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Introduction



Le dosage sanguin des immunosuppresseurs représente une grande part de ’activité du
laboratoire de pharmacologie (tacrolimus, sirolimus, évérolimus) et du laboratoire de biochimie
spécialisée (ciclosporine). Réalisés de maniere quotidienne pour la ciclosporine et le tacrolimus, et
tri-hebdomadaire pour le sirolimus et 1’évérolimus, ces dosages sont une aide indispensable pour le
suivi thérapeutique des patients transplantés aussi bien en néphrologie (greffe de rein), cardiologie
(greffe de cceur et poumons) qu’en hématologie (allogreffe de moelle osseuse). Le suivi
thérapeutique pharmacologique consiste en 1’adaptation individuelle des posologies sur la base des
concentrations sanguines du patient. La maitrise du traitement immunosuppresseur est un élément
majeur dans la prévention du rejet apres transplantation d’organe. Les deux principaux buts du suivi
sont de diminuer, d’une part le taux d’échec thérapeutique lié a une mauvaise observance ou a une

dose insuffisante, d’autre part la fréquence des effets indésirables et/ou toxiques des médicaments.

D’abord cantonnée a des méthodes de dosages immunologiques, la détermination des
concentrations sanguines médicamenteuses s’est aujourd’hui ouverte a des méthodes
chromatographiques. A I’origine longues et peu sensibles, les méthodes chromatographiques
permettent aujourd’hui de déterminer avec précision et rapidité les concentrations sanguines de telle
sorte qu’elles peuvent a ce jour étre utilisées comme méthodes de routine et remplacer les méthodes
immunologiques.

Mais avant d’envisager le transfert d’une méthode immunologique vers une méthode
chromatographique, celles-ci doivent étre comparées sur des séries importantes de dosages de

maniére a étudier leur niveau d’équivalence dans le rendu des résultats.
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Pharmacologie des immunosuppresseurs : (sirolimus,

évérolimus, tacrolimus, ciclosporine)

D¢s les premiéres expériences de transplantation d’organe chez 1’ Animal, il était apparu que
le rejet était un obstacle majeur et que ce rejet dépendait du systeme immunitaire. Les premiéres
tentatives d’immunosuppression pour transplantation d’organe (greffe rénale) chez 1’homme,
réalisées a Boston et a Paris en 1960 et 1962, ont consisté en une irradiation corporelle subtotale.
Par la suite, commenga I’¢ére de I'immunosuppression par des agents pharmacologiques. La
premigére étape fut I'utilisation de 1’azathioprine en 1963. 11 fut observé dans ce contexte qu’apres la
survenue d’un rejet, ’adjonction de fortes doses de corticoides pouvait traiter le rejet et permettre
chez certains patients une survie du greffon a long terme apres diminution secondaire de
I’immunosuppression. L’étape suivante fut 1’utilisation de sérum antilymphocytaire (SAL) en
transplantations hépatique et cardiaque en 1967 et 1968. Les transplantations étaient alors
effectuées avec une immunosuppression utilisant 1’association de SAL, de corticoides et
d’azathioprine. La découverte en 1976 de la ciclosporine A révolutionna la transplantation. Ce
médicament, le premier a inhiber in vitro la fonction des lymphocytes T, fut utilisé chez I’Homme
en 1978. Le tacrolimus, un second médicament ayant un mécanisme d’action similaire, fut
découvert a la fin des années 1980. Ces deux molécules appartiennent a la famille des
anticalcineurines. Dans les années 1980, débuta également I’¢re des anticorps monoclonaux avec
I’utilisation de 1’orthoclone OKT3 (OKT3). Parmi les anticorps monoclonaux utilisés a la phase
aigué du rejet de greffe figurent également le basilixumab et daclizumab qui sont des anticorps
dirigés contre les récepteurs lymphocytaires de 1’interleukine 2 (II-2). Le mycophénolate mofétil
(MMF) est a comparer a 1’ azathioprine puisqu’il s’agit également d’un inhibiteur du métabolisme
des bases puriques. Les deux dernieres molécules commercialisées font partie de la classe des
inhibiteurs du signal de prolifération ; cette classe est représentée actuellement pas le sirolimus et
I’évérolimus (Haddad, 2004).

Dans le tableau 1 sont exposées les différentes molécules commercialisées a ce jour.
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Classe

thérapeutique Principe actif Nom commercial | Forme galénique Dosage
Solution buvale 100mg/ml
10mg
25m
ciclosporine Sandimmun®, Capsules 50 .
P Neoral® OOmg
100m
Inhibiteurs de la 50m /1ng
calcineurine Solution injectable g
250mg/5ml
0,5mg
) Prograf® Gélules 1mg
tacrolimus ®
Advagraf 5mg
Solution injectable | 5mg/iml
sirolimus Rapamune® Comprimés 1mg
2mg
. Solution buvable Img/ml
Inhibiteurs de la 01
mTOR L
évérolimus Certican® Comprimés 0.25mg
0,5mg
0,75mg
o ® Comprimés 25mg
azathioprine Imurel 50mg
solution injectable 50mg
. 250mg
o . Comprimes
Antimétabolites|  mycophénolate Cellcept® 500mg
mofétil Suspension buvable|  1g/5ml
Solution injectable 500mg
mycophe_nolate de Myfortic® Comprimés 180mg
sodium 360mg
_ _ ATG-Fresenius®,
Anticorps Immunoglobulines | | ymphoglobuline®, | Solution injectable |  100mg
polyclonaux | anti-lymphocytaires e .
Thymoglobuline Solution injectable 25mg
_ muromonab-CD3 | Orthoclone OKT3® | Solution injectable 5mg
Anticorps basiliximab Simulect® Solution injectable 10mg
monoclonaux
daclizumab Zenapax® Solution injectable 25mg
Corticostéroides prednisone Cortancyl® Comprimes 1,5,20 mg

Tableau 1 : immunosuppresseurs commercialisés (Vidal, 2008)
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Seuls les inhibiteurs de la calcineurine (ciclosporine, tacrolimus) et les inhibiteurs de la mTOR

(sirolimus, évérolimus) seront étudiés ici.

1 Formules chimiques

La ciclosporine A est un polypeptide (figure 1) d’origine fongique. Elle a été isolée en 1970 dans un
champignon, le Tylopocladium inflatum (Chast, 1995) a partir d’un échantillon de terre recueilli

dans le cadre de recherche sur les antibiotiques.

Cyclosporine A
Figure 1 : ciclosporine A - Formule chimique
développée

Le tacrolimus ou FK-506 a été isolé en 1984 dans un échantillon de sol du Japon. Le tacrolimus est
un macrolide du genre des lactones (figure 2) synthétisé par une bactérie, Streptomyces

tsukubaensis.

OMe

"0k

Tacrolimus

Figure 2 : tacrolimus - Formule chimique

développée
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Le sirolimus (figure 3) est un macrolide antibiotique, extrait de Streptomyces hygroscopicus.
L’évérolimus (figure 4) est un analogue structural du sirolimus. Les deux molécules ne différent

que par un groupement 2-hydroxyéthyl.

CH, OMs CH, CH,

Sirolimus

Figure 3 : sirolimus - Formule chimique développée

CH, OMe CH, CH, T

Everclimus

Figure 4 : évérolimus - Formule chimique développée
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2 Mécanismes d’action

2.1 inhibiteurs de la calcineurine

Les anticalcineurines regroupent la ciclosporine et le tacrolimus dont le mécanisme d'action (Figure
5) commun conduit a inhiber la réponse lymphocytaire T faisant suite a une stimulation
antigénique. La ciclosporine et le tacrolimus n'inhibent pas directement la calcineurine : leur
activité inhibitrice nécessite une fixation préliminaire & une immunophilline, la cyclophilline (pour
la ciclosporine) ou la FKBP12 (pour le tacrolimus). L’inhibition de la calcineurine par le complexe
ciclosporine-cyclophilline ou tacrolimus-FKBP12 entraine une diminution de la production de
lymphokines principalement I'II2 par les lymphocytes, limitant ainsi la prolifération des

lymphocytes T.

2.2 inhibiteurs de la mMTOR

Le sirolimus et 1’évérolimus appartiennent a la classe des rapamycines. Leur action (Figure 5)
nécessite au préalable une liaison a une immunophilline, la FKBP12. Ils agissent alors comme
inhibiteurs du signal de prolifération en empéchant I’activation d’une kinase appelée mTOR
(mammalian target of rapamycin) dont ’activité est indispensable a la progression du cycle
cellulaire des lymphocytes. Son inhibition entraine le blocage de plusieurs voies spécifiques de
transduction des signaux. Le résultat est une inhibition de I'activation lymphocytaire secondaire a la

stimulation par 1’112, a I'origine d'une immunosuppression.

Figure 5 : mécanisme d’action des immunosuppresseurs (Holloran, 2004)
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3 Pharmacocinétiqgue

3.1 ciclosporine (absorption, distribution, métabolisme, élimination)

Absorption :

La premiére forme commercialisée de ciclosporine, le Sandimmun®, était une préparation huileuse
dont I’absorption intestinale était faible, dépendante de la bile et sujette a d’importantes variations.
En 1995, a été commercialisée une autre forme galénique (micro-émulsion), Néoral®, rendant le
profil d'absorption de la ciclosporine peu dépendant des sels biliaires, des enzymes pancréatiques et
de I'absorption d'aliments. La concentration sanguine maximale est atteinte plus rapidement (entre 1

a 2 heures apres la prise) et la biodisponibilité est de 40% (figure 6).

-o- Neoral
-+ Sandimmune

Blood Cyclosporin, pg/L
BN
o
o

0 2 4 6 8 10 12
Time in hours post-dose

Figure 6 : ciclosporine - concentration sanguine en fonction de la forme galénique. (Jorga, 2004)

La solution buvable et les capsules de ce médicament (Néoral®) sont bioéquivalentes. La
concentration sanguine maximale, obtenue entre 1 & 6 heures avec Sandimmun® est plus rapidement
atteinte (Cmax obtenue en 1 heure de moins) sous Néoral® (résumé des caractéristiques du produit,

2008). La biodisponibilité s’¢léve a 30-60% (Dunn, 2001).
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Distribution :

La ciclosporine est distribuée, pour une grande part, dans I'espace extravasculaire. Son volume de
distribution est estimé a 3 a 5 I/kg (Wong 2001). Dans le sang, la répartition est la suivante : 33-47
% dans le plasma, 10-20 % dans les leucocytes et 41-58 % dans les hématies. Dans le plasma, 90 %

environ de la ciclosporine est liee aux protéines, principalement les lipoprotéines (Lemaire, 1982).

Meétabolisme :

La ciclosporine est métabolisée a plus de 99% par les cytochromes P450 3A4 et 3A5 (CYP3A4/5)
dans la paroi intestinale et au niveau hépatique. Plus de 30 métabolites différents sont formés par
hydroxylation (AM1, AM9, AM19), déméthylation (AMA4N) et cyclisation (AM1C) (figure 7).
Certains métabolites sont actifs, le principal est ’AMI1 avec une activité immunosuppressive
correspondant & 10-20% de celle de la ciclosporine, suivi de I’AM9 et de ’AM4N (Kapturczak ;
2004).

cyclization
hydroxylation
. ANl ——  AMIc

AM19 T hydroxylation

hydmxyy
AMID J
M

hydroxylation }

- e
aa11 H
T
aall M aat J J‘\N
|
aal

Y\@]?O

N o]

/J\ 0 N-déméthylation
»  AM4EN
W a o =N

335J\aa? H aas
M M-/ aad
’/A\KN \r EN
H aaf
9]
[#]

Figure 7 : ciclosporine - principaux sites de métabolisation

o

Elimination :

L'élimination est essentiellement biliaire avec seulement 6 % de la dose, aprés administration orale
excrétés dans l'urine ; 0,1 % seulement est excrétée dans l'urine sous forme de principe actif
inchangé.

Aprés administration orale, I'élimination sanguine est biphasique avec une premiere phase alfa
rapide (temps de demi-vie 1,2 heures), suivie d'une deuxiéme phase béta plus longue de 8.4h (de 5 a
18 heures) (Wong, 2001).
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3.2 tacrolimus (absorption, distribution, métabolisme, élimination)

Absorption :

L’absorption du tacrolimus est soumise a une grande variabilité interindividuelle ; les études chez
I'Homme ont montré qu’il peut étre absorbé a tous les niveaux du tractus gastro-intestinal.
Apres administration orale de gélules de tacrolimus, les concentrations sanguines maximales
(Cmax) de tacrolimus sont atteintes en 0.5 a 4 heures. Chez certains patients, le tacrolimus semble
étre absorbé de maniére continue sur une période prolongée, conduisant a un profil d'absorption
relativement plat. La biodisponibilité orale moyenne du tacrolimus est de 27 % (5 & 67%) (Undre,
1999 ; Regazzi 1999 ; Wong 2001)

Distribution :

Dans la circulation systémique, le tacrolimus est fortement lié aux érythrocytes, avec pour résultat
un rapport de distribution des concentrations sang total/plasma d'environ 20 pour 1. Dans le plasma,
le tacrolimus est fortement lié (> 98,8 %) aux protéines plasmatiques, essentiellement a I'albumine
sérique et a l'alfa-1-glycoprotéine acide (Kapturczak et al; 2004).

