posologie développés
Des équations établies par RLM ont été utiliséeslimmque du fait de la simplicité de leur
mise en ceuvre : elles ne réclament que l'utilisattune calculette. Dans la littérature, tres
peu d’études ont comparé chez les mémes patiestpddormances de la RLM et de
'estimation Bayésienne. Une étude qui présentadéveloppement d’équations par RLM et
d’estimateurs Bayésiens pour la ciclosporine (Manchet col.,, 2003) a montré que les
performances de l'adaptation sur la base d'une Isindguation obtenue par régression
pouvait étre tout a fait comparable a celle d'utinesteur Bayésien. Cette publication
soulignait dans sa discussion que la régressiortiliméhire : (i) requiert 2 temps de
prélévements contre 3 pour I'estimateur Bayeési@i) mais nécessite un strict respect des
temps de prélévements ; (iii) avec des temps devyadents plus tardifs que I'estimation
Bayeésienne, imposant un séjour a I'hdpital de 6Hiew de 3h; (iv) et ne permet aucun
contrble de ’AUC prédite alors qu’avec I'estimatiBayeésienne il est possible de « vérifier »
visuellement I'adéquation entre le profil pharmanétique prédit et les concentrations

observées.

Le plus gros essai thérapeutique (en terme de ronder patients inclus) de type
concentration-contrélée en transplantation étagébsur des équations établies par RLM.
Dans cette étude, les patients étaient randomiségwx bras : dose fixeersusdose adaptéee
sur la base d’AUC-cibles. Les résultats de cetide&stnommée FDCC (investigateur principal
Dr. T. van Gelder), ont été récemment présentéWadd Transplant Congress (WTC,
Boston, USA ; 2006). Il ressort que 38 % des p&isous ciclosporine dans le bras ajusté
n‘avaient pas atteint I'exposition cible a J10 &4 a M1. Ceci s’explique probablement

partiellement par I'inadéquation des estimateulsés.
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Peu des estimateurs Bayeésiens présentés dangeleutdbont été utilisés en clinique (a moins

gue les utilisations prospectives ultérieures nersgas rapportées dans la littérature).

L’estimateur développé pour la ciclosporine pardréet al. (Leger et col., 2002) a servi de
base a un essai thérapeutique d’épargne en cialepar long terme, sous couvert d’'un
ajustement de la dose administrée par méthode Rawyesll s’agit d’'un essai clinique de
type «exposition — contrélée » (PHRC national 1998omoteur CHU de Rouen,
investigateur principal Dr. I. Etienne) qui évall@ possibilité de réduire de moitié
'exposition a la ciclosporine pour minimiser sxitité a moyen terme (2 ans), chez les
patients greffés rénaux stables. Cette diminutiétearéalisée sur la base de I'AJG, de la
ciclosporine, estimée par méthode Bayésienne : amgoupe « AUC forte », 'AUE12n
cible était de 4,3 mg.h/L (c’est-a-dire la valeuny®nne chez les greffés rénaux apres un an
de greffe, mesurée préalablement par les centuestigateurs chez 100 patients) ; dans le
groupe « AUC faible », 'AU@ 12, Cible était de 2,2 mg.h/L. Cette étude vient delséver et

les résultats sont en cours d’analyse statistique.

Les estimateurs développés par Aurélie Prémauadn@re et col., 2005b) sont a la base du
protocole APOMYGRE, évaluant l'individualisation dmsologie du MMFpar méthode
Bayésienne. Cet essai (PHRC régional 2002, prom@QiEld de Limoges, investigateur
principal Pr. Y. Le Meur) avait le méme objectifeqlétude internationale FDCC, citée plus
haut: évaluer l'intérét du STP du CellcBptes estimateurs Bayésiens utilisés permettaient
d’estimer les parametres pharmacocinétiques indélgddu MPA, forme active du MMF,
chez tous les patients et d’'ajuster régulieremantdsologie sur la base de I'AUGH de
MPA dans un bras de I'essaiefsusune dose standard, adaptée uniqguement sur desesrit
clinigues de tolérance, dans l'autre). Les résslfatéliminaires a 6 mois, présentés a
'’American Transplantation Congress 2005, montriaiene réduction significative de
l'incidence des rejets aigus déclarés, et dessrgjgjus confirmés par biopsie, dans le bras
avec adaptation posologique. Les résultats ddfinita 12 mois) présentés au World
Transplant Congress 2006 ont confirmé une incideigificativement plus faible de rejets
aigus, cliniques (p = 0,01) aussi bien que confamér biopsie (p = 0,02), dans le groupe
ajusté, sans différence d'incidence des effetssindiéles (a I'exception des infections virales
a herpés virus, plus fréquentes dans ce bras entg8respectivement ; p = 0,05).

Ces deux études apportent des arguments majeufavenr de la pertinence du suivi
thérapeutique de la ciclosporine et du MMF et adthdntré que I'estimation Bayésienne est

parfaitement applicable au suivi des traitementaumosuppresseurs.
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Aujourd’hui, plus de 30 équipes de transplantativancaises et étrangeres, adaptent les
traitements de ciclosporine et de MMF a l'aide aes estimateurs. En effet, ces outils
d’adaptation de posologie par méthode Bayésiennta deéclosporine et du MPA ont été
récemment mis a disposition des centres de tramspianfrancophones ou anglophorssus
forme d’'un site Web gratuit, accessible a traversite du CHU de Limoges (site ABIS -

