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1. Introduction 

 

Thérapeutique de dernier recours lors de la dysfonction terminale d'un organe vital, la 

transplantation vise à restaurer la fonction de l'organe par transfert chez un receveur d'un 

organe prélevé chez un donneur. Les premières tentatives de greffes ont concerné des 

tissus à la fin du XIXème siècle. Les problèmes d'histocompatibilité entre donneurs et 

receveurs ayant été identifiés à la suite des travaux de Jean Dausset sur le complexe majeur 

d'histocompatibilité (Human Antigen Leucocytes (HLA)) et de ceux de Jean Hamburger sur la 

sélection des donneurs sur des critères d'histocompatibilité, on a cru la transplantation 

d'organe réservée aux seuls jumeaux monozygotes. La première transplantation rénale a 

ainsi été effectuée à Boston en 1954 entre vrais jumeaux. 

C'est la découverte de la capacité de l'immunosuppression à protéger le receveur des 

réactions de rejet qui va révolutionner la transplantation d'organe. L'action des corticoïdes, 

de l'azathioprine, du méthotrexate et de l'irradiation du receveur dans la prévention du 

rejet de greffe permit en 1959 le succès des premières transplantations allogéniques de rein 

à Boston par Merrill et à Paris par Hamburger. La première greffe hépatique fut effectuée en 

1963. La première greffe cardiaque fut réalisée par Barnard en Afrique du sud en 1967 et 

par Cabrol en Europe en 1968. 

L'amélioration des propriétés immunosuppressives des molécules utilisées (essentiellement 

au travers de la découverte des propriétés de la ciclosporine en 1972 par le laboratoire 

Sandoz) entraina une diminution importante de la fréquence du rejet de greffe à partir du 

début des années 1980. Depuis, de nouvelles molécules et procédures sont venues enrichir 
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l'arsenal thérapeutique autorisant les patients bénéficiant d'une transplantation à vivre une 

vie quasiment normale. 

En France, plus de 5000 organes ont été greffés en 2012 dont plus de 3000 reins, 1161 foies 

(plus de 100 greffes de foie effectuées au CHU de Rennes), 394 cœurs (dont environ 80 

greffés à la Pitié-Salpêtrière) (1).   

Près de 12.000 patients sont inscrits sur les listes d'attente de greffe en 2013 et 400 à 500 

patients décèdent chaque année sans avoir pu bénéficier d'une transplantation (1). 

 

La transplantation d'organe demeure le traitement de dernier recours de la perte de 

fonction définitive du cœur, du foie, des poumons, des reins. L'implantation de ces organes 

transplantés va induire chez le receveur une réaction immunitaire, laquelle peut conduire au 

rejet de la greffe et à la perte du greffon. Afin de limiter cette réaction immunitaire, les 

patients bénéficiant d'une transplantation vont être traités par des médicaments 

immunosuppresseurs (IS) dont l'objectif est de limiter la réaction immunitaire de l'hôte 

contre le greffon. Ces médicaments appartiennent à plusieurs classes médicamenteuses : les 

corticoïdes, les inhibiteurs de calcineurine (CaN) (ciclosporine et tacrolimus), les inhibiteurs 

de la mammalian target of rapamycin (m-TOR) (sirolimus et éverolimus), les antimétabolites 

(acide mycophénolique et azathioprine) et les anticorps (immunoglobulines anti-

lymphocytaires, basiliximab, bélatacept, rituximab et alemtuzumab). Les indications de ces 

médicaments sont la prévention du rejet de greffe soit dans sa phase aiguë (induction) soit à 

distance de la période opératoire. Ils vont agir à différents niveaux cellulaires afin 

d'empêcher le déroulement des réactions immunitaires non-souhaitées (présentation de 

l'antigène, activation et prolifération cellulaire, migration et infiltration tissulaires de 

lymphocytes activés).  
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Malheureusement, en dépit de leur efficacité, ces principes actifs ne sont pas dénués de 

toxicité. Il convient donc, lors de leur emploi, d'assurer leur efficacité tout en minimisant le 

risque de toxicité inhérent à leur utilisation. Le suivi thérapeutique pharmacologique des 

concentrations sanguines d'IS, et en particulier pour les inhibiteurs de CaN, les inhibiteurs 

de m-TOR et les antimétabolites, a démontré son utilité quant à l'atteinte de ces deux 

objectifs. Ainsi, le maintien des concentrations sanguines d'IS au delà d'une limite inférieure 

et en deçà d'une borne supérieure, définissant ainsi une zone thérapeutique, a permis de 

réduire significativement le rejet aigu de greffe. Néanmoins, malgré l'utilisation intensive 

de ce suivi thérapeutique pharmacologique, la fréquence du rejet aigu a peu diminué au 

cours de ces dernières années et celui-ci peut survenir chez le patient alors même que ses 

concentrations sanguines sont en zone thérapeutique. C'est pourquoi la recherche 

d'améliorations de ce suivi thérapeutique ainsi que la recherche de nouveaux moyens de 

monitoring sont des axes pertinents d'investigation en pharmacologie des IS. 

La modélisation des concentrations sanguines d'IS comme la pharmacogénétique des 

protéines de transport et de métabolisme des IS devraient permettent une individualisation 

des posologies des médicaments anti-rejet. Ces approches autorisent également l'atteinte 

plus rapide des objectifs thérapeutiques de concentrations sanguines. 

Les IS ayant pour cible des structures protéiques internes aux cellules (et notamment aux 

lymphocytes), la concentration intracellulaire en IS et/ou l'activité des protéines cibles 

pourraient être des biomarqueurs plus pertinents que la simple mesure de la concentration 

sanguine dans le cadre de la prévention du rejet de greffe. 

L'objectif de ce travail est de proposer une optimisation de l'utilisation des IS à l'aide de 

méthodes pharmacologiques en développant de nouveaux outils : modèle 

pharmacocinétique permettant une meilleure prédiction des concentrations sanguines 
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des IS, dosage intracellulaire des IS et détermination de l'activité des cibles protéiques des 

IS.  

Au delà de son impact en pratique courante, ce travail doit permettre d'améliorer les 

connaissances des relations entre concentrations sanguines des IS - concentration 

intracellulaire et effet sur la protéine cible. 
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2. Généralités 

 

2.1 Thérapeutiques immunosuppressives et Pharmacologie 

 

La prévention du rejet de greffe repose sur l'utilisation d'associations IS appartenant à des 

classes thérapeutiques différentes : inhibiteurs de calcineurine (ciclosporine (Sandimmun©, 

Neoral©), tacrolimus (Prograf©, Advagraf©, Modigraf©)), inhibiteur de m-TOR (sirolimus 

(Rapamune©), éverolimus (Certican©)), antimétabolites (acide mycophénolique 

(Cellcept©, Myfortic©), azathioprine (Imurel©)), corticoïdes et anticorps 

(immunoglobulines de lapin (Thymoglobuline©), immunoglobulines de cheval 

(Lymphoglobuline©), basiliximab (Simulect©), rituximab (Mabthera©). L'objectif du 

traitement est de diminuer la réaction immunitaire liée à la transplantation d'un organe 

exogène à l'organisme tout en limitant les effets indésirables liés d'une part, à la toxicité des 

traitements et, d'autre part, à l'immunodépression générée. 

Le traitement comporte deux périodes : une période d'induction et une période d'entretien. 

L'objectif du traitement d'induction, faisant appel principalement aux anticorps, est double. 

Il vise à diminuer le risque de rejet aigu durant la période initiale post-opératoire par 

déplétion lymphocytaire et à permettre de retarder l'introduction du traitement d'entretien. 

Le traitement d'entretien vise également à diminuer le risque de rejet de greffe à court 

terme mais aussi à moyen et long terme. Les effets indésirables liés aux traitements IS 

peuvent être à la fois le fait d'une immunosuppression excessive avec développement de 

pathologies infectieuses voire de néoplasies et de la toxicité intrinsèque des molécules avec 
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principalement une néphrotoxicité importante mais également d'autres effets indésirables 

(neurotoxicité, diabète, gastralgie, hyperlipidémie...). 

L'immunosuppression, importante initialement, va être progressivement diminuée afin que 

les effets bénéfiques des traitements restent supérieurs aux risques. 

Le présent travail étant essentiellement centré sur les inhibiteurs de calcineurine et les 

inhibiteurs de m-TOR, nous développerons exclusivement la pharmacologie de ces deux 

classes médicamenteuses. 

 

2.1.1 Inhibiteurs de Calcineurine 

 

La ciclosporine et le tacrolimus sont des IS de la classe des inhibiteurs de calcineurine. Ces 

molécules vont, à l'intérieur du lymphocyte, se lier à des immunophilines, la cyclophiline 

pour la ciclosporine et le FK-binding protein 12 (FKBP-12) pour le tacrolimus (2). Les 

complexes ainsi formés vont se lier secondairement au calcium et à la calcineurine, une 

sérine-thréonine phosphatase, qui déphosphoryle des facteurs de croissance et notamment 

le Nuclear factor of Activated T-cell (NFAT) (3). L'activité de la calcineurine et la 

translocation du NFAT vers le noyau se trouvent ainsi inhibées. Parallèlement, l'effet 

d'autres facteurs de croissance partiellement dépendants de la calcineurine, le Nuclear 

Factor  kappa B (NF-κb) et l'Activating Protein 1 (AP-1), se trouvent également inhibés. 

L'inhibition de ces facteurs de croissance entraine une diminution de la sécrétion de 

cytokines et principalement de l'interleukine-2 (IL-2). La diminution de cette sécrétion va 

bloquer la prolifération cellulaire des lymphocytes et ainsi diminuer la réaction immunitaire 

(2).  
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2.1.1.1 Ciclosporine 

 

La ciclosporine A est un décapeptide cyclique isolé à partir d'un champignon (Trichoderma 

polysporum ou Tolypocladium inflatum gams) en 1970, indiqué dans la greffe d'organe et de 

tissus ainsi que dans la greffe de cellules souches. Elle peut être indiquée dans le cadre de la 

transplantation rénale, hépatique, cardiaque, pulmonaire et pancréatique à la phase 

d'induction et d'entretien du traitement (Figure 1) (4,5). 

Les posologies sont adaptées en fonction des concentrations sanguines mesurées lors du 

suivi thérapeutique pharmacologique recommandé au cours d'un traitement par 

ciclosporine (6).  

 

 

Figure 1. Structure chimique de la ciclosporine d'après (7). 
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A. Pharmacocinétique 

 

Absorption 

 

La ciclosporine est absorbée de manière incomplète dans la partie haute de l'intestin 

(duodénum et jéjunum). La concentration maximale (Cmax) est obtenue entre 1 et 6 heures 

avec la spécialité Sandimmun© (moyenne 3,5 heures) et plus rapidement avec la spécialité 

microemulsionnée Néoral© (1,5 à 2 heures) (4,5). L'absorption est extrêmement variable 

d'un individu à un autre et la biodisponibilité est rapportée pour le Sandimmun© comme 

pouvant aller de 5 à 89% (8). La spécialité Neoral© présente une biodisponibilité plus 

importante que la spécialité Sandimmun© de 20 à 50% (4).  

La ciclosporine est substrat de la P-glycoprotéine ou protéine ABCB1 codée par le gène 

ABCB1 (9). Cette protéine est ubiquitaire mais son expression est importante au niveau de 

l'épithélium digestif. Il s'agit d'une protéine d'efflux qui va donc limiter l'absorption de la 

ciclosporine et pourrait également influer sur sa distribution et son élimination. ABCB1 est 

le jeu d'un polymorphisme de son expression et/ou de son activité laquelle contribue 

encore à la variabilité de la pharmacocinétique de la ciclosporine (9). La ciclosporine est 

également un substrat du cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) formant au niveau de l'intestin 

une barrière coopérative avec ABCB1 (10). Un polymorphisme du gène CYP3A4 codant pour 

la protéine CYP3A4, le CYP3A4*22, présent avec une fréquence de 5 à 7% dans la population 

caucasienne, a récemment été identifié comme influençant la pharmacocinétique de la 

ciclosporine (10).  
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De nombreux travaux ont également mis en avant le rôle du cytochrome P450 3A5 (CYP3A5) 

dans le métabolisme de la ciclosporine. Le polymorphisme du gène de ce cytochrome est à 

l'origine d'une importante variabilité de la pharmacocinétique de la ciclosporine (11). 

La Cmax et l'aire sous la courbe (AUC) de la ciclosporine augmentent avec la dose 

administrée de façon curvilinéaire entre 0 et 1400 mg avec la spécialité Sandimmun©. 

L'administration de la spécialité Neoral© avec l'alimentation entraine une diminution de la 

Cmax et de l'AUC (4). 

 

Distribution 

 

Le volume de distribution de la ciclosporine est de l'ordre de 3 à 5 L/kg chez le transplanté 

d'organe témoignant du caractère lipophile de la molécule (4). La ciclosporine se distribue 

dans les érythrocytes (41 à 58%), le plasma (33 à 47%), les granulocytes (5 à 12%), les 

lymphocytes (4 à 9%). Dans le plasma, la ciclosporine est liée aux protéines plasmatiques à 

hauteur de 90% en particulier aux lipoprotéines de haute densité (HDL) (5).  

 

Métabolisme 

 

La ciclosporine est métabolisée de manière quasi-exclusive par le cytochrome P450 dans le 

foie et à un niveau beaucoup moins important dans le tractus gastro-intestinal et les reins. 

Au moins 25 métabolites ont été identifiés. Ces métabolites ne sont que faiblement 

responsables de l'activité de la molécule et de sa toxicité. Les métabolites majeurs sont les 

métabolites oxydés (M1 et M9) ainsi que le métabolite N-déméthylé (M4N). Les AUC des 

métabolites représentent respectivement 70%, 21% et 7,5% de l'AUC de la ciclosporine (12). 
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Les isoformes 3A4 et 3A5 du cytochrome P450 sont les enzymes majeurs du métabolisme et 

influencent de manière significative la pharmacocinétique de la ciclosporine. La clairance 

intrinsèque de la ciclosporine par la voie du CYP3A4 est 2,3 fois supérieure à la clairance par 

la voie du CYP3A5 (12). Seuls 10 à 30% des patients caucasiens expriment le CYP3A5 et vont 

donc métaboliser de manière plus importante la ciclosporine. Le polymorphisme de ces 

enzymes ainsi qu'un grand nombre de facteurs endogènes ou environnementaux peuvent 

également induire ou inhiber le métabolisme de la ciclosporine (alimentation, comédication, 

protéinémie, hématocrite...). 

 

Elimination 

 

La principale voie d'élimination de la ciclosporine est la voie biliaire sous forme de 

métabolites. Seuls 6% de la fraction administrée par voie orale sont éliminés par voie rénale 

dont seulement 0,1% sous forme inchangée. L'élimination (distribution plus élimination) de 

la ciclosporine est bi-phasique avec une demi-vie alpha de 2h et une demi-vie terminale de 

8h (5-18h) pour la spécialité Neoral© et de 19h (10-27h) pour la spécialité Sandimmun©. La 

concentration à l'équilibre sera donc atteinte en 2 à 4 jours (4,5). 

