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INTRODUCTION

La transplantation rénale est la méthode de choix du traitement de Pinsuffisance rénale
terminale. Elle permet d’allonger la survie des patients, mais aussi leur qualité de vie, en
supprimant les contraintes liées a I’épuration extra-rénale, en particulier la présence dans un
centre de dialyse trois fois par semaine, le régime et la restriction hydrique. Elle permet en
outre de restaurer les fonctions endocrines du rein et autorise les grossesses chez la femme. Le
succes des transplantations dépend de la maitrise des réactions de rejet. La lutte contre le rejet
de greffe est basée sur l’administration de médicaments immunosuppresseurs. La
ciclosporine, leur chef de file, a été introduite en transplantation dés la fin des années 1970.
Le sirolimus est la derniére molécule 4 avoir obtenu autorisation de mise sur le marché

(AMM) en transplantation ; il a obtenu I’AMM européenne le 13 mars 2001.

I’utilisation raisonnée des immunosuppresseurs est basée sur le suivi thérapeutique
pharmacologique (STP), afin d’optimiser I"exposition des patients au produit. En effet, ces
médicaments sont caractérisés par une fenétre thérapeutique étroite. Ainsi, ’optimisation de
|’exposition des patients aux immunosuppresseurs a pour but de limiter les phénomenes de
toxicité liés au surdosage, et d’éviter les réactions de rejet qui ont lieu lorsque les patients sont
sous-exposés au médicament. Le STP est aujourd’hui largement utilisé en greffe rénale. II est
basé sur la mesure de concentrations, le plus souvent la concentration résiduelle (Cy), et, plus
rarement, sur le calcul de aire sous la courbe des concentrations en fonction du temps
(AUC), qui représente le meilleur indice d’exposition pour la plupart des médicaments. Une
bonne corrélation entre Co et AUC (12 > 0,8) permet d’envisager des adaptations de posologie
sur la base du Cy seul, sans avoir a réaliser de nombreux prélévements pour le calcul de
I’AUC. Ainsi, lorsqu’une bonne corrélation entre le taux résiduel et I’exposition au sirolimus
a été démontrée,l’ il est recommandé d’adapter les doses sur la base des taux résiduets.””!
Néanmoins, cette corrélation ne garantit pas toujours une prescription parfaite du traitement,
avec des risques résiduels de sous-exposition ou de surexposition au produit. Lorsque des
signes cliniques de toxicité ou de rejet de la greffe apparaissent malgré une valeur de Co
normale, il est recommandé de déterminer I’exposition globale du patient & 1a molécule par le
calcul de PAUCP* ce qui est rendu plus facile par la réalisation d’études

pharmacocinétiques préalables.



La premiére partie de ce travail présente les bases immunologiques des différents types de
rejet de greffe. Puis sont envisagées les différentes approches pharmacologiques disponibles
dans la prévention de ces phénoménes de rejet.

La seconde partie de ce travail présente une étude de la pharmacocinétique du sirolimus chez

des patients transplantés rénaux.



PREMIERE PARTIE :
LA GREFFE DE REIN ET LA
LUTTE CONTRE LE REJET DE
GREFFE



I UN PEU D’HISTOIRE...>"

I.1  Du coté des Iégendes

A travers les récits d’Homére et Ovide, la mythologie décrit des é&tres mi-hommes, mi-
animaux ou mi-hommes, mi-végétaux. Ainsi, le Dieu égyptien Horus était décrit comme un
homme & téte de faucon et la nymphe Daphné fiit transformée en laurier pour échapper aux
ardeurs d’ Apollon.

En Chine ancienne, la légende raconte que le chirurgien Tsin Yue-Jen (407-310 avant Jésus-
Christ) a réalisé une transplantation cardiaque entre deux soldats. Entre les années 136 et 208
de notre ére, Hua-To, un autre chirurgien chinois, aurait pratiqué des transplantations
d’organes dans un but thérapeutique, sous analgésie obtenue grice a du chanvre indien.

Au 3%™ giécle apres Jésus-Christ, Saint-Come et Saint-Damien furent désignés comme
patrons des médecins et des chirurgiens aprés avoir greffé 4 un sacristain une jambe prelevée
sur le cadavre d’un Maure.

La premiére réimplantation de téte décrite dans la littérature fut imaginée par Frangois
Rabelais en 1532, dans Pantagruel : ¢’était celle d’Epistémon, qui I’avait perdue au combat
contre les géants commandés par Loup Garou. Rabelais fut un visionnaire puisque, dés le
début du 20%™ sigcle, Guthrie aux Etats-Unis (1908) et Demikhov en URSS (1950) grefférent

une deuxiéme téte a des chiens.

1.2  Onuand la fiction devient réalité

12.a L’expérimentation animale

C’est au 18%™ sidcle, grace 3 des hommes comme Buffon, Spallanzani et le naturaliste
Réaumur, que furent observées des similitudes entre les greffes animales et les greffes
végétales, pratiquées depuis ’Antiquité. Les premiéres expérimentations amimales furent
réalisées par Trembley en 1744 sur des hydres d’eau douce, et par Bonnet sur des lombrics, a
la méme époque. Les premisres greffes sur des animaux vertébrés furent décrites pour la
premiére fois en 1749 par le naturaliste et physiologiste Duhamel du Monceau. A cette
occasion il greffa avec des ergots prélevés sur de jeunes poulets, dans la créte du méme ou
d’un autre animal. Ainsi, le coq fut le premier modéle animal de la transplantation d’organes,

utilisé en particulier par le pére de la chirurgie britannique, John Hunter, en 1767, qui
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confirma les expériences de Duhamel du Monceau, puis greffa des dents dans des crétes de
coq, avant d’implanter & un homme des dents prélevées sur un cadavre humain. Magendie, a
1a fin du 18%™ sidcle, et Claude Bernard, au début du 19°™ siécle, insistérent auprés de la
communauté médicale de I’époque sur intérét des greffes dans 1’étude de la physiologie et
en thérapeutique.

Le premier succes de greffe de peau, sur une brebis, fut publié en 1804 par Boronio. Cest un
chirurgien genevois du Collége de France, Jacques Louis Reverdin, qui réitera ce succes, chez
’homme, 65 ans plus tard. Des cette époque, deux des facteurs favorisant la réussite de la
greffe étajient connus : le degré de parenté entre le donneur et Ie receveur, d’une part, et,
d’autre part, le jeune 4ge du donneur. Malgré tout, les échecs fréquents des greffes réalisées
restaient inexpliqués ou mal expliqués. Le lien entre les mécanismes immunitaires qui
régissent la destruction des micro-organismes (phagocytose, production d’anticorps) et la
destruction d’un greffon provenant d’un organisme étranger commenga a étre mis en évidence

par les travaux de Metchnikoff, 4 la fin du 195 sjecle.
I.2b Del’animal 3 I’homme

En France, la premiére greffe rénale humaine fiit effectuée & Nogl 1952 a I’hopital Necker, par
Louis Michon, Nicolas (Economos et Jean Vaysse, chez un jeune charpentier age de 16 ans,
Marius Renard, qui avait dit subir ablation de son rein unique, éclaté lors d’une chute. Le
jeune homme fit malheureusement rapidement un rejet de greffe et la perte de son rein fut
fatale. En 1954, la premiére transplantation rénale entre deux jumeaux homozygotes, dont
]7un était atteint d’une glomérulonéphrite 4 un stade trés avancé, fiit réalisée par John Merrill
et Joseph Murray et s’avéra un succés. A cette époque, existait déja I'hypothese selon
laquelle, chez ’homme comme chez |’animal, 1’apparentement genétique pouvait favoriser la
tolérance du greffon. Ainsi se dessinait I’idée que, dans de tels cas, une tolérance prolongée
serait obtenue en déprimant la réaction immunologique du receveur. Cinquante ans aptes le
succes de la premiére greffe de rein, la transplantation rénale est devenue le traitement de

choix de I’insuffisance rénale chronique terminale.
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II LEDONDORGANE

I alternative entre donneur vivant ou décédé varie selon les équipes, mais surtout les pays et
les cultures. Les reins prélevés chez les sujets en état de mort cérébrale fournissent la majorité
des transplantations effectuées dans le monde. Les reins prélevés chez des donneurs vivants
sont utilisés dans 5 & 60 % des transplantations effectuées en fonction du pays. L'insuffisance
du nombre de reins de cadavre par rapport au nombre de malades dialyses inscrils sur les
listes d'attente explique la tendance actuelle & recourir plus volontiers & ce type de donneur.
En effet, en France, 5227 patients insuffisants rénaux chroniques en phase terminale étaient
inscrits sur liste d’attente au 31 décembre 2002, et seules 2255 transplantations rénales
avaient été effectuées entre le 1% et le 31 décembre 2002

En France, le don d’organe est réglementé par les lois de bioéthique de juillet 1994 relatives
au respect du corps humain, au don et 4 l'utilisation des éléments et produits du corps humain,
qui sont mises en ceuvre par I'Etablissement Frangais des Greffes. La loi repose sur la notion
de consentement présumé : tout sujet qui, de son vivant, n’a pas fait connaitre son refus de
don d’organe, est donneur potentie}.{gl En pratique, le prélévement est réalisé apres 1accord

de la famille du donneur décédé.

1I.1 Reins de cadavre

Les reins prélevés chez les sujets en état de mort cérébrale représentent I’essentiel des
transplantations réalisées. L'importance du systéme HLA (Human Leucocyte Antigen — cf.
II1.1.b Antigénes du CMH) a été discutée pour les transplantations de reins de cadavres. Chez
les patients transfusés ou non transfusés, les sujets les plus compatibles ont des résultats
supérieurs 4 ceux notés chez les sujets les moins compatibles, en particulier chez ceux qui ont

développé des anticorps.”

I1.2 Donneur vivant apparenté

Le greffe d’un rein prélevé chez un donneur vivant apparenté est une méthode recommandée
lorsqu’elle est possible, notamment en raison de ses bons résultats pour le receveur. Cette
démarche thérapeutique reste néanmoins un sujet trés controversé, comme en témoignent les
attitudes trés différentes d'un pays a l'autre : alors que le pourcentage de ces greffes ne

dépasse guere 5 % en France (108 des 2255 greffes de rein effectuces en 2002 provenaient de
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donneurs vivants apparentés,m il est de 26% aux Btats-Unis,l'™ 27 % au Royaume—Uni,[”] 27

% au Danemark, 37 % en Suéde et 40 % en Norve‘:ge,{121 et atteint prés de 56 % en Suisse.!"?)

En France, le prélévement d’organe chez une personne vivante est réglementé par la loi de
Bioéthique du 29 juillet 1994 : le prélevement de rein sur personne vivante, qui en fait le don,
ne peut étre effectué que dans P'intérét therapeutique direct d’un receveur.' Le receveur doit
avoir la qualité de parent, enfant ou frere ou soeur du donneur, et, en cas d’urgence, le donneur
peut &tre le conjoint.

La décision d'accepter ou non le don d'un rein a partir d'un membre de la famille implique un
bilan médical strictement normal. Ainsi, outre le degré de parent¢ entre le donneur et le
receveur, la loi de Bioéthique précise que le donneur, diiment informé, doit exprimer son
consentement devant le Président du Tribunal de Grande Instance, et qu’il ne peut &tre une
personne mineure (ou majeure faisant 'objet d'une mesure de protection 1égale). La pénurie de
reins cadavériques pousse certains a demander un élargissement du lien de parenté aux
membres plus éloignés de la famille (cousins par exemple), comme c’est déja admis dans

d'autres pays.

La transplantation rénale a partir d’un donneur vivant 2 Pavantage d’offrir de meilleurs
résultats : la survie du greffon 3 3 ans est de 90 % dans le cas de donneurs vivants apparentés,
et de 85 % dans le cas de donneurs vivants non apparentés, contre 70 % pour les greffes a
partir de reins de cadavre.' Le bénéfice est surtout net s'il s'agit de sujets HLA identiques : la
demi-vie du rein transplanté est de 39 ans pour les sujets HLA identiques, 17 ans pour les
sujets particllement identiques, contre 10 ans pour les greffes a partir de rein de cadavre.!'%
De plus, le délai d'attente pour le receveur peut &tre réduit an minimum, diminuant les risques
du traitement par dialyse et permettant un meilleur état du receveur au moment de la greffe.

Au total, le coflit du traitement est diminué. Idéalement, la transplantation peut étre

programmée avant la période de dialyse.

Toutefois, le don d’organe expose la personne qui s’y préte a un certain nombre de risques.
Ainsi, si quelques cas de mort peropératoire ont été rapportés aux premiers temps de cette
chirurgie, ce risque parait trés faible aux mains d'équipes entrainées, estimée a 0,03 % aux
Etats-Unis et au Canadal” De plus, le risque de morbidité post-opératoire n’est pas
négligeable,[tg] évalué autour de 10 % des cas (8 % chez 871 donneurs opérés de 1985 a 1995

a Minneapolis“g]) . infections pariétales, hématomes, complications pulmonaires, phlébites,
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douleurs résiduelles, sans oublier l'arrét de travail qu'implique la néphrectomie. En revanche,
Ja plupart des études réalisées chez des sujets ayant donné un rein, avec un recul de 20 4 30
ans, suggére qu’il existe un risque réduit d’atteinte du rein restant & moyen et long terme, du
fait de Thyperfiliration sur réduction néphronique : une microalbuminurie ou une protéinurie
inférieure a 0,50 g/24 h est notée dans un tiers des cas; la fonction rénale reste stable; la
baisse de la clairance de la créatinine, en moyenne de 20 %, est relice a I'ége.[zo’m

Le risque de voir survenir une hypertension artérielle chez le donneur n'est pas statistiquement
plus élevé que dans une population contrdle de méme age. Au total, le risque d’insuffisance
rénale chronique s’¢éléve 2 0,1 %. Ainsi, dans une étude récente suédoise®”! 1a détérioration de
la fonction rénale n'est pas plus rapide que celle reliée a 1'dge ; T'hypertension artérielle est
retrouvée chez 38 % des donneurs, pourcentage identique 3 celui de la prévalence lice a l'age ;
une protéinurie (> 1g/24 h) est notée chez 3 % des sujets. Ces modifications minimes ne
remettent pas en cause ’appel aux donneurs vivants & condition que des critéres stricts de

normalité soient respectés, en particulier pour détecter d'éventuels problemes génétiques.
IL3 Crossmatch?”

Le crossmatch est un examen essentiel et constitue 1’étape finale, réalisée systématiquement
avant toute transplantation rénale, dans le but d’identifier les greffons susceptibles d’encourir
un rejet hyperaigu.m] 1l permet de détecter, dans le sérum du receveur potentiel, la présence
d’éventuels anticorps dirigés contre les antigénes du donneur. La détection de ces anticorps
précise : d’une part, la spécificité des anticorps (auto-anticorps, anticorps anti-HLA de classe
I, anti-T, ou de classe II, anti-B) ; d’autre part, la classe des immunoglobulines, IgG ou IgM
(déterminées par le dithiothréitol qui dépolymerise les IgG) ; enfin, la date & laquelle ces
anticorps sont détectes.