Adaptation Bayésienne  des ImmunoSuppresseurs - shttp://www.chu-

limoges.fr/stp/stpacces.hthh Plus de 2000 demandes d’adaptation de posologieété

adressées par ces equipes au cours des 17 prenaisrs’existence de ce site (avril 2005 —
aolt 2006).
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II-TRAVAUX PERSONNELS
CONCERNANT LE SIROLIMUS
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1. Influence du polymorphisme
CYP3A5*3 sur la clairance orale du
sirolimus chez les patients
transplantés rénaux en période

précoce et a I'état stable

Le sirolimus, anciennement appelé rapamycine, dé@téuvert dans les années 1970 pour ses
propriétés anti-fongiques et a eu une évaluatiotrarsplantation dés 1995 pour son analogie
structurale avec le tacrolimus. Il a été autorizéla FDA (Food and Drug Administration) en
1999 et une AMM (Autorisation de mise sur le majcBé@ropéenne lui a été accordée en
mars 1999 pour « la prévention du rejet d’orgarezdbs patients adultes présentant un risque

faible a modéré recevant une transplantation rénale

Le sirolimus est caractérisé par une faible bicahdplité et une importante variabilité
pharmacocinétique. Il est principalement métabghaela famille des CYP3A (CYP3A4 et
CYP3A5) (Sattler et col., 1992), par hydroxylatieh déméthylation. On pouvait donc
supposer que les polymorphismes de ces enzymesthbatisme étaient responsables d’au

moins une partie de cette variabilité pharmacoijoét

Du fait de certains polymorphismes et de phénomeatiggluction ou d’inhibition du
CYP3A4 par d’autres médicaments, les taux hépatigéntestinaux de cette isoforme sont
variables d’un individu a l'autre. Le polymorphisieeplus frequent, I€YP3A4*1B(3,6 a
9,6% dans la population caucasienne), serait assoane augmentation de I'expression du
gene.

Le CYP3AS5 a une structure similaire au CYP3A4, ntagains SNPs sont a l'origine d’'une
expression trés polymorphe, notammenE¥P3A5*3dont la forme homozygote aboutit a un
phénotype nul (les patien®YP3A5*3/*3n’expriment pas le CYP3A5). En revanche, les taux
hépatiques et intestinaux de CYP3A5 peuvent atteib@% des protéines CYP3A chez les
individus avec au moins un alléle sauva@e’P3A5*1 La fréquence allélique du
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polymorphismeCYP3A5*3 est de 90% dans la population caucasienne (Huteol., 2001,
Kuehl et col., 2001; Hesselink et col., 2003), als les individus portant au moins un alléle
sauvage CYP3A*1/*3ou CYP3A5*1/*]) expriment donc le CYP3A5 a des taux significatifs
(Hustert et col., 2001; Kuehl et col., 2001), d'launotion « d’expresseurs » et de « non-
expresseurs » du CYP3A5. Ce SNP correspond a urstitstion A>G en position 6986 du
gene (intron 3) qui est a l'origine d’'une erreuépmlssage de '’ARNm transcrit, aboutissant a

la production d’'une protéine tronquée inactive @2 acides aminés (Kuehl et col., 2001).

L’objectif de ce travail était d’évaluer I'implicain du polymorphismeCYP3A5*3dans la
variabilité pharmacocinétique du sirolimus. Des fifgocomplets de concentration du
sirolimus ont été obtenus pour 47 patients a I'étable. Pour 21 d’entre eux, des profils
complets de concentration ont également été obttapremiére et*?®semaines (S1 et S2)
et au premier mois (M1) suivant la greffe. Le simls a été dosé par chromatographie
liquide haute performance couplée a la spectroméimasse en tandem (LC-MS/MS). Les
patients ont été génotypés pourd¥P3A5*3par PCR en temps réel (RQ-PCR pour Real-
time Quantitative Polymerase Chain Reaction).

Chez les patients a I'état stable, les valeurs €CAde Cmax et de CO standardisées par la
dose (AUC/dose, Cmax/dose et CO/dose), étaientfisafivement plus faibles chez les
patients « expresseurs » (n=6) que chez les «xomesseurs » (n=41) (26,6x15M5
51,1+21,1, p=0,008; 4,8+3,3rs 7,7+3,3, p=0,02; et 1,5+0,8/s 3,0+1,5, p=0,01,
respectivement). Les mémes résultats ont été obtemer les 21 patients suivis a S1, S2 et
M1 apres la greffe (3 expresseurs et 18 non-expuess p < 0,005 a toutes les périodes). Au
cours de ce travail, nous avons également monteé lgudose moyenne nécessaire pour
atteindre les CO cibles a I'état stable pour lefepts « expresseurs » du CYP3A5 tendait a
étre plus élevée que pour les « non-expresseutd »s(4 mg, p=0,07). De plus, chez les
patients suivis de S1 a M3, les CO cibles n’étastatintes qu’entre M1 et M3 apreés la greffe

en moyenne dans les 2 groupes génotypiques dafsatiealgré un STP régulier.

Une seule étude avait auparavant montré |'effecelgpolymorphisme du CYP3A5 sur la

pharmacocinétique du sirolimus. Elle portait surpgdients transplantés rénaux recevant du
sirolimus en traitement de secours, c’est-a-dilestance de la greffe et sans anti-calcineurine
associée. Elle rapportait des résultats similacEst-a-dire une exposition standardisée plus

faible chez les expresseurs du CYP3A5, mais unignéran terme de CO/dose, s’agissant
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d'une étude observationnelle rétrospective sanfilpnoharmacocinétiques (Anglicheau et
col., 2005).

Les résultats obtenus au cours de notre travailtr@oinune diminution significative de
'activité métabolique et de la clairance orale sitolimus chez les patients portant le
génotype muté homozygot€YP3A5*3/*3 et suggérent que le génotypagepriori des

patients, c’est-a-dire avant la premiere admintistnadu produit, permettrait d’'individualiser

les doses de sirolimus et ainsi d’atteindre begu@bus rapidement I'état stable.
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Article 1

CYP3A5* 3 influences sirolimus oral clearance irde novo

and stable renal transplant recipients.
(Clinical Pharmacology and Therapeutics.

2006 Jul;80(1):51-60)
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2. Interaction métabolique de la
ciclosporine avec le sirolimus en

fonction du polymorphisme CYP3A5*3

Le sirolimus et la ciclosporine sont principalemearétabolisés par les CYP3A (CYP3A4 et
CYP3ADb) et sont également deux substrats de la. R:gperaction pharmacocinétique de la
ciclosporine sur le sirolimus a été décrite depngitemps (Stepkowski et col., 1996; Kaplan
et col., 1998), mais il n'a été montré que plusendment qu'il s'agissait d’'une interaction
métabolique impliquant l'inhibition des CYP3A, ebmpas la P-gp (Wacher et col., 2002;

Cummins et col., 2004).