Ni la dialyse, ni l'altération de la fonction rénale n'influencent l'élimination de la ciclosporine 

(4).  
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B. Effets indésirables 

 

L'effet indésirable principal et le plus limitant de l'utilisation de la ciclosporine est la 

néphrotoxicité inhérente au traitement (4,5). Celle-ci peut revêtir deux formes : une forme 

aiguë, réversible et concentration-dépendante et une forme chronique avec fibrose 

interstitielle. Parmi les autres effets indésirables, l'hypertension artérielle, l'hypertrophie 

gingivale, l'hypertrichose, l'hypomagnésémie, les troubles digestifs, l'élévation des enzymes 

hépatiques et la neurotoxicité (tremblement des extrémités, paresthésies) sont fréquents 

(4,5). Plus rarement sont rapportés : des troubles neurologiques centraux et des 

neuropathies périphériques, des alopécies, des acnés, des algies polyarticulaires, des 

troubles hématologiques... (4,5) 

 

2.1.1.2. Tacrolimus 

 

Le tacrolimus ou FK506 est une molécule cyclique de la famille des macrolides issue d'un 

microorganisme : Streptomyces tsukubaensis (Figure 2). Il est indiqué dans la prévention du 

rejet de greffe cardiaque, rénal et hépatique. Le tacrolimus peut également être utilisé dans 

le traitement de la prévention du rejet de l'allogreffe résistant à un autre traitement 

immunosuppresseur. La posologie recommandée est différente selon le type de 

transplantation : 0,1 à 0,15 mg/kg/j en transplantation hépatique; 0,1 à 0,2 mg/kg/j en 

transplantation rénale et 0,075 mg/kg/j en transplantation cardiaque (13). L'adaptation de 

la posologie doit ensuite se faire en fonction des résultats du suivi thérapeutique 

pharmacologique des concentrations sanguines en tacrolimus. Les posologies peuvent 
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également être adaptées a priori selon le génotype du patient pour le CYP3A5. Cette 

adaptation de posologie permet d'atteindre la zone thérapeutique plus rapidement que 

l'adaptation de posologie effectuée en fonction des seules concentrations sanguines en 

tacrolimus (14). 

 

 

Figure 2. Structure chimique du tacrolimus d'après (15). 

 

A. Pharmacocinétique 

 

Absorption 

 

L'absorption du tacrolimus par voie orale est généralement faible, de l'ordre de 25%, mais 

peut varier dans une proportion considérable (16,17). La biodisponibilité est réduite par 
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l'alimentation.  La faible hydrosolubilité de la molécule ainsi que les altérations de la motilité 

digestive rapportées chez les patients transplantés pourraient être à l'origine de l'absorption 

erratique du tacrolimus (16). L'effet de premier passage lié au cytochrome P450 3A ainsi que 

l'action d'ABCB1 pourraient également limiter l'absorption de la molécule, le tacrolimus 

étant substrat à la fois du CYP3A4 et de la protéine ABCB1 (16,18). La concentration 

sanguine maximale en tacrolimus est généralement atteinte en 0,5 à 1h (16). Chez le 

volontaire sain, la pharmacocinétique du tacrolimus est linéaire (13). 

 

Distribution 

 

Dans le sang, le tacrolimus se répartit essentiellement dans les érythrocytes. La liaison aux 

érythrocytes est concentration-dépendante avec un rapport sang/plasma plus faible à forte 

concentration (16). Les concentrations en tacrolimus mesurées dans le sang total sont en 

moyenne 15 fois supérieures aux concentrations mesurées dans le plasma (16). Le 

tacrolimus est très fortement lié aux protéines plasmatiques (>99,9%) principalement à l'α1-

glycoprotéine acide, les lipoprotéines et l'albumine (16). La Cmax atteinte chez le volontaire 

sain après une administration de 5mg est de 29,7 ± 7,2 ng/mL. Chez le transplanté rénal, 

une administration per os de 0,02 mg/kg/j ou de 0,03 mg/kg entraine respectivement une 

Cmax de 19,2 ± 10,3 ng/mL et de 24,2 ± 15,8 ng/mL. Chez le transplanté hépatique, une 

dose orale de 0,03 mg/kg/j entraine une Cmax de 68,5 ± 30,0 ng/mL et chez le transplanté 

cardiaque des doses orales de 0,075 mg/kg/j et de 0,15 mg/kg/j entrainent respectivement 

des Cmax de 14,7 ± 7,8 ng/mL et 24,5 ± 13,7 ng/mL (13). Le tacrolimus diffuse largement 

dans les tissus y compris dans le placenta et le lait maternel (19).  
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Les données de pharmacocinétiques obtenues dans les essais de phase I chez le volontaire 

sain pour le tacrolimus à libération immédiate et le tacrolimus à libération modifiée sont 

rapportés dans le tableau 1 (20). 

 

Tableau 1. Paramètres pharmacocinétiques rapportés chez le volontaire sain d’après (20). 

 

 

 

Métabolisme 

 

Le tacrolimus est métabolisé de manière intense dans le foie et l'intestin par les enzymes du 

système P450 du cytochrome et moins de 0,5% du tacrolimus est retrouvé sous forme 

inchangée dans les urines et les feces (21). Ainsi, l'insuffisance hépatocellulaire induit une 

diminution de la clairance hépatique du médicament et une accumulation systémique du 

tacrolimus (17). 

Le CYP3A5 joue un rôle encore prépondérant comparativement au CYP3A4 dans le 

métabolisme du tacrolimus. De nombreuses études ont montré que le génotype du CYP3A5 

influençait fortement le métabolisme. Ainsi, les rapports concentration sur dose ou AUC sur 

dose sont beaucoup plus faibles chez les patients exprimant le CYP3A5 (CYP3A5*1) que chez 
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les patients n'exprimant pas le CYP3A5 (CYP3A5*3) (22,23). Plus de 15 métabolites 

pourraient exister. Les métabolites les plus importants sont le M1, M2, M3 et M6 produits 

par le CYP3A4 (M1, M2, M3) et le CYP3A5 (M1, M2, M3 et M6) (24,25). Un grand nombre de 

facteurs environnementaux et endogènes influencent le métabolisme et contribuent à la 

variabilité de la pharmacocinétique chez le patient (comédications, âge, fonction 

hépatique...) (17). 

 

Elimination 

 

Le tacrolimus est majoritairement éliminé par voie biliaire sous forme de métabolites. La 

clairance rapportée chez 16 volontaires sains est de 0,041 ± 0,008 L/h.kg après une dose de 

5 mg per os; de 0,083 ± 0,050 L/h.kg chez 26 transplantés rénaux traités par 0,02 mg/kg/12h 

administrés par voie intraveineuse; de 0,053 ± 0,017 L/h.kg chez 17 transplantés hépatiques 

ayant reçu 0,05 mg/kg/12h par perfusion intraveineuse et de 0,051 ± 0,015 L/h.kg chez 11 

transplantés cardiaques traités par 0,01 mg/kg/j en perfusion continue (13). 

 

B. Effets indésirables 

 

Comme la ciclosporine, le tacrolimus présente une toxicité rénale liée à son utilisation. Les 

autres principaux effets indésirables sont l'apparition d'une neurotoxicité, d'un diabète 

iatrogène, de troubles gastro-intestinaux, d'infections. Ces effets sont plus fréquemment 

présents à fortes concentrations (17). Le tacrolimus peut également être à l'origine d'une 

hypertension artérielle. 
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Les effets neurotoxiques sévères semblent être plus fréquents chez le transplanté hépatique 

et notamment le patient transplanté pour une hépatite virale B ou C (17). 

 

2.1.2 Inhibiteurs de la mammalian target of rapamycine (m-TOR) 

 

Le sirolimus et l'évérolimus sont les deux molécules de la classe des inhibiteurs de m-TOR 

utilisées dans la prévention du rejet de transplantation solide. Les inhibiteurs de m-TOR 

inhibent la prolifération cellulaire en bloquant la progression du cycle cellulaire de la phase 

G1 à S. Cette inhibition est médiée par la formation d'un complexe entre la molécule et le 

FKBP-12, comme le tacrolimus. Le complexe ainsi formé inhibe la protéine kinase m-TOR qui 

provoque un arrêt du cycle cellulaire à la phase G1 via la phosphatidylinositol-kinase de type 

3 (PI 3-k) et la protéine kinase B (Akt) (26). Cette inhibition de la prolifération cellulaire 

entraine une diminution de la prolifération lymphocytaire par blocage de la synthèse de 

nucléotides et ainsi de la prolifération des cellules B et T activées par l'interleukine-2. Bien 

que partageant la même cible cellulaire que le tacrolimus (FKBP-12), les inhibiteurs de m-

TOR peuvent être associés à cette molécule avec un maintien de la synergie d'effet 

immunosuppressif (27). Les inhibiteurs de m-TOR sont généralement associés aux 

inhibiteurs de la calcineurine afin de permettre une diminution des concentrations et par 

conséquent de la toxicité rénale de ces derniers. Les traitements par inhibiteurs de m-TOR 

permettent également parfois d'éliminer complètement les inhibiteurs de calcineurine soit 

précocément (de un à trois mois) soit même de novo. Il semble néanmoins que de telles 

approches thérapeutiques ne puissent être appliquées qu'à certains patients à faible risque 

immunologique et au prix d'une augmentation de la fréquence de rejet.  
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2.1.2.1 Sirolimus 

 

Le sirolimus est une molécule de la famille des macrolides isolée à partir d'un champignon, 

Streptomyces hygroscopicus (Figure 3) (28). Baptisé initialement rapamycine, le sirolimus a 

été découvert sur l'ile de Pâques (Rapa nui) et était, à l'origine, utilisé pour ses propriétés 

antifongiques dans les années 70 avant que ses propriétés immunosuppressives ne soient 

découvertes en 1988 (28).  

 

 

Figure 3. Structure chimique du sirolimus d'après (29). 
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A. Pharmacocinétique 

 

Absorption 

 

La biodisponibilité du sirolimus est faible, allant de 14% en moyenne pour la solution 

buvable à 27% en moyenne pour les comprimés enrobés (30). La Cmax est atteinte en 0,5 à 

3h (31). L'alimentation augmente l'absorption du sirolimus avec une AUC plus élevée de 

35% lorsque le médicament est pris au cours d'un repas (32).  

 

Distribution 

 

Dans le sang, le sirolimus se répartit essentiellement dans les érythrocytes (31). Le volume 

de distribution du sirolimus est élevé en raison de son importante lipophilie. Selon les 

études, le volume de distribution rapporté est de 5,6 à 16,7 L/kg (31).  

 

Métabolisme 

 

Le métabolisme du sirolimus prend place essentiellement dans l'intestin et dans le foie via le 

cytochrome P450 3A4 et dans une moindre mesure, le cytochrome P450 3A5 (31,33). Les 

deux principales voies de métabolisme sont la voie de la O-déméthylation et la voie 

d'hydroxylation (31,34). Ces métabolites représentent moins de 10% de l'activité 

immunosuppressive de la molécule (31).  
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Elimination 

 

L'élimination du sirolimus s'effectue par voie biliaire à plus de 90% et seuls 2% sont 

retrouvés sous forme inchangée dans les urines (31).   

 

B. Effets indésirables 

 

Les effets indésirables rapportés lors de l’utilisation du sirolimus sont essentiellement des 

effets de classe et sont donc communs à l’évérolimus. Un risque de thrombose de l’artère 

hépatique, de perte du greffon et de décès des patients transplantés hépatiques a limité son 

indication à la transplantation rénale (35). Une hyperlipidémie concentration-dépendante 

est fréquemment rapportée laquelle entraine un sur-risque cardiovasculaire pour le patient 

(36,37). La molécule provoque également une toxicité hématologique avec des 

thrombocytopénies d’apparition précoce en cours de traitement, disparaissant rapidement, 

et des anémies et leucopénies d’apparition plus tardive et pouvant persister (38). Ces 

anémies répondent peu à la supplémentation en fer et sont également fréquemment 

résistantes à l’érythropoïetine. Elles peuvent nécessiter un changement de thérapie pour du 

mycophénolate sodique (39). Rarement (1 à 3% des cas), des pneumopathies interstitielles 

ont été décrites. Cet effet indésirable grave nécessite la suspension du traitement. 

Parmi les autres effets indésirables décrits, les infections, les protéinuries, les œdèmes 

périphériques et les aphtoses (attribuées à la réactivation d’infection à Herpes) 

prédominent (35). 
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2.1.2.2 Everolimus 

 

L'évérolimus est, comme le sirolimus, un macrolide qui présente un effet antiprolifératif et 

immunosuppresseur très important. La molécule présente néanmoins des caractéristiques 

de stabilité, de solubilité ainsi qu'un profil pharmacocinétique plus favorable que le 

sirolimus (Figure 4) (26). L'évérolimus a été autorisé en Europe en 2003 dans le cadre de la 

prévention du rejet de greffe rénale, cardiaque et hépatique en association avec la 

ciclosporine ou le tacrolimus et des corticoïdes.  

 

Figure 4. Structure chimique de l'évérolimus d'après Kirchner et al. (26). 

 

La posologie doit être adaptée en fonction du suivi thérapeutique pharmacologique des 

concentrations sanguines (40). 
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A. Pharmacocinétique 

 

Absorption 

 

L'évérolimus présente une biodisponibilité faible, de l'ordre de 16%, et la concentration 

maximale est obtenue chez le volontaire sain ou le transplanté 0,5 à 2,5 heures en moyenne 

après la prise orale (26,41). Cette biodisponibilité est réduite par l'alimentation : la Cmax et 

l'AUC sont respectivement réduites de 60% et 16% lors de l'administration avec un repas 

gras. L'évérolimus est également un substrat d’ABCB1 qui peut limiter l'absorption de la 

molécule au niveau de la barrière intestinale (42). Néanmoins, dans les études menées chez 

le patient transplanté, l'évérolimus présente une pharmacocinétique linéaire après 

administration de doses allant de 0,25 à 25 mg (26).  

 

Distribution 

 

Aux concentrations thérapeutiques, plus de 75% de l'évérolimus diffuse dans les globules 

rouges, ce qui justifie un suivi thérapeutique pharmacologique dans le sang total. Dans le 

plasma, la molécule est très liée aux protéines plasmatiques (26). L'état d'équilibre est 

généralement atteint en 7 jours avec un facteur 3 d'accumulation comparativement aux 

valeurs obtenues après la première dose. La concentration sanguine minimale mesurée à 

l'équilibre présente une bonne corrélation avec l'AUC (R2=0,88). La variabilité inter-

individuelle est élevée (avec un coefficient de variation de l'AUC rapporté de 85,4%) ainsi 

que la variabilité intra-individuelle (coefficient de variation de l'AUC de 40,8%) (43). La 

concentration sanguine maximale moyenne après une administration d'une dose unique de 
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4 mg chez le volontaire sain est de 44,2 ± 13,3 ng/mL et l'AUC moyenne de 219 ± 69 ng.h/mL 

(44). Chez le transplanté rénal, les concentrations minimales moyennes rapportées à 

l'équilibre après des doses de 0,5 mg, 1 mg et 2 mg deux fois par jour sont respectivement 

de 1,5 ± 1,8 ng/mL, 4,7 ± 2,6 ng/mL et 9,5 ± 5,2 ng/mL; les Cmax moyennes de 

respectivement 5,0 ± 2,9 ng/mL, 11,6 ± 4,4 ng/mL et 21,9 ± 10,5 ng/mL et les AUC moyennes 

de respectivement 34 ± 23 ng.h/mL, 81 ± 34 ng/mL et 164 ± 78 ng.h/mL (Tableau 2). Les 

concentrations ou les AUC rapportées à la dose administrée sont, pour leur part, très 

proches confirmant le caractère linéaire de la cinétique de la molécule (26,43). 