Le tacrolimus est largement distribué dans I'organisme (Volume de distribution de 5 a 65 I/kg).

Métabolisme :

Le tacrolimus systémique est métabolisé a plus de 99% au niveau hépatique par les CYP3A4/5
(figure 8). Ces isoenzymes sont également présentes au niveau de la paroi intestinale et sont
responsables d’une biotransformation présystémique d’environ 50% de la dose. Plusieurs
métabolites ont été identifiés, mais un seul présente in vitro une activité immunosuppressive
similaire a celle du tacrolimus (31-O-déméthyl-tacrolimus), les autres métabolites ne présentant

qu'une activité immunosuppressive faible, voire nulle.
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12-O-gémethyl- —»

15-O-démethyl- > OM=
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21-O-démethyi-

Figure 8 : tacrolimus - principaux sites de métabolisation

Elimination :

Aprés administration intraveineuse et orale de tacrolimus marqué au *C, la plupart de la
radioactivité est éliminée dans les feces. Environ 2 % de la radioactivité est éliminée dans les
urines. Moins de 1 % du tacrolimus est retrouvé sous forme inchangée dans les urines et les feces,
indiquant que le tacrolimus est presque totalement métabolisé avant d'étre éliminé principalement
par voie biliaire (Venkataramanan, 1995). La demi-vie du tacrolimus est sujette a une grande

variabilité, elle est de 8 a 15 h en moyenne (Venkataramanan, 1995).
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3.3 sirolimus

Absorption :

Aprés administration orale, les concentrations sanguines maximales sont atteintes apres 1 a 3 h
(Zimmerman & Kahan, 1997). Chez des patients recevant simultanément de la ciclosporine
microémulsion, la biodisponibilité du sirolimus est estimée a environ 15% en raison d’un important
métabolisme intestinal et hépatique. Dans le sang complet, plus de 95% de la substance est
distribuée dans les éerythrocytes, 3% dans le plasma, 1% dans les lymphocytes et 1% dans les
granulocytes (Trepanier et al, 1998 ; Yatscoff et al, 1995). Dans la fraction plasmatique, environ
2.5% se trouve sous forme libre, le reste étant lié aux protéines (40% aux lipoproteines).

Métabolisme :

Le sirolimus est un substrat du cytochrome P450 3A4 (CYP3A4). Le sirolimus est principalement
métabolisé par O-déméthylation et/ou hydroxylation (figure 9). Sept métabolites principaux,
incluant les dérivés hydroxylés, déméthylés et hydroxydéméthylés, sont identifiables dans le sang
total. Le sirolimus est le composé principalement retrouvé dans le sang humain total et il contribue

pour plus de 90 % a l'activité immunosuppressive.

12-hydroxy-

14-hydroxy- A I 11-hycroxy-

16-O-déméthyl- —»

H,C__/J,:O = a *’.\a/,\_g//"\ __OMe <+— 232-O-déméthy-

% e ‘T‘

24| waroxy- | »

2&-hydroxy- —s u\aﬂl\’r/}\r%\ {/’ \\O < N ey

Bhydroxy- — (GH) OMe CH, CH, T
3 42-hyd
2-hydroxy-
4@-hydroxy- T

27-0-déméthyl-

Figure 9 : sirolimus - principaux sites de métabolisation
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Elimination :

Apreés I'administration d'une dose unique de sirolimus marqué au [**C] chez des volontaires sains, la
majorité (91,1 %) de la radioactivité a été éliminée dans les féces et seule une faible quantité (2,2
%) dans les urines. La demi-vie d’élimination est relativement longue, elle se situe aux alentours de
62 +/- 16 h (Zimmerman & Kahan, 1997).

3.4 évérolimus

Absorption :

L’évérolimus est absorbé rapidement avec des concentrations sanguines maximales atteintes apres 1
a 2 h (Kirchner et al, 2000). La biodisponibilité est de 15%. Son volume de distribution est
d’environ 1.5 I/kg et une liaison de plus de 75% aux érythrocytes a été rapportée (Kovarik et al,
2001).

Métabolisme :

Cet agent est métabolisé majoritairement par les CYP3A4/5, principalement par déméthylation et
hydroxylation. Treize métabolites ont été mis en évidence a partir de microsomes hépatiques
humains et une structure a été proposée pour onze d’entre eux. Il s’agit du 46-, 24-, 25-, 12-, 11-,
14- et 49-hydroxy-, du 39-O-, 27-O- et 16-O-déméthyl- ainsi que du 40-O-déhydroxyéthyl-
évérolimus, c’est a dire le sirolimus. La formation de ce dernier composé était une voie mineure et
ne comptait que pour 5% de tous les métabolites, indiquant que 1’évérolimus n’est pas un
médicament précurseur du sirolimus. Les sites de métabolisation étaient similaires pour ces deux
immunosuppresseurs, mais des différences ont été observées quant aux proportions des différents
métabolites formés. Une quantité beaucoup plus faible de 39-O-déméthyl- a notamment été

observée avec I’évérolimus, alors que ce métabolite était majoritaire pour le sirolimus.
Elimination :

La demi-vie d’élimination est estimée a 24 a 35 h (Neumayer et al, 1999). Les métabolites sont

éliminés en majorité par la bile.
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4 Suivi thérapeutique pharmacologigque

La maitrise du traitement immunosuppresseur est un élément majeur dans la prévention du rejet
apres transplantation d’organe. Le suivi thérapeutique consiste en ’adaptation individuelle des
posologies sur la base des concentrations sanguines du patient. Sa justification tient au fait que la
méme dose d’un médicament ne produit pas les mémes effets chez tous les patients traités et que
des relations concentrations sanguines — efficacité ont été établies. Les deux principaux buts de ce
suivi sont de diminuer d’une part le taux d’échec thérapeutique li¢ & une mauvaise observance ou a
une dose insuffisante, et d’autre part la fréquence des effets indésirables et/ou toxiques des
médicaments liés & une dose excessive.

L’apport du suivi thérapeutique en transplantation s’aveére déterminant pour équilibrer les
traitements et maitriser la iatrogénie potentielle ainsi que les nombreuses interactions
médicamenteuses.

Sirolimus, évérolimus, tacrolimus, et ciclosporine font 1’objet d’une recommandation de suivi
thérapeutique pharmacologique dans leur autorisation de mise sur le marché. lls sont des candidats
idéals pour le suivi thérapeutique pharmacologique :

- leur pharmacocinétique présente une grande variabilité intra- et inter-individuelle et leur
métabolisation par le CYP 3A4 est susceptible de nombreuses interactions médicamenteuses.

- leur marge thérapeutique est étroite : les concentrations toxiques sont proches des concentrations
efficaces. L’efficacité, ainsi que les effets indésirables sont le plus souvent corrélés a 1’exposition

du patient au médicament.

Cette exposition peut étre évaluée, soit par la mesure de 1’aire sous la courbe (AUC) des
concentrations sanguines en fonction du temps, soit le plus souvent par la mesure de la
concentration sanguine résiduelle (concentration sanguine mesurée juste avant la prise
médicamenteuse). En effet, la mesure de I’AUC nécessite de réaliser une série de prélévements
sanguins apres avoir administré le médicament au patient. Cette série de prélevement permet de
suivre la croissance puis la décroissance des concentrations sanguines de ce médicament en
fonction du temps. Mais cette méthode nécessite beaucoup de prélévements sanguins et impose de
mobiliser le patient plusieurs heures. Elle est donc peu adaptée au suivi de routine des patients.
L’exposition au traitement immunosuppresseur va cependant pouvoir étre appréciée par différentes
mesures de concentrations sanguines, telles que la mesure de la concentration résiduelle (Co) ou de

la mesure de la concentration deux heures apres la prise du medicament (C,) pour la ciclosporine.
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4.1 ciclosporine

4.1.1 Paramétres a mesurer

Le suivi thérapeutique est traditionnellement effectué¢ d’apres la concentration résiduelle (CO) selon
les recommandations initiales et en 1’absence d’autres recommandations. Cependant, il est
actuellement établi que la corrélation entre CO et I’exposition totale au médicament n’est pas
optimale. La mesure de la C2 permet de prédire 1’aire sous la courbe des quatre premieres heures
suivant la prise (AUCq.4n), elle-méme considérée comme un bon reflet de 1’exposition totale a la

ciclosporine (Levy, 2001).

4.1.2 Relation exposition-réponse

Le suivi thérapeutique est justifié par une zone thérapeutique étroite, des variabilités intra- et
interindividuelle importantes et par I’existence de relations concentration/effet et
concentration/toxicité. Par ailleurs, les traitements associés sont a 1’origine de nombreuses
interactions médicamenteuses. Il est actuellement établi que la valeur prédictive du C, dans la
survenue d’un rejet aigu et de néphrotoxicité est limitée (Kahan et al, 2002). L AUCg.4n €St un
marqueur pertinent du rejet aigu ou chronique (Levy et al, 2002).

4.1.3 Concentrations efficaces (Marquet, 2004)

Les concentrations efficaces vont dépendre de I’indication (greffe rénale, hépatique, moelle
osseuse) (tableau 2), du délai post greffe (tableau 3), et du temps de prélevement (CO, C2) (tableau
4).

Type de transplantation |Phase aigué (ng/ml)| A long terme (ng/ml)
Cardiaque 250-350 1250-200
Hépatique 250-350 100-200

Rénale 150-300 75-150
Pulmonaire 220-320 140-220

Tableau 2 : ciclosporine - zone thérapeutique de la concentration residuelle (CO) en fonction de
I’indication
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Délai post transplantation| Concentration cible Zone cible

(jours) (ng/ml) (ng/ml)

lal4d 300 200-400

15a42 250 150-350

433484 200 125-275

854a 182 150 100-200

183 4 365 120 100-150

>365 100 75-150

Tableau 3: ciclosporine - évaluation en fonction du temps écoulé depuis la greffe de la zone
thérapeutique de la concentration résiduelle (C0) apres transplantation rénale

tran?éﬁ):n?aetion Délai post greffe (mois) reco%iﬁ%r(jséii ((:nzg/ml) Zone cible (ng/ml)

0-6 1000 800-1200

Hépatique 6-12 800 640-960
>12 600 480-720

1 1700 1360-2040

2 1500 1200-1800

Rénale 3 1300 1040-1560

4-6 1100 880-13220

7-12 900 720-1080

>12 800 640-960

Tableau 4 : ciclosporine - zone thérapeutique de la concentration a 2 heures en fonction du délai et
de I’indication.
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4.2 tacrolimus

4.2.1 Parameétres a mesurer

Tout comme la ciclosporine, le dosage de la concentration residuelle (C0) de tacrolimus est la
pratique la plus courante. Plusieurs études montrent une bonne corrélation entre cette concentration
et I’AUC (Kahan et al, 2002).

4.2.2 Relation exposition-réponse

Chez les patients transplantés, une bonne corrélation a été mise en évidence entre la concentration
résiduelle (Cop), I’efficacité et la toxicité du tacrolimus. Des concentrations supérieures a 25ng/ml
sont clairement associées avec une augmentation du risque de néphrotoxicité. Contrairement a la
toxicité, la relation entre efficacité et concentration résiduelle est plus controversée (Kahan et al,
2002). Une corrélation positive entre de faibles concentrations plasmatiques dans la période post-
transplantation immédiate et le rejet aigu a été mise en évidence (Undre et al, 1999).

4.2.3 Concentrations efficaces

En pratique clinique, les concentrations résiduelles sur sang total sont généralement comprises entre
5 a 20 ng/ml chez les transplantés hépatiques et 10 a 20 ng/ml chez les transplantés rénaux et
cardiaques dans la période post-transplantation immédiate. Au cours du traitement d'entretien, les
concentrations sanguines sont généralement comprises entre 5 a 15 ng/ml chez les transplantés

hépatiques, rénaux et cardiaques.
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4.3 sirolimus
4.3.1 Paramétres a mesurer

Pour le sirolimus, La mesure de la concentration résiduelle (Co) est un bon reflet de I’AUC de ce
médicament (Kahan et al, 2002).

4.3.2 Relation exposition-réponse

L’AUC et donc la concentration résiduelle sont aussi bien corrélées avec 1’efficacité (diminution de
la fréquence et de la séveérité des épisodes de rejet aigu) qu’avec la toxicité de la molécule (Kahan et
al. 2000)

4.3.3 Concentrations efficaces

Le Résumé des Caractéristiques du Produit préconise les concentrations résiduelles suivantes
(tableau 5) :

Période post-

Type de . Valeur cible de .
: transplantation Commentaires
transplantation . Co (ng/ml)
(mois)
0-3 4312 En association avec de la

ciclosporine

rénale
Réduction progressive puis

Aprés 3 mois 12a20 o : .
I'arrét de la ciclosporine

Tableau 5 : sirolimus - concentration cible de sirolimus aprés une greffe rénale

Les intervalles thérapeutiques sont définis en fonction des doses de ciclosporine associées (tableau
6).