Les CYP3A5 et CYP3A4 se caractérisent par un raeoognt en spécificité de substrat mais
leur activité catalytique peut varier d’'un substadtutre : Patki et al. (Patki et col., 2003) ont
trouvé des valeurs plus élevées de clairance sdtgne (Gh=Vma/Km) du CYP3A4
recombinant (CYP3A4r) que du CYP3A5 recombinant R3¥5r) pour plusieurs substrats
(testostérone, nifédipine, midazolam et triazolai). contraire, I'étude de Kamdem et al.
(Kamdem et col., 2005) a montré des valeurs 64% @levées de (& du CYP3A5r que du
CYP3A4r pour le métabolisme du tacrolimus. De plusg, été recemment démontré que les
deux isoformes avaient une susceptibilité diffe@eaix inhibiteurs enzymatiques (Granfors et
col., 2006), suggérant que le génotyp¥€P3A5serait non seulement un déterminant de la
variabilité inter-individuelle du métabolisme dagostrats des CYP3A mais également de la
susceptibilité individuelle aux interactions médmsmnteuses impliquant linhibition des
CYP3A.

Au cours de ce travail, nous avons d’abord comfeg&lairances métaboliques du sirolimus
par les CYP3A4 et CYP3AGS en utilisant des enzyneesmbinants ainsi que des microsomes
hépatiques humains (MHH) génotypés pou€C¥P3A5*3 Nous avons ensuite étudié I'effet

inhibiteur de la ciclosporine sur ces deux voiesa@iques indépendamment.
Pour cela, deux approches ont été utilisées :

- la mesure de la production de I'hydroxy-sirolimtasie déméthyl-sirolimus,
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- la mesure de la disparition du sirolimus par lahtegue de la demi-vie

d’élimination.

Des valeurs plus faibles de jfcld’hydroxylation (0,11vs 0,24 pl/pmol CYP/min) et de
disparition du sirolimus (0,64s 2,36 ul/pmol CYP/min) ont été observées avec |€8AGr
gu'avec le CYP3A4r.

Des valeurs voisines de j¢ld’hydroxylation, de déméthylation et de disparitiont été
observées en comparant les pools de MHH portagénetype CYP3A5 expresseur ou non-
expresseur. Le méme résultat a été obtenu en cantdas G} de disparition au niveau des
MHH individuels génotypés (p=0,42). Un effet inléair plus important de la ciclosporine
sur la Cl; de disparition de sirolimus a été observé aveeM@3A4r qu’'avec le CYP3ADr (-
44% vs 8%). Le métabolisme du sirolimus était égalemeainsinhibé par la ciclosporine
avec le pool des MHH exprimant le CYP3A5 comparé man-expresseurs (-38%6-56%).

En conclusion, cette étude a montré, en utilisaakdpproches difféerentes, que le CYP3A4 a
une activité catalytique plus importante que le GX® pour le métabolisme du sirolimus et
gue la ciclosporine a un effet inhibiteur plus intpat sur le CYP3A4 que sur le CYP3AS.
Ces résultats suggerent également que l'effet dymmwphisme duCYP3A5*3 sur le
meétabolisme hépatique du sirolimus pourrait devphis patent en présence d’une inhibition

partielle du CYP3A4 par la ciclosporine.
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Article 2

Metabolism of sirolimus in the presence or absenas
cyclosporin by genotyped human liver microsomes and
recombinant Cytochrome P450 3A4 and 3A5

(Accepté sous réserve de modifications daiug

Metabolism and Disposition)
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METABOLISM OF SIROLIMUS IN THE PRESENCE OR ABSENCE OF
CYCLOSPORINE BY GENOTYPED HUMAN LIVER MICROSOMES AN D

RECOMBINANT CYTOCHROMES P450 3A4 AND 3A5

Nicolas Picard, Nassim Djebli, Francois-Ludovic %&ge and Pierre Marquet.

Limoges University, Faculty of medicine, Laboratofymedical pharmacology, France (N.P.,

N.D., P.M.) and Limoges University Hospital, Depaent of Pharmacology-Toxicology,

France (N.P., F-L.S., P.M.)
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3. Analyse pharmacocinétique de
population du sirolimus et estimation
Bayésienne chez des patients

transplantés rénaux

Une seule étude de pharmacocinétique de populdtigirolimus a été publiée a ce jour :
I'étude de Ferron et al. (Ferron et col., 1997)néeechez 36 patients transplantés rénaux
stables co-traités par la ciclosporine. En paiigcubucune étude PKpop du sirolimus n’a

été rapportée chez des patients non traités pardiesalcineurines.
Les objectifs de notre travail étaient :

- de développer un modéle PKpop du sirolimus chez pasents adultes

transplantés rénaux ne recevant pas d’anti-caldimeassociée,

- d’étudier linfluence potentielle de covariablesiquant des polymorphismes

génétiques des enzymes du métabolisme du sirolisusa pharmacocinétique

- de développer un estimateur Bayésien permettastiriation des parametres PK
et des indices d'exposition individuels a partirud’ nombre limité de
prélevements obtenus dans les 4 premiéres heures agministration (pour des
raisons d’applicabilité clinique).

Pour cela, 22 patients adultes transplantés rétrait&s par des corticoides, du MMF et
du sirolimus ont participé a cette étude. Ces ptiétaient inclus dans un essai clinique
(PHRC CINESIREN) et avaient tous signé un conseet¢réclairé. Le traitement par le
sirolimus consistait en une dose de charge de 15 lengremier et le ?‘"ejour, suivie
d’'une dose de 10 mg/j pendant 7 jours. Ensuitdapgation individuelle de la dose était
basée sur la concentration sanguine résiduelleciB (entre 10 et 15 pg/L). Des profils
complets de concentration du sirolimus ont ain&igkttenus a [a*F et 2™ semaine (S1

e S2) et au® et 3™ mois (M1 et M3) aprés la greffe, soit 90 profits9@8 points de

95



concentration au total. Les dosages de sirolimusétn réalisés par LC-MS/MS et les
génotypages par RQ-PCR. L'analyse PKpop a été oigpéé en utilisant le logiciel
NONMEM et la validation par la technique de ré-édiilonnage « Bootstrap » en
utilisant le logiciel Wings for NONMEM via l'integfce Visual-NONMEM (Boekmann et
col., 1992; Gomeni, 1998). Le modele a été valiaélp technique de validation croisée.
L’estimateur Bayésien, basé sur une stratégie diitdlonnage limité, a été développé en
utilisant I'optionposthocde NONMEM.

