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RESUME

De nombreuses études pharmacogénétigues (PG) oét rétlisées sur les
immunosuppresseurs (IS). Cependant, beaucoup singenessées a leur pharmacocinétique
(PK) alors que le plus souvent le Suivi Thérapegti®harmacologique permet de compenser
des différences d’exposition d’origine génétiqueu RI’études PG ont été réalisées sur les
effets indésirables des IS, parfois indépendantscdacentrations sanguines d’lS. Dans une
premiére partie, aprés un bref rappel méthodolagitps résultats d’études d’association PG-
effets indésirables des IS sont présentés. L'énédéisée sur la perte du greffon rénal a
permis de mettre en évidence I'effet majeur degmotphismes de la P-glycoprotéine (P-gp)
du donneur et laisse penser qu'une diminution &étde la P-gp pourrait aboutir a long
terme a une majoration de la toxicité de la ciobwspe par accumulation intracellulaire. Le
travail réalisé sur les effets indésirables digestu mycophénolate mofétil (MMF) a montré
une diminution du risque de diarrhée chez les pttiporteurs de l'allel&)GT1A8*2 qui
diminue I'activité cette enzyme intestinale. Enfigtude des polymorphismes des principales
protéines de la voie m-TOR fait ressortir une dumion de la concentration d’hémoglobine
chez les patients porteurs d’'un haplotype pargcude la m-TOR. Dans une deuxiéme partie,
l'intégration de données génétiques aux outilsdiVidualisation thérapeutique a été étudiée
avec un travail de modélisation de population dd’ka de I'Advagraf® et du Prograf®
confirmant le réle du polymorphisme CYP3A5 sur I Bu tacrolimus et permettant le

développement d’'un estimateur bayesien intégrapbbgnmorphisme.

Mots clés : pharmacogénétique, pharmacocinétique, immunossgpgues, cyclosporine,

tacrolimus, MMF, sirolimus, études d’associatiogffets indésirables.
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MMF : mycophénolate mofétil

m-TOR : mammalian target of rapamycin
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STP : suivi thérapeutique pharmacologique

CYP : cytochrome P-450

AUC : area under the curve

SNP : single nucleotid polymoprhism

ACMPAG : acide mycophénolique-acyl-glucuronide

MPAG : acide mycophénolique hydroxy-beta-glucurenid



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

Plus d’'un demi-siécle s’est écoulé depuis la presmiegansplantation d’organe en 1954. La
transplantation rénale est devenue le traitemerhdex pour des patients au stade terminal
de maladies rénalés’ et ceci grace a la découverte et au développedesnmédicaments
immunosuppresseurs®. L'objectif principal de I'immunosuppression es¢ dnaintenir le
greffon fonctionnel en ciblant I'activation des lo&s T et la production de cytokines,
I'expansion clonale, tout en limitant les risques tdxicité°. Au cours des deux derniéres
décennies, différents protocoles thérapeutiguegtEnévalués pour maximiser I'efficacité du
traitement immunosuppresseur. Le traitement seutien trois phases. La premiere est une
phase d’induction au cours de laquelle une puissamtnunosuppression est instaurée ; elle
démarre lors de I'opération (ou immeédiatement gprasst a dire lorsque le risque de rejet de
I'allogreffe est le plus forf. Les médicaments utilisés en France pour cettsepbant en
général une globuline antithymocyte (Thymoglobu®heet un antagoniste du récepteur de
I'IL2 (basiliximab, Simulect®)®. De fortes doses de corticoides sont aussi w#isél cours
de la phase d'induction Suit une phase d’entretien incluant généralernaatcombinaison
de deux ou trois agents immunosuppresseurs chaasisi les inhibiteurs de la calcineurine
(ciclosporine et tacrolimus), les anti-métabolitazathioprine et mycophénolate mofétil), les
inhibiteurs de la m-TOR (sirolimus et évéerolimuspesociant éventuellement des corticoides
3, La troisiéme phase est la phase de traitemewmentéels rejets aigus par des corticoides a
forte dose, une globuline antithymocyte et le iitubb pour les rejets médiés par les
lymphoctytes B%. Nous nous intéresserons dans ce travail aux @éeicts de la phase
d’entretien et notamment a la ciclosporine, audi@aus, au sirolimus et au mycophénolate
mofétil.

La ciclosporine a été découverte par Borel desrébwes Sandoz a partir du champignon
Tylopocladium InflatumDes 1978, son efficacité a été démontrée poubénHe rejet du
greffon rénal provenant de donneurs incompatibles pour le traitement de la maladie du
greffon contre I'hdte aprés une transplantatiom®lle dans le cas des leucémies aidues

Quand une cellule T reconnait un antigene étragg&ce a son récepteur spécifique, il se



produit une cascade d’évenements intracellulainetuant notamment une élévation des
niveaux de calcium et une activation de la calmodulLa calmoduline interagit avec la
cyclophiline A pour réguler I'activité de la caleiarine, une protéine de la superfamille des
phosphatases sérine/thréonine. La calcineurinelysatda déphosphorylation du NFAT
(nuclear factor of activated T-ce)lse qui lui permet de transloquer dans le noyaliastiver
'expression des génes de cytokines comme ['IL2I'lé# responsables d’'une réaction
immunologique. Kronkest al ont montré que la ciclosporine bloque I'expressiongéne de
I'lL2 dans les lymphocytes T activ8sLa ciclosporine exerce son action immunosuppressi
en se liant a la cyclophiline A pour former un cdexe inhibiteur qui bloque I'activité
phosphatase de la calcineurihe

Le macrolide immunosuppresseur FK506 (tacrolimus) en second inhibiteur de la
calcineurine puissant et sélectif découvert en 1084 a été isolé du champignon
Streptomyces tsukubaensiSon mécanisme d’action est proche de la ciclasporDes
données expérimentales ont d’abord été publiéd98n et les essais cliniques ont commencé
2 ans plus tard a Pittsburgh. L'utilisation du tdienus pour la prévention du rejet en
transplantation hépatique a été autorisée aux USA994 et en France en 1995. Trois ans
plus tard, il était autorisé en prévention du rejetransplantation rénale. Bien que la structure
moléculaire du tacrolimus soit différente de cetle la ciclosporine, leurs propriétés
immunosuppressives sont similairés Le tacrolimus exerce son action immunosuppressive
en se liant a une protéine intra-cellulaifK$06-binding protein FKBP-12) pour former un
complexe inhibiteur qui bloque l'activité phosplsdade la calcineurine. Il s’en suit un
blocage en chaine de la voie de la calcineurinetayaur conséquence une inhibition de la
translocation du facteur NFAT empéchant ainsi &ngcription des genes produisant les
cytokines et donc inhibant I'activation et la pféfation des lymphocytes T.

Le sirolimus connu auparavant sous le nom de Rapaey est un antibiotique
macrocyclique triene produit par un actinomyc&gdptomyces hygroscopidufl a été isolé

a partir d’échantillons de sol recueillis sur I'le Pague dans la région Via Atari de Rapa nui
ce qui a donné le nom de Rapamycine. Le sirolimét® anis sur le marché en 1999 aux USA
et en 2001 en Europe comme médicament immunosiggonedestiné a prévenir le rejet en
transplantation rénale. Il forme un complexe avacptotéine FKBP12 (immunophiline
intracellulaire) et ce complexe va ensuite se diaun domaine de lemammalian target of
rapamycin(m-TOR) ce qui va interférer avec la transmisgilonsignal de la m-TOR a ses

effecteurs’?. La m-TOR est une protéine kinase qui contrdlehasphorylation des protéines



régulant la traduction d’ARNm importants pour laogmression du cycle cellulair®. Le
mécanisme exact de blocage de la signalisation R-pér le complexe sirolimus-FKBP12
n'est pas élucidé mais il pourrait faire intervenire déstabilisation de l'interaction entre la
protéine m-TOR et protéine de régulation associé® m-TOR (Raptor)*. Le résultat de
cette interaction est un arrét du cycle cellularephase G1 et donc une inhibition de la
prolifération des lymphocytes T stimulés par IL2detI'expansion clonal&. L'évérolimus,

un autre inhibiteur plus récent de la m-TOR utiksétransplantation ne sera pas étudié dans
ce travail.

Le mycophénolate mofétil (MMF) a été le produit m’programme de développement mené
par Nelson, Allison et Eugui des laboratoires ROCHE. Leurs observations les ont menés
au postulat que la prolifération clonale des lynpes en réponse a un antigene était
largement dépendante de la voie de synthisa@ovodes bases puriqué& Le MMF est
administré par voie orale, absorbé et transformé ges carboxyestérases en acide
mycophénoligue, la substance active, qui inhib@kine monophosphate déshydrogénase de
type 2, une enzyme clé de la synthése des putlreéen suit une inhibition de la synthése du
guanosine-monophosphate a partir de I'inosine mioogphate qui est une étape critique et
limitante de la voie de synthése des purines demlyiphocytes B et . Le MMF a été mis

sur le marché en 1995 aux USA et en 1996 en Frapogs les résultats de trois essais
internationaux multicentriqué§?2 Le mode d’action des différents immunosuppressest

résume dans la figure 1.
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Figure 1. Individual Immunosuppressive Drugs and Sites of Action
in the Three-Signal Model d’apres Danesi et col., 2000, Mol Med
today %3

Les médicaments immunosuppresseurs sont carast@aséune variabilité interindividuelle
importante d’efficacité et d'effets indésirablesesCrariabilités phénotypiques dépendent des
variabilités pharmacocinétiques et/ou pharmacodymaes qui peuvent étre partiellement
expliquées par la pharmacogénétique. Ces médicam@mtfait de cette forte variabilité et
d'un faible index thérapeutique, sont soumis a wiviSThérapeutique Pharmacologique
(STP). Celui-ci est obligatoire pour la ciclospaiide tacrolimus et le sirolimus, comme
mentionné dans leurs résumés des caractéristiqupsoduit. Le STP conduit a administrer a
chaque patient une posologie individualisée catcslér la base de concentrations sanguines
pour atteindre une exposition cible au médicanmiempatient risque en effet, en cas de sous-
exposition, la survenue d’épisode de rejet parficadité (augmentant le risque de perte du

greffon) et, en cas de surexposition, des infestieindes syndromes lymphoprolifératifs mais
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aussi d’autres effets indésirables. Comme tousiedicaments faisant I'objet d’'un STP, les
immunosuppresseurs répondent aux criteres suivants

» mauvaise relation dose/effet mais corrélation eré® concentrations
sanguines et les effets pharmacologiques (thérgpeubu toxique)
faible index thérapeutique
variabilité pharmacocinétique inter-individuellegrimportante
pas de mesure directe de I'effet permettant d’atdpttraitement

YV V VYV V

existence de méthodes analytiques permettant usgdagans les milieux

biologiques

Dans la premiere partie de ce document, apres ppekasur la méthodologie des études
d’associations, nous nous intéresserons aux palEsEp protéines impliguées dans la
pharmacocinétique des immunosuppresseurs, nouslatétes leurs propriétés, leurs roles
dans la pharmacocinétique des immunosuppresseurslewat variabilité d’origine
pharmacogénétique. Nous présenterons ensuite urs@xge I'état de l'art, incluant pour
chaque immunosuppresseur étudié, les principalescasions entre pharmacogénétique et
pharmacocinétique décrites dans la littérature.dNar@senterons ensuite les principaux effets
indésirables et les associations pharmacogénétifies/ indésirables décrits. Nous
exposerons ensuite nos travaux personnels darentairtk, pour lesquels les objectifs étaient
de rechercher par des études d’associations lorekntre les polymorphismes :

o des protéines des voies de métabolisme et deptyetrde la ciclosporine et la
perte du greffon en transplantation rénale en prteea compte le génome du
donneur ;

0 des protéines des voies de métabolisme et de tdandp MMF et ses effets
indésirables digestifs ;

o0 des protéines cibles du sirolimus et de ses dfidsirables.

Dans une seconde partie, nous nous intéresserors n@ihodes d’intégration des
polymorphismes génétiqgues dans la modélisation nph@wcinétique de population des
immunosuppresseurs en greffe rénale. Nous feronsrappel du principe de la
pharmacocinétique de population, du test des caias génétiques et de la notion de pluri
modalité d’'une distribution et détaillerons nos/énax personnels dans ce domaine dont le but

12



était d’étudier I'effet d’'un polymorphisme du CYP3Ampliqué dans le métabolisme du
tacrolimus sur la pharmacocinétique de ce médicamen
Enfin dans une discussion globale, nous préserget@pport de nos résultats aux

connaissances actuelles et les perspectives dans léomaine.
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CHAPITRE 2 : ASSOCIATION ENTRE
POLYMORPHISMES ET EFFETS
INDESIRABLES DES
IMMUNOSUPPRESSEURS

Nous aborderons dans cette partie d’abord desitigfi® et la méthodologie générale des
études d’associations puis nous nous intéresser@msuite aux associations
pharmacogénétiques décrites dans la littératurecezoant les effets indésirables des

immunosuppresseurs.

I Définition et méthodologie des études

d’'association en pharmacogénétique

La pharmacogénétique est I'étude de l'influence \degations de la séquence d’ADN sur la

réponse au meédicament (efficacité ou toxicité). plaarmacogénétique s’intéresse aux
polymorphismes génétiques des enzymes du métalmlides protéines de transport ou des
récepteurs contrélant I'expression de ces syst@megmatiques ou de transport (associés a
une variabilité pharmacocinétique). Elle s’'intéeepar ailleurs aux cibles ou récepteurs des
meédicaments (variabilité pharmacodynamique).

L'objectif ultime de la pharmacogénétique est dettreeau point des tests de dépistage
génétique permettant d’identifier les sujets rémamd et non répondeurs a un médicament
donné, les sujets a risque de survenue d’'un évarientgsirable pour un médicament donné

et éventuellement de sélectionner le médicamefd dase la plus adaptée a chaque individu.
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I.1 Principe général d'une étude

d’'association en pharmacogénétique

Le but des études d’associations est d’étudiemdéstions entre une variable de réponse
(phénotype d’efficacité ou de toxicité) et un ois gmlymorphismes génétiques (ou single
nucleotid polymorphisms : SNP).

Il existe deux types d’approches pour les étudassdiciation en pharmacogénétique :

* les approches gene(s) candidat(s) pour lesqueilesgxiste une hypothese
mécanistique impliquant le(s) gene(s) étudié(s)sdin phénotype d'intérét. Le
nombre de SNPs étudié sera limité et il pourraiéteressant de réaliser, si les SNPs

sont en déséquilibre de liaison entre eux, uneegbad haplotype.

» Les approches pan-génomiques ou GWAS (Genome Wsdeckation Study) pour
lesquelles des puces a ADN seront utilisées. Gafesgts’interessent a la variabilité
de lintégralité du génome, sans hypothése biolmgigle grand nombre de
polymorphismes testés implique de disposer d’'un brende sujets suffisant pour

garantir une puissance statistique correcte.

Nous nous sommes intéressés plus particulierementtdes d’associations par approche
gene candidat. Dans cette approche, le choix d&s ®§t basé sur une hypothese biologique
et guidé par la fréquence allélique des SNPs d&htéinsi que par le modéle génétique
utilisé. En effet, la puissance et le nombre detsujécessaire dépendent de I'effet attendu, de
la frequence du polymorphisme étudié ainsi que ddeate génétique utilisé. Nous définirons
dans la partie suivante les haplotypes, les diftéseméthodes utilisées pour la détermination

des haplotypes puis les modéles génétiques.

I.1.(1) Marqueurs génétiques étudieés

I.1.1.(a)Polymorphismes génétiques isolés

Les substitutions de paire de bases, présentesiaeditéquence >1% dans la population sont
appelées SNP. La fréequence dans le génome hustaapgroximativement de un SNP tous
les 100 paires de bases en fonction de la régiogede. Ces SNPs sont des marqueurs du
génome intéressants pour détecter des différerfe@sopypiques, cependant, il existe plus de
10 millions de SNPs dans le génome humain.
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Les SNPs des régions codantes peuvent étre difiésean

* non synonyme si le SNP résulte en une substitafimcide aminé

* synonyme si la base substituée ne modifie pagiéaaminé encodé.
Des SNPs non synonymes résultent en une substitdticn nucléotide qui peut changer
'acide aminé, celui-ci pouvant modifier la struetude la protéine, la stabilité de celle-ci,
I'affinité du substrat ou introduire un codon stayant pour conséquence l'obtention d’'une
protéine tronquée qui aura généralement perdu smgrigiés fonctionnelles. Les SNPs
synonymes ne changent pas l'acide aminé du codas peaivent avoir des conséquences
fonctionnelles (stabilité du transcrit, epissade)s SNPs non codants peuvent se situer au
niveau du promoteur, en zone intronigue ou au nivkss autres régions régulatrices, pouvant
affecter la liaison des facteurs de transcripti@g enhancers (ce sont des séquences

régulatrices activatrices de la transcription)stibilité du transcrit ou I'epissage.

I[.1.1.(b)Haplotype

Les haplotypes sont constitutés de SNPs en déixgude liaison entre eux c’est a dire qu'ils
sont associés de facon non aléatoire. Il existesiglus méthodes pour déterminer les

haplotypes les plus probables pour chaque indiviehs. méthodes sont décrites ci-dessous.