Type de Reéduction des Valeur cible de Cy
: doses de
transplantation . . (ng/ml)
ciclosporine
30% 5a10
rénale 60% 10a15
100% >20

Tableau 6 : sirolimus-concentration cible en fonction des doses de ciclosporine

Etant donnée la longue demi-vie de ce médicament (60 heures), les dosages doivent étre réalises

cing jours apres 1’adaptation de posologie.
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4.4 évérolimus

La mesure de la concentration résiduelle est un bon reflet de 1’exposition totale de ce médicament.

Une relation a été établie (tableau 7) entre la concentration résiduelle moyenne d'évérolimus au

4.4.1 Paramétres a mesurer

4.4.2 Relation exposition-réponse :

cours des 6 premiers mois suivant la transplantation et I'incidence du rejet aigu confirmé par biopsie

et des thrombocytopénies chez les patients transplantés rénaux et cardiaques (Kovarik et al, 2002 ;

Kovarik et al, 2003 ; Starling et al, 2004)

Transplantation rénale :

Co (ng/ml) <34 3,5-4,5 4,6-5,7 5,8-7,7 7,8-15,0
Absence de rejet 68 % 81 % 86 % 81 % 91 %
Thrombocytopénie 0 0 0 0 0
(< 100% 109“) 10 % 9% 7% 14 % 17%
Transplantation cardiaque :
Co (ng/ml) <35 3,6-5,3 5,4-7,3 7,4-10,2 | 10,3-21,8
Absence de rejet 65 % 69 % 80 % 85 % 85 %
Thrombocytopénie
(< 75x10%/1) 5% 5% 6 % 8 % 9%

Tableau 7 : évérolimus - efficacité et effet indésirable hématologique en fonction des concentrations

sanguines

Les marges thérapeutiques recommandées se situent entre 3 et 8 ng/ml (Cy).

4.4.3 Concentrations efficaces

27



5 Effets indésirables

5.1 Inhibiteurs de la calcineurine (ciclosporine et tacrolimus)

5.1.1 Effets communs aux deux molécules

Les deux médicaments sont associés a une néphrotoxicité concentration-dépendante de
deux types se manifestant par une insuffisance rénale aigué, réversible, dose-dépendante, pouvant
simuler une crise de rejet chez le transplanté rénal, puis par une néphrotoxicité chronique avec

fibrose interstitielle.

L’hypertension, en partie secondaire a la toxicité rénale, est une conséquence fréquente de

I’utilisation de cette classe de médicaments et serait moins importante sous tacrolimus.

Des troubles neurologiques, peuvent survenir le plus souvent en début de traitement. Ces derniers,
plus fréquents et parfois plus graves avec le tacrolimus; ils se manifestent sous forme de
tremblements des extrémités, de paresthésies et plus rarement de crises convulsives (Bechstein,
2000).

Du fait de I’imunosuppression au long cours, les patients sont plus susceptibles de développer des

syndromes lymphoprolifératifs et des tumeurs cutanées.

5.1.2 ciclosporine

- Hépatotoxicité : hépatites cholestatiques (rares et réversibles a 1’arrét du traitement)

- Troubles électrolytiques : hyperuricémie (45 a 80 % ) avec possibilité de crises de goutte,
hyperkaliémie

- Hirsutisme (30 %), gynécomastie (4%)

- Hyperplasie gingivale, vomissements, oedemes du visage,

5.1.3 tacrolimus

- Hyperglycémie (40 %) voir diabéte induit.
- Effets cardio-vasculaires : HTA (40 %), tachycardie, oedémes, cas isolés d’insuffisance
cardiaque

-Troubles électrolytiques : hyperuricémie, hyperkaliémie
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5.2 Inhibiteurs de la mTOR (sirolimus et évérolimus)

En raison des similitudes au niveau de leur structure chimique et de leur mode d’action, les effets
secondaires du sirolimus et de 1’évérolimus sont assez comparables. Les plus fréquents sont des
troubles du métabolisme lipidique (hypercholestérolémie, hypertriglycéridémie) et des effets
indésirables hématologiques (anémie, leucopénie, thrombopénie), concentration-dépendants et

réversibles.
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6 Interactions

6.1 Inhibiteurs de la calcineurine (ciclosporine et tacrolimus)

La ciclosporine et le tacrolimus sont métabolisés au niveau hépatique et intestinal par le CYP
3A4. Les inhibiteurs de ces enzymes augmentent donc les concentrations sanguines, alors que les
inducteurs les diminuent. De méme, au niveau des entérocytes, la ciclosporine et le tacrolimus
sont des substrats de la P-gp, produit du gene mdr-1 (multidrug resistance-1) et responsable de
I'efflux de nombreux xénobiotiques. Leur biodisponibilité peut donc étre modifiée par toutes les

substances interagissant avec la P-gp.

6.1.1 Les médicaments a l'origine d'une interaction pharmacocinétique

=>» Par inhibition du métabolisme hépatique et donc augmentation des concentrations sériques.

L'inhibition enzymatique est un processus rapide (24 heures) qui débute dés que l'inhibiteur a
atteint une concentration critique. Les conséquences de l'interaction apparaissent dans les trois a
cing jours suivant l'introduction de l'inhibiteur. La disparition de I'inhibition survient des
I'élimination de l'inhibiteur et dépend de sa demi-vie. Les principaux inhibiteurs enzymatiques
sont :

- les macrolides (érythromycine, clarithromycine, josamycine, midécamycine ou roxithromycine).
- les antiprotéases (amprénavir, indinavir, nelfinavir, ritonavir ou saquinavir) ;

- les antifongiques azolés (fluconazole, itraconazole ou kétoconazole) ;

- les antagonistes calciques (nicardipine, diltiazem ou vérapamil) ;

- 'amiodarone, la méthylprednisolone ;

- les inhibiteurs de la pompe a protons ;

- le jus de pamplemousse, qui lors d’une administration parentérale influence peu les
concentrations sanguines, suggérant une interaction sur les enzymes intestinales.

Dans la mesure du possible, la posologie de ciclosporine ou de tacrolimus doit étre adaptée avant
I'introduction de l'inhibiteur enzymatique. En pratique, il est conseillé de diminuer d'emblée la
dose de moitié, de contrbler la concentration sanguine a deux jours, puis de réadapter. De méme, a
I'arrét de I'inhibiteur, il est conseillé de doubler la dose, de contrdler la concentration a deux jours,

puis de réadapter.

=» Par induction du métabolisme hépatique et donc baisse des concentrations sériques.

L'induction enzymatique est un processus progressif. 1l faut attendre quelques jours a quelques
semaines pour que les concentrations plasmatiques de l'inducteur se situent dans une zone

d'efficacité inductive, afin que la synthese des enzymes hépatiques soit stimulée et que les

30



concentrations sanguines du meédicament cible soient diminuées. Selon l'inducteur, le premier
effet détectable débute a trois—sept jours et l'effet maximal est atteint en 2 a 3 semaines.
L'induction enzymatique disparait aussi progressivement en 2 a 4 semaines, selon la vitesse
délimination de l'inducteur, la durée de vie des enzymes induites et la normalisation des
concentrations sanguines du médicament cible. Les principaux inducteurs enzymatiques sont :

- les anticonvulsivants (carbamazépine, phénobarbital, fosphénytoine, phénytoine, primidone,
topiramate ou felbamate) ;

- la rifampicine, la rifabutine, I'éfavirenz ou la névirapine ;

- les dérivés du millepertuis (Hypericum perforatum),

= Par réduction de la biodisponibilité (diminution de I'absorption intestinale) : orlistat

(Xénical®), octréotide, lanréotide ou certaines herbes médicinales comme le Saint-John's-Wort.

6.1.2 Les médicaments a l'origine d'une interaction pharmacodynamique

Il s'agit principalement d'une synergie des effets néphrotoxiques, a l'origine d'une augmentation
secondaire des concentrations de ciclosporine, comme avec les aminosides, I'amphotéricine B, les
anti-inflammatoires non stéroidiens (surtout chez le sujet agé), le méthotrexate ou les diurétiques
thiazidiques.

Il peut s'agir également d'une potentialisation des effets immunosuppresseurs, comme avec
I'azathioprine, les substances cytotoxiques ou les globulines antilymphocytaires.

Cest le cas enfin de I'exacerbation de certains effets secondaires, comme la gingivopathie
hypertrophique avec la nifédipine ou de I'hyperkaliémie avec les diurétiques épargneurs de
potassium. La ciclosporine augmente les effets indésirables neuromusculaires de la colchicine et
les effets secondaires (réduction de la tolérance aux glucides et manifestations cutanées au long

cours) des corticoides, dont la prednisolone.

6.2 Inhibiteurs de la mTOR (sirolimus et évérolimus)

Le sirolimus et 1’évérolimus sont eux aussi métabolisés par le CYP 3A4. Ils sont donc soumis,
comme pour la ciclosporine et le tacrolimus, aux interactions par les inhibiteurs et inducteurs
enzymatiques.

Lorsqu'ils sont associés, la ciclosporine et le sirolimus ont une biodisponibilité accrue, par
compétition au niveau du CYP 3A4 et de la P-gp. Cette augmentation de biodisponibilité est

maximale si les deux médicaments sont pris en méme temps. Elle peut étre minimisée en
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maintenant un délai de quatre heures entre les prises de chacun. Par ailleurs, le sirolimus et la
ciclosporine peuvent cumuler leurs effets immunosuppresseurs et leur toxicité par interaction
pharmacodynamique. Ainsi, I'hyperlipidémie et les troubles hématologiques rapportés sous
sirolimus sont plus fréquents et plus marqués en association avec la ciclosporine. De méme, la
néphrotoxicité et I'nypertension associées a la ciclosporine sont exacerbées par I'administration de
sirolimus. C'est pourquoi, l'association des deux médicaments n'est recommandée que pendant trois
mois, la ciclosporine devant étre progressivement arrétée.

A larrét de la ciclosporine, les concentrations de sirolimus diminuent, @ moins d'augmenter la

posologie du sirolimus (Mégabarne & Kontar, 2006).
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Matériels et méthodes
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1 Techniques de dosage des immunosuppresseurs.

Les immunosuppresseurs représentent des classes médicamenteuses pour lesquelles 1’apport du
suivi thérapeutique s’est révélé incontournable pour équilibrer les traitements et maitriser la
iatrogénie potentielle ainsi que les nombreuses interactions medicamenteuses. D’abord cantonnée a
des méthodes de dosages immunologiques, la détermination des concentrations sanguines s’est

aujourd’hui ouverte a des méthodes chromatographiques.

Les prélevements :
Du fait de I’importante distribution de ces molécules dans les érythrocytes, le dosage est réalisé sur
sang total. Le prélévement (3ml en général) est recueilli a I’intérieur d’un tube collecteur contenant

un anticoagulant (EDTA).

1.1 Technigues immunologigues :

Les immunodosages regroupent 1’ensemble des méthodes analytiques quantitatives mettant en jeu la
réaction immunologique antigéne-anticorps. La majorité de ces techniques utilisent un troisieme
¢lément, le traceur, qui résulte de 1’association de 1’antigéne ou de 1’anticorps avec un marqueur

(radioélément, enzyme, luminophore).
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1.1.1 ciclosporine

De nombreux immunodosages utilisant des anticorps anti-ciclosporine sont commercialisés pour la

mesure des concentrations sanguines de ciclosporine (tableau 8) :

Appellation Méthode Anticorps Laboratoire
FPIA TDx mono Fluorescence Polarisation Monoclonaux Abbott
ImmunoAssay
FPIA AXSYM Fluorescence Polarisation Monoclonaux Abbott
ImmunoAssay
RIA CYCLO-Trac sp | RadiolmmunoAssay Monoclonaux DiaSorin
Immunotech .
cyclosporin Direct RIA RadiolmmunoAssay Monoclonaux Immunotech
CEDIA PLUS Enzyme Multiplied . Monoclonaux Microgenics
Immunoassay Technique
EMIT Enzyme Multiplied . Monoclonaux Siemens
Immunoassay Technique
ACMIA Antibody Conjugated Magnetic Monoclonaux Siemens

ImmunoAssay

Tableau 8 : ciclosporine - méthodes immunologiques de dosage

Parmi ces techniques, deux ont été retirées du marché du fait du fort manque de sélectivité et d’une
forte réactivité croisée avec les métabolites. Il s’agit du FPIA TDx poly (Abbott) qui utilise des
anticorps polyclonaux reconnaissant la ciclosporine et ses métabolites et du RIA Cyclo-Trac-ns
(Diasorin) qui utilise des anticorps monoclonaux non sélectifs. Les autres immunoessais dits

"sélectifs" comportent néanmoins un certain degré de réactivité croisée, variable selon la technique.
La technique utilisée au CHU de Nantes est : RIA CYCLO-Trac sp (en gras dans le tableau)

Principe biologique de la méthode :

Le dosage radioimmunologique de la ciclosporine A est un dosage par compétition. Les
échantillons a doser, les contrbles et les calibrateurs sont incubés dans des tubes recouverts
d’anticorps monoclonaux. Le traceur (ciclosporine marqué a I’iode 125 (**1)) est ensuite ajouté.
Aprés incubation, le contenu des tubes est vidé par aspiration, puis la radioactivité est mesurée. La
quantité de radioactivité est inversement proportionnelle a la concentration en ciclosporine A. Une
courbe d’étalonnage est établie. Les valeurs inconnues sont déterminées par interpolation a 1’aide de

cette courbe.
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1.1.2 tacrolimus :

Plusieurs techniques ont été développées pour le dosage du tacrolimus dans le sang (tableau 9).