L’analyse PKpop a abouti a un modeéle bi-compartiaegivec une élimination d’ordre 1
et une absorption décrite par une distribution rigy]aqui est un cas particulier de la loi
gamma, précédemment décrite par Rousseau et alsgRau et col., 2004). Elle est
modélisée par I'addition de n compartiments-délares le compartiment dépét et le
compartiment central(dans le cas du sirolimus na&c une constante de transfert
identique entre les compartiments-délai et entaelmier d’entre eux et le compartiment
central. Les paramétres pharmacocinétiques moygtimsés par le modéle étaient de 5,25
+ 0,25 h' pour la constante de transfert (Ktr) et de 218 let 292 + 29 L pour les
volumes apparent de distribution des compartimeetsral et périphérique (Vc/F et
Vp/F), respectivement. La clairance apparente (LCEfRit significativement influencée
par le polymorphism&€YP3A5*3: elle était de 14,1 + 1.0 L’hpour les patients non-
expresseurs QYP3A5*3/*3 et de 28,3 + 5.0 Lh pour les patients expresseurs
(CYP3A5*1/*1 et CYP3A5*1/*3. Les coefficients de variation (CV%), c'est-aedir
I'imprécision d’estimation, étaient inférieurs a%5our I'ensemble des parametres de

population.

L’estimateur Bayésien développé a permis une esbmarécise de 'AUGo4n €N
utilisant une combinaison de seulement 3 concéntimimesurées a 0, 1h et 3h apres la
prise du sirolimus, avec une valeur moyenne des hbmin-significative de - 2,1 %
(valeurs extremes : -22,2 % et + 25,9%) et une égqmécision (RMSE = 10,3 %).

En conclusion, cette étude présente pour la prenfids un modele PKpop du sirolimus
chez des patients greffés rénaux sans anti-calimeeassoci€, dans les premiers mois
suivant la greffe (dés 1€ jour). La seule covariable retenue était le polgphsme
CYP3A5*1/*3 influencant significativement la clairance appdéeedu sirolimus. Le

modéle final a permis une bonne estimation desnpatras pharmacocinétiques et des
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variabilités inter-individuelles. L’estimateur Basyén développé a partir de ce modele
pharmacocinétiqgue de population ne nécessite quél8vements sanguins (0, 1h, 3h) et
le génotype CYP3A5*3 Ce travail est accepté pour publication daBBnical

Pharmacokinetics

Ultérieurement, I'estimateur Bayésien a pu étrdu&dans un groupe indépendant de 28
patients recevant du sirolimus et du MMF, inclusiglan autre essai clinique (étude
multi-centrique CONCEPT) pour lequel ils avaientigaigné un consentement éclairé.
Ces patients recevaient du sirolimus en associavea la ciclosporine pendant 3 mois
aprés la greffe, puis la ciclosporine était abanéenau dela de 3 mois. Trente quatre
cinétiques riches de sirolimus on été collectéest 44 semaines aprés arrét de la
ciclosporine. Les mémes méthodes de dosage par 8CAB et de génotypage par RQ-
PCR ont été utilisées que précédemment. L'estimaBayésien a conduit a une
estimation satisfaisante des Akl avec un biais moyen de - 6,6% (-28,8 a + 19,1%) et
une précision de 10,6%. Seulement 3 profils suaaent un biais absolu supérieur a
20%.

Deux patients (3 cinétiqgues) dans ce groupe delat#in présentaient un génotype
expresseur du CYP3AS5 (*1/*3). Les biais obtenuscdiestimateur Bayésien pour ces 3
cinétiques étaient de -3,4%, -7,8% et -1,6%.

Cette validation externe confirme les performanded’estimateur Bayésien publi€, ce
qui permet d’envisager son utilisation en pratigliaique courante chez des patients

sous sirolimus sans association d'anti-calcinestine

Ce travail a montré que les patients expresseuBYRBAS ¢1/*1 et*1/*3) avaient une

clairance apparente 2 fois supérieure aux non-egptesi3/*3). Ces patients requierent
donc des doses d’entretien en moyenne 2 fois plegé&s que les patients non-
expresseurs, qui forment la majeure partie de fulation (90% environ). L’adaptation

individuelle des doses de sirolimus est compligpée la longue demi-vie de ce
médicament. Les corrections de doses ne vont patrafles « ajustements » de
I'exposition qu'aprés plusieurs semaines. Il estad’autant plus important de disposer,

pour le sirolimus, d’'une méthode précise d’indidtisation des doses.
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Article 3

Sirolimus population pharmacokinetic-
pharmacogenetic analysis and Bayesian modeling in

kidney transplant recipients

(Sous presse dan€linical Pharmacokinetics)
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III- TRAVAUX PERSONNELS
CONCERNANT LE
MYCOPHENOLATE MOFETIL
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Influence des polymorphismes du
promoteur et de I'exon 2 C802T du
gene de 'UGT2B7 et des traitements
associés sur la production in vitro
de I’'Acyl-MPAG et chez des patients

adultes transplantés rénaux

L’AcMPAG, métabolite minoritaire du MPA, conservaaiactivité immunosuppressive
(Shipkova et col., 2001) et est susceptible dé&tesponsable de certains effets
secondaires attribués au MMF tels que la leucopéhi&a toxicité gastro-intestinale
(Ritter, 2000; Wieland et col., 2000; Shipkovaeit,c2003).

L’étude de Picard et al. (Picard et col., 2005)@ntré que la production d’AcCMPAG se
fait principalement via TUGT2B7.

Comme décrit préecédemment, plusieurs SNPs du gern&@GT2B7 ont été identifiés
(voir page 17).
Les objectifs de ce travail étaient :

« d’étudier I'impact d'un des polymorphismes du praew du gene de 'UGT2B7,
le G-842A(ceux-ci étant en parfait déséquilibre de liaisatre eux, cela revient a
étudier I'impact de I'haplotype du promoteur) et8NP au niveau de I'exon 2 le
C802T (UGT2B7*2 sur I'exposition des patients a 'AcCMPAG ainsiegsaur la
productionin vitro d’AcMPAG par des MHH.