 

Tableau 2. Paramètres pharmacocinétiques de l'évérolimus chez le transplanté rénal d'après 

Kirchner et al (26). 
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Métabolisme 

 

Le métabolisme de l'évérolimus est majoritairement hépatique, et également intestinal. La 

molécule est métabolisée au niveau hépatique principalement par le cytochrome 2C8 

(CYP2C8) puis par le CYP3A4 et dans une moindre mesure par le CYP3A5 (45). Ainsi, il existe 

quatre métabolites : l'hydroxy-évérolimus, le dihydroxy-everolimus, le démethyl-everolimus 

et le métabolite à cycle ouvert. L'hydroxy-everolimus est le métabolite le plus important 

avec une AUC équivalente à la moitié de l'AUC de la molécule mère (26). L'inhibition et 

l'induction du système enzymatique du cytochrome P450 par d'autres médicaments 

pourrait donc influer sur la pharmacocinétique de l'évérolimus. Des interactions 

médicamenteuses ont d'ailleurs été rapportées avec des inhibiteurs comme la ciclosporine 

ou des inducteurs comme la rifampicine (44,46). Néanmoins, plusieurs modèles 

pharmacocinétiques développés par approche de population n'ont pas mis en évidence 

d'influence du génotype du  CYP3A5 sur la pharmacocinétique de l'évérolimus chez le 

transplanté rénal et cardiaque, confirmant ainsi le rôle mineur de ce cytochrome dans le 

métabolisme de la molécule (25,26). 

 

Elimination 

 

L'évérolimus est éliminé par voie biliaire à 98% sous forme de métabolites et moins de 2% 

du principe actif sont retrouvés dans l'urine sous forme inchangée (26). La demi-vie 

d'élimination est décrite comme variant de 18 à 35 heures (26). La clairance de l'évérolimus 

chez le volontaire sain a été calculée à 19,7 ± 5,4 L/h après une dose unique. 
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B. Effets indésirables 

 

La plupart des effets indésirables est commune avec le sirolimus. Les principaux effets 

indésirables rapportés de manière fréquente lors de l'utilisation de l'évérolimus sont une 

toxicité hématologique (dont des leucopénies très fréquentes), une hyperlipidémie, des 

troubles rénaux (notamment l'apparition fréquente d'une protéinurie et une exacerbation 

de la toxicité rénale des inhibiteurs de calcineurine, en particulier lorsque les deux classes 

sont associées précocement), une hypertension artérielle et des œdèmes, un retard à la 

cicatrisation. Les effets indésirables liés à l'immunosuppression générée par la molécule 

sont la survenue d'infections et de cancers avec une fréquence de 3,0% dans les essais 

contrôlés (3256 patients) dont 1,0% de cancers cutanés et 0,6% de lymphomes ou de 

syndromes lymphoprolifératifs (47). 

 

2.2 Suivi thérapeutique pharmacologique des concentrations 

d’immunosuppresseurs 

 

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) des médicaments est la mesure de la quantité 

d’un analyte dans un milieu biologique dans le but d’interpréter la concentration mesurée, à 

l’aune des données disponibles en termes de relation concentration-effet et de 

concentrations attendues dans le milieu dans lequel l’analyte se trouve, afin de proposer 

une adaptation de la posologie du médicament permettant de maximiser l’efficacité et de 

minimiser la toxicité du traitement.  
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L'association internationale de suivi thérapeutique pharmacologique et de toxicologie 

clinique (IATDMCT) définit le STP comme étant : "une spécialité pluridisciplinaire visant à 

améliorer la prise en charge du patient en ajustant individuellement la dose de 

médicaments pour lesquels le bénéfice clinique du STP a été démontré dans la population 

générale ou dans une population particulière. Il repose sur des informations 

pharmacogénétiques, démographiques et cliniques a priori et/ou sur la mesure a posteriori 

des concentrations sanguines du médicament (suivi pharmacocinétique) ou de composés 

endogènes de substitution ou de paramètres biologiques d'effet (suivi 

pharmacodynamique) (48). 

Tous les médicaments n’ont pas vocation à bénéficier de dosages et notamment de dosages 

sanguins. Pour que le STP présente un intérêt, il faut que le médicament candidat présente 

un certain nombre de caractéristiques : 

 - Le médicament ne doit pas présenter de relation entre dose et concentration. En 

d’autres termes, la concentration ne doit pas être aisément prédictible à l’aide de la seule 

dose administrée. 

 - Il doit exister une variabilité importante des concentrations du médicament pour 

une même dose administrée à plusieurs individus (variabilité inter-individuelle) voire au 

même individu lors d’occasions différentes (variabilité intra-individuelle).  

 - Il doit exister pour ce médicament une relation entre concentration et effet (que 

cela soit une relation entre concentration et efficacité ou entre concentration et toxicité). 

 - La marge thérapeutique du médicament, définissant la limite entre la concentration 

la plus basse pour laquelle un effet est obtenu et la concentration la plus élevée au delà de 

laquelle les effets indésirables augmentent de façon non souhaitable, doit être étroite.  
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Les marges thérapeutiques inférieure et supérieure définissent la zone thérapeutique, elle-

même définie statistiquement à partir des essais de phase III selon une courbe gaussienne. 

Les médicaments IS, eu égard à leurs propriétés pharmacologiques, sont d'excellents 

candidats au STP. Fait assez rare, le STP est dans tous les cas inscrit dans le résumé des 

caractéristiques des produits de la ciclosporine, du tacrolimus, du sirolimus et de 

l'évérolimus. 

La méthodologie pour l'évaluation du niveau de preuve du STP a été définie par Le Guellec 

et al., stratifiant le niveau de preuve du STP de " indispensable" à "éventuellement utile" 

voire "restant à évaluer" (49). La SFPT (Société Française de Pharmacologie et 

Thérapeutique) a ainsi publié plusieurs articles de synthèse afin d'évaluer le niveau de 

preuve du STP des médicaments. Parmi les IS, seul l'évérolimus a bénéficié de cette 

synthèse et le niveau de preuve de son STP a été évalué comme étant "recommandé" (50).  

 

2.2.1 Suivi thérapeutique pharmacologique de la ciclosporine 

 

Le STP de la ciclosporine chez le patient transplanté s'effectue généralement soit à partir de 

prélèvements sanguins obtenus juste avant une administration (Cmin, concentration 

résiduelle ou vallée) ou obtenus deux heures après administration de ciclosporine (C2). Le 

calcul de l'AUC ou d'une "mini-AUC" étant une option complexe de STP en pratique, la 

mesure de la concentration sanguine en point unique est le plus souvent pratiqué. Par 

rapport à la Cmin, la C2 est un meilleur reflet de l'AUC (que cela soit l'AUC de 0 à 12h (AUC0-

12) ou l'AUC de 0 à 4h (AUC0-4)) c'est à dire l'exposition au médicament. La corrélation entre 
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C2 et AUC0-4 est rapportée comme étant bien meilleure (r2 allant de 0,81 à 0,93) que celle 

entre Cmin et AUC0-4 (r2 allant de 0,03 à 0,41) tous types de transplantation confondus (51).  

Le STP par mesure de la C2 a démontré sa capacité à réduire le risque de rejet aigu chez le 

transplanté rénal et hépatique (52,53). Les zones thérapeutiques recommandées en termes 

de C2 sont rapportées dans les tableaux 3 et 4.  

 

Tableau 3. Zones thérapeutiques recommandées pour les C2 en transplantation rénale 

d'après Levy et al. (51) 

 

 

 

 

 

Tableau 4. Zones thérapeutiques recommandées pour les C2 en transplantation hépatique 

d'après Levy et al. (51) 
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Néanmoins, la mesure de la C2, si elle apparait viable durant la période d'hospitalisation 

post-transplantation, est une approche complexe à mettre en œuvre en dehors de cette 

période. En effet, la mesure de la C2 doit être effectuée au maximum 15 minutes avant ou 

15 minutes après l'heure théorique (54). Ce manque de flexibilité inhérent à ce type de STP 

le rend moins pertinent en pratique clinique. C'est pourquoi nombre d'équipes utilisent le 

suivi des concentrations sanguines résiduelles (Cmin) afin d'adapter les posologies en cours 

de traitement. Les concentrations recommandées dépendent du type de transplantation et 

du délai post-transplantation. Ces concentrations recommandées sont rapportées dans le 

tableau 5. 

 

Tableau 5. Cmin de ciclosporine recommandées en fonction du type de transplantation et 

du délai post-transplantation d'après Marquet et al. (6). 

 

 

 

L'association, à distance de la transplantation, d'un inhibiteur de m-TOR avec la ciclosporine 

permet de diminuer encore les concentrations requises afin de prévenir le rejet de greffe. 

En effet, la potentialisation des effets entre ciclosporine et inhibiteurs de m-TOR permet de 

diminuer les exigences en termes de zone thérapeutiques. C'est pourquoi, certains patients 

peuvent être immunodéprimés de façon satisfaisante avec des Cmin de 50 à 100 ng/mL 
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pour peu que les concentrations sanguines de l'inhibiteur de m-TOR soient également en 

zone thérapeutique (55). 

 

2.2.2 Suivi thérapeutique pharmacologique du tacrolimus 

 

Les concentrations sanguines résiduelles en tacrolimus doivent être surveillées en période 

post-transplantation. Le lien entre les Cmin de tacrolimus et le rejet de transplantation ainsi 

qu'avec le risque de survenue d'effets indésirables a été établi, à la fois en transplantation 

rénale et hépatique (56,57). La Cmin est considérée comme étant un bon reflet de l'AUC et 

la C2 ne semble pas être mieux corrélée à l'AUC que la Cmin (58). La première conférence de 

consensus sur le STP du tacrolimus recommandait des concentrations sanguines de 5 à 20 

ng/mL quel que soit le type de transplantation (59). Les recommandations plus récentes 

précisent, pour les patients ne bénéficiant pas d'induction par anticorps monoclonaux, une 

Cmin sanguine cible comprise entre 10 et 15 ng/mL durant les 3 premiers mois puis 

diminuant vers 5 à 10 ng/mL par la suite (58). L'étude SYMPHONY, dont l'un des bras visait 

la minimisation des concentrations de tacrolimus chez des patients transplantés rénaux 

traités également par mycophénolate mofétil, corticoïdes et une induction par basiliximab, 

a permis de proposer en cas d'association du tacrolimus après induction et en cas de co-

traitement avec l'acide mycophénolique et des corticoïdes, une Cmin cible de 3 à 7 ng/mL. 

Le bras tacrolimus présentait à 1 an le plus faible taux de rejet aigu et le profil d'épargne 

rénal le plus avantageux (60). A noter que les concentrations moyennes effectivement 

atteintes au cours de cette étude étaient proches de la limite haute recommandée (6,4 ± 1,4 
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ng/mL) (60). Le consensus européen recommande également une Cmin faible (3 à 7 ng/mL) 

en cas d'association entre tacrolimus et inhibiteur de m-TOR (Tableau 6) (58). 

Tableau 6. Cmin de tacrolimus recommandées selon le type de protocole 

d'immunosuppression en transplantation rénale d'après Wallemacq et al. (58). 

 

 

 

Récemment, une méta-analyse menée sur 64 études en transplantation hépatique et 

comparant les données des patients présentant une Cmin supérieure à 10 ng/mL à celles 

des patients présentant une Cmin inférieure à 10 ng/mL durant le premier mois post-

transplantation a permis de conclure qu'une cible de 6 à 10 ng/mL dès la post-

transplantation immédiate n'entrainait pas plus de rejet et permettait de réduire la toxicité 

rénale à un an du tacrolimus chez le transplanté hépatique (61). 

 

2.2.3 Suivi thérapeutique du sirolimus 

 

La posologie du sirolimus doit être adaptée individuellement à partir des concentrations 

sanguines résiduelles. Le lien entre les concentrations sanguines en sirolimus et l'efficacité 

clinique du traitement a été démontré en transplantation rénale (34). La corrélation entre 

Cmin et AUC du sirolimus est excellente (R2 =  0.96) et également liée à la survenue de rejet 

de greffe (62). Ainsi, les stratégies de STP du sirolimus reposent sur la mesure de la Cmin. 
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Chez le patient transplanté rénal, la fréquence de survenue du rejet de greffe est plus 

importante chez les patients présentant une Cmin inférieure à 5 ng/mL tandis qu'une Cmin 

supérieure à 15 ng/mL est associée à la survenue d'effets indésirables hématologiques et 

lipidiques (31). Le RCP du sirolimus recommande le STP en particulier dans les cas 

d'insuffisance hépatique, d'interactions médicamenteuses, lors de la diminution de la 

posologie de ciclosporine associée à la molécule. Lors de l'association à la ciclosporine, il est 

recommandé d'obtenir une Cmin comprise entre 4 et 12 ng/mL. La ciclosporine peut ensuite 

être progressivement arrêtée et une cible de sirolimus de 12 à 20 ng/mL est alors 

recommandée (35).  

 

2.2.4 Suivi thérapeutique de l'évérolimus 

 

Le STP de l'évérolimus repose également sur la mesure de la Cmin sanguine. Le résumé des 

caractéristiques du produit Certican® stipule qu’une surveillance régulière des 

concentrations sanguines de l’évérolimus est recommandée. Plusieurs études montrent une 

fréquence plus importante de rejet aigu chez les patients dont la Cmin est inférieure à 3 

ng/mL (43,63,64). Dans les études de phase I, les patients ayant reçu une dose d'évérolimus 

de 7,5 mg/j présentaient davantage de leucopénies et de thrombopénies que les patients 

traités par une dose de 0,75 mg/j ou 2,5 mg/j suggérant une toxicité concentration 

dépendante laquelle était confirmée par les données pharmacocinétiques de l'étude (65). 

Les études de phase III ont permis de définir la limite supérieure de la zone thérapeutique 

comme étant une concentration sanguine de 8 ng/mL (66). En effet, chez les patients dont 

les Cmin étaient comprises entre 7,8 et 15 µg/mL, l'incidence des leucopénies (moins de 
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4000 leucocytes par mm3) était de 15% et celle des thrombopénies (moins de 150000 

plaquettes par mm3) de 17%. Ainsi, la zone thérapeutique recommandée à l'équilibre pour 

les Cmin sanguines d'évérolimus chez le patient transplanté est de 3 à 8 ng/mL (40). 

 

2.2.5 Limites du suivi thérapeutique pharmacologique des concentrations 

d'immunosuppresseurs 

 

Le STP des IS, s'il a permis de réduire la fréquence de survenue du rejet aigu de 

transplantation, n'est pas sans limites.  

Premièrement, les zones thérapeutiques définies au cours des essais cliniques menés chez 

les patients transplantés l'ont été d'un point de vue « populationnel » et non individuel. 

C'est pourquoi le fait pour un patient d'atteindre la zone thérapeutique n'entraine pour lui 

qu'une diminution du risque de rejet de greffe et de survenue d'effets indésirables mais 

n'est pas une vérité absolue. L'individualisation de la posologie du traitement 

immunosuppresseur au patient semble être une approche pouvant répondre à cette limite. 

Ensuite, la mesure de la concentration sanguine en immunosuppresseur n'est qu'un reflet 

indirect de l'effet du médicament. De plus, la Cmin n'est également qu'un reflet de 

l'exposition totale au médicament. La variabilité de l'effet des IS est très importante et n'est 

sans doute qu'en partie reflétée par l'exposition sanguine. C'est pourquoi, certains patients 

peuvent présenter un rejet aigu de greffe alors même que leurs concentrations sanguines 

sont en zone thérapeutique. D'autres facteurs modulant l'effet de ces principes actifs 

impactent vraisemblablement à différents niveaux (sanguins, cellulaires, nucléaires). Aussi, 
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le développement de nouvelles approches de suivi thérapeutique ou de suivi 

pharmacodynamique pourrait prévenir ces accidents.  
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2.2.6 Modélisation pharmacocinétique par approche de population 

 

2.2.6 1 Modélisation pharmacologique 

 

L'un des moyens pour mieux appréhender la variabilité inhérente aux concentrations d'IS 

chez le patient est de modéliser leur pharmacocinétique. Si la pharmacocinétique est la 

discipline s'intéressant au devenir du médicament dans l'organisme par l’étude des 

processus d’Absorption, de Distribution, de Métabolisme et Excrétion (processus ADE) après 

administration chez un individu unique, la pharmacocinétique de population, quant à elle, 

vise à estimer les paramètres pharmacocinétiques d’un médicament administré à une 

population de patients à partir d’un nombre limité de dosages plasmatiques. L'unité de 

mesure n'est donc plus l'individu mais une population d'individus. Cette approche a été 

proposée par Sheiner et al. en 1972 (67). Il s'agit d'une approche qui mêle modélisation 

pharmacologique et statistique.  