Appellation Méthode Laboratoire
MEIA IMx 11 Microparticle Enzyme-linked ImmunoAssay|  Abbott®
EMIT Enzyme Multiplied Immunoassay Technique Siemens®
ACMIA Antibody Conjugated Magnetic InmunoAssay|  Siemens®
ELISA PRO-Trac Il Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay DiaSorin®
CMIA Architect Chemiluminescent automated Assay Abbott®

Tableau 9 : tacrolimus - méthodes immunologiques de dosage

La technique utilisée au CHU de Nantes est la méthode MEIA IMx Il. La technique est réalisee sur

un automate de dosage : IMx (Abbott®) (en gras dans le tableau).

Principe biologique de la méthode :
Avant I’initialisation de la procédure de dosage automatisée sur I’IMx, une étape de prétraitement
manuel est effectuée, au cours de laquelle 1’échantillon de sang total est extrait a 1’aide d’un réactif

de précipitation, puis centrifugé. Le surnageant est transféré dans le puit échantillon.

Les réactifs et 1I’échantillon sont alors ajoutés par 1’automate dans la cellule de réaction dans 1’ordre
suivant :

-Echantillon

-Microparticules recouvertes d’anticorps anti-tacrolimus

-Conjugué tacrolimus marqué a la phosphatase alcaline

Le tacrolimus et le conjugué entrent en compétition pour se lier aux microparticules et former des
complexes. Une fraction aliquote du mélange réactionnel est alors transférée sur la matrice en fibre
de verre. Les microparticules s’y lient de maniére irréversible. La matrice est lavée pour éliminer

les produits non liés.

Le substrat de la phosphatase alcaline (phosphate de méthyl-4-ombelliféryl) est ajouté sur la
matrice, le produit fluorescent est alors mesuré. La quantité de fluorescence mesurée est
inversement proportionnelle a la quantité de tacrolimus présent. Une courbe d’étalonnage est

¢tablie. Les valeurs inconnues sont déterminées par interpolation a I’aide de cette courbe.
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1.1.3 sirolimus

Deux immunodosages sont a ce jour commercialisés (tableau 10) :

Appellation Meéthode Laboratoire
MEIA IMx 11 Microparticle Enzyme-linked ImmunoAssay | Abbott
CMIA Architect Chemiluminescent automated ImmunoAssay Abbott

Tableau 10 : sirolimus - méthodes immunologiques de dosage

Au CHU de Nantes, la technique utilisée est le dosage MEIA IMx 1lI, basé sur la technologie

immunoenzymatique microparticulaire (en gras dans le tableau).

Principe biologique de la méthode :

Avant I’initialisation de la procédure de dosage automatisée sur ’IMx, une étape de prétraitement
manuel est effectuée, au cours de laquelle I’échantillon de sang total est extrait a 1’aide d’un réactif

de précipitation, puis centrifugé. Le surnageant est transféré dans le puit échantillon.

Les réactifs et I’échantillon sont alors ajoutés par I’automate dans la cellule de réaction dans I’ordre
suivant :

-Echantillon

-Microparticules recouvertes d’anticorps

-Conjugué sirolimus marqué a la phosphatase alcaline

Le sirolimus et le conjugué entrent en compétition pour se lier aux microparticules et former des
complexes. Une fraction aliquote du mélange réactionnel est alors transférée sur la matrice en fibre
de verre. Les microparticules s’y lient de maniére irréversible. La matrice est lavée pour éliminer
les produits non liés. Le substrat (phosphate de méthyl-4-ombelliféryl) est ajouté sur la matrice, le
produit fluorescent est alors mesuré. La quantité de fluorescence mesurée est inversement
proportionnelle a la quantité de sirolimus présent. Une courbe d’étalonnage est établie. Les valeurs

inconnues  sont  déterminées  par interpolation a l’aide de cette  courbe.
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1.1.4 évérolimus

Un seul immunodosage (tableau 11) est actuellement disponible pour le dosage sanguin de

I’évérolimus, il s’agit d’une technique FPIA réalisée sur I’automate TDxFLx (Abbott®)

Appellation Meéthode Laboratoire
INNOFLUOR CERTICAN Fluorescence Polarization ImmunoAssay | Seradyn

Tableau 11 : évérolimus - méthode immunologique de dosage

Principe biologique de la méthode :

Avant de procéder au dosage automatique, une étape de prétraitement de 1’échantillon doit étre
réalisée : précipitation de I’échantillon a 1’aide de méthanol et du réactif précipitant puis

centrifugation. Le surnageant est alors transféré dans la cupule réactionnelle de 1’appareil.

Le systeme de dosage INNOFLUOR® CERTICAN®, dosage immunologique par polarisation de
fluorescence (FPIA), repose sur le principe de compétition. L’évérolimus (1’antigéne) présent dans
I’échantillon entre en compétition avec 1’évérolimus marqué a la fluorescéine (traceur). La
révélation du complexe antigéne-anticorps est basée sur la différence de rotation de la lumiére
induite par la forme libre ou liée de la molécule marquée. A I’état libre, la molécule marquée tourne
librement et rapidement induisant une polarisation faible. Lorsqu’il n’y a pas de molécule a doser,
la molécule marquée se fixe sur I’anticorps, formant une grosse molécule a rotation faible, induisant

une polarisation élevée de la lumiere incidente.
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1.2 Techniqgues chromatographiques :

1.2.1 ciclosporine

1.2.1.1 HPLC/UV

De nombreuses méthodes HPLC/UV ont été développees pour le dosage de la ciclosporine depuis
1981. La sensibilité de cette technique est suffisante pour quantifier cette molécule dans le sang
total en raison de la présence de concentrations relativement élevées (100 a 1500 ng/ml selon le
moment de prélevement). Certaines méthodes permettent également de quantifier les principaux
métabolites. La préparation des échantillons est réalisée principalement par extraction en phase
solide (SPE) off-line et également par extraction liquide/liquide ou injection directe de 1’échantillon
aprés une simple précipitation des protéines. Les limites de quantification se situent entre 15-100
ng/ml et les temps de séparation chromatographique entre 6 et 60 minutes. La large amplitude des
concentrations sanguines de ciclosporine peut conduire a des probléemes de linéarité. La plupart des
méthodes n’étendaient pas leur intervalle de dosage aux hautes concentrations, c’est a dire a celles
rencontrées lors des prélevements effectués a C, ce qui nécessite une dilution de certains
échantillons (Sawchuk & cartier, 1981 ; Khoschsorur et al, 1997 ; Brozmanova et al, 2000).

1.2.1.2 LC/MS et LC/MS-MS

Une meilleure sélectivité ainsi qu’une limite de quantification plus basse sont obtenues a 1’aide de
méthodes par LC-MS et surtout LC-MS/MS. La simplification des préparations d’échantillon et les
temps de séparation chromatographique raccourcis permettent une utilisation en routine de ces
techniques. De telles méthodes ont été développées pour le dosage de la ciclosporine dans le sang
complet, incluant dans certains cas les métabolites principaux, avec des techniques de préparation
de I’échantillon par SPE off-line, extraction liquide-liquide (LLE) off-line ou injection directe. Les
limites de quantification se situent entre 1 et 10 ng/ml et les temps d’analyse entre 2 et 20 minutes
(Magni et al, 2001 ; Vollenbroeker et al, 2005 ; Zhou et al, 2001 ;Taylor et al, 1998 ; Salm et al,
2005 ; Keevil et al, 2002).
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1.2.2 tacrolimus

1.2.2.1 Méthode HPLC/UV

Le tacrolimus ne posséde pas de chromophore, il n’est par conséquent pas possible de le quantifier a

I’aide d’une méthode par HPLC-UV.

1.2.2.2 HPLC/Fluorimétrie

Une méthode de chromatographie liquide a été proposée comprenant une étape d’extraction et de
dérivation avec une limite de quantification de 3ng/ml; technique longue, de sensibilité
insuffisante, non adaptée au dosage quotidien de cette molécule (Beysens et al, 1994).

1.2.2.3 LC/MS

En raison des faibles concentrations sanguines résiduelles (5 a 20 ng/ml), le dosage du tacrolimus
nécessite une méthode permettant d’atteindre des limites de quantification assez basses, qui peuvent
étre atteintes par la LC-MS. Plusieurs méthodes sont disponibles avec la possibilité de quantifier les
métabolites dans certains cas.

Des préparations de 1’échantillon par SPE off-line manuelles ou automatisées ont été utilisées. Les
limites de quantification atteintes sont proches de 0.25ng/ml (Gonschior et al, 1995 ; Lensmeyer &
Poquette, 2001 ; Chistians et al, 1992).

1.2.2.4 LC/MS-MS

Plusieurs méthodes de dosage par LC-MS/MS ont été développées avec des techniques de
préparation de 1’échantillon variées : extraction liquide/liquide, extraction en phase solide off-line et
on-line des constituants. Les temps de séparation chromatographique vont de 1.5 a 4 minutes. Les
limites de quantification sont de ’ordre de 0.1 a 0.2 ng/ml (Alak et al 1997 ; Zhang et al, 1997;
Chen et al, 2006; Taylor et al, 1997).
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1.2.3 sirolimus

1.2.3.1 HPLC/UV

De trés nombreuses méthodes par HPLC/UV ont été développées pour le dosage sanguin du
sirolimus. Les faibles concentrations sanguines résiduelles (5 a 20 ng/ml) et la sensibilité
relativement limitée de la HPLC/UV, impliquent un processus d’extraction souvent complexe. Des
techniques de préparation de 1’échantillon par extraction liquide/liquide ou extraction en phase
solide ont été utilisées. Les volumes d’échantillons requis pour ces méthodes étaient assez élevés
(0.5 a 2 ml) et les temps d’élutions relativement longs (10 a 35 minutes). Les limites de
quantification étaient satisfaisantes (1 a 2.5 ng/ml) (Yatscoff et al 1992 ; Napoli & Kahan, 1994 ;
Holt et al, 2000 ; Campanero et al, 2004 ; Cattaneo et al, 2002).

1.2.3.2 LC/MS

La mise au point de techniques par LC/MS présente I’intérét d’une plus grande sélectivité et la
possibilité d’atteindre des limites de quantification plus basses (0.25 ng/ml), tout en utilisant des
volumes d’échantillons plus faibles (100 pl). Les préparations d’échantillons peuvent étre
simplifiées (SPE off-line ou on-line) et les temps d’analyse raccourcis (6 a 12 minutes). Une
quantification des quatre métabolites principaux du sirolimus est également possible avec ces
méthodes (Streit et al, 1996 ; Kirchner et al, 2001).

1.2.3.3 LC/MS-MS

Plusieurs méthodes par LC-MS/MS existent également avec les techniques de préparation de
I’échantillon suivante : liquide/liquide, SPE off-line, un systéme & commutation de colonnes et une
injection directe. Les temps de séparation chromatographique sont compris entre 2.5 a 10 minutes et
les limites de quantification sont de 0.25 a 1 ng/ml (Pieri et al, 2005 ;Voseger et al, 2002 ;
Wallemacq et al, 2003).
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1.2.4 évérolimus

1.2.4.1 HPLC/UV

D’introduction plus récente en clinique, seules deux méthodes par HPLC/UV ont été publiées pour
le dosage de 1’évérolimus, I’'une avec une préparation de 1’échantillon en extraction liquide/liquide
et ’autre par SPE off-line. Les durées d’analyse vont de 13 a 15 minutes et les limites de
quantification de 1 a 2 ng/ml. (Boudennaia &, Napoli, 2005 ; Balbelli et al, 2005)

1.2.4.2 LC/MS et LC/MS-MS

Le couplage de la chromatographie liquide a un spectromeétre de masse convient mieux a ce dosage
en raison des tres faibles concentrations sanguines mesurées (3 a 8 ng/ml). Quelques méthodes de
ce type ont été développées avec une préparation de 1’échantillon par SPE off-line ou injection
directe. Les temps de séparation chromatographique vont de 2.8 a 16 minutes et les limites de
quantification sont comprises entre 0.1 et 1 ng/ml (Segarra et al, 1998 ; Salm et al, 2002 ; Korecka
et al, 2006)
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1.2.5 La technique chromatographique utilisée au CHU de Nantes pour le dosage des

immunosuppresseurs.

Le dosage chromatographique simultané des immunosuppresseurs (sirolimus, tacrolimus
évérolimus, ciclosporine est réalis¢ en LC/MS-MS avec SPE on-line aprés une étape de
déprotéinisation manuelle des échantillons (Koal et al, 2004).

