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Résumeé

Le suivi régulier et non invasif de I'état du geff et I'individualisation des traitements
immunosuppresseurs peuvent ameéliorer a long team@uksite de la greffe rénale. Dans cette
optique, les objectifs principaux des études meaaesours de ce travail de thése étaient : (i)
I'étude de l'influence du polymorphisme du gémeXR NR1l2codant pour le pregnane X
receptor (PXR) qui régule I'expression de protéimasliquées dans la pharmacocinétique du
tacrolimus, (ii) 'analyse pharmacocinétique de ydapion du tacrolimus chez des patients
adultes transplantés rénaux et le développemenh @stimateur Bayesien adapté a
I'estimation des parametres pharmacocinétiquesvishaigls a partir d'un nombre limité de
prélevements sanguins, (iii) la mise au point @hneues de recherche de biomarqueurs de
dysfonction du greffon rénal par I'analyse Nano-M&LDI-TOF/TOF du peptidome
urinaire.

Une forte influence d’'une mutation ponctuelle (-258>T) du genehPXR NR1l2a été
montrée sur la pharmacocinétique du tacrolimus.lirhidation du tacrolimus était
significativement diminuée chez les patients pagede l'allele muté, ce qui pourrait
favoriser la toxicité du tacrolimus chez ces pdtievu l'inefficacité thérapeutique dans les
premiers jours de traitement chez les homozygaasages. L'approche pharmacocinétique
de population (NONMEM) a mis en évidence une refatientre I'hématocrite, le
polymorphisme du génePXR NR1IZt la clairance du tacrolimus. Ce modele de pdjoua

a servi de base au développement d’'un estimateygsBan capable d’estimer avec précision
les indices d’exposition, au moyen de trois préWests sanguins (0, 1h, et 3h aprés
administration du tacrolimus).

La mise au point d’'une technique de recherche dendiiqueurs urinaires a permis de
quantifier les sources de variabilité qui peuvetgrférer avec la découverte de biomarqueurs
urinaires, avant de vérifier le pouvoir discrimibhathe cette méthode chez des patients
transplantés rénaux présentant ou non des sigsiesogiiques de néphropathie chronique.

Au total, ces travaux apportent, d’une part, demassances pharmacogénétiques d’aide a
l'individualisation de la premiére dose de tacralsnet a la détection des patients
potentiellement a risque de toxicité et d’autre tpates outils pharmacocinétiques
d’individualisation de posologie en cours de traigmt et analytiques de recherche de
biomarqueurs urinaires d’atteinte du greffon.

Mots clés : transplantation rénale, tacrolimuSlR112 pharmacocinétique, peptidomique,
MALDI-TOF/TOF.



Abstract

To improve renal transplant recipients’ outcomes)-mvasive monitoring of the graft status
and dose adjustment of immunosuppressive drugstrbigtmelpful. The aims of the studies
carried out during this thesis were: (i) to studg tnfluence ohPXR NR1IZolymorphisms
on tacrolimus pharmacokinetics, as Pregnane X tecépXR) is a nuclear receptor which
regulates the expression of proteins involved andigamus metabolism and disposition; (ii) to
characterize the population pharmacokinetics ofotanus in renal transplant patients and
develop a bayesian estimator for individual AUCdicgon; and (iii) to develop a reliable
nano-LC-MALDI-TOF/TOF method for peptide biomarkeiscovery in urine, for the non
invasive diagnosis of renal allograft dysfunction.

A significant impact of the -25385C>T single nudlde polymorphism ohPXR NR1I2on
tacrolimus elimination was found. Tacrolimus appardearance was significantly lower in
mutated patients, which could lead to higher tayien these patients and/or therapeutic
inefficiency in homozygous wild type patients dgrirthe first days following drug
administration. The population pharmacokinetic gsial showed a significant influence of
hematocrit level anchPXR NR1I2polymorphisms on tacrolimus clearance. A reliable
Bayesian estimator, able to predict tacrolimus sxp® indices using only three whole blood
concentrations (0, 1 and 3 hours post-dose), waslajged.

A nano-LC-MALDI-TOF/TOF technique was developed aralidated for the discovery of
peptide biomarkers in urine. The robustness of tiisinique was demonstrated by correct
group allocation when urines from transplant pasiesith and without chronic nephropathy
were compared.

Overall, this program resulted in pharmacogenetiovledge that might be useful for
tacrolimus first dose individualization and for eeling patients with higher toxicity risks, a
pharmacokinetic tool for tacrolimus dose adjustnteming therapy, and an analytical tool for
biomarker discovery which might lead to the nonasive diagnosis of renal allograft
dysfunction.

Keywords: renal transplantation, tacrolimudNR1I2 pharmacokinetics, peptidomics,
MALDI-TOF/TOF



INTRODUCTION

Durant la derniere décennie, les taux de réussite dreffe rénale ont été largement
améliorés. Le taux de survie des greffons dépasse96% a un an apres la greffe.
Malheureusement, a long terme, ce succes n'esp@asanent car le taux de survie des
greffons n’est que de 70% (10 ans aprés greffes primcipales causes de la perte du greffon
sont la survenue d’épisodes répétés de rejets aigds néphrotoxicités médicamenteuses
dues aux immunosuppresseurs utilisés (Nankivek).e2003 ; Nickerson, et al., 1999). En
effet, un traitement immunosuppresseur inadaptét ganduire a une perte du greffon, soit
par la sous-immunosuppression, soit par I'altérata greffon lui-méme (néphrotoxicité du
traitement).

L’amélioration du devenir des patients transplapist se faire par le diagnostic précoce du
rejet de greffe et/ou de la néphrotoxicité médicatemese et par I'optimisation de I'efficacité
des traitements immunosuppresseurs.

A ce jour, le moyen le plus fiable pour rendre ctenge I'état du greffon est la biopsie
rénale. Toutefois, cet acte est invasif et non déwririsques (hémorragies, infections...). La
biopsie rénale ne peut étre utilisée de manieréésygtique. De plus, la fréquence des
complications due a la toxicité des traitements imasuppresseurs utilisés est tres

importante.

La découverte de nouveaux traitements immunosupgues plus efficaces et moins
toxiques serait le moyen idéal pour palier ceddliftés. Malheureusement, cet objectif n’est
pas atteint. L'amélioration du devenir des patigrdasplantés dans un futur proche se fera
principalement par l'optimisation des traitementsmunosuppresseurs dont on dispose
actuellement (utilisation de doses efficaces ettogiques). Deux axes de recherche peuvent
étre explorés pour atteindre cet objectif « lekdnaents immunosuppresseurs » et « le suivi
régulier et non invasif de I'état du greffon » :

e Amélioration des traitements immunosuppresseungagee patient doit recevoir une
posologie optimale du médicament immunosuppress@escrit; il est donc
nécessaire de connaitre la pharmacocinétique dégangents immunosuppresseurs

('absorption, la distribution, le métabolisme &limination de ces molécules) et
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d’identifier les sources de la variabilité interividuelle. Cette connaissance peut
permettre l'individualisation du traitement de facdres précoce (traitements
sur-mesure). Le suivi thérapeutigue pharmacologiquensiste a maintenir
I'exposition du médicament dans un intervalle decemtrations predéfinies (cibles
thérapeutiques). Toutefois, I'exposition est mesudéns le sang et non pas au
niveau du site d’action (greffon et systeme immairgf). L'efficacité de cette
approche dépend de la pertinence clinique de la diconcentration utilisée.

Suivi régulier et non invasif de I'état du greffohiobjectif de ces recherches est de
permettre un diagnostic précoce des dysfonctionnesydu greffon. L'identification
de marqueurs des atteintes du greffon permettfaile maniere indirecte et précoce,
de connaitre I'efficacité ou la toxicité des traints immunosuppresseurs au niveau

du site d’action, en d’autres termes, de réalisen guivi pharmacodynamique ».

Les deux axes combinés apportent un diagnostic ifeper et précoce permettant

I'adaptation du traitement immunosuppresseur aameliorer la survie du greffon.

Dans cette optique, les travaux réalisés au caucetle thése avaient pour buts :

Le développement d'estimateurs Bayesiens, basé sar modele de
pharmacocinétique de population, pour I'adaptatierposologie du tacrolimus, I'un
des immunosuppresseurs le plus couramment utilisétransplantation rénale.
L’approche de pharmacocinétique de population permeechercher, identifier et
quantifier les différents facteurs expliquant laiakilité pharmacocinétique. Au cours

de ce travail, nous nous sommes particulieremegtessés a I'étude de I'influence

sur la pharmacocinétique du tacrolimus du polymisrpke génétique du gemR112

codant pour un récepteur nucléaire appelé le «are¢X Receptor » (PXR). Ce
dernier joue un réle important dans la régulatienl’dxpression des cytochromes
P450 et de la P-glycoprotéine (principales proinepliquées dans le métabolisme

et le transport du tacrolimus).

La mise au point d’'une technique LC-MS dédiée aeleherche de biomarqueurs

urinaires spécifiques du diagnostic précoce duatytionnement rénal. Au cours de
ce travail, on s’est attaché dans un premier tempsyifier la validité des techniques

développées. Par la suite, a l'identification etaaquantification des sources de

variabilité pouvant interférer avec la découverte 8iomarqueurs urinaires

11



spécifiques. A cet effet, deux études pilotes tdindenées : la premiére a été réalisée
sur des urines de volontaires sains contenant deguaurs peptidiques artificiels ; la
deuxieme étude a été réalisée chez des patiengpkaatés rénaux ayant ou non des

signes histologiques de néphropathie chronique.

12



ETAT DE LART / REVUE DE LITTERATURE

lI.1 Généralités sur la transplantation rénale

11.1.1 Historique de la transplantation rénale

La transplantation rénale est, de loin, la plugdente des greffes d'organes : elle
représentait environ 50 % des transplantationsranceé en 2006. Elle est réalisée chez les
personnes en insuffisance rénale terminale (sougensécutive a des néphropathies
vasculaires, glomérulonéphrites chroniques, polyses ou diabéte). La transplantation
rénale est souvent une alternative a la dialysegriee nécessaire pour maintenir I'équilibre
physiologique de ces malades.

En France, on compte 5000 nouveaux cas par asuffisance rénale terminale. La
transplantation rénale permet de retrouver unequiasi-normale, sans régime diététique
strict, ni limitation d'activité physique.

La transplantation rénale peut étre réalisée spéréir d'un donneur vivant, soit a partir d’'un
donneur en état de mort cérébrale. Un seul reiit saudissurer la formation des urines.

La transplantation d'organe doit son succes a lanpcéhension des phénomeénes
immunologiques, l'inhibition du systéme immunitaiempéche le rejet de I'organe greffé.
La premiere greffe rénale réussie a été réalisée deux jumeaux monozygotes en 1954,
Par la suite, Iirradiation du systéme immunita@repermis la réussite de certaines greffes,
mais au prix d’'une forte mortalité due principalema I'aplasie médullaire. Les progres
réalisés dans le domaine de la chirurgie, des tgabs de prélévement d’organes, mais
surtout la découverte de thérapeutiqgues immunossppmes efficaces, ont rendu possible la
transplantation d’organes entre des individus ggnéinent différents.

Actuellement, grace a I'arsenal thérapeutique immsuppresseur disponible, le nombre de
transplantations rénales réussies a fortement autg@m&ujourd’hui, en France, la probabilité
de survie du greffon est de 90 a 95% a un an pesfeg et de 70 a 75% a cing ans apres
greffe (Figure 1 : rapport 2007 de I'agence natienke la biomédecine). Plusieurs études ont

rapporté que la répétition d’épisodes de rejetasag de néphrotoxicités médicamenteuses

13



étaient les principales causes de la détérioratlenla fonction rénale a long terme
(Nickerson, et al., 1999).
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Figure 1. Survie du greffon rénal selon la périodée la greffe.(Rapport de I'agence de la biomédecine 2007)

1I.L1.2  Le rejet de greffe

Les rejets de greffes peuvent étre classés en tpes selon leurs origines et leur ordre
chronologique d’apparition. On distingue : les teguraigus précoces et les rejets aigus.
[1.1.2.1 Le rejet suraigu précoce

Le rejet suraigu précoce survient tres rapidempreasala greffe. Il est secondaire a la
présence d’anticorps préformés cytotoxiques cheedeveur, anti-HLA de classe | (IgG) ou
anti-ABO (anticorps du groupe sanguin IgM), dontagent responsables par exemple les
transfusions itératives, des grossesses, des psiiisations d’origine microbienne, ou des
anticorps formés au cours d’'une premiére transpi@mi Les anticorps se fixent sur la
surface endothéliale des artérioles du grefforcevent le complément, ce qui conduit a de
sérieuses lésions vasculaires, thromboses, oliidgsade la vascularisation du greffon.
Histologiquement, il se caractérise dans un premei@ps par une accumulation de cellules
polynucléaires dans les capillaires glomérulaitgsrétubulaires, puis dans un second temps
apparaissent des dépots de fibrine et des aspedtyamboses extensives et des nécroses
corticales. Ce type de rejet est devenu exceptlaujeurd’hui avec la pratique systématique
du cross-match avant la transplantation. Le crosimconsiste a rechercher, juste avant la

14



greffe, la présence dans le sérum du receveuriddaps dirigés contre les antigenes HLA
(Human Leucocyte Antigen) du greffon.

11.1.2.2 Le rejet aigu
Le rejet aigu survient quelques jours a quelquess mpres la greffe. C’est un

désordre inflammatoire systémique, dont plusieyrspsdmes sont dus a la libération des
cytokines. L'expression de l'interleukine-2 (IL-2) de I'INF+y augmente le développement
d’un infiltrat interstitiel typique. Quatre-vingtbd pourcent des rejets aigus sont a médiation
cellulaire et peuvent étre traités facilement, emanche, les rejets aigus a médiation
humorale (rejets ou les anticorps anti-greffon sprédominants) sont beaucoup plus
difficiles a traiter. Dans les rejets a mediatiefiudaire, les lymphocytes CD8+ interviennent
pour détruire les cellules du greffon. Ces celldestiennent des granules cytolytiques qui
liberent le granzyme et les perforines qui causestdommages membranaires et induisent
I'apoptose des cellules du greffon (Colvin, et 2097 ; Racusen, et al., 1999). En France, le
pourcentage de rejet aigu cellulaire @ moins d'nnapres greffe était de 20% en 2006

(Hertig, et al., 2006).
11.1.3 La néphropathie chronique du greffon

Les biopsies systématiques des greffons ont monieébeaucoup de patients n’ayant
ni altération de la fonction rénale ni augmentatitenla protéinurie, présentent des lésions
histologiques latentes. Ces Iésions sont appelégbropathies chroniques du greffon. Les
néphropathies chroniques sont caractérisées padysfonctionnement rénal progressif,
accompagné de fibrose interstitielle chroniquetrdfzhie tubulaire, d’occlusions vasculaires
et de sclérose glomérulaire. Les néphropathiesnajues sont considérées maintenant
comme étant les principales causes de I'’échec tlarlaplantation rénale. Histologiquement,
ces lésions peuvent étre classées en deux catgdee dommages tubulointerstitiels
précoces qui peuvent étre dus entre autres a dasteurs immunologiques » et les
dommages tardifs caractérisés par une hyalinoséricddaire progressive, une
glomérulonéphrose ischémique et une fibrose ititietke, ces derniers peuvant étre associés
a « la néphrotoxicité des inhibiteurs de la calgrime » (Nankivell, et al., 2003 ; Racusen, et
al., 1999).
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11.1.4 Traitement immunosuppresseur en transplantation

rénale

Aprés une allogreffe, un traitement immunosupprassevra étre pris toute la vie
pour éviter le rejet du rein greffé. Le rejet estprocessus complexe dont la compréhension
a permis le développement de plusieurs médicanrantsinosuppresseurs. Dans un premier
temps, I'antigene du donneur est présenté parelesges présentatrices d’antigene (CPA) du
donneur ou du receveur aux lymphocytes T naifs émaire du receveur dans les organes
lymphoides secondaires. Cette présentation supjuteeaction entre le récepteur T (TCR)
et le peptide antigénique présenté par une molddlke (Signal 1) et I'interaction entre le
domaine extracellulaire de CTLA4 du lymphocyte Tytoxic T Lymphocyte Associated
Antigen 4) avec ses ligands CD80 et CD86 des CBigé&l 2). Ces deux signaux activent
une cascade de signalisation intracellulaire qouéita a I'expansion clonale du lymphocyte
T et une différenciation en lymphocyte effectewi, rggagne le rein et cherche a le détruire.
La calcineurine qui active le facteur de trans@iptNFAT (nuclear factor of T-cells), les
voies des MAP-kinases et la voie duki=sont nécessaires a cette cascade de signalisation
La sécrétion puis la fixation de I'lL-2 (entre aag) sur le récepteur de I'lL-2 (IL-2R)
induisent ensuite une cascade de signalisationgkR): JAK3 kinase, PI3 kinase et mTOR
ou mammalian target of rapamycin) qui conduit gdalifération cellulaire qui requiert la
synthese des bases puriques (régulée par l'inasioeophosphate déshydrogénase) et
pyrimidiques (Hertig, et al., 2006 ; Halloran, 2004
Actuellement, il existe plusieurs molécules pouvamttiber plusieurs de ces étapes (d'ou
leurs propriétés immunomodulatrices).

Dans une thérapie immunosuppressive on distingsetri@itements d’induction et les
traitements d’entretien.
11.1.4.1 Traitement d’induction :

Ce traitement n’est pas systématique, toutefoestilclassique en France. Il consiste
en [l'utilisation d’anticorps mono- ou polyclonauxaat I'implantation du greffon, pour
diminuer la réponse immune du receveur et le rigtuejet aigu, et accélérer la reprise de la
fonction rénale. Deux types d’anticorps sont ppatément utilisés :

* les anticorps polyclonaux « déplétants » de lapin de cheval dirigés contre les
lymphocytes T (Thymoglobulines) (Peddi, et al., 200
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* les anticorps monoclonaux « non déplétants » dirgntre I'lL-2R (le basiliximab et le
daclizumab) (Vincenti, et al., 1998).

11.1.4.2 Traitement d’entretien

Pour prévenir le rejet de greffe, un grand nombee patients transplantés recoivent
aujourd’hui une trithérapie comportant des cortlesi un agent antiprolifératif
lymphocytaire, et un inhibiteur de la calcineurine.

. Les corticoides :ils s’opposent a la transcription de génes donprtamoteur est
sensible au NKB et augmentent aussi la synthese de linhibite (Karin, 1998), mais
leur utilisation pendant de longues périodes praeogles complications métaboliques
(diabete, ostéopénie fracturaire...) et infectieugesves. Les corticoides sont utilisés
principalement a fortes doses dans les premiers i suivent la greffe. En France, chez la
plupart des malades ce traitement est arrété msigemment au bout de trois mois,
cependant, certains patients (comme les enfantg)nsaintenus sous traitement durant une
longue période. Les corticoides sont aussi utilesdertes doses pour endiguer les rejets
aigus. Les corticoides induisent I'expression desiglrs genes impliqués dans le transport et
le métabolisme des xénobiotiques tels que les CYR2Ala P-glycoprotéine, par
'intermédiaire de récepteurs nucléaires tels gee PXR, ce qui peut modifier la
pharmacocinétique des autres médicaments co-adrém{gnglicheau, et al., 2003).

. Les Agents antiprolifératifs : le plus utilisé des agents antiprolifératifs est le
mycophénolate mofétil (MMF, CellceD)t prodrogue de I'acide mycophénolique qui est un
inhibiteur de l'inosine monophosphate déshydrogend®PDH Il), enzyme clé de la
synthese des purines. Le blocage de cette voieoguevune immunodéficience sans altérer
les autres organes, contrairement a la voie declayy des purines (Sollinger, 1995). Ses
principaux effets secondaires sont des désordrestrogatestinaux (diarrhées), et
hématologiques (anémies, leucopénies). Les mécanistiapparition de ces effets
secondaires sont encore mal connus. Récemmenglwodique du mycophénolate a été
commercialisé (Myforti€) ; il présente I'avantage d'étre gastro-résiste@tqui pourrait
diminuer l'incidence des effets indésirables dige$Afssaps, 2005).