La technique de choix utilisée en routine pour la réalisation du crossmatch est le test de
microlymphocytotoxicité, introduit au début des années 1960. La cytométrie de flux peut
également Etre employé:e:.[?‘5 260 Bnfin, les anticorps anti-lymphocytes peuvent aussi étre
détectés par immunofluorescence, qui permet de mettre en évidence tous les anticorps, fixant
ou non le complément. Cette technique a une meilleure sensibilité, mais elle est a l’origine de
faux positifs. Elle doit donc 8tre réservée aux patients a risques (receveurs présensibilisés).[27]

Les résultats sont exprimés soit en compatibilité (0 a 6 antigenes, correspondant aux 3 couples

d’alleles A, B et DR, en commun), soit en incompatibilité ou mismatches (0 & 6 antigénes



présents chez le donneur et absents chez le receveur). Mais tous les 6 antigénes (full house) ne

sont identifiés que pour environ 80 % des sujets. "

La greffe est possible lorsque le crossmatch est négatif. En revanche, un crossmatch positif
vis-i-vis des cellules T contre-indique la transplantation (Tableau 1), celle-ci exposant au

risque de rejet hyperaigu.{w,w}

Tableau 1, Interprétation des résultats du cross match et conduite a tenir

Crossmatch o . ke
Cellules T  Cellules B Interprétation Risque Conduite & tenir
- " , Pl.'esence . Défaillance fonctionnelle précoce  Transplantation
Positif Positif d"anticorps antl- 4 o1 nlant, voire rejet hyperaigu  contre-indiquée
HIA de classe 1 prant, jet Myperaigu - con 1que
Présence Diminution de la survie du greffon .
. .. . . ’ . . Transplantation
Négatif Positif d’anticorps anti- Augmentation du risque de rejet ossibleB!
HLA de classe II aigu P

Il existe peu d’études ayant caractérisé de mani¢re fine la spécificite des anticorps
cytotoxiques responsables d’un crossmatch positif. Une cytotoxicité positive sur les cellules B
et T peut &tre due 2 des anticorps de classe IgM ne reconnaissant pas les molécules HLA,

mais qui ne seraient pas délétéres pour la survie du greffon. [

111 LE REJET DE GREFFE

En théorie, la réaction de rejet est d'autant plus faible que la compatibilité immunologique
entre donneur et receveur est meilleure.”! Pour cela les transplanteurs s’efforcent de choisir le
meilleur appariement immunologique. Trés tot, les médecins ont noté I’importance du respect
de la compatibilité des groupes sanguins ABO en transplantation. La découverte par Dausset
en 1954, puis la description du systéme HLA, qui constitue chez I'homme le complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH), a conduit au typage tissulaire permettant d'identifier le meilleur
couple donneur -~ receveur. La recherche des anticorps anti-HLA par la technique du
crossmatch,* qui permet de déterminer la compatibilité immunologique entre le donneur et
le receveur, en recherchant dans le sérum du receveur la présence d’anticorps diriges contre
les antigénes du donneur, a pratiquement fait disparaitre les rejets hyperaigus. A c6té du rejet

hyperaigu, existent également le rejet dit « accéléré », le rejet aigu e, enfin, le rejet chronique.
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1I1.1 Bases immunitaires du rejet de greffe

Le rejet de greffe met en jen de nombreuses cellules effectrices, parmi lesquelles les
lymphocytes T jouent un réle central (Figure 1.8

On peut séparer les antigénes du greffon reconnus par I’organisme receveur en 3 groupes : les
antigénes de groupe sanguin ABO, les antigénes du CMH, et les antigénes mineurs

d’histocompatibilité.

II1.1.a Antigénes des groupes sanguins[‘?g]

La compatibilité des antigénes du groupe sanguin ABO est incontournable. Ces marqueurs
sont absents de la plupart des types cellulaires, mais les antigénes A et B des globules rouges
sont présents sur l'endothélium vasculaire rénal. Ils constituent la cible privilégi¢e des
alloanticorps et, en cas d'incompatibilité, les anticorps naturels entrainent une agglutination
des érythrocytes et un rejet hyperaigu avec vascularite intense. La transgression des régles de
la transfusion sanguine entraine un échec immédiat de la greffe. Une incompatibilite¢ ABO
n’est pas a origine d’une réponse cellulaire, mais induit une réponse humorale importante.
[antigéne rhésus, quant & lui, n’intervient pas, car il n’est pas présent sur les cellules

endothéliales du greffon.

IIL.1.b Antigénes du CMHPY

Autrefois appelées antigénes majeurs de transplantation, les molécules HLA sont des
glycoprotéines exprimées a la surface des cellules nucléées et codées par des genes formant le
CMH sur le bras court du chromosorme 6.°% Elles jouent un role essentiel dans la réponse
immunitaire, en s’associant aux alloantigénes a la surface des cellules phagocytaires (Figure
I), qui les présentent aux récepteurs des lymphocytes T cytotoxiques (CD8") et helper (CD4").
Elles sont caractérisées par un polymorphisme trés important, rendant trés faible 1a probabilité

que 2 individus non apparentés aient une compléte identité en génes du CMH.P!
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Figure I. Schéma général de la réponse immunitaire spécifique.
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Peptide + CMH 11 Récepteur des Lymphocytes T
~ cellules dendritiques lymphocytes T- CYTOKINES CD4 effecteurs
- macrophages Ch4 Hypersensibilité
- cellules B activées + retardée
Cellule accessoire
Antigéne protéique Récepteur Ig des
1
lymphooytes B Plasmocytes
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[D’aprés Goodman & Gilman's. Bases pharmacologiques de l'utilisation des médicaments, 9éme édition
(édition frangaise). Ed. McGraw-Hill. Chap. 52 : Immunomodulateurs — Médicaments immunosuppresseurs et
immunomodulants.

Les antigénes du CMH sont regroupés en deux classes, dont fa distribution tissulaire est
différente.

Les antigénes de classe I, codés par 3 loci - A, B, C — sont présents a la surface de la quasi-
totalité des cellules nucléées de I’organisme. Au niveau rénal, ces antigénes sont absents de la
surface des globules rouges, mais présents sur les cellules endothéliales, les tubes, le
mésangium, et les cellules dendritiques.

Les antigénes DR, DQ, et DP représentent quant & eux les antigénes de classe II, et sont
présents de manitre constitutive sur les lymphocytes B et les cellules phagocytaires
uniquement (monocytes, macrophages, celtules dendritiques). On les trouve également sur les
lymphocytes T activés, & la surface desquels ils jouent un réle déterminant dans la
reconnaissance des alloantigénes. Au niveau du rein, les antigénes du CMH de classe II sont
présents sur I'endothélium des capillaires inter-tubulaires et glomérulaires, le mésangium, et
sur une partie des cellules tubulaires proximales. Leur expression est modulable par différents

stimuli, en particulier par les cytokines, dont I'interféron y (IFNy).
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En pratique, la compatibilité entre le donneur et le receveur est établie par 1’étude des seuls
antigénes A, B et DR. Chaque individu présente deux haplotypes définis ABDR.

Le premier stimulus de la réponse cellulaire est induit par l'incompatibilité entre les antigénes
DR, d’ou leur importance dans les réactions de rejet a court terme. La compatibilité entre les
antigénes DR du donneur et du receveur répond 2 la régle du « tont ou rien » : elle est basée
sur leur stricte identité. Les antigénes A et B sont, quant a eux, des indicateurs du pronostic a

long terme. Leur effet s'additionnerait & celui des antigenes DR.P%%

Le pronostic d'une greffe n’est pas conditionné par le systéme HLA seul. En effet, la
possibilité de rejets aigus chez des sujets compatibles pour le systeme HLA suggere le rdle
d'autres systémes antigéniques, en particulier ceux portés par les cellules endothéliales et par

les monocytes.[”}

Hl.1.c Antigénes mineurs d’histocompatibilite

Outre les antigénes majeurs en transplantation représentés par le systtme ABO et par le
systéme du CMH, il existe de nombreux antigénes mineurs d’histocompatibilte, responsables

d’une réponse immunitaire faible et retardée.[**4%)

111.2 Mécanismes immunologiques du rejet de greffe

La réaction immunologique de rejet est d'autant plus importante que la différence HLA entre
donneur et receveur est grande.[9]

Le mécanisme immunologique du rejet peut étre décomposé en 2 phases principales : d’abord,
la phase de sensibilisation, caractérisée par une prolifération et une différenciation des cellules
T en réponse a I’alloantigéne, présenté a la surface des cellules présentatrices de I'antigéne
(CPA) ; puis, la phase effectrice consiste en la destruction du tissu cible. La réponse
lymphocytaire peut &tre, quant & elle, décomposée en 3 signaux. Outre les effecteurs
cellulaires, les anticorps sont également impliqués dans certaines réactions de rejet, en

particulicr dans les rejets chroniques.””*'!
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111.2.a Les cellules présentatrices de antigéne

Présentes dans pratiquement tous les tissus de lorganisme, y compris dans les greffons
rénaux, et dans le sang, les cellules dendritiques sont la clé de voite de la stimulation de la
réponse allogénique T.

On distingue 2 types de cellules dendritiques, dont la localisation dans ’organisme est
différente. Les cellules lymphoides sont localisées dans la rate et les ganglions lymphatiques,
alors que les cellules non lymphoides sont présentes dans la peau (cellules de Langerhans), les
poumons, les reins, le cceur et Pintestin.

Dans les organes périphériques, les cellules dendritiques présentent un phenotype de cellules
phagocytaires, avec une grande capacité & dégrader I'antigéne, et un faible pouvoir de
présentation. Elles y reconnaissent ’alloantigéne et le transportent vers les organes
lymphoides (en particulier dans les zones T-dépendantes de la rate), ou elles perdent leur
fonction phagocytaire et de dégradation, et deviennent de bonnes cellules présentatrices

(CPA). Leur débit de migration augmente lors de traumatisme ou ¢’ inflammation.

I11.2.b Les 2 phases immunologiques du reietm]

. Phase de sensibilisation

Le rejet de greffe débute par une sensibilisation périphérique des lymphocytes T du receveur,
qui entrent en contact avec les alloantigénes in situ dans le greffon.

La migration des lymphocytes T sensibilisés in situ met en jeu une interaction de ces cellules
avec les cellules endothéliales activées par U'intermédiaire de molécules d’adhésion JCAM :
intercellular adhesion molecules; VCAM: vascular cell adhesion molecule), dont
Pexpression est modulée par les cytokines : interleukine 1 (Ii1) et tumor necrosis factor
(TNF), produits en particulier par les cellules endothéliales activées, interleukine 4 (Il4),

IFNy, produits par les cellules T activées.

19



° Phase effecirice

L’activation des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques met en jeu une recomnaissance
directe des antigénes CMH de classe I allogéniques ou des antigénes étrangers dégradés et
présentés en association 2 des antigénes CMH de classe I du soi. Elle induit des oncogenes et
des génes codant pour des cytokines et leurs récepteurs (récepteur de Uinterleukine 2, 112).
D’autre part, cette activation nécessite la production d’II2 par les LT CD4" auxiliaires, activés
3 Ia suite de la reconnaissance des antigénes CMH de classe Il a la surface des CPA. Ces LT
CD4" sont pourvoyeurs des signaux de costimulation nécessaires a I’activation des

lymphocytes T cytotoxiques, qui se différencient par la suite en cellules mémoires.

III.2.c Les 3 signaux de la réponse cellulaire T

La réponse cellulaire T peut étre décomposée en 3 signaux.

Le premier signal est induit par I'interaction entre le TCR du lymphocyte T et 1”association
peptide allogénique — molécule du CMH. Cette interaction provoque Pactivation d’une
cascade de kinases au sein du lymphocyte T, aboutissant & P’activation de la phospholipase C.
La phospholipase C induit une augmentation du calcium intracellulaire libre, provoquant
I’activation de la calcineurine, qui est une phosphatase calcium — calmoduline dépendante.

La calcineurine est & I’origine du deuxiéme signal, puisqu’elle induit la translocation nucleaire
de facteurs de transcription de cytokines et de molécules d’activation (112, CD40 ligand).
Enfin, le troisiéme signal est provoqué par Uinteraction des cytokines telles que 1’12 avec leur
récepteur. 11 consiste en l'activation de cyclines par la mTOR (mammalian Target of
Rapamyecin), qui induisent la progression des cellules de la phase Gl a la phase S.

La progression dans Ie cycle cellulaire permet 1’expansion clonale des lymphocytes T. Celle-
ci nécessite, en phase tardive du cycle cellulaire, une synthese de nucleotides puriques et
pyrimidiques.

La synthése des cytokines par les lymphocytes T activés (112, IFN...) active les lymphocytes
T auxiliaires et cytotoxiques, mais aussi les cellules NK. (Natural Killer), les monocytes,
macrophages, cellules endothéliales et cellules musculaires lisses, et les lymphocytes qui
sécrétent alors des anticorps anti-HLA.

Cette activation massive de toutes les cellules du systéme immunitaire a pour

conséquence I’apparition de phénoménes inflammatoires et/ou de destruction cellulaire.
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ITL3 Les différents types de reiet‘zs]

Publiée en 1993, la classification de Banff standardise les parameétres morphologiques et
cliniques qui établissent ’échelle de gravité d’un rejet, afin d’uniformiser les données et de
permettre une collaboration internationate.!*

Quatre types de rejet, connus en expérimentation animale, sont définis en transplantation
rénale humaine : hyperaigu, de type humoral; accéléré, de type humoral; aigu, de type

cellulaire ; chronique, de type mixte.

II1.3.a Rejet hyperaigu

Le rejet hyperaigu est exceptionnel, et survient dans les quelques heures ou les quelques jours
qui suivent la transplantation. Il est caractérisé par une destruction accélérée du transplant
dans les heures qui suivent les anastomoses vasculaires.

Ce type de rejet est dit a la présence d'anticorps préformés dirigés contre les antigénes du
donneur. Ces anticorps, en général dirigés contre les antigénes HLLA de classe I et détectes par
un crossmatch T positif, sont secondaires & des transfusions, des grossesses, et de plus en plus
souvent a l'échec dune précédente transplantation. Ils interagissent directement avec
Pendothélium vasculaire de ’allogreffe. En se fixant sur "endothélium, ils provoquent
I’activation du systéme du complément, et sont & l'origine d’une cascade d’événements
résultant en une thrombose massive : activation de facteurs de la coagulation, kallicréines,
bradykinines et autres substances vasoactives.[?¥]

La pratique des crossmatches spécifiques donneur — receveur devrait les détecter. Lorsqu’ils
sont positifs, ceux-ci contre-indiquent la greffe.*”! Les rares cas de rejet hyperaigu avec
crossmatch T négatif sont rapportés a des crossmatch B positifs (médiés par des anticorps
HLA de classe II) ou & la présence d’anticorps anti-endothélium ou anti-monocytes, tres

difficilement détectables.

Les accidents par incompatibilité dans le systéme ABO sont dus & des erreurs techniques.

II1.3.b Rejet acceleére

Ce type de rejet survient entre le 2°™ et le 58™ Jour, et met en jeu une réponse aux antigénes

du donneur auxquels le receveur aurait été préalablement sensibilisé.

21



11 réunit tous les paramétres de gravité du rejet aigu. La gravité des rejets de type humoral
dépend du titre des anticorps présents et de I'intensité de I'expression des antigénes HLA.
Ce type de rejet est extrémement rare en France, puisque les patients regoivent un traitement

d'induction par sérum anti-lymphocytaire.
IIL.3.c Rejet aigu

Le rejet aigu est défini comme un processus immunologique entrainant une élévation de la
créatininémie supérieure 4 0,4 mg/dl, avec ou sans signe clinique. Dans tous les cas, la
biopsie rénale s'impose comme l'examen indispensable. Néanmoins, une bonne corrélation
entre Ie diagnostic clinique et I’examen histologique n'est trouvee que dans la moitié€ des cas.

Les épisodes de rejet aigu peuvent survenir & n'importe quel moment apreés la transplantation,
mais ils sont I'apanage des trois premiers mois, avec un maximum de fréquence entre le 4™
et le 15°™ jour. Ce type de rejet reste la cause principale de perte du greffon au cours de la

premiére année. Surtout, étant un facteur majeur de rejet chronique, le rejet aigu a un impact

négatif dans le pronostic & long terme de la greffe.

Cliniquement, le rejet aigu est caractérisé par une augmentation de la perméabilité vasculaire,
avec I’apparition d’cedéme, et la formation de dépbts de fibrine, typiques de "hypersensibilité

retardée.

Les phénoménes de rejet aigu mettent en jeu la reconnaissance directe des alloantigénes du
greffon par les lymphocytes T CD4" de type Thl du receveur, dans les organes lymphoides
secondaires. Ces alloantigénes sont présentés aux lymphocytes T du receveur par les CPA du
donneur. Les lymphocytes activés sécrétent des cytokines induisant la libération de sérotonine
par les mastocytes et une altération de 1’intégrité endothéliale. Les macrophages activés, quant
3 eux, sécrétent de nombreuses molécules susceptibles de provoquer des lésions d’organes :

radicaux oxygénés, cytokines, enzymes protéolytiques.m]

1IL3.d Reijet chronique : « néphropathié chronique de P'allogrefie »

Le rejet chronique, que I’on rencontre apres 6 mois de greffe, est souvent attribué a I’action
des anticorps,[44] et met en jeu des phénoménes inflammatoires et de cicatrisation, aboutissant

4 un épaississement fibroblastique concentrique de Pintima, 4 Porigine de 1'occlusion
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progressive des artéres de moyen calibre."*™ 11 est responsable d’une baisse de la survie du
greffon & moyen et long terme (celle-ci diminue également) avec le nombre et la gravité des
épisodes de rejet aigu. La présence d'anticorps humoraux préformés chez le receveur expose a
un rejet aigu. Elle est donc associée a un déclin de la demi-vie du greffon, aussi bien chez les
sujets HILA-compatibles qu'HLA-incompatibles. Enfin, une immunosuppression imparfaite et
une mauvaise observance du traitement constituent des facteurs de risque importants pour
1’apparition de réactions de rejet. A Pinverse, la compatibilité HLA est un facteur bénéfique
pour la survie du greffon: les meilleurs résultats sont obtenus chez les jumeaux HLA
jdentiques, et, méme chez les greffes de reins de cadavre, la demi-vie du greffon est

inversement corrélée au nombre d'antigenes incompatibles.

