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Introduction:

La transplantation d’organes est pratiquée depuis plus d’un demi-siécle. Grace aux
progres de la chirurgie et a une meilleure compréhension du mécanisme de rejet, la
transplantation est devenue une thérapeutique reconnue de plus en plus utilisee.

La découverte et le développement de plusieurs molécules a activité immunosuppressive
ayant des mécanismes d’actions différents ont considérablement fait évoluer la transplantation
d’organes en termes de survie du greffon et de survie des patients depuis ces 20 derniéres
années. Ces molécules présentent toutes un index thérapeutique étroit avec pour la plupart une
toxicité dose-dépendante. L’individualisation de la dose de ces thérapeutiques, pour obtenir
un rapport bénéfice/risque satisfaisant, est devenue une priorité pour améliorer la survie post-
transplantation. La connaissance des relations pharmacocinétique-pharmacodynamique de ces
molécules doit étre approfondie. De nombreuses études pharmacocinétiques des
immunosuppresseurs (ciclosporine, tacrolimus et mycophénolate mofetil) ont montré la
possibilité de doser la concentration plasmatique des principes actifs de ces médicaments. En
fonction de la concentration, les posologies peuvent étre adaptées. Mais ces méthodes ont des
limites : la variabilité interindividuelle des parametres pharmacocinétiques, les interactions
médicamenteuses, I’influence de la pathologie sur le métabolisme des immunosuppresseurs.
De plus, [I’étude pharmacocinétique ne permet pas de connaitre 1’effet des
immunosuppresseurs sur le systeme immunitaire et donc de déterminer la concentration
efficace.

Le suivi pharmacodynamique des immunosuppresseurs représente une alternative pour
individualiser le traitement antirejet. Il implique la mesure des effets biologiques du
médicament sur sa cible, mais également la mesure d’un phénoméne complexe nécessaire a
une fonction immunitaire normale.

Nous avons choisi de déterminer la concentration plasmatique d’un immunosuppresseur
le mycophenolate mofetil chez des transplantés rénaux afin d’en faire le suivi thérapeutique
pour une meilleur adaptation posologique.

12
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CHAPITRE | : LATRANSPLANTATION RENALE

1. L’ INSUFFISANCE RENALE CHRONIQUE :

1.1. Définition :
Il existe diverses maladies rénales dont la plupart altérent les néphrons et peuvent étre
responsables d’un désordre de leurs fonctions.

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est une détérioration progressive du capital
néphronique avec baisse du débit de filtration glomérulaire. Elle s'installe lentement,
silencieusement et progresse au fil des années. On distingue cinq stades évolutifs de I’'IRC :

Les cing stades de l'insuffisance rénale chronique

Fonction renale Description
Pluz de 90 % =t Fonction rénale normale ou supérisurs &

Stade 1 b ; )

deterioration minime des reing la normale

60 a 89 % et . .

Stade 2 e ; ) Inférieure a la normale

deterioration minime des reing
Stade 3a 454 559 % Inzuffisance rénals faible & modérée
Stade 3b I0add % Insuffizance rénale modeérée a grave
Stade 4 15425 % Insuffizance rénale grave
Stade 5 Maoins de 15 % Insuffizance rénale terminale
‘\ﬂipl.é de KNGO Clinical Practics Gulgelines for the Evaluation ard ME'IE;E"TEF'. of Chronic K JI'I!)' Dlsease: I"f':I’ﬂE:.-' ne SUFE" % F1-163

Figure 1 : Les différents stades de I’insuffisance rénale chronique.’

Au stade ultime de 'insuffisance rénale (Stade 5), le rein ne peut plus assurer ses
fonctions d’équilibre acido basique, hydro électrolytique ; ses fonctions endocrines (synthése
d’érytropoetine et de vitamine D) et 1’élimination des déchets des réactions de catabolisme
(urée, créatinine, acide urique...). Une épuration extra rénale (hémodialyse ou dialyse
péritonéale) s’impose mais la transplantation est le seul traitement qui permet aux malades de
retrouver leur autonomie et une vie quasi-normale. Cette modalité thérapeutique est ainsi une
véritable révolution. Cependant, elle nécessite impérativement un traitement
immunosuppresseur a vie.?

14
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1.2. Epidémiologie :

90 000 greffes et dons d'organes sont réalises dans le monde chaque année et le rein est
l'organe le plus greffé.® L algérie compte parmi les quelques pays africains qui pratiquent la
greffe rénale avec en 2013 un intervalle compris entre 0 et 4.9 greffés pour chaque million
d’habitants.* (Annexe 1)

2. LA GREFFE RENALE :

Une greffe de rein est la transplantation d'un rein préleve sur un donneur et réeimplanté
dans la fosse iliaque d'un receveur souffrant d'insuffisance rénale. Les greffons peuvent
provenir de 2 types de donneurs différents:

» Des donneurs décédeés (ou donneurs cadaveériques) : suite a une mort encépehalique
ou par arrét cardiaque.

» Des donneurs vivants : Le greffon issu d'un donneur vivant, prélevé chez un sujet en
bonne santé aprés examens préopératoires sans risque de néphrectomie. Les donneurs
vivants sont généralement des membres de la méme famille du candidat a la greffe
(enfant, pére ou mere, frére ou sceur : donneur apparenté) cependant, les révisions
régulieres de la loi de bioéthique, ont permis d'élargir le cercle des donneurs aux
conjoints ainsi qu’aux donneurs nonapparentés.”

2.1. Réponse immunitaire a une greffe:
Le déclenchement de la réponse immunitaire face a un antigéne étranger est di a
I'intégration de 3 signaux différents:

» Interaction d'un complexe «peptide étranger - complexe d'histocompatibilit¢ CMH» a
la surface d'une cellule présentatrice de I'Antigéne (CPA) avec le récepteur d'un LT
(TCR) couplé au CD3 entrainant la transduction d'un signal (signal 1).

» Interaction entre CD28 exprimé par le lymphocyte T et CD80 ou CD86 a la surface de
la CPA générant une co-stimulation (signal 2).

Ces deux signaux activent trois voies de signalisation : la voie des canaux calciques
(voie calcium-calcineurine), la voie des MAP kinases (mitogen-activated protein) et la voie de
la protéine kinase C (PKC).
Ces voies de signalisation activent respectivement les facteurs de transcription comme
I'activator protein 1 (AP-I), le facteur nucléaire des lymphocytes T activés (NFAT) et le
facteur nucléaire kappa B (NF-KB). Il en résulte I'expression de nombreux marqueurs
membranaires et de cytokines, notamment la production d'interleukine 2 (IL-2) et de la
chaine o (CD25) de son récepteur.
Suite a l'activation des LT, la sécrétion de I'lL-2 et d'autres cytokines (par exemple
I'interleukine 15) joue un réle prépondérant dans I'expansion clonale des lymphocytes. En
effet, la fixation de I'lL-2 sur son récepteur trimérique, composé de trois chaines o (CD25), B
et «x, déclenche un signal intracellulaire via l'activité kinase de la protéine mTOR
(mammaliantarget of rapamycin) qui constitue le «signal 3», a l'origine de la prolifération
cellulaire (la prolifération des LT activés).
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L'entrée du lymphocyte T dans le cycle cellulaire requiert la synthese de novo des bases
puriques et pyrimidiques constituant I'ADN ; synthese qui dépend respectivement des
enzymes inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH) et dihydroorotate déshydrogénase
(DHODH).® (Annexe 11)

2.2. Les types de rejet de greffe :

La principale complication de la transplantation d'organes est le rejet, il dépend
essentiellement de la réaction immunitaire du receveur contre les cellules du greffon.
On distingue 3 types de rejet de survenue plus ou moins précoce apres la greffe en fonction de
la réaction immune mise en jeu : le rejet hyper aigu, le rejet aigu et le rejet chronique.

2.2.1. Le rejet hyper-aigu:

Le rejet hyper-aigu survient au cours des premiéres minutes suivant la transplantation
jusqu'a quelques heures apres l'achévement des anastomoses vasculaires, et entraine une
nécrose nécessitant le retrait du greffon. Ce rejet est dd a la présence d'anticorps anti-HLA
(Antigénes Leucocytaires Humains) acquis le plus souvent au cours d'une transfusion, d'une
grossesse ou d'une transplantation antérieure. La prévention indispensable de ce rejet est de
faire un test de compatibilité entre le donneur et le receveur. La toxicité des anticorps du
receveur contre les cellules du donneur est déterminée, c'est le « cross-match ». Une
exploration avant la greffe a la recherche d’anticorps anti-HLA chez le receveur doit
obligatoirement étre effectuée.’

2.2.2. Le rejet aigu :

Le rejet aigu nécessite une présentation antigénique par les cellules présentatrices

d'antigéne qui viennent a la reconnaissance des lymphocytes du receveur au sein des organes
lymphoides secondaires, ce qui demande plusieurs jours (plus de 5 jours). Les lymphocytes
activés forment un clone spécifique de Il'antigéne et envahissent le greffon. Actuellement,
grace aux traitements immunosuppresseurs, les épisodes de rejet aigu surviennent dans moins
de 20% des transplantations et sont généralement bien contrélées par un traitement adapté.
Le rejet aigu survient essentiellement dans les 3 premiers mois avec un pic de fréquence dans
le premier mois. Néanmoins, il peut s'observer a tout moment en cas d'arrét du traitement
immunosuppresseur (défaut d'observance). Il est diagnostiqué par la biopsie du rein greffé.
Plus récemment, a également été identifié, notamment chez des patients immunisés, un type
de rejet a médiation humorale (donc lié a I'apparition d'anticorps cytotoxiques spécifiques du
donneur formés apreés la greffe), beaucoup plus agressif, et plus difficile a contréler car ne
répondant pas aux traitements immunosuppresseurs classiques.’

2.2.3. Le rejet chronique et néphropathie chronique du transplant:

La néphropathie chronique du transplant est caractérisée par une dysfonction rénale
progressive accompagnée par une fibrose interstitielle chronique, une atrophie tubulaire, des
occlusions vasculaires et une sclérose glomérulaire. C’est la cause principale de rejet de greffe
en dépit des progrés dans le domaine de I'immunosuppression.®
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Les lésions chroniques de rejet font partie de I'histoire naturelle du greffon, elles

surviennent plus tardivement, plusieurs mois ou plusieurs années apres la transplantation. Le
rejet chronique s'accompagne d'une lente dégradation de la fonction du greffon et s'integre
dans une entité plus large nommée dysfonction chronique de greffon dans la mesure ou la
perte de fonction est liée a des agressions immunologiques et non immunologiques.
Le mécanisme physiopathologique immunologique est toujours mal connu. Le rejet chronique
est souvent dd a la fréquence de rejet aigu. Les incompatibilités HLA sont également des
facteurs de risque dans la perte tardive du greffon. La production d'anticorps anti-HLA apres
la transplantation est corrélée a une augmentation du risque de néphropathie chronique
d'allogreffe.

Des facteurs non-immunologiques peuvent également jouer un role dans la pathogenése
de la néphropathie chronique d'allogreffe, dont: les lésions héritées du donneur, la
néphrotoxicité des immunosuppresseurs, les lésions post ischémiques, les infections,
I'hypertension, le diabete, la récidive de la maladie initiale sur le greffon...

La néphropathie chronique du transplant constitue la principale cause de perte du greffon
rénal et il est encore trés difficile de prévenir cette pathologie et de la traiter.’

2.3. Traitement anti-rejet :

L’arsenal thérapeutique actuellement disponible, comporte des molécules principalement
utilisées au moment de la transplantation et dans les jours qui suivent celle-ci. Utilisées
comme traitement d’induction, elles provoquent un état de non-réponse immunitaire envers le
greffon en déplétant ou bloquant la prolifération cellulaire des lymphocytes T, élément clé de
la réponse allo-immune. D’autres molécules dont 1’objectif est la prévention du rejet aigu par
le blocage des signaux cellulaires entre les lymphocytes et les cellules présentatrices
d’antigeéne seront utilisées au long cours comme traitement d’entretien.'®

2.3.1. Traitement préventif d'induction:

Le traitement d'induction est un traitement court par des anticorps polyclonaux (globulines
anti-lymphocytaires) ou des anticorps monoclonaux (anti-CD3 et anti CD25) réalisé au cours
des premiers jours ou semaines suivant la transplantation.®
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» Les anticorps polyclonaux: aussi appelé serum anti-lymphocytaire (SAL) sont
représentés par les globulines anti-lymphocyte (ALG) (LYMPHOGLOBULINE®) et
globulines anti-thymocytes (ATG) (THYMOGLOBULINE®). Dans les années 1970,
les anticorps polyclonaux antilymphocytes ont démontré leur efficacité en
transplantation.**

» Les anticorps anti-lymphocytaires monoclonaux: apres leur découverte par Kohler
et Milstein en 1975, les anticorps monoclonaux (Acm) ont été utilisés pour affiner la
spécificité de ’immunosuppression. Certains ont connu un développement clinique et
font désormais partie de 1’arsenal thérapeutique. Beaucoup d’autres sont encore en
développement et ont pour ambition de se substituer a I’immunosuppression
pharmacologique en induisant des mécanismes de régulation immunologique.** On en
cite :

» Le muromonab, OKT3 (ORTHOCLONE®):

L'OKTS3 est le premier anticorps monoclonal utilisé en transplantation; il s'agit d’un
anticorps murin spécifique du marqueur CD3 situé a la surface des LT, ce qui a pour
effet de bloquer la transduction du signal d'activation des LT induisant ainsi une chute
du nombre de lymphocytes CD3+.*

Le traitement dure environ 10 jours (au-dela de cette période, le patient s'immunise
contre 'OKT3 en produisant des anticorps neutralisants qui le rendent inefficace).™

Anticorps dirigés contre la chaine a du récepteur de I'lL-2 (anti-CD25): lls
entrainent une réduction de 30 a 40 % du risque relatif de rejet aigu a six mois quelle que
soit la combinaison d’immunosuppresseurs. En revanche, ils permettent de diminuer les
doses nécessaires des autres immunosuppresseurs et donc de limiter les effets
secondaires.™ Il s’agit de :

= Basiliximab (SIMULECT®),
= Daclizumab (ZENAPAX®),

= Bélatacept (NIJLOJIX®).

2.3.2. Traitement d’entretien :

Aprés une phase de quelques jours de traitement d'induction, le traitement d'entretien
comprend I'association de plusieurs immunosuppresseurs appartenant a différentes classes (tri
ou quadrithérapie) pour diminuer la toxicité spécifique de chague molécule et augmenter ainsi
l'efficacité antirejet, en agissant a différents niveaux de la réaction a l'alloantigéne. Il s’agit
des molécules suivantes :
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» Les anti-calcineurines:
Les inhibiteurs de la calcineurine constituent la base du traitement immunosuppresseur des
patients transplantés. Les deux molécules représentant cette classe sont la ciclosporine A et le
tacrolimus.