Les inhibiteurs de la mTOR (mammalian target ofaragcin) : le sirolimus et I'everolimus
se lient a la protéine FKBP12 et forment un comglgui inhibe la TOR sans inhiber la voie
de la calcineurine, et bloquent le signal 3 ena@tit’activation du cycle cellulaire par des
récepteurs des cytokines (Calne, et al., 1989 ul8chet al., 1997). Leurs principaux effets

secondaires sont les hyperlipidémies et les thraytbpénies.
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L’azathioprine a été I'un des premiers immunosuggears mis sur le marché. Il interfére
avec la synthese de 'ADN dans toutes les cellafeprolifération. Il est de moins en moins
utilisé depuis l'introduction du MMF ; actuellemeiit est principalement réservé aux

patientes qui désirent une grossesse (Elion, 1993).

. Les Inhibiteurs de la calcineurine :découvertsl y a environ 30 ans|s empéchent
I'action de cette phosphatase, dont la cible efstdiur de transcription NFAT. Le NFAT est
déphosphorylé par la calcineurine, lui permettangdgner le noyau cellulaire ou il stimule
entre autres le promoteur du gene de I'lL-2, un@ldge qui joue un rble important dans
I'allo-réaction. La calcineurine est présente pgpatement au niveau des lymphocytes, ce qui
confére a ces molécules un effet immunosuppressssaz spécifigue malgré l'ubiquité du
NFAT (Clipstone et al.,, 1992). Les inhibiteurs de dalcineurine posseédent des effets
secondaires graves dont le diabéte, I'hyperteraitarielle, les dyslipidémies, 'augmentation
du risque de cancers, et surtout la néphrotoxiti#é. deux inhibiteurs les plus couramment
utilisés sont la ciclosporine et le tacrolimus (F6). La ciclosporine forme avec la
cyclophiline (protéine intracellulaire faisant parde la famille des immunophilines) un
complexe qui inhibe la voie de transduction calceattineurin dépendante (Clipstone et al.,
1992). Le tacrolimus se lie avec une autre immuitiopeh la FK 506-binding protein 12
(FKBP12), pour former un complexe qui inhibe laevaes calcineurines avec une plus
grande efficacité, c’est a dire a doses plus failjae la ciclosporine (European FK506
Multicenter liver study, 1994). Chez les nouveaatignts transplantés, la tendance est a la

prescription du tacrolimus.
¢ Les nouvelles substances :

. Le Belatacept (LEA29Y) est une protéine de fusionstituée de région constante
d’'lgG1 humaine (fragment Fc) et du domaine exttatate de CTLA4. Il peut se fixer sur
les ligands CD80 et CD86 des cellules présentatded’antigene (CPAS), et empécher ainsi
leur interaction avec la protéine de reconnaiss&B28 du lymphocyte T (inhibition par
compétition moléculaire). Une étude récente a néogtre le belatacept serait aussi efficace
que la ciclosporine dans la prévention du rejetiagg peut-étre moins toxique (Vincenti, et
al., 2005).

. L’alemtuzumab (anticorps monoclonal dirigé conti2 &) diminue massivement les
populations lymphocytaires. Il n’est pas encordqué en transplantation rénale (Knechtle,
et al., 2003).
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. Le FTY720 empéche la migration des lymphocytes hdis ganglion aprés
reconnaissance de l'allo-antigéne par modulatiotrafic lymphocytaire, par sa fixation sur
les récepteurs sphingosine-1-phosphate apres salpdnylation (Chiba, et al., 2005).

. Les inhibiteurs des JAK kinases, en cours de dépelment: ils inhibent la

transmission du signal, permettant la proliférationphocytaire (Deuse, et al., 2008).
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1.2 Généralités sur les analyses pharmacocinétiques de

populations et sur les méthodes d’estimation Bay&sine

11.2.1 Principes et objectifs de I'analyse pharmacocinétige

de population

Les études de pharmacocinétique de population ¢gKpnt pour objectif d’estimer
la distribution statistique des paramétres phargiaétiques (PK) d’'un médicament dans
une population de patients, de quantifier et didiem les sources de la variabilité
pharmacocinétique. L'approche PKpop ne considamaig un patient comme isolé mais
comme un membre d’'une sous-population particuli€ette méthode permet d’analyser
globalement un ensemble d’'individus et peut étadigée a partir d’'un nombre limité de
prélevements par sujet, néanmoins I'ensemble ddevyaments doit décrire l'intégralité du
profil des concentrations au cours du tenpst avantage offre la possibilité d’étudier la
pharmacocinétique d’un médicament dans des popofatautrefois exclues des essais

cliniques pour des raisons éthiqenfants, personnes agées, malades dans unitdgitegr

L’analyse PKpop permet de prendre en compte etidies plusieurs sources de variabilités :

e la variabilité interindividuelle (entre les indiwd) : chaque individu est
différent, ses parametres pharmacocinétiques hti §pécifiques et différents
de ceux de la population. Cette variabilité est duedes facteurs
démographiques, génétiques, physiologiques et @mwmentaux. Ces
facteurs sont introduits dans le modéle PKpop et appelés covariables ;

* la variabilité intraindividuelle ou inter-occasiqehez le méme individu a
différentes périodes de son traitement) : elle rmi® sur la variabilité des

paramétres PK au cours du temps ;

» la variabilité résiduelle correspond a la part dgabilité non expliquée par le
modele. Elle peut étre due aux erreurs de meswgesconcentrations, des
temps de prélévements, et a I'inadéquation du neqoi@lir décrire I'évolution
des concentrations. Elle permet de juger de la itgual’'un modéle

pharmacocinétique.
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Chacune de ces variabilités est décrite par un lacstatistique encore nhommeé modéle

d’erreur.

Les principales méthodes utilisées en modélisaBépop reposent sur le principe du
maximum de vraisemblance : la meilleure estimatites parameétres est celle rendant
maximale la probabilité du résultat observé. Otirtlisie les approches paramétriques (qui
présupposent une distribution normale ou Log-noedaks paramétres PK dans la
population : e.g. logiciel NONMEM, P-PHARM...) et ngaramétriques (qui ne dépendent
pas de I'hypothése de la normalité des donnégs NELM, NPEM, NPAG...).

11.2.2 Méthodologie NONMEM®, (NONLinear Mixed Effect

Model: modeles non linéaires a effets mixtes) :

Le logiciel NONMEM"® (Beal et Sheiner, 1980) utilise la méthode stapiigtide modélisation
non-linéaire a effets mixtes. Ce programme utilise approche de population dite « en une
étape » qui permet d’estimer directement les parasméenoyens (et leur variabilité) dans une
population d’individus a partir des concentratiafiservées. Cette méthode est dite a effets
mixtes car le processus d’estimation est basé asutétomposition de chaque parametre
pharmacocinétique en une somme de deux termeseffets fixes sont les propriétés
observables (et prévisibles) des individus, pamgite si la clairance d’'un médicament est
proportionnelle au poids on peut alors simplifiekpression de la clairance dans le modéle
pharmacocinétique, dans ce cas le poids est unfisffe les effets aléatoires ne peuvent pas
étre prédits a I'avance, en d’autres termes, dastariabilité biologique et la variabilité
résiduelle (erreurs de mesures...). La variabiliddgique comprend la variabilité entre les

individus et la variabilité inter-occasion.

Le logiciel NONMEM® propose plusieurs méthodes d’estimation. La méhbestimation
FO (First Order) consiste en une linéarisation demper ordre autour de la moyenne des
parametres (effets fixes), alors que la linéasatians la méthode FOCE (First Order
Conditional Estimation) est effectuée autour déstefaléatoires (variabilités inter- et intra-
individuelles). Cette approximation est plus précimotamment quand les variabilités
interindividuelles sont importantes, mais cette honde demande des temps de calculs

beaucoup plus longs.

21



NONMEM® estime I'ajustement entre les concentrations ®#ssr et les concentrations
prédites, il estime aussi les différentes valeerparameétres PK de population, les variabilités
interindividuelles de chaque parametre et 'erm@siduelle. La qualité de I'ajustement entre
les concentrations prédites et les concentratibssrwées sur 'ensemble de la population est
estimée par la valeur de la fonction objective (D&Ji est égale a -2*log (vraisemblance),
elle permet d’évaluer la justesse de l'estimatiogs dparamétres PK par le modele
pharmacocinétique au sein de la population. Eisatit la méme méthode d’estimation (FO
ou FOCE), la valeur la plus faible de la fonctidneztive témoigne d’un meilleur ajustement.
La qualité de I'ajustement du modele est détermaéssi par une faible erreur résiduelle du
modele et une bonne précision de I'estimation @eametres PK.

Classiguement I'analyse PKpop est menée en quaipes:

» Construction du modele structural : cette étapesistan a sélectionner un modele PK
permettant de décrire au mieux [I'évolution descemtrations du médicament en
fonction du temps. Selon les propriétés pharmaéticues des médicaments,
différents modéles compartimentaux peuvent étréiqaus pour décrire I'absorption,
la distribution et I'élimination du médicament. Aours de cette étape, on détermine
aussi le modeéle statistique adapté a la descrigigoohaque variabilité : la variabilité
inter- et intra individuelle de chaque parametrarptacocinétique et la variabilité
résiduelle. Le choix du modeéle se fait sur : déem@s statistiques incluant la valeur
de la fonction objective, la précision sur les pataes estimés et la valeur de la
variabilité résiduelle, ainsi que sur des critegraphiques par représentation des
concentrations observées en fonction des concemsaprédites par le modéle et en
fonction des concentrations individuelles prédgasestimation Bayesienne.

* Recherche des covariables pertinentes : cette étapmste a déterminer les facteurs
individuels (nommeés covariables) qui influencemgingicativement chaque parametre
PK (et donc permettent d’expliquer une fractionngigative de la variabilité inter-
voire intra-individuelle du parameétre PK étudié)aemettre en équation la relation
entre les parametres et ces covariables. Les atlesi sont d’abord testées
individuellement sur chaque paramétre PK. Puige®les covariables significatives
en analyse univariée sont intégrées simultanénaarg dn modele intermédiaire.

« Elaboration du modeéle final : la pertinence de cigagovariable est vérifiée par
délétion indépendante a partir du modele interniédidne covariable pourra étre

retenue dans le modele final si, lorsqu’elle esdevere du modéle intermédiaire, la
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valeur de la fonction objective augmente significanent (de 6,64 points, test de
Khi-deuxp< 0,01)

» Validation externe et validation interne : la validn externe du modele se fait en
estimant les valeurs de concentrations et des garesnPK individuels par méthode
Bayesienne, dans un groupe de patients indépeneantslisant comme information
a priori le modele de population. La validation interne tpétre réalisée soit par
Bootstrap qui est une méthode de re-échantillonaé&poire ayant pour but de créer
des populations virtuelles ayant des caractérisigproches de la population de
départ ; soit par validation croisée qui consisggagitionner la population de départ
en n sous groupes ; souvent4 oun=10, ainsi chaque sous groupe correspond a
respectivement 25% et 10% des patients. Les paresnéé population sont estimés
dans un ensemble del sous-groupes et les parameétres PK individuedspagients
du niéme groupe (c.a.d. dont les données patientsmiegyas prises en compte pour le
calcul des paramétres de population) sont estimémpthode Bayesienne a partir de
ces parameétres de populations. Le principe de fation circulaire est appliqué de
facon a obtenir les parametres individuels danswihdes sous groupes.

11.2.3 Estimation Bayesienne

L’estimation Bayesienne est une méthode statistlipsee sur I'expérience acquise
dans une population. Elle permet de déterminempéametres PK et les meilleures doses
d’'un médicament a administrer a un patient sangr avesoin d’'un nombre élevé de
concentration, ce qui rend cette méthode approgriEadaptation de posologie en pratique
cliniue. La méthode Bayesienne conjugue une indtion de groupe (informatioa priori
provenant de la population) et des informationsviddelles (données de concentrations)
apportées par I'expérience. L'information de gropeet provenir soit d’'un modéle PKpop,
soit d’'une étude pharmacocinétique en deux étdpass cette derniére, on détermine les
parametres pharmacocinétiques chez chaque indipugis, on calcule les moyennes et les
variabilités de ces parametres. Cette approchessiéeele disposer d’'un nombre important de

préléevements par patient (10 a 15 prélévements).
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1.3 Généralités sur le tacrolimus

11.3.1 Mécanisme d’action, indications thérapeutiques et

toxicité du tacrolimus

Le tacrolimus (FK506) est un puissant immunosugg®er, isolé d’'un actinomycete
le Streptomyces tsukubaendes la région Tsukuba au Japon (Goto, et al., 1983%).activité
immunosuppressive est 100 fois plus puissante glie de la ciclosporine (Pirsch, et al.,
1997 ; European FK506 Multicenter liver study, 1994

La masse moléculaire du tacrolimus est de 804 ID&gsente une structure cyclique a 23

éléments (Figure 2) (Tanaka, et al., 1987).

- H "

Figure 2. Structure chimique du tacrolimus.

Le tacrolimus est un inhibiteur relativement spigcié de la prolifération des lymphocytes T,
il exerce son pouvoir immunosuppresseur en se Baonhe immunophiline (FK-binding

protein) et entraine la formation d’'un complexe @nblécules, comprenant : la FKPB, le
tacrolimus, la calmoduline et les calcineurinesugsonités A et B). Ce complexe provoque
alors l'inhibition de l'activité phosphatase dedalcineurine (McKeon, 1991). Le transport
des facteurs de transcription vers le noyau dépende leur déphosphorylation, leur

inhibition conduit au blocage des fonctions effieets des cellules T et de leur prolifération.
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Cependant, le tacrolimus n’inhibe ni la proliféoatisecondaire des cellules T activées en
réponse a I'lL-2, ni la présentation de I'antigehest utilisé en greffe rénale en association
avec le MMF et (éventuellement) les corticoides manraitement d’entretien. Une nouvelle
forme pharmaceutique & libération prolongée dwtuus (Advagraf) vient d’obtenir son
autorisation de mise sur le marché ; elle préséatantage de diminuer les fréquences
d’administration (une fois par jour au lieu de ddais par jour avec la forme classique),
cependant, selon le réesumé des caractéristiquesadiuit publié par 'European Medicine
Agency, son efficacité reste comparable a cell€aheienne forme (First, 2008 ; European
Medicine Agency, 2008).

Les effets secondaires les plus importants du lieare sont :

1) une néphrotoxicité, qui peut provoquer unefiisance rénale aigué précoce et réversible

ou une insuffisance rénale chronique progressive,

2) une neurotoxicité qui peut étre sévere dan%58s cas,

3) une hyperglycémie, chez 40% des patients sraigé le tacrolimus qui peut aboutir & un
diabete induit,

4) une hypertension artérielle chez 40% des patieaités,

bY

5) des effets secondaires liés a son action (I'impsuppression), principalement les

infections.

De plus, le tacrolimus donne lieu & de nombreustesactions médicamenteuses encore mal
connues, notamment avec les inhibiteurs, les imdust et les substrats du systéeme
cytochrome P450 3A (CYP3A).

11.3.2 Pharmacocinétique du tacrolimus

L’effet du premier passage hépatique et intesesatres important sur le tacrolimus.
D’un individu a un autre sa biodisponibilité vade 14 a 32% (Venkataramanan, et al.,
1995). Le tacrolimus est un substrat (et un inbibit de la P-glycoprotéine (P-gp) (Saeki, et
al., 1993); cette protéine transmembranaire agihme une pompe expulsant certains
médicaments du cytoplasme vers I'extérieur de llalee Cette protéine se retrouve sur de
nombreux tissus de l'organisme humain, notammentnaxeau du poble apical des

entérocytes, ce qui pourrait constituer un faclienitant de I'absorption du tacrolimus.

Le volume de distribution du tacrolimus est élesév{ron 1300 litres), a cause de la grande

lipophilie de la molécule ; les concentrations denpoumon, la rate, le cceur, le rein et le
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pancréas aprés équilibre de distribution sont mettd supérieures aux concentrations
plasmatiques, indiquant ainsi une grande affinissutaire (Peters, et al., 1993). Le
tacrolimus se lie fortement aux globules rougesa@t protéines plasmatiques, surtout
l'albumine et l'alpha 1-glycoprotéine (Venkatararaan et al., 1995). Des études
pharmacocinétiques ont montré que le sang totaliesheilleur échantillon que le plasma
pour étudier la pharmacocinétique du tacrolimugy$iRilans Desk Reference, 1996).

Une fois absorbé, le tacrolimus subit une O-déwigtion, une hydroxylation et / ou
des réactions métaboliques oxydatives dans le ébid'intestin. La déméthylation en
13-O-démeéthyltacrolimus par le cytochrome CYP3Alastoie préedominante (Karanam, et
al., 1994 ; Sattler, et al., 1992 ; Vincent, et #092).

Le tacrolimus est quasi-entierement métabolisé tavson élimination, qui se fait
essentiellement par voie biliaire (Christians, let 91), et minoritairement (moins de 2%)

par voie rénale. La demi-vie d’élimination varie tle,7 a 18,8 h (Venkataramanan, et al.,
1991).

11.3.3 Etude des sources de la variabilité pharmacocinétice

du tacrolimus

11.3.3.1 Influence des polymorphismes des génes codant pour
les protéines impliquées dans la pharmacocinétiquelu

tacrolimus
La pharmacogénétique étudie l'influence des vianat ponctuelles de la séquence
d’ADN génomique sur la réponse a I'administrationng molécule thérapeutique chez un
individu. Les variations génétiques sont a lorgind’'une partie des variabilites
interindividuelles physiologiques, pharmacocinéticqgt pharmacodynamique. L'étude de la
pharmacogénétique ouvre de nouvelles voies daranigréhension de cette variabilité. Ces
connaissances aideront a prévoir les doses opsnpaler chaque patient, et a identifier les

patients susceptibles d’avoir des effets indésasabl

Les effets des principaux polymorphismes géenétiqoeshant des enzymes impliquées dans

I'absorption, I'élimination et le métabolisme detalimus ont été étudiés.

Le tacrolimus est métabolisé principalement pardesymes du métabolisme de phase |
(CYP3A4 et CYP3A5S) (Sattler, et al., 1992). Il esitssi substrat de la P-gp (Saeki, et al.,
1993) et des « Organics Anions Transporting Polygep> (notamment OATP-C :
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transporteur exprimé dans I'hépatocyte) (Hagenhaichl., 2003). L'expression et I'activité
de ces protéines sont variables d’'un individu atie De plus, elles sont soumises a une
régulation transcriptionelle importante par le fide récepteurs nucléaires tels que le PXR
(Lamba, et al., 2004), dont le polymorphisme gé&p&tipourrait étre a I'origine d’'une partie
de la variabilité interindividuelle (Lamba, et &008 ; Zhang, et al., 2001). Un récapitulatif
des principales conséquences des polymorphismegétess codant pour les principales

protéines impliqguées dans la pharmacocinétiguacielimus est représenté dans la figure 3.
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Figure 3. Principales conséquences du polymorphisme généigua pharmacocinétique du tacrolimus



11.3.3.1.1 Polymorphismes du CYP3A4 :

Le CYP3A4 est fortement exprimé au niveau de I8titegréle et du foie et de ce
fait, il participe activement a la clairance ordle tacrolimus (Hebert, 1997; Lown, et al.,
1997). Les polymorphismes du CYP3A4 sont peu fratjudans la population (fréquence
allélique <5% pour la plupart d’entre eux) et il @ne faible incidence sur I'activité et/ou
I'expression de I'enzyme. Le polymorphisme le pigsjuent est le SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) -392A>Gau niveau du promoteur du géneorrespondant a l'allele
CYP3A4*1B.Ce polymorphisme est présent dans 3,6 a 9,6% gegdalation caucasienne,
53 a 67% de la population africaine ou afro-améreaet absent dans la population asiatique
(Ball, et al., 1999 ; Garcia-Martin, et al., 200Bamzely, et al., 2002 ; Sata, et al., 2000 ; van
Schaik, et al., 2000).