Les prélevements sont recueillis sur tube EDTA. Le dosage est réalise sur sang total. En effet, les
immunosuppresseurs sont quantifiés dans le sang total, en raison d’une grande distribution dans les
érythrocytes. Du point de vue analytique, les concentrations plus élevées rencontrées dans le sang

total que dans le plasma permettent une quantification plus aisée.

1.2.5.1 Préparation des échantillons (patients, gamme et contréle)

Avant d’injecter I’échantillon sanguin dans le systéme analytique, il était nécessaire de traiter ce
dernier avec un réactif permettant de lyser les érythrocytes, précipiter les protéines et extraire les
composés a analyser. La composition de ce réactif de précipitation est la suivante : Méthanol +
Sulfate de Zinc 0,04 M. Ce réactif contient en outre les étalons internes : Desméthoxyrapamycine

(50ng/ml) Ascomycine (20ng/ml) et Ciclosporine D (200ng/ml) .

La procédure de préparation de 1’échantillon est la suivante :

-Dans un tube Eppendorf® de 2 ml, placer 100 pl de sang complet et ajouter 200 pl du mélange
méthanol/ZnSO4 0,04 M, puis vortexer briévement le tube afin d’éviter la formation d’un agrégat
compact.

-Vortexer ensuite le tube pendant 5 minutes (appareil automatique) afin d’obtenir un mélange
homogeéne et d’assurer une bonne solubilisation des analytes.

-Centrifuger le mélange pendant 15 minutes a 15000 tour par minutes.

-Transférer environ 150 pl de surnageant dans un flacon d’injection prévu pour ’analyse par

LC/MS-MS.

1.2.5.2 Extraction On-line et chromatographie

Cette technique nécessite des vannes de commutation et deux pompes de chromatographie.
Les étapes suivantes se succedent :
-Chargement et purification de I’échantillon sur la colonne d’extraction.

-Transfert de 1I’échantillon sur la colonne séparative
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-Separation et détection

=>»Chargement et purification de 1’échantillon sur la colonne d’extraction (figure 10).
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Figure 10 : Chargement et purification de 1’échantillon

Le chargement et la purification de 1’échantillon se font sur une colonne préparative : POROS
R1/20um 2.1x30mm (Applied Biosystems®). La premiére étape consiste en un lavage de
I’échantillon. Cette colonne présente une forte rétention des substances hydrophiles et lipophiles.
De plus, I’association de la granulométrie importante de la colonne (20um) et le fort débit de la
phase mobile (2700 pl/min) permettent I’élution des grosses biomolécules, des minéraux et la
rétention des substances a quantifier.

En résumé : aprés injection de 1’échantillon (25ul), les analytes, qui ont un caractere plutot
lipophile, sont retenus en téte de la colonne d’extraction, tandis que la matrice de type hydrophile,

constituée principalement de sels et de protéines, est éluée vers la poubelle (ligne rouge).

Pendant cette étape a lieu également 1’équilibrage de la colonne analytique (ligne bleue).
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Cette premiere étape dure 1 minute et 12 secondes. La composition de la phase mobile est:

méthanol/eau 90/10 (v/v).

=>» Transfert de 1’échantillon sur la colonne séparative (figure 11).
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Figure 11 : transfert de 1’échantillon sur la colonne séparative

Apres la phase de purification de I’échantillon, la vanne de commutation, permet d’éluer les
composeés de la colonne préparative vers la colonne analytique (LUNA Phenyl hexyl 5um, 2x50mm
Phenomenex®). Ce transfert est effectué a contre-courant (back-flush) en mode isocratique. La
phase mobile est composée de méthanol (97%) et d’un tampon acétate d’ammonium (3%). Le débit
utilisé est de 300ul/min. Cette étape dure 2 minutes.

En résumé, aprés changement de configuration du systeme, les analytes sont transférés en flux

inverse de la colonne d’extraction sur la colonne analytique.
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=>» Séparation et détection (figure 12)
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Figure 12 : séparation et détection.

Aprés retour du systéme dans sa configuration de départ, les analytes sont séparés, sur la colonne
analytique, et transférés vers le spectrométre de masse. Pendant ce temps, la colonne d’extraction
est lavée et rééquilibrée.

La détection est effectuée a I’aide du spectrométre de masse Applied Biosystems® 3200 QTRAP
constitué d’une source électrospray couplée a un analyseur a triple quadripdles en séries et utilisé en

mode MRM.
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Les temps de rétention et les transitions du spectrometre de masse sont (tableau 12) :

ciclosporine D

. Temps de Transitions du
Molécules . ; .
rétention (en | spectrométre de
minutes) masse
sirolimus 2.48 931.6/864.6
évérolimus 2.47 975.5/908.4
Analytes -
tacrolimus 243 821.4/768.2
ciclosporine A 2.61 1202.7/425.2
Etal desmethoxyrapamycine 2.48 901.5/816.4
alons .

internes ascomycine 2.40 809.5/756.6
2.66 1216.7/425.2

Tableau 12 : temps de rétention et transition des molécules.

La durée totale de 1’analyse est de 5 minutes.

Pour chague analyte une gamme et des contréles sont préparés. Gamme et contréle sont fournis par

Chromsystem®. Sept points de gamme et quatre contrbles sont préparés avec chaque série de

dosage (tableau 13).

Le chromatogramme obtenu est le suivant (figure 13) :
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Figure 12 : chromatogramme d’un point de gamme (calibrateur n°3)
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Analyte Etalon interne Concentration (ng/ml)
Calibrateur 0 2,5
Calibrateur 1 47,1
Calibrateur 2 116
Calibrateur 3| Ciclosporine A | Ciclosporine D 266
Calibrateur 4 471
Calibrateur 5 721
Calibrateur 6 1743
Calibrateur 0 0
Calibrateur 1 2,3
Calibrateur 2 6,3
Calibrateur 3| Tacrolimus Ascomycine 11,4
Calibrateur 4 17,7
Calibrateur 5 24,6
gamme Cal!brateur 6 44
Calibrateur 0 0
Calibrateur 1 2,4
Calibrateur 2 Desmethoxy- 6,7
Calibrateur 3|  Sirolimus rapamycine 12,4
Calibrateur 4 19,7
Calibrateur 5 29
Calibrateur 6 48
Calibrateur 0 0
Calibrateur 1 2,2
Calibrateur 2 Desmethoxy- 6,1
Calibrateur 3| Evérolimus rapamycine 11,7
Calibrateur 4 18,1
Calibrateur 5 24,2
Calibrateur 6 44,1
Controle | 104
g(?r?ttrrglls IIIII Ciclosporine A | Ciclosporine D éig
Contréle IV 1731
Controle | 2,85
Controle I Tacrolimus Ascomycine 74
Contro6le 111 16,3
Contréle Contréle IV 36,6
Controle | 3,19
Contrdle Il Tirolimus Desmethoxy- 10,47
Controle 111 sirolimus 21,1
Contréle IV 41,8
Controle 1 3,04
Controle 11 Evérolimus Desmethoxy- 5,06
Controle 111 sirolimus 10,4
Contréle IV 35,6

Tableau 13 : concentration des calibrateurs et controles en fonction des molécules (coffret

Chromsystem®)
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2 Analyse statistique

La régression permet d’étudier 1’association entre deux variables quantitatives, en étudiant les
variations de 1’'une en fonction des valeurs de I’autre. Diverses méthodes ont été développées, la
plus courante est celle des moindres carrés. Mais cette derniére n’est pas la méthode de choix pour
comparer deux méthodes de mesures sur un méme échantillon. En effet, celle-ci part du principe
que I’erreur sur la variable x est nulle et qu’il existe seulement une erreur sur la variable y, ce qui
n’est pas le cas dans nos analyses ; le coefficient de corrélation mesure 1’intensité de la concordance
contre 1’hypothése nulle de non-relation. Quand on compare deux mesures de la méme chose, il y a
forcément une relation entre ces deux mesures, si bien que 1’hypothése nulle de non relation n’a pas
de sens.

D’autre part, la corrélation dépend de la dispersion des données de 1’échantillon ; la présence d’une
valeur extréme peut conduire a une forte corrélation, méme si il y a beaucoup de dispersion entre les

observations restantes (Stanton, 1998).

Pour remédier a ces problémes, des méthodes graphiques et statistiques ont été développées et
publiées.

2.1 Méthode graphique : méthode de Altman et Bland (Bland & Altman, 1986).

La méthode d’évaluation de la concordance de Bland et Altman (Bland & Altman, 1986 ; Journois,
2004) consiste a réaliser un graphique comportant en ordonnée la différence (ou le pourcentage de
différence) entre les valeurs obtenues par les deux techniques A et B (soit A-B) et en abscisse la
moyenne des deux valeurs obtenues par ces deux techniques, soit (A+B)/2 (figure 14). Cette
moyenne représente une estimation acceptable au plan technique en 1’absence de connaissance
préalable du biais existant entre les deux séries de données. Cette approche confére le méme poids a

la technique A et a la technique B.
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Figure 14 : représentation graphique d’Altman et Bland

Le biais est la moyenne des différences, il représente la moyenne de 1’écart systématique d’une série
de valeur par rapport a I’autre. L’écart type (ET ou SD pour Standard Deviation) des différences est
calculé et va permettre de définir les deux seuils de limite de concordance (biais +/- 1.96 x ET).
Les limites de concordance supérieures et inférieures sont tracées sur le graphique (ici en
pointillés). Elles correspondent approximativement a deux écarts types par rapport a la moyenne.
Elles englobent I’intervalle dans lequel sont comprises 95% des différences sous I’hypothése que

leur distribution suive une loi normale (figure 15 et 16).
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Figure 15 : représentation d’Altman et Bland en pourcentages
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Figure 16: représentation d’Altman et Bland en
valeurs absolues

L’analyse visuelle de la répartition du nuage de points apporte des informations. Il arrive que le
graphe réalisé adopte un aspect en "V" couché, dans un sens ou dans I’autre. Cet aspect traduit une

variation du biais avec la croissance ou décroissance des valeurs.

2.2 Méthodes statistigues

2.2.1 Test t de Student sur séries appariées

La moyenne des différences, en raison de I’appariement des données, peut étre comparée a 0 au
moyen d’un test de Student. Ce test permet de détecter une éventuelle différence systématique entre

deux méthodes de mesure.

Avec :
foale = Md - mq : moyenne des différences
cale = S2 - S%; : variance des différences
? - n : nombre d’échantillons.

o1



La valeur obtenue est a comparer a la valeur seuil a n-1 degrés de liberté (ddl) pour le risque a de la
table de Student (c'est-a-dire, en pratique, pour n>30, 1.96 pour 0=5%). De plus si le nombre de

mesures (n) est supérieur a 30, ce test ne requiert aucune condition d’application particulicre.

2.2.2 Analyse de Passing-Bablok (Passing & Bablok, 1983)

L’analyse de Passing et Bablok (Fuhrman & Chouaid, 2004) se base sur le principe qu’une erreur
est présente sur X et y, contrairement a la régression linéaire qui part du principe que 1’erreur sur la
variable x est nulle et qu’il existe seulement une erreur sur la variable y. Il s’agit d’une méthode non
paramétrique. L’équation de la droite reliant les résultats est obtenue par le calcul de la moyenne
des équations reliant deux a deux chaque point.

L’intervalle de confiance (IC) a 95% est ensuite calculé pour la pente et pour I’ordonnée a 1’origine
permettant de mettre en évidence respectivement la présence d’un biais proportionnel et constant
sur ces deux paramétres (figure 17).

Cette analyse permet d’expliquer I’éventuelle différence significative trouvée au moyen de la
méthode précédente.

Elle présente aussi I’intérét d’une bonne immunité aux données extrémes. Un test statistique
(Cusum test) est effectué afin de vérifier la linéarité de la relation établie entre les deux parameétres,

par un examen de la répartition au hasard des points d’un c6té ou de 1’autre de la droite.
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Figure 17 : L’analyse de Passing et Bablok (Exemple : y=1.03x+0.35) a permis de déterminer la
linéarité de la relation entre les deux méthodes (cusum test, p < 0,1), avec une droite de pente 1.03
(1C95% : [0,96 - 1,09] et d’ordonnée a I’origine de 0.35 (IC 95% : [-0,18 - 0,80].

2.2.3 Test t de Student sur séries appariées dans les sous populations.

La recherche d’une éventuelle influence, sur les résultats, du sexe des patients ou du type de greffe
est effectuée en comparant les écarts de mesures obtenus avec les deux techniques. La

significativité de cet écart est testée au moyen d’un test de Student.

Avec :

‘dl' dz‘

- d : Différence moyenne entre les 2 techniques

tcalc =
-S4 : écart-type des différences

d1 n Sd2
N1 /N2 - n : nombre d’échantillons
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La valeur obtenue est a comparer a la valeur seuil pour le risque a de la loi normale centrée réduite
(c'est-a-dire, en pratique, pour n>30, 1.96 pour 0=5%).
Le résultat du test de Student (tcac) de la différence entre les sous populations est soit significatif (S)

soit non significatif (NS), au risque a=5% (tableau 14).

n d Sd | teac | P [S-NS
Femme |77 |-0,49|1,64
Homme [117(-0,55| 1,4 0,19 [0,78| NS

Sexe

Tableau 14 : influence du sexe, Méthode A versus méthode B

|-0.49 - (-055) |
tcalc = 164 . 14 = 019
JTT 117

Reésultat : t.,c<0.96, la différence observée entre les deux méthodes dans les deux groupes n’est pas

significative (NS)

2.2.4 Larégression de Deming et la régression linéaire par les moindres carrés.

Ces deux méthodes de calcul sont utilisées dans le but de comparer les résultats obtenus a ceux de la

littérature.