[.1.1.b.(3) Détermination des haplotypes

Lorsque le génotype d'un individu diploide est d#&ieé, le résultat va se présenter sous la
forme d’une liste de génotypes pour chaque loaudi€t Considérons par exemple le cas de 3
loci dialléliques ; les génotypes de quatre syjetsvent étre, par exemple, AA bb CC, Aa BB
cc, aa Bb Cc et Aa Bb Cc. Les haplotypes des deemiprs individus peuvent étre
déterminés intuitivement sans erreur : I'individpdssede deux copies de I'haplotype AbC et
lindividu 2 a les deux haplotypes ABc et aBc. ¥ m donc aucune incertitude si lI'individu
ne possede pas plus qu'un loci hétérozygote. Dams les autres cas, les haplotypes ne
peuvent pas étre déterminés intuitivement. En ffatividu 3 peut avoir les combinaisons
d’haplotypes aBC/abc ou aBc/abC et le nombre de bomrson va augmenter
exponentiellement avec le nombre de loci hétéramgol’individu 4 pourra avoir les
combinaisons haplotypiques suivantes : ABC/abc,/ABC, aBc/AbC ou aBC/Abc. Il existe
plusieurs possibilités pour déterminer les haplesyp partir des génotypes ; cela revient a
s'intéresser aux génotypes des parents. Si lesty®w des parents sont connus, les
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haplotypes de la descendance peuvent en généralé@arminés. Si les parents de l'individu
3 ont pour génotype Aa Bb Cc et Aa Bb cc, alorapibtype de l'individu 3 sera aBC/abc.
Cependant, si les génotypes des parents sont A@cBét Aa Bb cc, alors on ne peut pas
déduire 'haplotype facilement. Une autre solutpmur trouver I'lhaplotype d’un individu est
d'utiliser des méthodes qui permettent d’amplifiséparément chaque chromosome
permettant une détermination directe de la séqueaddaplotype’”. Bien que ces méthodes
existent, elles sont trop lentes et trop coutepses pouvoir étre utilisées a grande échelle.
Des méthodes de statistique, aujourd’hui largernéhsées, ont été développées. L'idée de
base est que les individus homozygotes pour taukte ou hétérozygotes pour un seul loci
donnent une information sur la fréquence des hgpdst et cette information va étre utilisée
pour déterminer la séquence des haplotypes dessairtdividus de la population. De
nombreuses méthodes ont été développées parmelesyoelles basées sur le maximum de
vraisemblancé®, le principe de parcimoni®, la théorie combinatoiré et la distributiona
priori dérivée de la théorie de la coalescefic€ette derniére méthode est la base du logiciel
PHASE qui donne a I'heure actuelle les meilleussiitats dans des études de simulaffon
Ces techniques permettent aussi de déterminer, poumdividu donné€, I'haplotype le plus

probable quand il y a des données manquattes

[.1.1.b.(Gii) Intérét et limites de I’étude par haplotype

I1.1.1.b.i.1 Intéréts

» Un haplotype est défini par la combinaison d’alelde deux ou plusieurs loci
différents sur un méme chromosome. Quand plusi@atgmorphismes sont en
déséquilibre de liaison entre eux, les analysegpeddamment peut entrainer un biais
de l'estimation de l'effet génétique car I'assocatentre un polymorphisme et un
phénotype comprend l'effet de tous les polymorplkismen déséquilibre de liaison
avec celui-ci et pas seulement I'effet d’un seuypmrphisme.

> L'effet d’'un polymorphisme fonctionnel peut étre sqaé ou minoré s’il est étudié
indépendamment des autres polymorphismes avecelssijest en désequilibre de
liaison. Cela explique que dans certaines situgfié® polymorphisme fonctionnel
n'est pas celui qui soit associé au phénotype alys@ univariée.

> Les haplotypes définissent une unité fonctionndbat I'effet ne pourrait pas étre

prédit par les difféerents polymorphismes qui le posent. L'analyse par haplotype
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peut permettre I'identification d’'interactions indétables en prenant en compte les
polymorphismes seuls dans I'analyse.
» De plus, I'analyse par haplotype conduit a une céda importante du nombre de

tests statistiques quand on étudie plusieurs SNRsredésequilibre de liaison.

[.1.1.b.ii.2  Limite

D. Trégouet recommande de toujours commencer paaoalyse prenant en compte chaque
SNP 3°. En effet, en présence dun déséquilibre de limisnodéré ou faible, un
polymorphisme fonctionnel peut étre porté par @uss haplotypes dans lesquels son effet
serait dilué. Il est donc important de réalisebdi@ une analyse univariée basée sur les SNPs

pour détecter un effet qui aurait été « dilué »sdaffet de I’haplotype.

I.1.(2) Choix des modeles génétiques
Il existe plusieurs types de modéles génétiques :
Soient un marqueur biallélique de type SNP et A0etpp2 les proportions génotypiques du
marqueur dans la population, déterminées a patfed proportions alléliques (pa et pA = 1-
pa) :

p0 = pa?
pl = 2pa(l-pa)
p2 = pA2

Soient f0, f1 et f2 les pénétrances (c'est-a-diserisques pour un individu de contracter la
maladie (ou le phénotype) sachant qu’'il possédeudkl génotype) associées aux génotypes
aa, aA et AA respectivement. A partir des pénétranon peut définir n'importe quel mode
de transmission de la maladie (ou du phénotype).

Si I'on considere A comme étant l'allele de susit®i, on obtient les modeéles suivants :

f1 =10 et 2=1f0+c définit le mode réceg$t).
fl=f0+c et f2=fl+c=f0+2c définit leade additif (A).
fl=fOxc et f2=flxc="f0xc? définit le e multiplicatif (M).
fl=f0+c et f2=f11 définit le mode domingy).

f2 =10 et f1=f0+c définit le mode co-dorait (S).

Le choix du modele peut étre déterminant pour dérepmun effet d’'un génotype sur un
phénotype dans une étude d’association. Ainsi éaftral ont montré par simulation de
population que le modeéle additif frequemment dilgr défaut ne permettait pas d’atteindre
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une puissance suffisante (surtout si les effetessits sont importants) et conseille de tester

les modéles dominants et récessifs

I.1.(3) Nature des phénotypes étudiés et

stratégie d'étude

Pour les études d’associations, les tests statestigtilisés dépendront du type de phénotype

étudié.

I.1.3.(a)Préambule : risque alpha et p de

significativité

Les tests de signification sont utilisés pour déteer si les différences observées entre les
groupes sont plus importantes que si elles étalaes au hasard. Pour des raisons assez
arbitraire, une valeur de p inférieure a 0,05 asitnellement utilisée pour dire que le résultat
n'est pas dd au hasard. Une valeur p de 0,05 iggnifil y a 5 pour cent de chance que I'on
conclue que les deux groupes different alors quéddgifferent pas réellement (appelée aussi
risque de premiére espéce ou risqueAinsi, une faible valeur @ conduit & une faible zone
de rejet a tort. Il 'y a une différence entre leuis d'erreur de *° espéce et le degré de
signification statistique « p ». Le risque d’err@ast une caractéristiqgue du test fexériori

qui fixe le pourcentage de cas ou on conclura gt d& I'hypothése nulle alors qu’elle est
vrai contrairement au degré de signification qui asaché a un échantillon, soumis a des
fluctuations aléatoires et calcuk® posteriori Il mesure I'écart entre cet échantillon et
I'hypothése nulle. C’est une variable aléatoire pdee entre 0 et 1 qui va dépendre de
nombreux facteurs tels que le choix du test etcdeslitions d’applications. La détermination
de la valeur de p n’est pas suffisante pour jugedadréalité d’'un effet. Aujourd’hui les
statisticiens recommandent ['utilisation conjoirde l'intervalle de confiance plus aisé a
interpréter (qui peut mieux rendre compte de I'img@oce de I'effet) et le calcal priori de la
puissance. De plus la valeur de p ne reflete pastément I'importance de I'effet clinique :
une différence entre les 2 groupes importante quigient mais sur peu de sujets pourra
entrainer une valeur de p>0,05 et a l'inverse ufférdnce sans signification clinique mais
mesurée sur beaucoup de sujet pourra donner uaerwd p<0,05. Finalement, il convient
d'analyser les résultats de deux points de vué stétistigue (qui vise a déclarer une

différence statistiquement significative) et (iilnaue (en analysant 'importance clinique de
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la différence absolue observée). Ainsi le dogmtadsgnificativité statistique peut étre ne pas

étre pertinent pour la pratique médicale.

I.1.3.(b)Phénotype binaire

1.1.3.b.(i) Phénotype binaire indépendant du temps

Pour une étude gene candidat avec un phénotypeebiman dépendant du temps (exemple
d’'une étude randomisée, prospective, pour laquefiepatients ont été inclus « au méme
moment » et dont la durée de suivi est de 1 amgdeession logistique pourra étre utilisée.
Nous avons étudié avec ce type de modéle I'impestpblymorphismes de la voie de la m-
TOR sur les effets indésirables cutanés, les cedéntes infections liées au sirolimus.

[.1.3.b.(ii) Phénotype binaire dépendant du temps

Dans une étude géne candidat avec un phénotypieebifdgendant du temps et une durée de
suivi variable selon les patients, un modele deisuel que le modéle de Cox pourra étre
utilisé. Pour réaliser ce type d’étude d’associgtib faudra utiliser des outils statistiques

permettant de prendre en compte le modele génétidoies avons étudié avec ce type de
modéle I'impact des polymorphismes de protéinemdtabolisme et de transport sur la perte

du greffon liée a la ciclosporine et les diarrhigsss au MMF.

I.1.3.(c) Phénotypes continus

[.1.3.c.(i) Variable continue a un moment donnée

Pour une étude géne candidat avec un phénotypengoiiexemple de I'AUC de

ciclosporine), la régression linéaire multiple paugtre utilisée.

20



[.1.3.c.(ii) Etudes longitudinales

La plupart du temps dans ce type d’étude, les desd&in phénotype continu sont mesurées
a plusieurs moments dans le temps (exemple dé#imine en umol/L mesurée lors de visite
a 7j, 30j ,90] et 360j post transplantation). It @s#éressant dans ce cas de caractériser
I'évolution du paramétre dans le temps et de ratieerl’effet de covariables génétiques sur
cette évolution. Les modeles a effets mixtes salatptés a la modélisation des variables

longitudinales (faisant I'objet de mesures répétées

I.1.(4) Puissance et nombre de sujets

nécessaires

Comme nous l'avons vu précédemment, le calcul deulasance ou du nombre de sujets
nécessaire dépend de l'effet attendu mais aust di€quence du SNP ou de I'haplotype
étudié. Plus un génotype sera fréquent, plus d semcontré dans un échantillon et plus le
nombre de sujets a inclure pour montrer un effetceegénotype sera faible. Des outils
spécialisés permettent de réaliser le calcul duhmende sujets nécessaire et/ou de la
puissance du test tel que le package gap de R puogamme en ligne Genetic Power

Calculator  fttp://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/ Ces logiciels intégrent les

particularités des analyses de génétique (choiallele génétique, fréquence des alleles).

I.1.(5) Méthodes de sélection et de
validation d’un marqueur génétique
prédictif

Dans les études d’associations, on étudie I'hymatitBindépendance (hypothése nulle) pour
montrer que I'existence d’'un polymorphisme est eig#sa une augmentation de la fréquence
observée de I'évenement. Pour conclure au rejéthgpothése nulle et a I'existence d’'une

association entre un polymorphisme génétique et pinénotype, la méthodologie

recommandée obéit a des régles clairement déeftistandardisées.
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I.1.5.(a)Analyses univariées et situation de

comparaisons multiples

Lorsque des comparaisons impliquant les mémes dsrsant réalisées, la probabilité qu'une
comparaison indique une différence statistiguersmgmiificative augmente avec le nombre de
comparaisons. Des corrections ont été proposées @oter l'inflation du risque alpha

lorsque plusieurs comparaisons statistiques sargssaires. Ces corrections sont utiles par
exemple dans le cas ou l'effet de plusieurs SNRssescessivement testé, en analyse

univariée, sur un méme phénotype.

La méthode la plus simple est celle de Bonferrencore appelée méthode de Bonferroni-
Holm. Elle consiste a corriger le niveau de sigaifivité par le nombre de tests réalisés : pour
5 comparaisons, la correction de Bonferroni indigugue le test est significatif a 5% si dans
'analyse univariée, un degré de significativitdeneur a 0,05/5 (soit 0,01) est obtenu.
Typiquement cette correction s’applique dans leslés GWAS, pour lesquelles I'ensemble

des SNPs du génome est successivement étudié lgaeanaivariée.
I.1.5.(b)Analyse multivariée

En cas d'analyse multivariée, la premiére étapesista a sélectionner les variables
pertinentes pouvant influencer le phénotype d’&ttéCette étape inclut un test des variables
d’intérét en analyse univariée, en retenant unauiwae significativité compris entre 0,1 et 0,2.
Un modele intermédiaire comprenant toutes les bkasasélectionnées en analyse univariée
est construit. L’analyse multivariée consisterauiesen une sélection des variables d'intérét,
a partir du modéle intermédiaire, qui pourra éasde sur une procédure pas a pas ascendante
ou descendante. En pratique, la variable la moigsifeative est exclue du modéle
intermédiaire et 'on compare les modéles embdagsc et sans la variable) par le test du
maximum de vraisemblance ou la comparaison degéresitd’Akaiké ou de Schwartz. On
recommence cette opération jusqu’a ne garder guealgables influencant significativement
le phénotype. Le modele ainsi développé sera oglili décrit le mieux les données.
Cependant, on attend du modele qu'il soit utilisadhns une autre population que celle qui a
servi a développer le modéle.
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I.1.5.(c) Validation des modeles

Il existe deux types de validation :

* Lavalidation interne :
Les procédures de validation croisée les plussagk reposent sur des techniques de ré-
échantillonnage telles que le ré-échantillonnagéatalre par groupes ou par sorties
individuelles (méthode de Jacknife) et le bootstrap

o Méthode de ré-échantillonnage par groupe : le neodsd défini sur une partie des
individus étudiés (exemple les 2/3 ou les 3/4 voikdans le cas de la méthode de
jacknife) et il est testé sur les individus exclusette procédure est répétée en
excluant a chaque itération un nouveau groupe ounauvel individu. L'effet
observé dans le groupe de développement du modeta étre retrouvé dans le
groupe de validation.

o Meéthode par «bootstrap » : elle consiste a ré-ddloemer un grand nombre de
fois I'échantillon initial qui a été réellement peé dans la population, I'inférence
statistique étant basée sur les résultats des ttdraainsi obtenus. La technique
de bootstrap est itérative. La premiére étape stngi tirer aléatoirement avec
remise n-1 individus parmi les n formant I'échdatil initial. A chaque tirage,
chaque individu posséde une méme probabilité dadigdans I'échantillon de
bootstrap égale a 1/n. La seconde étape consgtedler la moyenne empirique
sur I'échantillon de bootstrap. Ces deux étapes samuite répétées un grand
nombre de fois, typiquement 500 ou 1000. Les 500yemoes empiriques
fournissent alors une approximation de la distidyutle la vraie moyenne, dont la
valeur estimée correspond a la moyenne empirigees@® moyennes issues des
échantillons de bootstrap. L'estimateur ainsi obtest alors plus robuste que la
moyenne empirique sur I'’échantillon initial. Lesstiibutions statistiques des
parameétres estimés dans le modeéle initial et demédhantillons bootstrapés (donc
500 jeux de valeurs) sont comparées.

* Lavalidation externe

La validation externe est plus robuste. Il s’agittiiser un deuxieme échantillon de

données, indépendantes de I'échantillon qui a setaiconstruction du modele, et de

comparer les valeurs prédites par le modele etde=surs observées. On peut utiliser

pour cela le test de Homer Lemeshow qui évalue daliBration du modeéle ». Il
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compare les effectifs de malades et non maladesitpréux effectifs observés dans
chaque groupe. Il consiste donc a regrouper lesres@igons en un petit nombre de
groupes de mémes effectifs (ex.10) a partir deidtilbution du risque prédit par le
modele logistique pour chaque sujet. On compareitene nombre de cas et non cas
observés et prédits au sein de chaque groupedg IcBun chi deux. Plus le degré de
signification du test est faible, plus I'écart entes fréquences prédites et observées
est important et donc moins bon est le modéle.coesbes ROC (Receiver Operating
Characteristics) peuvent aussi étre utilisées prtzbabilité p(x) de la maladie est
prédite, a partir du modele, pour chaque obsenvatime valeur seuil (S) arbitraire
entre O et 1 est fixée. Chaque observation esté@ag malade » ou « non malade » en
fonction de la valeur de p(x) par rapport a S. @itue ainsi la sensibilité et la
spécificité associée a cette valeur de S. On re@moen pour toutes les valeurs
possibles de S entre 0 et 1 et on trace la seibsibi fonction de 1-spécificité. Ainsi,
un modeéle présentant une AUC supérieure a 0,75cessidéré comme bien

discriminant.
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ITI Etat de l’'art et revue de la littérature

Nous ferons d’abord un rappel des principales preggimpliquées dans le métabolisme et le
transport transmembranaire des immunosuppresspuis,nous nous intéresserons a leur
variabilité génétique. Nous aborderons ensuiterdétions décrites dans la littérature entre
ces polymorphismes et d’'une part la pharmacocinétide ces meédicaments (PG/PK) et
d’autre part apres avoir fait un rappel sur leetsffindésirables de ces médicaments, les
relations PG/PD.