Certaines études ont montré un effet significatifGl¥P3A4*1Bsur la pharmacocinétique
des immunosuppresseurs. Hesselink et al. ont cbsgre les concentrations résiduelles (CO,
obtenue par un prélevement sanguin effectué justetda prise matinale) standardisées par
la dose de tacrolimus (CO/dose) étaient signifiestient plus faibles chez les patients
transplantés rénaux portant au moins un al&i®3A4*1Bpar rapport aux patients portant le
génotype sauvageYP3A4*1A/*1A(Hesselink, et al., 2003). Cependant, cette étlaepas
été confirmée sur d’autres populations. Par adleleffet duCYP3A4*1Bpourrait étre dd au
déséquilibre de liaison existant entreQ¥P3A4*1Bet le CYP3A5*3(Kuehl, et al., 2001).
Kuypers et al. ont observé que les AJdén standardisées par la dose étaient plus faibles che
des patients transplantés rénaux avec le génaBye3A4*1B/CYP3A5*1que chez les
patients avec un génotyp€EYP3A4*1A/CYP3A5*1mais cette différence n’était pas

statistiqguement significative (Kuypers, et al., 20

11.3.3.1.2 Polymorphismes du CYP3A5 :

Le plus fréquent et le plus étudié des polymonmples du CYP3AS5 est la mutation
correspondante a l'allel€YP3A5*3 Il s’agit d’'une substitution d’'une base adénogiae
une base guanine en position 6986 au niveau deohin3 du gene€CYP3A5(6986A>G),
aboutissant ainsi a une erreur d’épissage de 'ARNmscrit, a I'origine de la production
d'une protéine tronquée inactive de 102 acides @mifkKuehl, et al., 2001). Seuls les
individus porteurs d’au moins un alléle sauvayeP3A5*1expriment la protéine CYP3A5 a



des concentrations significatifs (Hustert, et2001 ; Kuehl, et al., 2001). Environ 10% de la
population caucasienne exprime le CYP3A5, 33% daofaulation japonaise, et entre 50 a

70% de la population africaine ou afro-américaine.

L'implication du polymorphisme 6986A>G dans la wiité interindividuelle de la
pharmacocinétique du tacrolimus a été suggerédpaPhee et al. en 2002 (Macphee, et al.,
2002). Des études réalisées chez des patientplaaiss rénaux traités par le tacrolimus ont
mis en évidence : une clairance de 25 a 40% supériet des C0O/dose 3 fois moins élevés
chez les expresseurs du CYP3A5 par rapport augmiathon expresseurs porteurs de l'alléle
CYP3A5*3(MacPhee, et al., 2005 ; Zhao, et al., 2005).

Les patients porteurs de l'alle@YP3A5*1(expresseurs du CYP3A5) requiérent des doses
plus importantes de tacrolimus pour atteindre ibkes thérapeutiques recommandeées, par
rapport aux patients homozygotes porteurs de lallYP3A5*3 (les faibles expresseurs du
CYP3A5) (MacPhee, et al., 2005 ; Haufroid, et 2004 ; Roy, et al., 2006). D’autres études
sur de plus petites populations de patients tranggs rénaux ont confirmé ces observations
(Haufroid, et al., 2006;Tsuchiya, et al., 2004).rhéme effet du polymorphisme 6986A=G
été retrouvé chez des transplantés cardiaquestipeaés (Zheng, et al., 2003), chez des
patients adultes transplantés pulmonaires (Zhengl.,e2004), et aussi chez des patients
transplantés hépatiques a partir de donneur vii@oto, et al., 2004 ; Uesugi, et al., 2006).
Dans cette derniere étude, il était démontré qurluence du génotype du donneur est
eégalement trés importante. Les patients recevaribiend’'un donneur porteur du génotype
CYP3A5*1/*1 ont tendance a avoir des CO/dose plus faibles,egqtiérent des doses
supérieures de tacrolimus par rapport aux patiegngficiant de foies porteurs du génotype
CYP3A5*3/*3 (Goto, et al., 2004 ; Elens, et al., 2007).

Bien que I'effet du polymorphisme 6986A>G sur laphacocinétique du tacrolimus ait été
rapporté dans plusieurs études, l'intérét du géramg du CYP3AS5 pour le STP du
tacrolimus n’est pas démontré (Thummel, 2004). tibses thérapeutiques du tacrolimus
sont atteintes en utilisant le suivi thérapeutigqiez tous les patients quelque soit leur
génotype. Il existe un chevauchement importantvdésurs de C0O/dose pour les patients des
différents génotypes, et la connaissance de cetygmme suffit pas a déterminer la dose
optimale pour chaque patient. Kuypers et al. onintnép dans le cadre d'une étude
prospective, que l'utilisation du CO pour I'ajustemh de la posologie permettait d’avoir des
CO et des AUG12n similaires a partir du®7jour et jusqu’a 5 ans aprés transplantation chez
les patients expresseurs et non-expresseurs du ABYR3ne autre étude a rapporté les
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mémes observations chez des patients transpla@t@six dont les doses de tacrolimus
étaient ajustées selon le CO. Les CO étaient sieslahez les patients expresseurs et non
expresseurs du CYP3A5. Cependant, les patients expresseurs du CYP3A5 avaient

tendance a étre plus exposés au tacrolimus, cettadeisant par une AUG2, 30% plus

élevée que chez les patients non-expresseurs ajpres la greffe (Renders, et al., 2007).

Il est probable que I'impact de ce polymorphismiephss important dans la ou les premieres
semaines post-greffe ; les expresseurs du CYP3AXdes concentrations sanguines plus
faibles et ils pourraient étre enclins a avoir degts plus fréquents et plus précoces
(Macphee, 2004). Une étude sur un grand nombreatienps est en cours pour déterminer
I'intérét de l'adaptation de posologie en fonctida l'allele CYP3A5*1 en période tres
précoce (avant le 6éme jour apres greffe). Darte éttide les patients sont répartis en deux
groupes : dans le premier les patients recoiveatdase classique de tacrolimus, et dans le
deuxieme les patients recoivent des doses adaptéas l'allele duCYP3A5(CYP3A5*1/
CYP3A5*3)(étude TACTIQUE, Identifiant ClinicalTrials.gov :@Ir00552201).

11.3.3.1.3 Polymorphismes de la P-glycoprotéine

La P-glycoprotéine (P-gp) est un membre de la Ilfamdes transporteurs
membranaires ABC (ATP-Binding Cassette) codée paméne ABCB1, anciennement
appelée MDR1 (pour Multi-Drug Resistance). La Pegp ubiquitaire, elle est exprimée au
niveau de la partie apicale des hépatocytes, désoegtes, des cellules rénales, musculaires,
testiculaires, placentaires et au niveau de laidrarhhémato-encéphalique (Borst, et al.,
1993 ; Kusuhara, et al., 1998 ; Tanigawara, 2000iebaut, et al., 1987). Le tacrolimus est
un substrat de la P-gp (Saeki, et al., 1993) atflience du geneABCB1 sur la

pharmacocinétique de ce médicament a éte largaeshatite.

Il'y a plus de 50 SNPs connu pour le g&BCB1(Kroetz, et al., 2003 ; Kim, et al., 2001).
Les trois SNPs les plus étudiés sont: le 1236Cafisd’exon 12, le 2677G>(A,T) dans
I'exon 21 et le SNP 3435C>T dans I'exon 26. Ces $Bibht en fort déséquilibre de liaison,
leurs effets sur I'expression et/ou I'activité deH-gp sont controversés. Par ailleurs, le SNP
-129T>C dans la région du promoteur provoque uigsbaignificative de I'expression de la
P-gp et pourrait donc avoir un effet important Bupharmacocinétique des xénobiotiques

substrats de la P-gp (Marzolini, et al., 2004).

Certaines études ont trouvé un impact significag SNPs du gerABCB1sur la variabilité

de la pharmacocinétique du tacrolimus, mais begucdiautres n’ont pas trouvé
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d’association. Zheng et al. ont observé que lesi&d® étaient significativement supérieures
chez les patients porteurs des mutations 2677T 48651 par rapport aux patients
homozygotes sauvages (respectivement, 2677GG &C&)3dans des populations de
patients pédiatriques transplantés cardiaques,het des patients adultes transplantés
pulmonaires (Zheng, et al., 2003 ; Zheng, et &l042. Ces résultats ont été confirmés chez
des patients transplantés rénaux adultes (Li, €t28l06 ; Anglicheau, et al., 2003).
Anglicheau et al. ont montré que les CO/dose étqkrs élevées chez les patients porteurs

de la mutation 1236T, mais ce dernier résultapa’sa été confirmé dans d’autres études.

A ce jour, aucune relation n'a été retrouvée elargharmacocinétique du tacrolimus et le
SNP -129T>C du promoteur du gehBCB1

Plusieurs SNPs du gedBCB1sont en déséquilibre de liaison (association fétgl entre
plusieurs alleles correspondant a des locus distaian méme chromosome). L'analyse des
haplotypes prend en compte la combinaison de pltssize ces SNPs, ce qui permet d’étudier
des sous-groupes déterminés par plusieurs SNPsiéssdrois études ont montré une
relation entre les haplotypes ABCB1let les CO/dose de tacrolimus : deux d’entre allgs
rapporté que les patients avec I'haplotype sauv@@s-C) des exons 12, 21 et 26
nécessitaient des doses plus élevées de tacroltnasaient des CO/dose inférieurs par
rapport aux patients porteurs de I'haplotype mutéT/A-T) (Fredericks, et al., 2006 ;
Anglicheau, et al., 2003). Cependant, dans I'étdeld-redericks et al., la différence n’était
plus significative lorsque les patients étaienbsedairement classés en fonction de leur statut
expresseur ou non-expresseur pour le CYP3A5.

Plusieurs autres études n'ont pas retrouvé d'infteedes haplotypes de MDR1 (exons 12,
21, et 26) sur la pharmacocinétique du tacroliniesugroid, et al., 2004 ; Haufroid, et al.,
2006 ; Mai, et al., 2004 ; Mourad, et al., 2005).

11.3.3.1.4 Polymorphismes du PXR

Le pregnane X receptor (hPXRIR1I2 est un membre de la superfamille des
récepteurs nucléaires (Bertilsson, et al., 1998)fdCteur de transcription ligand-dépendant
joue un r6le important dans la régulation de I'egsion des geénes impliqués dans la
détoxification et/ou la pharmacocinétique des xétajues (CYP3A, P-gp notamment)
(Dussault, et al., 2001 ; Kast, et al., 2002) etabes transporteurs de la famille des « solute
carrier » (SLC) (Staudinger, et al., 2001). Le PX&ive la transcription de ces genes en

réponse a plusieurs substances endogenes ou xiqodso(glucocorticoides, antibiotiques
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macrolides...) (Bertilsson, et al., 1998 ; Moore &t @000 ; Pascussi, et al.,, 2001).
L’activation deCYP3A4det de IaABCBlconduit a une clairance plus importante des saifsstr
co-administrés avec ces inducteurs (Figure 4) (Banding, et al., 1992 ; Greiner, et al., 1999
; Westphal, et al., 2000). C’est le cas de la rgenne administrée chez des patients
transplantés rénaux atteints de tuberculose :Uttidn enzymatique des CYP3A conduit a la
diminution des concentrations sanguines du tactajmmécessitant une augmentation des

doses de tacrolimus de 50% (Lopez-Montes, et @D4p

cytoplasme

Figure 4. Régulation transcriptionnelle par le PXRdes protéines impliquées dans la pharmacocinétique
du tacrolimus.

Les polymorphismes des CYP3A et de la P-gp ontitdels fréquences (chez les caucasiens :
environ 10% pour le 6986A>G dDYP3A5; de 3,6 a 9,6% pour le -392A>@ CYP3A4;
environ 50% pour le 3435C>T ABCBJ). Ces polymorphismes a eux seuls ne peuvent pas
expliquer entierement la variabilité interindividleede la pharmacocinétique du tacrolimus.
Cependant, une variabilité de I'expression de cesémes existe entre les individus.
Plusieurs équipes ont mis en évidence la grandabi#é dans l'induction hépatique et
intestinale de I'expression du CYP3A4 et de la Pdgpwn, et al., 1997 ; Watkins, et al.,
1989). Cette variabilité d’induction pourrait édlee au polymorphisme génétique du PXR
(Lown, et al., 1997).

Les différents variants dB@XR ainsi que leurs effets et leurs conséquences ifomelles

sont résumeés dans le tableau 1 (page 35).
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En séquencant le geihdR112Zhang et al. ont identifié 38 SNPs, dont six sintés dans la
région codante. Lamba et ,abnt pu identifier 89 SNPs au niveau du promoteude
I'intron 1 de NR1I2 Les études fonctionnelles ont montré que plusi&aXPs deNR1I2
étaient associés a une altération de la régulaioces gene<{YP3A, ABCBJL Zhang et al.
ont montré au moyen du test respiratoire a I'épphycine utilisé aprés induction par la
rifampicine, une augmentation du métabolisme dgth#omycine chez les patients mutés -
25385C>T. Les auteurs ont également montré : uSNPs 7635A>G et 8055C>T étaient
associés a une expression intestinale plus impertdn CYP3A4 apres induction par la
rifampicine et que les SNPs -25564G>A et 24756GHAraent la séquence du site de
liaison des facteurs de transcription potentielsnaeau du promoteur dBXR Les SNPs
11156A>C et 11193T>C sont associés a une baisaédicagive de I'expression de la P-gp
au niveau de lintestin (Zhang, et al., 2001). INMPSL06G>A qui conduit a une substitution
d’acide aminé (G36R), a été associé a une actiratéscriptionnelle plus importante aprés
induction a la corticostérone (Hustert, et al., DOOPlusieurs autres SNPs deXR
(-25913T>C, -6994C>T, -14042C>A, -601A>G et -435€)>€taient aussi associés a des
variations phénotypiques du CYP3A4. Les patientsgpoios du SNP -25385C>T avaient des
concentrations dARNm dé®XR moins importants que les patients porteurs ddelé&l
sauvage. Les patients porteurs des variants aldignutés di®XR avaient une expression
altérée des cibles hépatiques du PXR comparésxapoeteurs des alleles sauvages (Lamba,
et al., 2008). A ce jour, deux études seulements@at intéressées a linfluence du
polymorphisme dWPXR sur la pharmacocinétique du tacrolimus : deux Sti¥sa région
3'UTR et un SNP de lintron 1 ont été étudiés (1BASC, 11193T>C et 7635A>G,
respectivement) mais aucun effet significatif nta ébservé (Elens, et al., 2007 ; Miura, et
al., 2008).
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Tableau 1. Les différents variants alleliques diPXR et leurs effets

Position Numéro rs ) ) Fréquences
Région Effet Conséquences fonctionnelles Références
nucléotidiqué®  (HAPMAP) allélique®”
-25913T>C rs1523130 Promoteur  Perte des sites ST361 Métabolisme de laf testostérone (hydroxylation dans 0,27 (Lamba, et al., 2008)
et NFAT chez les porteurs I'hépatocyte) apres induction avec la rifampicifectivité du
de l'allele T CYP3A4 est plus importante chez les femmes TT duee tes
CC ; concentrations hépatiques de 'TARNm du CYPBA%
importants chez les patients CC (dans un sous-grdap
patients hétérozygotes pour le SNP -6994CNE&12
-25564G>A Promoteur  SNP présent dans les sites 0,01 (zZhang, et al., 2001)
HSTF et COMP1
-25385C>T rs3814055 Promoteur  SNP présent darsitéss  Induction métabolique par la rifampicine plus imjpote chez 0,39 (zZhang, et al., 2001)
NF-kB, et ISGF-3 les TT que chez les CC;
Concentrations hépatiques d’ARNm BXRplus faibles chez (Lamba, et al., 2008)
les patients mutés de sexe masculin
-24756G>A rs1523128 Promoteur  SNP présent darstéss 0,01 (Zhang, et al., 2001)
C/EBP et HNF1
-14042C>A Intron 1b SNP présent dans le site Concentrations d’ARNm hépatiques du CYP3A4 plublés 0,29 (Lamba, et al., 2008)
DR3 chez les AC que chez les CC (dans un sous-groupetists
hétérozygotes du SNP -25913TCNiR112
-6994C>T rs2472677 Intron 1b SNP présent dandde si  Métabolisme de lafB testostérone (hydroxylation dans 0,38 (Lamba, et al., 2008)

HNF3B

I'hépatocyte) apres induction avec la rifampicifectivité du
CYP3A4 est plus faible chez les CC que chez lesmstCT,
et TT ; concentrations hépatiques d’ARNmMRXR plus

importants chez les patients CT et TT que chezd€s(dans
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un sous-groupe de patients hétérozygotes du SNR 3I%&
deNR1I2

-601A>G rs67855049 Intron 1b Perte du site HNF4dbee Expression hépatique plus faible du CYP3A4 ePdiRchez 0,36 (Lamba, et al., 2008)
porteurs de l'allele G les patients AG et GG.
Concentrations d’ARNm é&BCB1hépatique plus faible chez
les patients mutés
106G>A Exon 2 Inversion d’acide aminé  Activité transcriptionnelle plus importante apraduction par 0,03 (Hustert, et al., 2001)
G36R dans le DBD (DNA la corticostérone.
binding domain)
7635A>G rs67855049 Intron 5 Concentrations d’ARNMWCYP3Adintestinal plus important 0,35 (Zhang, et al., 2001)
aprées induction par la rifampicine chez les pasi€G que
chez les patients AA.
8055C>T rs2276707 Intron 6 Concentrations d’ARNIMQY P3A4 intestinal plus 0,15 (Zhang, et al., 2001)
important apres induction de la rifampicine chezgatients
mutés TT et TC que chez les patients CC.
11156A>C rs3814057 3-UTR Concentrations d’ARNRBICBlintestinal plus important 0,16 (zZhang, et al., 2001)
chez les patients AA que chez les patients AC
11193T>C 3-UTR Concentrations d’ARNm déABCBlintestinal plus 0,16 (zZhang, et al., 2001)

important chez les patients TT que chez les patiar@
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[1.3.3.1.5 Polymorphisme des OATP

L’'Organic Anion Transporting Polypeptide-C (OATH-Clcodé par le gene
SLCO1B]) est un transporteur présent dans I'hépatocytecllife le transport de plusieurs
composés de la veine porte vers l'intérieur depdtécyte ainsi que I'excrétion biliaire de
certains xénobiotiques tel que la pravastatine éidhagch et al., 2003). Le tacrolimus a été
identifie comme inhibiteur de ce transporteur (Eebach, et al., 2003). Trois SNPs
(-11187G>A, 388A>G et le 521T>C) ont été identifecBBnme étant associés a la variabilité
interindividuelle de la distribution de la pravasta (Niemi, et al., 2004). Le polymorphisme
génétique de ce transporteur pourrait contribuexgliguer une partie de la variabilité
pharmacocinétique du tacrolimus. Elens et al. aatié I'effet de ces trois SNPs sur la
pharmacocinétique du tacrolimus. Les concentratgarsguines résiduelles du tacrolimus
aprés la premiere dose étaient significativemereddantes des SNPs hétérozygotes
388A>G et 521T>C. Les concentrations sanguineerdtglus élevées chez les patients
521TC, alors que l'inverse était observeé pour kgepts 388AG. Par ailleurs, aucun effet sur
la pharmacocinétique du tacrolimus n’a été obspoug le SNP -11187G>A (Elens, et al.,
2007). D’autres membres de la famille OATP, expsrag@ niveau hépatique (SLCO1B3) ou
intestinal (SLCO1A2) pourraient participer a la phacocinétique du tacrolimus et

mériteraient d’étre étudiés sur le plan pharmacéugue.