» de comparer I'exposition a '’AcMPAG a différenteéripdes post-transplantation
(S1, M1 et M3) des patients traités par du MMF sgpaiation avec le sirolimus,

le tacrolimus ou la ciclosporine
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« et enfin d’étudier I'effet des corticoid@s vitro sur la production d’AcCMPAG et

in vivo sur I'exposition des patients a ce métabolite

Pour cela, nous avons étudiévitro la production d’AcCMPAG par 32 MHH génotypés
pour les SNP$-842 et C802Tde 'UGT2B7, et comparé la production d’AcMPAG et
les paramétres de la cinétique enzymatique (Km gk \éntre les 3 génotypes. Nous
avons également comparé les concentrations plagmeatd’ ACMPAG chez des patients
transplantés rénaux traités par du MMF en assooniadivec le sirolimus (n=40), le
tacrolimus (n=24) ou la ciclosporine (n=28) et keode des doses décroissantes de
corticoides au cours des 3 premiers mois suivagtdéie. L’effet des corticoides sur la
production dAcMPAG a également été étudné vitro en utilisant des microsomes

hépatiques de rats (MHR) induits ou pas par la metlhasone.

Comme attendu, les deux SNPs de 'UGT2B7 étudigierdt en parfait désequilibre de
liaison inverse : les individus portant le génotgaelivage homozygote GG-842 (reflétant
I'haplotype sauvage du promoteur) étaient homoagyohutés 802TT, les individus
hétérozygotes G-842A étaient hétérozygotes C80Msendividus homozygotes mutés -

842AA étaient homozygotes sauvages CC802.

La production d’AcMPAG était respectivement 1,251¢86 fois plus élevée avec les
MHH portant le génotype hétérozygote G-842A et hpygote muté -842AA, qu’avec
les MHH homozygotes sauvages (p=0,01).

Les cinétiques enzymatiques avec les pools de MHHmnNtré des valeurs demy
respectivement 1,4 et 3,7 fois plus élevées auanivies pools portant les génotypes G-
842A et -842AA comparés au pool portant le génot{aie-842. Les valeurs de Km
étaient de 0,20, 0,25 et 0,44 mM pour GG-842, GAB4P -842AA, respectivement.
Cette nette augmentation de IgJ.¥suggere la responsabilité principale de I'hapletyp
homozygote muté du promoteur (reflété par le gp®tyB42AA) et son association
probable a une induction de I'expression du gémadis que l'augmentation, plus
discréte, du Km pourrait étre due a un effet praju SNPC802T.
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Le génotypdUGT2B7a également influenceé significativement et danséne sens les
valeurs d’AUG.g/dose d’AcMPAG chez les patients sous sirolimusladiM3 apreés la
greffe (p=0,04 pour les 2 périodes). Aucun effghiicatif du génotype n'a été observé
avec les patients sous tacrolimus ou ciclosporfwur les patients sous ciclosporine,
I'absence d’effet du génotype sur la productionaVAG est partiellement due a une
inhibition du cycle entéro-hépatique du MPA, pdmiloition du transporteur MRP2. De
plus, une interaction métabolique peut masquefetafu polymorphisme par inhibition
de la glucurono-conjugaison par 'UGT2B7 due auti-ealcineurines (ciclosporine et
tacrolimus), étant donné que ces 2 immunosuppresssant également (bien que

minoritairement) glucurono-conjugués par cette ereyStrassburg et col., 2001).

Nous avons également monti@ vitro que la production d’AcMPAG était plus

importante au niveau des MHR induits par la dexhasgine. Ceci va dans le sens de la
diminution in vivo de I'AUCy.gfdose d’AcMPAG et de MPAG avec la période post-
transplantation (diminution progressive de la ddeecorticoides avec le temps dans le

protocole thérapeutique utilisé dans cette étude).

En conclusion, ce travail a montré l'influence iigative des polymorphismes du géne
de 'UGT2B7 et des co-meédications sur la productithcMPAG. La ciclosporine et le

tacrolimus, masqueraient I'impact de ces polymapias.
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Article 4

Influence of the UGT2B7 promoter region and exon 2
polymorphisms and co-medications on Acyl-MPAG
production in vitro and in adult renal transplant

patients

(Version revisee soumise &he Pharmacogenetics and

Genomics Journal)
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ABSTRACT

Introduction The polymorphic enzyme UGT2B7 metabolizes mycopheracid (MPA)
into acyl-MPA-glucuronide (AcCMPAG), a presumablyitometabolite. This study aimed
at investigating in vitro and in vivo the impact &cMPAG production of: (i) the
UGT2B7geneG-842ASNP, in complete linkage disequilibrium with moster known
SNPs in the promoter region of this gene and withG802T SNP in exon 2YGT2B*
2); and (ii) of the other immunosuppressants givenrénal transplant patients in
association with mycophenolate mofetil.

Methods We compared the production of ACMPAG by humanrlimecrosomes (HLM)
genotyped for theUGT2B7 G-842A and C802T SNPs, and plasma AcMPAG
concentrations in genotyped renal transplant piatiadministered mycophenolate mofetil
associated with sirolimus (n=40), tacrolimus (n=@dgyclosporin (n=28) and decreasing
doses of corticosteroids, over the first three menpost-transplant. The effect of
corticosteroids was also investigateditro using rats’ liver microsomes (RLM).

Results The two polymorphisms studied were in completeerse linkage disequilibrium.
AcCMPAG production was 1.25 and 1.56-fold higher Ga842A and -842AA HLM,
respectively, compared to GG-842 HLM (p=0.01). Eneykinetics showed 1.4 and 3.7-
fold higher Vinax in the respective pools of HLM. Kvalues were 0.20, 0.25 and 0.44 mM
for the GG-842, G-842A and -842AA genotypes, reSpely. This clear increase in
Vmax is in favor of the implication of the promotexgion polymorphisms, while the

slighter increase in Km might be due to th&éT2B7*2 SNP. Consistently, thedGT2B7
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genotype significantly influenced AcCMPAG AlG/dose in patients on sirolimus at M1
and M3 post-transplant (p=0.04 for both). No effecs observed in patients on
tacrolimus and possibly also on cyclosporin, magihe to pharmacokinetic interaction
with mycophenolate. ACMPAG production was increased corticosteroid-induced
RLM, consistent with the observed vivo decrease of MPA metabolites Aglg/dose
with time post-transplant.