II.1 Principales protéines impliquées
dans la pharmacocinétique des
immunosuppresseurs et variabilite
génétique

Un nombre limité de protéines de transport ou déabmdisme jouent un réle clé dans la
pharmacocinétique des immunosuppresseurs. Nousdeabos dans ce chapitre les
cytochromes P450 3A (enzymes de métabolisme deephgsles UGTs (enzymes de
métabolisme de phase 2) et enfin les transportaues la P-glycoprotéine (transporteur
d’efflux), la protéine MRP2 (transporteur d’efflytgs OATPs (transporteurs d’'influx). Nous

aborderons pour chaque protéine leurs caractaredtiggénérales, leurs réles dans la

pharmacocinétique des immunosuppresseurs et leabiléé d’origine pharmacogénétique.

Les schémas ci-dessous décrivent de fagcon syntieélas principales protéines impliquées

dans le métabolisme et le transport transmembadas immunosuppresseurs.

25



CsA

> CsA

‘/ o

| cYp3a4
CsA - CYP3A5

CsA+AM metabolites

Figure 2.

de la ciclosporine (csA)

T
CYP3A4

| CYP3AS '

k——“— CsA

CsA+AM métabolites

Elimination biliaire

Protéines impliqguées dans le métabolisme et le transport

26



TAC TAC

‘/ o

| cyp3as NN ' 4
TAC =1 CYP3A5 '

TAC + métabolites (M-I, I, IlI, VI)

|

Elimination biliaire

CsA+AM metabolites
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Figure 5. Protéines impliquées dans le métabolisme et le transport
du sirolimus (SRL)
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II.1.(1) CYP3A

II.1.1.(a) Généralités

La famille des cytochromes P450 (P450) est compdeédrus de 50 isoenzymes responsables
du métabolisme oxydatif de nombreux composés emdsget xénobiotiqued. Les CYP3A,
représentent 40% des P450 présents dans le foiaimitthet 82% de ceux présents au niveau
intestinal. lls sont responsables du métabolisme ptiess de 50% des médicaments
actuellement utilisé¥.

II.1.1.(b) Role dans la pharmacocinétique

des immunosuppresseurs

Ce sont les isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5 qui sosparsable de la majeure partie du
métabolisme de la ciclosporine, du tacrolimii$® et du sirolimus®. En revanche, ils
n’interviennent que trés peu dans le métabolism®IBA en produisant un métabolite mineur
du MPA, le 6-O-desmethyl-MPA Le CYP3AS5 a la particularité de n’étre expriméqinez
une partie des individus en raison d'un polymonplEsgénétique qui sera évoqué dans le
paragraphe suivant. Lorsqu’il est exprimé, il ciimte a I'activité totale des CYP3As mais de
facon variable suivant le tissu. Au niveau hépatici intestinal, le CYP3A4 resterait
lisoenzyme la plus importante en termes d’expmsset d’'activité. Dans le rein, c’est
lisoenzyme CYP3A5 qui serait majoritair®. Il existe une grande variabilité inter-
individuelle dans l'activit¢ des CYP3As intestinawt hépatiques responsables de la
variabilité inter-individuelle de la pharmacocimgte des inhibiteurs de la calcineurifieDu

fait de la prédominance d’expression du CYP3A5 dasgeins, des variations d’activité du
CYP3A5 en fonction du génotype du donneur, pountaigluencer I'accumulatiom situ de
ciclosporine ou de tacrolimus, et donc la néphriott’ de ces médicaments. Un autre

mécanisme pourrait passer par la présence de nhitdal@phrotoxiques des inhibiteurs de la
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calcineurine. Cependant, concernant la ciclosppitegetravaux corroborant cette hypothése
sont anciens (Christian and sewing 1995). En rdwanKupers et al ont observés dans un
travail plus récent une néphrotoxicité du tacrobnai font I'hypothése que celle-ci est due

aux meétabolites du tacrolimus produits dans lefgnefkuypers et al 2007).
II.1.1.(c) Variabilité pharmacogénétique

IL1lc(@) CYP3A4

Au moins 28 SNPs ont été identifiés a ce jour. AUBINP connu n’est associé a une perte
totale d’expression ou de fonction de I'enzyme. &®ant, certains SNPs sont susceptibles
d’étre associés a la variabilité inter-individuedle la capacité métabolique du CYP3A4. Le
SNP le plus étudié est une substitution de A veen@osition -392 de la région promotrice
du géne CYP3A4 caractéristique de I'all&l¥P3A4*1B*. La conséquence fonctionnelle de
ce SNP est controverseée : une étudeitro a montré que l'allel€YP3A4*1Bétait associé a
une augmentation de I'activité transcriptionelle @¥P3A4 ! alors que d’autres n’ont pas
observé d'effet sur I'activité catalytique de laf@ine®’. Les premiéres étudés vivo n'ont

pas observé d’effet fonctionnel @Y P3A4*1Bsur le métabolisme de I'érythromycine, de la

nifédipine ou du midazolaf?*

IL1.1.c(i) CYP3A5

Au moins 11 SNPs ont été identifiés a ce jour &SNP le plus étudié est une substitution
de A vers G a la position 6986 de l'intron 3 du gébYP3A5 appel€YP3A5*3 Dans la
population caucasienne, la particularité de ce 88tRjue I'allele sauvage est rencontré a une
fréquence inférieure a celle de I'allele variamyieon 15%). Ce SNP conduit a une enzyme
tronquée du fait d’une cessation prématurée dmthuttion®. Les porteurs homozygotes et
hétérozygotes de I'allele sauvaGdP3A5*1produisent des niveaux normaux ou faiblement
diminués d/ARNm CYP3A5 et expriment des taux seesilents similaires de protéine
fonctionnelle CYP3A5 (expresseurs du CYP3A5). Branehe, les porteurs homozygotes de
l'allele variantCYP3A5*3expriment des niveaux tres faibles voire indétdetade protéine
CYP3AS5 fonctionnelle (non expresseurs du CYP3ABY Ainsi, les personnes qui sont
porteurs homozygotes ou hétérozygotes de I'all¥®3A5*1devraient en théorie avoir une
plus forte clairance et une plus faible biodispditéborale des médicaments principalement
métabolisés par le CYP3A5 et devraient donc monttes signes d’inefficacité pour
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'administration d’une dose « standard ». Le fadtee expresseur du CYP3AS5 est fortement

corrélé avec un métabolisme hépatique par le CYHRB8#Brtantin vitro *>*.

II.1.(1) UDP-Glucuronosyl-

Transferases (UGTs)

II.1.1.(a) Généralités

La glucuronoconjugaison est une voie métaboliquguna pour des composés endogenes et
exogenes. Cette réaction est catalysée par lemardiphosphate-glucuronosyltransferases
(UGT) qui appartiennent & la superfamille des giytivansferase¥. Les UGTs catalysent le
transfert d’'un acide glucuronique sur de nombreéxlicements ou composés endogenes qui
possédent un groupement hydroxyle, carboxyle, aminsulfhydryle*®. Ces substrats sont
transformés ainsi en composés plus hydrophilesopii alors excrétés dans I'urine ou la bile
0 De fagon générale, les métabolites glucurocomsgant une activité biologique ou
pharmacologique diminuée mais dans un certain nerdbercas, ils peuvent étre plus actifs
gue les composés parents (exemple de la morphgheetronide) ou plus réactif (exemple
des acyl-glucuronides}.

Deux sous-familles principales d’'UGT ont été idiés, les UGT1A et UGT2 (sous-divisées
en UGT2A et UGT2B)%**® La famille UGT1A est constituée de 9 protéinesivas
(UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A5, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9 et 1A1Qputes codeées par un unique locus
d'un géne situé sur le chromosome 2q37.1Les UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6 et 1A9 sont
exprimées préférentiellement dans le foie alorslgadJGT1A5, 1A7, 1A8 et 1A10 ont une
localisation presque exclusivement extra-hépat@jdé Les protéines de la famille UGT2
sont codées par des génes situés sur le chromas8iriees UGT2A (2A1, 2A2 et 2A3) sont
principalement localisées au niveau des tissustif§&’ et ne participent pas au métabolisme
des médicaments. La sous famille UGT2B comprendofémes fonctionnelles (UGT2B4,
2B7, 2B10, 2B11, 2B15, 2B17 et 2B2¥)parmi lesquelles de nombreuses sont exprimées
dans le foie (2B4, 2B7, 2B10, 2B15, 2B17). Parns eazymes, 'UGT2B7 a été la plus
étudiée et semble avoir un réle important dansinti@lation hépatique de nombreux

médicaments®,
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II.1.1.(b) Role dans la pharmacocinétique

des immunosuppresseurs

Parmi les différentes isoformes impliqguées dangluauroconjugaison du MPA, 'TUGT1A9

est exprimée dans le rein, lintestin, le foie,ralgue les UGT1A7, 1A8 et 1A10 sont
exclusivement intestinale¥. Des donnéesn vitro laissent penser que 'UGT1A9 est la
principale isoforme meétabolisant le MPA avec unelication de 55%, 75% et 50% au
niveau hépatique, rénale et intestinale respeceéwent. Une étude sur des microsomes
humains a montré que la capacité de UGT1A8 a coejulp MPA était similaire a celle de

I'UGT1A9 (au moins 30 fois supérieure & celle deses UGT)®

. Toutefois, I'expression de
cette enzyme est limitée au tractus gastro-intastoe qui réduit son influende vivo sur le
meétabolisme systémique du MPA. L'UGT2B7 est le gpal isoforme responsable de la
formation d’AcMPAG *°. L'expression des protéines UGT est corrélée atiViaé
enzymatique et montre une importante variabilitérindividuelle. Ainsi, les SNPs dans les
genes codant pour les UGTs pourraient altérer iVidet de glucuronconjugaison. Cela
pourrait alors modifier le rapport MPA/métabolitetsle cycle entéro-hépatique du MPA (en
modifiant le métabolisme du MPA dans le tractugrgaisitestinal) et influencer les différents
phénotypes étudiés. Les résultats d’'une étnddtro suggerent que 'UGT2B7 interviendrait
dans la glucuroconjugaison hépatique de la ciclspcet du tacrolimu§’. Une étude plus
récente sur des microsomes a montré que 'UGT1A# kt principale isoforme impliquée
dans la glucuroconjugaison du tacrolinfis Cependant, cette voie de métabolisme semble
étre mineure par rapport aux CYP3A. Le sirolimug@ranche n’est pas métabolisé par les
UGTs.

II.1.1.(c) Variabilité pharmacogénétique

De tres nombreux polymorphismes ont été décritsr des UGTs. La liste de ces
polymorphismes, régulierement mise a jour par unigbd’expert, est disponible en ligne a
l'adresse : http://www.pharmacogenomics.pha.ulaa&gc/ugt_alleles/. Nous aborderons
dans ce paragraphe les principaux polymorphismes W8T jouant un rdle dans le
métabolisme du MPA.

Pour TUGT1A9, au moins 11 SNPs ont été identitiass les régions promotrices et codantes
du géne®® Les deux SNPs du promoteur -275 T>A et -2152 Ceffildent avoir I'impact
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fonctionnel le plus important. En effet, les porteetlhomozygotes ou hétérozygotes de ces
SNPs ont une expression protéique d’'UGT1A9 et atigigt de glucuroconjugaison du MPA
et du propofol dans les microsomes hépatiques auge® par rapport aux individus porteurs
du génotype sauvadé Ces deux SNPs étant en fort déséquilibre deotiait est difficile de
différencier leur contribution respective a cettéfédence d’expression et d’activité de
glucuroconjugaison. Les SNPs de la région promstdl0 C>T et -331 T>C, qui sont en
déséquilibre de liaison complet, ont aussi un irhfauctionnel®®, Les porteurs de ces SNPs
ont des niveaux de protéine hépatique et une setid glucuronconjugaison plus importants
que les individus porteurs du génotype sauvdgéne étude a montré une conséquence
fonctionnelle du SNP 98 T>C résultant en un chareggrd’acide aminé et en une activité de
glucuroconjugaison diminuée par rapport aux posteierla version sauvad® Cependant, du
fait de la tres faible fréquence de ce SNP (TT %97C=3%, CC=0%), il faudrait un nombre
important de patients pour pouvoir I'étudier avee puissance suffisante.

Au moins quatre polymorphismes ont été identifiéasdle géne UGT1A8 & ce jofft Le
SNP 830G>A UGT1A8*3, se traduisant par la substitution d’'une cyst@iaeune tyrosine
en position 277, a été associé a une diminutiofadm@mpacité meétabolique de I'enzyme de
prés de 50% pour le métabolisme du MPX* En dépit de la forte conséquence
fonctionnelle de ce SNP, il n'est que tres raremettouvé dans la population. Le SNP
518C>G UGT1A8*) résulte en une substitution d’alanine en glycinéa position 173.
Cependant, les données concernant la significativanctionnelle de ce SNP sont
controversées. Bernard et al ont observé une diroimde la vitesse maximale de production
d’AcMPAG a partir de MPA a l'aide d’'un modele cdlire mais sans différence dans les
paramétres cinétiques de I'enzyme pour la formatieMPAG®*. En revanche, deux autres
études n'ont pas observé de contribution de 'UGE & métabolisme du MPA,

Au moins 12 SNPs ont été identifiés pour 'UGT2B7c& jour ®. L'UGT2B7 802C>T
(UGT2B7*2 a été le plus étudié et résulte en une substitutiune tyrosine par une histidine
au niveau de l'acide aminé 268. Cependant, la cpresEe fonctionnelle de ce SNP est
controversé&®®’ et une étude n'a pas mise en évidence d'effetedSNP sur I'activité
catalytiqgue du MPAIn vitro ®. Six SNPs du promoteur fortements liés situés @sitipn -
1248, -1241, -1054, -842, -268 et 102 sont en daiiée de liaison inverse complet avec
'UGT2B7*2 Une étude réalisée dans notre unité avec dessoitres humains hépatiques a
conclu a une production d’AcMPAG significativemehiis €levée chez les porteurs du SNP -
842G>A par rapport aux porteurs du géenotype sau%ge SNP du promoteur -79G>A, en
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déséquilibre de liaison complet avec le polymonpmedJGT2B7*2 a été associé a une
diminution de I'activité catalytique pour les parte de la version muté&: cependant, une
fois de plus, du fait du déséquilibre de liaisomptet, il est difficile de déterminer le SNP

responsable de cet effet.

I1.1.(1) P-glycoprotéine (P-
gp)

II.1.1.(a) Généralités

Cette protéine aussi connue sous le nom de MDRartgpt a la super-famille des protéines
ABC (ATP Binding CassefleElle est codée par le geABCB1 C’est un transporteur ATP-
dépendant de 170kDa capable de transporter de eosd® substances endogenes et
exogénes de la cellule vers le milieu extra-ceilel®’. La figure 6 représente les différents
domaines de cette protéine. Elle est exprimée difiésents tissus (intestin, foie, rein) ou elle
constitue un systeme de protection permettant jg¢ereactivement des xénobiotiques de la
cellule vers la lumiére intestinale, la bile ouriie. Dans le rein, la P-gp est exprimée au
niveau de la bordure en brosse des cellules épitbgldes tubules proximaux. Il semble que
la P-gp rénale joue un rdle important dans I'éliation de toxines et de catabolites du

métabolisme cellulaire.
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Figure 6. Différents domaines de la protéine d’efflux MDR1 (SNP
non synonymes en rouge et synonymes en vert, exons dans les
carrés noirs) (The UCSF Pharmacogenomics of Membrane
Transporters project database is supported by NIH/NIGMS (UO1
GM61390)).

I1.1.1.(b) ROle dans la pharmacocinétique

des immunosuppresseurs

La P-gp a été décrite comme intervenant dans lar@wocinétique des inhibiteurs de la m-
TOR et de la calcineurine. Une étude réalisée amudsenotre unité a montré, en particulier,
que la P-gp limitait I'absorption intestinale dedibiteurs de la m-TORC. D’autres études
ont montré une limitation de I'absorption intestindes inhibiteurs de la calcineuriffd? Un
réle potentiel dans la pharmacocinétiqgue de I'aceophénolique a également été évoqué
sur la base d’'une étude conduite chez la souripef@ant, bien que le MPA semble étre

substrat de la P-gp, on peut penser que son ingoadtabsorption intestinale du MPA est
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probablement négligeable chez 'homme étant doeséldses habituellement administrées et
les concentrations intestinales associées, trémplement saturanté$

De part son importante expression au niveau réma-gp participe a I'élimination urinaire
des inhibiteurs de la calcineurine et du sirolinDa. peut poser I'hypothese qu’un défaut de
régulation positive ou une faible expression cauistie pourrait mener a I'accumulation
intra-rénale des inhibiteurs de la calcineurin@awgmenter leur néphrotoxicité a long terme.
En effet, des études expérimentales sur des mocdéletaires ont montré que l'inhibition de
la P-gp entrainait une accumulation intra-rénalecitéosporine’®. D’autre part, il a été
montré chez le rat que le sirolimus potentialisedfets néphrotoxiques de la ciclosporine via
une interaction pharmacocinétique qui entraine wuggmentation intra-rénale des
concentrations de ciclosporiffg Il a été prouvén vitro que cette interaction provenait de
linhibition de la P-gp par le sirolimu¥. On peut donc faire I'hypothése que I'activitélde
P-gp du greffon (sous le contrdle du génome du @oenmais aussi, pour une grande partie,
sous le contréle de I'environnement du recevels ¢gle la co-médication, 'alimentation),
pourrait influencer la toxicité rénale de la cigosne et probablement celle du tacrolimus

bien qu’il n’y ait pas a ce jour de données expérntales.