En résumé, plusieurgtudes sur l'impact des différents polymorphismes Ila
pharmacocinétique du tacrolimus ont rapporté desiltats divergents. Plusieurs causes
peuvent étre a l'origine de ces discordancesce)études sont réalisées sur des populations
différentes ethniquement et génétiquement, avedlugénce d’'un environnement différent
pour chacune de ces populations ; (i) ces études realisées pour des greffes d’organes
différentes, a différentes périodes post-transptéont, chez des patients utilisant des
co-meédications différentes ; (iii) différents crié@ de jugement sont utilisées pour étudier
'impact du polymorphisme génétique sur la pharncasgique (CO versus AUC,
standardisés par la dose et par le poids du patienbn), mais aussi différentes méthodes de
dosage (HPLC-MS, dosage immunologique).
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11.3.3.2 Etude des sources de variabilité pharmacocinétique

du tacrolimus par approche de population (PKpop)

11.3.3.2.1 Analyses PKpop du tacrolimus chez des patients traaplantés

rénaux

Peu d'études PKpop du tacrolimus chez des patigatsplantés rénaux ont été
rapportées dans la littérature. La plupart de tede§ ont été réalisées a partir des seules
concentrations résiduelles du tacrolimus ce qup@&emet que I'estimation des paramétres
pharmacocinétiques de la phase d’élimination, lsupétres de la phase d’absorption étant
généralement fixés. Aucune de ces études n’a andlygluence des polymorphismes
génétiques sur la pharmacocinétique du tacrolirBtesatz et al., ont développé un modele
dans le logiciel NONMEM. Ils disposaient de concentrations résiduelles de teursl
recueillies de 2 jours a 1475 jours (4 ans) postfgr chez 70 patients transplantés rénaux
adultes. Le modele pharmacocinétique structurantetcomprenait un compartiment avec
une absorption et une élimination d’ordre 1. Céttele a montré que la clairance apparente
était 30% plus élevée chez les patients ayant alesins d’hématocrite anormalement faibles
(la clairance apparente était de 32'tshI’hématocrite était inférieure & 33% et 24,2t i
elle était supérieure a cette valeur). De plus, daseurs ont observé une diminution
significative de la clairance apparente avec l'aegtation des concentrations d’ASAT
(Alanine Amino Transférase, supérieure a 200 UEt.du nombre de jours post-greffe (la
clairance apparente était de 32 t.& 7 jours aprés greffe chez les patients avec des
concentrations d’ASAT normaux, et de 24,2 L¢hez ceux ayant des concentrations
d’ASAT élevés). Par conséquent, les patients aylst concentrations d’ASAT éleveés
(fonction hépatique probablement diminuée) recenames doses de tacrolimus moins
importantes par rapport aux patients ayant desectrations d’ASAT normaux (environ
17% de moins), afin de maintenir les concentratisasguines résiduelles dans la cible
thérapeutique prédéfinie (10 ng/mL) (Staatz, et28l02).

Antignac et al. ont développé dans le logiciel NONMENMIN modéle PKpop & partir des
concentrations résiduelles mesurées durant les geemiers mois apres greffe chez 89
patients adultes transplantés rénaux. Le modeélernatacinétique structural utilisé
comprenait aussi un compartiment avec une absargtiaune élimination d’ordre 1. Deux
covariables ont été retenues : le délai post gretfées doses de corticoides co-administrés

avec le tacrolimus. Ces auteurs ont observé unenenigtion linéaire de la clairance
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apparente avec le nombre de jours post greffe,ujasgtteindre un plateau d’équilibre
(environ 8 jours apres greffe). Les valeurs maxéwalle la clairance apparente étaient
supérieures d’environ 50% aux valeurs observéesré ppres greffe. D’autre part, des doses
élevées de corticoides (i.e. dose de prédnisonengR8ugmentaient fortement la clairance
du tacrolimus (d’environ 80%) (Antignac, et al.0Z(. Cette augmentation est le résultat de
I'induction par les corticoides des enzymes impiggI dans la clairance du tacrolimus
(Pascussi, et al., 2001).

11.3.3.2.2 Analyses PKpop chez des patients transplantés hépggues

Plusieurs analyses PKpop ont été menées chezatiestp transplantés hépatiques
adultes et pédiatrigues (Antignac, et al., 200&8kafsu, et al., 2001 ; Garcia Sanchez, et al.,
2001 ; Sam, et al., 2000 ; Staatz, et al., 2004hjrZet al., 2005). Ces études étaient basées
sur les concentrations résiduelles de tacrolimusutdisaient & nouveau un modele
pharmacocinétique mono-compartimental avec unerptiso et une élimination d’ordre 1.
L’une des covariables majeures identifiées pouadeolimus chez les patients transplantés
hépatiques était le délai post-greffe (Antigna@let2005 ; Fukatsu, et al., 2001 ; Fukudo, et
al., 2006). Les valeurs de la clairance appareuateadrolimus augmentaient graduellement
de 1,8% par jour apres greffe pendant le premigs ipost-greffe (Fukatsu, et al., 2001), ce
qui correspond en moyenne au délai de la reprida tnction hépatique (Kawasaki, et al.,
1992). Plusieurs études ont montré la nécessitégdianter les doses de tacrolimus pour
maintenir des concentrations sanguines stablesmstién du délai post greffe (Hu, et al.,
2000 ; Pou, et al., 1998). L’augmentation des cotmagons sanguines d’albumine suite a la
reprise de fonction du greffon hépatique est I'exgtion la plus probable de ce phénomene.
En effet, cette protéine, synthétisée par le fbie fortement le tacrolimus (Undre et al.,
1998).

L’influence de divers polymorphismes génétiqueslaysharmacocinétique du tacrolimus a
été étudiée par approche PKpop chez des patiemtsplantés hépatiques (Fukudo, et al.,
2006 ; Li, et al., 2007). Li et al., ont étudiéffet du polymorphisme d&BCB1(exon 21 et
exon 26), de IL10 (SNP -1082G>A) (polymorphisme génétique du receve du
CYP3A5*1 (polymorphisme génétigue du receveur et du greéffohez 73 patients
transplantés hépatiques durant les six premiers aqmies la greffe. La clairance apparente
du tacrolimus a été estimée pour chaque groupetypqoe. Cette derniere était en moyenne

plus élevée de 50% chez les patients expresseU@yBGAS (c.a.d. les patients porteurs du
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variant alleligueCYP3A5*1 ou ayant recu un greffon hépatique porteur de aeant
allélique) (clairance apparente moyenne : 22'Lviersus 14 L.1). Il est & noter que les
patients non expresseurs ayant recu un greffontigépaexpresseur du CYP3A5 ont les
mémes caractéristigues métaboliques que les patexpresseurs (Cf. chapitre 11.3.3.1.2).
Cette covariable génétique expliguerait environ 284a variabilité interindividuelle de la
clairance apparente (cette variabilité était estiraé30% apres l'inclusion de la covariable
génétique alors qu’elle était de 40% sans l'utiilsade cette derniere). En revanche, aucun
effet n’a été observé pour les SNPs T2677C>(T,A32435T dABCB1,et le SNP G1082A

de I'IlL10 (Li, et al., 2007). Fukudo et al., ont confirmiéfluence duCYP3A5*1porté par le
greffon ou par les receveurs sur la clairance ompa du tacrolimus. Cette étude a été
menée chez 65 patients transplantés hépatiquestdas 50 premiers jours apres greffe. La
clairance apparente du tacrolimus était deux fhis plevée chez les patients expresseurs du
CYP3A5 (IC95% 1,19-2,81 fois). lls ont aussi étubiidfet des concentrations de 'TARNm
de MDR1 et du CYP3A4 au niveau intestinal et auveaiv du greffon hépatique sur la
clairance apparente du tacrolimus. La prise en ¢endo polymorphisme génétique du
CYP3A5et des concentrations d’ARNmM de MDR1 comme cobéegpermettait d’expliquer
17% de la variabilité interindividuelle de la chiice apparente en I'abaissant de 58% a 48%
(IC95% 37%-58%). Dans cette étude, aucune influesee concentrations I'ARNmM du
CYP3A4 intestinal sur la clairance apparente deotanus n’a été retrouvée (Fukudo, et al.,
2006).

11.3.4 Suivi thérapeutique pharmacologique du tacrolimus

Le tacrolimus se caractérise par une fenétre teétape étroite et une grande variabilité
pharmacocinétique inter et intraindividuelle au rsodu temps (Venkataramanan, et al.,
1995), ce qui justifie son suivi thérapeutique piacologique (STP).

Le STP du tacrolimus basé sur la concentratiorgigar résiduelle (C0O) est rendu
obligatoire dans le résumé des caractéristiques pohduit. En greffe rénale, les
concentrations résiduelles cibles proposées sod0de 15 ng/mL durant les six premieres
semaines, puis de 5 a 10 ng/mL (Wallemacq, 2008pe@dant, plusieurs études ont montre
les limites de cette stratégie en terme d’effiéadit traitement (Tada, et al., 2003 ; Wong, et
al., 2000). L’aire sous la courbe des concentratiem fonction du temps (AUC) entre deux

administrations est un meilleur reflet de I'expimsitréelle du patient au médicament. Cet
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indice d’exposition ne peut étre utilisé pour unvswégulier qu'en faisant appel a des
stratégies de préléevements limités pour I'estinmatle 'AUC du tacrolimus, pour permettre
I'adaptation de sa posologie. Cet objectif peut étteint par le développement d’estimateurs

Bayesiens. Peu d’études ont rapporté le développmteteeces derniers pour le tacrolimus.

Saint-Marcoux et al. ont développé un estimateayeBien par approche Bayesienne
itérative en deux étapes (IT2B) a partir de parasemoyens obtenus chez 22 patients
adultes transplantés pulmonaires (dont 11 étatezihts de mucoviscidose) en période stable
(de 3 mois a 116 mois aprés la greffe). Des prgfilarmacocinétiques complets (0 - 12h)
comprenant 12 mesures de concentrations sangueneilimus, avaient été analysés pour
déterminer les parametres moyens. Un modele stalatmono-compartimental avec deux
entrées dans le compartiment central et une éliiomal’ordre 1 avaient été retenus. La
vitesse d’absorption de chaque fraction était t&qar une fonction de densité de probabilité
d’'une loi gamma. L’estimation Bayesienne des Alzinter-dose était réalisée en prenant
en compte ces parametres moyens, la dose admanistnéatin et trois prélevements sanguins
collectés a 0, 1h et 3h apres I'administration atirdlimus chez des patients non atteints de
mucoviscidose. Cet estimateur était caractérisaipdiais moyen entre les AYen réelles
et estimées de -3,6% (étendue de -17,4 a 6,8%} lEbeatients atteints de mucoviscidose,
les préléevements réalisés a 0, 1,5h et 4h perraettane meilleure estimation des At
avec un biais moyen entre les AbJa, réelles et estimées de -1,1% (de -18,6 a 6,8%Mt{Sa
Marcoux, et al., 2005). Ces estimateurs sont detaeht utilisés en pratique clinique au
travers du site Web nommé ABIS : Adaptation Bayastedes Immunosuppresseurs, hébergé
sur le site internet du CHU de Limoges https://ptero.chu-limoges.fr/abis.htm
(Saint-Marcoux, et al., 2007).

Scholten et al. ont mis au point un estimateur Bigyepour I'adaptation de posologie du
tacrolimus chez les patients transplantés rénaake€timateur a été développé a partir des
profils pharmacocinétiques complets (de 0 a 12h¢raks entre la deuxieme et la sixieme
semaine aprés la greffe chez 17 patients adubesplantés rénaux et un modele PKpop
(comprenant deux compartiments, avec absorptionddéol et un temps de latence). Ce
modele a été validé chez 26 autres patients. bastiur Bayesien développé permettait
I'estimation des AUG12n a partir de 2 prélevements : CO et un autre pegh@nt entre 2h et
4h aprés la prise du tacrolimus?R,94, biais moyen=1,4%, et une précision de 7,6%).

estimateur a été utilisé avec succeés pour le STPdeatients transplantés rénaux au cours
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d’'une étude prospective. A un an aprés greffe wh atient a développé un rejet aigu, et
aucun d’entre eux n'a montré de signe de toxiGholten, et al., 2005).
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II.4 Recherche de biomarqueurs par approche

protéomique

11.4.1 Généralités

Les nouvelles sciences « omiques » (génomiquete@niques, metabolomiques...)
visent d’'une part, a identifier en globalité leHétients constituants de I'étre vivant et d’autre
part, a mesurer et a comprendre leurs variationss donfluence de modifications
physiopathologiques ou environnementales.

Les puces a ADN ont rapidement permis d’étudiervi@sations du transcriptome ou les
variations d’expression génique qui peuvent survaanicours d’'une pathologie. Cependant,
de nombreux processus physiopathologiques ne deigeat pas par la perturbation de la
transcription et/ou de la traduction. Pour cesoras la protéomique qui consiste a étudier la
composition et 'abondance des protéines, peutaétnsidérée comme un moyen plus direct
pour observer les variations phénotypiques. Lagomique peut étre définie comme I'étude
de la composition en protéines d’'un organisme, paant d’établir « un catalogue des
protéines» et la détermination de leurs fonctiantobiques. Dans les années 70-80, I'étude
des protéines était limitée aux protéines majegataiconnues, en raison des techniques
d’analyses disponibles a cette époque (c.a.d. igebs immunologiques, techniques
biochimiques de purification, techniques de séqagegar dégradation d’Edmann), qui ne
permettaient pas une étude systématique de t@mggsdtéines.

Actuellement, le séquencage du génome humain développement des moyens
bioinformatiques et technologiques permettant détules mélanges protéiques complexes
offrent de nouvelles perspectives de recherche.

Les protéines sur- ou sous- exprimées, les pratéayant subi des modifications post-
traductionnelles ou dégradées de maniére spécifaprég considérées comme de potentiels
« biomarqueurs » reflétant I'état physiopathologigie la cellule ou d’un organisme.

Le biomarqueur désigne dans sa définition généi@le indicateur biochimique
(protéine, peptide, métabolite...) présent dans ugarmsme vivant durant un état
physiopathologique donné et spécifique de cet €eat.indicateur est utilisé a des fins de
diagnostic et/ou de pronostic pour certaines patfies. Actuellement, la médecine moderne
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utilise les constantes biologiques (concentratiales glucose, pH sanguin...) comme
biomarqueurs. Ces éléments abondants (et consfamsettent la détection et le suivi des
désordres physiopathologiques « simples » de fagonspécifique. Pour des maladies plus
complexes ou pour lesquelles les mécanismes phatbiolpgiques sont méconnus (tels que
les cancers, le diabéte ou le rejet de greffeamsplantation...), il est nécessaire de découvrir
de «nouveaux biomarqueurs ». Ces outils de ds&gn@t de suivi de thérapeutiques
médicales, devraient permettre d’augmenter lesadsade guérison et de survie des malades
a moindre codt. Ces vingt dernieres années, omstate I'émergence de plusieurs molécules
considérées comme biomarqueurs, cependant, ramesates utilisées en clinique a grande
échelle. Ces biomarqueurs ne sont toujours pasidé@gas comme un moyen fiable de
diagnostic et de suivi car ils sont peu spécifigetegeu sensibles. C’est notamment le cas du
« Prostate Specific Antigen » (PSA) : un tiers gatients atteints de cancer de la prostate
peuvent avoir un résultat négatif avec ce teshien que la biopsie de la prostate reste
toujours incontournable pour un diagnostic de tteté (Pfister and Basuyau, 2005;Albertsen,
2005). D’autres marqueurs sont actuellement usilisg clinique, le CA-125, marqueur de
cancers ovariens, et le CA15.3, marqueur de camtesein, mais leur dosage ne peut étre
utilisé que pour le suivi de I'efficacité des teaitents anticancéreux et non comme un moyen
de diagnostic (Jotti and Bombardieri, 1990 ; Seviet al., 2003). Ces rares exemples
montrent la nécessité de poursuivre les recherchfas,d’identifier des marqueurs plus

sensibles et plus spécifiques.

11.4.2 Recherche de biomarqueurs : « concepts et

définitions »

Classiquement, un projet de recherche de biomarguest constitué de trois étapes :
la découverte, la validation et en dernier la gomdition (Figure 5, page 45).
- La découverte : elle se fait sur un nombre restreint de patiefis § 50 patients) sous
réserve d’avoir une classification des plus rigoaes des groupes. En effet, le probléme
clinique, a savoir « existe-t-il des différenceygibpathologiques décelables dans les fluides
biologiques entre un groupe de patients atteinttadealadie et un groupe de patients non
atteints » doit étre posé clairement avant de cameare un projet de recherche de

biomarqueurs. Les échantillons sains et les édlmardi pathologiques doivent étre bien
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définis a l'avance et les échantillons provenantpadgients dont le diagnostic n'est pas
confirmé, ou présentant des particularités physiapagiques doivent étre exclus a ce stade
du projet. La comparaison de I'abondance des amjytésents ou absents dans les groupes
définis aboutira a la sélection du plus grand nagmssible d’analytes discriminateurs de ces

différents groupes (30 - 50 analytes).

- La validation : elle se fait sur un nombre plus important de p&i€h00 a 1000 patients) et
ne concerne que la quantification des marqueuests@hnés pendant I'étape de découverte.
Leur présence dans un groupe de patients détermiaespécificité » et leur abondance
détermine « la sensibilité ». Au cours de cettpataeuls les analytes ayant une trés grande
spécificité et une grande sensibilité sont retgraug I'étape de confirmation (2 — 5 analytes).
Le pouvoir discriminant d’'un biomarqueur est aloléfini par I'établissement de courbe
« ROC » (Receiver Operating Characteristic, qui tpee traduire par courbe des
caractéristiques d’efficacité). Cette courbe perdiétudier la spécificité et la sensibilité des
biomarqueurs a différents seuils de discriminatiom.seuil de discrimination dépend de la
prévalence de la maladie dans la population gémérdle pourcentage de spécificité du
marqueur doit étre suffisamment grand (>95%) pe@upas sélectionner un nombre important

de faux positif.

- La confirmation : elle se fait par la recherche des marqueurs séiews au cours de
'étape précédente chez un grand nombre de pati€l@0 a 1000000 patients).
Contrairement aux deux phases précédentes, ledesttanalytiques utilisées doivent étre
facile a réaliser, reproductibles et peu onérepses qu’elles puissent étre utilisées dans le
plus grand nombre de centres d’investigation dliaigcomme par exemple les techniques
immunologiques, ou immuno-enzymatiques (utilisagg enticorps spécifiques dirigés contre

les analytes sélectionnés).

La découverte et la validation de biomarqueurs ot pas des taches aisées et
impliquent certaines contraintes :
» Contrainte humaine : une des principales exigepoes mener a bien un tel
projet est la mobilisation d’'une équipe plurididitipire (cliniciens spécialisés,
biochimistes, informaticiens, statisticiens...) quioitd étre parfaitement

coordonnée.
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» Contrainte biologique : elle est liée principaleman nombre, a la qualité et a

la facilité d’obtention des échantillons biologigueEn effet, ces études

nécessitent un nombre important d'échantillons daivent provenir de

patients dont le diagnostic est précis et confirbé.plus, la collecte et la

conservation doivent étre réalisées dans des domslitoptimales afin de

préserver la qualit¢é des échantillons. Enfin,

leshadtillons les plus

représentatifs de la maladie (biopsie d’organsutiscancéreux) ne sont pas

toujours faciles a obtenir. Pour ces raisons,ut fapter pour des échantillons

faciles a collecter, a conserver et a analyser @ample. sang, urine,

salive..).

» Contrainte matérielle ou technologique : elle imgasa choix stratégique de la

technique analytique. Le colt des appareils et rdestifs, le temps de

l'analyse, ainsi que la sensibilité et la fiabilid® chaque technique sont a

prendre en considération.

La découverte de biomarqueurs

Techniques de spectrométrie de
masse (SELDI-TOF, MALDI-TOF,

(10 - 50 patients) p— analyseurs a Trappe dions oua
(30 — 50 biomargueurs sélectionnes) résonnance cyclotronique)

Y

La validation Techniques de spectrométrie de

(100 — 1000 patients) - masse (analyseurs quadripolaires en
(2 — 5 biomarqueurs sélectionnés) mode MRM)

Y

La confirmation Techniques immunologiques ou

1000 — 1000000 patient
( celns) ) immuno-enzymatiques

(hiomarqueurs validés)

Figure 5. Procédure de découverte des biomarqueurs
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11.4.3 Sources de variabilité en recherche de biomarqueurs

La recherche de biomarqueurs consiste a étudiervaaabilité pathologique
significative de la composition des échantillonsolégiques entre les patients. En
s’additionnant a la variabilité pathologique, larighilité physiologique inter- et intra-
individuelle et la variabilité technique et anadyte (reproductibilité des techniques
analytiques) constituent des sources de variabilip@rasites » et représentent des facteurs
d’erreur et de confusion qui rendent difficile témprétation des résultats.