Conclusion Both UGT2B7 polymorphisms and co-medications significantly uethced
AcMPAG production, but cyclosporin and tacrolimuedered the phenotypic impact of

this trait.

Key words UGT2B7 mycophenolate, ACMPAG, metabolism, cyclosporerolimus,

sirolimus, corticosteroids, induction, transplaiaat
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DISCUSSION

Ce travail de these illustre l'intérét d’identifiet de quantifier 'impact clinique des sources de
variabilité pharmacocinétiqgue des immunosuppresseur vue de l'individualisation du traitement

en terme de choix du médicament ou de l'associatiédicamenteuse, de choix de la dose, en
fonction du génotype du patient, des interactiogslioamenteuses et/ou de la période suivant la

greffe.

Les études réalisées au cours de cette theseamantage, contrairement a la majorité de celles
précédemment décrites dans la littérature, de peegrdcompte :

() des cinétiques completes collectées chez disnatransplantés rénaux, ce qui a permis une
meilleure estimation des indices d’exposition lates études pharmacocinétigues non-

compartimentales ;

(ii) différentes périodes aprés la transplantatpermettant d’évaluer I'effet du délai post-greffe

de J7 a plusieurs années post-greffe;

(iii) influence du génotype sur I'évolution au ws du temps des indices d’exposition ou des

parametres pharmacocinétiques d’'un médicament éd@es metabolites ;

(iv) différentes combinaisons de traitements, pétané ainsi d’évaluer I'effet des traitements
associés sur I'importance de l'impact d’'un génotfme d’autres caractéristiques individuelles)

sur la pharmacocinétique du médicament ;

(v) des données obtenuesvitro etin vivo. Cette double-approche avait pour objectif dersuiv
ce qui se passe exactement au niveau hépatiqueeididein vitro certaines interférences
observéesin vivo et inversement (mécanismes d'absorption ou d'éltidn, expression

génigue variable d’'un organe a l'autre...).

Ces études ont, en revanche, la limite de repasetles nombres relativement faibles de patients,
ce qui impose la contrainte, lors d’études pharménétiques de n’étudier que les polymorphismes
les plus fréequents (a moins de sélectionner leemiatinclus en fonction du génotype, comme
précédemment décrit par Min et al. (Min et Ellingy®003; Min et col., 2004)). L'implication

d’autres polymorphismes, du fait d'un déséquilidee liaison par exemple, ne peut étre écartée.
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C'est le cas par exemple des polymorphisn@$P3A4*1B et du geneMDR1 avec le
polymorphismeCYP3A5*3pour le sirolimus, ou des polymorphismes du geiRP2avec ceux de
'UGT2B7pour le MMF. L'effectif limité du groupe de patterétudié a aussi limité le nombre de

covariables a tester dans l'analyse de populatiasirdlimus.

Un intérét clinique majeur pourrait ressortir ds études pharmacogénétiques.

* En effet, elles pourraient permettre une indivicgalon du traitement aussi bien en terme

d’adaptation de la dose que de choix du médicament.

La relation entre le génotyp@YP3A5*3et la pharmacocinétique du sirolimus peut étreepri
comme exemple : les résultats du suivi des patiegtevant du sirolimus au cours des 3
premiers mois suivant la greffe (article 1) montrgune, pendant les périodes précoces, la
majorité des patients qui n’expriment pas le CYP2M&5 des valeurs de CO supérieures a la
valeur cible et n'atteignent ces cibles qu'dil®amois post-greffe malgré un STP fréquent.
Inversement, la majorité des patients expressauS¥P3A5 ont des valeurs de CO inférieures
aux valeurs cibles et ne les atteignent gu’en mogeim mois apres la greffe. Les doses de
charge et d’entretien recommandées ces patientsleeintdonc étre comprises entre les doses
réellement nécessaires pour les patients exprassgunon-expresseurs. Cette importante
association observée entre le génot@yd3A5*3et la pharmacocinétique du sirolimus pourrait
donc aboutir a un ajustemeatpriori des doses de sirolimus afin d’optimiser le tragam
Ainsi, les patients expresseurs du CYP3AS5 recentaire dose plus importante et inversement,
les non-expresseurs une dose plus faible que ka aldsellement recommandée. L'importante
demi-vie d’élimination du sirolimus (environ 62 hes) a probablement contribué en grande
partie au trés long délai d’atteinte des conceotmat résiduelles cibles, malgré I'ajustement
itératif des doses. L'étude rapportée dans I'atich ainsi mis en évidence l'intérét potentiel du
génotypagea priori des patients pour I€EYP3A5*3 afin d’optimiser les doses initiales de
sirolimus et atteindre plus rapidement I'état stadbl’exposition-cible pour tous les patients. De
maniére générale, une telle évaluation pharmacdigéeé serait tres utile pour d’autres

médicaments dont la variabilité pharmacocinétiqua demi-vie sont importantes.