La physiopathologie du rejet chronique est particuliérement complexe, et de nombreux

facteurs, immunologiques et non immunologiques, peuvent en étre 4 origine (Tableau 2).*!

Les facteurs immunologiques sont prédominants, et le mécanisme pourrait &tre le suivant :

aprés un rejet aigy, quelques ilots de lymphocytes T activés, qui produisent en permanence de

faibles quantités de cytokines, persistent dans la circulation et les organes lymphoides du

receveur. Aprés la reconnaissance des antigénes du donneur présentés par les CPA du

receveur, les lymphocytes T CD4" activés stimulent les lymphocytes B, qui produisent des

anticorps anti-HLA, ainsi que les monocytes et macrophages, les cellules endothéliales et les

cellules musculaires lisses. La prolifération des cellules musculaires lisses rencontrée dans ce

type de rejet est également stimulée par des facteurs de croissance sécrétés par les plaquettes

(platelet derived growth factor) ou les fibroblastes (basic fibroblast growth factor).

Les macrophages activés sont impliqués dans tous les aspects du rejet chronique :

- reconnaissance indirecte de l'antigéne

- sécrétion d'l1 et de TNF, qui amplifient la réponse inflammatoire, en augmentant la
perméabilité vasculaire, et par leur activité procoagulante et leur action mitogénique sur
les cellules musculaires lisses vasculaires.

La conjonction de ces médiateurs contribue a la diminution du calibre des vaisseaux et 4 la

destruction progressive du greffon.?®!

Le 1ole des facteurs non immunologiques peut étre également inrlpcrtan’s.5451 Outre une
possible néphrotoxicité médicamenteuse ou une récidive de la maladie primitive, un certain
nombre de facteurs doit &tre pris en compte. Ainsi, une reprise retardée ou imparfaite de la

fonction rénale en post-greffe serait liée & un risque de perte du greffon a long terme.*"! De
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méme, "hyperfiltration sur réduction néphronique, rencontrée lorsque le donneur a un age
avancé™ ou est porteur de lésions vasculaires, ou lorsqu’il existe une inadéquation de la
masse rénale entre donneur et receveur,!’™ constitue un facteur de risque d’apparition d’un

[50]

rejet chronique. Enfin, U’hypertension artérielle,” en étant a Torigine d'une fibrose

intersticielle liée & une hypersécrétion locale d’angiotensine II, et l’hypertryglycéridémie[%]
associde au stress oxydatif, en stimulant la prolifération des cellules musculaires lisses, sont

également des facteurs de risque du rejet chronique.

Tableau 2. Résumé des facteurs de risque 2 l'origine de la néphropathie chronique de l'allogrefte

Qualité du rein greffé Donneur Maladie vasculaire
Age
Hypertension
Conditions du prélévement  Mort cérébrale
Technigue de conservation
Lésions de reperfusion
Chirurgie d’implantation

Facteurs immunologiques Anticorps préformés
Compeatibilité HLA
Immunosuppression
Rejet aigu
Observance

Fvénements post-transplantation  Insuffisance rénale post-opératoire
Toxicité des médicaments
Inadéquation taille des reins donneur — receveur
Récidive de la maladie primitive
Hypertension
Anomalies lipidiques
Infection par le cytomégalovirus

IV LES MEDICAMENTS IMMUNOSUPPRESSEURS

La transplantation d’un organe d’un individu & un autre nécessite la suppression de la réponse
immunitaire normale du receveur, afin d’éviter le rejet de I'organe du donneur, reconnu
comme étranger par le systéme immunitaire du receveur. L’immunosuppression a donc pour
but d’abolir la réaction immunitaire du receveur contre les alloantigénes du donneur. La
réponse immunitaire primaire (présentation de I’antigene, prolifération cellulaire, synthese de
cytokines et différenciation) est plus facilement et plus complétement supprimée que la
réponse immunitaire secondaire (activation des cellules mémoires). Ainsi, les
immunosuppresseurs sont d’une efficacité limitée lorsque la mémoire immunologique envers

’alloantigéne du donneur est déja acquise, et l'inhibition de la réponse immune est plus
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facilement obtenue si la thérapeutique immunosuppressive est débutée avant l'exposition 2

I'immunogeéne, ¢’est-a-dire avant la transplantation.

Initialement, la thérapeutique immunosuppressive était basée sur 1’association d’anti-
mitotiques non spécifiques (antimétabolite — azathioprine — et alkylant — cyclophosphamide)
aux corticostéroides (prednisone). Ces immunosuppresseurs non spécifiques inhibent la
prolifération lymphocytaire, mais sont également toxiques pour toutes les cellules proliférant
rapidement (cellules de la moelle osseuse et du systéme gastro-intestinal). Cette association

expose donc a de nombreux effets secondaires, en particulier des infections opportunistes.

Figure II. Cycle cellulaire et sites d’action des immunosuppresseurs.
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En France, la prévention du rejet de greffe est a présent basée sur une quadrithérapie
immunosuppressive. Les médicaments utilisés dans ces associations agissent sur des cibles
différentes et interviennent sur différentes phases du cycle cellulaire (Figure II). Les
traitements consistent en une phase d’induction, avant la greffe et pendant les premiers jours
suivant la transplantation par sérum anti-lymphocytaire (SAL). Actuellement, ces sérums
contiennent des anticorps monoclonaux, afin d’obtenir une immunosuppression plus sélective,
ce qui n’était pas le cas avec les anticorps polyclonaux utilisés auparavant. A Pinduction par

SAL est associée un traitement de fond par corticoides, dont I’activité immunosuppressive
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n’est pas spécifique, avec les complications infectieuses que cela peut engendrer. A terme, Ie
traitement au long cour par corticoides est réduit puis stoppé, afin de s’affranchir au
maximum des effets indésirables dont ils sont responsables (freinage de I’axe hypothalamo-
hypophysaire, syndromes cushingoides, ostéoporose...). Enfin, les patients recoivent des
immunosuppresseurs plus spécifiques, avec en premiére ligne, les inhibiteurs de la
calcineurine (ciclosporine, tacrolimus), le plus souvent associés au mycophénolate mofétil.
Autrefois largement utilisée, I’azathioprine est maintenant pratiquement abandonnée en greffe
rénale, du fait notamment de sa faible spécificité. Les inhibiteurs de la calcineurine étant
caractérisés par une toxicité rénale, la recherche thérapeutique en maticre
d’immunosuppression  s’est  orientée  vers le  développement de nouveaux
immunosuppresseurs, dénués de cette néphrotoxicité. C’est ainsi que le sirolimus a été

introduit plus récemment dans 1’arsenal thérapeutique.

HI.1 Anticorps anti-lvmphocytes

11 existe actuellement plusieurs préparations d’anticorps ayant ’indication de medicaments

immunosuppresseurs.

1II.1.2 Anticorps anti-lvmphocvies T nolvcionaux[m

La plupart des anticorps fabriqués dans le passé le furent sous la forme d’antisérums
développés contre le stimulus antigénique. Les anticorps anti-lymphocytes polyclonaux sont
obtenus par I’'immunisation de lapins, chévres, moutons ou chevaux, qui constituent alors des
yéservoirs 4 anticorps reconnaissant les lymphocytes humains pouvant &tre a Iorigine de la
réaction de rejet lors des transplantations d’organes. Les immunoglobulines anti-lymphocytes
se fixent 4 la surface des lymphocytes T circulants, provoquant leur destruction, d’ol une
lymphopénie et la disparition des réponses immunologiques T-dépendantes.

Au début utilisés dans la prévention du rejet, ces anticorps sont actuellement plutdt indiqués

dans le traitement des rejets aigus corticorésistants.

1IL1.b Anticorps anti-lymphocytes T monoclonaux

Du fait de leur nature monoclonale, ces immunoglobulines produisent une réponse

immunosuppressive mieux ciblée et prévisible que celle due aux anticorps polyclonaux anti-
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lymphocytes. Elles permettent une baisse rapide du nombre de cellules lymphoides, et
I'inhibition fonctionnelle des populations lymphocytaires spécifiques,*!

Elles sont préparées par des techmgques d’hybnidation. Les hybridomes sont formés par la
fusion de cellules murines sécrétrices d’anticorps avec des plasmocytes myélomateux, pour
produire des anticorps hautement purifiés et ayant une spécificité précise, afin de Limiter la

production, par le receveur, d’anticorps anti-immunoglobuline.

° Anticorps anti-CD3 : muromonab-CD3 ou OKT3 ( ORTHOCLONE®)

Le muromonab-CD3, ou OKT3, est un anticorps monoclonal produit par un hybridome de
souris, dirigé contre la chaine & de la glycoprotéine CD3 Iymphocytaire.[zgl Cette
glycoprotéine est située & proximité immédiate du récepteur lymphocytaire T de
reconnaissance de P'antigéne (TCR) et a un réle majeur dans la transduction du signal,
puisqu’elle permet ’activation du complément et la lyse du lymphocyte. En se fixant sur la
glycoprotéine CD3, les anticorps anti-CD3 bloquent 'acces de l'antigéne au TCR et
empéchent ’activation lymphocytaire T induite par la présence des alloantigenes du greffon.
Cette action s’oppose au rejet de greffe.[m

1OKT-3 est indiqué dans le traitement du rejet aigu corticorésistant.

. Anticorps anti-chaine ¢ du récepteur a l'interleukine 2 (CD25) . dacliximab
(ZENAPAX®), basiliximab (SIMULECT®)

L’injection de sérum anti-lymphocytaire doit &tre effectuée suffisamment t6t avant la greffe
pour que les anticorps, encore présents a des concentrations actives au moment de la greffe,
ne détruisent pas les cellules du greffon, mais assez tard pour que l’immunosuppression
persiste au moment de la transplantation.

Le dacliximab et le basiliximab sont des anticorps chimériques humains — murins, la partie
humaine étant majoritaire afin de limiter Ies réactions immunitaires anti-anticorps.

La transduction du signal de I'II2 par Uintermédiaire de son récepteur lymphocytaire est
possible si le lymphocyte T activé exprime les 3 chaines de CD25 & sa surface du LT : a, 3,
v. Lorsque la chaine o est bloquée, la méme réponse biologique nécessite plus d’Ti2. La
quantité d’112 normale devient alors insuffisante pour provoquer une réponse.

Ces anticorps sont indiqués en prophylaxie du rejet aigu, en association & d’autres

immunosuppresseurs.
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111.2 Corticosiéroides

Les schémas présentés dans ce paragraphe sont issus du cours DCEMI disponible sur le site
http:/fwww.jussieu. fi.

Utilisés depuis les années 1950, les corticostéroides font partie de I’arsenal thérapeutique dont
les médecins disposent en transplantation d’organe, car ils sont doués de propriétés a la fois
immunosuppressives et anti-inflammatoires. Leur mécanisme d’action est encore mal connu,
mais, dés le début de leur utilisation, on a noté qu’ils provoquaient un effet lymphopéniant
rapide et transitoire, en particulier & forte dose. Cette action serait liée a une redistribution des
lymphocytes circulants et perdurerait environ 24 heures.

Les corticoides inhibent 1’expression des molécules d’adhésion, diminuent la permeabilité

vasculaire en inhibant Pactivation des cellules endothéliales, empéchant 1’afflux des

leucocytes, et diminuent la prolifération des fibroblastes et la production de protéines telles
que le collagéne par les fibroblastes. Mais, surtout, les corticoides agissent sur les cellules
sanguines de la lignee blanche :

e diminution de la différenciation et de I’activité anti-infectieuse des macrophages ;

o iphibition de I’adhésion des polynucléaires neutrophiles circulants aux cellules de
I’endothélium vasculaire ;

« inhibition de la production, de la prolifération et des fonctions des lymphocytes T helpers
et des lymphocytes T cytotoxiques, entrainant la baisse du nombre des lymphocytes
circulants.

Ainsi, les corticoides inhibent la prolifération des lymphocytes T, mais aussi I'expression de

génes codant pour les cytokines (111, I12, Ii6, IFNy, TNFa).’*57 La plupart de ces génes

possédent un site GRE (Glucocorticoids-Responsive-Elements) dans leur séquence 5 de
régulation, qui est une cible pour le complexe formé par 1’association du corticoide et de son
récepteur protéique intracellulaire.® ubiquitaire, spécifique, appartenant & la superfamille des

récepteurs aux stéroides.

®
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La fixation du complexe au GRE blogue la transcription du géne de L1258 En effet, les
glucocorticoides agissent par le biais d'un récepteur intracellulaire. Ce récepteur est présent
sous forme inactive dans le cytosol, lié¢ & un complexe protéique associant la « heat- shock
protein », HSP 90 (protéine de choc thermique), et l'immunophiline (Figure IIT).

La fraction libre du corticoide (10 a 20 %) traverse la membrane cellulaire par diffusion
passive pour se lier avec une forte affinité au récepteur, provoquant la dissociation du

complexe protéique, qui permet la translocation nucléaire de I'ensemble ligand-récepteur
(Figure IIT).
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Les glucocorticoides activent la transcription de fagon directe, par interaction du complexe
hormone-récepteur avec 'ADN, au niveau des sites accepteurs GRE. Cette action sur ’ADN
induit une augmentation de la production de protéines anti-inflammatoires (lipocortine-1 ou
annexine-1, 1110, protéine IxB). Ils peuvent également inhiber la transcription de certains

génes en se liant 4 I’ADN au niveau de sites de liaison négatifs, ou nGRE (Figure IV).

En situation inflammatoire, on assiste 4 une activation des facteurs de transcription NFxB
(inactivé en situation cytoplasmique par la liaison a la protéine IxB) et AP-1 (dimere constitué

par les sous-unités Fos et Jun).
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L’inflammation induit une libération de la protéine IxB, qui permet & NFxB son transfert en
situation intranucléaire et son activation (Figure V.1).

A ce niveau, les corticoides sont doués d’une activité transcriptionnelle indirecte, contrdlant
l'expression des génes de nombreuses cytokines, par linteraction avec les facteurs de
transcription (AP-1, NFxB et NF-IL6).

Le complexe glucocorticoide-récepteur interagit en situation intranucléaire avec la sous-unité
p65 de NFxB et la sous-unité Jun de AP-1. Il inhibe ainsi I'action transcriptionnelle des deux
facteurs de transcription. Le complexe glucocorticoide-récepteur est aussi responsable d'une

augmentation de la synthése de IxB, favorisant l'inactivation de NFxB (Figure V.2).
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Figure V.2 Action transcriptionnelle indirecte : inhibition ou activation de facteurs de transcription.

Enfin, le complexe glucocorticoide — récepteur interagit avec le facteur de transcription induit

par I'16 (NE-IL6) et permet une activation de son effet transcriptionnel (Figure V.2).