II.1.1.(c) Variabilité pharmacogénétique

Le geneABCBlest trés polymorphe avec au moins 50 SNPs idésitiice jour. Aucun SNP
du geneABCB1ne résulte en une perte totale d’expression ofowetion de la P-gp mais
certains SNP sont susceptibles d’expliquer unaepde la variabilité inter-individuelle de sa
capacité de transpoft Les polymorphismes les plus étudiés sont unetisuiisn de C vers

T en position 3435 (exon 26), une substitution dee® T en position 1236 (exon 12) et une
substitution de G vers T ou A en position 2677 (e2a)'®. Le SNP 2677G>T/A est un SNP
non synonyme qui résulte en un changement d’acidaéade la protéine. En revanche, les
SNP 1236 C>T et 3435 C>T sont des SNPs synonymes'ant pas pour conséquence de
changement d’acide aminé. Bien que ce soit un palghisme silencieux, il a été montré que
le polymorphisme 3435C>T conduisait a une diminutides niveaux d’ARNmM par
diminution de la stabilité de cet ARNf et & la formation d’une protéine altérée dans sa
conformation et sa fonctioff. Cependant, la significativité fonctionnelle de $8P reste
controversée : Hoffmeyaat al avaient décrit une association a la limite deidmifcativité

entre le génotype homozygote 3435TT et I'expressioninuée de la protéiné® mais
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d’autres études n’avaient pas retrouvés ce rédiftatUne étude sur I'expression placentaire
de la P-gp et le 3435 C>T chez la mére et le faddagsivait une association positive entre
I'expression de la P-gp et le génotype CC3435 dhemére et le foetus par rapport au
génotype variant 3435TT, mais dans un contexte efgs tmultiples®. Les études

d’associations entre I'expression de la P-gp etal@ses polymorphismes n'ont pas permi

8082 gu protéique de la P-gH®3

d’identifier des génotypes modifiant I'expressianARNmM
D’autres analyses étaient basées sur I'étude dptiyes plutbt que sur l'analyse par
génotype, ce qui doit théoriguement augmenter isspuce pour détecter des interactions et
des associations avec des SNP qui n'ont pas étypés °. Une étude a montré une
association entre I'haplotype 1236 C>T, 2677G>TARB C>T et I'expression en ARNm de
la P-gp®! mais ces résultats étaient basés sur une analys®ue groupes avec de trés faibles
effectifs de patients. A l'inverse d’autres étudeésnt pas montré d’association entre ces

haplotypes et I'expression en ARN¥hou protéique de la P-gp chez le fostflis

I1.1.(2) Multidrug Resistance Protein 2
(MRP2)

II.1.2.(a) Généralités

Les protéines MRP appartiennent également a larfsupile des transporteurs ABC. Elles
comptent 9 membres MRP1 (ABCC1), MRP2 (ABCC2), MKRRBCC3), MRP4 (ABCC4),
MRP5 (ABCC5), MRP6 (ABCC6), MRP7 (ABCC10), MRP8 (EEB11), et MRP9
(ABCC12)%. MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 et MRP7, sont des progime 190kDa et ont
dans leur structure 2 cassettes de liaison a I'fABC) et 17 hélices transmembranaires. Ces
protéines sont exprimées de fagon prédominante ldaimse mais aussi dans le rein et dans
lintestin . La protéine MRP2, produite par le géhBCC2contient 1545 acides amin®s

La figure 7 représente les differents domaines d#ecprotéine. Dans la membrane
canaliculaire des hépatocytes, MRP2 joue un rélpomant dans I'excrétion biliaire de
différents types de substances dont la bilirubioajuguée et de multiple métabolites
glucuronoconjugué¥®. Chez 'homme, certaines mutations héréditairessreésultent en une

perte quasi-totale de fonction de MRP2 caractérigaa maladie chronique : le syndrome de
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Dubin-Johnson (hyperbilirubinémie conjuguéd) La protéine MRP2 est exprimée dans le
rein au niveau de la face apicale des tubules praxx et serait responsable de I'efflux apical
dans l'urine des substrats. Les MRPs transportestcdmposés hydrophiles parmi lesquels

les glucuronides, glutathions et sulfuroconjugugsamposés endogénes et exogé€hes

Extracellular

Cytoplasn

Figure 7. Différents domaines de la protéine d’efflux MRP2 (SNP
non synonymes en rouge et synonymes en vert, exons dans les
carrés noirs). (The UCSF Pharmacogenomics of Membrane
Transporters project database is supported by NIH/NIGMS (UO1
GM61390)).

11.1.2.(b) ROle dans la pharmacocinétique

des immunosuppresseurs

La protéine de transport MRP2 intervient dans IFékon du MPAG et probablement de
'AcMPAG au niveau hépato-biliaire. Aprés son pagsdans la bile, de petites quantités de
MPAG sont détectées dans les selles (environ 6843 gle le reste est déconjugué au niveau
local par des bactéries intestinales pour redodneviPA. Le cycle entéro-hépatique conduit
a une augmentation secondaire des concentrationd’deplasmatique 6 a 12h apres la prise

contribuant & environ 40% de I'exposition au MPA Les SNPs conduisant & modifier
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l'activité de MRP2 peuvent en théorie influencempcecessus et donc affecter I'exposition au
MPA 2. Une sécrétion tubulaire active de MPAG dans Iises représente le mécanisme
d'élimination principale du MPA®. Ce mécanisme pourrait, au moins en partie, faire
intervenir MRP2%%. Un autre facteur important est I'inhibition de MR par la ciclosporine
entrainant une diminution de I'excrétion biliaine IPAG et donc du cycle entéro-hépatique
du MPA . Par conséquent, en l'absence d'ajustement degsdsesr la base des
concentrations, les transplantés rénaux recevani dgclosporine ont généralement des
expositions au MPA 30 a 40% inférieures a ceuxrggmivent du tacrolimus, sirolimus ou du
mycophénolate mofétil seuf®. Cet effet est compensé par le suivi thérapeutique
pharmacologique. En outre, les concentrations deA MiBgmentent apres l'arrét de la
ciclosporine”’.

Concernant les inhibiteurs de la calcineurine rd@gporteur MRP2 pourrait contribuer, en
plus de la P-gp, & I'excrétion biliaire de la ciporine et de ses métabolités en revanche,

le tacrolimus n’est ni substrat, ni inhibiteur deRFR *. Concernant le sirolimus, il n’y a
actuellement aucune preuve que le transporteur M&R2impliqué dans son excrétion

biliaire ou rénale.

I1.1.2.(c) Variabilité pharmacogénétique

Des polymorphismes du géne codant pour cette peotént été décrit® avec une action
possible sur I'exposition au MPA. Le polymorphistaelus largement étudié est un SNP du
promoteur -24 C>T. Cependant, les données condelaaionséquence fonctionnelle de ce
polymorphisme sont contradictoires ; en effet, aecdifférence en terme d’expression en
ARNmM ou d’expression de la protéine n'a été obseniez I'homme au niveau duodéi&l

ou placentairé®. Il semble,in vivo, que ce polymorphisme pourrait réguler positivemant
protéine’® Un autre SNP fréquemment étudié est le 3972 CeTeakon 28 qui est en
déséquilibre de liaison modéré avec le -24C%TCe SNP a été associé a une diminution de
I'exposition & l'irinotécan'® mais étant donné qu'il s'agit d’'une mutation siieuise, cet
effet pourrait étre la conséquence du déséquitileréaison avec le MRP2 24C>T. En effet,
aucun effet significatif sur '’ARNm ou I'expressiate la protéine n'a été obser/®. Le

troisieme SNP fréequemment étudié est le 1249G>Aed®n 10 entrainant la substitution
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d’'une valine par une isoleucine au niveau de l'a@diné 417. Cependant, ses conseéquences

fonctionnelles n'ont pas été clairement établifés

I1.1.(3) Organic anion transporter
peptides (OATP)

II.1.3.(a) Généralités

Ces protéines comptent 11 membres codés par des déna superfamille des Solute Carrier
(SLC; sous-famille SLCOQ '°*. Ce sont des protéines de transport transmembeanai
intervenant dans l'influx cellulaire de composémaimues. Les substrats de ces OATPs sont
notamment les sels biliaires, des stéroides coggjgdes hormones thyroidiennes, des
peptides anioniques et de nombreux médicament€pabiotiques. De par leur expression
sélective au niveau des membranes apicales ouab@sdés de cellules polarisées (foie, rein,
intestin), ces transporteurs peuvent affecter Baativement la pharmacocinétique et par
conséquent I'effet des médicaments substrats. ¥eani du tractus digestif, une expression au
niveau de la membrane apicale des entérocytes abigrvée et pourrait contribuer a
'absorption digestive de certains médicaments tsatss Au niveau hépatique, les OATPs,
localisés au niveau basolatéral de la membranehdpatocytes, interviendraient dans la
capture depuis le sang vers les hépatocytes. Rieneggmécanisme de fonctionnement des
OATPs ne soit pas entierement élucidé, une étummté suggere que les OATPs transportent
leurs substrats par une translocation & traverpara central, chargé positivemeit. Ce
transport est indépendant des gradients sodiqueasgiques ou chlores, du potentiel de
membrane et de la présence d’ATP. La capture destrats par les OATPs semble faire
intervenir un échange électroniquement neutre tameel la capture cellulaire est couplée a
I'efflux d’anions comme le bicarbonate, le glutathi ou des dérivés S-conjugués du
glutathion '°. Les protéines les plus étudiées sont celles mé@s au niveau hépatique :
OATP1B1 (anciennement connu sous le nom OATP2 ouTR8) et OATP1B3
(anciennement connu sous le nom OATP8) codées $aCO1B1 et SLCO1B3

respectivement.
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II.1.3.(b) Role dans la pharmacocinétique

des immunosuppresseurs

Le MPA n'est pas substrat de TOATP1B1 ou de I'OAB3 ". En revanche, son principal
métabolite, le MPAG, est substrat de ces deux pranasurs localisés au niveau des sinusoides
hépatiques®'® |Is participeraient & la capture du MPAG circtl@h constitueraient une
seconde voie d’alimentation du cycle entéro-hépatiqu MPA (en plus de la production
hépatique du MPAG). La ciclosporine est un inhilniteonnue des OATPs mais aucune
donnée ne permet de penser qu’elle soit substraesliéransporteurs®. Le tacrolimus n’est

ni inhibiteur, ni substrat de ces transportedfsConcernant le sirolimus, une étuidevitro
réalisée dans notre unité, avec plusieurs typdslaiebs (HEK293 transfectées, Caco-2 et
HepaRG) a montré que le sirolimus, comme la cidasp, n’est pas substrat mais inhibiteur

de ces transporteut’"

I.1.3.b.(i) Variabilité pharmacogénétique

De nombreux polymorphismes ont été décrits dangdess codant pour les OATPS Une
liste exhaustive peut étre obtenue par consultattes données du projet PMT
(« Polymorphism of Membrane Transporters » de Kdrsité de Californie a San Francisco :
http://pharmacogenetics.ucsf.edu). Trois SNPs doeg8LCO1B1 (338A>G, 521T>C et
463C>A), en fort déséquilibre de liaison entre et SNPs du géne SLCO1B3 (334T>G en
déséquilibre de liaison complet avec le 699G>A & G>C), résultants en un changement

d’acides aminés ont été particulierement étutfies™
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II.2 Associations
pharmacogénétique/pharmacocinétiqu

e/pharmacodynamie

Nous aborderons dans cette partie, pour chaque mosuppresseur, les relations décrites
dans la littérature, entre pharmacogénétique etnpd@ocinétique des immunosuppresseurs.
Nous décrirons ensuite pour chague immunosuppretseprincipaux effets indésirables et
ferons une revue de la littérature pour les asBonm pharmacogénétique / effets

indésirables.
I1.2.(1) Acide mycophénolique

[I.2.1.(a) Associations

pharmacogénétique/pharmacocinétique

[1.2.1.a.(i) Influence des polymorphismes de MRP2 sur

la pharmacocinétique du MPA

Plusieurs études ont recherché un effet du polymsmpe -24 C>T sur I'exposition au MPA
et la grande majorité n'ont pas observé d’assacriagntre ce SNP et les parametres
pharmacocinétiques du MPA et ce, quelque soit ibimbur de calcineurine associé

1071131155y ciclosporind®” 9. Seule une étude a rapporté des résultats ositif

(tacrolimus
Naesens et al ont étudié 95 patients transplamdésur co-traités par tacrolimus et ont
constaté qu’en peériode précoce post greffe (J 8z ces patients présentant une dysfonction
hépatique, les patients porteurs du génotype sau€&i24 présentaient une exposition au
MPA plus faible, pour une méme dose, comparé atierga porteur d’au moins un allele
muté®’. Les auteurs observaient en outre une AudgHe MPA largement plus faible, ce qui
suggere une diminution du cycle entéro-hépatique.p&riode stable, l'allele variant était
associé a une plus faible clairance orale au MPL&ette étude rapportait un effet similaire
pour le SNP 3972 C>T sur la pharmacocinétique duAMRependant, ce SNP étant
silencieux, il est probable que cet effet soialieSNP -24 C>T. En revanche, un travail de la

méme équipe n'a pas retrouvé d’association ensr&MPs de MRP2 et I'exposition au MPA
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chez 100 patients transplantés réntixDe méme, Baldelli n'a pas observé d'influence du
24 C>T et 1249 G>A sur I'exposition au MPA et MPAE. Une étude portant sur 388
transplantés rénaux co-traités par du tacrolimaspas observé d’'association entre le SNP
3972 C>T et I'AUG.12ndu MPA®. De méme, nous n'avons pas observé d'effet dSkds
sur la pharmacocinétique du MPA chez des transfdaménaux co-traités par de la

ciclosporine, du tacrolimus ou du sirolimi4

I1.2.1.a.(ii) Influence des polymorphismes des OATP

sur la pharmacocinétique du MPA

Une étude réalisée dans notre unité et une étadis@e chez 87 transplantés rénaux japonais
traités par du tacrolimus n’ont pas mis en évideteeelation entre les polymorphismes de
I'OATP1BL1 et la pharmacocinétique du MPX13

En revanche, nous avons observé chez 70 patieatsptantés rénaux co-traités par
tacrolimus ou sirolimus que les porteurs de I'hgge SLCO1B3334G/699A avaient une
AUC,.;o{dose moyenne de MPA environ 1,4 fois plus faibleree augmentation parallele du
rapport MPAG/MPA compatible avec une diminution dicle entéro-hépatique par rapport
aux patients porteur de I'haplotype sauvage (3329@ '%. Cet effet n'était pas observé
chez 115 patients co-traités par ciclospotffee qui peut trés probablement étre expliqué par
I'effet inhibiteur de la ciclosporine sur l'actieitde 'OATP1B3. Des donnéds vitro
obtenues a l'aide d’une lignée cellulaire (HEK29&Kprimant la version sauvage et mutée
de 'OATP1B3 ont permis de confirmer que la captelulaire du MPAG était diminuée par
le polymorphismé®”.