La ciclosporine SANDIMMUN® ou NEORAL® :

La ciclosporine représente une période-charniere dans I'histoire de la transplantation. C'est
le premier traitement spécifique des lymphocytes T qui a amélioré considérablement la survie
du greffon.

Le tacrolimus PROGRAF® ou ADVAGRAF® :

Le tacrolimus ou FK506 ou Prograf est un macrolide issu de la bactérie Streptomyces
tsukubaensis. 1l a le méme mode d'action que la ciclosporine avec un récepteur intracellulaire
différent, le FK-BP12 (FK-binding-proteins). Ce complexe se lie a la calcineurine et bloque
I'activité enzymatique. Cette inhibition conduit au blocage de la prolifération des cellules T et
de la transcription du géne de l'interleukine2, conduisant a une réduction marquée de l'activité
des lymphocytes T effecteurs.

Les principaux effets indésirables rencontrés avec le tacrolimus sont : la néphrotoxicité,
les tremblements, I'hypertension artérielle (moins fréquente et moins sévére que sous
ciclosporine), le diabéte. Les cancers sont retrouvés également avec le tacrolimus. L'alopécie
et le syndrome hémolytique et urémique sont des effets indésirables moins fréquents.

Le choix entre la ciclosporine A (CSA) et le tacrolimus doit étre guidé par leur spectre
d’effets indésirables. A part les inconvénients essenticllement cosmétiques, tels que
I’hirsutisme et hypertrophie gingivale avec la ciclosporine A ou alopécie pour le tacrolimus,
deux complications métaboliques retiennent 1’attention : I’hypercholestérolémie induite par la
ciclosporine A et le diabete induit par le tacrolimus. Les deux drogues soient aussi

. . 1
néphrotoxiques I’une que I’autre.™

» Les inhibiteurs de la mTOR:
Le sirolimus RAPAMUNE® :

Le sirolimus est une lactone macrocyclique issue de la fermentation de la bactérie
Streptomyces hygroscopicus. Il se lie a la méme immunophiline que le tacrolimus, FKBP12,
mais n'inhibe pas l'activité de la calcineurine. Le complexe est un inhibiteur hautement
spécifique de la cible de la rapamycine chez les mammiferes (mTOR) inhibant ainsi, la voie
de signalisation nécessaire a la progression du cycle cellulaire et a la prolifération cellulaire
(signal 3 d'activation). Ses principaux effets secondaires sont I'hyperlipidémie, la toxicité
hématologique (anémie, leucopénie, thrombopeénie), ainsi que des lésions sur les muqueuses
(aphtes).™

L'évérolimus CERTICAN® :

L'évérolimus a la méme cible que le sirolimus. C'est une modification chimique du
sirolimus pour améliorer son absorption. La différence entre ces 2 molécules se situe au
niveau de la pharmacocinétique. La demi-vie de I'évérolimus est plus courte (28h) que celle
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du sirolimus (62h). La concentration d'évérolimus atteint I'état stable sanguin au bout de 4
jours au lieu de 6 jours pour le sirolimus.*’

» Les antiprolifératifs ou antimétabolites ou antipurines :
L'azathioprine (IMUREL®) :

C'est le dérive nitro-imidazole de la 6-mercaptopurine (6-MP). L’azathioprine est un
inhibiteur compétitif de 1'hypoxanthine-guanine-phospho-ribosyltransférase. Elle bloque donc
la synthése des bases puriques de I'ARN et de I'ADN inhibant ainsi la prolifération des
lymphocytes et de I'lL-2.

L'Imurel® a longtemps été utilisé avant les anti-calcineurines, en association avec les
corticoides. IL présente une toxicité médullaire (leucopénie principalement, anémie,
thrombopénie) et hépatique (cholestase, péliose).

L’azathioprine est de plus en plus souvent remplacée par le mycophénolate mofetil en
transplantation rénale, hépatique et cardiaque puisqu’il a ét€¢ associé¢ a une incidence plus
faible de rejet aigu.’®

Le mycophénolate mofetil (CELLCEPT®) :

C’est un immunosuppresseur, inhibiteur de la synthése de novo des purines
communément utilisé en combinaison avec un anti-calcineurine (ciclosporine ou le
tacrolimus) en prévention du rejet de greffe.'®

» Les corticoides: SOLUMEDROL ®, CORTANCYL®, MEDROL® :

Les corticoides représentent 1’une des premicres classses de médicaments utilisées pour
prévenir le rejet de greffe d’organes solides. Ils ont des effets immunosuppresseurs, anti-
inflammatoires et anti-lymphocytaires. Les plus frequemment utilisés sont : le prednisone et
le methylprednisolone. Il en résulte : une diminution de la production des cytokines et de la
prolifération des lymphocytes ainsi qu’un changement dans le trafic cellulaire.

Leurs effets secondaires sont nombreux : le diabéte, la prise de poids, I'ostéoporose, les
troubles oculaires, I'nypertension, la dyslipidémie et I'acné.”

2.3.3. Traitement curatif du rejet de greffe :

Malgré la mise en place d'un traitement préventif, une crise de rejet peut survenir, le
risque maximal se situant pendant la premiére année. Le traitement mis en ceuvre est en
fonction de la gravité et de I'évolution du rejet. Il comprend des corticostéroides a haute dose,
parfois combinés a des anticorps anti-lymphocytaires (particulierement le muromonab-CD3).
En cas d'échec, le choix thérapeutique porte alors sur le tacrolimus en transplantation rénale.?

2.3.4. Les nouvelles molécules en transplantation :
Plusieurs molécules a visée thérapeutique actuellement en cours de développement sont
susceptibles d'avoir un intérét en transplantation, il s’agit du :

e CP-690550 aussi appelé le tofacitinib: inhibiteur spécifique de la protéine kinase
JAKS, a un effet comparable au tacrolimus sur le taux de rejet aigu et la fonction
rénale.?” Le tofacitinib réduit, en particulier, la sécrétion de cytokines induite par
le TNF14.
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e AEBO071 (sotrastaurin) : inhibiteur de la protéine Kinase C, il devrait trouver sa place
en association avec I'évérolimus dans les stratégies de minimisation des doses d'anti-
calcineurines.®

o Alefacept: est une protéine de fusion comprenant le premier domaine extracellulaire
de LFA-3 fusionné a deux domaines constants d'une IgGi humaine, a été concu pour
empécher l'interaction entre LFA-3 et CD2, et donc d'interférer avec l'activation des
cellules T.2*

D'autres molécules, comme les anti-lymphocytes B (Rituximab, Bortezomib, Belimumab et
Atacicept) actuellement en développement dans d'autres indications, pourraient étre testé en
transplantation, en raison de l'implication de I'immunité & médiation humorale dans ce
domaine.?*
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CHAPITRE Il : LE MYCOPHENOLATE MOFETIL MMF

1. Historique du MMF :

L’acide mycophénolique (AMP) métabolite actif du mycophénolate mofetil, a été
découvert par le scientifique italien BARTOLOMEO Gosio qui a rassemblé un champigon de
mais moisi et 1I’a appelé glaucum de penicillium (les espéces s’appelent maintenant
Penicillium breviocompactum). En 1893, il a constaté que le champignon avait une activité
antibactérienne.®® En 1896, il a pu isoler les cristaux du composé, qu’il a avec succés
démontré comme composé antibactérien actif contre la bactérie d'anthrax, ce fut le premier
antibiotique qui a été isolé sous forme pure et cristalline. Mais, la découverte a été oubliée.?

Cette méme molécule a été redécouverte par deux scientifiques américains ALSBERG et
BLACK en 1912 sous le nom d'acide mycophénolique. Par la suite, il lui a été démontré des
activités antivirales, antifongiques, antibactériennes, anticancéreuses et antipsoriasis. Elle n’a
pas été commercialisée comme antibiotique a cause de ses effets indésirables mais son dérivée
d’ester constitue une drogue approuvée pour son effet immunosuppresseur dans les
transplantations de rein, cceur et foie.®
Pendant les années 1970, le généticien sud-africain Anthony ALLISON et son épouse Elsie
M. EUGUI en étudiant les causes biochimiques de I’immunodéficience chez les enfants ont
découvert la voie métabolique impliquant une enzyme, la déshydrogénase monophosphate
d'inosine responsable d’une réaction immunitaire indésirable dans les maladies auto-
immunes, ainsi que pour le rejet immunisé dans la transplantation d'organe. Ils en ont alors
conclu que si une molécule pouvait bloquer I'enzyme découverte, celle-ci serait une drogue
immunosuppressive qui pourrait étre employée dans le traitement des maladies auto-immunes
et la survie des greffons. En 1981, ils ont approché plusieurs laboratoires pharmaceutiques a
la recherche de cette drogue, ils ont employé un composé antibactérien, le mycophénolate
mofetil, abandonné dans I'utilisation clinique due a ses effets indésirables. Ils ont découvert
que le composé avait une activité immunosuppressive?’ et ont alors synthétisé une variante
chimique pour en augmenter 1’activité et réduire les effets indésirables. Celui-ci a été plus tard
démontré utile dans la transplantation d'organe chez les rats expérimentaux.?® Aprés des tests
cliniques réussis, le composé a était approuvé pour l'usage dans la greffe de rein par les USA
Food and Drug Administration le 3 mai 1995.%°

Il a fait I’objet d’une autorisation de mise sur le marché respectivement en 1996 en
transplantation rénale et en 1998 en transplantation cardiaque sous les noms commerciaux
CellCept® (mycophenolate mofetil par le laboratoire Roche) et Myfortic® (mycophenolate de
sodium par le laboratoire Novartis).*

2. Description du MMF :

Le mycophenolate mofetil est le 2-morpholinoethyl (E)-6-(1,3dihydro-4- hydroxy-6--
methoxy-7-methyl-3-0xo-5-isobenzofuranyl)-4-methyl-4-hexenoate, de formule moléculaire
C23H31NO7 avec un poids moléculaire de 433,5 g/mol. Il s’agit d’un immunosuppresseur,
inhibiteur de la synthése de novo des purines.*
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My cophenolate mofétil (MIME

JJ ESTERASES INTESTINALES

Acide mycophenol igue (AMP)

Figure 2 : Structure chimique du mycophénolate mofetil et de son métabolite 1’acide
mycophénolique.

3. Propriétés physico-chimiques :

Le mycophenolate mofetil est une poudre cristalline blanc cassé avec une pureté > 95%,
Iégerement soluble dans l'eau (43 mg/mL a ph: 7,4), sa solubilité augmente en milieu acide
(4,27 mg/L aph: 3,6); soluble dans l'acétone, le méthanol et peu soluble dans I'éthanol
anhydre. Le logP du MMF est de 2,5, c¢’est donc une molécule lipophile. Son pKa est de 5,6
pour le groupe morpholino et 8,5 pour le groupe phenolique.

L’acide mycophénolique, métabolite actif du mycophenolate mofetil a un  poids
moléculaire de 320,3 g/mol, est également lipophile avec un logP de 2,8. Son pKa est de 4,61.
Son principal métabolite, le AMP-7-Oglucuronide (AMPG) est plut6t hydrophile (logP= 0,8),
ce qui lui permet d’étre plus facilement éliminé au niveau urinaire. Son poids moléculaire est
de 496.5 g/mol.*

4. Formes galéniques :
Le mycophenolate mofetil est commercialisé sous les formes galéniques suivantes :

= Poudre pour suspension buvable dosé & 1 g /5 ml conditionnée en Boite d’un
flacon.

= Gélules dosées a 250 mg boite de 100.

= Comprimés pelliculés de 500 mg boite de 50.
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= Poudre pour solution a diluer pour perfusion de 500 mg (fiole de 500mg a
reconstituer dans 14 ml de D5W (5% dextrose in water) pour rapporter environ
15ml contenant 33,33mg/ml deMMF.** (Annexe 111)

5. Pharmacocinetique du MMF : (Annexe 1V)

5.1. Absorption du MMF :

Le MMF est une prodrogue développée en raison de la faible biodisponibilité de sa forme
active I’AMP.** L’absorption de I’acide mycophénolgiue est trés rapide et débute juste aprés
I’administration orale. Le MMF est désestérifi¢ au niveau du tube digestif proximal par les
estérasses gastriques et celles présentes dans I’intestin gréle puis, plus tardivement, par les
estérases sanguines et hépatiques. Sa biodisponibilité orale est de 94%.%

L’absorption de I’AMP est estimée a plus de 90% et la concentration maximale (Cmax) €st
atteinte une heure aprés la prise orale.*

La prise de concomitante d’aliments retarde 1’absorption et entraine une diminution de 25%
de la Crnax sans impact sur I’aire sous la courbe (AUC).*’

En ce qui concerne la forme sodique de I’AMP, une étude in vitro a démontré qu’a pH = 5,
correspondant au pH de I’estomac, la forme sodique reste stable mais dés son arrivée dans
I’intestin gréle sa solubilité devient trés importante.®

5.2. Distribution :

L’ AMP et son métbolite I’AMPG (acide mycophénolique glucuronide) sont fortement lié
a I’albumine (97 & 99 %, 82% respectivement).®* Une hypoalbuminémie < 31 g/l entraine
I’augmentation de I’AMP libre chez des patients ayant subi une greffe rénale. L’AMPG peut
déplacer ’AMP de I’albumine a de fortes concentrations, ceci peut survenir lors d’une
insuffisance rénale.*

Une hypoalbumine, une concentration ¢élevée d’AMPG ou de salicylates, une
hyperbilirubinémie, une urémie et un pH faible peuvent tous augmenter significativement la
fraction libre de ’AMP.*

Il a été rapporté des volumes de distribution apparant dans le compartiment central de 36 L
chez les patients transplantés stables et de 98 L chez les patients greffés de novo.**

5.3. Métabolisme du MMF :

Apres son absorption, le MMF est hydrolysé rapidement et extensivement en AMP (95
%) par les estérases de Iintestin, du sang, du foie et des tissus.* Il a été montré que le MMF
est indétectable dans le plasma quelle que soit la période aprés administration orale du
médicament. Lorsqu’il est administré par injection intraveineuse, il n’est plus détectable dans
le plasma aprés 10 & 30 minutes.*
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L’AMP est glucuronidé dans les intestins, le foie et les reins en AMPG, un métabolite

majeur mais inactif. Il est aussi transformé en trois autres métabolites mineurs, dont le
principal est I’AMP acylglucuronide (AcAMPG), actif in vitro.
Chez des individus sains, le cycle entérohépatique compte pour 40% de ’AUC totale de
I’AMP. Aprés son excrétion dans la bile, ’AMPG est reconverti en AMP par les f-
glucuronidases produites par la flore gastro-intestinale normale et I’AMP ainsi reformé est
réabsorbé dans la circulation systémique. Le cycle entérohépatique produit un second pic de 6
a 12 heures postdose.*®

Par contre, plusieurs études n’arrivent pas a mettre en évidence de pic secondaire chez les
patients ayant subi une greffe hépatique. On croit que le cycle entérohépatique est absent chez
la majorité d’entre eux en raison d’une intégrité altérée de la flore et des muqueuses gastro-
intestinales a la suite des traitements agressifs de chimiothérapie et de radiothérapie, de
I"utilisation d’antibiotiques  large spectre et de Iutilisation concomitante de ciclosporine.*?
La valeur de I’AUC est la résultante du métabolisme hépatique de I’AMP et de son cycle
entérohépatique. Ces processus peuvent étre plus ou moins affectés au cours de certaines
pathologies, faisant ainsi varier la biodisponibilité apparente totale.