 

La modélisation en pharmacocinétique dite compartimentale permet de prévoir, par une 

approche mathématique, l'évolution des concentrations d'un médicament  en fonction du 

temps, des doses administrées et des paramètres pharmacocinétiques et ainsi d'adapter la 

posologie de nombreux médicaments à index thérapeutique étroit, dont les IS. Le modèle 

compartimental comprend des variables connues (temps, dose), les paramètres 

pharmacocinétiques de population, appelés effets fixes, et la variabilité des paramètres au 

sein des sujets, appelés effets aléatoires. 
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Ce modèle a pour objectif de simuler les étapes du processus ADE (Figure 5). Les données 

vont tout d'abord permettre de construire un modèle (définition de sa structure et de ses 

paramètres), puis de l’identifier (estimation des valeurs numériques). Les deux phases 

suivantes sont la validation du modèle et son application. Deux applications principales à la 

modélisation pharmacocinétique sont envisageables : la simulation (utiliser les entrées pour 

suivre l’évolution des sorties) ou l’adaptation de posologie (contraindre les sorties pour 

calculer les entrées compatibles). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.  Relation entre modèle et système réel ADE. 

 

Le développement de modèles permet d’avoir une description des paramètres 

pharmacocinétiques.  

Dans ces modèles, les transferts de médicament sont représentés comme des échanges vers 

des compartiments traduisant l’administration et élimination du médicament. Ces modèles 

peuvent être simples (un compartiment avec une vitesse d'élimination proportionnelle à la 
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quantité restante dans le compartiment) ou plus complexes (modèles basés sur des 

systèmes d’équations différentielles dans lesquels il est possible d’intégrer les paramètres 

pharmacocinétiques du médicament (Ka, V et Cl)). 

 

2.2.6.2 Approche de population 

 

Dans l'approche de population comme dans une analyse classique de pharmacocinétique, il 

s’agit d’obtenir des estimations de la clairance, du volume de distribution ou de la 

biodisponibilité d’un médicament, paramètres qui pourront être utilisés pour déterminer 

une posologie adéquate. Aux paramètres pharmacocinétiques traditionnels s’ajoutent des 

paramètres qui mesurent les différentes sources de variabilité de la population étudiée, 

ainsi que la mise en évidence de caractéristiques individuelles capables d’influencer la 

réponse. Dans l'approche de population, l'analyse des données est simultanée pour 

l'ensemble de la population étudiée. Le but est d'estimer les paramètres 

pharmacocinétiques moyens de la population ainsi que la variabilité de ces paramètres et 

les covariables influençant cette variabilité.  

En fait, aux informations de pharmacocinétiques, s'ajoutent des informations de type 

statistique. Le modèle est ainsi un modèle pharmaco-statistique comportant 3 parties : un 

modèle structural de pharmacocinétique, un modèle de variabilité inter-individuelle et un 

modèle d'erreur résiduelle.  

Le modèle structural décrit les échanges de médicament entre les compartiments (cf 

paragraphe sur la modélisation compartimentale). Le choix du type de modèle structural 
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s'effectuera en fonction des données de la littérature ou visuellement d'après la 

représentation des concentrations observées en fonction du temps.  

Le modèle de variabilité inter-individuelle décrit l'écart entre les différents paramètres 

pharmacocinétiques moyens de la population (clairance moyenne par exemple) et les 

paramètres correspondants chez un individu. La variabilité inter-individuelle peut être 

modélisée de plusieurs façons : modèle additif ou modèle proportionnel. Un modèle additif 

signifie que chaque mesure présente la même précision pour chaque observation, alors que 

le proportionnel suppose que l’erreur est proportionnelle à l’intensité de la réponse. Le 

choix d’une erreur additive tend à améliorer la concordance entre prédits et observés sur 

les valeurs hautes et à minimiser l’influence des valeurs faibles. Le choix d’une erreur 

proportionnelle donne le même poids à toutes les données et les petites valeurs sont mieux 

prises en compte par le modèle. Différentes covariables expliquant cette variabilité peuvent 

être testées à ce niveau de modélisation. Il s'agit de covariables démographiques (âge, 

poids, taille...), biologiques (créatininémie, albuminémie, bilirubinémie...) ou de traitement 

(présence ou non d'un traitement par exemple un autre immunosuppresseur associé à la 

thérapeutique...). Plus récemment, des covariables de type génétique ont également été 

introduites dans les modèles de variabilité inter-individuelle. Ces covariables sont 

généralement liées à la présence ou l'absence d'un polymorphisme (comme par exemple le 

polymorphisme du cytochrome P450 3A5*1 pour les IS).  

Le modèle d'erreur résiduelle définira l'écart entre la concentration prédite et la 

concentration observée (c'est à dire l'ensemble des erreurs liées au dosage en lui-même, 

aux erreurs de renseignement des données (temps de prélèvement...)). L'erreur peut être 

modélisée de façon additive, proportionnelle ou mixte (combinant les deux approches 

précédentes).  
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Le modèle pharmaco-statistique peut également contenir une partie dont l'objectif est de 

décrire la variabilité inter-occasion si celle-ci existe. La variabilité inter-occasion décrit les 

différences qui peuvent apparaitre chez un même individu en différentes occasions 

d'évaluation des paramètres. Il s'agit de ce qui est communément appelé en 

pharmacocinétique la variabilité intra-individuelle. Pour que cette variabilité puisse être 

observée, il est nécessaire que les données relevées le soient sur un intervalle de temps 

important avec répétition des administrations du médicament. 

L'une des méthodes les plus utilisée pour établir un modèle pharmaco-statistique de 

données est la technique dite NONMEM (non linear mixed effects models) qui est 

également le nom d'un logiciel permettant cette modélisation.  

 

2.2.6.3 Analyse des données 

 

L'analyse des données nécessite tout d'abord de choisir le modèle structural 

pharmacocinétique puis le modèle d'erreur à appliquer aux données formatées pour être 

utilisées par le logiciel de pharmacocinétique de population. Le modèle structural ne doit 

pas être biaisé, ce qui peut être mis en évidence par le calcul des résidus pondérés 

((concentration observée - concentration prédite)/concentration prédite) en fonction du 

temps. Le choix du modèle d'erreur peut de faire par visualisation de l'absence de biais sur 

le graphique des résidus pondérés en fonction des concentrations prédites. A la première 

étape, le modèle initial ne contiendra pas de covariables. A partir de ce modèle vont être 

estimés les paramètres moyens de la population. L’inclusion de covariables dans le modèle 

permet d’augmenter la performance prédictive du modèle. Il permet de réduire l’écart 
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entre les concentrations observées et les concentrations prédites. L'influence des 

différentes covariables sur le modèle sera testée de façon dite "ascendante". Les covariables 

testées doivent avoir une signification « logique » (effet de covariables décrivant la fonction 

hépatique pour un médicament fortement métabolisé par exemple) et pouvoir être 

expliquées physiologiquement. Le choix des covariables à intégrer au modèle peut être 

réalisé graphiquement. Chaque covariable va ainsi être implémentée successivement au 

modèle initial avec pour finalité deux objectifs : faire diminuer significativement la fonction 

objective (fonction estimant la qualité de l'ajustement entre les concentrations prédites et 

observées sur l'ensemble de la population étudiée, c'est à dire l'adéquation du modèle aux 

données de la population) avec une limite de significativité définie par un p < 0,05 et faire 

diminuer l'erreur inter-individuelle et résiduelle tout en minimisant les biais éventuels. A 

l'issue de cette phase ascendante, l'ensemble des covariables influençant significativement 

le modèle va être agrégé au modèle puis les variables vont être retirées une à une et de 

manière aléatoire au modèle. Les covariables qui seront conservées dans le modèle final 

sont alors les covariables qui feront augmenter significativement (p < 0,01) la fonction 

objective. Le but de cette phase sera également de ne conserver que les covariables non 

redondantes, c'est à dire les covariables n'expliquant pas les mêmes informations quant à la 

variabilité du modèle. Une fois les covariables d'intérêt sélectionnées, on obtient alors le 

modèle final. Ce dernier doit être caractérisé par une absence de biais et une amélioration 

visuelle graphique de l'ajustement entre les valeurs de concentrations prédites et 

observées. 
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2.2.6.4 Validation du modèle 

 

Après élaboration du modèle final, il convient de valider ce modèle. Il est possible de valider 

un modèle de manière interne (à partir des données utilisées pour la modélisation ou de 

données non utilisées pour la modélisation mais colligées de manière contemporaine à ces 

données) ou externe (à partir d'un jeu de données n'ayant pas servi à la modélisation). Les 

solutions pour la validation interne sont le plus souvent : data splitting, bootstrap, jack-

knife, visual predictive check ou validation externe. 

Pour la validation interne, il est possible à partir des données relevées d'en réserver une 

partie (un quart ou plus fréquemment un tiers) pour la validation du modèle. Dans cette 

approche dite "data splitting", seules les deux-tiers (ou trois-quarts) des données seront 

utilisées pour l'élaboration du modèle. Si la validation apparait satisfaisante, les données 

peuvent alors être regroupées afin de réaliser une estimation finale. 

Dans l'approche appelée "bootstrap", il s'agit de recréer une nouvelle base de données avec 

le même nombre de sujets, à partir de la base utilisée pour la modélisation, par tirage au 

sort avec remise. Les paramètres du nouveau modèle sont calculés. Le tirage au sort est 

alors effectué à nouveau et le processus répété 1000 fois. L'objectif est que les paramètres 

calculés lors des 1000 répétitions ne diffèrent pas en termes de moyenne et d'écart-type 

des paramètres de la base d'origine (68). 

La procédure dite "jack-knife" consiste à retirer aléatoirement un sujet de la base de 

données initiale et à recalculer les paramètres de ce nouveau modèle. La procédure est 

répétée un grand nombre de fois et comme pour le bootstrap, l'objectif de validation est 

que les valeurs moyennes et écart-types des paramètres calculés soient identiques aux 

paramètres calculés avec la base initiale (69). 
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La validation par "visual predictive check" est une procédure de validation utilisant le 

modèle final afin de simuler les données de la base 1000 fois. Cette procédure permet alors 

d'obtenir des concentrations simulées en très grand nombre. A partir de ces concentrations 

simulées sont calculés les 5ème et 95ème percentiles de la répartition de ces données. 

L'objectif est que les concentrations observées soient réparties de manière homogène 

autour de la médiane des concentrations simulées et que moins de 5% de ces valeurs 

observées ne soient à l'extérieur de l'intervalle défini par les 5ème et 95ème percentiles des 

valeurs simulées (70). 

 

La validation externe nécessite le recours à une seconde base de données issue d'une autre 

étude et servant de comparatif au modèle à valider. Cette approche est l'approche idéale 

mais est rarement possible car il est très rare de disposer d'un second jeu de données. 
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2.2.7 Dosage des immunosuppresseurs dans les cellules mononuclées 

 

Le site d'action de tous les IS étant une protéine intracellulaire (une phosphatase, la 

calcineurine, pour la ciclosporine et le tacrolimus; une kinase, m-TOR, pour le sirolimus et 

l'évérolimus; une enzyme, l'inosine monophosphate deshydrogénase, pour l'acide 

mycophénolique...), le dosage intracellulaire des IS (et en particulier dans les cellules 

mononuclées voire idéalement dans les lymphocytes T) présente un intérêt théorique 

indéniable. La fraction de l'immunosuppresseur présente au site d'action (c'est à dire dans la 

cellule) est en effet la fraction du médicament disponible afin d'exercer son effet. Selon le 

même principe que pour tout tissu, cette fraction diffusible représente une partie de la 

fraction libre du médicament, seule fraction du médicament pouvant passer les barrières et 

membranes et diffuser dans les tissus de l'organisme, par opposition à la fraction du 

médicament liée aux protéines plasmatiques (Figure 6). 

 

Figure 6. Distribution tissulaire des médicaments, adapté de Landersdorfer et al (71). 
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Pour ce qui est des IS, il apparait intéressant de mesurer la concentration intracellulaire des 

molécules au niveau du lymphocyte ou pour plus de facilité au niveau des cellules 

mononuclées ou peripheral blood mononuclear cells (PBMC). La séparation de ces cellules 

des autres éléments figurés du sang est aujourd'hui standardisée et ne nécessite qu'une 

procédure simple reposant en partie au moins sur l'utilisation d'un gradient de ficoll.  

Cette approche a déjà été proposée pour d'autres classes thérapeutiques comme les 

antirétroviraux et notamment les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse du 

virus de l'immunodéficience humaine dont seule la forme intracellulaire est active (72,73). 

Il faut cependant noter que les résultats du dosage dans les PBMC d’un même 

immunosuppresseur sont susceptibles d'être différents d'un type de transplantation 

d'organe à l'autre puisque les modifications physiologiques (et donc pharmacocinétiques) 

provoquées par le remplacement d'un rein, d'un foie ou d'un cœur seront différentes, en 

particulier en ce qui concernera la fraction libre de l'immunosuppresseur. Par exemple, la 

transplantation hépatique risque de modifier la clairance de l'immunosuppresseur, par 

modification du métabolisme, tandis que la transplantation cardiaque modifiera la 

distribution de l'immunosuppresseur par modification du débit sanguin. Lors de la 

transplantation hépatique, il peut également y avoir une modification de la fixation 

protéique qui aura pour conséquence une modification de la fraction libre et donc 

potentiellement de la fraction diffusible dans le lymphocyte. 

La détermination des concentrations en IS dans les PBMC présentera un intérêt uniquement 

en cas d'absence ou de faible corrélation avec la concentration sanguine. Dans le cas 

contraire, on jugera que la concentration sanguine de l'immunosuppresseur est un reflet 

suffisamment fidèle de la concentration dans les PBMC pour se dispenser de déterminer 

directement cette dernière. Inversement, s'il n'y a pas ou très peu de lien entre la 
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concentration sanguine et la concentration dans les PBMC, le dosage de 

l'immunosuppresseur dans les PBMC peut être pertinent. Les IS étant des substrats des 

cytochromes et des protéines de transport et en particulier du CYP3A5 et d'ABCB1, 

protéines qui sont le jeu d'un polymorphisme génétique important et qui peuvent être 

induites ou inhibées par des xénobiotiques, leur concentration, et en particulier leur 

concentration libre, et donc leur diffusion dans les PBMC, peut être largement modifiée 

(24,74). ABCB1 peut notamment jouer un rôle prépondérant dans l'exclusion des IS des 

PBMC. En effet, cette pompe d'efflux est, entres autres localisations, présente à la surface 

du lymphocyte et peut donc limiter la diffusion des IS au niveau de leur site d'action et ainsi 

diminuer leurs effets (75). L'expression et la fonctionnalité de cette protéine d'efflux sont 

variables d'un individu à l’autre et peuvent être modulées par l'action de paramètres 

environnementaux. Il existe d'autres protéines de transport localisées sur la membrane du 

lymphocyte dont le rôle, vis à vis des traitements IS, n'a, à ce jour, pas été élucidé (76).  