2.2.4.1 Régression de Deming

La régression de Deming (figure 18) prend en compte la variabilité des deux méthodes en
introduisant un parameétre supplémentaire, le rapport des deux variances analytiques. Toutefois, elle
suppose que les erreurs de mesures suivent une distribution normale. Tout comme I’analyse de
Passing et Bablok, le calcul de I’intervalle de confiance a 95% de la pente et de 1’ordonnée a
’origine permet de vérifier s’il existe ou non des différences significatives entre les méthodes.

Cette méthode sera utilisée uniquement pour comparer les résultats obtenus a ceux trouvés dans la

littérature utilisant cette méme méthode d’analyse statistique.
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Figure 18 : régression de Deming - Exemple : y=1.01x + 0.4 ; Droite de pente de 1.01

(IC95% : 0,9468 a 1,0770), d’ordonnée a I’origine de 0.4 (IC 95% : de -0,1630 a4 0,9722).

En rouge : droite d’équivalence : y=X

2.2.4.2 La régression linéaire simple ou méthode des moindres carrés

Dans un premier temps, la régression linéaire simple cherche a matérialiser le fait que les points
expérimentaux sont approximativement alignés. Elle le fait en identifiant la "meilleure droite"
passant au travers du nuage de points. Cette droite, dite "Droite des Moindres Carrés" sera
caractérisée par une pente b et une ordonnée a l'origine a. La méthode des moindre carrés consiste a
déterminer une estimation des valeurs a et b et a quantifier la validité de cette relation grace au
coefficient de corrélation linéaire. L’hypothése de base est que les écarts des points a 1'alignement
parfait sont dus a des erreurs de mesure aléatoires sury (les valeurs de x étant fixes et connues avec
certitude) et que, sans ces erreurs, les points seraient exactement alignes sur une droite (inconnue) :
la droite de régression. Le coefficient de corrélation linéaire mesuré renseigne sur la validité de la

relation entre x et y.
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Résultats
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1 ciclosporine

1.1 Population

214 dosages ont été réalisés chez 155 patients (1 a 5 dosages par patient). La moyenne d’age de ces
patients est de 49.5 +/- 18.8 ans (minimun : 1 an, maximun 80 ans). La population est constituée de
66% d’hommes.

Ce traitement est prescrit chez 29% des patients en traitement préventif du rejet de greffe rénale

(tableau 15), les autres indications sont présentées dans le tableau suivant :

service
unité de transplantation
néphrologie thoracique Hématologie
rein ceeur
rein | pancréas| cceeur |poumons|poumons| allogreffe [autres
Nombre de patients 45 8 35 6 12 40 9
(%) 29% 5% 23% 4% 8% 26% 6%

Tableau 15 : ciclosporine - répartition des patients en fonction de leur service d’origine

1.2 Résultats de la comparaison de méthodes

Les méthodes comparées sont la méthode immunologique : RIA (ciclosporine direct RIA Kit
(Immunotech®)) et la LC/MS-MS.

La représentation graphique d’Altman et Bland (figure 19) montre une augmentation de la
différence quand les valeurs augmentent. La différence moyenne entre les deux techniques
(LC/MS-MS — RIA) est de +12.5 ng/ml. Cette différence est significativement différente de 0
(p<0.0001). La méthode chromatographique donne statistiquement des résultats supérieurs a ceux

de la méthode immunologique.
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Figure 19 : ciclosporine - représentation graphique de Altman et Bland :
différence des 2 méthodes en fonction de la moyenne des résultats
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Figure 20 : ciclosporine - représentation graphique de Altman et Bland ;

intervalle 0 a 200 ng/ml
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L’analyse des valeurs sur I’intervalle de 0 a 200 ng/ml (n=137 soit 65% des valeurs) montre un
biais moyen de 0.2 ng/ml. Sur cet intervalle, il n’existe pas de différence statistique entre les deux
méthodes (figure 20 et tableau 16).

Nombre de |Pourcentage différence | Ecart type Différence
Intervalle centag moyenne de la t de Student| Significative (S) ou
dosages |de différence iy L
[ng/ml] différence non significative (NS)
0 a 200 ng/ml 137 0,40% 0,2 17,9 0,1 NS
200 a 1500 ng/ml 77 11% 35,7 49,1 6,38 S
0 & 1500 ng/ml 214 3,90% 12,5 36,8 4,97 S

Tableau 16 : ciclosporine - différence entre les méthodes en fonction des intervalles de
concentration mesurées

Les pourcentages des différences varient de -55% a +60 % avec un biais moyen de 3.9% (intervalle
de confiance a 95% : -30.5 & +38.3%) (figure 21).
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Figure 21 : ciclosporine - représentation graphique de Altman et Bland : pourcentage
relatif de différence entre les 2 méthodes en fonction de la moyenne des résultats obtenus.
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Sur I’ensemble des données, I’analyse de Passing et Bablok (figure 22) a permis de déterminer que
la relation existant entre les deux méthodes était linéaire (cusum test, p < 0,1), avec une droite de
pente de 0.91 (IC95% de 0.87 a 0.94) et d’ordonnée a 1’origine de 7.26 (IC 95% de 3 a 12.57). Les
intervalles de confiance de la pente et de I’ordonnée a 1’origine différent respectivement de 0 et de 1
de maniére statistique. Il existe un biais proportionnel et constant entre ces deux méthodes. La

droite de régression est en-dessous de la droite d’équivalence (y=x).
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Figure 22 : ciclosporine - comparaison des méthodes de dosage ; régression de Passing
Bablok

Sur I’intervalle allant de 0 a 200 ng/ml (figure 23) ou il n’existe pas de différence statistique entre
les 2 techniques, la droite de régression est : y=1.01x —2.82 ; (IC95% de a: 0.95 a 1.08 ; IC95% de
b:-10 a4.5), c'est-a-dire proche de la droite d’équivalence (y=x).
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Figure 23 : ciclosporine - intervalle 0 a 200 ng/ml - comparaison
des méthodes de dosage ; régression de Passing Bablok

Les différentes méthodes de régression fournissent les résultats suivants (tableau 17) :

y=RIA x=LC/MS-MS
Méthode |Moindres carrés |Passing Bablok| Deming
a 0,87 0,91 0,89
b 13,47 7,26 9,36
r2 0,95
IC95% de a 0,87a40,94 |0,8540,92
IC95% de b 3a1257 394148

Tableau 17 : ciclosporine - équation des droites de régression en
fonction de la méthode statistique utilisée

1.3 Influence du sexe et du type de greffe

L’analyse des caractéristiques (tableau 18) de la population (sexe, type de greffe) sur la régression
(figures 24 et 25) ne montre pas d’influence du sexe des patients sur la corrélation entre les deux
méthodes. Le type de greffe semble lui jouer un réle ; chez les patients d’hématologie (allogreffe),
I’écart entre les deux méthodes est statistiquement supérieur a celui observé chez les autres patients.
Les équations des droites de régression en fonction du type de greffe sont données dans le tableau
19.
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Figure 24 : ciclosporine - comparaison
régressions en fonction du sexe ; régression de

Passing Bablok
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Figure 25: ciclosporine - comparaison des
régressions en fonction du type de greffe;

n d sd tcalc p S-NS
Ensemble

des dosages 214(12,46|36,8
Homme 1471 9,95 | 35

Sexe Femme 67| 18 | 38 | Homme VS Femme 1,51 0,13 NS

rein+rein-pancréas | 58 | 4,4 | 26 rein VS allogreffe 4,23 |<0,0001| S

Allogreffe 69 | 31,6 |42,7| rein VS thoraciqgue |0,289| 0,77 NS

Greffe Thoracique 80 | 2,9 |32,8|allogreffe VS thoracique| 4,6 |<0,0001| S

Tableau 18 : ciclosporine - analyse statistique de I’influence des différentes caractéristiques de la
population sur les résultats.

y=RIA type de greffe
%=L C/MS-MS Ensdeergble Nt_aphrologie Thorax (Cceur, Coeur Hématologie
patients (rein ou rein + + poumons, (allogreffe)
pancréas) poumons)
y=ax +b
nombre de dosages 214 58 79 69
Coefficient a 0,91 0,92 0,96 0,84
IC95% de a 0,87 20,94 0,86a1,03 0,91a1,02 0,78 20,87
Coefficient b 7,25 6,65 5,42 457
IC95% de b 341257 | -8,26 a 15,17 -3,17 a 12,64 -3,88a 14,4
Moyenne des concentrations| 200 154,07 1954 236,4
écart-type 155 166,41 134,8 156

Tableau 19 : ciclosporine - équation des droites de régression de Passing-Bablock en fonction du

type de greffe
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2 tacrolimus

2.1 Population

194 dosages ont été réalisés chez 133 patients (1 a 6 dosages par patient). La moyenne d’age de ces
patients est de 47,11 +/- 17.93 ans (minimun : 8 ans, maximun 79 ans). La population est constituée
de 60% d’hommes.

Ce médicament est prescrit chez 67 % des patients en traitement préventif du rejet de greffe rénale,

les autres indications sont présentées dans le tableau suivant (tableau 20) :

service
. . unité de transplantation
néphrologie -
thoracique
autres
: rein coeur
rein . ceeur poumon
pancréas poumon
Nombre de patients| 89 19 7 6 4 8
(%) (67%) | (14%) (5%) (5%) (3%) (6%)

Tableau 20 : tacrolimus - répartition des patients en fonction du type de greffe

2.2 Résultats de la comparaison de méthodes

Les méthodes comparées sont la méthode immunologique (MEIA IMx II (Abbott®)) et la LC/MS-
MS.

La représentation graphique d’Altman et Bland (figure 26) ne montre pas d’augmentation de la
différence quand les valeurs augmentent. La différence moyenne entre les deux techniques
(LC/MS-MS — MEIA) est de -0.5 ng/ml. Cette différence est significativement différente de 0
(p<0.0001). La méthode chromatographique donne statistiquement des résultats inférieurs a ceux de

la methode immunologique.
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Figure 26 : tacrolimus - représentation graphique de Altman et Bland :
différence des 2 méthodes en fonction de la moyenne des résultats
obtenus.

Les pourcentages de différence varient de —65% a + 40 % avec un biais moyen de —6.5 % (figure
27).
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Figure 27 : tacrolimus - représentation graphique de Altman et Bland :
pourcentage relatif de différence des 2 méthodes en fonction de la moyenne
des résultats obtenus.
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L’analyse de Passing et Bablok (figure 28) a permis de déterminer que la relation existant entre les
deux méthodes était linéaire (cusum test, p < 0,1), avec une droite de pente 1.03 (IC95% de 0.96 a
1.09) et d’ordonnée a 1’origine 0,36 (IC 95% de -0.18 a 1.09) (figure 28). Les intervalles de
confiance de ces deux parametres englobant respectivement 1 et 0, il n’existe pas de biais

proportionnel et constant entre les deux méthodes.

y = 1.03x + 0.36
n=194

0 _1"‘:;" A ] A ] A ] . ]
0 10 20 30 40
LC/MS-MS [ng/ml]

Figure 28 : tacrolimus - comparaison des méthodes de dosage ; régression de
Passing Bablok

Les différentes méthodes de régression donnent les résultats suivants (tableau 21) :

y=MEIA x=LC/IMS-MS
Méthode |Moindres carrés|Passing Bablok| Deming
a 0,96 1,02 1,0142
b 0,9 0,36 0,383
r2 0,89
IC95% de a 0964109 |0,95a1,08
IC95% de b -0,18a0,8 [-0,1940,96

Tableau 21 : tacrolimus - équation des droites de régression en fonction de la méthode statistique
utilisée
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2.3 Influence du sexe et du type de greffe

L’analyse des caractéristiques de la population (sexe, type de greffe) sur la régression (figures 29 et
30 et tableau 22) ne montre pas d’influence d’un de ces paramétres sur les valeurs de la droite de

régression.

I

40
35

I

I

30

25

I

Sexe
o F
= H

I

20

15

I

=
o
|

Femmes : y=0.98x + 0.98
Hommes : y=1.05x+0.18

O wi . 1 . 1 . 1 " 1
0] 10 20 30 40
LC/MS-MS [ng/ml]

Figure 29 : tacrolimus - comparaison des régressions en fonction du sexe ; régression de
Passing Bablok
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Figure 30 : tacrolimus — comparaison des régressions en fonction du type de greffe ; régression de
Passing Bablok
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n d sd tcalc‘ p ‘S-NS
ensemble 194(-051| 1,5

Sexe Femme 77 1-0,49|1,64 0.2730.78| NS
Homme 117]-0,55| 1,4

Greffe &N {1291-0861 15 | 75q 10 45| Ns
rein pancreas| 30 |-0,43]1,48

Tableau 22 : tacrolimus - analyse statistique de 1’influence des différentes caractéristiques de la

population sur les résultats.
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3 sirolimus

3.1 Population

209 dosages ont été réalisés chez 89 patients (1 a 6 dosages par patient). La moyenne d’age de ces
patients est de 50 £ 15.62 ans (minimun : 16 ans, maximun : 79 ans). La population est constituée
de 65% d’hommes.