5.4. Excrétion :

Chez des volontaires sains, le MMF est excrété sous forme d’AMPG a 93 % dans 1’urine

et & 6 % dans les féces.®® Sa demi-vie du MMF a été déterminée a 17 heures lors d’une
administration par voie orale et intraveineuse.
Chez les greffés rénaux, la demi-vie du MMF est en moyenne de 11 heures, mais peut aller
jusqu’a 16 a 18 heures.*® Chez les patients ayant subi une greffe hépatique, sa demi-vie serait
beaucoup plus courte et a été estimée en moyenne entre 1,5 et 3 heures avec une variation de
0,62 a 7,9 heures. Cette différence pourrait étre attribuable a I’absence du cycle
entérohépatique.** (Annexe 7)

6. Mécanisme d’action :

L’acide mycophénolique (AMP) métabolite actif du MMF, est un inhibiteur réversible et
non compétitif de 1’inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH). Cette enzyme
intervient dans la synthese de novo des nucléotides puriques en catalysant la réaction de
transformation de [I’inosine monophosphate (IMP) en guanosine monophosphate
(GMP) substrat essentiel pour la synthése d’ADN et d’ARN.?

Il existe en effet 2 voies de syntheése des purines :

» La voie de sauvetage utilisant les bases puriques (adénine, guanine) provenant de la

dégradation des acides nucléiques.

» La voie de novo utilisant un précurseur, le 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate,

permettant la synthése d’inosine monophosphate IMP qui est ensuite transformée soit
en guanosine monophosphate soit en adénosine monophosphate.
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Figure 3 : Schéma représentatif des voies de synthése des bases puriques.®®

L’inhibition spécifique de la voie de novo par I’acide mycophénolique touche
spécifiguement les lignées lymphocytaires qui sont les seules cellules utilisant
préférentiellement cette voie pour la syntheése nucléotidique. L’AMP épargne donc les autres
lignées cellulaires, qui peuvent recourir  la voie de sauvetage.®

Il existe deux isoformes de 'IMPDH. Le type I, constitutif, présent dans toutes les

cellules. Le type Il, inductible, se retrouvant surtout dans les cellules proliférantes. Les
cellules cancéreuses présenteraient une activité accrue de I'IMPDH de type I1.
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Mécanisme d’action du MMF

Mycophénolate Hydrolyse » MPA a(gigzs
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Figure 4 : Inhibition de I'MPDH par I'acide mycophénolique.*®

L’AMP inhibe préférenticllement 1’isoforme-2 de I'IMPDH exprimée sélectivement
dans les lymphocytes activés. Il exerce donc spécifiquement son action sur les cellules des
lignées lymphocytaires (B et T) dont il bloque la prolifération a un stade tardif induisant ainsi
I’apoptose des cellules T activées.”® A cette inhibition sélective de la prolifération des
lymphocytes s’associent d’autres propriétés plus spécifiques telles que I’inhibition de la
production d’anticorps, I’inhibition de la glycosylation et de I’expression des molécules
d’adhésion, de la prolifération des cellules musculaires lisses qui font de cette molécule, un
immunosuppresseur particulierement intéressant. Aussi en diminuant les nucléotides a
guanosine, le MMF diminue la tétrahydrobioptérine, un cofacteur de la NO-synthase
inductible, réduit la production de NO par cette enzyme et ainsi les dommages tissulaires
induits par les peroxynitrites. Le MMF supprimerait la réponse des cellules T aux cellules
allogéniques et autres antigénes.*’

7. Indications :

7.1. Le MMF en transplantation :

Le MMF est utilisé dans presque 75% des greffes rénales, 52% des transplantations
pulmonaires, 75 % des greffes cardiaques et son usage est préconisé lors de transplantation de
foie et de cellules hématopoiétiques.*®

7.1.1. Le MMF en transplanation hépatique :

Le MMF a été évalué pour la premiere fois en transplantation hépatique en 1998, en
comparant 2 groupes: un recevant tacrolimus et corticosteroides; 1’autre tacrolimus,
corticosteroides et MMF et une diminution du rejet et de la néphrotoxicité ont été obsérvé
dans le groupe recevant le MMF.* En 2000, il a obtenu I’accord de la FDA pour son

27



DOSAGE SANGUIN DU MMF CHEZ DES TRANSPLANTES RENAUX

utilisation en transplantation hépatique.®® De nos jours 77% des transplantations hépatiques
utilisent le MMF avec le tacrolimus et les coticosteroides.>

7.1.2. Le MMF en transplanation cardiaque :

La sécurité et 1’efficacité du MMF en transplanation cardiaque a été initialement évalué
dans le traitement du rejet aigu. Les transplantés cardiaques traités par MMF ont présenté une
baisse importante des rejets aigus apres 6 mois de greffe comparé a ceux recevant
l’azathioprine.52
7.1.3. Le MMF en transplanation pulmonaire :

L’utilisation du MMF en transplantation pulmonaire a fortement augmenté depuis les 10

dernieres années. Il est a présent prescrit dans approximativement 50% des traitements
d’entretien pour I’adulte et I’enfant.
La stratégie thérapeutique en transplantation pulmonaire, associant le tacrolimus, le MMF et
les corticoides en premiére intention, semble étre dictée a la fois par les résultats positifs
obtenus dans les autres transplantations d’organe, et par 1I’expérience clinique de son efficacité
lors des changements de traitement effectués au moment d’un rejet. Ainsi, entre 2002 et 2009,
le traitement d’entretient de prés de 40% des patients transplantés pulmonaires, a un et cing
ans post-greffe, consistait en 1’association tacrolimus — MMF.>®

7.1.4. Le MMF en transplantation rénale :

Les inhibiteurs de la calcineurine ont constitué la base de la thérapie immunosuppressive
dans la transplantation rénale. Avec le développement de nouveaux agents
immunosuppressifs également puissants et exemptes de néphrotoxicité tel le MMF, les études
commencent & réévaluer le role des anti-calcineuries dans la transplantation rénale.>*

I1 a été démontré que 1’administration de doses fixes de 2 et 3g /jour de MMF associées a
la ciclosporine (CsA) et aux corticostéroides pendant les 6 premiers mois post transplantation,
réduisait de fagon significative I’incidence des épisodes de rejet aigu (prouvé par biopsie) et
les échecs du traitement (perte du greffon, décés ou interruption prématurée de la prise du
médicament), comparé a un régime identique incluant 1’azathioprine (Imurel®) ou un placebo
a la place du MMF.*®

Des études a 1 an et 3 ans post-greffe ont confirmé 1’efficacit¢é du MMF en terme de
survie du greffon. Ainsi le mycophénolate mofetil a largement remplacé 1’azathioprine dans le
traitement immunosuppresseur de la greffe rénale.>®

7.2. Le MMF et les néphropathies glomérulaires :
7.2.1. La Néphropathie lupique :

» La glomérulonéphrite lupique proliférative (111/1V) :
La néphrite lupique, surtout lorsqu'il s'agit d'une forme proliférative, évolue
inexorablement vers Il'insuffisance rénale terminale lorsqu'elle n'est pas traitée.>’

» Laglomérulonéphrite lupiqgue membraneuse (V).
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7.2.2. Les syndromes néphrotiques :

» Lanéphropathie a lésions glomérulaires minimes :

La glomérulonéphrite a lésions minimes (GNLM) est généralement caractérisée par une
excellente réponse aux corticoides. Les études concernant l'utilisation du MMF dans la
GNLM portent donc sur le groupe de patients présentant un syndrome néphrotique cortico-
dépendant ou résistant aux stéroides ainsi qu'aux autres immunosuppresseurs. Dans ce
contexte, le recours au MMF s'est accompagne d'une rémission partielle ou compléte
permettant de réduire, voire d'interrompre, les corticostéroides.*®

» L’hyalinose segmentaire et focale :

Il a été démontré récemment, que dans le cadre d'hyalinose segmentaire et focale
résistant aux agents cytotoxiques et aux inhibiteurs des calcineurines, prés de la moitié des
patients (8/18) répondaient au MMF par une réduction de la protéinurie de plus de 50% et une
absence de détérioration de la fonction rénale. Cet effet perdurait une année apres traitement.
Aucun patient n‘a atteint une rémission compléte.*

» Laglomérulonéphrite membrano-proliférative idiopathique (GNMP) :

Chez un groupe de patients présentant une GNMP et traités par MMF et prednisone, une
baisse de la protéinurie et une stabilité de la fonction rénale ont été observées par rapport a un
groupe ne recevant pas de traitement immunosuppresseur.”®

» Lesyndrome de Goodpasture :

Dans le syndrome de Goodpasture, rechutant aprés une induction induite par les échanges
plasmatiques, le méthylprednisolone et le cyclophosphamide, il a été rapporté un cas
d'induction de rémission d'hémorragie pulmonaire sous MMF & la posologie de 2 g/j, avec
disparition des anticorps anti-membrane basale glomérulaire pendant I'année de suivi.®

7.3. Le MMF en dermatologie :

En 1970, I'utilisation de I’acide mycophénolique dans le traitement du psoriasis fut
abandonnée du fait du risque de carcinogénese cutanée et des effets secondaires gastro-
intestinaux. Des années plutard, fut introduit le MMF comme prodrogue présentant de
meilleures biodisponibilité et tolérance.

En 1995, la FDA a approuvé son utilisation dans la prévention des rejets aigus de greffe
rénale et a été reconnu efficace dans le traitement alternatif des dermatoses inflammatoires,
psoriasis, dermatite atopique sévere, maladies bulleuses auto-immunes (pemphigoide
bulleuse) troubles du tissu conjonctif et atteinte cutanée de la sclérodermie systémique.®

7.4. Le MMF et le SIDA (VIH) :
Le mycophénolate mofetil pourrait éventuellement étre utilisé pour le controle de la

réplication du VIH chez les patients infectés. Cet immunosuppresseur inhiberait la réplication
virale selon deux modes : par un mécanisme antiviral en éliminant un substrat de la
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transcriptase inverse et par un mécanisme immunologique, en réduisant le nombre de
lymphocytes T CD4+ activés qui pourraient étre un support & la réplication du virus.®*

8. Posologie et mode d’administration :

La mise en ceuvre et le suivi du traitement par le MMF doivent étre effectués par des
médecins spécialistes de la transplantation rénale ayant les compétences nécessaires.
L’administration se fait par voie orale dans les 72 heures suivant la greffe.

e Adultes: La dose orale recommandee est de 2 g/jour répartie en 2 prises.

e Enfants et adolescents (agés de 2 a 18 ans) : la dose orale recommandée est de 600
mg/m? répartie en 2 prises (au maximum 2 g/jour). Dans cette tranche d'age, la
fréquence des effets indésirables est plus importante que chez les adultes. Une
réduction temporaire de la posologie ou une interruption du traitement peut s‘avérer
nécessaire et devra €tre mise en ceuvre en tenant compte des facteurs cliniques
notamment de la sévérité de la réaction.

e Enfant (< 2 ans) : les données d'efficacité et de tolérance chez les moins de 2 ans
sont limitées. Elles sont insuffisantes pour recommander une posologie et en
conséquence 'utilisation n'est pas recommandée dans cette tranche d'age.®

9. Effets indesirables :

9.1. Troubles digestifs :

Le MMF est a ’origine de plusieurs troubles digestifs. Les plus fréquemment retrouvés
sont : diarrhées, nausées, vomissements, douleurs abdominales, constipation et dyspepsie.
Leur apparition a souvent une cause multifactorielle liée a I’environnement, a 1’alimentation
et aux prédispositions du patient, il est ainsi difficile de les relier directement a I’exposition et
a la dose de MMF ingérée. Néanmoins, 1’apparition de diarrhées et de vomissements est plus
fréquente chez des patients traités par le MMF que chez ceux sous azathioprine ou placebo.®®

9.2. Lymphomes :

Les patients recevant un traitement immunosuppresseur, comportant le MMF, sont
exposés a un risque accru de lymphomes et d'autres tumeurs malignes, notamment cutanées.
Lors d'essais cliniques contrélés chez des transplantés rénaux recevant le MMF (2 g/jour),
cardiaques ou hépatiques recevant (2 ou 3 g/jour) en association avec d'autres
immunosuppresseurs et suivis pendant plus d'un an, 0,6 % des patients ont développé un
syndrome lymphoprolifératif ou un lymphome. Des cancers cutanés non mélanomateux sont
survenus chez 3,6 % des patients, d'autres types de tumeurs sont survenus chez 1,1 % des
patients.®
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9.3. Neutropénie :

Une neutropénie sévere (<500 PNN/mm3) a été rapportée respectivement chez 2, 2,8 et
3,6% en greffe rénale, cardiaque et hépatique recevant quotidiennement 3g de mycophenolate
mofetil.

La neutropénie été obsérvée entre 31-180™"" jours post transplantation, elle peut étre engendré
par le mycophenolate mofetil, les médicaments associés, une infection virale ou I’ensemble
de ces facteurs.®

Oéme

9.4. Effets indésirables infectieux :

L’effet immunosuppresseur du MMF est associé a 1’apparition de diverses infections
opportunistes. Le risque infectieux concerne notamment I’infection par le cytomégalovirus
(CMV) et des infections virales, fongiques ou bactériennes. Une étude a fait état d’une
concentration résiduelle (C) d’AMP plus élevée chez les patients présentant des infections.®
Une fraction libre d’AMP ¢élevée a également été associée a D’apparition d’infections
opportunistes.®®
De plus, les patients traités par MMF avaient plus souvent développé des infections a herpes
simplex (14,5% avec 2g et 11,3% avec 3Q) et a herpes zoster (6,7% avec 29 et 5% avec 3Q)
que les patients sous placebo (respectivement 6% et 1,8% pour herpes simplex et herpes
zoster).