L'effet des cytochromes et des protéines de transport pourrait en partie expliquer une 

absence de corrélation entre les concentrations sanguines et les concentrations dans les 

PBMC d'IS et être à l'origine d'importantes variations des effets de ces médicaments. 
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2.2.8 Détermination de l'activité de la calcineurine 

 

La calcineurine est une sérine-thréonine phosphatase qui, une fois activée par complexation 

calcium-dépendante avec la calmoduline, va pouvoir déphosphoryler des facteurs de 

croissance (et en particulier NFAT) afin de permettre leur translocation vers le noyau du 

lymphocyte. En tant que cible terminale des inhibiteurs de calcineurine, l'activité de cette 

phosphatase représente actuellement l'un des marqueurs pharmacodynamiques les plus 

pertinents lors d'un traitement par cette classe d'immunosuppresseurs.  

D'autres travaux se sont attachés à déterminer l'inhibition de la synthèse de l'interleukine-2, 

cytokine produite en aval de la calcineurine et ayant un rôle pléïotrope dans l'activation 

immunitaire menant au rejet de greffe, de l'interféron gamma ou la régulation de NFAT en 

tant que marqueurs pharmacodynamiques de l'effet des inhibiteurs de calcineurine (77–79). 

Néanmoins, la détermination de l'activité calcineurine est le marqueur pharmacodynamique 

pour lequel la littérature scientifique est la plus diserte. Des travaux explorant les liens 

existants entre exposition sanguine en ciclosporine ou tacrolimus et activité de la 

calcineurine ont ainsi été publiés dans des cohortes de patients transplantés hépatiques 

(80–82) ou rénaux (83).  

Deux méthodes permettent la détermination de l'activité de la calcineurine. La première est 

une méthode faisant appel à la radioactivité par la mesure d'un substrat marqué par le 

phosphore 32 (84). La manipulation des radioéléments étant délicate et soumise à 

autorisations particulières, il lui est préféré une méthode ne faisant pas intervenir ce type 

de mesure. La seconde méthode, initialement développée par Enz et al., utilise la mesure de 

substrats non-radioactifs phosphorylés par une protéine kinase et déphosphorylés par la 
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calcineurine par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) (85). C'est cette 

seconde méthode modifiée et améliorée qui a été utilisée dans le présent travail. 
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3. Objectifs 

 

Du fait de la variabilité pharmacocinétique et pharmacodynamique précédemment décrites 

et de la persistance de résultats insatisfaisants en matière de prévention des rejets aigus de 

greffes, l'objectif général de ce travail est d'optimiser l’individualisation des traitements IS. 

Nous nous intéresserons plus particulièrement à un inhibiteur de m-TOR (Everolimus) et un 

inhibiteur de la calcineurine (Tacrolimus).  

 

En premier lieu, nous testerons une approche pharmacocinétique de population en vue de 

définir des covariables permettant d’adapter les posologies d’IS chez les patients traités. 

L’objet choisi pour ce modèle est l’évérolimus, prescrit chez des patients transplantés 

cardiaques. 

 

Le deuxième élément d’optimisation thérapeutique est le dosage intracellulaire des 

immunosuppresseurs.  

Les IS agissant dans le lymphocyte, nous avons développé des méthodes de dosage dans les 

cellules mononuclées qui permettent de doser le médicament directement sur son site 

d'action. De ce fait, les concentrations mesurées pourraient constituer un meilleur reflet de 

l'effet de l'immunosuppresseur comparativement à la mesure classique de la concentration 

sanguine. 

Cette méthode sera appliquée à deux IS, l’évérolimus et le tacrolimus et la relation entre 

concentrations sanguines et concentrations dans les cellules mononuclées sera étudiée. 
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En troisième lieu, nous allons étudier les concentrations dans les cellules mononuclées 

conjointement à un nouveau paramètre de suivi pharmacologique et d’ajustement 

posologique chez les patients traités par tacrolimus : l’activité de la calcineurine. 

Nous allons tester l’hypothèse selon laquelle la mesure directe de l’effet pharmacologique 

pourrait constituer un meilleur marqueur d’efficacité anti-rejet que le dosage des 

concentrations circulantes. 

 

L'amélioration des connaissances en lien avec ces résultats pourrait permettre le 

développement d'essais cliniques visant à évaluer la capacité des nouveaux outils que sont 

le STP intracellulaire des concentrations d'IS et le suivi pharmacodynamique (activité de la 

protéine cible du médicament) à prédire le rejet aigu de transplantation et pourrait 

également permettre d'expliquer la survenue de rejet aigu chez les patients dont les 

concentrations sanguines d'IS sont en zone thérapeutique (Figure 7). 

 

 

Figure 7. Représentation de l'hypothèse soutenant ce travail de doctorat. 
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4. Matériels et méthodes 

 

Nous allons dans cette partie décrire l’ensemble des matériels et méthodes développés 

dans le cadre de nos essais. 

 

4.1 Pharmacocinétique de population 

 

4.1.1 Patients et collection des données 

 

Les patients transplantés cardiaques traités par évérolimus et bénéficiant d'un suivi 

thérapeutique ont été inclus prospectivement durant les 22 mois de l'étude. Les patients 

avaient donné leur accord pour participer à l'étude. En raison de l'utilisation de données 

génétiques, les patients inclus avaient donné leur consentement afin que ces examens 

soient réalisés. L'évérolimus était administrée aux patients dans le cadre d'une 

multithérapie par ciclosporine ou tacrolimus ou mycophénolate mofétil et corticoïdes. Les 

patients ont reçu 0,75 mg d'évérolimus deux fois par jour puis les posologies ont été 

adaptées afin de maintenir les concentrations sanguines en évérolimus entre 3 et 8 ng/mL.  

Les prélèvements utilisés pour cette étude étaient ceux du suivi thérapeutique 

pharmacologique sanguin de l'évérolimus et aucun autre prélèvement n'a été demandé aux 

patients autres que celui nécessaire à ce suivi. Les données démographiques (âge, poids, 

taille, sexe, délai depuis la transplantation), de traitement (présence ou absence de 

corticoïdes, posologie de corticoïdes, présence ou absence de ciclosporine, posologie de 
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ciclosporine, concentrations sanguines en ciclosporine mesurées par technique immuno-

enzymatique sur X-Pand dimension (Siemens, Munich, Allemagne)), biologiques 

(protéinémie, albuminémie, bilirubinémie totale, créatininémie, clairance de la créatinine 

calculée par la formule de Cockroft et Gault, alanine aminotransférase, aspartate 

aminotransférase, hématocrite) et génétique (polymorphisme du génotype CYP3A5 et 

ABCB1) ont été relevées et colligées.  

 

4.1.2 Dosage sanguin de l'évérolimus 

 

Les dosages d'évérolimus ont été effectués à partir des prélèvements du suivi thérapeutique 

pharmacologique usuel des patients par une méthode immunologique avec détection par 

polarisation de fluorescence (FPIA) (TdX, Abbott, Rungis, France) et des réactifs Bio-Merieux 

diagnostics (Marcy L'étoile, France). La méthode était linéaire de 2 à 30 ng/mL avec une 

limite de quantification à 2 ng/mL. Le risque d'interférence et de réactivité croisée avec les 

métabolites a été estimée comme minime avec cette méthode (86). 

 

4.1.3 Génotypage 

 

Le génotypage des patients a été effectué à partir de sang total recueilli sur EDTA. Les single 

nucleotides polymorphisms étudiés étaient le CYP3A5 6986 A>G (Rs number 776,746 ; allèle 

CYP3A5*3) déterminé par discrimination allélique par TaqMan sur un automate ABI PRISM 

7000 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et le ABCB1 3435 C>T (Rs number 

1,045,642) déterminé par PCR restriction après amplification via le système GeneAmp PCR 
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2400 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) suivie d'une restriction par l'enzyme Mbol 

(Sigma, St Quentin Fallavier, France). 

 

4.1.4 Modélisation pharmacocinétique 

 

La modélisation a été effectuée à l'aide du logiciel NONMEM version 6. L'analyse de 

population a été effectuée en utilisant la méthode d'estimation conditionnelle du premier 

ordre avec la routine ADVAN2 TRANS2. Les concentrations résiduelles d'évérolimus ont été 

modélisées selon un modèle à 1 compartiment avec une absorption et une élimination 

linéaire. 

L'effet des covariables sur le modèle était évalué par la réalisation d'un test de chi2 effectué 

sur la différence de fonction objective entre le modèle structural sans covariable et le 

modèle incluant les covariables. Les covariables étaient conservées dans le modèle si leur 

implémentation dans le modèle induisait une diminution de la fonction objective de 6,63 

points. A chaque étape de la construction du modèle, l'amélioration de celui-ci était évalué 

par l'accord entre les concentrations observées et prédites, l'amélioration de la précision 

des paramètres estimés et la réduction de la variabilité inter-individuelle et de l'erreur 

aléatoire. 

L'influence de l'inclusion des covariables était systématiquement testée comme suit : 

 

Pour les variables booléennes (exemple de la présence/absence de ciclosporine) : 

CL/F = TV(CL) x (1 + ѲCSA)CSA 
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où CL/F est la clairance apparente de l'évérolimus, TV(CL) la valeur typique de la clairance, 

ѲCSA le facteur d'influence de la ciclosporine sur le modèle et CSA le facteur indiquant la 

présence (CSA = 1) ou l'absence (CSA = 0) de ciclosporine dans la thérapeutique du patient. 

 

Pour les variables continues (exemple de la bilirubinémie) : 

CL/F = TV(CL) x (MedBILI/BILI)Ѳbili 

où CL/F est la clairance apparente de l'évérolimus, TV(CL) la valeur typique de la clairance, 

MedBILI la médiane des valeurs de bilirubine, BILI la valeur de la bilirubinémie du patient et 

ѲBILI le facteur d'influence de la bilirubinémie. 

 

Pour les variables génétiques (exemple du CYP3A5) : 

CL/F = TV(CL) x [(1 + ѲCYP3A5*3/*3)CYP3A5*3/*3 + (1 + ѲCYP3A5*1)CYP3A5*1/*3 + CYP3A5*1/*1)] 

où CL/F est la clairance apparente de l'évérolimus, TV(CL) la valeur typique de la clairance, 

ѲCYP3A5 les facteurs d'influence respectifs des différents génotypes et CYP3A5 le facteur 

indiquant la présence ou l'absence des différents génotypes. 

Dans cette approche, les génotypes expresseurs du CYP3A5 (*1/*3 et *1/*1) étaient poolés. 

Cette approche a également été utilisée pour tester le génotype ABCB1 et les génotypes 

expresseurs d'ABCB1 (ABCB1 CT et CC) ont également été poolés. 

 

Après test des covariables, un modèle intermédiaire est obtenu. Les covariables sont ensuite 

retirées du modèle intermédiaire une à une et de façon aléatoire afin de ne conserver que 

celles qui influençaient le plus le modèle. Une augmentation de 10,8 points de la fonction 

objective était fixée comme limite pour conserver une covariable dans le modèle final.  



69 
 

4.1.5 Validation du modèle 

 

Le modèle a été validé selon deux procédures distinctes. Premièrement, avec la méthode du 

bootstrap, la précision et la robustesse du modèle ont été évaluées en simulant 1000 fois le 

modèle par réarrangement des données originelles du modèle en un nouveau jeu de 

données avec une combinaison différentes des sujets. Les valeurs des paramètres estimés 

par le bootstrap ont ensuite été comparées aux valeurs issues du modèle. 

La seconde procédure de validation mise en œuvre a été le visual predictive check. Au cours 

de cette procédure, 1000 simulations des données originales ont été effectuées dans le but 

de simuler des concentrations ainsi que leur intervalle de prédiction à 95%. La superposition 

des données observées aux données simulées permet d'évaluer le recouvrement des 

valeurs. Une faible proportion des valeurs observées doit être à l'extérieur de l'intervalle de 

prédiction. 

 

4.1.6 Conclusion 

 

Lors de ce travail de doctorat, nous avons modélisé la pharmacocinétique de l'évérolimus 

chez le transplanté cardiaque en utilisant un modèle pharmacocinétique à un compartiment 

avec absorption et élimination linéaire à l'aide du logiciel NONMEM version 6 (87). Le 

modèle de variabilité inter-individuelle était un modèle exponentiel tandis que le modèle 

d'erreur résiduel était le modèle additif. La validation du modèle était interne et a fait appel 

à deux procédure : d'une part le "bootstrap" et d'autre part le "visual predictive check". 
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4.2 Dosages intracellulaires d'immunosuppresseurs 

 

4.2.1 Séparation et purification des PBMC 

 

D'un point de vue pratique, la première étape du dosage des immunosuppresseurs dans les 

PBMC sera la séparation des cellules mononuclées du reste du sang. Cette étape peut être 

effectuée à l'aide de dispositifs stériles prêts à l'emploi contenant un liquide permettant une 

séparation selon un gradient de densité. Nous avons utilisé initialement les dispositifs BD 

Vacutainer CPT tubes (BD, Le pont de Claix, France) puis les dispositifs Unisep-U02 

(Novamed, Jérusalem, Israël) au cours de nos travaux. Les dispositifs Unisep-U02 possèdent 

un insert plastique permettant une meilleure séparation des types cellulaires. Le liquide 

permettant la mise en œuvre du gradient de densité est un mélange de polysucrose et de 

metrizoate de sodium dont la densité est de 1,077 g/mL. Le sang total recueilli sur héparine 

est dilué volume à volume avec le milieu de culture (Roswell Park Memorial Institute 

medium (RPMI) L-glutamate, Novamed, Jérusalem, Israël). L'étape de séparation fait appel à 

une centrifugation du dispositif dans lequel est disposé le sang dilué, à 1200 G pendant 20 

minutes à 18°C. Pour une séparation optimale, le ralentissement de la centrifugeuse ne doit 

pas être trop rapide, c'est pourquoi le frein a été désactivé. Les PBMC se présentent alors 

comme un anneau blanchâtre relativement homogène flottant au dessus de l'insert 

plastique, à l'interface entre le plasma et le liquide dont la densité est légèrement 

supérieure à la densité des cellules mononuclées. Les érythrocytes et les polynucléaires 

sédimentent au fond du dispositif au cours de l'opération de séparation (Figure 8).  
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Figure 8. Séparation des cellules mononuclées. Adapté de Munoz et al. (88)  

 

La couche de PBMC va alors être recueillie soit en versant la phase supérieure dans un 

nouveau tube (étape rendue possible uniquement avec les tubes Unisep en raison de la 

présence de l'insert en plastique), soit en prélevant directement l'anneau cellulaire avec une 

pipette. Les PBMC sont ensuite purifiés par lavages successifs. Le plasma contenant les 

PBMC est additionné de Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) jusqu'à atteindre 

un volume d'environ 10 mL puis le tube est mis à centrifuger à 350 G pendant 10 minutes et 

à 4°C. La réalisation de cette étape à 4°C permet d'éviter le fonctionnement des pompes 

d'efflux et ainsi la sortie éventuelle de l'immunosuppresseur de la cellule. A l'issue de la 

centrifugation, la phase supérieure sera éliminée jusqu'à 1 mL en prenant garde de ne pas 

remettre en suspension le culot cellulaire. Cette étape de lavage est réalisée deux fois. 
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4.2.2 Numération cellulaire 

 

Le culot cellulaire est alors remis en suspension et homogénéisé par vortex, le volume 

mesuré précisément puis un échantillon, correspondant à 1/10ème du volume, est utilisé 

pour la  numération des cellules. Le tube est à nouveau centrifugé puis le surnageant 

éliminé. Le culot cellulaire est remis en suspension dans du méthanol afin de provoquer la 

lyse cellulaire et congelé à -80°C jusqu'à dosage.  