Cependant, une étude réalisée chez 87 patientsalapa conclu a une augmentation de
'AUC g.12{dose de MPA chez les patients porteurs du gén@gd&G/699AA par rapport
aux porteurs du génotype 334TH> Les auteurs ont avancé I'hypothése suivante :
'absorption du MPA par les hépatocytes et sonétiam biliaire pourraient étre plus élevées
chez les patients porteurs du génotype 334GG. €xt@n contradiction avec les résuliats
vitro de Letsheret al qui montrent que I'activité OATP1B3 est réduiteezHes porteurs de
l'alléle 334G 7 et par nos propres données confirmant une dintinuti'activité de
'OATP1B3 par le polymorphisme. Il est a noter quies récemment, Miurat al. ont publié

un autre travail dans lequel ils observent, confarmrent a notre hypothése, une AdJéplus
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élevée de MPAG, pour une méme dose de MPA, chgralésnts homozygotes pour le 334G

par rapport aux porteurs d’un alléle sauvdge

I1.2.1.a.(iii) Influence des polymorphismes des UGT sur

la pharmacocinétique du MPA

« UGT1A9
Une étude réalisée chez des transplantés rénawnaémue les porteurs de I'haplotype de
FTUGT1A9 -275A/-2152T avaient, pour une méme dodmiistrée, une exposition au MPA
plus faible que les porteurs de I'haplotype sauvBg¥5/C-2152 (p=0,02, n=448}" Ces
résultats confirment ceux obtenus par la méme éqdgns un sous groupe de 32 patients
traités par 2 g/j de MMF avec une aire sous lam®AUG.12n) de MPA deux fois plus

o''® Ces résultats

faible pour les porteurs de I'haplotype variant5272152T de 'UGT1A
ont été aussi observés dans le travail de Lévestpee, des volontaires sains, aprés une prise
unique de 2 g de MMF (17 porteurs de I'haplotypaard de 'UGT1A9 (-275A/-2152T) vs

17 porteurs de I'haplotype sauvage de 'UGT1A9 {B/Z-2152)'*°. De facon similaire, van
Schaiket al ont observé ces mémes résultats chez les tratéplaedmaux co-traités par du
tacrolimus mais pas chez ceux co-traités par decitdosporine. Cela suggere une
augmentation de MPAG dans les hépatocytes secenuzmt a l'inhibition de I'excrétion
biliaire du MPAG dans la bil&"™. A I'inverse, un effet de ces polymorphismes aakigervé

par Johnson chez des patients co-traités par aecliasporine alors qu’aucune différence
n'étaient observée chez les patients co-traitéslpaacrolimus?’. Ceci peut s'expliquer dans

le groupe tacrolimus par le fait que seulementtipts étaient porteurs de l'alléle -275A et -
2152T. Une autre étude a observé que chez lesptaamés rénaux porteurs de ces alleles
variants, pour une méme dose de MMF, une proporsigmificativement plus élevée
d’AUC.1onde MPA étaient en dessous de la zone thérapeutgoenmandée (30 mg.hf

Une étude réalisée dans notre unité ainsi qu'utre @ude n’ont pas observé d’effet de ces
polymorphismes sur la pharmacocinétique du MPA™® L'influence des polymorphismes
fréquents en position -440 et -331 reste contréeer8aldelliet al. ont observé, chez 40
transplantés rénaux, des AklG, de MPA plus élevées chez les porteurs de I'aléOT/-
331C de ces SNPs, pour une méme dose de MREette association n’a pas été retrouvée
dans une étude réalisée dans notre ufiiténi dans I'étude de Lévesquet al. chez 48

volontaires sains aprés prise unique de 1,5 g dé&=Nf4
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Bien que trés peu fréquent, le SNP caractéristiuballele UGT1A9*3(98 T>C) a été tres
étudié. Lévesquet al ont observé une augmentation des AlWfsde MPA et d’AcMPAG
chez les porteurs de l'allele variant (98C), cepamdsur 305 sujets, seuls 5 sujets étaient
porteurs de ce polymorphism®. De facon similaire, dans une cohorte de 338 plangés
rénaux co-traités par tacrolimus ou ciclosporih@, patients étaient porteurs de l'allele
variant et présentaient une augmentation de I'AUYgde MPA, pour une méme dose de
MMF, au cours de la premiére annéeg Ces données suggeérent fortement une association
entre 'TUGT1A9 98T>C et la pharmacocinétique du MRApendant, du fait de la tres faible
fréequence de ce polymorphisme, il faut étre prudeant de tirer des conclusions définitives.

« UGT1A8
Trois études n'ont pas observé d’influence dedlalldéficitairetUGT1A8*3(SNP 830 G>A)
sur 'AUC,.10n de MPA, cependant, du fait de la faible fréquetheee polymorphisme, il est
possible que ces études aient manqué de puissanc@quvoir observer un effet de ce SNP
115121123 hes données sont contradictoires pour I'effefalle UGT1A8*2(SNP 518 C>G)
sur la pharmacocinétique du MPA. Une équipe a oBserthez des patients transplantés
rénaux, du pancréas ou rein-pancréas, des contiemnsr&y/dose de MPA 60% plus élevées
chez les porteurs homozygotes ou hétérozygotemltidd UGT1A8*2 (C518G) par rapport
aux porteurs de l'allelé&JGT1A8*1 et ce, uniquement chez les patients co-traitésdpar
tacrolimus (p=0,01), alors que cet effet n’étas paserveé chez les patients co-traités par de la
ciclosporine (n=117)*%. Inversement, I'’équipe de van Schaik a observé Ald€q. 1., de
MPA plus élevé pour les porteurs homozygotes delka518G par rapport aux porteurs de
l'alléle sauvage uniquement dans le groupe ciclospalors qu’aucun effet n’était observe
dans le groupe tacrolimd®’. De méme, dans le sous groupe de patient tragtégprolimus
ou sirolimus, une étude de notre unité montrait néakeiction de 'AUG.12nde MPA chez les
porteurs homozygotes de l'alléle variant 518G cdpah ce groupe ne contenait que 4
patients et aprés prise en compte de la corredgoBonferonni, cet effet ne persistait pHs
Deux autres équipes n'ont pas observeé de relatite &s parametres pharmacocinétiques du
MPA et les polymorphismet)GT1A8*2 o3 que ce soit apres prise unique chez des
volontaires sains?® ou chez des patients transplantés rénaux japeeeevant du MMF
associé a du tacrolimdg’

« UGT1A7
Le polymorphisme UGT1A7 622 C>T n'a pas été assarigles modifications de la

pharmacocinétique du MP&%*?
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« UGT2B7
Levesqueet al ont montré que chez 17 volontaires sains, apngg pmique de MMF, les
AUCy.1on de MPA étaient plus élevées chez les sujets psrtbamozygotes du variant
UGT2B7 802T par rapport aux individus porteur deléle sauvage C80Z°. Dans cette
méme étude en revanche, ils ne retrouvaient pafed’de ce SNP sur la production
d’AcMPAG *?°. Une étude réalisée chez 40 transplantés rénamoraré des valeurs de
Cmaddose de MPA significativement plus élevées chezplerteurs homozygotes de l'allele
variant alors que 'AUG1,nrde MPA n’était pas différente chez les porteursnon du SNP
802C>T'® Deux autres études réalisées chez des japtiiais des caucasien®¥ n'ont pas
rapporté d’effet de ce SNP sur I'exposition au MRX¥ette UGT étant impliquée dans une
voie de métabolisme mineure du MPA, une conséquengertante de son polymorphisme
sur I'exposition au MPA semble peu probable. Unelétréalisée au sein de notre unité a
montré que les porteurs de I'UGT2B7 -842A avaiemte UAUG.on d’ACMPAG
significativement plus élevée a 1 et 3 mois aprassplantation rénale chez 40 patients co-
traités par du sirolimus alors qu’aucun effet aittbbservé chez les patients co-traités par du
tacrolimus ou du sirolimus®®. Aucun effet de ce SNP na été observé sur la
pharmacocinétique du MPA ou de 'AcMPAG chez 3Zhgplantés rénaux co-traités par un

inhibiteur de la calcineuring®.

[1.2.1.(b) Association

pharmacogénétique/pharmacodynamique

[1.2.1.b.i) Pharmacogénétique des effets indésirables

de l’acide mycophénolique

Les principaux effets indésirables rapportés p@umMPA sont des événements digestifs
(diarrhées) et hématologiques (neutropénies et i@sgmCes effets indésirables seraient
responsables d’un pourcentage d’inobservance diesifsade prés de 3084%

En pratique, la dose de MMF doit étre réduite ghvézs de 25% des patients pour leucopénie.
Concernant la diarrhée, elle répond le plus sougenin fractionnement de la dose en

plusieurs prises ou & une réduction de la dose
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I1.2.1.bi.1  Rappel des effets indésirables digestifs de
I’acide mycophénolique

Les effets gastro-intestinaux du MMF semblent &td&pendants de la voie d’administration
128 ot une étude récente menée chez un nombre suffisgratients n'a pas montré de relation
entre la dose ou les concentrations de MPA et slarggabolites et la diarrhée liée au MMF
129 | es patients traités par ciclosporine+MMF présenmoins de diarrhées que les patients
co-traités par tacrolimus+MMFE?°. Le MPA et également ses métabolites pourraiert ét
responsables de ces effets indésirables. L'imptinadirecte du MPA pourrait passer par son
effet inhibiteur de 'MPDH. En effet, comme de nbrauses cellules de I'organisme, les
cellules de I'épithélium intestinal sont partiellent dépendantes de la voie de 'lMPDH pour
la croissance et la réplication. Cette inhibition locale de la réplication poutratre a
I'origine d’'une perturbation de I'absorption deguides et de diarrhées. Des cas d’atrophies
villeuses ont été rapportés chez des patients qmiegdedes diarrhées suivant I'administration
de MMF. Ces atrophies villeuses disparaissaiergsagrrét du MPA**3! D'autre part, il a
été montré que '’ACMPAG, comme la plupart des m@itds glucuroconjugués formés a
partir d’'une fonction acide carboxylique (acyl-glmoconjugués), est un composé réactif
pouvant former des adduits avec I'albumiieainsi qu'avec des protéines tissulaires (rein,
colon, foie) chez I'animaf**** Ce métabolite entrainerait par ailleurs la litiéra de
cytokinesin vitro etin vivo *'% Ces éléments alimentent I'hypothése qu'un méoamis

local soit a I'origine des troubles gastro-inteatir liés a la prise de MMF-.

I1.2.1.b.i.2  Effets indésirables hématologiques et

infectieux de I'acide mycophénolique

Les résultats d'études randomisées semblent indigue le MMF ne soit pas
significativement associé a une incidence plus mambe d’effets indésirables par rapport a
I'azathioprine®®. Les premiers essais sur le MMF en transplantaéomle avaient suggéré
une plus forte incidence d’infections opportunis(€MV, Herpes simplex et zona) par
rapport a l'azathioprine. Cependant, la seule wifiée significative a été observée pour
l'infection tissulaire a CMV et ce, chez les patgenrecevant 3 g/j de MMF alors que cette
différence n’était pas observé chez les patientevent 2g/j de MMF. De plus, le
développement de la maladie CMV et d’infections M\Csous MMF semble aller de pair
avec la leucopénie. Les leucopénies surviennert &¢bed 35% des patient$ et peuvent

s’expliquer par le mécanisme d’action du MPA (lilmkion sélective de la prolifération des
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lymphocytes). Les concentrations plasmatiques dé& M® en particulier 'AUG.12, ont été
significativement associées & des infections séver@ des leucopénie¥**® Le groupe de
coopération européen d'étude du MMF a rapporté &]8& des patients traités par 3g/j de
MMF et 4,2% de ceux traités par 2g/j de MMF dévphlipnt une anémie par rapport a 1,8%
dans le groupe placebo ne recevant que de la paiiog et des corticoides. Une autre étude
internationale a observé 15% et 9% d’'anémies, tdepatients traités par 3g/j et 2g/j de
MMF respectivement, comparé & 10% dans le groupevamt de I'azathiopriné®. Les
mécanismes de I'anémie ne sont pas totalementdékigt ne peuvent étre que partiellement
expliqués par le mode d’action du MPA. Deux étudescas rapportent chez 5 patients une
aplasie érythroide prouvée par biopsie, secondaiseprise de MME3**1%? Cet effet a plus
été attribué a un effet général antiprolifératifaqun effet spécifique sur les lymphocytes.
D’autre part, pour des doses fortes de MMF, il@arapporté une association entre d’une part
les concentrations plasmatiques de MPA et TAUQWRA avant traitement et d’autre part le
taux d’hémoglobine chez des transplantés rénaustestd’. Cependant, une étude chez des
transplantés rénaux, dans les 12 premiers mois-tfosplantation, co-traités par
MMF/tacrolimus n’'a pas observé de relations sigaiives entre le MPA et I'apparition
d'anémied*’. D’autres facteurs que le MPA pourraient étre iqy#s dans cet effet
indésirable : lors de transplantation rénale,nhiske qu'il y ait un affaiblissement de la faculté
de lallogreffe & produire de I'érythropoiétin&. De plus, les infections virales telles que
l'infection a CMV, a 'EBV et au Parvovirus B19,équentes chez les receveurs de greffe,

sont responsables d’aplasies médullaires généealigé

I1.2.1.b.(ii) Principales associations décrites

I1.2.1.b.ii.1 MRP2 et effets indésirables

Concernant les effets indésirables du MPA, Naesérd ont observé une augmentation du
risque de diarrhée dans la premiére année posplartation chez les porteurs de l'allele
variant -24T par rapport aux porteurs de I'alléensge®. En revanche, deux autre études
n'ont pas retrouvé cet effet ni sur la diarrhéesum d’autres symptémes gastro-intestinaux
113143 Aucune association entre les polymorphismes 12406 3972C>T et la diarrhée n'a

été rapporté&
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11.2.1.b.ii.2 OATP et effets indésirables

Aucune association n'a été observée entre le palynieme 334T>G de 'OATP1B3 et la
diarrhée due au MPA chez 87 transplantés rénauraités par du tacrolimus> Dans une
étude réalisée chez 218 transplantés rénaux, umeeeq observé un effet protecteur de
l'allele SLCO1B1*5(correspondant a 'OATP1B1 521 T>C) sur le critecenbiné « effets
indésirables du MMF %%,

11.2.1.b.ii.3 UGT et effets indésirables

La conséquence des SNPs de I'UGT1A9 sur le risdaffets indésirables du MPA et
I'efficacité du traitement reste controversée. laymorphisme essentiellement étudié est
celui du promoteur -275T>A/-2152C>T. Une étude aotedchez des transplantés rénaux
recevant du MMF a dose fixe en association aveacdwlimus a observé que la présence des
SNPs -275A et -2152C était associée a une augriemi@d risque de rejet aigd®. Dans
cette étude les patients porteurs de ces SNPsnavaie exposition au MMF diminuée par
rapport aux non-porteurs. Une seconde étude chezirdasplantés rénaux co-traités par
tacrolimus a retrouvé cette méme diminution d’expms au MMF pour les porteurs de ces
SNPs et a montré par ailleurs une association eeB&SNPs et un nombre augmenté d’effets
indésirables gastro-intestinad®. En revanche une étude de Kuypetsl n'a pas retrouvé
d’'impact sur le rejet aigu ou les effets indésieabyastro-intestinau®’. Concernant les effets
indésirables hématologiques, seule une étude chkszedfants, réalisée cependant sur un
effectif faible (n=16), a montré que les patientsmiozygotes ou hétérozygotes pour le
polymorphisme UGT1A9 C-331T avaient plus de leuciggque les homozygotes muté’s

De par son role dans la production de 'AcCMPAG nuétabolite actif du MPA et susceptible
de former des adduits avec certaines protéinegldisss, I'influence du polymorphisme de
'UGT2BY7 sur le risque d’effets indésirables du MRAté particulierement étudié.

Dans une étude réalisée chez 67 transplantés rébanigines diverses, le score sur I'échelle
d’intensité des symptédmes gastro-intestinaux @lag faible chez les patients porteurs d’'un
allele variantUGT2B7 802T (en désequilibre de liaison total avec 'UBT2-842 G>A)
comparé aux porteurs homozygotes de l'alléle saivay Dans le cas particulier de la
diarrhée, aucune association n’était cependaruede. Dans une seconde étude chez 332
transplantés rénaux co-traités par du tacrolimusdeula ciclosporine, aucun effet de

I'UGT2B7 -842 G>A n'a été observé concernant lguis de diarrhées liées au MNE
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Du fait de I'association entre les concentratiolasimatiques de MPA et les infections séveres
et les leucopénies liées au MME’**® tout polymorphisme capable de modifier les
concentrations circulantes pourrait étre resporsabltels effets indésirables ; cependant, van
Agterenet al n'ont pas observé d’association entre TUGT2B7-&%F2A et l'incidence des

leucopénies chez des transplantés rénux

I1.2.(2) Inhibiteurs de la calcineurine

(Ciclosporine A et Tacrolimus)

I1.2.2.(a) Association

pharmacogénétique/pharmacocinétique

[1.2.2.a.i) Influence des polymorphismes d’ABCB1 sur

la pharmacocinétique des immunosuppresseurs

De nombreuses études portant sur I'associatiore dag polymorphismes ABCB1 et la
pharmacocinétique des inhibiteurs de la calcineuomt été réalisées. Pour la ciclosporine, les
résultats sont controversés : aucune associatioifisative entre le polymorphisme de I'exon
26 du gene et la pharmacocinétique de la ciclosparia été observée chez deux populations
de transplantés rénad$®**® Seule une étude rapporte des valeurs du rapptios® plus
faibles chez les patients porteurs des allélesagpss pour I'exon 12 (1236CC) chez 106
patients™. En revanche, dans cette méme étude, 'analyseampotype des polymorphismes
des exons 12, 21 et 26 ne montre pas de relatemlaypharmacocinétique de la ciclosporine.
Il semble donc qu’il n’y ait pas d’'impact clairenteéstabli des polymorphismes de la P-gp sur
la pharmacocinétique de la ciclosporine.