9.5. Troubles hématologiques :
Le MMF entraine des désordres sanguins de type leucopénie, anémie, thrombocytopénie
et anémie hypochrome.*’

10. Surdosage :

Des cas de surdosage au Mycophénolate Mofetil ont été rapportés au cours d'essais
cliniqgues ainsi que depuis la commercialisation. Les effets observés sont une
immunosuppression excessive et une augmentation de la sensibilité aux infections et a la
myélosuppression. S'il apparait une neutropénie, le traitement par le MMF doit étre
immédiatement interrompu ou la dose réduite.

L'hémodialyse ne semble pas permettre une élimination de quantités cliniquement
importantes d’AMP ou d’AMPG. Les agents chélateurs des acides biliaires, tels que la
cholestyramine, peuvent éliminer I’AMP en diminuant la recirculation liée au cycle entéro-
hépatique du médicament.®

11. Contre-indications :
Des réactions dhypersensibilité, incluant un cedéme angioneurotique et une réaction
anaphylactique, ont été rapportée...
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12. Grossesse :

Le transfert placentaire de ’AMP a été confirmé dans plusieurs cas : des niveaux

thérapeutiques du médicament ont été mesurés a la naissance chez un enfant dont la mere
avait pris du MMF pendant toute sa grossesse.®’
Diverses malformations ont ét¢ observées lors de 1’administration du mycophenolate mofetil a
des rats et a des lapins a des doses n’excedant pas les doses humaines employées lors de
transplantations renales (basées sur la surface corporelle). Parmi ces malformations, on note
I’agnathie (sous-développement de la machoire), I’anophtalmie (absence d’yeux), 1’agenésie
renale ainsi que des hernies ombilicales et diaphragmatiques. Ces malformations sont
survenues sans que des signes de toxicité maternelle n’aient été décelés.®®

L’utilisation du MMF pendant la grossesse est limitée. La période critique d’exposition
correspond probablement au premier trimestre. A ce jour, aucune corrélation ne peut étre
établie entre la dose de MMF et le risque de malformation majeure.®® Les femmes exposées
au MMF pendant I’embryogenése devraient étre informées et faire 1’objet d’un suivi étroit de
I’évolution de leur grossesse, comportant des échographies détaillées.

13. Allaitement :

Il n’est pas encore établi si le MMF est excrété dans le lait maternel. Puisque le potentiel
d’effets secondaires du MMF est elevé chez les nourissons, il est judicieux d’arréter soit
I’allaitement soit la prise du MMF en évaluant son importance pour la mére.”

14. Population a risque :

Le MMF inhibant I’inosine monophosphate déshydrogenase doit étre évité chez les
patients ayant une déficience héréditaire en hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HGPRT), incluant le syndrome Kelley-Seegmiller ou Lesch-Nyhan.

La suspension orale de cellcept contient de I’aspartame, une source de phénylalanine (0.56
mg de phénylalanine/ml suspension). Son administration doit étre surveillée chez les
personnes présentant une phénylcetonurie.”

15. Les sources de variabilité pharmacocinétique de ’AMP :

La pharmacocinétique de I’AMP est influencée par plusieurs paramétres mis en évidence
dans plusieurs études par une différence dans les AUCi,, pour I’administration des doses
différentes de MMF. 1l s’agit de :

15.1. La fonction rénale :

L’¢élimination de I’AMP et notamment de ses métabolites comme 1I’AMPG se fait
majoritairement par voie urinaire. Une altération de la fonction rénale a donc des
consequences sur la pharmacocinétique de celui-ci. Il a été démontré chez certains patients,
qu’une filtration glomérulaire inférieure a 25 ml/min entraine une accumulation d’AMPG 3 a
6 fois supérieure a celle observée chez les patients avec une fonction rénale physiologique.
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L’accumulation d’AMPG dans le plasma entraine un déplacement de 1’équilibre entre la
fraction libre d’AMP et la fraction liée a I’albumine par compétition entre I’AMP et
I’AMPG.”

Une urémie ¢levée participe aussi a 1’augmentation de la fraction libre d’AMP en
réduisant sa fixation a I’albumine par compétition entre I'urée et I’AMP. Une urémie €levée
diminuerait d’un facteur 2 la fraction d’AMP liée a I’albumine en absence d’AMPG."

15.2. Le régime alimentaire :

Peu d’études ont comparé la pharmacocinétique du mycophénolate en fonction du
régime alimentaire et il n’a observé aucune différence de la AUCi,, de ’AMP entre les
patients ayant consommeé une nourriture grasse et ceux a jeln. Le RCP du MMF ou du
mycophénolate sodique, préconisent son utilisation a jetn. Concernant le MMF, il est précise
que cette recommandation s’applique lors des phases précoces post-transplantation tandis que
chez les patients stables, il peut étre administré pendant les repas si nécessaire.®*

15.3. L’origine ethnique :
Un taux plus important de rejet aigu a été observé chez les afro-américains par rapport
aux caucasiens.®

15.4. Le sexe:

Une étude a fait état d’une différence significative de la clairance de I’AMP entre les
hommes et les femmes (11% plus faible chez les hommes).”® Une autre étude plus récente
vient de contredire ces résultats prouvant que les hommes présenteraint une clairance d’AMP
plus rapide, une AUC AMPG plus importante et moins d’effets indesirables. Sur une cohorte
de 100 transplantés rénaux, le ratio moyen AMPG/AMP a été supérieur chez les hommes”
selon I’hypothése que les oestrogeénes pourraient entrer en compétition avec I’AMP lors de
son métabolisme via les enzymes UGT, ce qui expliquerait un métabolisme d’AMP plus lent
chez les femmes et donc une AUC plus élevée.”

15.5. Influence de I’albumine :

Du fait de la liaison de ’AMP a I’albumine, I’albuminémie joue un rdle important dans
la pharmacocinétique du MMF. Une étude in vitro a montré qu’une réduction de moitié de la
concentration plasmatique d’albumine (41,4 g/l a 20,7 g/l) entrainait une augmentation de la
fraction libre d’AMP d’un facteur 2,2.” Ce résultat a été confirmé in vivo chez des patients
transplantés rénaux.’®
De plus, I'insuffisance rénale peut entrainer une diminution du pH plasmatique qui pourrait
altérer la liaison de I’AMP a 1’albumine. In vitro, une diminution du pH plasmatique de 7,4 &
7,0 entraine une augmentation de la fraction libre de I’AMP de 1,7 a 2,4%. Des changements
dans la structure primaire de ’albumine ou un déplacement par des inhibiteurs endogénes
accumulés chez I’insuffisant rénal pourraient expliquer la diminution de liaison a 1’albumine.
Enfin, des études in vitro ont montré que la liaison de ’AMP a I’albumine n’était pas
modifiée en présence de concentrations therapeutiques de warfarine, de digoxine, de
phénytoine, de ciclosporine, de tacrolimus et de prednisone.’’
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15.6. La duree post-transplantation chez les transplantés rénaux :

Les transplantés rénaux sont des cas particulier en ce qui concerne la pharmacocinétique
de PAMP. Il existe une période post transplantation ou la fonction rénale n’est pas encore
totalement rétablie. Le rétablissement de la fonction rénale du greffon n’est généralement
atteint qu’entre 3 a 6 mois post transplantation. Il a ét¢ démontré 1’importance de la fonction
rénale dans la pharmacocinétique de I’AMP, elle sera différente chez les patient récemment
transplantés par rapport aux patients stables. Plusieurs études ont rapporté des variations de
I’ordre de 30 a 50% de I’AUC12, moyenne, celles-ci étant plus faibles durant les périodes
précoces.”’

15.7. L’insuffisance hépatique :

Il existe peu d’études concernant I’influence de la fonction hépatique sur la
pharmacocinétique de I’AMP. L’insuffisance hépatique ne semble pas affecter
significativement la glucuronoconjugaison de I’AMP en AMPG. En cas de cirrhose, la
glucuronoconjugaison hépatique de I’AMP est réduite mais pourrait étre compensée par une
augmentation de la glucuronoconjugaison extra-hépatique, en particulier au niveau rénal.
Dans la période post-transplantation hépatique immeédiate, la majorité des patients présentent
une hyperbilirubinémie. Ce facteur peut entrainer une augmentation de la fraction libre de
I’AMP par son déplacement des sites de liaison a I’albumine par la bilirubine. Cependant,
aucun ajustement de posologie n’est recommandé dans le RCP du MMF chez les patients
présentant une maladie hépatique.

16. Intereactions médicamenteuses :

Les patients greffés recoivent un grand nombre de médicaments différents, en
préparation a la greffe (agents chimiothérapeutiques pour les transplantations de cellules
hématopoiétiques), en prophylaxie du rejet et lors de traitement d'épisodes de rejet
(immunosuppresseurs), de méme qu'en prophylaxie anti-infectieuse et lors du traitement
d'infections secondaires (antibiotiques, antiviraux, facteur de stimulation des colonies de
granulocytes). La possibilité d'interaction entre chacun de ces médicaments n'a pas encore été
systématiquement évaluée. Cependant, I'interaction médicamenteuse existant entre le MMF et
deux médicaments communément utilisés en combinaison avec ce dernier, soit la ciclosporine
et le tacrolimus, a été identifiée comme une des causes de  perturbation de la
pharmacocinétique du MMF.”*%

16.1. Interaction avec la ciclosporine :

En clinique, l'utilisation de la ciclosporine est associée a des concentrations
plasmatiques d’AMP inférieures et a des niveaux d’AMPG augmentés. Une étude a suggéré
que la ciclosporine pourrait modifier la flore intestinale, conduisant a une perturbation du
cycle enterohépatique de I’AMP.®" Une autre étude a démontré que la ciclosporine inhibe le
transporteur MRP2, qui est exprimé sur la surface apicale des hépatocytes et dont le role est
d'excréter plusieurs métabolites pharmacologiques, dont ceux de ’AMP.* Chez des rats
déficients en MRP2, I'intéraction entre le MMF et la CsA s'est averée inexistante, alors qu'une
diminution des niveaux plasmatiques de I’AMP entre 4 et 12 heures a été observée chez des
rats normaux dans les mémes conditions.
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16.2. Interaction avec le tacrolimus :

L'interaction entre le tacrolimus (FK-506) et le MMF est sujette a une importante
controverse dans la littérature scientifique. Les premieres études menées avec cette
combinaison de médicaments ont rapporté une augmentation significative des taux
plasmatiques d’AMP.##* Une autre étude a par ailleurs démontré dans un model in vitro que
le FK-506 est un inhibiteur spécifique de la glucuronidation de 1’AMP.®® Pourtant, dans des
études ultérieures, on n'a observé aucune différence dans les niveaux plasmatiques d’AMP
entre des patients traités au MMF seul ou en combinaison avec le FK-506.*" On a suggéré
alors que cette augmentation ne serait présente qu'en comparant les groupes traités avec la
CsA et le FK-506, et non en incluant un groupe traité au MMF en monothérapie.

16.3. Interactions avec d’autres médicaments :

D'autre part, les corticostéroides, fréiquemment administrés conjointement avec le MMF,
pourraient également modifier la pharmacocinétique de ce dernier. En effet, les
corticostéroides peuvent induire les UGT et ainsi résulter en une augmentation de la
glucuronidation de I’AMP.%

Plusieurs autres médicaments, dont la rifampicine, alterent également la
pharmacocinétique du MMF (diminution de 1’exposition a ’AMP).®” La cholestyramine, les
antiacides et les suppléments de fer diminuent également l'exposition a I’AMP, en interférant
avec son absorption et/ou son recyclage entérohépatique.® Certains anti-inflammatoires non-
stéroidiens, pourraient également inhiber ’'UGT2B7, impliquée dans la glucuronidation de
I’AMP.*

Quelques autres produits sont connus pour diminuer la liaison de ’AMP a l'albumine,
dont I'éthanol (a des concentrations toutefois beaucoup plus supérieures a celles atteintes lors
de consommation excessive), le furosémide et le salicylate de sodium.®®
Les pilules contraceptives doivent étre prises avec précaution.

Le probénécide (uricosurique) peut inhiber la sécrétion tubulaire rénale et par conséquent,
augmenter les concentrations plasmatiques des métabolites du mycophénolate.

D’autres médicaments connus pour étre sécrétés dans les tubules rénaux peuvent entrer en
compétition avec I'AMPG pour augmenter les concentrations plasmatiques des deux
médicaments en cours de sécrétion tubulaire. En présence d'une insuffisance rénale, I'aciclovir
ou le ganciclovir peut rivaliser avec I’AMPG pour la sécrétion tubulaire, ce qui augmente
encore les concentrations plasmatiques de chacun.®
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CHAPITRE 111 : LE SUIVI THERAPEUTIQUE DU MMF

1. Définition du suivi thérapeutique :

Le suivi thérapeutique est défini par 1’ Association Internationale de Suivi Thérapeutique
et de Toxicologie Clinique (IATDMCT) comme étant une spécialité clinique
pluridisciplinaire visant a améliorer la prise en charge du patient en ajustant individuellement
la dose des médicaments pour lesquels le bénéfice clinique du suivi a été demontré. Le suivi
thérapeutique prend en compte les paramétres connus pour avoir une influence sur la
concentration sanguine du médicament a priori tels que :

e Certains paramétres démographiques ayant un impact démontré comme 1’age, le sexe
et le régime alimentaire des patients.

e C(Certains parameétres cliniques comme le mode d’administration, la forme galénique
ainsi que la posologie.

e Le génotype des protéines responsables du métabolisme et de 1’absorption.

, . . Y 91
e La présence d’interactions médicamenteuses.

I repose sur une mesure permettant d’évaluer I’exposition du patient au médicament. Il
peut s’agir d’un dosage sanguin du médicament et/ou de ses métabolites ou encore d’un
parametre biologique directement reli¢ a I’effet de la molécule.

En pratique, le suivi thérapeutique n’est utile que pour des traitements de longue durée et
ayant des effets indésirables lourds ou pour lesquels le risque d’inefficacité est grand. Pour
des raisons pratiques et économiques, le suivi thérapeutique ne peut étre effectué qu’aux
traitements répondant aux criteres suivants :

¢ Relation concentration-effet pharmacologique meilleure que la relation dose-effet.

¢ Relation dose-concentration présentant une forte variabilité inter-individuelle.