[1.4.3.1 Variabilité physiologique normale (non informative)

Ce sont les variations normales de composition'atothdance des protéomes entre
les individus ou chez un méme individu au courgsatups. Il est pratiquement impossible
d’éliminer cette variabilité et de ce fait, il estlispensable de la prendre en compte au cours
des analyses statistiques. Cette variabilité est @ua constitution génétigue de chaque
individu, de son environnement, de son age, desegae...

Chez 'homme, cette variabilité ne peut étre cdéep contrairement a ['utilisation de
modeles animaux, mais elle peut étre réduite pracllision d’individus homogénes dans les
groupes étudiés (age, sexe, environnement...). D& fdudiagnostic doit étre clair et bien
établi, et dans un groupe ne doivent étre incleslgs patients qui ne présentent pas d’autres
pathologies associées. Ces différents facteurs edbivdonc étre considérés lors de
I'établissement d’'un plan d’expérience et ils pemintoute leur importance au cours de la
premiére phase de découverte pour éviter de s@heeti des marqueurs spécifiques a des
pathologies concomitantes.

[1.4.3.2 Variabilité physiopathologique (informative) :

C’est la variabilité d’abondance d’'un ou de plusseanalytes qui différencie les
groupes d’individus sains et malades : dans l'id#lal est plus importante que la variabilité
biologique normale. Les éléments responsables tle eariabilité sont considérés comme
biomarqueurs. L'origine des biomarqueurs est pridmaént liée aux changements
biologiques qui surviennent au cours d’'une pathielognnée (modification du métabolisme,
dérégulation des facteurs de transcription sersidléenvironnement.). Ces changements
se traduisent par des modifications qualitativésueuantitatives du protéome. En général, il

est plus facile d'observer les analytes modifié® da mécanisme a l'origine de ces
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modifications. Par exemple, une modification minides concentrations d’insuline sanguine
est responsable de modifications métaboliques itaptas qui peuvent étre détectées
facilement par le simple dosage de la glycémieycet pas par le dosage de linsuline ; le
méme principe est retenu pour la découverte de digueurs. Seuls les éléments faciles a
détecter sont étudiés.

Deux types de biomarqueurs peuvent donc étre distm: (i) les biomarqueurs de
conséquence, qui sont lies au mauvais fonctionnedien organe (par exemple, I'altération
du glomérule rénal entraine le passage de pluspgotsines sériques dans les urines), ils sont
peu spécifiqgues et (i) les biomarqueurs liés daeent a la cause de la pathologie
(I'altération du rein par un xénobiotique néphratme peut par exemple provoquer la

libération d’'un composeé spécifique).

[1.4.3.3 La variabilité technique
C’est la variabilité entre les différentes analyséslisées sur un méme échantillon
(préparation, séparation chromatographique...). Gedt@bilité doit étre estimée et réduite
au minimum. Des contrdles de qualité sont indispbles pour s'assurer de la fiabilité des
résultats. Cette variabilité doit étre inférieurta &ariabilité biologique afin d’'étre en mesure
de détecter la variabilité physiopathologique, etag fait, d’'identifier les biomarqueurs

potentiels.

11.4.4 Techniques utilisées pour I'étude des mélanges

protéiques complexes

Les fluides biologiques se caractérisent par uée grande complexité. En effet, ils
contiennent des milliers de protéines (Andersoalet2002) qui peuvent porter différentes
modifications post-traductionnelles mais aussisdbs dégradations protéolytiques en raison
de la présence de nombreuses protéases dans iesgxnilologiques. De plus, le protéome
des fluides biologiques se caractérise par unelarge gamme dynamique en masse de 1 a
1000 kDa ainsi que des différences de concentsattpn peuvent varier de la femtomole
(10® mole) a la millimole (18 mole). En raison de cette complexité, I'analysend’
protéome complet n'est pas possible et une sirgtifin doit étre envisagée. L'étude du
protéome comprend deux étapes : le fractionnementpdotéines ou des peptides et par la
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suite leur analyse qualitative et quantitative flaetionnement des protéines ou des peptides
se fait en général selon leurs propriétés phyditatiques et a pour but la réduction relative
de la complexité du mélange. Les techniques les ptilisées pour le fractionnement du
protéome sont : I'électrophorése bidimensionnePK), la chromatographie liquide haute
performance (HPLC), et I'électrophorése capilli@E). De plus, plusieurs techniques de
séparation peuvent étre combinées afin d’obteng meilleure séparation. Pour pouvoir
étudier le contenu protéique de certains typeshdigtillons (par exemple. sérum ou plasma),
une déplétion des protéines majoritaires les phnsncunes est nécessaire.

En ce qui concerne l'analyse, elle se fait prinigpeent par spectrométrie de masse.
En effet, l'utilisation des techniques d’ionisatioauplées a des analyseurs de masse de plus
en plus résolutifs, sensibles et rapides rend plesdianalyse de quantités tres faibles
(quelques femtomoles) de protéines/peptides (Aelibet Mann, 2003). Les caractéristiques

des différentes techniques analytiques sont réssinees le tableau 2 (page 53).

[1.4.4.1 Techniques de fractionnement

11.4.4.1.1 Electrophorése bidimensionnelle (2DE)

L'une des techniques a la fois les plus anciennesles plus utilisées est
I'électrophorése bidimensionnelle (2DE) (O'FarrdR75). L'échantillon déposé sur gel
d’acrylamide est séparé suivant une premiere diraere fonction du point isoélectrique des
protéines « Iso-électrofocalisation » (IEF), puisvant une deuxieme dimension en fonction
de leur masse moléculaire « électrophorese en womdiénaturante» (SDS-PAGE) (Kenrick
et al, 1970). Les spots protéiques sont réveléslesugel par différentes techniques de
coloration plus ou moins sensibles. Les spots gtient significativement en intensité d’'une
population d’échantillons par rapport a une autyet alors analysés par spectrométrie de
masse apres digestion trypsique « en-gel ». Gattenique a été largement utilisée, mais, elle
présente de nombreuses limites : les protéinesapendantes ne sont pas détectées, les
protéines hydrophobes et tres basiques sont tresaparées et elle ne permet pas I'étude des
protéines et des peptides ayant une taille infézi@ul0 kDa (Gygi, et al., 2000). De plus, le
temps trés long de réalisation et la difficultél'datomatisation rendent I'utilisation de cette

technique inadéquate pour la recherche de biomarsger un grand nombre d’échantillons.
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1.4.4.1.2 Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

En protéomique, 'HPLC a pour objectif de concente¢ de séparer un meélange
complexe de peptides. Plus le volume dans lequeélage la molécule est petit, plus la
concentration de celle-ci est importante et meileast l'intensité du signal. En effet, la
réponse de I'analyseur est en général dépendardecdacentration du produit analysé et non
du débit utilisé. Actuellement, on utilise prindgaent des nano-HPLC en couplage direct ou
indirect avec un spectrometre de masse pour poetadlier les protéines/peptides les moins
abondants. L'HPLC tend a remplacer I'approche en2fE pour le fractionnement des
mélanges protéiqgues complexes, car elle peut patietaines limitations de la 2DE:
plusieurs colonnes chromatographiques peuventc@ingbinées en ligne pour obtenir une
meilleure séparation des protéines en utilisarfeidihtes propriétés physico-chimiques (la
charge et I'hydrophobicité...). L'automatisation airmgue le couplage direct avec des
spectrométres de masse rendent possible I'étude dambre important d’échantillons

nécessaire pour la découverte et la validationa®drqueurs, contrairement a la 2DE.
1.4.4.1.3 L’électrophorése capillaire (CE)

L’électrophorése capillaire sépare les analytesla@einleur migration en fonction de
leur mobilité électrophorétique propre. Cette téghe offre I'avantage d’'une séparation
rapide et reproductible des peptides, sans l'iéterfce d’'un gradient qui pourrait changer les
parametres d’ionisation comme c’est le cas pouPLB8 (Fliser, et al., 2005). Le couplage
récent de cette technologie a la spectrométrie desena permis son utilisation pour de
nombreuses recherches de biomarqueurs urinaires; ees résultats tres prometteurs
(Decramer, et al., 2006 ; Theodorescu, et al., 200%tke, et al., 2005).

[1.4.4.2 Techniques d’analyse

[1.4.4.2.1 ESI-MS (Electro Spray lonisation-Mass Spectrometry

Le principe de cette technique consiste en la faonad’ions chargés (+/-) produits
sous l'effet d’'un champ électrique intense. Ce pinéne peut étre décomposeé en trois étapes
distinctes : en premier, la production de gouttetethargées de I'analyte en solution par
I'application d’une tension sur un capillaire métple, suivie d’'une fission des gouttelettes
chargées en gouttelettes de plus en plus petitesxposions coulombiennes jusqu'a atteindre
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un rayon critique appelé rayon de Rayleigh. Enfiémission d’ions désolvatés en phase
gazeuse.

Le phénomene d’ionisation par électro-spray a ét&idpar les travaux de Dole en
1968. Par la suite, dans les années 80, ce modeigiition a été couplé a un analyseur de
masse quadripolaire par le groupe de Fenn et Tanmakqui leur vaudra le prix Nobel en
2002. Au cours de cette ionisation, les molécules wolatiles peuvent étre ionisées et
transmises en phase gazeuse sans fragmentatiagstnuation. De ce fait, cette technique
s’avere parfaitement compatible pour I'étude detemdes polaires et thermolabiles tels que
les protéines et les peptides. Ce mode d’ionisgtemmet I'obtention d’ions multichargés
(M+nH)™ (ou n est le nombre de charge et H la masse drproce qui rend possible
I'analyse des composeés lourds et complexes avedrasdonne précision de mesure. Cette
technique d’ionisation permet aussi de généreratesen phase gazeuse a partir d’analytes
qui se trouvent en solution a pression atmosphériGe procédé a permis un couplage direct
a la chromatographie en phase liquide (LC-MS) (\@house, et al., 1985). Cette source a été
miniaturisée pour étre utilisable en couplage diea®c des systémes chromatographiques de
type nano-débit (Wilm et Mann, 1996). Les sourcasaspray sont particulierement adaptées
pour les études protéomiques, en raison de lalskiéset de la précision en masse obtenues
sur les spectrométres de masse qui en sont équipeés.

La source ESI peut étre couplée a plusieurs tyfmwmlyseurs de masse tels que les
analyseurs quadripolaires, a temps de vol (TOF)tyge trappe d’ions (IT), a résonance

cyclotronique (ICR).

1.4.4.2.2 MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption

lonization — Time of Flight)

La technique MALDI consiste a irradier avec un tas® un dépét cristallin d’'une
matrice organique co-cristallisant avec I'analyfexcitation de la matrice par le laser génere
des ions moléculaires (Karas et Hillenkamp, 198®kte source est couplée en général a des
analyseurs de masse de type temps de vol (TOR)dfDlet al., 1988). Le principe de base
du TOF consiste a mesurer le temps que metterdriesa parcourir la distance du tube de vol
aprés avoir été accélérés par un champ électriGee.analyseur fonctionne comme un
chronometre trés précis mesurant le temps de wbiierents ions ; plus la masse des ions
est petite plus court sera leur temps de vol (g Les MALDI-TOF ont été largement
utilisés pour I'analyse des protéines et des peptaktraits des gels de la 2DE. Actuellement,
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'automatisation de la collecte des fractions déluktion chromatographique autorise
I'utilisation de cette technologie en couplage iadi (Off-Line), d’'ou 'émergence d’analyse
de type LC-MALDI. De plus, les appareils de la nellsr génération de type MALDI-
TOF/TOF sont equipés d’'une cellule de collision, germet la fragmentation des peptides et

des protéines (analyse MS/MS) pour leur identificastructurale.

\
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Figure 6. Principe de fonctionnement du MALDI-TOF

1.4.4.2.3 SELDI-TOF MS (Surface Enhanced Laser Desorption

lonization)

Le SELDI-TOF est une variante tres proche du MAO¥ ; la divergence porte
entre autres sur la surface sur laquelle les éitloast sont déposés avant d’étre analysés.
L’échantillon biologique est déposé sur une pugsstituée d’'une surface chromatographique
active. Elle a pour but de simplifier les différemhélanges protéiques en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques (Carlson, et al., 20@%res lavage et ajout de matrice, les
protéines et les peptides fixés sont analyséspamti®métrie de masse de type MALDI-TOF.
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Cette technique a été largement utilisée dans gstp de recherche de biomarqueurs
en raison de sa facilité d'utilisation (Clarke,akt 2003 ; Vlahou, et al., 2001 ; Petricoin, et
al., 2002). Cependant, cette technologie se carsetpar un manque de résolution et de
précision dans la mesure des masses et de ceelaprojets n'ont pas abouti a I'identification

de marqueurs spécifiques.
[1.4.4.2.4 Le microarray des protéines

Cette technique n'utilise pas la spectrométrie dessea pour l'identification des
protéines. Elle est analogue aux « puces a ADNupuB support solide, différents greffages
peuvent étre utilisés pour fixer les protéinest €@ facon non spécifique selon leurs
propriétés physico-chimiques, soit de facon spgeéfi en utilisant des anticorps ou des
aptameéres (oligonucléotides). La détection ou titdeation des protéines et des peptides se
fait alors par des interactions spécifiques (rémapligand, protéine-protéine, protéine-ADN,
enzyme-substrat, ou par des anticorps). Cette igohrest utilisée principalement pour la
détection de variations particulieres comme I'éat phosphorylation des protéines et les

cascades de signalisation (Espina, et al., 20@3nplin, et al., 2003).
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Tableau 2.Avantages et inconvénients des différentes teclesiqmalytiques utilisées en protéomique.

Technique o
analytique Avantages Inconvénients
Technique de fractionnement ou séparation des anags
2DE Adaptée aux protéines ; bonne résolution ; Temps de réalisation long ; nécessite une grandetitg de protéine ;
récupération des protéines possible aprés séparati compétences techniques requises ; mauvaise sépatat protéines ayant des pl
extrémes ; n'est pas adaptée aux petites molépéptdes) ;
difficilement automatisable ; difficile a reprodeir
HPLC Bonne résolution; possibilité de combiner f@uss colonnes ; adaptée Perte d'échantillon & I'injection (peut étre évagec certains types d'injections) ;
aux peptides et aux protéines ; plusieurs typebiimnes de nécessite une grande quantité de protéine (saofHRLC) ; les séparations sont
séparation disponibles ; reproductible ; automhlésapeut étre longues.
couplée a plusieurs types de détecteurs.
CE Bonne résolution ; nécessite une petite quadighantillon ; adaptée On ne peut pas récupérer I'échantillon aprés aealys
aux peptides et aux protéines; reproductible raelignt n'interfere
pas avec l'ionisation des analytes (en analyse;M&pmatisable ;
peut étre couplée en ligne avec des spectrometrarmdse.
Puce SELDI Rapide ; reproductible ; plusieurs tygeséparations disponibles;  Adaptée pour une capacité limitée en protéinegetiges.

nécessite une petite quantité d'échantillon.

Technique d'analyse

Coloration des gels

Sensible; plusieurs types twations existent; simple ; codt faible ; Quantification difficile ; mauvaise reproductibdit peu d'informations structurales

possibilité de récupérer les échantillons. et physico-chimiques.
ESI-MS Sensible ; identification possible ; repraiitie ; information On ne peut pas récupérer I'échantillon ; résolutiépend du type d'analyseur;
structurale et nature physico-chimique ; couplagectavec HPLC et gamme dynamique limitée ; colt de I'appareil ; késon en masse limitée (sauf
CE ; quantification relative et absolue. FT-ICR)
MALDI-MS Sensible ; couplage indirect permettantri&analyse ou I'analyse Interférence de la matrice; le découplage augnientamps d'analyse; mauvaise

ciblée; bonne résolution ; information structuralenature physico-  fragmentation pour certains types d’analytes; delitappareil ; mauvaise

chimique, trés large gamme dynamique. reproductibilité ; quantification difficile

Interaction biologique

(anticorps)

Sensible; reproductible; possibilité de quantifimat colt ; peut étre  Nécessité d'avoir les anticorps adaptés; réactmnée (spécificité; interaction);

utilisée dans tous les laboratoires ne peut pas identifier les protéines modifiéeslyaeeciblée seulement
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11.4.5 La protéomique urinaire

[1.4.5.1 Le protéome urinaire normal
Le protéome urinaire est constitué de 30% de medesériques et de 70% de
protéines provenant du tractus urinaire (principedet du rein) (Pieper, et al., 2004 ;
Thongboonkerd, et al., 2002). Une dizaine de pnegiseulement représentent plus de 99%
de la quantité totale des protéines urinaires. ®fait, moins de 1% de la quantité totale des
protéines urinaires est considérée comme souranipelle de biomarqueurs. Il y a donc,
comme pour le sérum, a la fois une gamme dynamicgse grande et un déséquilibre

important de composition.

Plusieurs équipes ont tenté d’établir la listeamdtive des protéines constituant le
protéome urinaire normal, au moyen des différeteebniques existantes : la 2DE (Lafitte,
et al., 2002 ; Pieper, et al., 2004 ; Thongboonketdl., 2002 ; Oh, et al., 2004), la LC-MS
(Davis, et al., 2001 ; Spahr, et al., 2001), le BELOF MS (Schaub, et al., 2004) et la CE-
MS (Wittke, et al., 2003). Ces études ont toutesitnéola grande variabilité intra- et inter-
individuelle du protéome urinaire. De plus, lesutts étaient différents selon les techniques
d’analyse utilisées, le mode de prélévement etddende conservation des urines. L'étude la
plus récente montrait plus de 1500 protéines ptésedans les urines, avec une large
proportion de protéines membranaires (Adachi,.eRaD6).

Ces études se sont intéressées a I'analyse démpmointactes présentes dans l'urine.
Cependant plusieurs protéases ont été identifiges ks urines (Pieper, et al., 2004), ce qui
peut suggérer l'existence dans ce milieu de peptidatifs, générés par ['activité
protéolytique de ces protéases. De ce fait, leagraptidomique a été introduit en I'an 2000
(Schulz-Knappe, et al., 2005). Ces protéases pe@ienlibérées des cellules subissant des
modifications physiopathologies ou des agressiotierees et la spécificité de clivage de
chaque protéase peut étre a l'origine de fragmpefgidiques spécifigues d’une atteinte
tissulaire particuliere. Jurgens et al. ont étdelipeptidome urinaire chez des individus sains
et ont pu identifier plus de 180 peptides provemnn69 protéines différentes (Jurgens, et al.,
2005). Actuellement, plusieurs études de rechedehbiomarqueurs ont été menées sur le
peptidome urinaire et plusieurs marqueurs potentglt été identifiés pour des maladies

telles que l'obstruction urétéropelvienne chezrieaveaux nés, la néphropathie diabétique,
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le cancer de la vessie ... (Decramer, et al., 20Wéssing, et al., 2005 ; Theodorescu, et al.,
2006).

[1.4.5.2 Recherche de biomarqueurs urinaires pour le suivi

non invasif de I’état du greffon rénal

Il est vraisemblable que les désordres physiopagigues au niveau du rein se
traduisent par des changements de compositionalégme et du peptidome urinaires. De ce
fait, les urines constituent une source potentaididiomarqueurs pouvant servir pour le suivi
et le diagnostic non invasifs des maladies réretleso-génitales.

Aujourd’hui en transplantation rénale, la concatidn de créatinine sérique est le
marqueur sérique le plus utilisé pour le suivi @at de la fonction rénale. Quand son
augmentation dépasse 10 a 20% par rapport auxrsatérieures des valeurs normales,
beaucoup de centres de transplantation réalisemtbiopsie rénale pour déterminer les
causes du dysfonctionnement du rein. Cependartiepits études ont montré les limites de
cette stratégie ; 3 a 45% des patients transplatéddes étudiés au cours de protocoles de
biopsies systématiques présentaient des rejetsdtifriques (Gloor, et al., 2002 ; Nankivell,
et al., 2004), considérés comme prédictifs de Igratfation des greffons a long terme
(Moreso, et al., 2006 ; Nickerson, et al., 1999%. filus, les concentrations de créatinine ne
permettent pas toujours de déceler les néphropathi®niques du greffon (Nankivell, et al.,
2003).