Plusieurs études se sont intéressées a I'effet mgmorphismes ABCB1 sur la
pharmacocinétique du tacrolimus : la plupart npas mis en évidence d’effet des SNPs des
exons 26, 12 et 21, étudiés setffs™ ou regroupés en haplotyp€$*°? Seule une étude a
trouvé un rapport gdose plus élevé chez les greffés rénaux (n=81¢px des alléles mutés
pour les exons 12 et 21 par rapport aux sauvagesups des alléles sauvadés Les auteurs
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mettaient également en évidence un effet signifidatI’haplotype muté (T-T/A-T) constitué
des SNP des exons 12, 21 et 26 du gd€B1lpar rapport a I'haplotype sauvage (C-G-C).

[1.2.2.a.(ii) Influence des polymorphismes du CYP3A

sur la pharmacocinétique des immunosuppresseurs

Comme pour ABCB1 les associations entre les polymorphismes du QYRB la
pharmacocinétique de la ciclosporine sont conts®es : pour le CYP3A5, Haufroad al ont
montré dans le cadre d'une étude réalisée chezafi@ngs greffés rénaux stables sous
ciclosporine (et 50 sous tacrolimus) que les commagans résiduelles rapportées a la dose de
ciclosporine administrée (lose) étaient 1,6 fois plus faibles chez les ptiexpresseurs du
CYP3AS5 que chez les patients non-express&liBoutefois, cet effet n’a pas été retrouvé par
Anglicheauet al (n=106) ni par Hesselinkt al (n=104)*****® Concernant le CYP3A4,
aucune relation entre la pharmacocinétigue de tHosporine et le polymorphisme
CYP3A4*1Bn’a été rapportée chez des patients transplaémésix 4%+

Au contraire de la ciclosporine, il a été démomtodéir le tacrolimus, une forte influence de
plusieurs polymorphismes des enzymes du métabolsunel’exposition au médicament
(Co/dose) : Hesselinlet al ont retrouvé des rapportsy/@ose plus faibles chez les patients
greffés rénaux porteurs de l'alleleYP3A4*1B(n=10) que chez les patients porteurs de
l'alléle sauvage (n=54). Cette étude ainsi que celles de Macpétea! (n=180), de Thervet
et al (n=80) et de Haufroiét al (n=50) ont aussi montré que les rappogkise étaient plus
faibles chez les porteurs d’au moins un alle¥P3A5*1que chez les homozygotes pour le
CcY P3A5*3149,153,154.1

[1.2.2.(b) Association

pharmacogénétique/pharmacodynamique
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[1.2.2b.(i) Effets indésirables des inhibiteurs de la

calcineurine

Le choix entre le tacrolimus ou la ciclosporine tpétre guidé par leur spectre d’effets
indésirables. En plus de la néphrotoxicité quil'effiet indésirable majeur des inhibiteurs de
la calcineurine, des études en transplantationeéna compare les effets indésirables de la
ciclosporine a ceux du tacrolim&®**® Les événements communs les plus rapportés étaient
les infections du tractus urinaire (tacrolimus 28,3 ciclosporine 26,2%) et I'anémie
(tacrolimus 15,7% ; ciclosporine 21,4%). L'incidende survenue de diabéte insulino-
dépendant (tacrolimus 8,0% ; ciclosporine 3,7%}% teemblements (tacrolimus 12,2% ;
ciclosporine 4,1%), 'lhypomagnésémie (tacrolimud¥, ciclosporine 1,5%) et les gastrites
(tacrolimus 3,1% ; ciclosporine 0,4%) ont été phlagortants dans le groupe tacrolimus que
ciclosporine. En pratique, une vigilance importaniee insulinothérapie ou la conversion du
tacrolimus a la ciclosporine aux premiers signastalérance glucidique apres la greffe
permettent de limiter I'incidence de cette comglma En revanche, I'hirsutisme (tacrolimus
0% ; ciclosporine 4,4%) I'hypertrophie gingivaleagtolimus 0% ; ciclosporine 4,1%),
I’hypercholestérolémie (tacrolimus 4,2% ; ciclodper 8,9%), les hémorragies gastro-
intestinales (tacrolimus 0,3% ; ciclosporine 2,6ét)les ictéres cholestatiques (tacrolimus
0,3% ; ciclosporine 2,6%) étaient plus fréquentsisdée groupe de patients traités par
ciclosporine. En pratique, la conversion au taotoB de patients transplantés
hypercholestérolémiques sous ciclosporine permgtlie souvent de corriger ce trouble
métaboliqué®’. La fréquence et le type d'infection étaient siinéds dans les 2 groupes et
linfection a CMV a été linfection grave la pluséuemment observée (tacrolimus 7% ;
ciclosporine 6,3%). Trois cas de cancer ont étémies sur 557 patients : un carcinome de la
peau dans le groupe ciclosporine et un lymphonesiimal et un carcinome de la thyroide

dans le groupe tacrolimus.

[1.2.2.b.(i) Néphrotoxicité des inhibiteurs de la

calcineurine

La néphrotoxicité liée a la ciclosporine a été na@setvidence par Calret al. alors que cette
molécule était prescrite pour la premiere fois & ansplantés rénaux a la fin des années 70

® Ces effets néphrotoxiques étaient réversibles dithinution de dose ou & l'arrét du
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médicament. L'introduction du tacrolimus en cliregqudans le début des années 1990, a
montré que ce médicament avait des effets sec@sda@phrotoxiqgues comparables a ceux
associés a I'utilisation de la ciclosporifie Aujourd'hui, aprés plus de 20 ans d'utilisatien d
ces médicaments, la néphrotoxicité chronique dewbiteurs de la calcineurine est l'un des
plus grands défis pour les transplanteurs. Il ex&tformes de néphrotoxicité au niveau
clinigue : une forme aigue et une forme chronidieeforme aigue survient quelques jours
apres le début du traitement par inhibiteur dealaigeurine et les symptémes sont similaires
a d'autres dysfonctions précoces du greffon tel lgueejet aigu. Cette toxicité aigue est
rapidement et completement réversible a la dimimutle la dose ou a l'arrét du traitement
159 Elle est caractérisée au plan physiopathologipae une constriction des artérioles
glomérulaires afférentes entrainant une diminutlartaux de filtration glomérulair€®. Les
inhibiteurs de la calcineurine entrainent aussi woetraction des cellules mésangiales
conduisant a une modification de la perméabilitengirulaire. La forme chronique de
néphrotoxicité a ces médicaments est caractérigeeup lent déclin de la fonction rénale
pouvant évoluer vers linsuffisance terminale et plpart du temps associé a de
I'hypertension. Bien que certain patient avec uncité chronique induite par les inhibiteurs
de la calcineurine puissent présenter une proténlar plupart n'en présentent pas et cette
absence de protéinurie chez des patients tranéplg@ermet de distinguer la néphrotoxicité
induite par les inhibiteurs de la calcineurine df'as causes d’échec chronique de
transplantation comme la réapparition de la maladiele initiale ou le rejet chronique
d’origine humorale. En revanche, contrairement &ojacité aigue, I'insuffisance rénale qui
en découle ne s’améliore pas aprés réduction dee dwms arrét du traitement.
Histologiquement, cette néphrotoxicité chroniquecasactérisée par de vastes modifications
de [larchitecture rénale pouvant inclure une hysa des artérioles, une sclérose
glomérulaire associée a I'épaississement de lautape Bowman, une atrophie tubulaire et

151 || est cependant délicat de faire la différenceree les

une fibrose interstitielle
changements histologiques associés a I'utilisgtrmiongée des inhibiteurs de la calcineurine
de ceux induits par I'hypertension, le diabéte ewikillissement pouvant d’ailleurs coexister
avec la néphrotoxicité chronique des inhibiteurtadgalcineuriné®

Il a été montré dans une cohorte de patients $ra@é ciclosporine pour une greffe de rein et
de pancréas, sans signes de néphrotoxicité inittal&d 10 ans, l'incidence cumulée de
néphrotoxicité chronique était proche de 1089 Une autre étude menée chez des patients

traités par tacrolimus a montré que les changemeassulaires caractéristiques de la
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néphrotoxicité chronique des inhibiteurs de la ioalarine augmentaient avec le délai post-
transplantation®. Cependant, le risque de développer une insuffesaénale chronique due
aux inhibiteurs de la calcineurine était lié a ilisation de doses fortes et a une prise
prolongée de ces meédicaments. Le risque de déwalopette néphrotoxicité pourrait
dépendre aussi de facteurs de susceptibilité ihaels et pas seulement de I'exposition

systémique de ces immunosuppresseurs.

[1.2.2.b.(iii) Principales associations décrites

I1.2.2.b.iii.1 Influence des polymorphismes d’ABCB1 sur

les effets indésirables

Les études d’associations se sont ensuite focalméeles devenir des patients transplantés et
notamment en prenant en compte le génotype du danHauseret al ont montré chez 97
patients qu'un génotype « donneur 3435TT » (exon2§eneABCBY et non un génotype

« receveur 3435TT », était associé a la néphrdtéxe la ciclosporiné®. Dans cette étude,

ni la dose de ciclosporine, ni son exposition néfth associées a la néphrotoxicité de la
ciclosporine ce qui laisserait penser qu'une élation locale réduite par I'épithélium
tubulaire rénal serait la cause de la néphrotaexicit

Pour le tacrolimus, une étude récente a montré @& transplantés rénaux suivis
prospectivement pendant 3 ans que les alleles 34R6Tonneur et du receveur étaient
significativement associé & la fibrose interstigieit & I'atrophie tubulair®*. Comme pour la
ciclosporine, I'exposition systémique au tacrolinmia pas été associée a ces modifications.
Une étude rétrospective portant sur 832 transpardé@aux traités par inhibiteurs de la
calcineurine n’a pas observé de relation entreteotypeABCB1du donneur étudié en SNP
ou haplotype et la survie & un an post-transpliamat®. Concernant la fonction rénale, il a
eté montré chez 147 transplantés rénaux suivippobisement que les patients porteurs des
variants 2677T et 3435T avaient 3 fois plus deudsde reprise de fonction rénale retardée
par rapport aux non porteurs de l'alléle (homozggasauvagesy'. Les auteurs ont émis
I'hypothese que ce retard de reprise de fonctioraleechez les porteurs de l'all€édd35T

pourrait provenir d’'une accumulation intra-celludaide ciclosporine dans les leucocytes
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provoguant une augmentation de la production lodalgygene réactif. Cependant, chez les

patients traités par tacrolimus, ces résultatstrpas été observés.

[1.2.2b.iii.2 Influence des polymorphismes du CYP3A

sur les effets indésirables

Le rble des variations génétiqgues des CYP3As sueffets indésirables des inhibiteurs de la
calcineurine a été moins étudié que le role syhl@amacocinétique de ces médicaments. |l
n'a pas été mis en évidence d’association entnerebre de rejets dans les 3 premiers mois et
le polymorphisme CYP3A5 chez des transplantés rémagevant du tacrolimus®®*>*
Cependant Macphest al ont observé un rejet plus précoce chez les parteomozygotes
et/ou hétérozygotes de l'alleleYP3A5*1 (p<0.05) 3 Il a été rapporté une plus forte
incidence de néphrotoxicité du tacrolimus chez @mdplantés rénaux pour les patients
porteurs de l'alleleCYP3A5*1 que pour les patients porteurs homozygotes déelial
CYP3A5*3'% Cependant, ces résultats n‘ont pas été confipaésine autre équipg. A
'exception d’'une étude qui observait une meilleauevie du greffon chez les porteurs de
l'alléle CYP3A5*1'"° par rapport aux porteurs de l'allé®@YP3A5*3 aucune association
significative n'a été observé entre survie du gmeffou risque de rejet aigu et les

polymorphismes du CYP3X*1"2

I1.2.(3) Sirolimus

[1.2.3.(a) Association

pharmacogénétique/pharmacocinétique

[1.2.3.a.(i) ABCBI1 et pharmacocinétique

Dans une étude portant sur 47 transplantés rénainois recevant du sirolimus, des
corticoides a faible dose et pas d'inhibiteur decédcineurine, il n'a pas été observé
d’association entre le 3435 C>T et le rappaytiGse de sirolimus™. Des résultats similaires
ont été observés chez 149 transplantés rénaugstyaatr sirolimus depuis plus de trois mois :
les SNP des exons 12, 21 ou 26 n’étaient pas @&sawvec le rapporttlose de sirolimus, que

ce soit chez 51 patients traités par sirolimesnove chez 29 patients traités par sirolimus
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associé a un inhibiteur de la calcineurine ou db@zpatients traités initialement par des

inhibiteurs de la calcineurine et secondairememiptacés par du sirolimug*.

[1.2.3.a.(ii) CYP3A et pharmacocinétique

Anglicheauet al ont montré que des rapportg/ddse de sirolimus étaient diminués, chez les
patients greffés rénaux porteurs d’au moins unealleY P3A4*1B(d’'un facteur 2 environ
pour les hétérozygotes et d'un facteur 3,5 pourpledeurs homozygotes) cOYP3A5*1
(facteur 1,5 pour les hétérozygotes et 2 pour tteprs homozygotes). La majorité de ces
patients recevaient le sirolimus secondairemenh &raitement par des inhibiteurs de la
calcineurine et (n=69 sur 126}". En revanche, les auteurs ne retrouvaient paset'dés
alleles CYP3A4*1Bou CYP3A5*1sur le rapport gdose pour les patients traités par du
sirolimusde novo(n=51 sur 120) ou quand ils étaient co-traitéscpuaosporine ou tacrolimus
(n=20 et 9, respectivement). Une étude de notre waalisée chez 21 greffés rénaux traités
par du sirolimugie novoa montré des valeurs d’exposition au sirolimus QMlbse, @dose,
Cmax/dose) plus faibles chez les patients portdias moins un alléleCYP3A5*117° A
linverse, aucun effet de ces polymorphismes sureleoin en dose ou le rappoig/ddbse de
sirolimus n'a été observé par Mouratl al dans une population de 85 transplantés rénaux
comptant 38 patients traités par sirolimds novoet 47 patients recevant la molécule

secondairement & un traitement par inhibiteursidmlcineuriné’®.

[1.2.3.(b) Association

pharmacogénétique/pharmacodynamique

[1.2.3.b.(i) Effets indésirables du sirolimus

Un retard de cicatrisation a été observé chez desplantés rénaux avec une incidence de
47% dans le groupe sirolimus comparé & seulement& le groupe tacrolimud’. Le
sirolimus a été associé a un risque accru de eepeiardée de la fonction rénale par rapport
aux autres traitements (OR =1,42, intervalle ddianne & 95% [1,07-1,90f)2
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Une évaluation approfondie des troubles cutanésdi¢ sirolimus a montré que 99% des
patients traités par sirolimus présentaient desteffndésirables cutanés (aphtes (60%),
éruptions cutanées semblables a de l'acné (46%ljcufde du cuir chevelu (26%),
onychopathies chroniques (74%Y. La prise en charge de ces troubles cutanéo-muqueu
passent par un traitement local mais peut amen®s dartains cas a une diminution ou un
arrét du sirolimus’®*°

Une étude a montré que la prévalence de l'anémie anois était de 31% chez des
transplantés rénaux traités par MMF vs 57% poutti@desplantés rénaux traités par sirolimus
181 |'anémie induite par le sirolimus est caractéripar une microcytose et le mécanisme
exact de cet effet indésirable n'est pas complét¢nééucidé. Plusieurs hypothéses pour
expliquer cette diminution du volume globulaire ranyont été proposées : certains ont
proposé un effet direct du sirolimus sur 'homésistdu fer'®?, d'autres un mécanisme faisant
intervenir une inflammation chronique aprés obdsmade faibles niveaux de fer sérique
associés a une ferritine sérique normal ainsi cr'@évation sérique de cytokines
inflammatoires'®® Le dernier mécanisme proposé est celui d’'un dietre la m-TOR et la
phosphoinositol-3-kinase qui joue un réle dansiff@mnciation de progéniteurs érythroides.
Les auteurs ont montré une diminution de la praiién des lignées de cellules érythroides
in vitro lorsqu'elles sont traités par sirolim&. Il est recommandé en cas d’anémie de
réaliser un bilan étiologique, de diminuer ou cBéer le MMF, d’introduire des stimulateurs
de I'érythropoiése et si besoin d’arréter le sinois'®,

Une augmentation de la protéinurie a été obserrée des patients convertis d’inhibiteurs de
la calcineurine au sirolimus. Il est postulé quieettet pourrait venir du fait de la suppression
de I'effet antiprotéinurique des inhibiteurs decédcineurine. Il a cependant été montré que le
sirolimus pouvait entrainer par lui méme des pratges'®. Le mécanisme imputé n’est pas
clairement élucidé et pourrait étre lié a des fatences avec la réabsorption de I'albumine
par les tubules proximaux et/ ou des effets inbib# du sirolimus sur le facteur de croissance
de I'endothélium vasculairé®.

La protéinurie associée au sirolimus est généralenmdérieure a 500 mg/j mais est
significativement plus élevée chez les patientgvant du sirolimus secondairement a un
traitement par inhibiteurs de la calcineurine gliezcles patients traités par sirolindesnovo

187.