¢ Index thérapeutique étroit.

e Réponse pharmacologique difficilement accessible.

e |l est également préférable que sa variabilité intra-individuelle pharmacocinétique a

court terme soit faible ou modérée.

2. Individualisation de la posologie :

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

Les conditions nécessaires a la réalisation de 1’adaptation posologique d’un médicament sont
de disposer :

e D’objectifs cliniques en termes de fenétre thérapeutique.
e De modeéles performants pour décrire son comportement pharmacocinétique.

e De méthodes fiables pour déterminer son meilleur index d’exposition.*
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3. Le suivi thérapeutique du MMF :

II a ét¢ démontré une association entre l'exposition a I’AMP (AUCiz) ou la
concentration résiduelle (Co) et le risque de rejet. D'autres les ont corrélées avec le risque
d'apparition d'effets secondaires.”

Bien que le MMF soit administré a doses journaliéres fixes, la forte variabilité inter-
individuelle de sa pharmacocinétique et de sa pharmacodynamie montrent la nécessité d’un
suivi thérapeutique. Les recommandations en ce sens sont de plus en plus consensuelles.**

De nombreuses ¢études ont été conduites afin d’évaluer la relation entre les
concentrations plasmatiques d’AMP et la fréquence de survenue de rejets aigus et/ou d’effets
indésirables, en vue de définir la zone thérapeutique de ce médicament.

3.1. Détermination de I’exposition a ’AMP :

Plusieurs parametres pharmacocinétiques (AUCo.12n, Cmax €t Co) peuvent étre utilisés
pour la détermination de 1’exposition a I’AMP.*

11 est admis que I’AUCy.12n est le meilleur index d’exposition au MMF. C’est le reflet de
I’exposition totale du patient a I’AMP durant les 12 premiéres heures apres ingestion du
médicament. Cette valeur est donc bien plus précise qu’une simple valeur de concentration
résiduelle et/ou maximale puisqu’elle rend compte de I’exposition a I’AMP dans le temps et
non a un instant donné. Cependant, sa détermination nécessite un trop grand nombre de
prélevements sanguins durant les 12 premieres heures suivant I’administration du médicament
et elle n’est donc pas réalisable en pratique clinique. Des stratégies d’estimation de cette
AUC,.121 Ont été mises en place afin de réduire le nombre de prélévements nécessaires en vue
d’aboutir a I’estimation la plus fiable possible.

Une de ces stratégies consiste a estimer ’AUCy.1on @ ’aide d’un prélévement unique mais
plusieurs études ont montré que cette méthode présentait un biais trop important pour étre
pertinente.*

Une deuxieme stratégie consiste a estimer I’AUCq.12n @ partir d’'un nombre limité de
prélevements (généralement entre 2 et 4). Pour cela, deux méthodes peuvent étre utilisées : la
méthode par régression linéaire multiple ou la méthode Bayeésienne.
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Figure 5 : Specificité et sensibilité des parametres pharmacocinétique pour le suivi du MMF
(AUC : aire sous la courbe, Cmax : concentraion maximale et trough : Cy la concentration
résiduelle).*

» Méthode par regression linéaire multiple :

La méthode d’estimation basée sur 1I’équation de régression présente de meilleurs
résultats que la stratégie de prélevement unique réduisant le biais tout en augmentant la
précision. Un nombre minimum de 2 a 3 prélévements est nécessaire, ceux-ci devant étre
préférablement effectués pendant les 2 premiéres heures aprés la prise du traitement.®” Un
prélevement additionnel entre 3 h et 6 h post-dose permet d’augmenter la précision de

I’estimation, %%

De nombreuses équations ont été développées dans les différents centres de
transplantation, néanmoins une des limites de cette méthode est qu’une €quation développée
pour une population donnée présente souvent des résultats médiocres sur une population
différente.’® L’autre limite étant que les horaires de prélévements doivent étre
scrupuleusement respectés pour avoir une estimation correcte de I’AUCy.121 ce qui n’est pas
toujours évident en pratique clinique. Enfin, les équations ne fournissent qu’un chiffre qui ne
permet pas de juger de I’adéquation entre I’AUC estimée et les valeurs de concentrations
mesurées.

» Meéthode par estimation bayesienne :

La méthode d’estimation bayesienne présente 1’avantage d’une plus grande souplesse
dans le respect des horaires de prélévements ce qui est plus compatible avec la pratique
clinique. De plus, elle permet d’estimer les parametres pharacocinétiques du patient et de
reconstituer la totalité de la courbe de la concentration en fonction du temps ce qui fournit un
précieux indice de I’adéquation entre I’AUC estimée et les valeurs de concentrations
mesurées.

Le seul estimateur bayesien rapporté a ce jour pour I’estimation de I’exposition a
I’ AMP a été developpé au moyen d’une approche populationnelle.**
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Il permet a partir de 3 prélevements realisés a 20 min, 1 h et 3 h aprés la prise du traitement,
I’estimation de I’AUC d’AMP avec un biais de 7,7% (0,43%- 15,1%) et une précision de
12,4%.

3.2. Prélevements sanguins :

Le dosage de I’AMP s’effectue dans le plasma. Les prélévements sanguins sont realisés
dans des tubes EDTA puis le plasma est séparé par centrifugation et stocké. Les prélévements
sont stables 8 heures a température ambiante, 96h a +4°C et 11 mois a —20°C. Des études de
stabilité ont montré que le stockage pendant une semaine a température ambiante
d’échantillons plasmatiques surchargés en AMPG ou provenant de patients traités par MMF
induisait une augmentation significative des concentrations d’AMP par déconjugaison de
I’AMPG. Aucune augmentation des concentrations d’AMP n’était observée a +4°C et —20°C.
Quelles que soient les conditions de stockage (température ambiante, +4°C ou — 20°C), les
concentrations d’AMPaG ne sont pas stables et diminuent progressivement avec le temps.
Seule une acidification des echantillons plasmatiques (pH 2,5) semble pouvoir éviter cette
dégradation.

3.3. Méthodes de dosage de ’AMP :

De nombreuses techniques ont été développées pour le dosage sanguin des
immunosuppresseurs. Il s’agit principalement d’immuno essais, mais également de méthodes
séparatives par chromatographie liquide (HPLC).*™*

Pour le MMF, les immuno essais sont largement utilisés. Ces techniques présentent 1’avantage
par rapport aux méthodes separatives conventionnelles de pouvoir effectuer des analyses avec
un débit relativement élevé et une certaine facilité d’emploi. Ces méthodes ont cependant
I’inconvénient de donner des réactions croisées avec certains métabolites pouvant ainsi
conduire & une surestimation des taux réels du MMF.

En raison de leur spécificité pour les molécules méres, les techniques chromatographiques
(LC-UV et surtout LC-MS ou LC-MS/MS) sont actuellement considérées comme des
méthodes de choix pour le dosage du MMF.*%

Une étude effectuée sur 119 laboratoires européens participant au contréle de qualité externe a
déterminé la proportion d’utilisation des différentes méthodes pour le dosage de I’AMP.
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Technigues de dosage du mycophénalade mofétd en Eurcpe (n=113)

Figure 6 : Proportion d’utilisation des différentes méthodes de dosage de I’AMP.
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3.3.1. Les méthodes chromatographiques :

Il existe plusieurs méthodes de dosage de I’AMP par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) couplée & une détection UV ou a une détection par spectrométrie de
masse (SM).

Une meéthode HPLC couplée a la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) a été
développée et validée. Elle est sensible, reproductible, et facilement réalisable en clinique.*™*
La préparation de I’échantillon est une étape clé dans la plupart des processus analytiques et
reléve d’une importance particuliére dans le cadre du dosage des immunosuppresseurs
permetant d’augmenter la sélectivité (suppression des interférences avec les composés
endogénes), de diminuer la contamination du systéme analytique (élimination des
contaminants) et également de concentrer 1’analyte (amélioration de la sensibilité).

Principe de la méthode HPLC :

L’¢étalon interne utilisé est le thiopental. L’extraction de I’AMP est réalisée en phase
organique avec du dichlorométhane acidifié par une solution d’acide chlorhydrique HCI 1M.
Apres évaporation de la phase organique, le résidu sec est repris dans la phase mobile
(acétonitrile/tampon formate d’ammonium pH = 3 ; 50/50). Cette dernicre est injectée a un
débit de 1 ml/min. La séparation des composés est réalisée a 1’aide d’une pré-colonne Cyg, a
température ambiante. La détection de I’ AMP est réalisée 4 254 nm.'*

3.3.2. Les méthodes immunologiques :

Les immuno essais regroupent 1’ensemble des méthodes analytiques quantitatives mettant
en jeu la réaction immunologique antigéne-anticorps. La majorité de ces techniques utilisent
un troisieme élément, le traceur, qui résulte de I’association de I’antigéne ou de I’anticorps
avec un marqueur (radioélément, enzyme, luminophore).

Un grand nombre de techniques immunologiques différentes sont utilisées pour le dosage
sanguin du MMF, il s’agit de : EMIT, Roche enzymatic assay et CEDIA. Il a été démontré
que ces méthodes donnent respectivement des valeurs de 30%, 5% et 158% supérieures a
celles obtenues par HPLC.

Il semble que cette différence soit due a une réaction croisée avec le métabolite acyl-
glucuronide (AcAMPQG). De plus cette surestimation serait exacerbée dans I’EMIT et CEDIA
en cas de dysfonctionnement rénal due a une accumulation du métabolite acyl-glucuronide.

» Technique EMIT (Enzyme Multiplie Immunoassay Technique) :
Un seul immuno essai (EMIT) est actuellement commercialisé pour le dosage du MMF.
Principe:

Cette technique est fondée sur la compétition entre le MMF a doser et du MMF
marqué par une enzyme la G6PDH, pour se fixer sur les sites de liaison des anticorps anti-
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MME. Une fois le MMF marqué se lie a I’anticorps, la GO6PDH perd son activité en raison de
I’encombrement stérique qui en résulte.

L’activité enzymatique est en revanche conservée lorsque le MMF marquée est libre. La
fixation du MMF a doser a I’Ac anti-MMF libere le MMF marqué par I'enzyme qui
convertit le glucose-6-phosphate en 6-phosphogluconolactone et le coenzyme NAD+
(cofacteur de la réaction) est réduit en NADH absorbant a une longueur d’onde de 340 nm.
L'absorbance ou la variation d'absorbance engendrée par la réaction permet la quantification
du MMF par comparaison & une courbe de référence.'®*

E E E LAc > ) E

D DD BD est lié a Ag marqué D

par une enzyme E (inactive)

l + molécule a doser =

E El
DY B> B

Ag marqué par une enzyme
(active)
+ substrat ‘

Hydrolyse du substrat q g‘:::;: de l'absorbance

* PHARMACOmdticadn org

Figure 7 : Principe de la méthode de dosage EMIT.**

I1 a été suggéré que ’EMIT pourrait constituer une méthode de choix pour le dosage de
I’AMP dans le cadre du suivi thérapeutique car elle est plus rapide, automatisée, et fournie un
meilleur reflet de I’immunosuppression en dosant le métabolite actif de ’AMP avec une
limite de sensibilité = 0,50 ug/ml. Dans cette perspective, il a été proposé une modification de
la fenétre thérapeutique de I’AMP (AUC.12 entre 35 et 70 mg.h/l et Cy entre 1,3 et 4,5 mg/l)
quand celui-ci était dosé avec la méthode EMIT.'® 11 semblerait que I’AMPaG ne contribue
que trés faiblement a 1’activité immunosuppressive du MMF.

La technique HPLC a une meilleure sensibilite (limite de sensibilité = 0,18 ug/ml) que la
méthode EMIT. La spécificité vis-a-vis des médicaments coadministrés en transplantation et
des composés endogenes est satisfaisante pour les deux techniques.

Lors d’un dosage simultané par la méthode EMIT et HPLC, une bonne relation linéaire
est observée entre les 2 méthodes signe d’une bonne corrélation : EMIT=1.10xHPLC+0.305 ;
r,=0.948,55.1%
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» Méthode CEDIA: Cloned Enzym Immuno donnor Assay
Le dosage CEDIA®Acide mycophénolique est un dispositif médical de diagnostic in
vitro pour la détermination quantitative de I’acide mycophénolique dans le plasma humain a
I’aide d’un analyseur de chimie clinique automatique.

Principe :

Le dosage CEDIA utilise les techniques de I’ADN recombinant (brevet américain n°
4708929) pour produire un systeme de dosage immuno enzymatique en phase homogene
unique. Le dosage repose sur une enzyme, la B-galactosidase, qui a été scindée par génie
génétique en deux fragments inactifs appelés enzyme donneur (ED) et enzyme accepteur
(EA). Ces fragments se réunifient spontanément pour former un enzyme totalement actif, qui
dans le cadre du dosage, clive un substrat, ce qui entraine un changement de couleur que 1’on
peut mesurer par spectrophotométrie.™”’

» Roche enzymatic assay :
Le kit TMPA (Roche Diagnostics®) utilise le dosage d’un des produits de réaction de
I’enzyme cible de I’AMP, le NADH. La diminution de la concentration de NADH formée
¢tant le reflet d’une inhibition de I’enzyme par ’AMP, celle-ci permet donc d’estimer la

. . . . e \ g 108
concentration d’AMP présente dans I’échantillon en référence a une courbe de calibration.

3.3.3. Les autres méthodes :
» Dosage de I’activité IMPDH :
L’IMPDH étant la cible du mycophénolate, I’activité¢ de celle-ci est un bon indice de
I’efficacité du traitement.

La premiére étude & ce sujet était publiée en 1992.'%® La méthode est basée sur une
réaction d’oxydation catalysée par I’enzyme équimolaire correspondant a I’équation :

IMP + NAD" + H,0 —» XMP + NADH + H".

L’¢évaluation de I’activité enzymatique de ’IMPDH est basée sur la quantification de la
vitesse de disparition d’un des substrats ou celle de la formation d’un des produits **° comme

la détermination de la formation du XMP a l’aide de la méthode HPLC couplée a une
détection UV.'!