Les glucocorticoides seraient également capables de modifier la structure de la chromatine en
désacétylant les histones, ce qui entrainerait un enroulement plus serr¢ de 'ADN réduisant
l'accés des facteurs de transcription & leurs sites de fixation et ainsi inhibant I'expression des

génes concernés.
(’est l'interaction entre le complexe hormone — récepteur et ces facteurs de transcription qui

constitue le principal mécanisme a lorigine des propriétés anti-inflammatoire et

immunosuppressive des glucocorticoides.
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111.3 Inhibiteurs de Ia calcineurine

Bien que présentant des structures chimiques et des cibles biochimiques différentes, la
ciclosporine et le tacrolimus sont responsables d’effets similaires sur la transduction du signal
de prolifération lymphocytaire T.P%% {ls agissent tous les deux sur la phase GO du cycle
cellulaire (Figure 1I). Leur action immunosuppressive passe par leur combinaison & des
immunophilines : la cyclophiline et les FKBP. Les immunophilines sont des protéines de
Haison aux immunosuppresseurs. Les FKBP, immunophilines majeures, comptent pour
approximativement 0,1 % du total des protéines cellulaires et sont douées d’une activite

’Uza.nspeptidylpropylisomérase.[611

La ciclosporine et le tacrolimus diffusent tous les deux aisément dans les cellules cibles, et
inhibent la transduction du signal d’activation lymphocytaire T (Figure VI). La stimulation du
récepteur du lymphocyte T (TCR) par le complexe antigéne — peptide du CMH de classe II
induit une augmentation de la concentration intracellulaire en calcium, responsable de
’activation de la calcineurine. Cette enzyme a une activité sérine — thréonine phosphatase
calcium — calmoduline dépendante, dont 1’un des substrats est le NFATc, fraction cytosolique
du NFAT (facteur nucléaire des cellules T activées), présent dans le cytoplasme sous forme

déphosphorylée.

Ag- CMH Il

Figure VI. Mécanisme cellulaire de Iaction
des inhibiteurs de Ia calcineurine. [

Ag : antigéne - TCR : récepteur du lymphocyte T
CaM : calmoduline ~ PKC: protéine kinase C —
FK506 ; tacrolimus — CsA : ciclosporine — FKBP :
FK-506 binding protein ~ CsP: cyclophiline -
NFAT : nuclear factor of activated T cells - ¢:

cytosolique — n @ nucléaire.
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La déphosphorylation du NFATe par la calcineurine permet sa migration du cytoplasme vers
le noyau, ou il s’associe a son homologue nuciéaire, NEATR.% Cette association régule la
transcription des geénes de nombreuses interleukines, en particulier I'I12, impliquée dans
’activation précoce des lymphocytes T, mais aussi du GM-CSF, du TNFo, de 1’INFy.[61]
Associés a leur protéine de liaison, la ciclosporine et le tacrolimus forment un complexe
stable avec la calcineurine dont ils inhibent I’activité phosphatase, bloquant la translocation
intranucléaire des facteurs de transcription et la transcription de certains génes, en particulier
celui de I'l12. L’absence d’interleukine 2 empéche, en particulier, la transition des

lymphocytes T helpers de type Thl de la phase GO & la phase G1 du cycle cellulaire [

II1.3.a Ciclosporine (SANDIMMUN® NEORAL®)

Utilisée depuis les années 1980, la ciclosporine est probablement I'immunosuppresseur le
plus important en transplantation, auquel on peut vraissmblablement attribuer les plus grands
progrés. C’est un produit peptidique d'origine fongique, isolé de Tolypocladium inflatum
Gams, utilisé en transplantation d’organe.

La ciclosporine est dotée d’un effet inhibiteur trés spécifique sur la réponse lymphocytaire T,
supprimant la réponse cellulaire primaire a l'antigene. Apres fixation son récepteur

intracytoplasmique, la cyclophiline!*>®

} (enzyme de la famille des immunophilines douée
d’une activité peptidyl-prolyl-cis-trans-isomérase, qui intervient dans la configuration spatiale
des protéines!®™), elle bloque la voie d'activation calcineurine dépendante et, par conséquent,
la transcription et P'expression génique des cytokines nécessaires & la réponse immune. La
ciclosporine inhibe en particulier la production d'I12 et I’expression de son récepteur, ainsi que
la production d'INFy et de nombreuses autres cytokines."®*® La ciclosporine inhibe
également la sécrétion d’112 en induisant une augmentation de I’expression du TGFp, puissant
inhibiteur de la prolifération des lymphocytes T stimulés par 1’112 et de la production de
lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de I"antigéne.’>* En inhibant la synthése et les
effets de I'I12, la ciclosporine bloque la prolifération et la différenciation cellulaire.

L'inhibition de l'activation lymphocytaire T conduit & la suppression de la réaction a

médiation cellulaire mais aussi de la réaction 4 médiation humorale T-dépendante.
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TIL3.b Tacrolimus ou FK506 (PROGRAF®)

Antibiotique extrait de la fermentation d’un bouillon de Streptomyces isukubaensis, micro-
organisme tellurique, le tacrolimus a une structure différente de celle de la ciclosporine, et une
activité immunosuppressive est, par ailleurs, 10 a 100 fois plus puissante. En revanche, tout
comme la ciclosporine, il inhibe I’activité de la calcineurine. Il se fixe & une protéine
cytosolique, la FKBP12 (FK-506 binding protein), I’ensemble constituant un complexe stable
avec la calcineurine, dont il inhibe I’activité sérine — thréonine phosphatase calcium
dépendante. Le site d’interaction du tacrolimus avec la calcineurine n’est pas identique a celul
de la ciclosporine mais le chevauche.!”!

Ainsi, malgré un récepteur intracellulaire différent de celui de la ciclosporine, le tacrolimus
inhibe la calcineurine, comme la ciclosporine, bloguant I’expression précoce des genes codant

pour de nombreuses cylokines.

114 Inhibiteur de la mTOR : Sirolimus (RAPAMUNE®)

Malgré ses similitudes structurales avec le tacrolimus, et son affinité pour la méme famille de
protéines (FK506 Binding Proteins ou FKBP), le sirolimus posséde un mécanisme d’action
original :[’” il inhibe la réponse aux cytokines, alors que les inhibiteurs de la calcineurine en

inhibent surtout la production.

IiL.4.a Action moléculatre

I’activité immunosuppressive du sirolimus, comme celle des inhibiteurs de la calcineurine,
nécessite sa liaison aux immunophilines.”"!

Le sirolimus a une structure voisine de celle du tacrolimus (FK506),{72] mais, contrairement a
{a ciclosporine et au tacrolimus, il n’est doué d’ancune activite sur la calcineurine.**""! La
FKBP12 est le récepteur cytosolique majoritaire du tacrolimus (K¢ = 0,4 nmol/L) et du
sirolimus (Kg = 0,2 nmol/L) dans les lymphocytes.m]

La lipophilie du sirolimus lui permet de traverser la membrane cellulaire et de se lier a la
FKBP12 cytoplasmique.m] Son action immunosuppressive met en jeu une interaction directe
avec une deuxiéme protéine intracellulaire (protéine secondaire), la mTOR (mammalian

Target Of Rapamycin).m] Les premiéres TOR identifiées, TOR1 et TORZ2, ont été isolées a
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partir de souches de Streptomyces cerevisine. La TOR est également désignée sous le nom de
FRAP (FKBP Rapamycin Associated Protein) ou RAFT (Rapamycin And FKBPI12

Target).”o’m

72} impliquée spécifiquement dans la

La mTOR est une protéine sérine — thréonine kinase
régulation du cycle cellulaire, active sous forme phosphorylée. Aprés activation par un facteur
de croissance, une protéine kinase B (PKB) phosphoryle la mTOR sur un résidu sérine.
Phosphorylée, la mTOR active la protéine p70s6 kinase (p70°%) ribosomale, responsable de la
synthése protéique et de la progression des cellules T de la phase G1 a la phase S du cycle
cellulaire.[’")

La mTOR est également responsable de la phosphorylation de résidus thréonine de PHAS-1,
présent dans les cellules quiescentes, lié au facteur d’initiation 4E, lui-méme associé a une
protéine de liaison, eIF. La dissociation de PHAS-1 du facteur 4E, stimulée par la
phosphorylation induite par la mTOR, permet linitiation d’effets mitogénes et de
transformation, impliqués dans la progression dans le cycle cellulaire.

La phosphorylation de la mTOR est inhibée par le complexe sirolimus — FKBP12, empéchant

07 et induisant une stabilisation de 1’association PHAS-1-elF-4E.['"

I"activation de la p7
Le sirolimus est donc responsable du blocage de la progression des cellules (en particulier
lymphocytes Th1) de la phase G1 & la phase S, et de I’inhibition de la prolifération cellulaire
médiée par les cytokines telles que I'l12, I’Tl4 et 111,15, 16164701

D’autre part, le sirolimus bloque la progression de la phase G1 & la phase S du cycle cellulaire
par des voies faisant intervenir 1’12, mais indépendantes de la mTOR. En effet, il interagit
avec des complexes cyclines — kinases cyclines dépendantes impliqués dans la régulation de
la progression dans le cycle cellulaire. Le complexe cycline E — kinase cycline dépendante 2
(cdk2) active la transcription du promoteur de ’histone H2B par phosphorylation du site
NPAT, fondamental pour l’entrée en phase S. L’inhibiteur p27°"! inhibe 1’activité de
P’association cycline E — cdk 2 en formant un complexe nommé cycline E — cdk 2-p27"!, En
présence de sirolimus, p279P1 est up-régulé & des niveaux tels que la prolifération cellulaire

est inhibée.[""

1.4 b Action cellulaire

In vitro, le sirolimus inhibe la croissance des cellules B et T murines et humaines, induite par
des agents tels que le lipopolysaccharide S, ou des associations I11 — concanavaline A ou I11 -

phytohémagglutinine A. II agit & une étape plus tardive du cycle cellulaire que les inhibiteurs
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de la calcineurine : il réduit P’activation des lymphocytes T en inhibant les voies de
transduction du signal induites par les cytokines, en particulier par 1’I12, alors que la
ciclosporine et le tacrolimus en inhibent la production.”®”!) De plus, il empéche la
prolifération des lymphocytes B, dépendante et indépendante de 1’12, et induit une diminution
de la production d’IgA, IgM et [gG, contribuant & ses effets immunomodulateurs.’!
Le sirolimus inhibe la prolifération des cellules immunitaires et non immunitaires. En effet :
-~ 4 faible dose, il inhibe la prolifération des lymphocytes et des cellules musculaires
lisses ;
- & forte dose, il inhibe la prolifération des cellules NK (Natural Killer) et LAK
(Lymphokin Activated Killer).
Le sirolimus semble donc inhiber la prolifération de cellules non immunitaires, en particulier
des cellules musculaires lisses présentes dans 'intima des artéres (stimulées par le basic
fibroblast growth factor et le platelet derived growth factor). Or, la prolifération des cellules
musculaires lisses est impliquée dans I’épaississement de ’intima des artéres, qui peut €tre a
la base du rejet chronique du greffon chez les patients transplantés. Le sirolimus présente
donc un intérét potentiel dans la prévention de 1’épaississement de I’intima des artéres associé

au rejet chronique.’!

IIL5 Antimétabolites

Ces médicaments s’opposent a ’expansion clonale a la fois des lymphocytes B et des
lymphocytes T.

Ii existe 2 voies de synthése des purines: la voie de novo et la voie de sauvetage. Les
lymphocytes B et T proliferent par synthése purinergique de rnovo, contrairement aux
neurones, qui utilisent exclusivement la voie de sauvetage, et & toutes les autres cellules, dont

la prolifération emprunte les 2 voies de synthése des purines.

IIL.5.a Azathioprine (IMUREL®)"™]

Utilisée depuis 1962, 1’azathioprine (AZA) est aujourd’hui de moins en moins utilisée. C’est
un antimétabolite purique, promédicament de la 6-mercaptopurine (analogue de
’hypoxanthine). Cette molécule est un inhibiteur de la synthése des purines : elle intervient

donce tardivement dans le cycle cellulaire.
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Aprés exposition & des molécules nucléophiles telles que le glutathion, I’ AZA est convertie en
6-mercaptopurine ribonucléotide, qui présente des analogies structurales avec 1'inosine
monophosphate. Il existe alors une compétition entre ces 2 molécules pour la synthése des
nucléotides puriques (AMP, GMP), qui résulte en une inhibition de la synthése de novo des
purines ou la formation de thioinosine monophosphate (thio-IMP) qui, en tant que faux
nucléotide, peut interférer avec la voie alterne de synthése des purines. Le thio-IMP est
transformé ensuite en thio-GMP (thioguanosine monophosphate) et, enfin, en thio-GTP
(thioguanosine triphosphate), conduisant  des altérations de I’ADN par intercalation de thio-
GMP dans son squelette. Au final, I’action de ’AZA résulte en un blocage de la synthése

&’ ADN et d’ ARN, et en une inhibition de la prolifération des cellules immunocompétentes.

I1L.5.b Mycophénolate mofétil (CELLCEPT®)"

Le mycophénolate mofétil est le 2-morpholinoéthyl ester de 1’acide mycophénolique. L’acide
mycophénolique (MPA), métabolite actif du mycophénolate mofétil, est un inhibiteur puissant
de I’inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH), enzyme indispensable a la synthese
de novo des purines. Le MPA inhibe spécifiquement la synthése de novo des purines, en
épargnant la voie de sauvetage, et a, en principe un effet inhibiteur spécifique sur les
lymphocytes B et les lymphocytes T. L’IMPDH existe sous 2 isoformes, I et IL. L’isoforme 11
est présente dans les lymphocytes T activés, et le MPA a une meilleure affinité pour I'IMPDH
de type II que pour PIMPDH de type L Il exerce donc une action plus sélective sur les
lymphocytes T. L inhibition de 'IMPDH résulte en un blocage de la synthése de la guanosine
et des dérivés nucléotidiques.

Le MPA entre en compétition avec le NAD, cofacteur nécessaire a I’activité de I’IMPDH, et
supprime la prolifération lymphocytaire et la formation d’anticorps par les cellules B. Tl peut
également inhiber le recrutement de leucocytes par les sites inflammatoires en déplétant les
nucléotides guanosine leucocytaires, et en inhibant la glycosylation des glycoproteines
lymphocytaires impliquées dans ’adhésion aux cellules endothéliales. Cet effet résulte en une
diminution de la reconnaissance allogénique par les lymphocytes. Enfin, le MPA inhibe la
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires de fagon plus efficace que la

ciclosporine, permettant d’envisager son utilisation dans la prévention du rejet chronique.

36
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1 CONTEXTE DE L’ETUDE

Antibiotique macrocyclique anciennement appelé rapamycine, le sirolimus (RAPAMUNE®),
est le produit de fermentation naturelle d’une bactérie actinomycéte, Streptomyces
hygroscopicus, isolée pour la premiére fois & partir d’échantillons de sol de la région de Vai
Atore située sur 1’ile de Piques (Rapa Nui).V®" Cette découverte résulte, au début des années
70, d’une recherche de nouveaux agents antifongiques par la « Canadian Medical Mission »
assistée du « Center for Disease Control ». Les études initiales ont prouvé que le sirolimus
était particuliérement puissant contre Candida albicans. Son potentiel immunosuppresseur a
été découvert au cours d’études utilisant des modéles expérimentaux de tumeurs, de maladies
auto-immunes, et, plus tard, de transplantations d’organes.® L’investigation de son activité
dans la prévention du rejet d’organes n’a commencé sérieusement qu’en 1995, avec la
description du potentiel immunosuppresseur de son analogue structural, le FK500, ou
tacrolimus. %

Son activité immunosuppressive puissante et synergique avec celle des autres
immunosuppresseurs, en particulier la ciclosporine, ainsi que son mécanisme d’action
original, lui ont valu en septembre 1999 I’autorisation de sa mise sur le marche américain, en
transplantation rénale, par la Food and Drug Administration.””

En France, la RAPAMUNE®, commercialisée depuis 2001 par les laboratoires Wyeth, est
indiquée en prévention du rejet d’organe chez les patients adultes présentant un risque

immunologique faible & modéré recevant une transplantation rénale,l’™

et se présente sous la
forme d’une solution buvable & 1 mg/mL. Cette spécialité, pour I’heure réservee a 1'usage
hospitalier, a ’agrément pour les collectivités. Elle s’administre en une prise unique

quotidienne, le matin.

I.1  Pharmacocinétigue du sirolimus

La pharmacocinétique du sirolimus est caractérisée par une variabilité interindividuelle
semblable 2 celle de la ciclosporine et du tacrolimus, avec des coefficients de variation des
paramétres pharmacocinétiques allant de 31 % pour la demi-vie d’¢élimination, a 86 % pour le

71,96
TmaX’{ ]
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I.1.a Absorption

1’ absorption du sirolimus aprés administration orale est rapide (Tmex = 20 min & 3 h). 6477750
Sa biodisponibilité systémique est faible, de 1’ordre de 15 %, du fait d’un métabolisme

intestinal et hépatique important.l’”?