Lors de la phase de préparation du dosage, les échantillons sont agités puis évaporés sous 

azote. Afin que les résultats de dosages soient comparables d'un sujet à un autre, il est 

essentiel de normaliser le résultat en le rapportant au nombre de cellules dans le 

prélèvement. Ainsi, le dosage intracellulaire nécessite-t-il une numération des cellules 

présentes dans le prélèvement après séparation. Les numérations cellulaires sont réalisées 

par cytométrie en flux simple initialement puis avec marquage des sous-types cellulaires 

pour les travaux les plus récents. Comme nous le verrons par la suite, l'identification précise 

des populations de leucocytes est importante et nécessite un marquage des antigènes 

spécifiques des leucocytes humains. En effet, une simple différentiation des cellules par 

densité peut mener à une contamination des prélèvements par d'autres populations 

leucocytaires, par exemple des polynucléaires neutrophiles. Il apparait idéal d'obtenir une 

contamination inférieure à 5% des cellules mononuclées par les polynucléaires neutrophiles.  
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4.2.3 Mise au point du dosage des immunosuppresseurs dans les PBMC par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem 

 

Cette étape nécessite une méthode d'une sensibilité et d'une spécificité suffisantes 

justifiant le recours à la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en 

tandem (LC-MS/MS). En effet, le dosage intracellulaire implique la détermination avec 

certitude de concentrations de l'ordre de quelques picogrammes par million de cellules et la 

LC-MS/MS apparait comme étant la technique la plus à même de répondre à ce challenge. 

La procédure permettant la détermination des concentrations d'immunosuppresseurs dans 

les PBMC apparait comme étant plus complexe que la détermination des concentrations 

sanguines. Néanmoins, elle demeure suffisamment simple pour autoriser une mesure de 

cette concentration en un temps compatible avec une adaptation de la posologie lors de 

l'administration suivante de l'immunosuppresseur. 

La gamme de calibration et les contrôles de qualité on été préparés à partir de PBMC 

obtenus auprès de volontaires sains ayant effectué un don au laboratoire d'immunologie du 

Groupe Hospitalier Pitié-Salpêtrière de l'Assistance-Publique des Hôpitaux de Paris. Les 

PBMC sont numérés et aliquotés par fractions de 1 million puis remis en suspension dans du 

méthanol afin d'atteindre un volume de 1 mL. Ces aliquots seront supplémentés par des 

solutions standard préparées à partir de poudres mères d'évérolimus (Novartis, Huningue, 

France) ou de tacrolimus (Sigma, St Quentin Fallavier, France) en fonction de la technique de 

dosage utilisée. Les points de calibration pour l'évérolimus étaient les suivants : 0 - 1,25 - 2,5 

- 3,75 - 5 - 7,5 - 10 -12,5 ng/million de PBMC tandis que ceux utilisés pour le tacrolimus 
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étaient respectivement : 12,5 - 25 - 50 - 100 - 150 - 200 - 250 pg/million de PBMC. Trois 

niveaux de contrôles de qualité étaient également utilisés à 2,5 ; 5 et 10 ng/million de PBMC 

pour l'évérolimus et deux niveaux de contrôle à 50 et 200 pg/million de PBMC pour le 

tacrolimus. Les standards et contrôles étaient mis à agiter puis après centrifugation à 2300 

G pendant 5 minutes, l'intégralité du surnageant était prélevé et mis à évaporer à 

température ambiante sous flux d'azote. Le résidu était ensuite repris par 200 µL de 

méthanol et une partie (50 µL, pour ce qui est du dosage du tacrolimus) ou la totalité (pour 

le dosage de l'évérolimus) transférée dans un tube avant l'étape d'extraction. Les 

immunosuppresseurs sont extraits par ajout au résidu de 200 µL (évérolimus) ou 100 µL 

(tacrolimus) de sulfate de zinc 0,1 M, 250 µL d'eau de qualité LC-MS/MS additionnée 

d'étalon interne (Ascomycine) (Sigma, St Quentin Fallavier, France) afin d'atteindre une 

concentration de 20 µg/mL puis 150 µL d'acétonitrile. Après centrifugation à 15000 G 

pendant 4 minutes, 20 µL du surnageant étaient injectés dans le système LC-MS/MS. 

Celui-ci se composait d'une pompe Acquity UPLC Waters et d'un détecteur Acquity TQD 

Waters (Milford, MA, USA). La séparation des composés était obtenue sur une colonne 

MassTrak TDM C18 Waters 2.1 x 10 mm (St Quentin en Yvelines, France) maintenue à 55°C. 

Les composés étaient élués selon un gradient à un débit de 400 µL/min. La phase mobile 

était constituée d’un solvant A (2 mmol/L d’acétate d’ammonium et 0,1 % d’acide formique 

dans de l’eau de qualité LC-MS/MS) et d’un solvant B (2 mmol/L d’acétate d’ammonium et 

0,1 % d’acide formique dans de l’acétonitrile de qualité LC-MS/MS). La proportion de 

chaque phase était de 50% initialement et maintenue au cours de l’analyse des composés 

de 0 à 0,6 minutes, puis était portée à 100% de B de 0,6 à 1,2 minutes et enfin à nouveau à 

50/50 (V/V) de 1,2 minutes jusqu’à la fin du run. De l’argon était utilisé comme gaz de 

collision et une ionisation des composés était obtenue en mode positif selon les conditions 
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suivantes : capillaire : 1,0 KV ; énergie de collision 20 eV pour l’étalon interne et 15 eV pour 

l’évérolimus et le tacrolimus. La tension du cône échantillon était portée à 30 V pour 

l’étalon interne et 25 V pour les immunosuppresseurs. La désolvatation était assurée par un 

débit d’azote de 900 L/h et une température de 350°C.  

La détection des composés était effectuée en mode multiple reaction monitoring (MRM). 

Les transitions suivies étaient respectivement pour l’évérolimus, le tacrolimus et l’étalon 

interne : 975,5 → 908,5 (m/z) ; 821,5 → 768,5 (m/z) et 809,5 → 756,5 (m/z). La 

quantification des composés était effectuée par calcul du ratio entre les aires 

chromatographiques obtenues pour les immunosuppresseurs et celles obtenues pour 

l’étalon interne avec une acquisition effectuée sur le logiciel Masslynx v4,1 (Waters, St 

Quentin en Yvelines, France) (Figure 9).    

 

Figure 9. Exemples de chromatogrammes obtenus lors du dosage de l’évérolimus dans les 

PBMC après extraction d’un plasma blanc (A) et du plasma d’un patient transplanté 

cardiaque traité par évérolimus. 
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4.2.4 Validation des méthodes de dosage 

 

La méthode de dosage a été validée selon les recommandations publiées par l’ICH (89). Les 

critères suivants ont été évalués : répétabilité, fidélité intermédiaire, linéarité, sélectivité, 

limite de quantification, effet de matrice et rendement d’extraction.  

 

4.2.4.1 Répétabilité 

 

La répétabilité de la méthode a été déterminée en réalisant au cours d’une même journée 6 

contrôles de qualité à 3 niveaux de concentration 2,5 ; 5 et 10 ng/mL pour l'évérolimus et à 

2 niveaux de concentration 50 et 200 pg/million de PBMC pour le tacrolimus ; en calculant la 

précision et l’exactitude de la méthode. La précision est déterminée en calculant le 

coefficient de variation (CV), exprimé en pourcentage, qui correspond au rapport de l’écart-

type obtenu à chaque niveau de contrôle pour les valeurs mesurées sur la moyenne des 

valeurs obtenues pour le même niveau de contrôle. L’objectif étant dans ce cas que le CV 

soit inférieur à 15% pour tous les niveaux de concentration testés. L’exactitude est 

déterminée en calculant le recouvrement entre la valeur de concentration théorique et la 

valeur de concentration mesurée. Cette valeur est exprimée en pourcentage avec pour 

objectif l’obtention d’un recouvrement compris entre 95 et 105% pour tous les niveaux de 

contrôle. 
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4.2.4.2 Fidélité intermédiaire 

 

 La fidélité intermédiaire a été déterminée au cours de la mise au point du dosage en 

réalisant trois séries de mesures de 6 contrôles de qualité à trois niveaux de concentrations 

différents (2,5 ; 5 et 10 ng/mL) pour l'évérolimus et deux niveaux de concentration (50 et 

200 pg/million de PBMC) pour le tacrolimus. Ces trois séries de mesures étaient effectuées 

au cours de trois jours différents. L’objectif de la fidélité intermédiaire est de s’assurer du 

maintien dans le temps des qualités de justesse et d’exactitude de la méthode au cours du 

temps.  

Pour l'évérolimus, à partir des mesures effectuées au cours de ces trois séries, le CV et le 

recouvrement sont calculés pour chaque niveau de concentration. Les objectifs étaient les 

mêmes qu’à l’étape de répétabilité, à savoir, un CV inférieur à 15% et un recouvrement 

compris entre 95 et 105%.  

Pour le tacrolimus, au cours de la validation de cette méthode, l'exactitude a été évaluée 

pour chacune des concentrations équivalentes au point de la gamme de calibration de la 

méthode (c'est à dire de 12,5 pg/million de PBMC à 250 pg/million de PBMC). Ce paramètre 

a été calculé à partir de mesures effectuées en triplicate pour chaque niveau de 

concentration au cours de trois jours différents. L'exactitude est exprimée en pourcentage 

avec pour objectif l’obtention d’un recouvrement compris entre 95 et 105% pour tous les 

niveaux de concentration. 
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4.2.4.3 Linéarité 

 

La linéarité a été testée pendant trois jours consécutifs en calculant le coefficient de 

détermination (R2) de la droite de calibration. Celui-ci devait être supérieur à 0,98.  

 

4.2.4.4 Spécificité 

 

La spécificité de la méthode a été étudiée par analyse d’extraits de PBMC obtenus chez 

plusieurs patients transplantés cardiaques. Ces extraits ne devaient pas contenir de 

substance pouvant être à l'origine d'un signal pouvant être confondu avec l'évérolimus ou le 

tacrolimus.  

 

4.2.4.5 Limite de quantification 

 

La limite de quantification est la plus petite quantité de l'analyte pouvant être quantifiée 

précisément. Il doit s'agir d'une concentration pour laquelle au cours des mesures répétées, 

le CV doit être inférieur à 15%. 

 

4.2.4.6 Rendement et effet de matrice 

 

Le rendement d'extraction a été évalué dans la matrice constituée par les PBMC en 

comparant les aires chromatographiques d'évérolimus ou de tacrolimus obtenues : 1/ 

directement après surcharge d'évérolimus ou tacrolimus préparé dans du méthanol et 
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ajouté après extraction de PBMC dépourvu d'évérolimus ou de tacrolimus et 2/ après 

extraction, les PBMC étant surchargés par de l'évérolimus ou du tacrolimus. Ces surcharges 

ont été effectuées à partir de lots différents de PBMC. Le rapport obtenu correspond au 

rendement de l'extraction. La procédure a été répétée 3 fois pour chacun des trois niveaux 

de contrôle afin de tester le rendement sur l'ensemble de la gamme de calibration. La 

même opération est également effectuée pour l'étalon interne.  

L'effet de matrice a également été évalué au cours de la validation de la méthode. Cinq 

contrôles de qualité à 5 ng/mL pour l'évérolimus, 50 et 200 pg/million de PBMC pour le 

tacrolimus et à 2 ng/mL pour l'étalon interne ont été préparés. Ces concentrations étaient 

obtenues : d'une part en surchargeant post-extraction un volume de méthanol ayant subi la 

procédure d'extraction de la méthode et d'autre part en surchargeant post-extraction des 

PBMC dépourvus d'évérolimus, de tacrolimus ou d'étalon interne. La comparaison des aires 

chromatographiques obtenues ne doit pas différer afin de pouvoir conclure à l'absence 

d'effet de matrice. En effet, une différence de signal entre ces deux surcharges effectuées 

post-extraction afin d'obtenir une même concentration ne pourrait être le fait que d'une 

extinction ou d'une surexpression de signal lié à la matrice constituée par les PBMC.  

 

4.2.5 Conclusion  

 

Au cours de ce travail de doctorat, nous avons développé 2 méthodes de dosages 

intracellulaires des IS par LC-MS/MS sur TQD Waters (Milford, MA, USA). Ces deux 

méthodes ont été validées conformément aux recommandations de la FDA (89). Les critères 

de validation utilisés lors de l'étape de validation étaient les suivants : linéarité, répétabilité, 
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fidélité intermédiaire, exactitude, limite de quantification, rendement et effet de matrice. 

Ces méthodes ont, par la suite, fait l'objet d'une application clinique chez le patient 

transplanté afin d'évaluer leur faisabilité en pratique clinique. La première méthode a 

permis la détermination des concentrations en évérolimus dans les PBMC par LC-MS/MS 

(90). La seconde a permis la détermination des concentrations de tacrolimus dans les PBMC 

par LC-MS/MS (91). Ces deux méthodes ont ensuite été appliquées à une cohorte de 

patients transplantés cardiaques. La méthode de dosage du tacrolimus dans les PBMC a 

également été appliquée, chez 10 patients transplantés hépatiques de novo, lors d’une 

étude visant à décrire la relation existant entre les concentrations sanguines de tacrolimus, 

les concentrations intracellulaires de tacrolimus et l’effet sur la protéine cible de la 

molécule, la calcineurine. Ces différents travaux seront abordés dans la partie résultat de ce 

travail. 
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4.3 Détermination de l'activité de la calcineurine 

 

La séparation des PBMC du sang total est effectuée comme précisé précédemment dans le 

paragraphe 4.2.1. Les cellules sont lysées par adjonction de 20 µL d'un tampon de lyse 

constitué de KCl 1M, MgCl2 1M, Tris-HCl pH 8,3 1M, Nonidet P40 (Sigma, St Quentin 

Fallavier, France), Tween 20 (Sigma, St Quentin Fallavier, France) et dithiothreitol (DTT) 

(Sigma, St Quentin Fallavier, France) et stockées à -80°C jusqu'à analyse et au maximum 1 

mois. L'activité de la phosphatase est évaluée grâce à un peptide substrat préparé à façon 

(Bachem, Bubendorf, Suisse) et dont la séquence (D-L-D-V-P-I-P-G-R-F-D-R-R-V-S-V-A-A-E) 

correspond à la sous-unité RII d'une protéine kinase Adénosine monophosphate cyclique 

(cAMP) dépendante (Sigma, St Quentin Fallavier, France). Ce peptide (3,6 mg), dissous dans 

4 mL de tampon HEPES (50 mM, pH = 7,4) additionné de 10 mM d'acétate d'ammonium, 1 

mM d'adénosine triphosphate (ATP), 1 mM de cAMP et 1 mM d'acide éthylène glycol 

tétraacétique (EGTA) est phosphorylé par la kinase. L'initiation de la réaction se fait à 30°C 

par addition de 3 µg/mL de protéine kinase pendant 15 minutes. 

La mesure de la transformation du peptide phosphorylé est effectuée avant initiation de la 

réaction puis après 30 min, 60 min et 90 min. Le peptide phosphorylé va permettre 

d'évaluer par la suite le niveau de phosphorylation résiduelle et donc par retour l'activité 

phosphatasique de la calcineurine.  

En raison de la présence physiologique de plusieurs autres phosphatases pouvant donner 

lieu à interférence durant la réaction par compétition avec la calcineurine, il est nécessaire 

d'inhiber de manière spécifique ces phosphatases interférentes. Ainsi, l'acide okadaïque est 

utilisé afin d'inhiber l'action de deux phosphatases (PP1 et PP2A). Une troisième 
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phosphatase (PP2C) nécessite, pour son activation, la présence de magnésium dans le milieu 

réactif. Ainsi, l'utilisation d'un milieu réactif dépourvu de magnésium permet également de 

parer aux réactions interférentes avec cette phosphatase (Figure 10).  