Il existe également une méthode validée permettant de déterminer le taux d’expression
des génes de 'IMPDH 1 et II. Elle est basée sur une technique de quantification relative par
PCR en temps réel. Elle est sensible et reproductive cependant, une augmentation ou une
diminution de la transcription d’un géne n’est pas forcément reflétée par une augmentation ou
une diminution de la protéine codée par celui-ci. Elle ne peut donc pas étre utilisée pour
quantifier ’activit¢ IMPDH car, comme un certain nombre de genes, il est probable que
I’ARNm soit soumis a des modifications post-trancriptionnelles ayant une influence sur la
traduction de celui-ci.™*?
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3.4. Index thérapeutiques de ’AMP :

Une liste de recommandations et de directives médicales définissant les bases
fondamentales nécessaires a la pratique du suivi thérapeutique du MMF a été formulée pour la
premiére fois en 1998 lors d’une conférence de consensus. Il avait alors été conseillé de
maintenir des valeurs d’AUC d’AMP supérieures a 20 mg.h/l chez des adultes, en période
précoce suivant la transplantation. Par la suite, des nouvelles valeurs cibles ont été proposées
sur la base d’études cliniques supplémentaires. Les zones thérapeutiques de 30 a 60 mg.h/I
pour les valeurs d’AUC d’AMP total et de 1 a 3,5 mg/l pour les concentrations residuelles
d’AMP, ’'HPLC-UV étant la méthode d’analyse de référence.’® Cependant, en utilisant
méthode de dosage EMIT, les valeurs cibles sont de 35 a 70 mg.h/l pour I’AUC d’AMP et de
1,3 44,5 mg/l pour les concentrations résiduelles d’AMP.'%

Les études qui ont montré qu’une valeur d’AUC de I’AMP inferieure & 30 mg.h/1 était
associée a une augmentation de ’incidence de rejet aigu justifient cette valeur seuil. En
revanche, la limite supérieure semble difficile a définir précisément car la relation entre les
valeurs d’AUC d’AMP et le risque de toxicité n’est pas clairement établie.®
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PATIENTS ET METHODES
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1. Introduction :

L’introduction du mycophenolate mofetil dans le domaine de la transplantation a constitué
une avancée supplémentaire. Des études ont montré que le MMF permettait une amélioration
de la survie du greffon rénal.

Actuellement, le MMF est administré a doses quotidiennes mais les cliniciens sont parfois
confrontés a des problémes de tolérance du médicament conduisant a la diminution de la dose
ou a ’arrét du traitement, pouvant compromettre la survie du greffon.

Un intérét particulier est porté sur la pharmacocinétique (PK) de I’acide mycophenolique
(AMP ; métabolite actif du MMF), qui constitue un facteur déterminant des effets du
medicament.

Objectif principal :
Dosage de I’AMP dans le sang a 1’aide d’une méthode analytique validée chez des greftés
rénaux.

Objectifs secondaires :
- Détermination des facteurs de variabilité¢ de la pharmacocinétique du MMF

- Adaptation des posologies en fonction de la variation des résultats de I’AUC du MMF.

1. Matériels :

1. Patients :

Il s’agit d’une étude prospective descriptive qui porte sur le dosage de I’AMP chez 61
greffés rénaux suivis au niveau du service de néphrologie du CHU de Tlemcen sur une
période de 6 mois (allant de Novembre 2015 a Avril 2016).

2. Criteéres d’inclusion et d’exclusion :

2.1. Critére d’inclusion :
Tout greffé rénal ; hommes /femmes, adulte et enfants 4gés d’au moins 9ans ; recevant le
MMEF seul ou en association avec autres immunosuppresseurs.

2.2. Critéres d’exclusion :
On n’a pas inclus dans I’étude :
- Patient ne pouvant se préter a de multiples prélevements.
- Patient prenant une dose unique quotidienne.
- Patient ayant été perdus de vue.

3. Les variables de I’étude : détaillées

3.1. Quantitatives : il s’agit de
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-Age.

-dose journaliéere du MMF.
3.2. Qualitative : on a

-Sexe.

-Néphropathie causale.

-maladie concomitante..

-traitement associé

4. Modalités d’administration du traitement :
Le MMF était pris a jeun a 9h du matin sauf exception (prise a 07h00 ou 08h00pour
certains) et le prélévement s’étendaient a T=20mn, T=1h et T=3h apr¢s la prise.

Les patients pouvaient prendre leur petit déjeuner apres le 1% prélevement.

5. Modalités de prélévement :
Le sang est recueilli dans des tubes EDTA sur lesquels sont mentionnés nom du patient
et moment du prélevement.

I11. Méthodes :

1. Modalités et réalisation du dosage :

Les tubes sont acheminés au service de médecine nucléaire ou le plasma est séparé par
centrifugation et conservé a -20°C dans un congélateur pour étre dosés durant la semaine qui
suit par la méthode EMIT® 2000 mycophenolic Acid Assay.

1.1. Principe de la méthode Emit ® 2000 mycophenolic Acid Assay :

Il s'agit d'une méthode immunoenzymatique homogéne pour l'analyse de I'AMP dans le
plasma. Elle repose sur la concurrence relative pour les sites de fixation de I'anticorps de
I'AMP. L'AMP de I'échantillon est en concurrence avec L'AMP marquée par du glucose-6-
phosphate déshydrogénase (G6P-DH) dans le réactif 2 enzymatique. L’enzyme actif (non li¢)
convertit le nicotinamide adénine di nucléotide (NAD) oxydé du réactif 1 anticorps/substrat
en NADH entrainant un changement d'absorption cinétique qui peut étre mesuré en termes
spectrophotométriques. L'activité enzymatique décroit apres la fixation a I'anticorps de sorte
qgue la concentration d'AMP dans I'échantillon peut étre mesurée en termes d'activité
enzymatique.

Le sérum endogéne G6P-DH n'interfere pas avec l'analyse puisque le coenzyme NAD
fonctionne seulement avec I'enzyme bactérien (Leuconostoc mesenteroides) employé dans le
dosage.
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Au cours du dosage on a rencontré quelques problémes (échantillon analysé au-dessus de
la plage d’étalonnage) ce qui nous a conduit a faire une dilution manuelle d’une aliquote
d’échantillon du patient avec le calibrateur Opug/ml d’acide mycophenolique EMIT® 2000
selon les directives suivantes:

- Dans un godet pour échantillon propre COBAS MIRA, combiner 1 volume d’échantillon du
patient avec 1 volume du calibrateur Opg/ml d’acide mycophenolique EMIT® 2000 et bien
mélanger

- Analyser I’échantillon dilué conformément a la méthode d’analyse

- Multiplier le résultat d’analyse par 2 pour obtenir 1’’estimation de la concentration d’acide
mycophenolique

1.2. Caractéristiques spécifiques :
Les caractéristiques de performance du dosage d’acide mycophenolique EMIT © 2000
sont affectées par tous les paramétres de mesure.

Les informations suivantes représentent les performances totales du systeme

e Plage d’analyse :
La plage dynamique du dosage est de 0.1 pg/ml a 15 pg/ml en considérant la sensibilité
analytique du dosage et le calibrateur le plus élevé.

e Sensibilité :
La sensibilit¢ du dosage d’acide mycophenolique EMIT® 2000 est de 0.1ug/ml .ce niveau
correspond a la plus faible concentration d’AMP qui peut étre distinguée de Opug/ml avec une
confiance de 95 % dans le plasma humain normal.

e Spécificité :
Les molécules dont la structure chimique ou une utilisation thérapeutique concomitante
indiquerait une interférence possible ont été testées. Aucune interférence n’a €té constatée
avec le dosage pondéral de 1pug/ml d’AMP quand celui-Ci est testé en présence de ces
molécules .Les niveaux analysés étaient sensiblement plus élevés que ceux normalement
relevés chez les patients sous traitement

e Substances endogenes :
Aucune interférence n’a été détectée dans les échantillons auxquels étaient ajoutés 1250mg/dl
de triglycérides, 20mg/dl de bilirubine, 20mg/dl d’acide urique, 500mg/dl de cholestérol ou
500 mg/dl d’hémoglobine.

e Precision :
La précision totale et son composant de précision dans la série ont été déterminés
conformément a la directive EP5-T2 du comité national américain des normes de laboratoires
cliniques (NCCLS) sur 1’évaluation de la précision. Les controles d’acide mycophenolique
EMIT® 2000 ont été (n=6) en analysant 2 séries par jour pendant 20 jours (n=240)  raison de
2 lots de réactifs, de calibrateurs et de controles.
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Niveau de contrdle (ug/ml) | Précision dans la série plage | Précision totale plage CV (%)
CV (%)

1 (bas) 3.4-4 5-6

7.5 (moyen) 2.4-3.6 3.1-45

12 (haut) 3.8-4.9 4.3-6.5

Des études internes ont démontré que les précisions obtenues avec les systéemes chimiques
COBAS MIRA, COBAS MIRA S, COBAS MIRA plus sont comparables

e Exactitude :
Une étude a évalué I’exactitude du dosage pondéral de 1’échantillon d’AMP et a comparé les
résultats EMIT® 2000 & une méthode de référence HPLC. Ces deux méthodes ont été
exécutées le méme jour, en comparant avec la méthode HPLC par analyse de régression
linéaire, les résultats obtenus étaient comme suit :

EMIT® 2000=1.04 HPLC + 0.377 r=0.987, n=155

Les résultats EMIT® 2000 et HPLC ont été également comparés par paire pour déterminer les
différences relatives. La différence relative est définie sous la forme :

valeur EMIT 2000 — VALEUR HPLC
X =

LA moyenne des 2 valeurs

e Linéarité:
La linéarité du dosage d’acide mycophénolique EMIT® 2000 a été déterminée conformément
a la directive EP6-P du Comité national américain des normes de laboratoires
cliniques(NCCLS) sur I’évaluation de la linéarité.

Le dosage a montré sa linéarité sur I’ensemble de la plage d’analyse.

1.3. Verreries et appareillage:
Tube EDTA :
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Micropipettes :

Cupules :
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Centrifugeuse :
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Appareille de dosage : SIEMENS Syva®

Portoir des échantillons :
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Les réactifs de dosage :

*Coffret-réactifs:

SIEMENS som

Syva®
Emit® 2000 Mycophenolic Acid Assay

(SRS y|
8°C
o
VD

i
€

1x28mL, 1x14mL
[LoT] erg19UL- G1 '
= e e ] e rnson C
P Cooisazet Ol B G
corv.

Réactif 1 anticorps/substrat :

Anticorps monoclonal murin anti acide mycophénolique (AMP) (4.1pg/ml) dans une matrice
aqueuse de sérum albumine bovine (SAB); glucose-6-phosphate (22mM) ; nicotinamide
adénine di nucléotide (36mM) ; agents de conservation ; volume=28 ml
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Réactif 2 enzymatique :
Acide mycophénolique conjugué au glucose-6-phosphate déshydrogénase bactérien
(0.34U/ml) dans une matrice aqueuse de lactoglobuline bovine, agent de conservation

Eau distillée :

N.B: Les réactifs doivent étre conservés entre 2 et 8 °C, positionnés a la verticale et
soigneusement fermés. Il ne faut ni les congeler ni les exposer a des températures supérieures
a 32°C.
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Les calibrateurs standards:

Les Calibrateurs d’acide mycophénolique EMIT®2000 servent de référence, lors du
diagnostic in vitro pour la mesure de 1’acide mycophénolique dans le plasma.

Les controles:
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Les contrdles d’acide mycophénolique EMIT®2000 sont concus pour étre utilisés avec le
dosage de 1’acide mycophénolique comme sulite :

Contrdle Faible Moyen Elevé
Concentration 1 75 12
pg/ml

Concentration 3 23 37
pmol/ml

2. Analyse des donnees :

Les résultats du dosage du MMF sont envoyés au CHU de Limoges pour le calcul de
1’AUC.12n €t Co ainsi que pour I’adaptation de posologie si nécessaire. (Annexe VI)

Nous avons utilisé le logiciel d’analyse statistique SPSS version 20 (Statistical Package for
the Social Sciences) pour calculer la probabilité « p » et la corrélation « r » en fonction des
variables a comparer.

Une valeur p<0,05 est considérée statistiquement significative.

3. Adaptation de la posologie du MMF :
La dose nécessaire de MMF est calculée et arrondie au multiple de 250 mg le plus proche
(correspondant au plus petit dosage de MMF disponible sur le marché). La modification
maximale correspondant a 3 fois la dose initiale et une dose maximale de 4 g/jour.
La formule utiliseée pour le calcul est la suivante :

AUC hased : New dose old dosextarget MPA AUC

measured MPA AUC

old dosextarget Cy
measnred Cg

g hased : New dose=
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RESULTATS
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IV. Résultats :
1. Caracteristiques genérales de la population :

1.1. Lieu de résidence :
Tableau 1 : Répartition de la population étudiée selon le lieu de résidence.

Wilaya Effectif Pourcentage (%)
Tlemcen 45 73,8
Naama 7 11,5
Bechar 3 49
Ain Témouchent 2 3,3
El beyadh 2 3,3
Bel abbes 1 1,6
Chlef 1 1,6
1.2. Age:
27,9
23,0
21,3
16,4 H5-15

H16-25

9.8 26-35

H36-45

H 46-55

1,6 H66-75

5-15 16-25 26-35 36-45 46-55 66-75
classes d'age

Figure 8 : Répartition de la population étudiée selon les classes d’age.

La population de I’é¢tude a une moyenne d’age de 32,64 = 12,36 ans allant de 9ans jusqu’a 68
ans. La plus grande proportion de I’effectif se situe dans la tranche d’age 26-35 ans.
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4.1.3. Sexe :

B homme

@ femme

Figure 9 : Répartition de la population étudiée selon le sexe

La répartition selon le sexe rapporte 44 hommes contre 17 femmes. Le sex ratio est de 2,58.

1.4. Age et sexe :

12

10 A

® HOMME

Effectif
a

|
4 FEMME

5-15 16-25 26-35 36-45 46-55 66-75
Classes d'age (ans)

Figure 10 : Répartition de la population étudiée selon le sexe et I’age.
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Tableau 2 : Caractéristiques générales de la population étudiée

Effectif n= 61
Age (ans) 32+12,36 9- 68
Enfants /Adultes 6 /55
Sexe
Hommes / femmes 44117
Bilan biochimique min-max
Créatinine (umol/l) 111,98 + 76,15
Clairance de la créatinine (ml/mn) 98.81 +48.63 13-254
Albumine (g/l) 45,16 + 5,12
Urée (mmol/l) 7,21 +6,88 1.6-49
Glycémie (mmol/l) 5,85+5,31
Globules blancs (x 1000/mm?®) 7,73+1,93 3.6-13.5

1.5. Stabilité du greffon:

Le greffon est considérée comme stable s’il n’a pas été rejeté au bout de 3 mois post
transplantation.