Le greffon rénal peut subir différents types désgions, d’origine immunitaire (rejet)
et d’origine non immunitaire (toxicité due aux immmsuppresseurs, infections virales,
hypertension...). Indépendamment de I'étiologie, toes processus conduisent a I'atteinte
du greffon, mais la nature du tissu lésé est diffts d’'un processus a un autre (tubulaire,
glomérulaire ou vasculaire). Le suivi régulier deefépn doit impérativement prendre en
compte I'hétérogénéité de ces atteintes. Difféetentatives de découverte de biomarqueurs
ont été menées. La plupart d’entres elles se sbértessées au dosage et a la détection des
éléments intervenant dans la réaction immunitaweirdlammatoire. Les biomarqueurs

potentiels du dysfonctionnement du greffon rénat sésumés dans le tableau 3 (page 59).
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11.4.5.2.1 Suivi immunitaire non invasif

Il consiste en I'étude des différents facteursligygs dans la réaction immunitaire :
cellules, ARNm et protéines présentes dans le sarigs urines (Hernandez-Fuentes, et al.,
2003). La détection et la quantification de cema&#Eléments présents dans les urines
montraient des différences significatives entregesipes de patients présentant un rejet de
greffe ou non (tableau 3). Les résultats les phisréssants ont été obtenus par le suivi des
ARNmM de certains facteurs impliqués dans la réadgtiomunitaire. Les ARNm ont été isolés
de cellules présentes dans les urines (Ding, ,e2@03 ; Muthukumar, et al., 2003). D’autres
éléments tels que les antigénes de surface ceddu{Rioberti et al., 2001), les cytokines
(Brown, et al., 2001 ; Sadeghi, et al., 2003) stdeeémokines (Hauser, et al., 2005 ; Matz, et
al., 2006), ont été largement étudiés aussi. Camasits sont impliqués dans la réaction
inflammatoire et/ou immunitaire ; leur pouvoir piédd du rejet ou de la toxicité aux
immunosuppresseurs a été étudié et des résultmismgeants ont été publiés. Cependant, la
difficulté de différencier les rejets et les infecis reste la limite majeure de cette approche et

a ce jour, aucun de ces éléments n’a pu étre vatidé une utilisation clinique.

11.4.5.2.2 Suivi non invasif de I'atteinte tissulaire

Actuellement, les dysfonctionnements glomérulapesvent étre décelés grace au
suivi des concentrations de créatinine sérigue.r&manche, les atteintes tubulaires ne
conduisent pas a I'élévation des concentrationsréatinine sérique. Cependant, plusieurs
études ont montré que des atteintes tubulairestnadges pouvaient aboutir a une atrophie
tubulaire et & une fibrose interstitielle, qui sdes premiers signes de la néphropathie
chronique (Nankivell, et al., 2003 ; Robertsonakt 2004). Le mauvais pronostic a long
terme des atteintes tubulaires a été démontré.gQe®l marqueurs ont été associés au
développement de la néphropathie chronique, coniaugrhentation des concentrations
urinaires de la Retinol Binding Protein (RBP), etld1-microglobuline. A noter toutefois
gue la fonction rénale et la survie du greffon cbeg patients étaient tres diminuées (Teppo,
et al., 2004 ; Camara, et al., 2004). Ces dernigneges, plusieurs biomarqueurs potentiels
de linsuffisance rénale ont été découverts. Etiqdier, un marqueur précoce de I'atteinte
tubulaire liée a l'ischémie : il s’agit du neutralghgelatinase-associated lipocalin (NGAL)
(Mishra, et al., 2003) ; les concentrations de egqueur ont été mesurés chez les patients
transplantés, mais ils n’ont pas permis de difféimmes patients transplantés faisant un rejet
des patients stables (Schaub, et al., 2007).
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11.4.5.2.3 Recherche de biomarqueurs urinaires pour le diagnstic du

rejet de greffe rénale par une approche protéomique

Cing études ont été rapportées dans la littaxattoncernant la recherche de
biomarqueurs urinaires pour le diagnostic du régegreffe par analyse protéomique. Quatre
d’entres elles utilisaient le SELDI-TOF MS poumayse du protéome urinaire.

Clarke et al. ont utilisé le SELDI-TOF-MS pour &sr les urines de 17 patients
faisant un rejet (prouvé par biopsie rénale) epaients transplantés stables. lls ont détecté
45 pics de protéines pouvant différencier les dguaxipes, mais deux margueurs seulement
(qui avaient des masses de 10 et de 3,4 kDa) ésiffisants pour différencier les patients
faisant un rejet avec une sensibilité de 83% etspéeificiteé de 100% (Clarke, et al., 2003).

Dans I'étude d’O’Riordan et al., les urines dep2fients transplantés stables et de 23
patients faisant un rejet aigu (prouvé par biopsémale) ont été analysées par
SELDI-TOF-MS. Les patients faisant un rejet poenaiétre identifiés par la présence de 4 a
7 peptides avec une sensibilité supérieure a 3 e spécificité de 80% (O'Riordan, et
al., 2004).

Une troisieme étude utilisant le SELDI-TOF-MS & ééalisée par Schaub et al.,
comparant les urines de 18 patients présentantejet aigu et celles de 22 patients
transplantés stables. Des modifications signifiegtidans trois régions de pics de masse ont
été observées chez les patients faisant un regebZd0 a 5550 m/z, de 7050 a 7360 m/z, et
de 10530 a 11000 m/z) (Schaub, et al., 2004). Ges gnt pu étre identifiés dans une
seconde étude et correspondent a des formes clidéelm f2-microglobuline g$2m).
Cependant, la protéase responsable de ce clivagpas pu étre identifiee (Schaub, et al.,
2005). Récemment, la méme équipe a mesuré les roaiiens de marqueurs SUPPOSES
spécifiqgues de l'atteinte du greffon rénal (lesgfments spécifiques de [B2m, la 32m
intacte, la RBP, le NGAL, etd-1 microglobuline) chez des patients transplaré@saux au
cours d'un essai clinigue. Aucun de ces marqueses] ou en combinaison, n'a été
suffisamment sensible ou spécifiqgue pour différendés patients transplantés stables de
ceux faisant un rejet. Les fragments dg2an ont été retrouvés dans les urines de tous les
patients transplantés étudiés (stables ou faisantjat). Le clivage de cette protéine par des
protéases est tres dépendant du pH urinaire etadenhpérature, autant de facteurs de

variabilité qui rendent difficile la validation des marqueurs (Schaub, et al., 2007).
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Reichelt et al. ont aussi utilisé un systeme SELDF-MS pour analyser des
échantillons urinaires provenant de 23 patientsspkantés dont 13 présentaient un rejet.
Deux analytes, de masse respective 25,7 et 28, 1dddaaient différencier les deux groupes
de patients avec une bonne spécificité (respecaménde 90% et 93%) et une bonne
sensibilité (80% et 85%). Cependant, aucune vatidah'a été faite dans cette étude
(Reichelt, et al., 2006).

Wittke et al. ont utilisé la CE-MS pour établir profil peptidique urinaire de patients
transplantés avec rejet aigu (infra-clinique eniglie, n=19) et de patients transplantés
stables (n=29) ; cing peptides ont permis de difféier les deux groupes de patients étudiés,

cependant, aucun de ces peptides n’a pu étrefidgiwiittke, et al., 2005).

59



Tableau 3.Biomarqueurs potentiels sélectionnés en transplanteénale

Biomarqueurs Technique utilisée

Type d’échantillon

Pathologie explorée

Références

Ly T allo réactive ELISPOT

Cellule mononucléaire du sang

périphérique

Détection de cellule T activée du donneur

Néphropathie chronique

Prédiction de la fonction du greffon rénal a 6 2tois apres

greffe

(Andree, et al., 2006 ;
Augustine, et al., 2005 ; Hricik,
et al., 2003 ; Nickel, et al., 2004
; Poggio, et al., 2006)

Cellule mononucléaire du sang

Ly CD69Y Cytomeétrie de flux . Prédiction des rejets (infra) cliniques (Karpingkial., 2003)
périphérique
N activation des Ly T CD4par ) ) (Kowalski, et al., 2006 ;
Réactivité des Ly T CD4 o Sang total Etat de l'immunosuppression )
la phytohemaglutinine Yussim, et al., 1994)
Survie du greffon (Matinlauri, et al., 2005 ;
CD30 soluble ELISA Sérum Type et grade du rejet Rajakariar, et al., 2005)
Prédiction des rejets précoces
(Gebel, et al., 2003 ; Hourmant,
. . ) . . ) et al., 2005 ; Terasaki and
Anticorps HLA Cytométrie de flux, ELISA Sérum Prétibn du rejet précoce
Ozawa, 2005 ; Wahrmann, et
al., 2005)
Myeloid Related Protein ELISA Sérum Prédiction dajsts précoces (Burkhardt, et al., 2001)
. . Prédiction des rejets précoces (Brown, et al., 2001 ; Sadeghi,
Cytokines ELISA Urine, plasma L ) . | .
Prédiction de l'insuffisance rénale a long terme et al., 2003)
ARNmM de la perforine et du . Lo . i (Li, et al., 2001 ; Simon, et al.,
PCR Urine, sang Prédiction des rejets (précocemoly
granzyme B 2003)
. . Prédiction des rejets suraigus précoces (Hauser, et al., 2005 ; Matz, et
Chemokines (MIG, IP-10 et I-TAC)  ELISA Urine .
Dysfonctionnement du greffon al., 2006)
Antigene de surface cellulaire . . o . . o .
o Cytométrie de flux Urine Prédiction de la régis@ aux traitements stéroidiens (Roberti et aD120
urinaire
ARNmM de la Serine-Protease . Prédiction du rejet,
PCR Urine (Muthukumar, et al., 2003)

Inhibitor-9

du grade histologique et du devenir du greffon
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ARNmM du CD103 PCR Urine Prédiction du rejet (Ding, et al., 2003)
ARNmM du FoxP3 PCR Urine Prédiction de I'évolutianrdjet (Muthukumar, et al., 2005)
ARNmM du TGF beta 1 PCR Urine Prédiction des népdttops chroniques (Mas, et al., 2005)
Néphropathie chronique Teppo, et al., 2000 ; Teppo, et
al-microglobuline ELISA Urine p . P . a o . (Tepp PP
Guérison des lésions aprés ischémie de reperfusion al., 2004)
Actine ELISA Urine Guérison des lésions apresésaie de reperfusion (Kwon, et al., 2003)
) o ) Rejet de greffe, (Prischl, et al., 1989 ; Roxe, et
B2 microglobuline intacte ELISA Urine 3 L ) )
Néphrotoxicité de la ciclosporine al., 1981)
Retinol Binding Protein ELISA Urine Néphropathigranique (Camara, et al., 2004)
. . Prédiction de la reprise tardive de la fonctioraién (Parikh, et al., 2004 ; Parikh, et
Interleukine 18 ELISA Urine o )
Nécrose tubulaire ischémique al., 2006)
. Prédiction de la reprise tardive de la fonctioraién (Parikh, et al., 2006;Mishra, et
NGAL ELISA Urine

Nécrose tubulaire ischémique

al., 2003)
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lll. TRAVAUX PERSONNELS CONCERNANT LE
TACROLIMUS

Le but des travaux réalisés dans cette partie dtméentifier et de quantifier les
sources de variabilité inter-patients de la PKalirdlimus, en se focalisant en particulier sur
I'influence du polymorphisme génétique du gemeXR NR1I2.Les deux SNPs les plus
fréquents dans la population caucasienne (7635A*G28385C>T) ont été étudiés.
Difféerentes approches pharmacocinétiques ont éibséats: (i) une approche non
compartimentale qui a permis de comparer les isdiexposition au tacrolimus entre les
différents groupes génotypiques ; (ii) une apprqaf@macocinétique compartimentale qui a
permis d’'estimer et de comparer les parameétresr@wcinétiques individuels afin d’étudier
I'impact de ce polymorphisme sur les processussiigiiion et d’élimination du tacrolimus ;
(i) une approche PKpop (en utilisant le logicRONMEM®) pour étudier et quantifier

I'impact du génotype sélectionné sur la variabilitérindividuelle de la population étudiée.

Cette étude a été réalisée dans le cadre d’un @ssgue multicentrique (protocole PCCP :
Prograf-Cellcept combined pharmacokinetic®nt le promoteur était le CHU de Limoges),
qui avait pour objectifs: (i) I'étude pharmacogémée/pharmacocinétique du MMF
(Cellcepf) et du tacrolimus (Progrd. utilisés en association et par voie orale, ctieg
patients ayant recu une greffe rénale ; (ii) laen@s point d’outils d’adaptation de posologies
de ces deux immunosuppresseurs.

Les données ont été collectées chez 32 patiemisplemtés rénaux a 5 périodes aprés
transplantation (7 jours, 14 jours, 1 mois, 3 meis6é mois aprés la greffe). A chacune des
visites, 12 prélevements sanguins ont été réalisesdose initiale de tacrolimus était de
0,1 mg/kg/j. Ensuite, ces doses ont été adaptées @aoaque patient en fonction des
concentrations de tacrolimus mesurées avant admaitis (CO), et si nécessaire,
empiriguement en tenant en compte de I'efficaditdeda tolérance.

Le tacrolimus a été dosé par chromatographie lguidute performance couplée a la

spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Lell ABs patients ont été génotypés par
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PCR en temps réel (RQ-PCR pour real time quanégidlymerase chain reaction) pour les
SNP suivant€YP3A33, CYP3A41B, et lehPXR NR1I12(-25385C>T et 7635A>G).
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l1I.1 Influence du polymorphisme du genenPXR NR1I2 sur
la pharmacocinétique du tacrolimus chez les patiest

transplantés renaux (article 1)
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Article 1

Qualitative and quantitative influence of theNR1I2 (Pregnane-X-
Receptor) -25385C>T genetic polymorphism on tacraius

pharmacokinetics in renal transplant patients.
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Abstract

Introduction The pregnane X receptor (PXRIR1I2 gene) regulates the expression of
P-glycoprotein and the cytochrome P450 3A. It atediates the inductive effect of steroid
therapy on these proteins. The aim of this studys wa evaluate qualitatively and
quantitatively the contribution oNR1I2 polymorphisms to the pharmacokinetic (PK)
variability of tacrolimus, a P-gp and CYP3A subtdra

Methods The effect of the most frequent polymorphisms.,(r25385C>T (rs3814055) and
7635A>G (rs67855049) SNPs) NR1I2on tacrolimus pharmacokinetics was investigated in
renal transplant patients non expressers of CYPBAD homozygous carriers of the
CYP3A5*3allele) and homozygous wild-type for tke¥P3A4A-392G SNP. The genotypic
effect was investigated using compartmental and-aoonpartmental pharmacokinetic
analysis.

Results At three early post-transplantation periods (ud tmonth), tacrolimus AU, and
whole blood trough concentration, normalized by tlese or not, significantly differed
depending on the number of mutated alleles folNRé12-25385C>T SNP (CC: n=10, CT:
n=17, TT: n=4),p<0.05. Compartmental analysis confirmed and evatliguantitatively the
effect of this SNP on tacrolimus apparent clearg@igF= 2518, 17+4, and 104 for in the
CC, CT, and TT groups, respectively).

Concluson The NR1I2 -25385C>T SNP significantly influences tacrolimabmination.

Owing to the high allelic frequency of this SNPstfinding may be of clinical relevance.

Key words NR1I2 tacrolimus, renal transplantation, pharmacokaseti
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I1l.2 Analyse pharmacocinétique de population du
tacrolimus et estimation Bayesienne chez des patisn

transplantés rénaux (article 2)
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Article 2

Tacrolimus population pharmacokinetic-pharmacogendt
analysis and Bayesian estimation in renal transpldrrecipients.

(Soumis a Clinical pharmacokinetics)
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Tacrolimus population pharmacokinetic-pharmacogendt analysis and Bayesian

estimation in renal transplant recipients.

K Benkaltt, A Prémaudj N Picard, JP Réroll& O Toupancé G Hoizey*, F Villemair,

Y Le Meuf, P Marquet, A Rousseats’

YINSERM U850, France; Univ. Limoges, France; CHU bies, France

2CHU Limoges, Department of Nephrology-TransplaotatiFrance
3Department of Nephrology-Transplantation, Universibspital, Reims, France
“*Department of Pharmacology, University HospitalinfRe France

®Department of Nephrology-Transplantation, Universiospital, Angers, France
®Department of Nephrology-Transplantation, Universiospital, Brest, France

"Univ. Limoges, Faculty of Pharmacy, Laboratory édhysics, France

Correspondence to:

Dr. Annick Rousseau

INSERM U850

Limoges University

Faculty of Medicine

2 rue du Dr. Marcland

87025 Limoges cedex France

Tel. 0033555435846

Fax. 0033555435936

E-mail. annick.rousseau@unilim.fr

96



Abstract
Introduction. The aims of this study were: (i) to investigate gopulation pharmacokinetics

(popPK) of tacrolimus in renal transplant recipgnicluding the influence of biological and
pharmacogenetic covariates; and (ii) to develo@geBian estimator able to reliably estimate
the individual PK parameters and inter-dose arekeutne curve (AUg12) in renal transplant
patients.

Methods. Full PK profiles were obtained from 32 renal tyalast patients at weeks 1 and 2,
months 1, 3 and 6 post-transplantation. The popR&lyais was performed using non-
parametric mixed-effect modeling (NONMEM V computerogram). Patients’ genotypes
were characterized by allelic discrimination foe t6YP3A5A6986G (CYP3A5*3allele),
CYP3A4A-392G (CYP3A4*1Ballele), andPXR-25385C>T genes.

Results. Tacrolimus PK was well described by a two-comparit model combined with an
Erlang distribution to describe the absorption ehasith low additive and proportional
residual errors of 2 ng/mL and 6%, respectivelytrBeematocrit value anBXR-25385C>T
SNP were identified as significant covariates &mrvlimus apparent clearance (CL/F), which
allowed improving prediction accuracy. SpecificallgL/F decreased gradually with the
number of mutated alleles for tHeXR -25385C>TSNP (36+7 L.H, 18+3 L.h!, and
16+3 L.H*, respectively) and was inversely proportional tamlatocrit value. Maximuna
posteriori Bayesian forecasting allowed accurate predictiolmaolimus AUG.1» using only
three sampling times (0, 1, and 3 hours post-dosajdition to the hematocrit value aRXR
genotype, with a non significant bias of 4% (mngl6% to 53%) and good precision
(RMSE=11%) beyond the first week post-transplaotati

Conclusion. PopPK analysis of tacrolimus in renal transplastpients showed a significant
influence of PXR-25385C>T SNP on apparent clearance, and led talékelopment of a
Bayesian estimator compatible with clinical pragtand able to accurately predict tacrolimus

individual PK parameters and AYGn
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Key-words:  Tacrolimus, transplantation, NR1I2, population moh@&cokinetic-

pharmacogenetic.
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[11.3 Discussion

Les travaux réalisés dans cette partie de la thespermis : (i) de mettre en évidence
pour la premiere fois leffet du polymorphisme dueng hPXR NR1I2 sur la
pharmacocinétique du tacrolimus et de comprendsectsnséquences physiologiques de ce
génotype sur la pharmacocinétique du tacrolimusii), @'estimer les parameétres
pharmacocinétiques moyens du tacrolimus chez lgsnpa transplantés rénaux et d’identifier
des sources de variabilité interindividuelle (étueKpop) ; (iii) de mettre au point un
estimateur Bayesien pouvant estimer I'AdJgn du tacrolimus a partir de trois points de

concentration et des covariables pertinentes.

Le récepteur nucléaire PXR joue un rble importamtsda régulation et 'expression des
genes impliqgués dans la pharmacocinétique de nambredicaments en général, dont le
tacrolimus. Le polymorphisme génétique du g8iell2 pourrait expliquer une partie de la
variabilité interindividuelle de la pharmacocinétixde ce dernier. Dans nos travaux, une
influence significative d’'un SNP situé en amont site de début de transcription du géne
(SNP-25385C>T) a été retrouvee sur la pharmacaoguetu tacrolimus. Les AUG2n et les
CO0, standardisés ou non par la dose (AUC/dose /elo€€), étaient deux fois plus éleves chez
les patients porteurs de la séquence mutée epaltisulierement en période précoce (durant
le premier mois apres la greffe). L'effet de ceypmbrphisme va dans le sens d'une
surexposition pour les patients porteurs de la timigrisque de toxicité), et d'une sous-
exposition des patients homozygotes sauvages ¢idguejet) en période précoce.