L’administration de MMF pourrait aussi étre indivalisée sur la base du génotype de
'UGT2B7 (article 4). Une association significatiaeété observée entre I'haplotype sauvage du
promoteur de IUGT2B7 (correspondant au génotype muté du SMN®2T) et la productionn
vitro d’AcMPAG, avec aussi bien une augmentation de lewade Wha, Suggérant

'implication des SNPs du promoteur du géne (inductde I'expression du gene), qu’une
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augmentation plus discréete du Km, suggérant l'iogtlon du SNP C802T (diminution de
I'affinité de I'enzyme), ce qui conduit & une CLi{Mma/Km) plus élevée. Les résultats obtenus
in vivo, chez des patients transplantés rénaux recevaviivtfe en association avec le sirolimus,
sont en faveur de cette hypothése. Aucune assmtigignificative n’a, en revanche, été
observée avec les patients co-traités par desaleineurines. Cet exemple met également en
évidence l'intérét d’'un géenotypage pour tenter t@lipréter la susceptibilité individuelle des
patients aux effets indésirables d’'un médicamdmjue le MMF (effets indésirables intestinaux
et hématologiques en particulier). Une étude camités (avec-sans effets indésirables du
MMF) est actuellement en cours, a partir des dossiéniques et de I'ADN des patients
recueillis dans divers essais clinigues dans ldsqles patients recevaient du MMF en
association a du sirolimus (essai CONCEPT), duotimeus (essai TACTIQUE) ou de la
ciclosporine (essai APOMYGRE). Si cette étude comdi le caractere prédictif du génotype
UGT2B7pour les effets indésirables du MMF, des recomratons de choix du médicament
ou de la dose administrée pourraient en découléautizs études pharmacogénétiques
pourraient également jouer un role explicatif ddmssusceptibilité individuelle aux effets
indésirables du sirolimus (troubles lipidiques,anés et hématologiques ...), de la ciclosporine
(néphrotoxicité ...). Ces études permettraient dasurveillance de certains patients portant un
génotype particulier et éventuellement avec unecéson thérapeutique particuliére (exemple

des patients sous sirolimus et sans anticalcineuexpresseurs du CYP3AD5).

* Ces études pharmacogénétigues montrent égalementiogpact d’'un polymorphisme

génétique peut étre plus ou moins important entimmale I'organe transplanté.

Une des études réalisées au cours de cette thiéske (@) montre que I'effet du SNEYP3A5*3

sur le métabolisme hépatique in vitro du sirolinegs négligeable, contrairement a ce qui a été
observé chez des patients transplantés rénauxrgicAeau et al. (Anglicheau et col., 2005) et
par nous-mémes (article 1). Nous avons ainsi fajpbthése que I'effet significatif de ce
polymorphisme, obsenvi@ vivo, est probablement due a l'activité du CYP3AS5 ateau de la
barriere intestinale plutét qu’au niveau hépatigdes concentrations saturantes sont, en effet,
plus susceptibles d'étre rencontrées au niveauraayt@ire qu’'au niveau hépatocytaire ou
systémique. Le polymorphisme du CYP3A5 n’affectpas significativement le métabolisme
hépatique du sirolimus, ceci suggere également lgugénotypeCYP3A5*3 du donneur,

comparé a celui du receveur, en transplantatioatiggpe serait d’'une importance mineure.

e Ces études pharmacogénétiques permettent ¢égalerd@arhéliorer un modéle

pharmacocinétique de population, dont I'objecttf agerme, I'adaptation de posologie.
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L’'analyse pharmacocinétique de population du siro8, chez des patients transplantés rénaux,
au cours de cette thése (article 3), a abouti aeldgpement d'un modéle avec comme seule
covariable significative le génotyg@YP3A5*3sur la clairance apparente CL/F. Tres peu de
modeles de population, pour les médicaments imnuppresseurs, avaient inclus des
covariables génétiques. La seule étude a notreagssance, était celle de Hesselink et al.
(Hesselink et col., 2004) qui décrivait la pharn@cétique de population de la ciclosporine
chez des patients transplantés rénaux et cardiaqueEgant comme covariable, en plus de

I'ethnie et du poids corporel, le génotyp¥ P3A4*1Bsur la clairance apparente.

Certaines interactions médicamenteuses peuvent letodcacher ou révéler) des différences
phénotypiques.

L'étude de Anglicheau et al. (Anglicheau et cddQ%) a trouvé une association significative entre
les SNPsCYP3A4*1Bet CYP3A5*3et les ratios CO/dose chez des patients trangslanéinaux
recevant du sirolimus en traitement de deuxiemeantian. Aucune association significative n’a, en
revanche, été observée chez des patients recevaitotimus en traitement de premiére intention
(en période précoce) et chez des patients recduasitolimus en association a un anti-calcineurine
(tacrolimus ou ciclosporine). L’interaction pharmeamétique probable avec les corticoides,
prescrits en période précoce, comme avec les altineurines pourrait étre a l'origine de la
disparition de l'impact significatif des polymorghies étudiés sur la pharmacocinétique du

sirolimus.

Cette interaction des anti-calcineurines est coréfe dans notre propre étude (article 4), qui montre
une association significative entre le génotypd d&T2B7et la production d’AcCMPAG chez des
patients transplantés rénaux recevant du sirolierugssociation avec le MMF, alors gu’aucune
association significative n'a été observée chez misents co-traités par le tacrolimus ou la
ciclosporine. La ciclosporine est connue pour iehile cycle entéro-hépatique, par inhibition du
transporteur MRP2 (Kobayashi et col., 2004; Heskedit col., 2005; Westley et col., 2006). Une
interaction métabolique est également possible fowaiclosporine et le tacrolimus qui subissent
tous deux une glucurono-conjugaison via I'UGT2B#rdSsburg et col.,, 2001). Nos travaux
confirment linteraction du MMF avec les corticogd€article 4). L'influence significative du
génotype de I'UGT2B7 sur la production d’AcMPAG ezhles patients sous sirolimus, n'est pas
retrouvée a J7, mais elle I'est a partir du premiwis apres la greffe (M1 et M3), c’est-a-dire
guand la dose de corticoides est trés diminuéen@grenne de 70% a Mlet de 97% a M3). De plus,
I'effet des corticoides se traduit par des AUC/dd#eMPAG et de MPAG plus faibles a M3 qu’a
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J7 (inversement les AUC/dose de MPA sont plus éleva M3). Cette évolution de la
pharmacocinétique du MPA et de ses métabolitesoamscdu temps peut s’expliquer par une

diminution de I'induction par les corticoides dexpression des UGTSs.

A coté de ces interactions qui masquent I'effet glasotypes d€CYP3A5et de IUGT2BY, il existe
aussi des interactions qui révelent I'effet d’'udypmorphisme. Nous avons montrévitro (article

2) que le génotyp€YP3A5*3n’entraine aucune différence significative sumétabolisme du
sirolimus lorsque celui-ci est incubé seul avecmésosomes hépatiques humains. L’inhibition de
ce métabolisme par la ciclosporine révéle en rdwara différence d’activité métabolique du
sirolimus entre les expresseurs et les non-expressdu CYP3A5. En effet, en présence de
ciclosporine une différence significative du métadme hépatique du sirolimus est observée entre
les MHH portant le génotyp@YP3A5*3/*3et ceux portant le génoty@YP3A5*1/*30u *1/*1.