Figure 11: Répartition de la population étudiée selon la stabilité du greffon.
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1.6. La néphropathie causale :

Tableau 3 : Répartition de de la population étudiée selon la néphropathie causale

Néphropathie causale Effectif

Indéterminée 50 82%

Néphropathie glomérulaire

Amylose 1
Néphropathie diabétique 1
éphropathie 1g A 2

Néphropathie tubulo interstitielle

Néphronophtise 1
Reflux vesico-urétéral 6

1.7. Le traitement précédent de la transplantation :

70,00% -
60,00% -
B Hémodialyse
50,00% - . .. .
o M Dialyse péritonéale
m 0,
.,g 40,00% - hémodialyse+dialyse péritonéale
(V]
g 30,00% - W greffe pré emptive
(o]
(o}
20,00% -
10,00% -
0,00%
Hémodialyse Dialyse Hémodialyse + Greffe pré
péritonéale  djalyse péritonéale emptive

Figure 12: Répartition de la population étudiée selon le traitement précédant la
transplantation.
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La majorité des greffés rénaux ont subi une hémodialyse avant la transplantation rénale.

1.8. La comorbidité :

45,0 -

40,0 A

35,0 -

N w
o Lo
o o

I I

pourcentage
N
S
o
1

15,0 ~

10,0 ~

W HTA

M hypercholesterolémie

m diabéte
hyperthyroidie
goutte

epilepsie

0,0
HTA Hyper

cholestérolémie

Maladies associées

Diabéte  Hyperthyroidie

Goutte Epilepsie

Figure 13 : Répartition de la population étudiée selon la comorbidité.

On note que 41 % des patients greffés rénaux souffrent d’hypertension artérielle (HTA),
16.4% d’hypercholestérolémie, 13.1% de diabete, 6.5% d’hyperthyroidie, 4.8% de goutte et

1.6% d’épilepsie.

1.9. Le traitement d’entretien :

Tableau 4 : Répartition de la population étudiée en fonction du traitement d’entretien du

greffon.

Traitement d’entretien

MMF + anti-calcineurine + corticoides

MMF + corticoides

MMEF seul

Effectif
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1.10. Le traitement immunosuppresseur associée :

70,5
24,6 W cyclosporine
4,9 W tacrolimus
e \Sériel B seul

cyclosporine

tacrolimus seul

Figure 14 : Répartition de la population étudiée selon I’immunosuppresseur associé au

MMF.

2. Résultats de ’AUC :

2.1. AUC:

50,00% -
45,00% -
40,00% -
35,00% -
30,00% -

25,00% -

Pourcentage

20,00% -
15,00% -
10,00% -

5,00% -

W <35
m 35-70
>70

0,00%

<35 35-70 >70
AUC du MMF (mg.h/1)

Figure 15 : Répartition de la population étudiée selon I’AUC.
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Nous avons observé que 49.2% de la population étudiée de greffés rénaux sont
normodoses, alors que 32.8% ont été retrouvé sous dosés et seulement 18% sont surdoses.

2.2. Dose du MMF et AUC :

Nous avons répartit les AUC de la population selon la dose quotidienne de MMF consommée.
Tableau 5 : Répartition des AUC selon la dose journaliere du MMF

AUC.12n (Mg.h/l) <35 35-70 >70
Enfants n=6

350-500mg/j n=2 100% 0% 0%

500-1000mg/j n=4 0% 100% 0%

Adultes n=55

1000mg/j  n=34 47% 47% 6%
1500mg/j  n=4 0% 50% 41.9%
2000mglj  n=17 11.76% 47.05% 41.19%

La figure 16 met en évidence une corrélation significative entre la dose journaliéere du MMF
et son AUC : r=0.38 et P=0.003
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100,00

#»
# = -
#
&
80,00 #
£ B
£ @
E A0,00 g
.
2 « 08 ) :
S # *
b , g
o 40007
2 ¢ :
. ! *
_ . i
20,00 -
#
il
] I T I T
0o 50 1,00 1,50 2,00
Posologie journaliére du MMF(glj)
Figure 16 : Corrélation entre la dose journaliére du MMF et son AUC
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3. Facteurs de variabilité :

3.1. Age :
Aucune relation significative entre I’AUC et I’age n’a été rapportée (p=0.44).
L’intervalle de confiance est de 95%. La relation est significative lorsque p<0.05.

3.2. Sexe:

Tableau 6 : Comparaison de 1’AUC moyenne chez les 2 sexes.

Femmes Hommes

AUC moyenne (mg.h/l) | 54.58+23.47 45.35+19.64

On note que I’AUC moyenne chez les femmes est plus élevée que chez les hommes.

18 A
16 A

14 -
| ]
12 Hommes

10 - M Femmes

Effectif

o N B OO
L

<35 [35-70] >70
AUC du MMF (mg.h/I)

Figure 17 : Répartition de la population étudiée selon 1’AUC et le sexe.
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3.3. Stabilité du greffon :

pourcentage

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

P=0.39

i Greffe aprés 3mois

M Greffe avant 3mois

<35

35-70 >70
AUC du MMF (mg.h/1)

Figure 18 : Répartition de la population étudiée en fonction de I’AUC et la stabilité du

greffon.
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Nous avons constaté que :
47.8% des patients dosés apres 3mois de greffe sont normodoses.
53.33% des patients dosés avant 3mois de greffe sont normodosés.

3.4. La clairance de la créatinine :
Le test de Khi-carré de PEARSON utilisé pour la détermination de la corrélation de la
clairance de la créatinine avec I’AUC n’a pas révélé de relation significative entre AUC et
clairance : P=0.225 (P>0.05)

3.5. L’albuminémie :
On observe qu’il n’y a pas de corrélation entre AUC et albuminémie : r=0.13 et P=0.3
(P>0.05) avec un taux d’albumine >31g/l dans toute la population étudiée.

4. Interactions médicamenteuse du MMF :
4.1. Anti-calcineurines :

Nous avons répartit les AUC de la population en fonction de 1’anti-calcineurine associé au
traitement dans le but de mettre en évidence les interactions médicamenteuses.

100,00

80,00

60,00

40,00

AUC du MMF (mg.hil)

20,00

00

T T T
Cyclosporine Tacrolimus MMF seul

Immunosupresseur associé au MMF

Figure 19: Répartition des AUC du MMF en fonction de I’immunosuppresseur associé.
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70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

tacrolimus

ciclosporine

MMF seul

M Sous dosé
[ normodosé

Osurdosé

Figure 20 : Répartition des AUC du MMF en fonction de la fenétre thérapeutique et de
I’immunosuppresseur associe.

On constate que 53.5% des patients recevant le tacrolimus comme immunosuppresseur
associe au MMF sont normodosés contrairement a 33.3% dans le groupe ciclosporine.

Tableau 7 : Comparaison des AUC du MMF en fonction de la dose journaliére et de
I’anti-calcineurine associé

AUC=57.22+26.6

Dose journaliére du Ciclosporine Tacrolimus
MMF
1g/j n=4 n=31
AUC=47.38+£31.18 AUC=40.84+14.94
20/j n=9 n=6

AUC=65.62+20.56

4.2. Autres classes de médicaments :

On a déterminé les AUC g.1on chez 17 patients recevant une méme dose journaliére de 2g de
MMF afin de déterminer les interactions médicamenteuses.
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Tableau 8 : Impact de I’interaction médicamenteuse sur I’AUC.

Recevant Non recevant
IPP n=7 n=10
(Omeprazole) 61.96+21.06 54.77+26.35
Antiviral n=8 n=9
(Aciclovir/ganciclovir) 59.95+20.94 55.69+27.25
Antibiotique n=8 n=9
(Bactrim faible) 57.53+15.16 57.79+30.64

5. Concentration reésiduelle CO :

5.1.Cpet AUC :
Nous avons répartit les valeurs d’AUC de la population en fonction de valeurs cibles de la
concentration résiduelle C,.

Tableau 9 : Corrélation AUC et concentration résiduelle Concentration résiduelle Cq

Concentration résiduelle(Co) (mg/l) <13 1.3-4.5 >4.5
Effectif 18 41 2
Pourcentage 29.5% 67.2% 3.3%
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100,00

80,00

50,00

40,00

AUC du MMF(mg.hil)

20,00

00—

R? Linéaire = 0,140

0o

I
2,00

]
4,00 5,00

Concentration résiduelle"C0"{mgll)

Figure 21 : Corrélation entre concentration résiduelle de I’AMP et AUC g.12n

Le calcul des paramétres de détermination de corrélation, a retrouvé : r=0.375 et P=0.003

5.2. Cy et anti-calcineurine :
Nous avons déterminé la concentration résiduelle moyenne de I’AMP en fonction de 1’anti-
calcineurine associé au MMF.

Tableau 10 : Détermination de la CO en fonction de ’anti-calcineurine associé

TACROLIMUS

CICLOSPORINE

Co MOYENNE

1.9+0.95

1.2+0.71

La concentration résiduelle Cy de I’AMP a été retrouvée plus élevée chez les patients recevant

le tacrolimus que chez ceux recevant la ciclosporine.
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6. Adaptation des posologies :

En prenant une valeur cible d’AUC= 50mg.h/l, on a déterminé le nombre de personnes
nécessitant une adaptation de posologies.

Tableau 11 : Répartition de la population selon la nécessité d’une adaptation posologique.

Changement de posologie Oul NON
du MMF

Effectif 38 23

Pourcentage 62.3% 37.7%
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DISCUSSION
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V. DISCUSSION :

1. Caracteristiques géenérales de la population :

Notre population est constituée d’une majorité masculine (sex ratio : 2.58) avec un
effectif important dans la tranche d’age 26-35 ans. Les enfants comptent pour plus de 9%
dans cette population.

Les ¥ soit (46/61) de la population présentent un greffon stable (>3 mois post
transplantation).

Une fonction rénale normale correspond a une clairance de la créatinine >90 ml/mn. Dans
notre étude, la moyenne de la clairance est de 98.81ml/mn témoignant d’une fonction
satisfaisante du greffon chez la majorité.

La formule de numération sanguine montre un taux moyen de globules blancs de 7.73x
1000/mm?, témoignant d’une absence d’infections.

La majorité des néphropathies ayant conduit a 1’insuffisance rénale chronique n’ont pas pu
étre déterminées.

L’hémodialyse est la méthode d’épuration extra rénale la plus fréquente précédant la greffe
soit 41/61 des traitements précédant la transplantation.

L> HTA est la comorbidité la plus observée dans notre population (41%). Une étude grecque
a démontré une incidence de 70% a 90% d’hypertension post transplantation, les
anti-calcineurines et les corticoides en seraient la cause. Cette étude a démontré la survenue
d’HTA chez 15% des patients sous corticoides et 50% a 80% chez ceux recevant une
association corticoides-ciclosporine.***

La quasi-totalité de la population (soit 95%) bénéficie d’un protocole associant : MMF, anti-
calcineurine et corticoides conformément aux recommandations. Dans 1’étude Symphony
62 & 69% des greffés recevaient cette trithérapie.”> Quant & une étude large multicentrique**®
seulement 32.5% de la population, suivaient ce méme protocole.

Le tacrolimus est ’anti-calcineurine le plus prescrit (70.5%) comparé a la ciclosporine
(24.6%) puisqu’il entraine une meilleure prévention du rejet de greffon et une plus faible
manifestation d’effets indésirables, ceci a été démontré dans plusieurs travaux.** 18

Une étude multicentrique sur 448 greffés rénaux et comparant les deux anti-calcineurines a
rapporté une diminution significative du rejet aigu du greffon dans le groupe prenant
tacrolimus (taux de rejet : 25.9%) par rapport a celui prenant la ciclosporine (taux de rejet :
45.7%)."° Une autre étude large portant sur 4102 patients a prouvé que 6 mois aprés
transplantation, le rejet de greffe et la résistance aux corticoides étaient plus faibles chez le
groupe tacrolimus.*?

Une autre étude américaine a trouvé qu’a 5 ans post transplantation 1’utilisation
d’antihypertenseurs et d’ hypocholesterolémiants est plus éleve chez le groupe ciclosporine
que le groupe tacrolimus avec (91.3% vs 80.9% pour les antihypertenseurs) et (58.8% vs 20%
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pour les hypocholesterolémiants) prouvant ainsi une plus grande incidence d’hypertension
artérielle et d’hypercholestérolémie chez les greffés prenant la ciclosporine.*

2. Dosage sanguin du MMF :

L’AUC de I’AMP ¢était comprise dans la fenétre thérapeutique chez 49,2% de Ia
population étudiée témoignant d’une dose adéquate du MMEF. Une étude indienne effectuee
sur 25 greffés rénaux a rapporté une proportion plus importante (62.5%)."* Alors qu’une
étude iranienne portée sur 31 patients a retrouve seulement 26% des AUC dans la fenétre
thérapeutique.*?®

La population présentant un AUC en dessous de 1’objectif recommand¢, était considérée sous
dosée en MMF et représentait 32.8% de la population, alors que les surdosés représentaient
18% des cas.

Les patients surdosés sont majoritairement ceux greffés depuis moins de 3 mois (26.67% vs
15.2%). Une forte dose de MMF durant les 3 premiers mois de la greffe est souvent
préconisée du fait de I’instabilité du greffon.

3. Relation AUC et dose du MMF :

On observe une relation significative entre ’AUC et la dose journaliere de MMF (1=0.38
et p=0.003), de méme une étude japonaise qui a mis en évidence une augmentation de I’AUC
de ’AMP en fonction des différentes doses de MMF consommées.*** Ceci est aussi constaté
dans la tranche d’age pédiatrique de notre population.

Dans notre travail, cette relation n’est pas linéaire comme il a été constaté par 2 études
américaines.'?>*%

4. Facteurs de variabilité :
L’¢étude des facteurs influencant I’AUC du MMF a révélé des résultats variables :

4.1. Age:

Il n’existe pas de corrélation entre I’AUC et I’age (P=0.44). Dans une étude chinoise les
résultats étaient comparables (P=0.41), ceci nous amene a confirmer qu’il n’y a pas de
différence statistique significative entre les enfants et les adultes ainsi 1’interprétation de nos
résultats sera la méme pour les deux populations.*’

4.2. Sexe :

L’AUC moyenne est plus élevée chez les femmes comparée aux hommes étant donné que
le sexe représente un facteur de variabilité dans le métabolisme du MMF selon I’hypothése
d’une compétition de son métabolisme avec les cestrogénes, ce qui a été confirmé dans la
littérature par deux études :

La premiere, québécoise menée sur 100 transplantés rénaux dont le rapport moyen

AMPG/AMP était 2 fois supérieur chez les hommes par rapport aux femmes témoignant

d’une métabolisation importante de ’AMP chez ’homme et par conséquent un AUC moyen
73

plus bas.
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La seconde étude a été menée sur 2 groupes de 2 races différentes (le 1% constitué de 13
femmes et 22 hommes afro-américains et le 2" comportant 16 femmes et 16 hommes
caucasiens), les résultats ont montré une clairance de I’AMP supérieure chez les hommes des
2 groupes par rapport aux femmes.”