La pneumopathie interstitielle est un effet inddlsie du sirolimus mal défini®®. Des

symptémes variés ont été observés et l'arrét dulirsius a entrainé le rétablissement des

58



patients dans les 6 mdi&. Concernant les dyslipidémies, une revue de térditure récente
incluant 17 essais randomisés controlés a été&séeatiur les concentrations plasmatiques de
cholestérol et de triglycérides chez des patigat&ts par des inhibiteurs de la m-TOR versus
patients non traités par ces médicaméftsToutes les études, sauf une, ont rapporté des
concentrations sériques de cholestérol et de tdgiges augmentées ou une prévalence
accrue d'utilisation de traitement hypolipémiants.semblerait que l'augmentation du
cholestérol total passe par une augmentation duestiéool LDL. Il est actuellement
recommandé de prendre en charge la dyslipémie sipateents de la méme maniere que les
patients non transplantés a haut risque de maladieko-vasculaires et en cas de besoin,
d’envisager un changement de moléctife Enfin, des cas de lymphoedéme, réversibles a
I'arrét du traitement, ont été décrits.

[1.2.3.b.(ii) Principales associations décrites

I1.2.3.b.ii.1  Influence des polymorphismes d’ABCB1 sur

les effets indésirables

Concernant les effets indésirables, Anglicheawal (n=149) n’ont observé aucune relation
entre les polymorphismeABCBL1 (du receveur) et les principaux effets indésirabdil
sirolimus (anémie, dyslipidémie, thrombopénie) @s késultats cliniques (rejet aigu ou

fonction du greffon) "

[1.2.3.b.ii.2  Influence des polymorphismes du CYP3A

sur les effets indésirables

Anglicheauet al (n=149) n’ont observé aucune relation entre ldgnporphismes CYP3As et
les principaux effets indésirables du sirolimuséfare, dyslipidémie, thrombopénie) ou les
résultats cliniques (rejet aigu ou fonction du fgmef *"* L'étude réalisée dans notre unité n'a
montré aucune association entre le génotype CYP8&®ABincidence globale des effets
indésirables lies au sirolimus, cependant, une aecel a une incidence plus élevée de

leucopénies chez les non expresseurs a été obsétvée
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III Travaux personnels : Etudes

d’associations

Les travaux personnels réalisés dans ce travadlezoant des études d’associations entre des
polymorphismes génétiques et les effets indésisabile traitement immunosuppresseur. lls
sont présentés sous la forme de trois articlenitigies.

* Le premier article concerne l'influence des polyptosmes génétiques des geénes
ABCB1et CYP3Adu donneur sur la perte du greffon en étudiarifefedes SNPs
indépendamment ou l'effet de I'haplotype chez desgplantés rénaux traités par
ciclosporine.

Cet article est publié darSlinical Pharmacology & Therapeutic010 Jul;88(1):95-

100).

* Le second article, porte sur I'association entre pelymorphismes des protéines de
transport et de métabolisme du MPA et les effedgsirables digestifs du MMF chez
des transplantés rénaux.

Cet article est publié dange British Journal of Clinical Pharmacology2010

Jun;69(6):675-83).

* Le troisieme article concerne linfluence des pabyphismes de protéines de la voie
m-TOR (P70S6 kinase, m-TOR et Raptor) sur la sweates effets indésirables du

sirolimus en transplantation rénale.

Cet article a été soumis dan8merican Journal of Transplantation
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ARTICLE 1:

Donor P-gp Polymorphisms Strongly Influence
Renal Function and Graft Loss in a Cohort of Renal
Transplant Recipients on Cyclosporine Therapy in a

Long-Term Follow-Up

J-B Woillard & J-P Rerolle, N Picard, A RousseauGAillaudeau, E Munteanu, M Essig, M
Drouet, Y Le Meur and P Marquet

Clin Pharmacol Ther2010 Jul;88(1):95-100.
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Donor P-gp polymorphisms strongly influence renaldinction and graft loss in a cohort

of renal transplant recipients with long term follow-up.
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Abstract

Cyclosporine A (CsA) is a substrate for cytochroR#s0 3A and the efflux transporter P-
glycoprotein (P-gp/ABCBJ), both abundantly expressed in the kidney. Weosgtctively
investigated the role of polymorphisms@YP3A4 CYP3A5andABCB1kidney graft donors
on recipient renal function and subsequent gradk,lan a long-term cohort of recipients
transplanted between 1990 and 2005. DNA from 22@odo and clinical data from the
respective 259 recipients were analysed. Graftw@sssignificantly associated with the donor
ABCB1 variant haplotype (1236T/2677T/3435T vs othersldtgpe: HR=9.346; 95%CI
(2.278-38.461); p=0.0019) and with acute rejectegnsodes (HR=3.077; 95%CI (1.213-
7.812); p=0.0178). The variant haplotype was aksmeiated with a greater decrease in renal
function (homozygotes for TTT -3.047 mL.rity; heterozygotes for TTT -4.435 mL.min
lJy: others -2.186 mL.mily; p=0.0240).ABCB1 polymorphisms in donors influence long-
term graft outcome, favouring the decrease in rdéaattion and graft loss in transplant

recipients receiving CsA.
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ARTICLE 2:

Risk of diarrhoea in a long-term cohort of renal
transplant patients given mycophenolate mofetil: tie

significant role of the UGT1A8*2 variant allele

Woillard JB & Rerolle JP, Picard N, Rousseau A, izxioM, Munteanu E, Essig M, Marquet
P, Le Meur Y.

Br J Clin Pharmacol2010 Jun;69(6):675-83.
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Risk of diarrhea in a long-term cohort of renal transplant patients given mycophenolate

mofetil: the significant role of the UGT1A8*2 variant allele.

J.B. Woillard ¥*" and J.P. Rerollé*’, N. Picard"?>® A. Rousseal?, M. Drouet™®, E.
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Summary

Aim: In renal transplant patients given mycophenolatdetri (MMF), we investigated the
relationship between the digestive adverse evemts polymorphisms in the UGT genes
involved in mycophenolic acid (MPA) intestinal mietdism and biliary excretion of its phase
Il metabolites.

Methods: Clinical data and DNA from 256 patients transpéahbetween 1996 and 2006 and
given MMF with cyclosporine (CsA, n=185), tacrolimTAC, n=49) or sirolimus (SIR,
n=22), were retrospectively analyzed. The relatigs between diarrhea and polymorphisms
in UGT1A8(*2 518C>G, *3 830G>A)UGT1A7(622C>T),UGT1A9(-275T>A), UGT2B7(-
840G>A) andABCC2(-24C>T, 3972C>T) or the co-administered immung@sapsant were
investigated using the Cox proportional hazard rmode

Results: Multivariate analysis showed that patients on T&GIR had a 2.8 higher risk of
diarrhea than patients on CsA (HR=2.809; 95%CI30Q-4.545); p<0.0001) and that non-
carriers of thaJGT1A8*2allele (CC518 genotypélad a higher risk of diarrhea than carriers
(C518G and 518GG genotypes) (HR=1.876; 95%CI (:3Q95); p=0.0192). When patients
were split up with respect to the immunosuppressosreatment, a significant effect of
UGT1A8*2was found in those co-treated with cyclosporinR£3.414; 95%CI (1.089-
5.354); p=0.0301) but not TAC or SIR (p=0.4331).

Conclusion: These results suggest that a possible inhibitibMBA metabolites biliary
excretion by cyclosporine and a decreased intdspnaduction of these metabolites in

UGT1A8*2carriers may be protective factors against MMR4oetl diarrhea.
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p70S6K or Raptor polymorphisms in kidney
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Association of sirolimus adverse effects with m-TORp70S6K or Raptor polymorphisms

in kidney transplant recipients
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Abstract

Sirolimus inhibits m-TOR which binds with Raptor daphosphorylates p70S6 kinase, a
protein involved in numerous cell signalling patlywaWe investigated the association of
candidate polymorphisms in m-TOR, Raptor and p7Q36idlimus dose and exposure, and
other time-independent as well as time-dependevdraies, with sirolimus-induced adverse
events in kidney transplant recipients. This stutlyluded a first group of 113 patients,
switched from a calcineurin inhibitor to sirolimaad a validation group of 63 patients from
another clinical trial, with the same immunosuppi&s regimen. An m-TOR variant
haplotype was significantly associated with a daseein hemoglobin levels in the two
populations of patients (discovery gro@s-0.82 g/dl, p=0.0076; validation group=-1.58
g/dl, p=0.0308). Increased sirolimus trough levasre significantly associated with
increased total cholesterol levels (discovery grgup0.02 g/l, p<0.0001, validation group:
=0.02 g/l, p=0.0002) and triglyceride levels (diexy group:p =0.02 g/l, p=0.0059,
validation group$ =0.05 g/I, p=0.0370). Sirolimus trough levels walgo associated with an
increased risk for cutaneous adverse events arehwedin the discovery group, but this was
not confirmed in the validation group. These resytovide evidence of an association

between an m-TOR haplotype and a decrease in hebiogh renal transplant recipients.
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CHAPITRE 3 : MODELISATION
PHARMACOGENETIQUE/PHARMAC
OCINETIQUE APPLIQUEE AUX
MEDICAMENTS
IMMUNOSUPPRESSEURS
ADMINISTRES AUX
TRANSPLANTES RENAUX

I Introduction

La variabilité pharmacocinétique d’un médicamemdiot a des concentrations difféerentes
lorsqu’une méme dose est administrée. Cette Dtuat fréquente, elle se rencontre pour la
majorité des médicaments mais avec une amplitftiirehte. Dans les études traditionnelles
de pharmacocinétique, l'unité d’analyse est l'indiv et un des objectifs des criteres
d’inclusions auxquels doivent satisfaire les pdtiggour étre inclus dans un essai clinique est
de restreindre les sources de variabilité. Au @&ty dans I'approche de population, l'unité
d’analyse est une population c'est & dire un eng&erfindividus *°2 La pharmacocinétique
de population a été introduite par Sheieeal '* et I'objectif initial de cette discipline est de
décrire la pharmacocinétique d'un médicament, diifier et de quantifier les sources de

variabilité entre patients. La méthode le plus sodwtilisée pour I'analyse des données de
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population est une méthode de modélisation a effeides (incluant des effets fixes et
aléatoires). Les modeéles non linéaires a effetdamigont implémentés dans NONMEM®, le
logiciel le plus utilisé en pharmacocinétique deudation. La méthode d’estimation utilisée
dans NONMEM® est paramétrique. Dans les modeldtets enixtes, on peut décomposer le

modele en sous-modeéles :

* le modele a effets fixes (ou modele structurafpede ainsi car il quantifie la relation
entre un effet mesurable (exemple: fonction rénalencentration sanguine du
médicament, concentration d’albumine) et les pataagharmacocinétiques. Ainsi,
ce modele est composé des parameéetres pharmacqoe®tiauxquels vont
eventuellement s’ajouter l'effet de facteurs indiwls couramment appelés

covariables.

* Le modéle d’erreur, qui décrit les effets aléatoicgest a dire la variabilité, est lui-
méme décomposeé en :

- variabilité interindividuelle : ces effets aléatsr vont s'intéresser a la
distribution de la déviation des parametres phaotiaétiques individuels par
rapport a la moyenne de la population. La variagickes covariances de ces
distributions informent sur ces distributions ntatrice de variance covariance
peut étre utilisée pour décrire les relations eldsevariabilités des différents
parametres phamracocinétiques.

- variabilité résiduelle : c’est la part de la varidé® non expliquée par le
modele. Cette variabilité inclut les erreurs de unesles erreurs liés aux temps
de recueil et toute déviation du modéle mathématjzar rapport a la réalité. |i
existe aussi la variabilité inter-occasion corregfamt a la variabilité des
parameétres au cours du temps lors de ré-admingstsatu produit espacées
dans le temps.

Ainsi lors d'une étude de pharmacocinétique de [adjmn, I'ensemble des données
recueillies chez tous les patients de la populatiétude est analysé simultanément. Cette
analyse détermine les parametres pharmacocinétigagens ainsi que leur variabilité inter-
individuelle (non expliquée par le modéle).

La distribution des valeurs des parameétres PK iddels autour de la valeur du paramétre

moyen peut suivre différents modeles. Le modeldisigersion le plus fréquemment utilisé en
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pharmacocinétique est une distribution log nornfétgiivalent a un coefficient de variation
constant) qui peut s'écrire : Parametre i \Rifwe= Paraméetre PKmoyeaxp(n) ou n
représente le coefficient de variabilité interindiselle. Ainsi la clairance d’'un médicament
(notée CL) pour un individu i est alors notée : GLICLmoy exp(ni)) (ou CLi = CL de
lindividu i ; CLmoy =CL moyenne de la population).

La variabilité inter-individuelle des parameétresaphacocinétiques peut s’expliquer par la
variabilité de facteurs individuels (covariable&)intégration des covariables au modéle
structurel a donc pour objectif de diminuer la ahiiité inter-individuelle de la
pharmacocinétique (non expliquée par le modeleealiminuer la variabilité résiduelle. Les
covariables pourront étre des facteurs démographjqgénétiques, environnementaux ou

biologiques.

II Développement d’'un modele
pharmacogéneétique /
pharmacocinétique par la méthode

des modeles non linéaires a effets

mixtes

II.1 Analyse des covariables

génétiques

L'objectif des travaux de modélisation PG/PK estexgliquer la variabilit¢ de la
pharmacocinétique entre individus a travers lesatians (SNPs et haplotypes) de génes
codants, pour des protéines impliquées dans lan@wrcinétique.

Les données génétiques ne peuvent pas étre prisesngte comme une variable ordinale

classique. La graduation des effets va dépendreatiele génétique choisi.
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Les différents modeles disponibles sont le modeldake correspondant a I'absence d’effet
du polymorphisme génétique et les modeles incliggnpolymorphismes en tenant compte du
modeéle génétique. Plusieurs types de modéles @écriteffet du polymorphisme d’'un géne
comme covariable et donc la graduation de l'effahsd les groupes génotypiques (cf.
paragraphe Chapitre 2.1.1.(2).

Les équations utilisées dépendent du modele gémetigoisi.

Si I'on veut détecter I'effet d’'un SNP, en notantdléle sauvage et T I'allele muté, alors un
individu pourra avoir les génotypes CC, CT ou TDuhl utiliserons la notatigpiCC, BCT et
BTT pour les pénétrances associées aux génotypesCTGet TT respectivement. Nous
prendrons le génotype CC comme référence tepQia=1.

Si un modele génétique multiplicatif est retenhypothése selon laquelle la valeur moyenne
de la clairance d’élimination dépend du génotymrit g'exprimer selon les équations (1) et
(2)

CLI=THETA(X)*(1+pCT) ™*(1+ BTT) ™*eE™A® (1)

Avec la CL moyenne égale a THETA(X) pour les padedu génotype homozygote sauvage,

a THETAX)*(1+3CT)°T pour les porteurs du génotype hétérozygote et a
THETA(X)*(1+BTT)"" pour les porteurs du génotype homozygote variant.

ou

CLi=THETAX)* Bcc ouctoutre™ ¥ (2)

Avec Bo=1 pour le génotype homozygote sauvayjel*c pour le génotype hétérozygote et
B2=1*c2 pour le génotype homozygote variant

Un modele additif peut étre décrit avec les équati(3) ou (4) :

CLI=THETAX)+(BCT) T +(BTT) TT *eF™A® (3)

Avec la CL moyenne égale a THETA(X) pour les padedu génotype homozygote sauvage,

a THETA(X)#3CT pour les porteurs du génotype hétérozygote EHERTA(X)+BTT pour les
porteurs du génotype homozygote variant.

ou

CLI=THETA(X)* Bec ou et ou €5 ¥ (4)

Avec Bo=1 pour le génotype homozygote sauvayel+c pour legénotype hétérozygote et

B.=1+c2 pour le génotype homozygote variant

Pour un modéle récessif ou domindakemple du polymorphisme du CYP3AS5 : tous les

porteurs d'un allele *1 sont considérés comme eqmers: les polymorphismes
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CYP3A5*1/*1et CYP3A5*1/*3correspondent aux expresseurs), on pourra utilsguation
(5) ou CYP est codé 1/0 avec 1 pour les expresse@rpour les non expresseurs:

CLi= THETA(X)* (THETA(y)P) *eFTA% (5)

Avec la CL moyenne égale a THETA(X) pour les nopregseurs du CYP3A5 et THETA(X)*
(THETA(y) pour les expresseurs du CYP3A5.

II.1.(1) Comparaison des modeles

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour amnpes modeles de pharmacocinétique de
population incluant des informations génétiquess odéles emboités incluant ou non le
polymorphisme d’intérét peuvent étre comparés par approche classique basée sur le test
du rapport des vraisemblances. Les criteres detg#ied’ Akaiké (AIC) ou de BIC voire
d’autres critéres dérivéS* peuvent aussi étre choisis. Une autre possitgibtéde tester par
une ANOVA s'il existe une différence pour les estions bayésiennes des parametres
pharmacocinétiques individuels du modéle structeméle les génotypes.