1.1.b  Distribution

Le sirolimus se concentre dans les éléments figurés du sang pour plus de 95 %, et 97 % de
la fraction plasmatique est liée & P’albumine.”’” En raison de sa lipophilie importante,®® sa
distribution tissulaire est large, en particulier dans les organes riches en lipides (rate, foie,
reins, intestins, coenr),l’™ d’oll un volume de distribution apparent élevé et variable, compris

entre 5,6 et 16,7 L/kg chez des transplantés rénaux stables.l’®

I.1.c Métabolisme

Le sirolimus est principalement métabolisé par le cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) hépatique

et intestinal en de nombreux métabolites,[75'78]

par O-déméthylation et hydroxyl::xtion.[’m Ces
métabolites sont ensuite éliminés par voie biliaire.” Leur activité représenterait moins de
10 % de lactivité immunosuppressive du sirolimus: il est donc peu probable qu’ils

participent & son activité immunosuppressive.””!

1.1.d Elimination

I.’é&limination du sirolimus fait ’objet d’une variabilité interindividuelle trés importante,
probablement en raison de la variabilité interindividuelle de la quantité et de I"activité du
CYP3A4.! Dans une étude de phase I, réalisée chez 30 volontaires sains recevant du
sirolimus par voie orale en dose unique, la clairance d’élimination moyenne était comprise
entre 145 et 567 mL/h.kg pour une moyenne de 278 mL/h.kg, et la demi-vie était égale 4 81,5
+ 15,6 heures.® De méme, dans une étude réalisée chez des transplantés rénaux, la demi-vie
d’élimination du sirolimus aprés administration par voie orale était comprise entre 57 et

63 heures, pour une clairance moyenne de 208 + 95 mL/h.kg."
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La longue demi-vie du sirolimus justifie I’administration d’une dose de charge en début de
traitement, afin d’atteindre 1’état stable rapidement, puis d’une seule dose quotidienne en

traitement d’entretien.[’™

I.l.e Interactions médicamenteuses

Le sirolimus est un substrat de la P-glycoprotéine (P-gp)." En conséquence, les
médicaments modifiant les concentrations et/ou Pactivité du CYP3A4 et de la P-gp sont
responsables d’interactions pharmacocinétiques avec le sirolimus, et doivent étre utilisés avec
précautions A

I.’association de la ciclosporine au sirolimus induit une augmentation des concentrations
sanguines de sirolimus, en particulier de la concentration résiduelle (Cq)} avec une
augmentation de ’AUC,BY probablement par inhibition du CYP3A4 et de la P-gp par la
ciclosporine.[m’sol En pratique, il est recommandé d’administrer le sirolimus 4 heures apres la
dose matinale de ciclosporine, afin de minimiser cette interaction.” "

D’autre part, une étude chez le lapin n’a mis en évidence aucune interaction entre le sirolimus
etla prednisolone.[75 ]

Enfin, le diltiazem et le kétoconazole (inhibiteurs de la P-gp et du CYP3A4) induisent une
augmentation significative de I’exposition au sirolimus alors que la rifampicine (inducteur du
CYP3A4) la réduit.!’!

1.2 Effets secondaires du sirolimus!>

Le sirolimus, comme les autres immunosuppresseurs, est caractériseé par une fenétre
thérapeutique étroite, justifiant le suivi thérapeutique pharmacologique de cette molécule. La
fréquence et ’intensité des effets secondaires rapportés somt corrélées aux concentrations
résiduelles de sirolimus, avec un risque majeur pour des taux résiduels supérieurs a 15 pg/L.
Les effets indésirables les plus fréquents sont d’ordre hématologique, 4 type d’anémie, de
thrombopénie et de neutropénie, le plus souvent modérées, et réversibles a larrét du
médicament.

D’autre part, le sirolimus interagit avec le métabolisme lipidique, & Porigine
d’hyperlipidémies, avec une augmentation des triglycérides supérieure & 1’augmentation du
cholestérol sanguin. Ces effets sont par ailleurs majorés lorsqu’il est associé a la ciclosporine,

connue elle aussi pour ses effets hyperlipémiants.
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En revanche, le sirolimus ne semble pas néphrotoxique, et la toxicité rénale de la ciclosporine
ne serait pas majorée par la co-administration des deux produits.

Parmi les effets indésirables du sirolimus, on peut également noter des nausées et des
vomissements, des manifestations cutanées a type de rash et d’acné, et I’augmentation des
enzymes hépatiques.

Enfin, comme pour tous les immunosuppresseurs, un traitement par sirolimus induit une

augmentation du risque infectieux (infections & Herpes simplex virus en particulier).

1.3  Pourquoi le suivi thérapeutigue ?

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) du sirolimus a ét€¢ recommande lors de son
autorisation de mise sur le marché, et cette recommandation s’est transformée en obligation
dans le résumé des caractéristiques du produit. Il est justifié par 'importante variabilite inter-

(6476821 ot ses nombreuses interactions

individuelle de la pharmacocinétique du sirolimus
pharmacocinétiques potentielles. D’autre patt, les concentrations sanguines sont mal corrélées
aux doses administrées,’® alors qu’il existe une relation entre les concentrations et les effets
thérapeutiques et toxiques.*" De plus, il est impossible de réaliser des mesures directes de
I’effet immunosuppresseur du sirolimus.

Enfin, le STP est possible puisque des méthodes de dosage du sirolimus ont été développées,
en chromatographie liquide haute performance avec détection UV (HPLC/UV Y4873 o par
spectrométrie de masse (LC/MS).P**%!

Il a été montré qu’il existait une bonne corrélation entre les concentrations résiduelles et
Uexposition globale au produit, apprécice par I’AUC.PY D’autre part, les concentrations
résiduelles sont corrélées a Pefficacité et & la toxicité du médicament. Il a donc été
recommandé d’adapter la dose de sirolimus sur la base des concentrations résiduelles, avec
une zone thérapeutique de 3,5 pg/L 4 15 pug/L.[913 Toutefois, chez certains sujets, Cy n’est pas
représentative de ’exposition au médicament, pouvant &re comprise dans la fourchette
thérapeutique malgré une sous-exposition donc un risque de rejet, ou, a l'inverse, une
surexposition, responsable d’effets toxiques. Dans ce genre de situation, il est probablement
intéressant d’estimer plus précisément I’ AUC et donc I’exposition réelle du patient au produit,
ce qui nécessite au préalable des études phannacocinétiques.[4] Alors que de nombreuses
méthodes utilisant une stratégie de prélévement en nombre limité ont été mises en place pour
192,93 81]

I'et e mycophénolate,®'! il n’y a

(93]

calculer ’AUC de médicaments tels que la ciclosporine

que trés peu de travaux utilisant une telle approche pour le sirolimus.
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11  OBJECTIFDE L’ETUDE

L’objectif de la présente étude est d’établir un modele pharmacocinétique et d’évaluer les
paramétres pharmacocinétiques de population du sirolimus en association ou non a la

ciclosporine chez des patients transplantés rénaux récents.

III POPULATIONS ET METHODE

1I1.1 Population 1 : « Population SIR-CsA » (association sirolimus - ciclosporine)

La premiére population a été constituée a partir d’une base de données issue de I’¢tude
0468E1-302-US, mise a notre disposition par les laboratoires Wyeth.

L’étude 302 est un essai clinique de phase III, multicentrique et randomisé, réalisé en double-
aveugle, visant & évaluer Iefficacité du sirolimus en association avec la ciclosporine dans la
prévention du rejet de greffe rénale allogénique, et a servi de base pour ’obtention de
’autorisation de mise sur le marche.

Cet essai a inclus 576 patients transplantés rénaux Agés de 15 & 71 ans, parmi lesquels 3
jeunes adultes de moins de 18 ans. Les patients recevaient tous un traitement associant
ciclosporine et corticostéroides, et, quatre heures plus tard, sirolimus 2 mg/j (212 patients) ou
sirolimus 5 mg/j (206 patients) ou placebo (158 patients), selon le bras de randomisation dans
Jequel ils se situaient. La premiére dose était une dose de charge du sirolimus égale & trois fois
la dose d’entretien, puis un STP du sirolimus basé sur un contrdle régulier des concentrations
résiduelles était réalisé. La posologie de la ciclosporine était adaptée selon la concentration
sanguine résiduelle, avec une cible comprise entre 200 et 400 pug/L pendant le premier mois,
200 et 300 ng/L lors des deuxiéme et troisiéme mois, 150 et 250 pg/L entre le quatriéme et le
douziéme mois.

La base de données fournie par les laboratoires Wyeth a été établie a partir de prelevements
réalisés chez 42 patients transplantés rénaux de 1’étude 302. Ces patients étaient issus des 2
bras recevant du sirolimus, et les profils pharmacocinétiques étaient réalisés lors de 3 périodes
différentes — fin du premier mois, fin du troisiéme mois, fin du sixiéme mois post-
transplantation. Une cinétique compléte a été réalisée chez chaque patient & une ou deux des
trois périodes. Ainsi la base de données Wyeth inclut un ou deux profils pharmacocinétiques

pour chaque patient, réalisés de fagon aléatoire & M1, M3 ou M6. Cette base de donnée
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comporte donc 6 séries de profils pharmacocinétiques en 10 points (avant administration — Tg
—et 20 min, 40 min, 1 h, 2h,4h, 6 h, 10 h, 12 h, 24 h aprés administration) du sirolimus.

Le dosage du sirolimus en vue de la détermination des paramétres pharmacocinétiques a été
effectué dans un laboratoire centralisé par chromatographie liquide haute performance
couplée 2 la spectrométrie de masse selon une méthode validée!®™ tandis que le dosage du
sirolimus en vue du suivi des concentrations résiduelles a été effectué par MEIA
(Microparticle Enzyme Immunoassay).”"}

Disposant de la totalité des pharmacocinétiques établies pour la base de données Wyeth, nous

avons ainsi effectué une étude rétrospective de la pharmacocinétique du sirolimus associé a la

ciclosporine chez des patients transplantés rénaux.

I11.2 Population 2 : « Population SIR-MMF » (association sirolimus — mvcophénolate)

La seconde population est constituée par les patients de 1’étude « CINESIREN », prospective,
bicentrique, de phase IV, ouverte, de la pharmacocinétigue du sirolimus chez des patients
transplantés rénaux récents. Les deux centres investigateurs sont les Centres Hospitaliers
Universitaires de Limoges et de Reims. Elle prévoit d’inclure, d’ici novembre 2003, 16

hommes et femmes de 18 4 65 ans ayant bénéficié d’une greffe rénale.

Les patients inclus dans 1’étude regoivent une quadrithérapie immunosuppressive associant :

une induction par sérum anti-lymphocytaire pendant les cing premiers jours post-

transplantation ;

- des corticostéroides : 250 mg avant la greffe, 250 mg apres la greffe, puis 1 mg/kg
pendant une semaine, et enfin décroissance progressive selon le schéma habituel du
centre ;

- du mycophénolate mofétil (CELLCEPT®) : 2 g le jour de la transplantation, puis 1 g
matin et soir chaque jour ;

- du sirolimus ; une dose de charge de 12 4 15 mg, administrée dans les premiéres 24

heures suivant la transplantation, puis 5 mg par jour pendant 7 jours, et enfin

adaptation des posologies basée sur le suivi des concentrations sanguines résiduelles,

en essayant d’obtenir des valeurs comprises entre 10 et 15 pg/L.

Seuls sont inclus Ies patients ayant donné leur consentement éclairé par écrit.
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En revanche, ne sont pas inclus les sujets en désaccord avec le protocole ou souffrant de
problémes neuro-psychiques ne permettant pas une bonne compréhension du protocole ou un
consentement fiable, les patients présentant une anémie grave (inférieure a 6 g/dL)
incompatible avec des prélévements sanguins multiples, et, enfin, les patients dont le
traitement comporte un ou plusieurs médicaments interférant avec le CYP3A4 impliqué dans
le métabolisme du sirolimus (inducteurs : rifampicine, carbamazépine, phénobarbital,
phénytoine ; inhibiteurs : kétoconazole, diltiazem). L’investigateur peut interrompre
prématurément la participation d’un sujet a4 1’étude, en cas notamment de maladie

intercurrente, d’échec du traitement, ou d’événement indésirable.

Les deux premidres périodes de I’étude (7°™ jour, J7, et 15°™ jour, J15 post-transplantation)
ont lieu au cours de I’hospitalisation suivant la transplantation rénale. Pour les trois périodes
suivantes (1% mois, M1, 2°™ mois, M2, et 3*™ mois, M3 aprés la greffe), le séjour dans le

service est au maximum de 12 heures.

Tableau 3. Planning détaillé de 1’étude pharmacocinétique du sirolimus.

HEURE
PERIODE | JOUR THEORIQUE
J-1 8h00 Prise matinale de RAPAMUNE"
Prélévement de 3 tubes de sang ;

- dosage de la concentration résiduelle de

7h50 sirolimus, C,
- e¢xamens biochimiques de routine
- numération formule sanguine

8h00 Prise matigale de RAPAMUNE® (Ty) et de

CELLCEPT
8h20 I tube de sang/temps : T20 min
37, J15 8h30 dosage du sirolimus T30 rin
M1, M2, M3 J 8h40 Petit déjeuner

9h00

h30 1 tube de sang/temps :

10000 dosage du sirolimus

11h00

12h00

1230 Déjeuner

14%00 Ten

17h09 1 tube de sang/temps : Ton

2000 dosage du sirolimus Tz

J7, J15 J+1 3500 Tor

Au matin de la journée d’étude, sont effectués une mesure de la taille et du poids du patient,

ainsi qu’un examen clinique (examen général, température) et un recueil des constantes
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heémodynamiques (pouls, pression artérielle). Des examens hématologiques et biochimiques
de routine sont é¢galement réalisés: numération formule sanguine, ionogramme, dosage
plasmatique des enzymes hépatiques (ALAT, ASAT, yGT), de la créatinine, de I'urée et de la
bilirubine. Enfin, sont relevés les antécédents médicaux et la liste des médicaments associés.
L’étude pharmacocinétique se déroule selon le planning détaille, présenté dans le tableau 3.

Les profils pharmacocinétiques sont réalisés pour chaque patient lors de chacune des 5

périodes citées plus haut.

IT1.3 Dosage du sirolimus

Le dosage du sirolimus est effectué dans le sang total, prélevé dans un tube Vacutainer® avec
EDTA. Le sirolimus est identifié et dosé par chromatographie liguide couplée 3 la
spectromeétrie de masse en tandem (LC/MS-MS), selon une méthode mise au point et validée
dans le laboratoire, puis agréée par le laboratoire Wyeth aprés validation par une série de tests
en aveugle,

200 pL de sang total du patient sont néccssaires au dosage. Une gamme d’étalonnage de 0 a
100 ug/L. est réalisée & I'aide de prises d’essai de 200 pL de sang total sans sirolimus
auxquelles sont ajoutées des quantités croissantes de sirolimus en solution dans le méthanol.
Des contrbles externes (en aveugle) et internes (de concentrations connues), traités de fagon
identique aux prélévements des patients, sont dosés lors de chaque série. A chaque prise
d’essai sont ajoutés 100 pL d’étalon interne, le desméthoxysirolimus. L’ensemble des
échantillons dans le sang total (gamme d’étalonnage, contrdles, échantillons patients) subit
une hémolyse et une défécation par du sulfate de zinc & 50 g/L, puis le sirolimus et le
desméthoxysirolimus sont extraits dans de ['acétone. La phase organique est ensuite
alcalinisée par de la soude 4 0,1 N, et e sirolimus et son étalon interne sont extraits dans du 1-
chlorobutane. Aprés évaporation a 60°C et refroidissement, le résidu sec est repris par 50 pl.
de méthanol, dont 10 pL sont ensuite injectés dans le systéme chromatographique, constitué
d’une colonne de type X-Terra® C18 (Waters ; longueur : 150 mm, diamétre interne : 2,1 mm,
granulométrie : 3,5 pum) chauffée a 60°C. Le gradient de phase mobile, compose d’un
mélange acétonitrile — tampon formiate tel que présenté dans le tableau 4, permet une bonne
séparation du sirolimus (temps de rétention, TR = 7,9 minutes) et du desméthoxysirolimus
(TR = 8,6 minutes).
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Temps

Tableau 4. Gradient de phase mobile. , % A % B
(min)
_ . , : . 0 40 60
A tampon formiate d’ammonium, 20 mmol/L, pH =3 1 40 60
B: B: 80 % acétonitrile, 20 % tampon formiate
d’ammonium, 20 mmol/L, pH =3 3 10 20
’ ’ 8 10 920
8,5 40 60
11,5 40 60

Apres séparation des produits, les transitions ioniques spécifiques de chaque produit sont
détectées en polarité positive a ’aide d’un spectrometre de masse a triple quadripdle, selon
des conditions spectrométriques représentées dans le tableau 5. La pression du gaz de

collision est de 1,5 mTorr.