Nos travaux présentent également la premiére amahysmrmacocinétigue de population du
sirolimus ayant abouti au développement d’'un mogenettant d’évaluer avec précision les
parametres pharmacocinétiques de population etvbriabilité inter-individuelle chez des patients
transplantés rénaux, sans médicament anti-caldimeeassocié, aussi bien en période précoce qu’en
période stable. Un estimateur Bayésien a été dg@pél@a partir de ce modele de population. I
permet d’estimer avec précision I'’AJ&un, du sirolimus a partir de 3 concentrations recigsila O,

1h et 3h post-dose et du génotypéP3A5*3 ce qui est particulierement utile pour un médieam

a aussi longue demi-vie. Cet estimateur Bayési@sgnte aussi et surtout l'intérét d’estimer
précisément la clairance apparente du sirolimusguiepermet I'estimation précoce de la dose
d’entretien a administrer pour ce médicament auendemi-vie. Cette étude a montré que cette
clairance apparente variait en moyenne d’'un factEu2 en fonction du génotypg@YP3A5*3
suggérant le méme facteur pour la dose d’entraté@messaire. L'estimateur Bayésien développé
permet théoriguement I'ajustement de la dose déetr dés le deuxieme jour, malgré la tres
longue demi-vie du sirolimus (environ 62 heureshsiaque la ré-administration d’'une dose de
charge si nécessaire, en particulier pour les matiexpresseurs du CYP3A5, pour atteindre plus

rapidement I'exposition cible et I'état stable.

La possibilité d’une stratégie d’individualisatiposologique du sirolimus en deux temps ressort
donc de I'ensemble de ces résultats : une adaptatiarmacogénétiqua priori de la dose de
charge et un réajustement pharmacocinétique prégéce a l'estimateur Bayésien. Cette approche

contribuerait ainsi a fortement diminuer le délaitbinte de I'état stable pour tous les patients.
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CONCLUSION

Ce travail de these, dont les objectifs principatadent I'identification des principales sources de

variabilité inter-individuelle de la pharmacocimgtée de deux médicaments immunosuppresseurs, le

sirolimus et le MMF, et I'analyse PKpop du sirolismchez des patients transplantés rénaux, nous a

permis :

(i)

(ii)

(iii)

d’identifier le CYP3A5*3comme étant & l'origine d’'une partie de la vatigbiinter-
individuelle de la pharmacocinétique du sirolimds, quantifier sa contribution dans
cette variabilité, de montrer lintérét du génotgpaa priori en vue d'une
individualisation de la dose de charge du sirolirafis d’atteindre I'état stable le plus
rapidement possible pour tous les patients, de mmomiussi 'intérét de connaitre le
génotypeCYP3Ab(expresseurs ou non-expresseur) pour le calcld dese d’entretien

et d’éviter ainsi aussi bien les risques de to&ieit d’apparition d’effets secondaires dus
a une sur-exposition que les risques de rejetsalga a une sous-exposition ; une étude
prospective comparant une telle individualisatica gbsologiea priori a lattitude

actuellement recommandée sera nécessaire pourraenfies hypothéses.

de montreiin vitro une plus importante inhibition par la ciclosporthe métabolisme du
sirolimus par le CYP3A4 que par le CYP3A5 et l'impale cette inhibition sur
'apparition d'un effet significatif du polymorphise CYP3A5*3sur le métabolisme
hépatique du sirolimus ; une étude rétrospectivelmgervationnelle chez des patients
recevant I'association sirolimus — ciclosporineaséd encore, nécessaire pour confirmer
I'effet potentialisateur de la ciclosporine suiffied pharmacogénétique, par comparaison

avec les résultats obtenus chez des patients solisgs seul dans notre travail.

de développer une analyse PKpop du sirolimus chezdtients transplantés rénaux au
cours des 3 premiers mois suivant la greffe, imdlugomme covariable le
polymorphismeCYP3A5*3sur la clairance apparente, permettant une bostmaation
des parametres pharmacocinétiques et des vaiabititer-individuelles et la mise au
point d’'un estimateur Bayésien capable d’estimeecayprécision les paramétres
pharmacocinétiques individuels et les indices ddsion, quelque soit la période post-

transplantation, a partir de 3 valeurs de conceatrdmesurées 0, 1h et 3h apres la prise
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(iv)

du sirolimus) et du génotype du patient ; un esbaique de faisabilité sera nécessaire
pour démontrer que I'estimation précoce de la @taie apparente permet d’estimer la
dose d'entretien et, en fonction du niveau dexjpmsi a J1, la dose de charge
complémentaire a administrer pour raccourcir sigaiivement le délai d’atteinte de la
cible de concentration résiduelle ou d’AbJG: (cet essai pourra éventuellement étre
intégré a I'essai de validation du génotyp&yeP3A5pré-greffe).

enfin, de montrer I'effet significatif du génotype 'UGT2B7sur la productiorin vitro
d’AcMPAG, et sur I'expositionn vivo a ce métabolite présumé toxiqdes patients
transplantés rénaux recevant du MMF en associadigr le sirolimus, cet effet
significatif du génotype de I'UGT2B7 n’ayant paseé ébbservé lors de la co-
administration d’anti-calcineurines (tacrolimus@alosporine) ; de montren vitro que

le pré-traitement par les corticoides augmentadduction d’AcCMPAG, probablement
par induction de I'expression de 'UGT2B7, suggétamplication de cette inductiom
vivo dans I'augmentation de I'exposition au MPA et dendiminution de I'exposition a
ses métabolites 'AcMPAG et le MPAG avec le délastptransplantation. L'analyse
rétrospective de divers essais cliniques ou leiematont recu du MMF en association
avec du sirolimus, du tacrolimus ou de la ciclogpoest en cours, pour évaluer 'impact

de ce génotype et/ou de I'exposition a 'AcCMPAG kg effets indésirables du MMF.
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