Bertrandet alont montré, dans une étude de simulation, queskde plus adapté pour étudier
linfluence des différents génotypes sur les pataesepharmacocinétiques individuels, au

regard de I'erreur de type 1 et de type 2, est [DAR *°°

II.2 Modele de mélange

I1.2.(1) Introduction

La population peut étre hétérogéne et I'hypothésmed distribution unimodale pour les
valeurs individuelles des paramétres PK peut ne ptre vérifiée. Dans ce cas I'utilisation
d’'un modele de mélange peut étre un outil utile rpoechercher la présence de sous-
populations de patients dans une population doncgenodele de mélange suppose qu'il
existe deux (ou plus de 2) sous-populations, cha@ssociée a un sous modele et que la
population globale est mieux décrite par un seulé@®de population prenant en compte ces
sous-modeles. Il est conseillé de tester I'exigtatiane répartition bimodale dans un modele
de mélange uniquement si une hypothese connue esliquer cette pluri-modalité de

répartition.
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On fait 'hypothese qu’une proportion p de la p@plan est associé a un jeu de parametres et
la proportion (1-p) complémentaire a un autre jegpdrametres. Le pourcentage p est estimé.
Lorsque le modele de mélange est réalisé, troiditons doivent étre présentes, il faut que:

* la diminution de la fonction objective soit sigodtivement plus importante pour le

modele de mélange que pour le modeéle classiquelafes) covariable(s),

» [l'estimation de la proportion p de sujets estiméesoit pas proche de 0 ou 1 (au moins

10% d'’individus dans la sous population de pluklé&effectif),

 le parameéetre moyen sur lequel sont établies lesis-populations soit

significativement différent de 0.

La sous-population la plus probable est alors e€sirpour chaque patient. Les sous-

populations peuvent représenter des sous-popuahiofogiques. Un exemple bien connu de

modeéle de mélange avec sous-populations biologigueda clairance est I'exemple des

polymorphismes pour I'acétylation du procainantifeDans ce cas, les données révélent une

sous-population comprenant environ 50% de la pdjpulavec une valeur de clairance plus

élevée (acétyleurs rapides) alors que le resta g@pulation a une valeur de clairance plus

basse (acétyleurs lents).

Il existe différentes options lors de la recherdbesous-populations biologiques :

* si les sous-populations sont bien distinguées, eut gtudier la distribution d’'une

covariable dans les deux sous-populations. Le bunteiserait d’expliquer totalement
le modele de mélange par une covariable ce qui gténait de revenir a un modele

classique (exemple de I'information génotype/phgoetpour le procainamide).

* si aucune covariable disponible ne peut expligeenbddele de mélange, alors celui-ci

peut étre accepté tel quel mais doit étre validés dane population indépendante.

I1.2.(2) Méthodologie

Comme rapporté par Frane¢ al *°’, dans une analyse de population pharmacocinétayue,

ne commence pas par l'utilisation d’'un modele ddange. La premiere étape consiste a
développer un modéle « classique ». Les justiboatipour tester un modéle de mélange
peuvent étre une publication antérieure ayantseétilin tel modéle, une indication graphique

d’une distribution plurimodale d’un paramétre PKsamplement une spéculation sur la base
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d’'une hypothése. La distribution graphique pluri@ed peut étre observée apres une
estimation des parametres pharmacocinétiques delmsdns covariable mais I'absence de
cette polymodalité ne sous entend pas forcémeiitrjeXiste pas de sous populations car la
possibilité de visualiser graphiquement deux samdfations va dépendre de leurs tailles
relatives, de combien elles different (elles peuére confondues en analyse graphique) et
de la variabilité du parameétre sur lequel portentedéle de mélange. Dans tous les cas, un
modeéle de mélange doit étre caractérisé par unéndgiion significative de la fonction
objective (c.a.d. une augmentation de la vraisentglppar rapport au modele classique et
tout doit étre mis en ceuvre pour essayer dexpliqiarigine des sous-populations.
Idéalement, dans le cas d’'un modéle de mélangeadogie, une explication génétique ou
mécanistique peut étre trouvée.

Enfin, le modéle de mélange doit conduire a damatibns bayesiennespostérioripour un
individu moins biaisées que celles obtenues avewldele classique. Cela vient du fait que le
modéle de mélange n'utilise pas simplement I'edibnabayesienne individuelle des effets
aléatoires mais aussi I'estimation bayesienne dmiss-population la plus probable pour un

individu donné.

III Travaux personnel concernant la

modélisation PG/PK du tacrolimus

Dans cette partie de travaux personnels, nous somsnes intéressés a l'intégration d’un
polymorphisme génétique (du gene CYP3A5) dans udéfeode population décrivant la
pharmacocinétique du tacrolimus administré sodisrtae Advagraf® et Prograf®.

Cet article est publié dare British Journal of Clinical Pharmacolog2011 Mar;71(3):391-
402)
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Summary

Aim: To investigate the differences in the pharmacstkis of Prograf® and the prolonged
release formulation Advagraf® and to develop a Baye estimator to estimate tacrolimus
inter-dose area-under-the-curve (AUC) in renaldpdant patients receiving either Prograf®
or Advagraf®.

Methods: Tacrolimus concentration-time profiles were ccoiégl, in adult renal transplant
recipients, at weeks 1 and 2, and at months 1d3%gpost-transplantation from 32 Prograf®
treated patients, and one profile was collecteanfell Advagraf® patients more than 12
months post-transplantation. Population pharma&tikir{popPK) parameters were estimated
using NONMEM. In a second step, the popPK model usesl to develop a single Bayesian
estimator for the two tacrolimus formulations.

Results: A two-compartment model with Erlang absorption3pand first-order elimination
best described the data. In Advagraf® patientspeothal distribution was observed for the
absorption rate constant (Ktr): one group with a Bimilar to that of Prograf® treated
patients and the other group with a slower absamp#\ mixture model for Ktr was tested to
describe this bimodal distribution. However, théadaere best described by the non mixture
model including covariates (cytochrome P450 3ASn&ecrit and drug formulation). Using
this model and tacrolimus concentrations measute@, al and 3 hours post-dose, the
Bayesian estimator could estimate tacrolimus AUCueately (bias = 0.1%) and with good
precision ( 8.6%).

Conclusions: The single Bayesian estimator developed yielddga@dictive performance
for estimation of individual tacrolimus inter-dog&JC in Prograf® and Advagraf® treated

patients and is suitable for clinical practice.
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CHAPITRE 4 :
DISCUSSION/CONCLUSION

Le suivi thérapeutique pharmacologique a pour blnhdividualiser un traitement
médicamenteux, en déterminant la posologie la mélaptée a chaque patient pour garantir
I'efficacité thérapeutique en minimisant le risqd&ffets indésirables. Depuis quelques
années, la pharmacogénétiqgue a sa place dans c¢e Eadcomme le montrent les
recommandations émises par l'agence du meédicament Edats-Unis (Food and Drug
Administration) ou certaines sociétés savantest Bounombre croissant de médicaments, les
informations données aux prescripteurs sous ladodes résumés des caractéristiqgues du
produit (RCP) mentionnent I'intérét des tests prarogénétiques (sans pour autant les rendre
obligatoires).
La pharmacogénétique se développe de plus en ypdasusm nombre croissant de laboratoires
réalisant ce type d’'analyses et une modernisati@utematisation des techniques permettant
une baisse des codts de ces analyses. Il existexdegples majeurs démontrant I'intérét des
tests pharmacogénétiques (en virologie par exempkeplus, la pharmacogénétique présente
un intérét médico-économique : la prescription @'dose adaptée a un patient donné permet
d’éviter une hospitalisation pour effet indésirafptave et tous les colts qu’elle engendre.
Cette these portait sur une classe de médicanmeninimunosuppresseurs) caractérisée par
une forte variabilité inter-individuelle pharmacoétique et une marge thérapeutique étroite
avec des effets indésirables problématiques. Cextéaistiques justifient le STP pour ces
médicaments et il N’y a pas de tests pharmacoggrestiutilisés de fagcon systématique en
routine, a I'exception du génotypage de la TPM@leCYP3AS5.
De trés nombreuses études pharmacogénétiques @ntedisées sur ces meédicaments,
cependant :

* beaucoup se sont intéressées a la PK alors qu'drebable que le STP (fréquent et

généralisé) puisse compenser rapidement des diffésed’exposition expliquant des

résultats controversés,
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* relativement peu d'études ont été réalisées sur dists indésirables des
immunosuppresseurs,
* peu détudes font état d’'un suivi du patient saffienent long pour I'étude de

phénotypes d’apparition tardive.

Dans ce travail, nous avons réalisé des étudesati@ions focalisées sur des SNPs déja
décrits dans la littérature et pour lesquels urppthese mécanistique forte justifiait leur effet
potentiel sur le phénotype étudié. Le type d’appeogenes-candidats utilisé dans ces travaux
permet de déceler des effets discrets et cumukatid®g terme de polymorphismes et est un
complément aux études GWAS permettant de décelezffieh majeur de polymorphisme
(expliguant quasiment la totalité de la variabjlité

L’étude réalisée sur lI'association entre perte ceffgn et un haplotype P-gp du donneur a
I'intérét d’avoir été conduite avec un suivi a lolegme du patient indispensable pour I'étude
de ce phénotype d’apparition trés retardée. Cailravpermis de mettre en évidence l'effet
majeur du polymorphisme de la P-gp et laisse pansene diminution d’activité de la P-gp
pourrait aboutir & une accumulation intracellulaleeciclosporine conduisant a long terme a
une majoration de la toxicité de la ciclosporireedt intéressant de constater qu’une étude
antérieure avait mis en évidence un risque de népficité de la ciclosporine augmenté dans
le cas de donneurs porteurs de ce polymorphi$méar ailleurs, I'étude de Naesegisal
chez des patients transplantés rénaux traitésapaslimus a montré un effet a long terme des
polymorphismes ABCB1 du donneur sur la toxicitéaténdu tacrolimus®. Ces travaux
offrent des perspectives intéressantes et suggauéhpourrait étre intéressant, en routine, de
réaliser en paralléle des analyses génétiquesd@éalchez les donneurs de greffons rénaux un
génotypage d’ABCB1 pour choisir le traitement immsmppresseur en fonction. |l
conviendrait en effet d’éviter dans la mesure dsspme les inhibiteurs de la calcineurine ou
de préférer un «switch » précoce vers une autassel de molécule pour les patients
transplantés avec un rein issu d’'un porteur deplttgpe a risque. Nous avons par ailleurs
observé une tendance a un risque plus élevé de gegreffon chez les patients transplantés
par un greffon exprimant le CYP3AS. Il a été momue, lorsqu'elle est exprimée, l'isoforme
CYP3AS5 est lisoforme prédominante des CYP3A daes feins®®. Par conséquent, le
génotype CYP3A5 du donneur pourrait influencer éemcentrations intra-cellulaires de
ciclosporine. En effet, un métabolisme plus élegdalciclosporine dans le greffon pourrait

diminuer sa concentration rénale et son activitéll favorisant le rejet et la perte du greffon
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a plus long terme. Cependant, les études cheréhdémontrer un effet de I'expression rénal
du CYP3AS5 sur la néphrotoxicité des inhibiteurdadealcineurine ou sur la survie du greffon
n'ont pas été concluants: Woodadtl al., n'ont trouvé aucun effet significatif de ce
polymorphisme sur des Iésions rénales chez desnpgien greffe de moelté®. Par ailleurs,

ni nos résultats, ni ceux de Krewdkzal., qui ont étudié l'influence du génotype CYP3A5 de
donneurs et des receveurs chez des patients tpaitéSsA (n = 399) jusqu'a 10 ans apres la
transplantation n’ont montré un effet statistiquatrsignificatif sur la perte du greffdi®

Le travail réalisé sur la pharmacogénétique ded<idésirables digestifs du MMF illustre la
méthodologie des études génes-candidats. Les géndges concernaient des protéines
participant au métabolisme ou au transport des bobtes du MPA. Les polymorphismes
étudiés ont été choisis sur des criteres de famaélités (n vitro ouin vivo) et de fréquence.
Cette étude prenait par ailleurs en compte desriedles non génétiques tels que la co-
médication ou la dose de MMF.

Une majoration du risque de diarrhée a été obserhéa les patients recevant le MMF
associé au tacrolimus ou au sirolimus par rappdiassociation MMF/ ciclosporine. Une
diminution du risque de diarrhée a été observée lgseporteurs de I'alleldGT1A8*2 Nous
emettons I'hypothése que la ciclosporine diminuesigue de diarrhée par inhibition du cycle
entéro-hépatique du MPA (impliquant une diminutibexposition intestinale aux métabolites
du MPA). L'expression de TUGT1A8 étant limitée’mntestin, I'alléle déficitairetUGT1A8*2
pourrait contribuer a une diminution du métabolidoeal et donc du risque de diarrhée. Il est
a noter que cette protection chez les porteursotimmrphisme n’était significative que chez
les patients co-traités par ciclosporine ce quirgus’expliquer par l'inhibition du cycle
entéro-hépatique par la ciclosporine avec une ditiin d’élimination hépatobiliaire des
meétabolites susceptibles d’étre déconjugués en M&Aes bactéries de la flore intestinale.
Cette hypothese va dans le sens des résultats ldggdature qui montrent que la dose ou
I'exposition au MMF et a ses métabolites n’est associée aux effets indésirables digestifs
129 Naessenst al. ont émis I'hypothése que le polymorphisme -24 GfeTla protéine de
transport MRP2 aurait une action sur les effetgsirables digestifs du MM®. Notre étude
n'a pas retrouvé l'effet de ce polymorphisme, raudies polymorphismes en déséquilibre de
liaison avec celui-ci.

Le travail sur les polymorphismes de la voie defdOR est précurseur car il s'intéresse aux
polymorphismes des cibles et non des protéinesétabmlisme. Les polymorphismes situés

sur les cibles pourraient expliquer une partie aevdriabilité inter-individuelle des effets
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indésirables. Peu d’études se sont intéresséesilales et il semble que ce soit une nouvelle
stratégie de recherche aprés une recherche indenses voies de métabolisme. Pour cela, il
faut avoir une bonne connaissance de la voie himpleget des polymorphismes de cette voie.
D’autre part, il est important dans ce type d’étufte prendre en compte I'exposition au
médicament qui peut étre un facteur confondant. dugtils statistiques « classiques » ne
permettent pas de prendre en compte cette expodibis de visites répétées (études
longitudinales) or il est trés important de pouvodaractériser I'évolution des paramétres
d’exposition au cours du temps. L'utilisation desdales a effets mixtes permet de prendre
en compte I'évolution intra-individuelle et intardividuelle des parametres au cours du
temps.

Nous avons observé dans ce travail une diminut®tadcconcentration d’hémoglobine chez
les patients porteurs d’'un haplotype de la m-TORr@pport aux patients non porteurs de cet
haplotype. La diminution de la concentration d’h@iobine chez les porteurs de cet
haplotype a été confirmée dans une base de dondépendante. Il aurait été intéressant de
pouvoir mesurer une production différente d’ARNMT®@R pour les porteurs de cet
haplotype, cependant, l'effectif de patients incldans la base contenant les données
d’expression n’a pas permis cette confirmationcuaupatient n’était porteur de cet haplotype
arisque.

Au-dela de la problématique de recherche des marguggenétiques permettant d’identifier
les patients a risque d'effets indésirables, uroms@cobjectif de recherche concerné est
l'intégration de données génétiques aux outilsdiMidlualisation thérapeutique.

Dans ce contexte, les travaux de modélisation dghrmacocinétique de population de
I'Advagraf® et du Prograf® ont permis de confirmterr6le du polymorphisme CYP3A5 sur
la CL/F du tacrolimus et de développer un estinrabayesien intégrant ce polymorphisme. II
serait intéressant d’intégrer le génotypageQNP3A5aux outils d’adaptation utilisés en
routine (ABIS : https://pharmaco.chu-limoges.frf) gonc de généraliser les analyses de
pharmacogénétique. Il est vrai que ce critere mgiortant principalement en début de
traitement, ensuite le STP permet de corriger bexon. Il a toutefois été montré que
'exposition dans les premiers jours post-trandalion est fondamentale pour le devenir a
long terme du greffon. Une étude récente a confojoet'adaptation pharmacogénétique des
patients traités par tacrolimus permettait d'atteénplus rapidement la zone thérapeutique de

Co ' et méme s'il n'a pas été montré d’'impact clinigueourt terme, les auteurs concluaient
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gue la réalisation de ce génotypage est importafditd’'une augmentation du risque de rejet
aigu chez les patients avec AUC faible 2 jours sféransplantation rénal®.

En conclusion, ce travail de thése illustre difféseaspects de la pharmacogénétique au
niveau de la prévention des effets indésirablee dintégration de la pharmacogénétique aux
outils d’individualisations thérapeutiques. Au c®ude cette thése, nous avons mis en
évidence des polymorphismes des protéines de tenste métabolisme et des protéines
cibles susceptibles d'influencer la pharmacocingides médicaments immunosuppresseurs,
le devenir du greffon et du patient. Jusqu'a presées études publiées concernent
essentiellement les variabilités des protéinesatesport et de métabolisme et elles n’ont que
trés peu d’applications en routine clinique. L'istigation des polymorphismes des cibles
des immunosuppresseurs est une voie de recheraduwreepeu explorée. Ce champ de
recherche devrait pouvoir mieux expliquer la valigbinter-individuelle de la réponse au
traitement. Dans l'avenir, la pharmacogénétiqueaecontribuer a 'amélioration de la prise

en charge individuelle du transplanté rénal.
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