 

 

Figure 10. Principe de l'inhibition des phosphatases interférentes lors de la détermination de 

l'activité de la calcineurine. 

 

L'activité phosphatasique de la calcineurine est mesurée à 30°C dans un tampon contenant 

50 mM der Tris-HCl, 0,1 mM d'EGTA, 0,5 mM de dithiothreitol, 0,3 mg/mL d'albumine 

sérique bovine (BSA), 0,1 µM de calmoduline, 1 mM de chlorure de manganèse et 1 µM de 
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chlorure de calcium. Les aliquots de PBMC sont mélangés à 160 µL de ce tampon et 500 nM 

d'acide okadaïque puis mis à incuber à 30°C pendant 15 min avant ajout du substrat. Après 

10 min de réaction, un aliquot de 100 µL est prélevé et les quantités de peptide phosphorylé 

et déphosphorylé sont mesurées par une méthode chromatographique liquide couplée à 

une détection par ultraviolet (HPLC-UV) à 205 nm (Figure 11). 

 

 

Figure 11. Exemple de chromatogramme obtenu par HPLC-UV lors de la détermination de 

l'activité de la calcineurine. Adapté de Blanchet et al. (92). 

 

La stabilité des prélèvements de PBMC à -80° ayant été évaluée comme étant satisfaisante 

jusqu'à 1 mois, la détermination de l'activité de la calcineurine doit être effectuée dans le 

mois suivant le prélèvement et la séparation cellulaire. 
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4.3.1 Conclusion 

 

Cette méthode de détermination de l'activité de la calcineurine a pu être appliquée lors de 

l'étude conjointe des concentrations sanguines et intracellulaires de tacrolimus et de 

l'activité de la calcineurine menées chez le transplanté hépatique dans le but de décrire la 

relation existant entre les concentrations sanguines de tacrolimus, les concentrations 

intracellulaires de tacrolimus et l’effet sur la protéine cible de la molécule, la calcineurine. 
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5. Résultats 

 

5.1 1ère étude : Elaboration d'un modèle pharmacocinétique de l'évérolimus 

chez le transplanté cardiaque par approche de population (Annexe 1 – Article 1) 

 

5.1.1 Rationnel 

 

L'objectif de cette étude était de mettre au point et de valider un modèle de la 

pharmacocinétique de l'évérolimus chez le transplanté cardiaque par une approche de 

population et ce, à partir de données du suivi thérapeutique pharmacologique usuel des 

patients suivis au sein du Groupe Hospitalier Pitié-Salpêtrière (Paris). Ce travail a pour 

objectif  d'identifier les covariables, y compris génétiques, influençant la pharmacocinétique 

de l'évérolimus chez ces patients et de prédire les concentrations en évérolimus afin de 

proposer des adaptations de posologie individualisées. Lors de l'initiation de ce travail de 

doctorat, un seul modèle de la pharmacocinétique de l'évérolimus par approche de 

population avait été publié (93). Peu de temps avant la publication de cette partie de notre 

travail, un modèle concernant le patient transplanté rénal a également été publié (94).   
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5.1.2 Patients et collection des données 

 

Cinquante neuf patients (13 femmes et 46 hommes) traités par évérolimus ont été inclus 

dans cette étude. Les patients étaient transplantés depuis un délai de 26 à 6621 jours. Les 

inclusions se sont faites prospectivement pendant 22 mois. Dix patients avaient reçu de 

l'évérolimus de novo tandis que les 49 autres ont été préalablement traités par 

mycophénolate mofétil ou azathioprine puis par évérolimus. Quarante-deux patients 

recevaient une association de ciclosporine (155,5 ± 58,1 mg/jour) et d'évérolimus. Les 

autres patients recevaient en association avec l’évérolimus, du tacrolimus (n = 12) ou du 

mycophénolate mofétil (n = 4). Les posologies de prednisone ou prednisolone reçue par les 

patients s'étalaient de 5 à 100 mg/jour (moyenne 14,7 ± 7,6 mg/jour).  

Les patients inclus présentaient un génotype CYP3A5 AA, GA et GG selon la fréquence 

suivante : 6,7%, 17,8% et 75,5% et un génotype ABCB1 CC, CT et TT selon la fréquence 

suivante : 37,8%, 48,9% et 13,3%. L'ensemble de ces données a été utilisé pour la 

modélisation pharmacocinétique et est présenté dans le tableau 7. 
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Tableau 7. Données démographiques, biologiques et thérapeutiques des 59 patients inclus 

dans l'étude d'après (95). BW : Bodyweight (Poids), TGO : Aspartate aminotransférase, TGP : 

Alanine aminotransferase, EVE : Everolimus. 
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5.1.3 Modélisation pharmacocinétique par approche de population 

 

Au total, 775 concentrations résiduelles d'évérolimus étaient disponibles pour la mise au 

point du modèle. La répartition des concentrations résiduelles est représentée figure 12.  

 

Figure 12. Concentrations résiduelles d'évérolimus (ng/mL) mesurées chez les 59 patients de 

l’étude (n=775 points) 

 

Les patients inclus ont bénéficié en moyenne de 13,1 dosages au cours de la période 

d'inclusion avec des extrêmes allant de 3 à 36 dosages. Les paramètres du modèle structural 

étaient la clairance et le volume de distribution de l'évérolimus. Puisque uniquement des 
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concentrations résiduelles étaient disponibles, la constante d'absorption (Ka) était fixée à 

6,0 par heure selon les valeurs décrites dans la littérature (93). La variabilité inter-

individuelle était décrite de manière la plus satisfaisante avec un modèle d'erreur 

exponentiel selon la formule suivante :  

 

CL = TV(CL) x EXP(ɳjCL) 

 

où CL est la clairance de l'évérolimus, TV(CL) la valeur typique de la clairance et ɳjCL une 

variable aléatoire distribuée selon une moyenne de 0 et une variance de ω2
CL qui peut être 

estimée par le logiciel et qui représente la variabilité pharmacocinétique existant entre les 

patients de la population. 

 

L'erreur résiduelle était décrite au mieux par un modèle d'erreur proportionnel et additif 

selon la formule suivante : 

Cij = Cpred ij + ( a + Cpred ij) x εij 

où Cij représente les concentrations observées, Cpred ij les concentrations prédites par le 

modèle pharmacocinétique, et εij la différence entre les concentrations observées et les 

concentrations prédites, variable distribuée aléatoirement centrée sur 0 et de variance σ2. 

 

Il n'y avait aucun impact de la variabilité inter-occasion sur le modèle. 

Aucune covariable testée (sexe, poids, âge, taille, délai post-opératoire, présence ou 

absence de corticoïdes, posologie des corticoïdes, présence ou absence de ciclosporine,  

posologie de ciclosporine, concentration résiduelle de ciclosporine, protéinémie, 



90 
 

créatininémie, hématocrite, aspartate aminotransférase, alanine aminotransférase, 

bilirubinémie) n'influençait significativement le volume de distribution de l'évérolimus. 

Aucune des variables suivantes n'influençait significativement la clairance de l'évérolimus : 

poids, âge, taille, délai post-opératoire, présence ou absence de corticoïdes, posologie des 

corticoïdes, posologie de ciclosporine, concentration résiduelle de ciclosporine, 

protéinémie, créatininémie, hématocrite, aspartate aminotransférase, alanine 

aminotransférase. Le sexe, la bilirubinémie et la présence ou l'absence de ciclosporine 

étaient les facteurs influençant la clairance de l'évérolimus avec des diminutions de la 

fonction objective de 8,7 ; 19,0 et 37,6 points respectivement. 

De manière intéressante, aucune des covariables génétiques testées (CYP3A5 et ABCB1) 

n'influençait significativement le modèle. La clairance apparente de l'évérolimus semblait 

plus importante chez les patients exprimant le CYP3A5 (*1/*1 et *1/*3) que chez les 

patients ne l’exprimant pas, sans que la différence soit significative même si une tendance 

en ce sens était notable (figure 13). Le génotype ABCB1 n'influençait pas le modèle. 
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Figure 13. Répartition des clairances d'évérolimus en fonction des génotypes CYP3A5 des 

patients inclus dans l'étude. 

 

Le modèle intermédiaire a donc permis d'identifier trois variables d'intérêt qui ont été 

évaluées. La variable « sexe du patient » n'a pas atteint l'objectif et n'a pas été conservée 

dans le modèle final.  

  

A l'issue de cette procédure, le modèle final décrivant la clairance de l'évérolimus était : 

 

CL/F = 3,33 x [(8/BILI)0,28 + 2,05CSA] 

où CL/F est la clairance apparente de l'évérolimus, BILI la valeur de la bilirubinémie du 

patient et CSA le facteur décrivant la présence (CSA = 1) ou l'absence (CSA = 0) de 

ciclosporine dans le traitement du patient. 
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L'estimation des paramètres pharmacocinétiques de l'évérolimus par le modèle était 

comparable à celle faite dans les travaux de Kovarik et al. avec une clairance apparente de 

3,33 ± 0,20 L/h et un volume de distribution de 146 ± 33 L (93). 

 

Le tableau 8 présente la synthèse des effets des covariables sur la clairance.  

 

Tableau 8. Résumé des effets significatifs des covariables testées sur la clairance apparente 

de l'évérolimus d'après (95). 

 

 

Les graphiques des concentrations prédites par le modèle et/ou des concentrations 

individuelles prédites par le modèle en fonction des concentrations observées ainsi que le 

graphique des résidus individuels pondérés en fonction du temps ne montraient pas de biais 

(Figure 14.) 
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Figure 14. Graphiques des concentrations prédites (PRED) en fonction des concentrations 

observées (DV), des concentrations individuelles prédites (IPRED) en fonction des 

concentrations observées (DV) et des résidus individuels pondérés (IWRES) en fonction du 

temps (TIME) d'après (95). 
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5.1.4 Validation du modèle 

 

Le modèle final a été validé en utilisant la procédure du bootstrap et du visual predictive 

check (VPC).  

La moyenne ± écart-type de chacun des paramètres du modèle final était comprise entre les 

2,5ème et 97,5ème percentiles des valeurs obtenues au cours du bootstrap (tableau 9). 

 

Tableau 9. Paramètres pharmacocinétiques de l'évérolimus obtenus chez 59 transplantés 

cardiaques et par la méthode du bootstrap d'après (95). 
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Par la méthode du VPC, les données observées ont ensuite été superposées à l'intervalle de 

prédiction : seules 2,06% des concentrations étaient à l'extérieur de l'intervalle de 

prédiction (Figure 15). 

 

 

 

Figure 15. Résultat obtenu par la procédure du visual predictive check (VPC). Les lignes en 

pointillés représentent les 2,5ème et 97,5ème percentiles, la ligne continue le 50ème percentile 

des concentrations prédites. 
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5.1.5 Conclusions  

 

Ce travail a permis de mettre au point le premier modèle de pharmacocinétique de 

population de l'évérolimus chez le transplanté cardiaque. Un certain nombre de covariables 

censées influencer la pharmacocinétique de l'évérolimus, notamment les génotypes CYP3A5 

et ABCB1, n’ont pas été mis en évidence au cours de ce travail. En revanche, la bilirubinémie 

ainsi que l’association à la ciclosporine sont des déterminants majeurs de la 

pharmacocinétique de l'évérolimus. La prédiction des concentrations d'évérolimus chez le 

transplanté cardiaque est rendue possible par ce modèle et doit permettre de limiter les 

sous- et sur-expositions lors des traitements par cet immunosuppresseur. 
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5.2 Dosages intracellulaires d'immunosuppresseurs 

 

5.2.1 2nde étude : dosage de l'évérolimus dans les PBMC (Annexe 2 – Article 2) 

 

5.2.1.1 Rationnel : 

Le second outil d'optimisation de l'utilisation des IS élaboré a consisté en la mise au point 

d'une méthode de dosage de l'évérolimus dans les PBMC. L'évérolimus étant une molécule 

présentant une importante variabilité pharmacocinétique, notamment en raison de sa forte 

fixation aux protéines plasmatiques et de son caractère substrat des cytochromes 3A5, 3A4 

et 2C8 ainsi que d’ABCB1, ses concentrations sanguines apparaissent comme étant 

imprévisibles (26,42,45). Ces caractéristiques pharmacocinétiques peuvent également 

modifier sa distribution intracellulaire et, par conséquent, son efficacité. Le lymphocyte 

étant le compartiment-effet de l'évérolimus, les PBMC apparaissent comme une matrice 

biologique plus intéressante que le sang total dans l'évaluation de l'efficacité du traitement. 

Cette étude décrit la validation d’une méthode de dosage de l'évérolimus dans les PBMC et 

son application clinique chez des patients transplantés cardiaques.  

La technique analytique choisie est la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie 

de masse. La méthode de dosage a été validée selon les recommandations publiées par l’ICH 

(89) sur les critères suivants : répétabilité, fidélité intermédiaire, linéarité, sélectivité, limite 

de quantification, effet de matrice et rendement d’extraction.  
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5.2.1.2 Résultats : 

 

Validation de la méthode : 

La validation de la méthode analytique a montré que celle-ci était spécifique (absence de 

composés interférents séparés et détectés dans les mêmes conditions que l’évérolimus), 

linéaire, fidèle et permettait de quantifier des concentrations de 1,25 ng/mL (CV 14,7%) 

(Tableau 9). 

 

5.2.1.2.1 Répétabilité 

 

Au cours de la validation de la méthode de dosage de l’évérolimus dans les PBMC, la 

justesse était de 12,4% ; 6,4% et de 8,5% respectivement pour les trois niveaux de contrôle 

tandis que l’exactitude était de 102,2% ; 101,0% et 97,1% respectivement pour les trois 

niveaux de contrôle testés (Tableau 9). 

 

5.2.1.2.2 Fidélité intermédiaire 

 

Les valeurs de CV et de recouvrement au cours des essais de fidélité intermédiaire étaient, 

respectivement pour les trois niveaux de contrôle, de 12,0 % ; 6,4% et 11,0% pour le CV et 

de 99,5% ; 96,6% et 99,8% pour ce qui est du recouvrement (Tableau 10). 
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5.2.1.2.3 Linéarité 

 

La linéarité a été testée pendant trois jours consécutifs en calculant le coefficient de 

détermination (R2) de la droite de calibration. Celui-ci devait être supérieur à 0,98. Les 

droites de calibrations étaient linéaires sur l’ensemble de la gamme d’étalonnage avec des 

coefficients de détermination allant de 0,984 à 0,997. 

 

Tableau 10. Critères de validation de la méthode de dosage de l'évérolimus dans les PBMC 

d'après (90). CV : Coefficient de variation 

 

 

5.2.1.2.4 Spécificité 

 

La spécificité de la méthode a été étudiée par analyse d’extraits de PBMC obtenus chez 

plusieurs patients transplantés cardiaques. Ces extraits ne contenaient pas d’évérolimus et 

aucun autre pic chromatographique n’interférait avec l’évérolimus. Aucune interférence 

analytique n’a été rapportée au cours de ces essais. 
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5.2.1.2.5 Limite de quantification 

 

La limite basse de quantification de la méthode a été choisie comme étant le premier point 

de la gamme de calibration dans les PBMC. Le CV a été évalué à partir de la répétition de 3 

surcharges de PBMC déterminées afin d'atteindre la concentration du premier point de 

gamme. La limite de quantification a ainsi pu être fixée à 1,25 ng/mL avec un CV de 14,7%.  

 

5.2.1.2.6 Rendement et effet de matrice 

 

Le rendement moyen pour l'extraction de l'évérolimus a varié entre 79 et 87% selon le 

niveau de concentration testé. L’effet matrice était de 91,7% (évérolimus 5 ng/mL). 