4.3. Fonction rénale :

La fonction rénale est représentée par la clairance de la créatinine. Une relation
significative inverse entre concentration résiduelle Co de I’AMP ou AUCy.124 €t la fonction
rénale a été déterminée; ceci a été rapporté dans une étude chez des transplantés rénaux.'?®
Dans notre population la fonction rénale ne semble pas avoir d’effets sur I’AUCq.12n puisqu’il
n’y a pas de corrélation entre la créatininémie, la clairance de la crétainine et I’AUCq.1n,
(Perétinemie=0.69 et Pgjairance=0.22) comparé a 1’étude chinoise ou  (Pgratingmie=0.56 et
Pclairance:O-ZZ)-127

Van HEST et al, ont montré que le changement d’AUC lié a la fonction rénale n’apparait que
si la clairance de la créatinine est inférieure & 25 ml/min (0.41 ml/s/1.73 m?) *° et des études
récentes ont montré que chez des patients souffrant d’une insuffisance rénale modérée,
I’AUC est augmentée alors que chez ceux souffrant d’une insuffisance rénale sévere, I’AUC
de ’AMP est diminuée du fait d’une augmentation de sa clairance probablement due une
augmentation de la fraction libre d’AMP. Ces études pourraient expliquer la divergence dans
les résultats des différents travaux.™®

Deux de nos greffés ont présenté une insuffisance rénale sévére avec une clairance de la
créatinine entre (15-25) ml/mn cependant leurs AUC sont restées dans les normes avec (45.87
et 58.17)

4.4. L’hypoalbuminémie :

L’hypoalbuminémie étant un facteur de variabilité du métabolisme du MMF, ne peut
influencer les AUC dans notre population car les taux d’albumine retrouvés sont dans les
normes, ceci est confirmé par I’indice de corrélation retrouvé supérieur a 0.05 (p=0.3)
comparé a I’étude chinoise (p=0.17) témoignant de 1’absence de corrélation entre 1’albumine
et I’AUC de I’AMP.**

5. Interactions médicamenteuses :
5.1. MMF et anti-calcineurines :

L’AUC chez le groupe recevant le tacrolimus est plus élevée que chez le groupe sous
ciclosporine reflétant une diminution du métabolisme du MMF par le tacrolimus ainsi qu’une
interaction de la ciclosporine avec le métabolisme du MMF probablement en inhibant son
cycle entérohépatique. Ceci correspond a ce qui a été rapporté par 2 études 1’une thailandaise
sur une population adulte (n=138)"*! et I’autre sur une population pédiatrique (n=42).%*

Dans notre étude, le groupe recevant le tacrolimus en association avec le MMF, la majorité
(53.5%) des AUC sont présentes dans 1’intervalle thérapeutique alors que pour le groupe
recevant la ciclosporine la plus grande proportion est surdosée, ceci peut étre explique par
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I’utilisation de plus grandes doses de MMF par 1’équipe médicale vu I’inhibition de son cycle
enterohépatique par la ciclosporine.

On remarque que I’AUC du MMF a la dose de 2g/j est supérieur dans le groupe recevant
tacrolimus par rapport au groupe sous ciclosporine contrairement aux groupes ne recevant que
de faibles quantitées du MMF (1g et 1.5g/j), ce qui serait di a une interaction de la
ciclosporine avec le métabolisme du MMF & fortes doses seulement. Cette relation de la dose
du MMF avec la ciclosporine a été fortement suggérée dans une étude de grande envergure
effectuée sur 7090 patients.™

52. MMF et IPP :

Les inhibiteurs de la pompe a proton sont genéralement utilisés pour prévenir les effets
gastro-intestinaux communs a plusieurs médicaments dont les immunosuppresseurs. Quelques
études ont montré que ces IPP ont un effet sur la pharmacocinétiqgue du MMF. Une étude
australienne sur 42 transplantés rénaux a trouvé que ’AUC g.12y €tait non afféctée par
I’utilisation concomitante des IPP.*** Ces résultats sont confirmé par notre étude ou I’AUC
semble non affectée par 1’utilisation concomitante de 1’omeprazole (61.96 vs 54.77).

5.3. MMF et anti-viraux :

L’AUC du MMEF est plus élevé chez les greffés recevant I’aciclovir ou le ganciclovir
par rapport a ceux ne recevant pas ce traitement, ceci peut étre expliqué par I’inhibition de
I’¢élimination tubulaire du MMF par I’antiviral d’ou I’augmentation de son AUC(59.95 mg.h/I
vs55.69 mg.h/l) comme I’a démontré certains travaux.?

5.4. MMF et antibiotiques :

Bactrim® est un antibiotique largement utilisé en transplantation rénale.
Dans une étude croisée réalisée sur des volonatires sains prenant du Bactrim®, il a été retouvé
que I’AUC de ’AMP diminuait de 7%.%%* Ces résultats n’ont pas été constaté dans notre
étude puisque I’AUC semble comparable pour les 2 groupes (ceux recevant le Bactrim et
Ceux ne recevant pas cet antibiotique).

6. Corrélation AUC et Cy :

En comparant les Cy de la population, on retrouve que 67.2% sont normodosés, alors
qu’avec les AUC .12, Seulement 49.2% le sont.
On note qu’il y a une faible corrélation entre la concentration résiduelle(Cq) de ’AMP et
’AUCq.120 00 R? =0.14 et p< 0.05 confirmé par une étude allemande ot R*=0.342."% Ces
résultats prouvent que ’AUC reste le parametre le plus sensible et le plus spécifique pour le
suivi thérapeutique du MMF.

7. Concentration résiduelle et anti-calcineurine :

La concentration résiduelle Co de I’AMP a été retrouvée plus élevée chez les patients
recevant le tacrolimus que chez ceux recevant la ciclosporine,** ce qui est en corrélation
avec ce que I’on a observé dans notre travail (CoTac=1.9 mg/l vs CyCsA=1.2 mg/I).
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8. Adaptation de la posologie :

Nos résultats préconisent une réadaptation de la posologie pour 62.3% des patients, bien
que seulement 50.8% ont une AUC en dehors de D’intervalle thérapeutique, ceci implique un

réajustement de posologies pour les sous dosés, surdosés et méme certains normodosés dans
le but d’atteindre une valeur cible de 50mg.h/1.*%
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CONCLUSION

78



DOSAGE SANGUIN DU MMF CHEZ DES TRANSPLANTES RENAUX

Conclusion :

Le MMF occupe une place importante comme immunosuppresseur en transplantion rénale.
Son suivi thérapeutique nous a permis de déterminer les facteurs influencant sa
pharmacocinétique ainsi que ses interactions avec d'autres médicaments rendant ainsi possible
une adaptaion des posologies pour une optimisation de la prise en charge des greffés rénaux.
Il serait judicieux de compléter ces résultats par une détermination des facteurs influencant sa
pharmacodynamie par 1'é¢tude la relation entre la dose du MMF, la survenue d’effets
indesirables et 1’incidence de rejet dans le but de mieux connaitre cet immunouppresseur afin
d’exploiter au maximum son potentiel.
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Annexe | : Les chiffres de la transplantation rénale dans le monde en 2013.*

Kidney transplantation activities, 2013*
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B =5 [ Not applicable * data from the Global Observatory on Donation and Transplantation

The boundaries and names shown and the designations used on this map do notimply the expression of any opinion whatsoever Data Source: Global Observatory on Donation World Health
on the part of the World Health Organization conceming the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, & Transplantation. Map Production: Health Statistics Organization
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Annexe 11 : Activation du Systéme Immunitaire : 3 signaux.®

94



DOSAGE SANGUIN DU MMF CHEZ DES TRANSPLANTES RENAUX

Annexe 111 : Les formes galéniques du mycophenolate mofetil.

CeliCept
Oral Suspo.néo’n'

200 mg/mi

250 mg 500 mg

Annexe 1V : Pharmacocinétique du MMF (absorption, distribution, métabolisme et
élimination).**
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Annexe V : fiche de renseignements.

Suivi thérapeutique du MMF chez le greffe rénal

Malade n®:............... Nom et prénoms :.....................
Date de naissanCe :.......oovveeeeeeeennnn.. Homme C] femmeC]
Wilaya:.................... TEl oo,

>3mois D <3mois D

EER : oui C] non C] laquelle ...
Maladies concomitantes :

1. Diabéte oui non (]

2. HTA oui non D

3. Infections urinaire : oui C] non

4. Autres : oui C] non
Traitement concomitant :
Ciclosporine:  oui (] non (] doSe :...cvveiennn,
Tacrolimus : oui C] non D dose:......oouii...
Prednisone : oui C] non C] dose:...............
Omeprazole : oui D non C] dose:.......conennns
Bactrim faible : oui D non D dose :....oooiiinan.
Autres :.......... oui D non C] dose :...oooiiiinil.
Examens biologiques :
Bilan rénal Bilan hépatique Bilan sanguin
Urée i, TGO :........ FNS .,
Créatinine :........... TGP i Glycémie :..............
Protéine totale :........... TG/cholestérol :........... Albumine :...............
Analyse du MMF : 500mg per 0s
Posologiedu MMF : .......................
Temps de prélévement T=20 T=1h T=3h

Concentration du MMF (mg/l)

AUC (mg.h/l)
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Annexe VI : Aspect des résultats renvoyés du CHU de Limoges

A.B.LS - Service de Pharmacologie - Toxicologie du CHU de Limoges

Modélisation par méthode Bayésienne des données de concentrations de I'acide mycophénolique, mesurées chez le

patient 2 - CM, le 03/01/2016.

Demande n°83998 - 23/01/2016 11:27:21

Demande

Wormtions du demandeur

Identifiant du patient : 2 - CM né(e) le 11/01/1965 E-mail: abounessrine@hotmail.fr

Type de greffe ou pathologie : Greffe rénale (Adulte) Commentaires:

Traitement associé : Tacrolimus

Méthode de dosage AUTRE -> précisez commentaire W
C?\[,W “"‘-W *

Date de greffe : 01/03/2015 =

Date du prélévement : 03/01/2016

Contexte de la demande

Controle d'une adaptation de posologie

Données du dosage _l
Nombre de prises par jour 2
Dose du matin 500 mg Dose du midi 0mg
Temps écoulé depuis la prise matinale Concentration mesurée
20 min 8.18 mg/L
60 min 4.53 mg/L
180 min 2.78 mg/L

Dose du soir

500 mg

Résultats interprétés par J. Berthier - 25/01/20616 09:1 9:52

Délai entre greffe et dosage 308 jours
Résultats obtenus par estimation Bayesienne :

Taux résiduel 2,08 mg/L
Cmax 12,45 mg/L
AUCom 32,32 h.mg/L
Adaptation de posologie proposée :

Posologie actuelle 500mg x2/j
Posologie estimée pour une AUCem de 45 h.mg/L 750mgx2/j
Pasologie estimée pour une AUComde 30 h.mg/L 500mgx2/j
Posologie estimée pour une AUCe=de 60 h.mg/L 1000 mgx2/]

s'assurer de la spécialité pharmaceutique regue par le pafient avant toute utilisation de ces résultats.

Ces résultats ne sont valides que si le patient a regu la spécialité de référence (Celicept®), les modéles pharmacocinétiques et estimate
utilisés n'ayant été ni testés ni validés pour les autres formulations disponibles. Il est donc de la responsabilité du médecin ayant prescrit cet examen de

urs Bayésiens

Modéles mis au point avec la participation de : Laboratoire Roche

Edité le 05/04/2016 a 15:31:46 / Version 2
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Modglisation effectuée avec un estimateur pour dosages

onnées de concentrations de I'acide mycophénolique, mesurées chez le

patient 2 - CM, le 03/01/2016.
Demande n°83998 -23/01/2016 11:27:21

2 CM - Demande 83998

C(mg/L)

Modélisation par méthode Bayésienne des d

Résultat sous réserve : nous ne disposons pas d'un modéle Bayesien pour votre méthode de dosage.

Commentaires de l'interpréteur: '
effectués en HPLC
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Résumé :
Introduction : La transplantation rénale est une thérapeutique tres utilisée actuellement qui
nécessite un traitement immunosuppresseur pour préserver le greffon. Notre objectif étant de
réaliser le suivi thérapeutique d’un immunosuppresseur récent le MMF, chez des greffés
rénaux afin d’adapter les posologies conformément aux résultats d’AUC et de déterminer les
facteurs de variabilité de sa pharmacocinétique.
Patients et méthodes : il s’agit d’'une méthode descriptive prospective qui porte sur 61
greffés rénaux, réalisée sur une période de mois (novembre 2015 — avril 2016) au niveau du
service de néphrologie du CHU de Tlemcen.
Résultats : 49.2% des patients ont une AUC présente dans I’intervalle thérapeutique. L’age,
I’albuminémie et la clairance de la créatinine ne semblent pas affecter les AUC du MMF
(P>0.05) contrairement au sexe et a la comédication (tacrolimus, ciclosporine et antiviraux)
qui présentent une relation significative avec les AUC. On doit adapter la posologie
journaliere du MMF chez 62.3% des patients pour atteindre une AUC cible de 50 mg.h/L.
Conclusion : Le suivi thérapeutique du MMF est un atout en transplantation rénale
permettant une meilleure prise en charge des greffés.
Mots clés : transplanation rénale, MMF, acide mycophénolique, suivi thérapeutique, AUC,
adaptation posologique.
Abstract :
Introduction : Currently, renal transplantation therapeutic is very used and requires
immunosuppressive drugs to preserse the graft. Our objective is to carry out a therapeutic
drug monitoring of a recent immunosuppressive drug the MMF, in renal transplants recipients
in order to adapt posologies in accordance with the results of AUC and determine he
pharmacokinetic factors of variability.
Patients and methods : It is a prospective descriptive study which relates to 61 renal grafted
patients, realized over a period of 6 months (November 2015-April 2016) within the service
of nephrology of The University Hospital of Tlemcen.
Results: 49.2% of the patients present an AUC in the therapeutic range.
Age, serum albumin and creatinine clearance did not appear to affect the AUC of MMF
(P> 0.05) while gender and comedication (tacrolimus, ciclosporine and antivirals) seem to
have a significant relationship with the AUC.
We must adjust the daily dose of MMF in 62.3% of patients to achieve a target AUC of
50 mg.h /L.
Conclusion : The therapeutic drug monitoring of MMF represents an asset in renal graft that
allows a better taking care of kidney graft recipients.
Key words : Kkidney transplantation, MMF, mycophenolic acid, therapeutic monitoring,
AUC, dose adjustment.