Tableau 5. Conditions spectrométrigues utilisées pour le dosage du sirolimus.
Q : ion de quantification ; C : ion de confirmation

Largeur du pic

m/z Largeur Temps Ener.gi.e de a mi-hauteur (1)
Ion - de scan s) collision
Parent Tons Fils (1) {eV) Quadl Quad2
N Q. 8644 24
Sirolimus 931.,4 C:882.4 3 0,1 {3 0,7 0,7
. o Q: 8164 12
Desméthoxysirolimus 9013 C:8342 3 0,1 10 0,7 0,7

La méthode mise en ceuvre pour le dosage du sirolimus dans le sang total a été validée grace a
des contrdles de qualité internes et externes ; sa limite de détection est de 0,5 pg/L, et sa zone

de linéarité comprise entre 1 et 100 pg/L.

II1.4 Etude pharmacocinétique

IIL.4.2 Etude de 1a population SIR-CsA

. Approche non-compartimentale

Dans un premier temps, I’évaluation des principaux indices d’exposition (Co, Cpx, Tmax €t
AUCq.24) de chaque patient a été réalisée selon une approche non-compartimentale

(concentrations ou temps mesurés, AUC calculée par la méthode des trapézes linéaires).
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° Etude des pharmacocinétigues individuelles

Une ¢étude de pharmacocinetique individuelle a été réalisée grice au logiciel de
pharmacocinétique WinNonlin® Professional, version 4.0.1 (Pharsight). Cette étude a utilisé
le modele qui semblaif le mieux adapté & la description des profils d’absorption et
d’élimination du sirolimus. Les différents profils pharmacocinétiques individuels étaient
ajustés aux données expérimentales par régression non linéaire (RNL). Le modéle choisi est
un modele a deux compartiments, avec une absorption et une élimination d’ordre 1, et un
temps de latence (ou lag-time), représenté dans la figure VII. Ce modeéle a pour parameétres A
(ng/L), B (ug/L), o (1/h), P (1/h), K4 (1/h), et lag-time (h), ot A, B, a et b sont les paramétres
du modéle d’élimination bi-compartimental (Ae™+Be™),et K, la constante d’absorption. En
ont été dédumits pour chaque patient les paramétres pharmacocinétiques et les indices
d’exposition suivants : volume apparent du compartiment central (V¢/F), constante
d’élimination (Ker), volume apparent du compartiment périphérique (Vp/F) et constantes de
transfert (K., et Kz1), clairance totale apparente (CUF), concentration sanguine maximale
(Crmax) et le temps auquel elle est atteinte (To.x). La détermination des paramétres
pharmacocinétiques individuels des patients de la population SIR-CsA a donc fourni une
estimation des parametres de population (moyenne, écart-type des parametres individuels,
matrice de variance-covariance), et a permis de rechercher un éventuel effet dose ou effet

temps.

Figure VII. Modéle pharmacocinétique utilisé pour la détermination des parameétres individuels

Equation 1 (compariiment central)
Sit> lag-time

dX
Ka Kz Kl C=K X ~K,X ~-K,X.+K, X,
e Xec B Xp — dt
— Sit < lag-time
KZ] dX
< _ 0
dt
Equation 2 (compartiment périphérique)

dX

dtp =K, X -KyX,
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° Etude de la pharmacocinétique de population en une étape : methodologie
NonMEM®

L’analyse des données de I’essai 302 réalisé par les laboratoires Wyeth a permis de réaliser
une étude rétrospective de la pharmacocinétique de population du sirolimus lorsque celui-ci
est associé 4 la ciclosporine. Cette étude a consisté en une recherche préliminaire du modele
pharmacocinétique structural le micux adapté a la molécule, selon une approche
populationnelle en une étape a effets mixtes, ou Mixed Effect Model, intégrée dans la version
V du programme NonMEM® (« Non Linear Mixed Effect Model», Globomax, Hanover,
MD, USA), qui fonctionne sur micro-ordinateur PC. L’interface Visual NonMEM® a été
utilisée. Une fois choisi le modéle structural le mieux adapté, elle a permis de déterminer au
sein d’une méme approche les paramétres moyens de la population SIR-CsA ainsi que leurs
variabilités interindividuelles, sans avoir besoin de déterminer les paramétres

pharmacocinétiques individuels de fagon directe.

Un modele structural de base capable de décrire au mieux I’évolution des concentrations
sanguines du sirolimus au cours du temps a été recherché. Ce modéle de base intégre a la fois
un modele pharmacocinétique et un modéle d’erreur. A chaque étape de sa construction, la
pertinence du modéle structural a été évaluée selon plusieurs critéres : (i) la minimisation de
la fonction objective ; (ii) la minimisation des variances inter-individuelles et I’ameélioration
de leur précision ; (iii) la qualité de ’ajustement des concentrations prédites par rapport aux
concentrations observées (DV) ; (iv) la distribution des résidus. Les concentrations predites
par estimation Bayesienne grice au module POSTHOC sont de deux types: les
concentrations prédites par individu (JPRED), c’est-a-dire prenant en compte toutes les
concentrations mesurées chez un méme individu, et les concentrations prédites (PRED),
calculées sur la base des paramétres pharmacocinétiques estimés a 1’aide de la seule dose de

sirolimus administrée.
- Modéle pharmacocinétique

Le modéle pharmacocinétique permet de décrire 1’évolution des concentrations sanguines au
cours du temps et de générer les prédictions des parametres pharmacocinétiques. Différents
types de modeles pharmacocinétiques ont été testés : (i) modele mono-compartimental avec

élimination du premier ordre et lag-time (ADVAN 2 TRANS 2); (ii) modele bi-
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compartimental avec absorption d’ordre O et élimination de premier ordre, avec et sans lag-
time (ADVAN 3 TRANS 4) ; (iii) modéle bi-compartimental avec absorption et élimination
du premier ordre, avec et sans lag-time (ADVAN 4 TRANS 4); (iv) modele a 3
compartiments, avec absorption et élimination d’ordre 1, avec et sans lag-time (ADVAN 6 55
6); (v) modele bi-compartimental avec une absorption suivant la loi d’Erlang et une
élimination du premier ordre (ADVAN 5 SS 5); (vi) modéle bi-compartimental avec une
absorption de type Michaelis-Menten, lag-time et élimination du premier ordre (ADVAN 6
SS 6).

- Modeéle d’errenr

Le modéle statistique d’erreur représente la relation décrivant les écarts aléatoires entre
paramétres prédits et observés, et entre concentrations prédites et observees ; en d’autres
termes il modélise la variabilité interindividuelle sur les paramétres pharmacocinétiques, et la
variabilité résiduelle au niveau des concentrations. Le modele utilisé dans cette ¢tude est un

modéle d’erreur mixte, combinant erreur additive et erreur multiplicative.

Au total, le modele pharmacocinétique de base a permis de générer des estimations : de la
valeur moyenne des paramétres pharmacocinétiques ; de la variabilité interindividuelle sur

chaque paramétre pharmacocinétique ; de la variabilité résiduelle.

TI1.4.b Etude de la population SIR-MMF

CINESIREN est une étude prospective de la pharmacocinétique du sirolimus lorsque celui-ci
est administré en association avec le mycophénolate mofétil et non avec la ciclosporine.
Comme 8 patients seulement ont été inclus 4 ce jour, seule une analyse individuelle des
profils pharmacocinétiques a pu étre réalisée, selon le méme schéma que pour 1a population
SIR-CsA. '

Ainsi, ’approche non-compartimentale a tout d’abord permis d’évaluer les principaux indices
d’exposition individuels au sirolimus (Co, Ciax, Tmax €t AUC.04 calculées selon la méthode
des trapézes). Puis, une étude de pharmacocinétique individuelle des profils a été réalisée
grice au logiciel WinNonlin®, selon le m&me modéle que celui choisi pour ’estimation de Ja
pharmacocinétique des patients de la population SIR-CsA (Figure VII). Les différents profils

pharmacocinétiques individuels ont été ajustés aux données expérimentales par RNL, et les
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principaux parametres pharmacocinétiques individuels ont été analysés : K,, V/F, Kq, CI/F,
Cmam Tmax; VP/F: Klz et KZI-

I11.5 Analyse statistigue

L’ANOVA 2 deux facteurs a été utilisée pour la recherche d’éventuels effets « période » ou
« dose » sur les variables d’exposition : Co/Dose, Cha/Dose, AUC/Dose, Tmax, lag-time, K,
CUF et V¢/F. La performance prédictive des modeéles pharmacocinétiques testés a été évaluée

par analyse de régression et par le calcul du biais et du RMSE (Root Mean Square Error),

selon les formules suivantes :®7)
.. Estimé —Observe
Biais =
Observé
L ,2
RMSE = 1 Z Estimé — Ob.ferve}
7 Observe

De plus, les valeurs estimées et les valeurs observées des différents paramétres d’exposition
ont été comparées par un test de Wilcoxon. Les valeurs moyennes des parametres
pharmacocinétiques obtenus dans différentes populations ont été comparées par un test non
paramétrique de Mann-Whitney. Le test de normalité de Kolmogorov-Smirnov a été utilise
pour évaluer si les indices d’exposition standardisés par la dose Cru/Dose et AUC/Dose
suivaient une distribution normale.

L’ensemble de ces analyses statistiques a été réalisé sur Statview™ (Abacus concepts 4.5,

Berkeley, CA, USA).

IV RESULTATS

IV.1 Population 1 : « Population SIR-CsA »

La population SIR-CsA est constituée de 92 profils pharmacocinétiques collectés chez 42
patients issus des 2 bras sirolimus de I’é¢tude 302: 19 patients traités par ciclosporine +

sirolimus 2 mg/j, et 23 patients traités par ciclosporine + sirolimus 5 mg/j, 4 la fin du premier
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mois (M1), a la fin du troisitme mois (M3), et & la fin du sixiéme mois (M6) post-

transplantation.

Trois cinétiques incomplétes ont été exclues de ’analyse : une cinétique du groupe de dose 2

mg a M3 (Cp manquant), une cinetique du groupe de dose 2 mg a M6, et une cinétigue du

groupe de dose 5 mg & M6 (profils réalises sur une période inférieure a 24 heures).

IV.1.a Approche non-compartimentale

Les indices d’exposition déterminés selon une approche non-compartimentale dans chacun

des groupes sont représentés dans le tableau 6.

Tableau 6. Indices d’exposition au sirolimus de la population SIR-CsA, déterminés selon une approche
non-compartimentale (moyennes + écarts-types).

M1
Groupe . , , . , ,
de dose 2 mg/j 5 mg/j 2 mgsg 5 mg/j 2 mg/j 5 mgij
n 15 19 13 17 10 15
Co 463x253 11,66+7,70 428£2,58 10,0534 459+1,19 11,2+7,30
(ng/L)
Conan 13,1+7,65 47,8+£357 103%397 30,1+£169 11,5+426 41,3298
(ng’l)
rl;;:)“" 2,64+£252  1,63£1,15 3,02+272 243+£330 3,57+2,79 1,80+ 1,07
AUC 158 77,3 466 £ 297 146 + 81,3 3714 197 159 + 58,1 450 % 265
(h.ug/L)

Les indices d’exposition standardisés par la dose et déterminés par approche non-

compartimentale ne différaient pas significativement entre les trois périodes aprés la

transplantation, ainsi qu’il est illustré dans la figure VIIL
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Figure VIIL Indices d’exposition estimés par approche non-compartimentale, pondérés par la
dose, éclatés par période post-greffe et par groupe de dose.
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Toutes périodes confondues, la concentration résiduelle ainsi que ’AUC sont faiblement
corrélées avec la dose administrée (r* = 0,24 et 0,20 respectivement). L’ AUC varie d’un
patient 4 un autre dans un rapport de 1 & 4,2 pour une dose identique quotidienne de 2 mg et
dans un rapport de 1 a 8,2 pour une dose quotidienne de 5 mg.

De plus, les indices d’exposition standardisés par la dose (AUC/Dose, Co/Dose, Crax/Dose) ne
different pas significativement entre les deux groupes de dose. Ce résultat est en faveur d’une
pharmacocinétique linéaire.

L’étude de la distribution des logarithmes de Cy/Dose et AUC/Dose par le test de
Kolmogorov-Smirnov ne met pas en évidence d’écart significatif & la normalité. Une
distribution log-normale de ces indices est donc admissible (Figure IX). Néanmoins,
Pobservation de 1’histogramme pourrait laisser suspecter une distribution bimodale, avec un
second pic moins marqué que le premier. L’existence d’une telle sous-population n’est
toutefois pas mise en évidence par I’analyse des probits (ns), peut-étre du fait d’effectifs

insuffisants.
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Figure IX. Représentation semi-logarithmique de la distribution en fréquence des indices d’exposition
Coux €t AUC standardisés par la dose dans la population SIR-CsA.
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IV.1.b Approche individuelle compartimentale

Dans un deuxiéme temps, I’approche bi-compartimentale individuelle réalisée avec le logiciel
WinNonlin® a permis de calculer les paramétres pharmacocinétiques et les indices
d’exposition pour chaque patient. Les valeurs moyennes de ces parameétres dans la population
sont présentés dans le tableau 7.

Pour cette analyse, un profil pharmacocinétique trés atypique et impossible a modéliser de
maniére simple, issu du groupe de dose 2 mg/j un mois aprés la transplantation, a du &tre
exclu (Figure X).

Figure X. Profil pharmacocinétique du patient 5347, groupe de
dose 2 mg/j, T mois aprés la transplantation.
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Tableau 7. Paramétres pharmacocinétiques et indices d’exposition au sirolimus de la population SIR-
CsA, déterminés par une approche individuelle bi-compartimentale 4 I’aide du logiciel WinNonlin®
(moyennes + €carts-types).

M6
Gr(:ll;ls): de 2 mg/j 5 mg/j 2 mg/f 5 mg/j 2 mg/jf 5 mg/j
n 14 19 13 17 10 i5
Cy
440+£270 118+8,18 446£2,79 9,96+6,06 4,58+24 8814
el 0 1188
Cana 933+£5,86 353+31,8 S,67+1,88 22,6+174 7,19£314 30524,
(ug/L)
T(;:) 204+437  147£090 290£232 2,18+2,56 3,79+349 1,84+154
AUC 1660700 4672288  148+773 369192 181780 446254

(h.ug/L)

Lag(;g‘“e 060+0,39 033£021 1,01£1,15 0,63+1,34 0,780,779 0,670,50
(5;1 ) 461£639 114+172 558+828 4474532 187242 11,7257
ffff; 145£596 11,0%7,66 179117 143%9,05 124+562 13,6+8.23
‘;E';F 195+ 139 144123 3324227  182+124  202:+135 202+ 165

Le tableau 8 résume la comparaison des indices d’exposition calculés par RNL aux indices
d’exposition observés. Les concentrations recalculées lors de la modélisation de chaque profil
pharmacocinétique ont également été comparées de maniére globale 4 I’ensemble des
concentrations observées disponibles.

Tableau 8. Evaluation de la pertinence des indices d’exposition au sirolimus calculés par RNL selon
une approche compartimentale individuelle.

M1 M3 Mo

Groupe de dose 2 mg/f Smgj 2 mglf 5 mg/f 2 mg/j S mgij
¢, B(i,,/a;s 25,5 02 42 233 -1.8 14
(ng/L) RI(V-[%fE 21 21 14 16 8,6 38
Concentrations I?t’/?a;s - 14 0,5 0,3 0,3 -0.3 2.2
(ug'l) Rl(‘f,gE 1 15 12 15 7,5 18
AUC ’?ﬁ;}s 4 1,5 10 “0.1 20 0,3
(ug.h/L) Ri(‘;iE 7 5,7 20 6,1 57 8.3

Ces indices d’exposition ont été généralement bien estimés, avec des biais globalement
inférieurs & 10 %, et une bonne précision (RMSE < 20 %), excepté pour le groupe de dose 2

mg, 6 mois apres la transplantation. Pour ce groupe, les écarts d’estimation étaient dus & des
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AUC/Dose (107

Coua/Dose (10° L)

patients isolés dont les profils étaient atypiques et pour

adapté, ainsi qu’il est illustré dans la figure XI.

lesquels le modéele utilisé était mal
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Figure XI. Comparaison des AUC

calculées par RNL aux AUC
calculées par la mcthode des
trapézes.