Ce medicament est prescrit chez 60 % des patients en traitement préventif du rejet de greffe rénale,
les autres indications sont présentées dans le tableau 23 :

service
. . unité de transplantation
néphrologie ;
thoracique

autres

: rein coeur

rein . ceceur poumon
pancréas poumon
Nombre de patients|| 51 17 6 1 1 9

(%) (60%) | (20%) (7%) (1%) (1%) (11%)

Tableau 23 : sirolimus - répartition des patients en fonction de leur service d’origine

3.2 Résultats de la comparaison de méthodes

Les méthodes comparées sont la méthode immunologique (MEIA IMx II (Abbott®)) et la LC/MS-
MS.

La représentation graphique d’Altman et Bland (figure 31) ne montre pas d’augmentation de la
différence entre les deux méthodes lorsque les valeurs augmentent. La différence moyenne entre les
2 techniques (LC/MS-MS — MEIA) est de +2 ng/ml. Cette différence est significativement
différente de 0 (p<0.0001).
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Figure 31 : sirolimus - représentation graphique de Altman et Bland :
différence des 2 méthodes en fonction de la moyenne des résultats.

Les pourcentages de différence (figure 32) varient de -50% a +74% avec un biais moyen de
+20.1% (intervalle de confiance : -28.6% a 68.8%)

+1.96 SD
68,8

Mean
20,1
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-28,6

! . ! . !
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Moyenne des concentrations
entre LC/MS-MS et MEIA [ng/ml]

Figure 32 : sirolimus - représentation graphique de Altman et Bland :
pourcentage relatif de différence entre les 2 méthodes en fonction de la

movyenne des résultats. 69



L’analyse de Passing et Bablok (figure 33) a permis de déterminer que la relation existant entre les

deux méthodes était linéaire (cusum test, p < 0,1), avec une droite de pente 0.76 (IC95% de 0.69 a
0.83) et d’ordonnée a I’origine de 0,39 (IC 95% de -0.27 a 1.03). L’intervalles de confiance de

I’ordonnée a I’origine englobe le 0, mais celui de la pente n’englobe pas le 1 : il existe donc un biais

proportionnel et constant entre les deux méthodes.

y = 0.76x +0.39

Figure 33 : sirolimus - comparaison des méthodes de dosage ;
régression de Passing Bablok

Les différentes méthodes de régression donnent les résultats suivants (tableau 24) :

10 20

LC/MS-MS [ng/ml]

30 40 50

y=IMx x=LC/MS-MS
Methode |Moindres carrés|Passing Bablok| Deming
a 0,7 0,76 0,78
b 1,16 0,39 0,4
r2 0,78
IC95% de a 0,69t00,83 |-0,5641,36
IC95% de b -0,275a41,03 |0,6820,88

Tableau 24 : sirolimus - équation des droites de régression en fonction de la méthode statistique

utilisee
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3.3 Influence du sexe et du type de greffe

L’analyse des caractéristiques de la population (sexe, type de greffe) sur la régression (figure 34 et

35 et tableau 25) ne montre pas d’influence d’un de ces paramétres sur les valeurs de la droite de

régression.

Sexe
o F
*H
50
LC/MS-MS [ng/ml]
Figure 34 sirolimus — comparaison des

régressions en fonction du sexe ; régression de
Passing Bablok

45F

a0}

greffe
o rein
= rein pancreas

0 10 20 30 40 50
LC/MS-MS [ng/ml]
Figure 35: sirolimus - comparaison des

régressions en fonction du type de greffe;
régression de Passing Bablok

n| d|sd tcalc | p IS-NS
ensemble 208 2 [2,69
Homme 122]1,89|2,08 Homme VS Femme
Sexe Femme 87 |2,15|2,53 0,813 0,42 NS
rein 102| 2,9 [2,43 rein VS rein pancreas 2,2 0,03 S
Greffe |rein pancréas| 61| 2 | 2,7 rein VS thoracique 4,4 [<0,0001| S
Thoracique | 35 |0,921,69 |Rein pancréas VS thoracique | 2,1 0,03 S

Tableau 25 : sirolimus - analyse statistique de 1’influence des différentes caractéristiques de la

population sur les résultats.
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4 évérolimus

4.1 Population

136 dosages ont été réalisés pour 49 patients (1 a 9 dosages par patient). La moyenne d’age de ces
patients est de 55.04 +/- 14.06 ans. La population est constituée de 75% d’hommes.
Ce médicament est prescrit chez 47 % des patients en prévention du rejet dans le cadre d’une greffe

rénale, et pour 53% de patients dans le cadre d’une greffe cardiaque.

4.2 Résultats de la comparaison de méthodes

Les méthodes comparées sont la méthode immunologique (FPIA Innofluor Certican (Seradyn®)) et
la LC/MS-MS.

La représentation graphique d’Altman et Bland (figure 36) ne montre pas de variation de 1’écart
entre les deux méthodes lorsque les valeurs augmentent. La différence moyenne entre les deux
techniques (LC/MS-MS — FPIA) est de —0.8 ng/ml. Cette différence est statistiguement différente
de 0 (p<0.0001). La méthode chromatographique donne statistiquement des résultats inférieurs a

ceux de la méthode immunologique.
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Figure 36 : évérolimus - représentation graphique de Altman et Bland : pourcentage relatif
de différence entre les 2 méthodes en fonction de la moyenne des résultats obtenus.
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Les pourcentages de différence varient de —120% a +41% avec en moyenne un biais de -16.6%
(intervalle de confiance : -74.4% a 41.2%. (figure 37)
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801 74,4
-100F °
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'140 1 | | | | | |
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entre LC/MS-MS et FPIA [ng/ml]

Figure 37 : évérolimus - représentation graphique de Altman et Bland : Pourcentage relatif
de différence entre des 2 méthodes en fonction de la moyenne des résultats obtenus.

L’analyse de Passing et Bablok (figure 38) a permis de déterminer que la relation existant entre les
deux méthodes était linéaire (cusum test, p < 0,1), avec une droite de pente 0.98 (IC95% de 0.90 a
1.06) et d’ordonnée a I’origine 0,92 (IC 95% de 0.45 a 1.40). Le coefficient de la droite est
comparable a 1 mais I’intervalle de confiance de ’ordonnée a 1’origine n’englobe pas le 0 : il existe
donc un biais proportionnel et constant entre les deux méthodes. Ces résultats confirment les
précédents ; il faut en moyenne ajouter 0.92 ng/ml aux résultats de la LC/MS-MS pour obtenir ceux
de la FPIA.
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Figure 38 : évérolimus - comparaison des méthodes de dosage ; régression de Passing Bablok

Les différentes méthodes de régression donnent les résultats suivants (tableau 26).

y=FPIA x=LCIMS-MS y=ax +b
Methode [Moindres carrés|Passing Bablok| Deming
a 0,85 0,98 0,91
b 1,77 0,93 1,37
r2 0,87
IC95% de a 0,9a1,06 0,8a1,02
IC95% de b 044al4 0,69 & 2,05

Tableau 26 : évérolimus - équation des droites de régression en fonction de la méthode statistique
utilisee
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4.3 influence du sexe et du type de greffe

L’analyse des caractéristiques de la population (sexe, type de greffe) sur la régression (figure 39 et
40) ne montre pas d’influence d’un de ces parameétres sur les valeurs de la droite de régression

(Tableau 27).

SEXE greffe
oF o CCEUR
e H = REIN
0'I 1 1 1 1 1 1 = L L L L L
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
LC/MS-MS [ng/ml] LC/MS-MS [ng/ml]
Figure 39: évérolimus — comparaison des Figure 40 : évérolimus - comparaison régression
régressions en fonction du sexe ; régression de en fonction du type de greffe; régression de
Passing Bablok Passing Bablok

n d sd tcalc‘ p ‘S/NS
ensemble 136|-0,76|1,58
Homme 92 |-0,72|1,65

Sexe T remme |31 ]-073|142| 203|097 NS
rein 56 |-0,73(1,75

Greffe cour 80 |-0.78|1.46 0,163|0,87| NS

Tableau 27 : évérolimus - analyse statistique de I’influence des différentes caractéristiques de la
population sur les résultats.
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Discussion
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1 ciclosporine

La méthode chromatographique donne, sur I’ensemble des résultats, des valeurs plus fortes que la
méthode immunologique ; la droite de régression y(ria=0.91Xc/ms-ms)+7.26 a une pente inférieure
a celle de la droite d’équivalence (y=x). Une trés forte variabilité interindividuelle des résultats est

observée (-55% a +60%).

Sur la zone des concentrations comprises entre 0 et 200 ng/ml, les deux méthodes peuvent étre
considérées comme équivalentes. La différence entre les deux techniques augmente quand les

concentrations augmentent.

L’augmentation de 1’écart entre les deux techniques peut étre expliquée par un défaut de linéarité de
la méthode radio-immunologique ; quand les concentrations augmentent, celle-ci aurait tendance a

donner des résultats plus faibles que la méthode chromatographique (figure 41).

Réponse

s LC/MS-MS

als

A
p-

dequivalence

Ecart croissant entre les 2 techniquas

+«Concentration

Figure 41 : ciclosporine - représentation schématique de I’écart entre les techniques en
fonction des concentrations mesurées.
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Aucune référence bibliographique n’a été retrouvée faisant 1’objet de comparaison de ces deux
techniques spécifiques ; nos résultats ne peuvent étre comparés a la littérature. D’autres
comparaisons ont été publiées (tableau 28). Les résultats montrent le plus souvent une surestimation
des résultats par la méthode immunologique par rapport a la méthode chromatographique.

Cette surestimation est expliquée, d’une part, par le manque de spécificité des anticorps. Concernant
la RIA, une étude rapporte (Murthy et al, 1998) que le pourcentage de réactivité croisée avec les
métabolites est faible (moins de 5% de réactivité croisée) et tres inférieur a celui constaté avec les
autres techniques immunologiques.

Il existe, d’autre part, en spectrométrie de masse, une dégradation possible d’un des métabolites de
la ciclosporine (AM19) en ciclosporine D, a I’intérieur de la source du spectrométre (Taylor et al,
2005). Cette transformation en ciclosporine D, in situ, augmenterait I’aire de I’étalon interne et ainsi
diminuerait la valeur du rapport ciclosporine A / ciclosporine D et donc la concentration mesurée.

Nos résultats chromatographiques, supérieurs en moyenne aux résultats de la RIA suggerent que

I’influence de ce phénomeéne sur nos résultats demeure limitée.

Référence |BrozmanovajZhou et al,|Keevil et al, Tavlor et al. 1998 Euulzﬁrc]h% Ansermot et
bibliographique| et al, 2000 2001 2002 y ' 2004 ' al, 2008
Technique A | HPLC-UV LC/MS | LC/MS-MS LC/MS-MS LC LC/MS-MS
Technique B RIA EMIT LC/UV CEDIA EMIT
Etalon interne Cyclosporine NR Cyclosporine|Dihydrocyclosporin NR Cyclosporine
D D C D
Nombre de
dosages 458 9 180 90 592 38
Rein, foie,
Type de greffe rein NR Coeur NR NR costr,
poumon poumon,
allogreffe
Coefficient a 0,967 0,9091 0,914 0,988 1,08 1,14
Coefficient b -2,6918 114,42 5,67 10 22,8 14,1
Coefficientde | o519 0,9666 0,992 0,95 0,957
corrélation r2
IC95% de a +/- 0,027 1,09a1,2
IC95% de b +/- 4,1 46a244
Méthode moindres | moindres | Passing moindres carrés moindres Demin
statistique carrés carrés Bablok carrés 9

Tableau 28 : ciclosporine - synthése des résultats retrouvés dans la bibliographie
Il n’a pas été retrouvé d’influence du sexe sur la régression, par contre le type de greffe influence la

régression et plus particulierement 1’allogreffe donne des résultats inférieurs a ceux trouvés avec les

autres types de greffe.
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La moyenne des concentrations (tableau 19) chez les patients allogreffés est de 236.4 ng/ml. Cette
moyenne est supérieure a celle des autres populations (greffe rénale : 166 ng/ml, transplantation
thoracique : 164 ng/ml). Les patients d’hématologie se situent préférenticllement dans les valeurs
hautes des concentrations, la méme ou, les deux techniques présentent le plus de différence. La
difféerence observée serait donc due aux fortes concentrations cibles dans cette population de

patients.
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2 tacrolimus

La méthode chromatographique donne sur I’ensemble des résultats équivalents a ceux de la
méthode immunologique MEIA. Une forte variabilité interindividuelle est toutefois retrouvée avec

des pourcentages allant de —65% a +40%.