En pratiqgue clinique, le tacrolimus est souvent iaistré en combinaison avec les
glucocorticoides, surtout pendant les 3 premierssmai suivent la greffe et chez certains
patients pendant toute la vie. Les glucocorticoit@s connus pour activer la transcription
des CYP3A et de la P-gpa le PXR (Pascussi, et al., 2001). Cette inductioouéit & une

élimination plus importante du tacrolimus (Anglieloe et al., 2003). Le polymorphisme du
geneNR1I2est en grande partie responsable de la variagdlindluction des génes soumis a
sa régulation et de ce fait, des variations du buodieme et de I'élimination. Lamba et al., ont
récemment rapporté que les individus homozygotagasges pour le SNP -25385 (-25385CC)
avaient des concentrations d’ARNmM de PXR plus ingms que les individus porteurs du
génotype sauvage (Lamba, et al.,, 2008). La coraraiss du génotype dMR1I2 plus
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particulierement pour le SNP -25385C>T, frequemmanté chez les Caucasiens (40%,
Zhang, et al., 2001) pourrait étre utile pour leigtde la premiere dose de tacrolimus. Méme
si cela reste & démontrer, ceci pourrait permegrdiminuer le risque de rejet aigu (chez les
patients homozygotes sauvages) ou de diminuerxiait®® due au tacrolimus en début de
traitement (chez certains patients porteurs dlamuté).

Les résultats de cette étude montrent I'importaqeoe peut présenter la pharmacogénétique
dans le choix des doses optimales pour chaquenpakia effet, des différences importantes
de clairance apparente entre les patients desratitf® génotypes ont été observées (la
clairance apparente des patients homozygotes mtadésenviron 40% inférieure a celle des
patients sauvages). Prés dM%des patients pourraient alors étre exposés a assdrop
élevées de tacrolimus dans les premiers jours givest la greffe. L'importance de
induction enzymatique liée aux traitements co-adstrés (corticoides), incite également a
étre plus attentif aux doses utilisées pour cesiele.

L'effet de ce génotype reste encore a valider dargspopulation indépendante ainsi que, si
possible, sur des modeles in vitro. Dans une étéicknte (de Jonge et al., 2008) réalisée chez
78 patients transplantés rénaux non expresseufSY@BAS, suivis durant les cinq années
suivant la greffe, des différences significatives dbses de tacrolimus (en mg/kg) ont été
observées dans les groupes génotypiques du SNB5@53F. Les patients porteurs des
alleles sauvages ou d'un seul allele muté avaiest lgesoins de doses deux fois plus
importantes par rapport aux patients porteurs de déeles mutés (pour atteindre une méme
valeur cible de CO0). Toutefois, aucune différenigmificative n’avait été retrouvée entre les
indices d’exposition (CO et AU, standardisés ou non par la dose) et les clairances
apparentes des différents groupes génotypiquekeaqued soit la période post-greffe. De plus,
aucune influence de ce génotype sur la réponsewdim’était retrouvée (rejet de greffe et
toxicité) chez ces patients.

Ces deux études (la notre et celle de de Jongek)ateapermettent pas de conclure avec
certitude l'effet de ce génotype. Sur la base dssiltats obtenus dans notre étude, il est
nécessaire d’inclure au moins 100 patients (env@@patients par groupe genotypique) pour

valider ce résultat.

Par ailleurs, en raison du faible nombre de patiénidiés, les effets d’autres génotypes n’ont
pas pu étre étudiés, notamment le polymorphismgedeABCB1 Le déséquilibre de liaison

est tres important entre les SNPs les plus fregudatce gene (1236C>T, 2677G>T et
3435C>T (Kim, et al., 2001)), I'approche haplotyjpggsemble étre la plus appropriée pour
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étudier I'influence du polymorphisme de la P-glyaupine. Or, elle nécessite un plus grand

nombre de sujets que I'approche génotypique.

L'utilisation de I'approche PKpop comme outii dées des relations
pharmacogénétique-pharmacocinétique pourrait dewamioutil de choix pour quantifier
l'effet du polymorphisme génétique. Cependant, geaiudes ont rapporté I'utilisation de
cette méthodologie dans cette application (Fuketlal., 2006 ; Li, et al., 2007 ; Djebli, et al.,
2006). Dans notre étude, cet outil nous a permisodéirmer I'effet du SNP 25385C>T et de
guantifier la clairance moyenne du tacrolimus dam&que sous-groupe génotypique
(CL/Fcc= 36+7 L.K', CL/Fcr =18+3 L.K', CL/Frr=16+4 L.KY). De plus, I'analyse PKpop
permet aussi d’étudier les autres facteurs de hiéitéa(biologiques et démographiques).

Ce modele pharmacocinétique de population a senbate au développement d’un
estimateur Bayesien pouvant estimer avec préciksnparametres PK individuels et les
indices d’exposition au tacrolimus (A%, a partir de la deuxieme semaine suivant la
greffe. Le faible nombre de points nécessaires tée aestimation (trois concentrations
sanguines collectées a 0, 1h et 3h aprés la puisacdolimus) rend cet outil compatible avec
la pratique cliniqgue. Son utilisation n'implique p#ihospitalisation du patient et pourrait
permettre de ce fait, un meilleur suivi des malaélenoindre colt. Toutefois, I'estimateur
Bayesien développé ne permet pas de prédire a¥mision les AUG. 12, €n période treés
précoce (une semaine apres transplantation). Ceai ftre d0 a la grande variabilité
interindividuelle durant les premiers jours quivauit la transplantation.

Cet estimateur Bayesien est actuellement utiliséliaigue sur le site web ABIS (Adaptation
Bayesienne des Immunosuppresseurs) pour I'adaptdégoosologie du tacrolimus chez des

patients transplantés rénaux.
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V. TRAVAUX PERSONNELS CONCERNANT LA
RECHERCHE DE BIOMARQUEURS

V.1 Mise au point et étude de faisabilité de la rechehe de
biomarqueurs urinaires en utilisant la technique Nao-
LC-MALDI-TOF/TOF (article 3) :

Le but du travail présenté dans cet article étaitmbttre au point et de valider les
techniques utilisées pour la recherche de biomarguginaires.
La technique nano-LC-MALDI-TOF/(TOF) nécessite uemps d’'analyse assez long.
L’optimisation de cette technique était indispemsatvant de l'utiliser sur un grand nombre
d’échantillons. Pour cela, une étude de stabilitds dractions chromatographiques
immobilisées sur les plaques MALDI a été réaligeeyr profiter du découplage entre la nano-
LC et I'analyse MS, et entre I'analyse MS et MS/ME&diminuer ainsi les temps d’analyse.
Par la suite, notre stratégie de recherche de borears urinaires a été testée au cours d’'une
premiére expérience pilote qui a été réalisée ssrutines recueillies chez des volontaires

sains contenant ou non des marqueurs peptidigtiBsiels (volontairement incorpores).
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Article 3
A new strategy for faster urinary biomarkers
identification by Nano-LC-MALDI-TOF/TOF mass

spectrometry

(Accepté a BMC genomics)
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Abstract:

Background: LC-MALDI-TOF/TOF analysis is a potent tool in bionkars discovery
characterized by its high sensitivity and high tlgioput capacity. However, methods based
on MALDI-TOF/TOF for biomarkers discovery still nee@ptimization, in particular to reduce
analysis time and to evaluate their reproducibiitypeak intensities measurement. The aims
of this methodological study were: (i) to optimiaad critically evaluate each step of urine
biomarker discovery method based on Nano-LC coupm#dine to MALDI-TOF/TOF,
taking full advantage of the dual decoupling betwlano-LC, MS and MS/MS to reduce the
overall analysis time; (ii) to evaluate the quaatiite performance and reproducibility of
nano-LC-MALDI analysis in biomarker discovery; afid) to evaluate the robustness of
biomarkers selection.

Results: A pool of urine sample spiked at increasing cotregions with a mixture of
standard peptides was used as a specimen for lwal@aamples with or without biomarkers.
Extraction and nano-LC-MS variabilities were estiesh by analyzing in triplicates and
hexaplicates, respectively. The stability of chrtogesaphic fractions immobilised with
MALDI matrix on MALDI plates was evaluated by susseve MS acquisitions after different
storage times at different temperatures.

Low coefficient of variation (CV%: 10-22%) and higlorrelation (R > 0.96) values were
obtained for the quantification of the spiked pees, allowing quantification of these
peptides in the low fentomole range, correct grdigerimination and selection of “specific”
markers using principal component analysis. Exoeligeptide integrity and stable signal
intensity were found when MALDI plates were stofedperiods of up to 2 months at +4°C.
This allowed storage of MALDI plates between LC agpion and MS acquisition (first
decoupling), and between MS and MSMS acquisitiomdesmthe selection of inter-group

discriminative ions is done (second decouplinghaly the recording of MSMS spectra to
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obtain structural information was focused only ascdminative ions in order to minimize
analysis time.

Conclusion: Contrary to other classical approaches with direaline coupling of
chromatographic separation and on the flight MS/@an®#1SMS data acquisition for all
detected analytes, our dual decoupling strategyvalll us to focus on the most discriminative
analytes, giving us more time to acquire more oapéis of the same urine samples thus

increasing detection sensitivity and mass precision
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V.2 Sources de variabilité dans la recherche de
biomarqueurs urinaires chez les patients transplarés

rénaux

Les échecs relatifs rencontrés par les équipest agamerché des biomarqueurs
urinaires spécifiqgues d’'un état pathologique sanbablement dus aux grandes variabilités
existantes dans les difféerentes étapes d’'un plo@harqueur. Le but de notre deuxiéme
étude était de rechercher et de quantifier toudss sources de variabilité pouvant étre
rencontrées au cours de la préparation, I'analy$eterprétation des données. Au cours de
ce travail, la reproductibilité de chaque étapadiee stratégie a été évaluée afin d’identifier

et de quantifier les sources de variabilités ndormatives.

IV.2.1 Matériel et méthodes

IV.2.1.1 Patients et collectes des échantillons urinaires

Cette étude a été réalisée sur des urines reeseatltiez 11 patients transplantés rénaux
présentant ou non des signes histologiques de opgghie chronique déterminés par la
biopsie du greffon rénal, ainsi que sur les écHan$ urinaires de trois volontaires sains
utilisés pour la premiére étude.

Les urines des patients transplantés ont éte theselans le cadre de deux protocoles
cliniques et tous les patients ont signé un coeseant écrit pour participer a ces études :

- Protocole OPERA (promoteur ROCHE SAS): les préiesmts
urinaires étaient collectés systématiquement a & rba 1 an
post-greffe ou dans le cas d’une suspicion d’uet g greffe ;

- Protocole DIRI (promoteur CHU Limoges) dans leqlesl urines
sont collectées en cas de dégradation de la fanctémale
(constatée par I'augmentation de la créatininémplayieurs mois

voire plusieurs années apres la greffe.
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Chez tous les patients, environ 40 ml d’urine détadllectés quelques minutes avant
de réaliser la biopsie rénale, selon la procédéwitd précédemment dans l'article 3. Le
diagnostic histologique a été réalisé selon lasdiaation internationale de Banff 97
(Racusen, et al., 1999). Sur les 11 patients, #avdes signes de néphropathie chronique de
grade 1 (CN1), 3 patients de grade 3 (CN3) et 4eaupatients n’avaient aucun signe
histologique de rejet ou de néphropathie chron{gagents stables, ST). Les caractéristiques
démographiques des patients transplantés et laaktig histologique de Banff sont présentés

dans le tableau 4.
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Tableau 4. Caractéristiques démographiques et score de Banffes patients transplantés

rénaux.

Patients stables

Néphropathie

chronique grade 1

Néphropathie

chronique grade 3

(n=4) (n=4) (n=3)
Age (année, moyenneSD) 49+12.5 49.5+11.5 41+10.5
Sexe (M/F) (2/12) (2/12) /2)
Période post greffe (semaine,
1894182 13+2 1961156
moyennetSD)
Score de Banff, médiane
(étendue)
Infiltration par cellules
. N . 0 0 0 (0-1)
interstitielles mononuclées « i »
Tubulite « t » 0 0 0 (0-1)
Glomerulite « g » 0 0 0
Artérite intimale « v » 0 0 0
Epaississement hyalin
o 0 1 1(1-2)
artériolaire « ah »
Glomerulopathie de I'allogreffe
0 0 0
« Cg »
Fibrose interstitielle « ci » 0 1 3
Atrophie tubulaire « ct » 0 0 (0-1) 3
Epaississement fibreux de
o 0 0 (0-1) 1
lintima « cv »
Augmentation du tissu mesangial
0 0 0 (0-1)

«mm »

IV.2.1.2 Analyse Nano-LC-MALDI-TOF/TOF

Cette analyse a été réalisée dans les conditioostete précédemment (article 3).

Chaque échantillon urinaire a été analysé endafl

IV.2.1.3 Traitement et analyse des données

Le traitement des données issues de I'analyse b@AJALDI et la classification des

ions ont été réalisés selon la procédure décriie Harticle 3.
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IV.2.1.4 Validation interne

La validation interne a été effectuée pour vérifeerobustesse des résultats obtenus
par les analyses multivariées (PCA et PCA-DA) sdbmprocédure de validation croisée
(méthode Jackniffe) (Efron et al., 1993).
Les données LC-MALDI des 11 patients ont été régmidu hasard dans trois sous-groupes
contenant chacun 66% des données (deux analysddALD! du méme échantillon de
chaque patient). La classification des ions a aite fcomme pour la totalité des données
(article 3). Le pouvoir discriminant de chaque @st obtenu par la somme des contributions
des ions dans les trois premiers axes de PCA cpuiparé a ceux obtenus avec la totalité des
données. Les ions qui apparaissent dans les 10dgremnpositions dans chaque sous-groupe
sont considérés comme les ions discriminants les nolbustes.

En dernier, I'analyse MSMS pour lidentification d¢geptides discriminants a été
réalisée exclusivement sur les ions discriminagtsctionnés, sur la méme plaque MALDI

utilisée pour I'analyse MS et conservée a -20°C éaifcle 3).

IV.2.1.5 Quantification des sources de variabilité:

Les échantillons urinaires des patients transpdaoté été analysés en ftriplicata, les
fractions issues des trois chromatogrammes onttp d&posées sur la méme plaque et
conservées a +4°C. Le schéma expérimental poumtason de chaque type de variabilité
est représenté dans la figure 7. La variabilitdléoenglobe la somme des contributions de
toutes les variabilités, c’est-a-dire la variaBiliintergroupe (variabilité pathologique :
néphropathie chronique), la variabilité intra-greup(variabilité physiologique ou
interindividuelle) et la variabilité technique etadytique (préparation d’échantillon et analyse
LC-MALDI). La contribution des différentes sourcee variabilité a été estimée sur la
variance par le calcul des sommes des carrés (3&)r@yenne des carrés (MS), déterminée

par les triplicatas suivant le schéma expérimatadh figure 7.
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Figure 7. Schéma expérimental pour la quantification descasude variabilité intervenant dans la recherche de
biomarqueurs urinaires.

Les variabilités analytiques et techniques ontexitmées chez les volontaires sains (respective@egtt 9
mesures). L'estimation des variabilités intra- mtei-groupe a été réalisée chez les 11 patientsplantés
rénaux (4 patients stables, 4 présentant une ngatinie chronique de grade 1 et 3 présentant uneroggthie

de grade 3).

IV.2.2 Résultats

Les chromatogrammes LC-MALDI des urines des paieayant des signes
histologiques de néphropathie chronique avaientrdessités supérieures a ceux des patients
transplantés stables. Le nombre d’analytes comnrétais respectivement de 655, 1488 et
1320 dans les groupes ST, CN1 et CN3. Des exen@eshromatogrammes LC-MALDI
reconstruits, représentatifs de chaque groupe tlengmtransplantés sont présentés dans la

figure 8.
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Figure 8. Chromatogrammes LC-MALDI reconstruits, typiquespgptidome de chaque groupe de patients tranéglaitenus aprés alignement, filtration et norratitia
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Aprés alignement, normalisation de l'intensité lehiation des ions de la matriceCHCA,
seuls 441 analytes communs présents dans les B&aséfdeux ont été exclus pour des
irrégularités de dépot de la matrice et des frastichromatographiques) ont été retenus pour
I'analyse des données, ce qui représente 6% odealété des ions détectés chez les 11 patients
transplantés rénaux (environ 7400 analytes).

Pour éviter la sélection de marqueurs qui peuveatdes “faux positifs”, les sources
majeures de variabilité non informatives ont ét&heschées et quantifiees. Leurs

contributions dans la variabilité totale sont rééemdans le tableau 5.

Tableau 5. Sources de variabilité entre les échalitins urinaires. La somme des carrés
(SS) et la moyenne des carrés (MS) ont été cak@délen le schéma expérimental présenté

dans la Figure 7 (page 160).

% de contribution

.. Degréde —
Source de variabilité o SS MS dans la variabilité
liberté
totale
Analytique 2 1,5.10° 7,5.10° 0,04
Technique 8 25.18°  3,12.10° 0,01
Variabilité intra-
10 5.10"° 5. 1012 24
groupe
Variabilité totale 30 6,2.16"  2,1.10% 100
SS Totale 6,7.1%*

La variabilité analytique (analyse LC-MALDI) et tatdque (préparation
d’échantillon) représentent respectivement envii@4 et 0,01% de la variabilité totale. Ces
valeurs de variabilité (<0,1%) sont négligeablex@mparaison de la variabilité totale ; alors
que la variabilité intragroupe représente envird@2de la variabilité totale. La variabilité
pathologique est largement supérieure aux autnexe® de variabilités (environ 76% de la
variabilité totale). Ceci a permis la discriminatiales patients ayant une néphropathie
chronique des patients stables, en utilisant |& R@h dirigée (figure 9).
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Figure 9. Analyses PCA réalisées sur les données LC-MALD¢bes chez les 11 patients transplantés rénaux.

(a) Tracé des scores des composantes principalestF812 des peptidomes urinaires. Patients stéBlesn=4), patients avec une néphropathie chronigugrade 1 (CN-

1, n=4) et patients avec une néphropathie chronidae grade 3 (CN-3, n=3), (b) tracé des contribgtices ions pour les composantes PCl1 et PC2.
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En utilisant la PCA, les patients stables ont étigés dans la méme zone, alors que
les patients ayant une néphropathie chronique dispersés. Les scores des composantes
principales (PC) qui représentent le pourcentageadance expliquée sont de 34,8%, 17% et
10% pour les trois premiers axes respectivement PC2 et PC3. A eux seuls, ces trois axes
expliquent plus de 60% de la variance. De plus,r gous les patients transplantés les
triplicatas sont localisés dans la méme zone, céégwigne de la bonne reproductibilité de
'analyse LC-MALDI. Toutefois, un meilleur groupagkes patients des trois groupes (ST,
CN1 et CN3) est obtenu en utilisant la PCA-DA (gmaldiscriminante dirigée) (figure 6).
Les scores des composantes D obtenus avec celyseapant trés importants, 50% et 49,9%
pour les composantes D1 et D2 (ces deux axes eepiigenviron 100% de la variance
totale).