AUCgnL = 0,658 * AUCrzap + 60,850

R = 0,662

Pente statistiquement différente de I (p = 0,28}
Ordonnée a l'origine statistiquernent différente de
0(p=023)

Dans le groupe de dose 2 mg, respectivement 86 %, 92 % et 80 % des AUC ont été calculées

avec une erreur inférieure 4 10 % & M1, M3 et M6. Pour ces mémes périodes et dans le

groupe 5 mg, une erreur d’estimation de moins de 10 % a été commise pour 89 %, 82 % et 75

% des AUC.

I analyse de ces résultats confirme I’absence d’effet « période » sur les indices d’exposition

standardisés par la dose (Figure XII) et sur les parameétres pharmacocinétiques (Figure XIII)

calculés dans chacun des deux groupes de dose constituant la population.,

Figure XII Indices d’exposition estimés par une approche bi-compartimentale individuelle,
pondérés par la dose, éclatés par période post-greffe et par groupe de dose.
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Figure XIII. Indices d’exposition et paramétres pharmacocinétiques estimés par une approche bi-
compartimentale individuelle, pondérés par la dose, éclatés par période post-greffe et par groupe de
dose.
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Le modele pharmacocinétique utilisé pour Destimation des profils individuels dans
WinNonlin® était adapté pour des profils pharmacocinétiques simples (Figure XIV), mais
s’est révele lumité pour les profils plus complexes, en particulier dans le cas des profils

d’absorption retardée (Figure XV), et chez les patients présentant un pic secondaire (Figure
XVI).
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1V.1.c Pharmacocinétique de population en une étape

Les principaux modéles pharmacocinétiques et les hypothéses testés sont représentés dans le

tableau 9.

Tableau 9. Principales étapes de Ja construction du modeéle structural.

Modéle n°

Description du modéle

Fonction
Objective

Remarques

1 compartiment
Absorption d’ordre 1 avec lag-time
Elimination d’ordre 1

4005,127

CV=349%

2 compartiments
Absorption d’ordre 1 sans lag-time
Elimination d’ordre 1

3798,322

Cv=217T%

2 bis

2 compartiments
Absorption d’ordre 1 avec lag-time
Elimination d’ordre 1

3586,986

CV=18,0%

3 compartiments
Absorption d’ordre 1 avec lag-time
Elimination d’ordre 1

3734,254

CV=18,5%
Erreur add = 2,81

Absorption suivant une loi d’Erlang

2 compartiments

Flimination d’ordre 1

{100)

3610,394

CV=197%

5

2 compartiments

Absorption de type Michaelis-Menten avec lag-time

Elimination d’ordre 1

3538,499

CvVv=171%

L’analyse de la fonction objective et de la variabilité résiduelle a permis de montrer que le

modele pharmacocinétique le mieux adapté était un modele bi-compartimental avec une

absorption d’ordre 1 et lag-time, et une élimination du premier ordre.

Entre les modéles n°1 et n°2, un modéle pharmacocinétique bi-compartimental, avec une

absorption d’ordre 0 et une élimination du premier ordre, avec et sans lag-time a €té teste,

sans succés en raison de 1’absence de convergence du logiciel.

La droite de régression entre les concentrations observées (DV) et les concentrations prédites

par estimation Bayesienne (PRED et IPRED) est représentée figure XVII pour le modele n°2

bis.
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Figure XVII. PRED = f{DV} et IPRED = f(DV) pour le modéle n°2 bis.
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L’équation de la droite utilisant le modele bi-compartimental n°2 bis, IPRED =0.976 . DV
+ 0.605 avec R? = 0,983, montre un faible biais (pentes de régression non différentes de 1 et
ordonnées 4 'origine statistiquement non différente de 0, p < 0.001), et révele la qualité de
1’ajustement de ces données ; la droite de régression n’est pas significativement différente de

la droite d’identité.

Cependant, dans le contexte de notre étude, la comparaison de [’ajustement entre
concentrations observées et concentrations prédites sans tenir compte des concentrations
individuelles semble un outil plus pertinent pour juger de la validité de notre modcle
pharmacocinétique. En effet, les valeurs PRED sont calculées essentiellement sur la base des
valeurs moyennes des paramétres de notre population, et en fonction des doses orales qui
varient d’un individu a Pautre. De plus, dans cette étude, nous disposons de profils
pharmacocinétiques en 10 points (analyse en données riches). Ainsi, le « poids » de I’individu
est prédominant dans le calcul Bayesien des IPRED et 1’ajustement avec les concentrations

observées reste correct, méme lorsque le modéle pharmacocinétique n’est pas optimal.

La droite de régression PRED versus DV obtenue avec le modele bi-compartimental n°2 bis
montre un probléme d’ajustement : PRED = 0,280 . DV + 10,416 avec R?* = 0,217 (Figure
XVII). Toutefois, le modele a 3 compartiments (modéle n°3) ayant conduit 2 un biais
similaire, il a été décidé de se limiter & un modéele bi-compartimental. Différentes tentatives

ont été réalisées afin d’améliorer le modéle choisi. Ainsi, deux autres modeles décrivant la
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phase d’absorption ont été testés: loi d’Erlang,'°”

[161]

qui est un cas particulier de la loi
Gamma,' " et absorption de type Michaelis-Menten.

L’examen des courbes individuelles a montré en particulier que les Cy mesurées les plus
¢levées étaient mal estimées par le modéle (sous-estimées). Compte-tenu de ’hypothése
évoquée lors de ’analyse pharmacocinétique non-compartimentale des données, selon
laquelle il semble exister 2 sous-populations, le modéle n°2 bis a été testé en intégrant un
paramétre « sous-population », en se basant sur une valeur seuil de Cpyp/Dose= 10 mlL .

Tableau 10. Modele n°2 bis appliqué a la population SIR-CsA scindée en 2 sous-populations, « a fort
Coa’Dose » et « 4 faible C,/Dose ».

Sous-population 1 Sous-population 2
Cu/Dose <10 mL™* C,./Dose > 10 mL™”’
=71 n=2]
Variabilité Variabilité
TPV SD inter- TPV Sb infer-
individuelle individuelle
CI/F (L/h) 2,79% 0,148 16,7 % 14,4* 0,065 16,7 %
Y/F (L) 14,3% 0,168 90,3 % 32.4* 0,140 90,3 %
K.(1/h) 0,19* 0,191 128 % 0,28% 0,077 128 %
Lag-time () 0,40 0,228 26,6 % 0,24 0,102 26,6 %
Fonction
Objective 3134,121
4 0,2 %

TPV : typical value (valeur moyenne de la population) — SD : standard deviation (écart-type)

*op <107

L’hypotheése de 'existence d’une sous-population « a fort Cpax/Dose» est renforcée par
P’amélioration importante de la fonction objective, la diminution de la variabilit¢ résiduelle
pour ce modele (Tableau 10) et ’amélioration de la corrélation PRED versus DV (Figure
XVIII) par rapport aux valeurs obtenues dans 1’ensemble de la population avec le modele n°2

bis.

Figure XVIII, PRED = f{DV) et IPRED = f{DV) pour le modele n°2 bis, appliqué & la population
séparée en 2 sous-populations.
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Les paramétres calculés au sein de chacune des deux sous-populations a 1’aide de ce modéle
étaient tous significativement différents, a I’exception du lag-time (Tableau 10). La valeur du
Tmax de la sous-population 1 était significativement plus élevée que la valeur du Tp.y de la

sous-population 2 (2,6 vs 1,3 h; p <0,05).

L’analyse des résidus (RES = PRED ~ DV) entre les concentrations prédites (PRED) et les
concentrations observées (DV) est en accord avec une augmentation proportionnetle des
valeurs des résidus en fonction des concentrations prédites. Ceci démontre que les erreurs sur

toutes les observations (concentrations sanguines) n’ont pas le méme écart-type.

100

Figure XIX. Analyse des résidus : 30 -
RES = f{PRED) pour le modele n°2 . +
bis, appliqué & la population séparée 7 ’ * +

en 2 sous-populations,

PRED

L’ensemble des erreurs pondérées (WRES = RES/VAR) obtenues montre une répartition
homogéne autour de ’erreur résiduelle pondérée nulle. Les erreurs pondérées indiquent une
dispersion resserrée et comprise dans la fourchette d’intervalle entre — 2 et + 2, donc incluses
dans I’intervalle de confiance a 95 % autour de la valeur observee. I’analyse des résidus

pondérés n’a pas mis en évidence de biais majeur (Figure XX).
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Chez les patients de la population SIR-CsA, la posologie de la ciclosporine était adaptée sur la
base des concentrations résiduelles sanguines en ciclosporine. Les concentrations résiduelles
cibles étant différentes en fonction de la période post-transplantation, I'influence de la
ciclosporine sur la pharmacocinétique du sirolimus a été testée en considérant le délai post-
greffe comme une covariable dans le modéle (faute de connaitre les doses de ciclosporine
administrées ou les concentrations résiduelles mesurées chez chacun de ces patients).
L’intégration de la période dans le modele a montré que celle-ci n’influencait pas la
pharmacocinétique du sirolimus : la variation de la ciclosporinémie résiduelle ne semble done

pas modifier la pharmacocinétique du sirolimus.

1V.2 Population 2 : « Population SIR-MMF »

Ce travail présente une analyse pharmacocinétique des données recueillies entre novembre
2002 et juin 2003, date & laquelle 8 patients avaient été inclus dans I’¢tude CINESIREN, 6 a
Limoges et 2 a Reims.

Les patients (4 hommes, 4 femmes) ont entre 20 et 65 ans, pour un dge moyen de 46,5 ans.
Un patient est sorti prématurément de 1’essai pour rejet aigu cortico-résistant du greffon au
13*™ jour aprés la transplantation. Le traitement par sirolimus a été stoppé et remplacé par du
tacrolimus. Les profils pharmacocinétiques ont été réalisés lors de 5 periodes post-
transplantation différentes dans le centre de Limoges — I7, J15, fin du 17 mois (M1), fin du
25 yois (M2), fin du 3%™ mois (M3) — et lors de 4 périodes aprés la greffe dans le centre de
Reims - J7, J15, M1, M3.

Tableau 11. Caractéristiques physiopathologiques de la population SIR-MMF (n = 8).

Moyenne
Caractéristiques (Extrémes)
physiopathologiques J7 J15 M1 M2 M3
n=2_8 n=7 =20 n=4 n=35
Poids 69 67,7 68,5 70,5 71,2
(kg) (48 —90) (48 — 90) (48 —90) (48 - 90) (48 —90)
Créatininémie 204 128 i1 114 103
(umol/L) (86 —505)  (65-322) (65-181) (69-183) (69~ 147)
Clairance de la créatinine 46,6 75,6 63,0 66,6 71,5
(mL/min) (16,7~ 64,8) (26,2 118) (46,6 - 85,0) (46,1 —89,6) (55,4 -93,8)

La clairance de la créatinine a été calculée & Uaide de la formule de Cockroft — Gault.
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Le dernier patient inclus a4 Limoges pendant la période sur laquelle porte analyse des
données ayant ét¢ greffé le 5 mai, ne sont disponibles pour ’analyse que les premidres
cinétiques, J7 et J15. L’un des 2 patients du centre de Reims n’ayant pas encore atteint son
3% mois de greffe a cette date, le dernier profil pharmacocinétique n’avait pas encore 6té

réalisé.

1V.2.a Approche non-compartimentale

Les indices d’exposition moyens de la population SIR-MMEF, déterminés selon une approche

non-compartimentale pour chacune des périodes, sont représentés dans le tableau 12.

Tableau 12. Indices d’exposition de la population SIR-MMF, déterminés selon une approche non-
compartimentale (moyenne * écart-type).

J7 J15 M1 M2 M3
n=8 n=7 n=6 =4 n=3
Dose quotidienne
moyenne 104+0,0 9,9+ 27 93159 58+1,7 6,6 3,6
{mg)
AUC, 4 trapézes 5354332 579 + 233 B B _
(h.ug/L) (n=7) (n = 5)
AUCos trapezes  ,o, 10 279 £ 89,6 289 £ 120 234 + 110 185+ 55,2
(h.ug/L)
Co 152+10,0  13,8+104 16,8290  12,3+£4,06  12,4+5,35
(ng/L)
Cinax 52,54 23,1 499+152  59,1+38,1 394+173 322+ 7,71
(ug’l)
T(;:) L7140,87  137+£025  137+1,03  2,10£159  1,90+134

Des profils pharmacocinétique complets, entre 0 et 24 heures, devaient étre réalisés lors des
deux premiéres périodes, J7 et J15, les patients étant hospitalisés. Toutefois, compte-tenu de
problémes d’organisation de service certains profils sont incomplets a J7 et a J15, ne
permettant pas le calcul des AUC complétes entre O et 24 heures. C’est pourquoi, dans un
souci de comparabilité des profils, sont présentés dans le tableau 12 les caleuls d’AUC
compleétes et ¢’ AUC tronquees entre 0 et 9 heures.

La figure XXI met en évidence la grande variabilité¢ interindividuelle des profils

pharmacocinétiques.
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Figure XXI. Profils pharmacocinétiques collectés lors des différentes périodes aprés la transplantation.
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IV.2.b Approche individuelle compartimentale

Les profils pharmacocinétiques individuels ont été modélisés grice au méme modéle bi-

compartimental que celui utilisé pour modéliser les profils de la population SIR-CsA.
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Tableau 13. Parametres pharmacocinétiques et indices d’exposition estimés dans la population SIR-

MMEF a chaque période post-transplantation : moyenne {extrémes).

J7 Ji5 M1 M2 M3
n=_§ n=7 =3 n=4 =5
C, est. 13,9 154 14,6 11,2 10,8
(rg/L) (0,19-93.,4) (6,98 - 25,5) (9,40 -21,1) (6,31 - 16,5) (3,66 —-15,6)
Couax €51, 43.6 60,0 60,9 33,0 20,2
(ug/L) (11,6 - 65,3) (15,0 - 188) (34,1~ 116) (18,5 - 65,9) (7,87 — 50,4)
T onax €51 1,40 1,29 1,28 1,94 1,47
(h) (0,78 — 3,00) (1,07 - 1,68) (0,06 2,19 (0,94 —3,32) (0,38 —2,48)
AUC ;4 est. 755 744 895 244 441
(h.ug/L) (241 - 1779) (241 - 1326) (733 - 1058) (564 - 1189) (377 -532)
Lag-time 0,49 0,30 0,25 0,34 0,42
h) (0,24 —0,98) (0 —0,96) (0,01 - 90,44) (0,25 -0,47) (0,05 -0,96)
K, 8,16 2,74 36,7 3,7 7,95
(1/h) (0,45 - 18,6) (0,63 - 8,95) (1,03 -177) (1,01 -7,8) (0,54 - 20,8)
CVF 23,2 22,9 14,7 8,73 20,8
(L/h) (8,43 - 41,6) (11,3-41,5 (11,6 —20,5) (5,27 -10,6) (7,51 = 53,0)
V/F 220 167 177 156 352
(L) (103 - 408) (57,1-362) (51,6 —366) (86,9 - 218) {166 —793)

Les paramétres pharmacocinétiques et d’exposition obtenus avec ce modéle sont présentés
dans le tableau 13. Un des profils pharmacocinétiques collectés 2 M1 a du étre exclu, car
celui-ci était « douteux » (échantillons dosés a plusieurs reprises, excluant une erreur

d’origine analytique) et impossible 2 modéliser (Figure XXII).

BOR YVO M1

Figure XXII. Profil « douteux
collecté a M1, impossible a
modéliser.