Les analyses statistiques effectuées donnent des résultats contradictoires: la moyenne des
différences entre les deux méthodes (-0.5ng/ml) est statistiquement différente de 0, indiquant que la
méthode chromatographique donne en moyenne des résultats légérement plus faibles que la
méthode immunologique. Cette différence n’est pas retrouvée de maniere significative par ’analyse
non-paramétrique de Passing Bablok. L’utilisation d’une méthode non paramétrique est moins
sensible pour mettre en évidence une différence, mais elle donne des résultats plus robustes, c'est-a-
dire avec plus de sécurité. La différence moyenne étant faible entre les deux méthodes de dosage, la
moindre sensibilité de la méthode non paramétrique peut expliquer qu’aucune différence n’ait été
mise en évidence par 1’analyse de Passing Bablok. En conclusion, il est mis en évidence une
tendance pour la méthode chromatographique a donner des résultats plus faibles que ceux obtenus
avec la méthode immunologique. Ce résultat peut étre expliqué par la plus grande spécificité de la

méthode chromatographique.

Aucune influence sur les résultats du sexe ou du type de greffe n’a été retrouvée.

De nombreux essais comparatifs de méthodes de dosage du tacrolimus ont été publiés (tableau 29).
Les résultats montrent le plus souvent une surestimation des résultats par la méthode

immunologique de 9% (Gonshior et al, 1995) a 15% (Cogill et al, 1998)) conformément a nos

résultats.
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référence bibliographique Cogill et al, Lensmeyer & | Gonshior et al, Zhang,
1998 Poquette, 2001 1995 1997
Technique chromatographique| LC/MS-MS LC/MS LC/MS LC/MS-MS
Technique immunologique MEIA Il MEIA Il MEIA Il MEIA Il
32-0-
Etalon interne FR900520 Ascomycin Acetyltacrolimus | Ascomycin
Nombre de dosages 229 156 75 95
Type de greffe ceeur et rein foie et rein foie et rein foie et rein
Coefficient a 1,16 1,098 1,09 1,03
Coefficient b -0,00561 0,054 0,52 -0,084
I 0,968 0,915 0,933
IC95% de a +/- 0,0184
IC95% de b +/- 0,163
Méthode statistique quuwgr moindres carrés | moindres carrés momd'res
Rabinovitz carrés

Tableau 29 : tacrolimus - synthése des résultats retrouves dans la bibliographie
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3 sirolimus

La méthode chromatographique donne, sur I’ensemble des résultats, des valeurs plus fortes que la
méthode immunologique ; la droite de régression a une pente inférieure a celle de la droite

d’équivalence. Une trés forte variabilité interindividuelle des résultats est observée (-50 a +74%).

Les resultats publies de comparaison de methodes de dosage (technique immunologique versus
chromatographique) mettent en évidence, soit 1’équivalence des deux techniques (Pini et al, 2006),
soit une surestimation des résultats par la méthode immunologique (Zochowska et al, 2006 : 10.4%,
Holt et al, 2005 : 21.6%) (tableau 30). La surestimation est généralement attribuée au manque de
spécificité des anticorps.

Une seule publication (Pieri et al, 2007) rapporte des résultats comparables a ceux obtenus dans
notre étude a savoir une sous-estimation des résultats par la méthode immunologique. L’hypothése
est que cette sous-estimation serait due a une meilleure précision de mesure du sirolimus par la

méthode chromatographique et a une trés grande variabilité¢ des réponses de la méthode

immunologique, et ce, plus particulierement dans les valeurs basses.

référence Zochowska et Pieri et al. 2007 Morris et al, |Bargnoux et| Filléetal,
bibliographique al, 2006 ' 2006 al , 2006 2005
technique LC/UV LC/MS-MS LC/MS? LC/MS | LC/MS-MS
chromatographique
__ Technique MEIA MEIA MEIA MEIA MEIA
immunologique
Etalon interne NR 32-0-Desmethoxy- NR NR Ascomycin
rapamycin
n 42 52 116 98 153
Type de greffe rein rein rein rein rein et foie
Coefficient a 1,0365 0,727 1,3 1,0166 1,15
Coefficient b 0,383 1,33 1,3 0,912 0,2
r2 0,939 0,8526 0,967 0,8708
IC95% de a NR NR NR NR NR
IC95% de b NR NR NR NR NR
, - . , . moindres .
méthode statistique [moindres carrés Pearson Deming carrés Passing Bablok

Tableau 30 : sirolimus - synthese des résultats retrouvés dans la bibliographie
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Aucune influence du sexe sur les résultats n’a été retrouvée. Le type de greffe semble quant a lui
jouer un role. La taille des effectifs étant limite, ces résultats seront a confirmer sur des populations
plus importantes.
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4 évérolimus

La méthode chromatographique donne sur I’ensemble des résultats inférieurs a ceux de la méthode
immunologique FPIA sur FLXTDx®. L’ordonnée a I’origine de cette droite différe statistiquement
de 0.

Une forte variabilité interindividuelle est toutefois retrouvée avec des pourcentages allant de -40% a
+120% avec un biais moyen de —16.6%. De tels écarts sont ceux habituellement rencontrés quand
sont comparées ces deux méthodes (Salm et al, 2006 : -24.4%, Baldelli et al, 2006 : -24.3%).

La différence entre les deux méthodes tend a diminuer quand les concentrations augmentent. Ce
phénoméne est décrit dans la littérature par plusieurs auteurs (Baldelli et al, 2006 ; Salm et al,
2006). Une explication de cette tendance serait une plus grande précision de la méthode
immunologique quand les concentrations augmentent (Salm et al, 2006) : le dosage immunologique
(FPIA) repose sur le principe de compétition. A faibles concentrations, des interférences entre
anticorps et métabolites sont possibles, quand les concentrations d’évérolimus augmentent, le
rapport évérolimus sur métabolites diminue, et un maximum de molécule mere peut se fixer sur les

anticorps de FPIA.

Aucune influence du sexe ou du type de greffe (rein ou cceur) sur les résultats n’a été retrouvée.
Une analyse de vingt et un cofacteurs (Salm et al, 2006) tels que age, sexe, durée post
transplantation, association a la ciclosporine..., dans une population de patients greffés rénaux, n’a

retrouvé ’influence d’aucun d’entre eux sur la régression.
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Ce résultat peut étre expliqué par la plus grande spécificité de la méthode chromatographique

permettant notamment de séparer la molécule d’évérolimus de ses métabolites. Nos résultats sont

coheérents avec ceux de la littérature qui montrent le plus souvent une surestimation des reésultats par

la méthode immunologique (tableau 31).

fex - . . Salm et al, | Khoschsorur et al, | Engelmayer et al,
Référence bibliographique| Baldelli et al, 2006 2006 2007 9 202;5
Technique HPLC LC/UV LC/MS? LC/UV LC/MS?
Technique immunologique Innofluor Innofluor Innofluor Innofluor
Etalon interne 32-O-Desmethoxy- | gy; 553 756 NR NR
rapamycin
Nombre de dosages 113 333 165 101
type de greffe coeur rein rein coeur NR
Coefficient a 1,22 1,19 1,11 1,027
Coefficient b 0,28 0,51 0,378 0,591
r2 0,8313 0,8229 0,94
IC95% de a 1,10782a1,3339 | 1,16 a 1,22 1,039a1,2 NR
IC95% de b -0,2286 20,7886 | 0,3a0,72 -0,08 a 0,807 NR
Méthode statistique Deming Deming Passing Bablok Passing Bablok

Tableau 31 : évérolimus - synthese des résultats retrouvés dans la bibliographie
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5 discussion générale

5.1 Avantages de la LC/MS-MS

= La LC/MS-MS est la technique de référence :
L’utilisation d’un spectrométre de masse en tandem comme détecteur apporte la spécificité et la

sensibilité nécessaires aux dosages des immunosuppresseurs :

-la grande spécificité permet de réduire au maximum 1’étape de chromatographie. En effet,
les inconvénients de la co-élution des molécules sont résolus par le choix de transitions de masse
hautement caractéristiques de la ou des molécules a doser. Le risque d’interférence est quasi nul.
Les interférences, avec les immunodosages sont des problemes insidieux et imprévisibles pouvant
avoir de graves conséquences cliniques en sur- ou sous-estimant la concentration sanguine réelle.
Plusieurs cas sont rapportés dans la littérature : chez un patient suivi sur plusieurs mois (13
prélevements), les concentrations de ciclosporine A par ACMIA sont de 68 % (35-108 %) plus
élevees que celles obtenues en LC-MS/MS ou ’EMIT (Pouwels et al. 2004).

-la sensibilit¢ de 1’appareil autorise la simplification des procédures d’extraction. Une
simple déprotéinisation de 1’échantillon est suffisante dans le domaine des concentrations mesurées
(0 a 50ng/ml pour tacrolimus, sirolimus et évérolimus et de 0 a 1500mg/ml pour la ciclosporine).

Aucune étape de (re-)concentration de 1’échantillon supplémentaire n’est nécessaire.

=>» Centralisation des analyses : le dosage immunologique est réalisable pour les 4 molécules mais
avec I’utilisation de techniques différentes (MEIA, FPIA, RIA...). Ces différentes techniques vont
nécessiter, d’une part I’acquisition de matériel et de coffrets réactifs différents pour chaque méthode
et d’autre part, un pre-traitement de I’échantillon, lui aussi, spécifique a chaque technique.
Notre technique de dosage permet de passer outre tous ces inconvénients ; une méme technique
permet le dosage simultané des quatre molécules :

- une seule gamme de calibration est réalisée : la gestion des réactifs se trouve tres

simplifiée.
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- tous les échantillons sont pré-traités de la méme maniére : simple déprotéinisation par du
méthanol/sulfate de Zinc puis centrifugation.
- toutes les analyses sont effectuées au sein du méme laboratoire

- arrét de ’utilisation d’isotopes radioactifs pour le dosage de la ciclosporine (RIA)

=>» Technique plus souple : les échantillons peuvent étre analysés au fur et & mesure de leur arrivée,
contrairement aux dosages du tacrolimus en MEIA par exemple ou les prélévements doivent étre
regroupées de maniere a étre traités par séries. De plus, en cas d’erreur de demande du service (par
exemple une demande de dosage de sirolimus a la place d’évérolimus), I’analyse n’est pas a refaire,

le dosage des quatre molécules est fait simultanément.

5.2 Inconvénients de la LC/MS-MS :

=>» L’utilisation de la spectrométrie de masse en tandem requiert un personnel trés qualifié. Il s’agit
d’un matériel trés sensible devant étre manipulé, entretenu et calibré avec beaucoup d’exigence de

maniére a obtenir des résultats reproductibles et justes.

=>» L’achat d’une LC/MS-MS est un investissement trés important (290 000 euros TTC en 2008).
Cet achat est rendu possible par les économies realisées sur les réactifs d’immunoanalyse.

L’amortissement d’un tel matériel est ainsi possible sur cing ans.

5.3 Conséguences du passage des méthodes immunologigues vers la
méthode chromatographigue

Elles sont de trois ordres :

=> La réorganisation des postes de travail pour les techniciens permettant un rendu des résultats des
dosages de sirolimus et évérolimus plus rapide (analyses réalisées quotidiennement et non plus trois
fois par semaine).

=>» Une confiance accrue dans la qualité du résultat du dosage (sensibilité et spécificité améliorées).
La contrepartie de cette amélioration de la qualité du dosage est une augmentation limitée du délai
dans le rendu des résultats du tacrolimus estimée a une heure pour les derniers prélevements recus
du fait du temps de passage chromatographique incompressible de 5 minutes par échantillon.

=>» L[’achat nécessaire d’un appareil « en miroir ». Ce deuxiéme appareil permet d’effectuer les
dosages six jours par semaine et d’avoir une solution de remplacement en cas de panne ou de

maintenance d’un des deux appareils.
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Le suivi thérapeutique pharmacologique est un outil indispensable pour le suivi des patients
transplantés et traités par des immunosuppresseurs. De nombreuses techniques immunologiques et
chromatographiques ont été développées pour le dosage sanguin de ces molécules. La méthode
chromatographique utilisée au sein de notre laboratoire permet de répondre a toutes les exigences
du suivi thérapeutique pharmacologique (rapidité, exactitude, sensibilité...).

Nos études de comparaison de méthodes ont permis le transfert de la technique immunologique vers
la technique chromatographique pour le sirolimus et I’évérolimus et d’envisager a court terme celui
du tacrolimus. Pour ce qui est du dosage de la ciclosporine en LC/MS-MS, des études
supplémentaires seront nécessaires pour mener a bien le transfert de méthode de dosage. En effet, le
probléme de linéarité sur I’ensemble de la gamme pour cette molécule doit étre mieux cerné et
explicité. De plus, I’importante augmentation d’activité apportée par ce dosage au sein du
laboratoire (analyse actuellement effectuée dans le laboratoire de biochimie spécialisée) ne pourra
étre envisagée sans une réorganisation des postes de travail et I’achat d’un préparateur automatisé

d’échantillons.
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