L’axe D2 sépare les patients transplantés staBI€s de ceux ayant une néphropathie
chroniqgue (CN1 et CN3), alors que l'axe D1 sépa® patients ayant une néphropathie
chronique de grade 1 de ceux ayant un grade 3.ndept seule la PCA-DA permet de
différencier les patients ayant des signes hisiglegs de néphropathie chronique de différent
grade (1 et 3) (Figure 10).
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La validation croisée réalisée a montré la stabiiative de la classification des ions
les plus discriminants par rapport a leur classeraerutilisant le fichier complet de données.
Les ions classés dans les 5 premieres positiotentgsarmi les 10 ions les plus discriminants
aprées deélétion d’un tiers des données (tablea®)nze des vingt ions les plus discriminants
ont pu étre identifiés avec un score Mascot supeae20. Pour la plupart, ils sont issus de
protéines abondantes dans les urines telles doertdne ou I'uromoduline (tableau 7).
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Tableau 6. Rang des 20 ions les plus discriminants sélecfisrpar la PCA-DA dans le
fichier complet de données et dans les trois somspgs contenant chacun 66% des données

(validation croisée).

lon ID lons Temps de  Rang desions Rang desions Rang desions Rang des ions
Discriminants rétention dans dans le sous- dans le sous- dans le sous-
(m/z) (min) le fichier groupe A groupe B groupe C
complet
M1 1716.90 54.60 1 2 1 1
M2 1109.61 72.00 2 6 2 2
M3 2228.91 58.60 10 8 11
M4 1733.8 95.00
M5 1829.93 59.00 5 7 6 7
M6 1303.63 53.00 6 13 12
M7 2081.87 45.20 7 5 5 8
M8 1586.70 83.00 8 6
M9 1943.06 68.20 5
M10 1473.70 62.40 10 8 7 4
M11 1061.59 77.40 11 14 10 10
M12 1542.96 75.80 12 12 11 12
M13 1298.56 50.00 13 20 16 14
M14 1456.67 52.60 14 11 14 13
M15 1680.98 67.40 15 27 21 17
M16 1656.06 86.60 16 19 15 15
M17 1983.04 86.80 17 15 25 20
M18 2147.91 84.40 18 31 18 16
M19 1253.48 51.20 19 21 19 18
M20 1161.52 71.60 20 17 13 23
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Tableau 7.Séquences peptidiques des ions les plus discnmsisélectionnées par les scores de la PCA-DA

lons Temps de Scores
discriminants rétention Mascot Séquence peptidique Nom de la protéine Numérecdssion
(m/z) (min) des ions
1716.90 54.60 27 VRYTKKVPQVSTPTL Serum albumin precursor - Homo sapiens (Human) ALBUMAN
1109.61 72.00 ND ND ND ND
2228.91 58.60 23 DAHKSEVAHRFKDLGEENF  serym albumin precursor - Homo sapiens (Human) ALBUMAN
1733.8 95.00 62 FRVVAQGVGIPEDSIF AMBP protein precursor [Contains: Alpha-1-microgltib (Protein HC) AMBP_HUMAN
1829.93 59.00 49 LVRYTKKVPQVSTPTL Serum albumin precursor - Homo sapiens (Human) ALBUMAN
1303.63 53.00 42 YGRAPQLRETL AMBP protein precursor [Contains: Alpha-1-microgltib (Protein HC) AMBP_HUMAN
2081.87 45.20 20 DAHKSEVAHRFKDLGEEN  serym albumin precursor - Homo sapiens (Human) ALBUMAN
1586.70 83.00 70 RVVAQGVGIPEDSIF AMBP protein precursor [Contains: Alpha-1-microgltib (Protein HC) AMBP_HUMAN
1943.06 68.20 ND ND ND ND
1473.70 62.40 71 FRVVAQGVGIPEDS AMBP protein precursor [Contains: Alpha-1-microgltib (Protein HC) AMBP_HUMAN
1061.59 77.40 44 FKAWAVARL Serum albumin precursor - Homo sapiens (Human) ALBUMAN
1542.96 75.80 31 AWYQQKPGQAPRL Ig kappa chain V-lII region B6 - Homo sapiens (Humha KV301_HUMAN
1298.56 50.00 52 TYVPKEFNAET Serum albumin precursor - Homo sapiens (Human) ALBUMAN
1456.67 52.60 ND ND ND ND
1680.98 67.40 29 VIDQSRVLNLGPITR Uromodulin precursor (Tamm-Horsfall urinary glycofein) (THP) - UROM HUMAN
Homo sapiens (Human) —
1656.06 86.60 ND ND ND ND
1983.04 86.80 21 LAFPGHVESRSLPEVPET Basement membrane-specific heparan sulfate protemgylcore protein PGBM HUMAN
precursor (HSPG) (Perlecan) —
2147.91 84.40 37 AQVSVQPNFQQDKFLGRW  Prostaglandin-H2 D-isomerase precursor (EC 5.3)9Rigocalin-type PTGDS HUMAN
prostaglandin-D synthase) —
1253.48 51.20 ND ND ND ND
1161.52 71.60 28 XPTTSTPGTSTV Mucin-16 (Ovarian carcinoma antigen CA125) MUC1&MAN
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V.3 Discussion

Les travaux réalisés dans ces études ont permige diart la mise au point d’'une
technique d’analyse de la composition en peptidass des urines pour la recherche de
biomarqueurs ou le temps d’analyse a été considénaint minimisé et d’autre part, la
guantification des sources de variabilités ren@&@asr au cours de la recherche de

biomarqueurs urinaires.

Ces dernieres années, les spectrometres de mass®DIMOF/(TOF) ont été
largement améliorés. lls ont été adaptés pour dedyses a haut débit en utilisant un
couplage indirect « Off-Line » a la séparation chatographique, permettant ainsi I'analyse
d’échantillons biologiques complexes (sang, uritgsus...). Malgré cela, la communauté
scientifique a été rapidement confrontée aux lignie cette technologie : le manque de
reproductibilité inhérent aux variations de crigsation de la matrice. A ce jour, les
marqueurs identifiés par le biais de cette tectgielgen particulier avec les SELDI-TOF)
n'ont pas été validés. De plus, des marqueursrdiffé ont été sélectionnés pour les mémes
pathologies par différentes equipes.

Du fait de ces constatations, des études de féitéabti de validation nous semblaient
nécessaires, avant de commencer un projet de obehée biomarqueurs de grande envergure
pour le diagnostic du dysfonctionnement du greftamal.

Ce travail nous a permis de proposer une nouve#thadologie d’utilisation du
MALDI-TOF ; jusqu'a présent, le découplage entréCaet la MS était considéré comme un
inconvénient. Cependant, nous avons pu montrer lgsefractions chromatographiques
recueillies sur des plaques MALDI pouvaient étrasssvées pendant une période suffisante
(supérieure a 2 mois a +4°C). Cela permettait damgpremier temps le traitement des
données MS, et la sélection des marqueurs d’ingérdains second temps l'identification de
ces derniers (analyses MSMS).

Cette approche permet un gain de temps considérBhlanoyenne, une analyse MS/MS
« complete » sur 'ensemble des ions dépasse direbealors que I'analyse des marqueurs
sélectionnés ne dure que 17 secondes par ion (e8rajé une vingtaine d’ions est

sélectionnée au cours de I'étape de découvert@debqueurs).
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Dans notre stratégie, nous avons fait le choix planer seulement le peptidome
urinaire. Nous avons constaté que les urines pentetles patients ayant des néphropathies
chroniques avaient environ deux fois plus de peptique celles des patients transplantés
stables. Ceci est probablement di a une activagasique plus importante. Des protéases
ont peut-étre été libérées par les cellules rérddasites par les agressions que peut subir le
rein au cours des processus responsables de leopéfitie chronique.

Les protéines intactes représentent une sourcemelexité supplémentaire surtout
apres digestion trypsique, génant ainsi la détedlies peptides. Des résultats préliminaires
obtenus dans notre laboratoire ont montré, qudidation de la trypsine dans I'étude du
protéome urinaire génait la détection des peptitE#s dans les urines, par exemple les
fragments de 1@§2-microglobuline (Benkali, et al., 2007). Le praté® urinaire est constitué a
99% de protéines majoritaires (protéines seriquasales et protéines provenant du tractus
urogénital) (Thonkebokred 2004 ; Georgio 2001) nialgse du sérum ou du plasma nécessite
la déplétion de ces protéines (Ahmed 2003 ; Folikiel2004). De méme, il serait peut étre
judicieux d’utiliser la déplétion des protéinesnaires majoritaires pour faciliter la détection
des protéines et des peptides les moins abondaats nos travaux, on s’est focalisé sur
I'étude du peptidome urinaire, cependant, les n&urgiles plus discriminants des groupes
étaient pour la plupart des fragments de protéinggsaires abondantes (albumine,
uromoduline...). A ce stade de I'étude, nous n’'étigmas en mesure de déterminer la
spécificité de ces marqueurs. Ces résultats mdndesfiacon originale la prédominance des
peptides qui proviennent des protéines urinairgpntaires. La présence de ces marqueurs
discriminants est probablement secondaire a latitém du rein qui laisserait passer ces
protéines en plus grandes quantités chez les pasenffrant de néphropathie chronique. Il
est possible que ces marqueurs puissent discrirdiaetres pathologies rénales caractérisées
par des Iésions similaires a celles des néphragmtironiques de I'allogreffe.

Dans I'étude pilote réalisée sur les patients pkaméés rénaux, nous avons pu différencier les
patients transplantés stables de ceux ayant desssiistologiques de néphropathie chronique
en utilisant 'analyse en composante principale AP@on dirigée. Toutefois, nous n'avons
pas été en mesure de faire la distinction entrpdésnts ayant une néphropathie chronique de
grade 1 de ceux ayant un grade 3 par l'analyse ehtigpme urinaire. Ces résultats
confirment l'existence d’'une variabilité biologiqueterindividuelle importante dans la
composition du peptidome urinaire (dans notre amglglle représentait environ 24% de la
variabilité totale), notamment chez les patientanayune néphropathie chronique. Cette

variabilité pourrait étre due aux origines diversdse la néphropathie chronique

171



(néphrotoxicité des inhibiteurs de la calcineurirgget immunologique, infections virales...)
(Solez, et al., 1993).

La revue de littérature et les résultats des travaexposés montrent les limites
actuelles des approches protéomiques utiliséeplude plusieurs études ont été confrontées
a I'échec de la validation sur des groupes de matiendépendants. Cet échec est
probablement di au manque de fiabilité des appsopt@eomiques « classiques », en raison
de la démarche utilisée (recherche aveugle etragsigue) et de la complexité du protéome
urinaire et de ses variabilités (intraindividuedlgtre autre).

Cette recherche globale ne permet que I'étude d®gipes majoritaires (biomarqueurs de
conséquences). Des approches plus rationnellesbiées doivent étre envisagees afin
d’identifier des marqueurs plus spécifiques deolésirénales. Cela implique en premier lieu
une bonne connaissance des mécanismes physiogatjuas de la maladie étudiée.
Récemment, de nouvelles méthodologies de recheleH@omarqueurs ont été proposées.
Ces approches privilégient I'utilisation de modesgmples, comme les modeéles cellulaires
(étude du sécrétome) (Hathout, 2007) ou I'étudectkr des tissus cibles par imagerie MS.
Les modeles cellulaires sont difficilement réalisalpour des systémes complexes tels que
le rein, mais cette approche a un grand intérés dmmecherche de biomarqueurs pour les
cancers (culture cellulaire de lignées cancéreuses)

L’imagerie MS consiste a visualiser la compositianléculaire d’un tissu directement par
spectrométrie de masse (MALDI-MS), en d'autres #ma réaliser « une image
moléculaire » et a visualiser ainsi une échellegyes la inexplorée par les études
histologiques microscopiques. Cette technique deyparmettre la détection (et plus
difficilement 'identification) des biomarqueursrectement dans les tissus étudiés (Brunelle
et Laprevote, 2007).

Dans la méme logique, I'Histomique semble étre approche trés prometteuse pour la
découverte de nouveaux biomarqueurs. Elle congistéimmunisation d’animaux (rats,
souris, lapins) avec des urines provenant de patedteints de la pathologie rénale étudiée.
Les anticorps produits sont utilisés pour un cgblaistologique des tissus rénaux. Ainsi, des
marqueurs pour chaque partie du rein peuvent @drtifiés. Actuellement la société Biotrin
commercialise différents tests (immuno-enzymatiqde) détection des atteintes rénales
(Shaw, 2007). Ces tests ont eté développés gréeteatechnique et plusieurs marqueurs ont
éte identifiés tels que :d’ glutathion S-transférase, marqueur spécifique’atéeinte du

tubule rénal proximal ; la Y1B glutathion S-tragrsfse pour I'atteinte du tubule rénal distal ;
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le Renal Papillary Antigen 1 marqueur de I'atteidte tube collecteur ; le Renal Papillary
Antigen 2 de l'atteinte du I'anse de Henlé ; laséuin (Apolipoprotéine J) comme marqueur

global de I'agression du rein (toxicité médicameste..).
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V. DISCUSSION GENERALE

La finalité de ce travail de thése était de saveicomment pouvons-nous faire mieux
avec les moyens dont nous disposons actuellement groéliorer le devenir des patients

transplantés rénaux ? »

Pour répondre a cette question, deux axes diff@éreratis complémentaires ont été
explorés : le diagnostic précoce et non invasif disfonctionnement du greffon, et la

meilleure utilisation des traitements immunosupgpeess.

La prise en charge rapide des événements altérgneffon (rénal ou autre), permet
sa préservation a long terme. Toutefois, cettevatdion implique des conduites a tenir, qui
sont différentes et contradictoires. En cas de dgegreffe, il faut augmenter les doses ou
changer les traitements immunosuppresseurs. Ennckga en cas de toxicite,
particulierement les toxicités rénales des inhivgdede calcineurine, il est impératif de
diminuer les doses des immunosuppresseurs. Le dimixa marche a suivre implique
obligatoirement la connaissance presque en temgdsdeél'état du greffon. Actuellement,
seules les biopsies des greffons permettent daifoum diagnostic fiable (a condition que ce
dernier soit réalisé et validé par plusieurs exetfémergence de moyens non invasifs pour
le suivi de I'état du greffon est certainement tibudéal pour améliorer le devenir des

patients transplantés.

D’autre part, I'utilisation de traitements immunpguesseurs efficaces et non toxiques
reste nécessaire a la préservation du greffongatemme. Pour la plupart de ces traitements le
suivi thérapeutique pharmacologique est obligatfiaerolimus et ciclosporine) ou au moins
recommandé (MMF et sirolimus). Ces molécules saatérisent par une grande variabilité
inter- et intra-patients. Cependant, la recherdatg fdcteurs responsables de cette variabilité

sera sans doute d’'une grande aide pour l'individaabn des posologies.
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Outre les facteurs biologiques et démographiquespdlymorphisme génétique constitue
'une des sources les plus importantes de la uéitélpharmacocinétique inter-patients.
Plusieurs études avaient montré I'inégalité degepts face a la toxicité ou a I'efficacité des
traitements.

Le polymorphisme génétique des récepteurs nuctsete que le PXR pourrait représenter
une part importante de la variabilité pharmaco@uét de nombreux médicaments. Ces
récepteurs jouent un réle important dans la réguiate la transcription des genes impliqués
dans la pharmacocinétique de la majorité des medints (50% des molécules sont
métabolisées par les CYPs). L'importance de lardmrtion du polymorphisme du PXR est
peut étre due a l'induction enzymatique provoquaelgs traitements associés chez chaque
patient (glucocorticoides, statines, inhibiteur des-protéases d’HIV...). Le polymorphisme
des genes codant pour les récepteurs nucléaires il responsable de variations
interindividuelles de cette induction. L'étude de Irelation pharmacocinétique-
pharmacogénétique pour ces genes pourrait étregitamd intérét pour améliorer I'efficacité

et la tolérance de nombreux médicaments.

Les études pharmacogénétiques constitueront sare dans un avenir proche un
préalable a la commercialisation d’un grand nond@enédicaments, au méme titre que les
études de toxicité ou de pharmacocinétique. Cea@ sel’'origine de I'émergence d’une
thérapeutique sur mesure pour chaque patient eldrhitement, a la bonne dose pour le bon
patient et en présence de diagnostic de certitutle assurant un traitement efficace, moins
toxique et a moindre colt. Le suivi thérapeutiquarmacologique et les biomarqueurs
servant pour le diagnostic constituent les outdsirpatteindre cet objectif. Cela permettra,
d’éviter les conséquences dramatiques de la mauwuatiisation de ces traitements et
entrainera inexorablement l'augmentation des déseme santé (frais d’hospitalisation,

examens complémentaires, traitements correcteurs...).

Comme pour la transplantation rénale, les axesiégudu cours de cette thése
pourraient présenter un grand intérét pour I'amation de la survie et de la qualité de vie
des patients atteints de pathologies silencieidssqtie le diabete, I'hypertension artérielle,
les cancers... Ces maladies sont considérées ca@sngroblemes majeurs de santé publique
et peuvent entrainer des séquelles graves et lisibles. Le diagnostic précoce et les
traitements adaptés sont les clés pour la réudsgdraitements de ces maladies. Ces outils

permettront d’éviter les effets indésirables grawesla résistance aux traitements comme
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c’est le cas par exemple pour les cellules cansésel_e suivi thérapeutique permettra une
bonne couverture thérapeutique, quant aux biomarquels permettent de poser un
diagnostic et de prédire un pronostic, mais aulsspeuvent servir comme outils pour : le
suivi de I'évolution de la pathologie et de I'eHigté des traitements « en temps réel ». Des
exemples intéressant des applications innovantegidenarqueurs peuvent étre évoqués : (i)
I'utilisation de profils peptidiques urinaires polar prise de décision pour une intervention
chirurgicale pour corriger une malformation cong@ei « |'obstruction de la jonction
urtéropelvique chez les nouveaux-nés ». L'utilzatile cette démarche non-invasive permet
de prédire I'évolution de cette malformation et décessité ou non d'une correction
chirurgicale de facon trés précoce (Decramer,.eR@06) ; (ii) 'utilisation des biomarqueurs
pour I'évaluation de I'effet réno-protecteur du @astran (antihypertenseur) chez les patients
atteints de néphropathie diabétique, a I'aide @uofil peptidique spécifique, Rossing et al.
ont pu détecter de fagcon non invasive la dégradate la fonction rénale chez ces patients
(Rossing, et al., 2005).
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VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les travaux réalisés au cours de cette these |@®objectifs principaux étaient d’étudier

la pharmacocinétique du tacrolimus et de mettrpant une technique pour la recherche de

biomarqueurs urinaires, ont permis :

Une meilleure connaissance de la pharmacocinétigugcrolimus chez les patients
transplantés rénaux. Nous avons pu mettre en éedaour la premiere fois I'effet du
polymorphisme dlthPXR NR112-25385C>T sur I'élimination du tacrolimus. Si ce
résultat était confirmé, la connaissance de ce tgpeao pourrait aider a
I'individualisation de la premiere dose du tacralBnet la détection des patients
potentiellement a risque de toxicité. L'influence ¢ génotype devra étre confirmée,
d’'une part sur des populations indépendantes,attr@ part, par des étudesvitro
sur des cellules transfectées avec le gene mutiée @aude pourra préciser les
conségquences phénotypiques de cette mutation.

Le développement d'un estimateur Bayesien pouvarddife avec précision
'AUC o.12n du tacrolimus chez les patients transplantés rénaupartir de trois
prélevements sanguins. Cet outil pharmacocinétmprapatible avec des pratiques
cliniques de routine, permet l'individualisation ldeposologie en cours de traitement.
La mise au point d’'une technique Nano-LC-MALDI-TOBEF pour la recherche de
biomarqueurs urinaires d’atteinte du greffon. Larogluctibilité ainsi que le pouvoir
discriminant de cette technique ont été vérifiéaud avons aussi proposé une
nouvelle facon d’utiliser le MALDI-TOF/(TOF). Le déuplage entre les différentes
étapes permet un gain de temps, nécessaire paualyi® d’'un grand nombre

d’échantillons.

Cette approche sera appliguée aux patients traniéplaénaux pour lesquels un
diagnostic histologique de certitude est disponibés échantillons seront répartis dans
différents groupes selon I'état histologique duffgire (rejets aigus infra cliniques, rejets
aigus, néphrotoxicité due aux immunosuppresseungm@iropathies chroniques). Cette
étude se déroulera en deux phases : i) une prenged&couverte, ou la méthodologie

développée sera appliquée ; ii) une deuxiéme ddataln sera menée sur un plus grand
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nombre d’échantillons urinaires, en se focalisaniquement sur les marqueurs
sélectionnés au cours de la premiére étape. L'éteperalidation sera réalisée en
utilisant un autre type de spectrométre de masSeNES/MS) en mode MRM (Multiple
Reaction Monitoring). Au cours de la validation, sintéressera a la quantification
relative, voire absolue, de I'abondance des mamgusélectionnés au cours de |'étape
de recherche, dans les échantillons urinaires gitonpe de patients indépendant. Dans

cette optique, des travaux de mise au point sonbars au sein de notre laboratoire.
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