Concentration (pgil.)
&
0\?
] *
4
*
*

Temps th)

Les AUC calculées par RNL étant les AUC sur 24 heures, elles n’ont pas ét¢ comparées aux
AUC calculées par la méthode des trapézes, la majorité d’entre elles étant tronquées & 9
heures. En revanche la qualité de la modélisation avec 1’approche individuelle bi-
compartimentale a été évaluée en comparant les concentrations calculées par RNL aux

concentrations mesurées (Tableau 14),
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V  DISCUSSION

Cette étude nous a permis de développer un modéle pharmacocinétique pour le sirolimus et
d’évaluer les paramétres pharmacocinétiques de population de ce meédicament chez des
transplantés rénaux récents.

La pharmacocinétique du sirolimus a été abordée dans un premier temps selon une approche
individuelle, afin d’orienter [’analyse pharmacocinétique et d’obtenir une premiére
description des populations étudiées. Elle a nécessité de rechercher le modele structural de
base le mieux adapté. Le modéle & deux compartiments utilisé s’est avéré meilleur que le
modéle mono-compartimental, conformément aux données de la littérature.” L’analyse des
valeurs individuelles estimées confirme que la pharmacocinétiqgue du sirolimus est

caractérisée par une trés grande variabilité inter-individuelle.[*”"7 T7178.80,97]

Globalement, les valeurs estimées dans cette étude sont en accord avec les valeurs décrites
dans la littérature : clairance apparente comprise entre 10 et 20 L/h,*% volume de distribution
apparent légérement inférieur aux volumes décrits dans la littérature, mais, néanmoins, €levé
et trés variable (volume de distribution apparent moyen compris entre 144 et 332 L selon le
groupe de dose et la période post-transplantation dans la population SIR-CsA, et valeur
maximale de 793 L chez I'un des patients de la population SIR-MME), pour des valeurs de
5,6 4 16,7 L/kg dans la littérature (soit entre 300 et 2500 L. environ pour des individus pesant
70 kg).[64’76] Le volume de distribution apparent calculé en POSTHOC dans la population
SIR-CsA semble toutefois plus faible (V/F = 14,3 £ 0,168 et 32,4 £ 0,140 L respectivement
dans les populations « & faible Cpax/Dose » et « a fort Cya/Dose») ; en effet, ce demnier
correspond au volume apparent du compartiment central alors que le volume de distribution
estimé par ’approche individuelle et décrit dans la littérature représente le volume apparent a
I’état d’équilibre (Vss/F).

L’importante disparité des profils pharmacocinétiques du sirolimus a été retrouvée dans les
deux populations étudiées dans le cadre de cette étude (SIR-CsA et SIR-MMF). Ainsi, si les
profils d’absorption et d’élimination peuvent étre qualifiés de «simples» chez certains
patients, d’autres, au contraire, présentent des profils pharmacocinétiques plus « complexes »,
avec une absorption ralentie ou retardée, et parfois, ’existence d’un second pic plus tardif,

pouvant caractériser une absorption en deux phases ou une réabsorption. Or, le modele
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pharmacocinétique choisi dans cette étude (modéle bi-compartimental avec absorption et
¢limination du premier ordre et lag-time) permet de modéliser la pharmacocinétique du
sirolimus lorsque celui-ci présente un profil d’absorption et d’élimination relativement simple,

mais reste pour ’heure moins bien adapté aux profils plus complexes.

La difficulté a modéliser les profils complexes est objectivée par des valeurs €levées de biais
et de RMSE des concentrations estimées par rapport aux concentrations observées dans la
population SIR-MMF, en approche individuelle (Tableau 14). Aucun modele
pharmacocinétique plus sophistiqué, capable de modéliser de tels profils, n’a été propos¢ pour
le sirolimus. Pourtant de tels modeéles, capables de prendre en compte les profils atypiques, en
particulier les profils présentant 2 pics, ont été décrits pour d’autres médicaments, tels que la
ranitidine®®”! et Ia ciclosporine.l%%1%%]

La recherche du modéle pharmacocinétique structural le mieux adapté au profil du sirolimus a
également porté sur le mode d’élimination. Il n’a été mis en évidence aucun effet de la dose
sur la clairance d’élimination, impliquant que 1’élimination du sirolimus est linéaire, et ne
dépend donc pas d’un mécanisme saturable. Une élimination de type Michaelis-Menten n’a
d’ailleurs apporté aucune amélioration dans la modélisation de la pharmacocinétique du

sirolimus.

I’analyse de la pharmacocinétique de population du sirolimus a mis en évidence I’existence
probable de deux sous-populations, la premiere présentant de faibles valeurs de Cp/Dose
(inférieures a 10 mL’l), et la seconde étant caractérisée par de fortes valeurs de Cpay/Dose
(supérieures a 10 mL"I). La valeur de Cpa/Dose atteint 51,6 mL"} dans cette deuxiéme sous-
population. La sous-population « & faible Cya/Dose» (sous-population 1) est celle dans
laquelle Peffectif est le plus grand (n = 71). Les patients de cette sous-population présentent
une faible constante d’absorption, ainsi qu’une clairance et un volume de distribution central
apparents (CI/F et V¢/F) plus faibles que les patients de la sous-population «a fort
Ciax/Dose » (sous-population 2). Ces constatations ne permettent pas de déterminer avec
certitude I’origine de ces différentes entre les deux sous-populations, mais Il semble toutefois
intéressant d’envisager I’exploration de la variabilité de la biodisponibilité :

- en étudiant ’impact de la co-administration de médicaments inducteurs ou inhibiteurs

enzymatiques sur la biodisponibilité
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- en réalisant une c¢tude de phénotypage et de génotypage des patients en ce qui
concerne la P-gp, protéine d’efflux limitant 1’absorption intestinale, et sur les CYP
3A4 et 3AS, enzymes impliquées dans le métabolisme du sirolimus et responsables de
’effet de premier passage hépatique et intestinal.

En effet, la biodisponibilité du sirolimus étant faible (de I’ordre de 14 %), de faibles
variations de 1’absorption ou du métabolisme du sirolimus peuvent induire de trés grandes

variations de 1’exposition du patient a la molécule.

La base de données des profils pharmacocinétiques de la population SIR-CsA ne mentionnant
aucune covariable en dehors du délai post-greffe, seule celle-ci a pu éfre évaluée : elle n’a
montré aucune influence sur la pharmacocinétique du sirolimus. En revanche, 1’¢étude
CINESIREN en cours étant prospective, un suivi particulier des covariables
physiopathologiques est effectué. Cette analyse pourra donc &tre réalisée au terme de I’étude
CINESIREN.

Une comparaison pharmacocinétique des 2 populations SIR-CsA et SIR-MMF est également
envisagée a Pissue de ’étude CINESIREN, afin d’évaluer I’importance des interactions
sirolimus — ciclosporine et sirolimus — mycophénolate mofétil.

Le nombre d’inclusions dans 1’étude CINESIREN en 6 mois a été plus faible que celui
initialement prévu, expliquant le petit effectif dont on dispose pour ’analyse des données sur
la période allant de novembre a juin 2003. Ce retard dans les inclusions est liée & une baisse
significative du nombre de transplantations rénales en France, et en particulier a Limoges et &
Reims, depuis le début de ["année 2003.

Toutefois, fin septembre 2003, I’ensemble des inclusions prévues dans le protocole était
réalisé, mais ’analyse des échantillons et des résultats n’était pas terminée au moment de la

rédaction de ce travail.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La transplantation rénale constitue une avancée majeure dans la prise en charge des patients
souffrant d’insuffisance rénale terminale. Elle a énormément progressé depuis 1’avénement
des immunosuppresseurs specifiques, en particulier depuis la découverte de 1a ciclosporine an
début des années 1970. L’enjeu de tels traitements est primordial, puisque leur utilisation a
pour objectif de diminuer au maximum le risque de rejet du greffon. Les effets toxiques et
thérapeutiques des meédicaments immunosuppresseurs dépendent en grande partie de leur
concentration sanguine. Ces médicaments sont caractérisés par un index thérapeutique étroit,
ce qui rend leur manipulation difficile. C’est pourquoi ils font tous 'objet d’un suivi
thérapeutique pharmacologique. Or, pour étre optimal, le STP nécessite de bien connaitre la
pharmacocinétique de ces molécules.

Le sirolimus est le dernier médicament & avoir obtenu !’autorisation de mise sur le marché
dans le domaine de I"immunosuppression. On a pour ’heure peu de recul sur I'utilisation de
ce produit, peu d’études pharmacocinétiques ont été publiées, et aucune étude de
pharmacocinétique ou de pharmacodynamie de population ne figure dans la littérature. Or
I’utilisation pertinente et sfire du sirolimus comme médicament immunosuppresseur dans la
prévention du rejet aigu de greffe rénale nécessite d’en connaitre les propriétés
pharmacocinétiques, les relations concentration — efficacité et concentration — toxicité, et de
développer les outils de suivi thérapeutique pharmacologique. Pour cela, des ¢tudes de
pharmacocinétique clinique sont indispensables, afin de mieux prévoir le devenir et ’activite
du médicament dans I’organisme.

Ce travail présente une premiére analyse de la pharmacocinétique de population du sirolimus,
en association avec la ciclosporine. Toutefois, cette analyse présente des limites car il s’agit
pour une part d’une étude rétrospective (SIR-CsA), dans laquelle peu de données étaient
disponibles (en particulier, manque de covariables). Par ailleurs, une ¢étude prospective de la
pharmacocinétique du sirolimus associé au mycophénolate mofetil a débuté en novembre
2003. Toutes les inclusions ont été effectuées a ce jour, mais I’ensemble des données n’est pas
disponible pour I’heure, tous les patients n’ayant pas encore atteint le troisieme mois post-
greffe. Néanmoins, P’analyse des données des deux populations étudices a confirmé
I’importante variabilité inter-individuelle de la pharmacocinetique du sirolimus. De plus,
Pexistence de profils pharmacocinétiques atypiques, caractérisés une absorption retardée et/on

des pics secondaires (Figures X'V et XVI), a été mise en évidence dans les deux études.
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D’autre part, I’analyse des données disponibles dans la population SIR-MMF a mis en
évidence des problémes de respect du protocole dans la réalisation des prélévements, dans le
cadre de la collecte de profils pharmacocinétiques a données riches. I.'intérét de la
pharmacocinétique de population est de pouvoir se contenter de profils pharmacocinétiques
incomplets, voire constitués d’un nombre tres limité de prélévements (jusqu’a un seul par
patient). Pour cela, il est nécessaire de disposer d’un modele pertinent, permettant d’envisager
la mise au point ultérieure d’estimateurs Bayesiens de la pharmacocinétique avec une
stratégie de prélévements Hmités. L’intérét d’une telle stratégie est de la rendre compatible
avec le fonctionnement de routine d’un service clinique, de limiter la spoliation sanguine et, si
possible, de réaliser les prélévements sur une courte période aprés la prise du médicament, ce
qui épargne au patient une journée d’hospitalisation. Cette stratégie offre également une plus
grande souplesse dans les horaires de prélévements, dés lors qu’ils sont connus avec
exactitude. Cette stratégie est déja utilisée en routine, avec succeés, pour le suivi thérapeutique

pharmacologique de la ciclosporine,”” %!

et elle est en cours de développement par
I’équipe DEXO (Université de Limoges) pour les autres irmmunosuppresseurs, tels que le
tacrolimus et le mycophénolate mofétil.

Actuellement, 1’adaptation de posologie du sirolimus est faite sur la base du suivi des
concentrations résiduelles, sans qu’il ait été démontré qu’il s’agissait 1a de D’indice
d’exposition optimal, ni que les cibles proposées aient été justifiées par des études cliniques
prospectives. La disponibilité d’estimateurs Bayesiens rendrait plus aisée la réalisation
d’¢études rétrospectives concernant les index les mieux corrélés au succes thérapeutique et/ou
aux cffets indésirables, suivies éventuellement d’études prospectives comparatives comparant

2 indices d’exposition ou plus, puis d’¢tudes prospectives comparatives de type « exposition

contrdlée » pour définir les valeurs cibles d’exposition.
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ETUDE PHARMACOCINETIQUE DU SIROLIMUS, ASSOCIE OU NON A LA
CICLOSPORINE, CHEZ DES PATIENTS TRANSPLANTES RENAUX

RESUME

La transplantation rénale est le traitement de choix de l'insuffisance rénale terminale. L'organe
transplanté, issu de donneurs décédés ou de donneurs vivants, étant considéré comme étranger
par l'organisme receveur, celui-ci peut faire l'objet de plusieurs types de rejet, qui différent par
leur mécanisme immunologique et leurs manifestations cliniques. Le succes de la transplantation
rénale dépend de la maitrise de ces réactions, basée sur 'appariement entre donneur et receveur,
et sur l"'administration de médicaments immunosuppresseurs. Le sirolimus est la derniére molécule
a avoir obtenu I’AMM dans la prévention du rejet aigu de greffe rénale. Sa pharmacocinétique (PK)
est caractérisée par une importante variabilité interindividuelle. L'utilisation optimale de ce
médicament repose donc sur le suivi thérapeutique pharmacologique (STP). Dans le but d’étudier
la PK du sirolimus chez des patients transplantés rénaux récents, deux études ont été réalisées
chez des patients transplantés rénaux : (i) une étude rétrospective, chez des patients traités par
sirolimus associé a la ciclosporine et des corticostéroides; (ii) une étude prospective, sur la base
d'un essai clinique (« CINESIREN ») chez des patients traités par sirolimus, mycophénolate mofétil
(MMF) et corticostéroides. La PK du sirolimus a été étudiée selon trois approches : non-
compartimentale, compartimentale individuelle (WinNonlin®) et compartimentale populationnelle
(NonMEM®). Les paramétres PK estimés étaient en accord avec les données de la littérature (CI/F
= 10 a 20 L/h, V¢/F = 144 a 332 L) et sujets & une trés grande variabilité interindividuelle. Des
profils complexes (absorption retardée, doubles pics) ont été observés. D'autre part, I'étude a mis
en évidence |'existence possible de deux types de patients, I'un fortement et I'autre plus faiblement
exposé au sirolimus. L'analyse compléte des données de I'étude CINESIREN permettra de mieux
caractériser ces deux sous-populations et de comparer les paramétres PK du sirolimus associé a la
ciclosporine ou au MMF. La meilleure connaissance de la PK du sirolimus devrait permettre le suivi
de pharmacocinétique en routine pour des patients traités.

MOTS-CLES : Transplantation rénale, Don d'organe, Rejet, Crossmatch, Immunosuppresseurs,
Sirolimus, Pharmacocinétique clinique, Modélisation pharmacocinétique, Suivi thérapeutique
pharmacologique.

PHARMACIE INDUSTRIELLE ET BIOMEDICALE

PHARMACOKINETIC STUDY OF SIROLIMUS, ASSOCIATED OR NOT TO
CYCLOSPORIN, IN RENAL TRANSPLANT RECIPIENTS.

ABSTRACT

Transplantation of kidney grafts from cadaveric or living donors is the best treatment for terminal
chronic renal insufficiency. Different types of rejection reactions exist, differing by their
immunological mechanism and by their clinical manifestation. The success of renal transplantation
is based on the crossmatch between donor and recipient and on the use of immunosuppressant
drugs. Sirolimus is the last immunosuppressant authorized in France. Its pkarmacokinetics (PK) is
characterized by an important inter-patient variability, rendering therapeutic drug mecnitoring
essential for optimal use. Sirolimus PK was evaluated in de novo renal transplant recipients in two
clinical studies: first, a retrospective study including patients treated by sirolimus, cyclosporin and
corticosteroids; secondly, a prospective study (*CINESIREN"), in which patients received sirolimus,
mycophenolate and corticosteroids. Non-compartmental, individual- and compartmental population
PK of sirolimus was evaluated, using WinNonlin® professional and NonMEM®. The calculated PK
parameters values were similar to those reported in the literature (CI/F = 10 - 20 L/h, V¢/F = 144
- 332 L), and the important inter-individual variability was confirmed. Complex profiles were
observed (delayed absorption, double peaks). Moreover, the study showed that there were
probably two types of patients, more or less exposed to the drug. Compiete analysis of data from
CINESIREN will help characterize better the two populations, and compare sirolimus PK, when
associated to cyclosporin or mycophenolate. A better understanding of sirolimus PK will allow
optimal therapeutic drug monitoring in renal transplant recipients receiving sirolimus.

KEY WORDS: Renal transplantation, Donors, Reject, Crossmatch, Immunosuppressants,
Sirolimus, Clinical pharmacokinetics, Pharmacokinetic modelling, Therapeutic drug monitoring.
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