 

5.2.1.3 Application clinique chez le patient transplanté cardiaque 

 

Après mise au point et validation de la méthode de dosage, celle-ci a été appliquée chez le 

patient transplanté cardiaque. Les concentrations sanguines ont été mesurées chez 36 

patients transplantés cardiaques à partir de sang total collecté sur EDTA. Ces patients 

étaient traités par évérolimus depuis un minimum de 6 mois au moment de leur inclusion 

dans l'étude. Ils étaient considérés comme à l'état stable à la fois en ce qui concerne leur 

transplantation et du point de vue de leur traitement immunosuppressif. Aucune 

modification de posologie dans les cinq jours précédant l'inclusion du patient dans l'étude 

n'était autorisée. Les patients étaient informés de la réalisation de l'étude et avaient donné 

leur consentement à leur participation.  
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Ces patients recevaient une dose moyenne d'évérolimus de 1,34 ± 0,79 mg/j (posologies 

allant de 0,5 à 5 mg/j). Les patients étaient également traités par ciclosporine ou tacrolimus 

et corticoïdes. Les concentrations mesurées étaient des concentrations résiduelles, le 

prélèvement étant effectué 12 ± 1h après administration de l'évérolimus. Une fois la 

détermination de la concentration sanguine en évérolimus effectuée par LC-MS/MS, le sang 

total restant était utilisé afin de déterminer les concentrations en évérolimus dans les PBMC 

(Figure 16). Ainsi, aucun prélèvement supplémentaire autre que celui requis usuellement 

pour le suivi thérapeutique pharmacologique des concentrations d'IS n'était demandé aux 

patients inclus dans l'étude. La procédure d'extraction des cellules et leur numération était 

celle décrite dans les paragraphes précédents. Les prélèvements sanguins des patients 

contenaient de 0,5 à 12,5 millions de PBMC et les concentrations mesurées allaient de 40 à 

470 pg/million de cellules.  

Le volume moyen d’un PBMC étant de 200 femtolitres, un million de cellules équivalent à 

environ 200 nanolitres (96,97). Les concentrations mesurées au cours de l’étude variaient 

donc de 0,20 µg/mL à 2,35 µg/mL.  Comparativement aux concentrations mesurées dans le 

sang total, les concentrations mesurées dans les PBMC apparaissent donc comme étant 

environ mille fois plus élevées que dans le sang (µg/mL versus ng/mL). Le facteur de 

diffusion de l’évérolimus du sang vers les PBMC est donc de l’ordre de 100 à 1000. 
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Figure 16. Exemple de chromatogrammes d'évérolimus et d'étalon interne obtenus chez un 

patient transplanté cardiaque traité par 0,75 mg d'évérolimus matin et soir.  

 

Nous avons ensuite étudié la relation entre les concentrations sanguines en évérolimus et 

les concentrations en évérolimus dans les PBMC chez les 36 patients inclus. La corrélation 

entre les deux types de concentrations était faible mais mise en évidence par le test de la 

pente de la droite de régression (r2 = 0,558 ; p = 0,0002) (Figure 17).   
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Figure 17. Concentrations en évérolimus dans les PBMC en fonction des concentrations 

sanguines en évérolimus chez 36 patients transplantés cardiaques à l'équilibre de leur 

traitement. 

 

5.2.1.4 Conclusion 

 

Nous avons pu mettre au point et valider une méthode de dosage de l'évérolimus dans les 

cellules mononuclées de patients transplantés. La méthode s'est montrée robuste et 

sensible et apparait comme un nouvel outil de monitoring des traitements par évérolimus. 

La corrélation existant entre les concentrations sanguines et les concentrations 

intracellulaires ne permet pas d’invalider le STP tel qu’il est réalisé en routine, à savoir par 

mesure des concentrations sanguines totales. En l’absence de données cliniques rapportées 

chez les patients de cette étude, nous ne pouvons pas conclure à une supériorité de l’une ou 

de l’autre de ces méthodes. 
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La corrélation entre concentrations sanguines et intracellulaire montre que dans le cas de 

l’évérolimus, le facteur de variabilité interindividuelle identifié (activité du transporteur 

ABCB1) n’est peut être pas déterminant. L’hypothèse selon laquelle le dosage intracellulaire 

de l’évérolimus serait un meilleur moyen de prévention du rejet n’a pas pu être vérifiée par 

nos essais. Néanmoins, cette hypothèse était justifiée par le fait que la fraction 

intracellulaire est la fraction effectivement active. 
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5.2.2 3ème étude : Dosages du tacrolimus dans les PBMC (Annexe 3 - Article 3) 

 

5.2.2.1 Rationnel 

 

Le troisième outil élaboré au cours de ce travail de doctorat a été une méthode de dosage 

du tacrolimus dans les cellules mononuclées. Comme l'évérolimus, le tacrolimus est une 

molécule qui présente une variabilité pharmacologique extrêmement importante liée à un 

métabolisme hépatique médié par les cytochromes, et en particulier le CYP3A5, et à un 

caractère substrat des transporteurs de médicament, notamment ABCB1 (24,98). La 

protéine ABCB1 peut jouer un rôle clef dans la diffusion intracellulaire du tacrolimus en 

raison de sa localisation au niveau de la membrane du lymphocyte. Ainsi, elle peut limiter, 

par efflux de la molécule, l'entrée du tacrolimus au niveau de son site d'action. L'expression 

et la fonctionnalité de ce transporteur peuvent par ailleurs être modulées génétiquement 

et/ou sous l'effet d'autres médicaments inducteurs ou inhibiteurs. La variabilité des 

concentrations intracellulaires en tacrolimus se trouve alors renforcée. C'est pourquoi, il 

nous est apparu pertinent de mettre au point une méthode de dosage du tacrolimus dans 

les PBMC afin de pouvoir évaluer, au plus proche du site d'action, les concentrations en 

immunosuppresseur. Les concentrations en tacrolimus dans les PBMC, en tant que 

compartiment cible du médicament, pourraient ainsi constituer un meilleur reflet de l'effet 

immunosuppresseur du médicament que ne le sont les concentrations sanguines. 

La méthode de dosage a tout d'abord été validée selon les recommandations publiées par 

l’ICH (89) avec évaluation des critères de répétabilité, fidélité intermédiaire, linéarité, limite 

de quantification, effet de matrice et rendement d’extraction.  
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Un certain nombre de données existant déjà sur la pharmacocinétique du tacrolimus dans 

les PMBC de patients transplantés rénaux et hépatiques, nous avons centré l'application 

clinique découlant de la mise au point de ce travail sur la pharmacocinétique du patient 

transplanté cardiaque. 

 

5.2.2.2 Résultats 

 

5.2.2.2.1   Répétabilité 

 

La précision de la méthode a été déterminée en réalisant, au cours d’une même journée, 6 

contrôles de qualité à 2 niveaux de concentration 50 et 200 pg/million de PBMC.  

Dans le cas de la méthode de dosage du tacrolimus dans les PBMC, la justesse était de 8,6 et 

9,0% pour les contrôles à 50 et 200 pg/million PBMC. 

 

5.2.2.2.2 Fidélité intermédiaire 

 

La fidélité intermédiaire a été déterminée en réalisant trois séries de mesures de 6 contrôles 

de qualité à deux niveaux de concentrations différents (50 et 200 pg/million de PBMC). 

L'objectif est un CV inférieur à 15%. Ces valeurs étaient, respectivement pour les deux 

niveaux de contrôle, de 2,8% et 8,8%. 

Pour l'exactitude, le recouvrement variait de 95,6% à 99,9% sur l'ensemble des niveaux de 

concentration testés. 
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5.2.2.2.3 Linéarité 

 

Les droites de calibrations étaient linéaires sur l’ensemble de la gamme d’étalonnage (de 

12,5 à 250 pg/million de cellules) avec des coefficients de détermination allant de 0,984 à 

0,997. 

 

5.2.2.2.4 Limite de quantification 

 

La limite basse de quantification de la méthode a été choisie comme étant le premier point 

de la gamme de calibration dans les PBMC car celui-ci présentait un CV inférieur à 15% lors 

de la répétition des mesures à cette concentration. La limite de quantification a ainsi pu être 

fixée à 12,5 pg/million de PBMC.  

 

5.2.2.2.5 Rendement et effet de matrice 

 

Le rendement moyen de la méthode pour le tacrolimus était de 97,2% et 103,4% pour les 2 

niveaux de contrôle.  

L'effet de matrice calculé pour le tacrolimus à 50 et 200 pg/million de PBMC était 

respectivement de 96,1% et 97,7%. L'effet de matrice calculé pour l'étalon interne à la 

concentration de 2 ng/mL était de 96,0%. 
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5.2.2.2.6 Application clinique de la méthode de dosage du tacrolimus dans les PBMC chez 

le patient transplanté cardiaque 

 

Comme rappelé précédemment, des données de pharmacocinétique du tacrolimus dans les 

PBMC de patients transplantés rénaux et hépatiques avaient déjà été rapportées dans la 

littérature (99–101). En revanche, aucune donnée n'existait en ce qui concerne la 

pharmacocinétique du tacrolimus dans les PBMC de patients transplantés cardiaques. Ainsi, 

vingt-quatre patients (16 hommes et 8 femmes) transplantés cardiaques ont été inclus au 

cours d'une période de 4 mois. Ces patients étaient traités par tacrolimus initialement à la 

posologie de 2 mg matin et soir puis la posologie était adaptée en fonction des résultats du 

suivi thérapeutique pharmacologique avec des cibles de concentration résiduelle de 10 à 15 

ng/mL au cours des 3 premiers mois de traitement puis de 5 à 10 ng/mL par la suite. Les 

patients recevaient également un traitement par acide mycophénolique administré sous 

forme de mycophénolate mofétil (1g matin et soir) et des corticoïdes. Au moment de leur 

inclusion, 5 patients recevaient la forme à libération modifiée de tacrolimus tandis que les 

23 autres recevaient la forme à libération immédiate de tacrolimus. Au moment de leur 

inclusion, les patients recevaient en moyenne 2,6 ± 2,0 mg de tacrolimus matin et soir. La 

concentration sanguine résiduelle moyenne, mesurée chez les patients de l'étude le jour de 

la détermination des concentrations en tacrolimus dans les PBMC, était de 8,1 ± 2,6 ng/mL. 

Outre les données relatives au traitement médicamenteux des patients, les données 

démographiques (âge, poids, taille, indice de masse corporelle (IMC),  délai depuis la 

transplantation) et biologiques (protidémie, albuminémie, créatininémie, clairance de la 

créatinine calculée par la formule de MDRD, bilirubinémie, aspartate aminotransférase, 

alanine aminotransférase et hématocrite) ont également été relevées. Ces données sont 
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rapportées dans le tableau 11. Les patients présentaient des paramètres biologiques 

compris dans les valeurs normales à l'exception toutefois d'une créatininémie moyenne 

élevée (125,9 ± 59,7 µmol/L) sans doute en lien avec une longue exposition des patients au 

tacrolimus (70 mois en moyenne) vraisemblablement à l'origine d'une néphrotoxicité 

cumulative.  

 

Tableau 11. Caractéristiques démographiques, biologiques et de traitement des 24 patients 

transplantés cardiaques au moment de leur inclusion dans l'étude. 

 

 

 

Au cours des 4 mois de l'étude, 28 prélèvements (sang total sur EDTA) obtenus de 24 

patients ont été analysés. Il s'agissait de prélèvements obtenus dans le cadre du suivi 
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thérapeutique pharmacologique usuel de ces patients et aucun prélèvement 

supplémentaire n'a été nécessaire à la réalisation de ce travail. Quoi qu'il en soit, les 

patients étaient informés de la réalisation du protocole et étaient libres de refuser d'y 

participer. Après dosage par LC-MS/MS du tacrolimus dans le sang total, les échantillons 

subissaient la procédure décrite plus haut afin de permettre la détermination des 

concentrations en tacrolimus dans les PBMC. Les patients présentaient des concentrations 

en tacrolimus dans les PBMC très variables : de 5 à 150 pg/million de PBMC (soit 25 à 750 

ng/mL), avec une moyenne à 40 ± 29 pg/million de PBMC (200 ng/mL) et un CV de 71,4% 

supérieur au CV des concentrations sanguines (32,6%). Le ratio moyen de concentration 

intracelluaire sur sanguine était d’environ 25. 

Nous avons ensuite recherché les corrélations existantes entre : la dose et les 

concentrations en tacrolimus dans les PBMC et les concentrations sanguines en tacrolimus 

et les concentrations en tacrolimus dans les PBMC. Il n'existait pas de corrélation entre la 

dose et la concentration en tacrolimus dans les PBMC (r2 = 0,130 ; p = 0,059) (Figure 18). 

 

 

Figure 18. Concentration en tacrolimus dans les PBMC en fonction du dosage de tacrolimus 

chez 24 patients transplantés cardiaques. 
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Il n'existait pas non plus de corrélation entre les concentrations sanguines en tacrolimus et 

les concentrations en tacrolimus dans les PBMC des patients (r2 = 0,067 ; p = 0,183) (Figure 

19). 

 

 

Figure 19. Concentration en tacrolimus dans les PBMC en fonction des concentrations 

sanguines en tacrolimus chez 24 patients transplantés cardiaques. 

 

Les corrélations entre les concentrations en tacrolimus dans les PBMC et le poids, la taille, 

l'IMC, l'hématocrite, la protidémie, l'albuminémie, la bilirubinémie, et les transaminases ont 

également été recherchées mais aucun lien entre ces différents facteurs et la concentration 

intracellulaire n'a pu être démontré. En revanche, la corrélation (inverse) entre 

créatininémie et concentration en tacrolimus dans les PBMC atteignait quasiment la 

significativité (r2 = 0,151 : p = 0,051) sans qu'il soit possible de fournir une explication au lien 

potentiel qui pourrait exister entre les concentrations intracellulaires et la créatininémie. 
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5.2.2.3 Conclusion 

 

Ce travail nous a donc permis de mettre au point et de valider une méthode de dosage du 

tacrolimus dans les cellules mononuclées de patients transplantés. La linéarité de la 

méthode, de 12,5 à 250 pg/million de cellules, permet d'envisager une utilisation de cette 

méthode pour des patients à la phase immédiate post-transplantation (patients 

potentiellement très déplétés en PBMC) comme pour des patients à distance de leur 

transplantation. Le process analytique est certes plus long que le dosage sanguin du 

tacrolimus mais peut malgré tout être effectué suffisamment rapidement pour permettre 

une adaptation de posologie lors de l'administration suivante de l'immunosuppresseur. Le 

coût de la procédure est également plus important que celui du dosage sanguin, néanmoins 

le surcoût reste minime au regard de la possibilité de réduire la fréquence du rejet de greffe. 

L'utilisation de cette méthode au cours d'essais cliniques pourrait permettre de délimiter 

une zone thérapeutique intracellulaire et d'en déterminer l'intérêt en pratique clinique. 
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5.3 4ème étude : Pharmacocinétique et pharmacodynamie du tacrolimus en 

transplantation hépatique (Annexe 4 – Article 4) 

 

5.3.1 Rationnel  

 

La dernière partie de ce travail de doctorat avait pour but d'explorer la relation qui peut 

exister entre les concentrations sanguines de tacrolimus, les concentrations intracellulaires 

de tacrolimus et l'effet sur la protéine cible, la calcineurine. En effet, une meilleure 

connaissance de cette relation peut permettre d'expliquer la survenue de rejets chez des 

patients dont les concentrations sanguines de tacrolimus sont en zone thérapeutique. Le 

choix du tacrolimus plutôt que l'évérolimus pour cette partie repose sur le fait que cette 

molécule pourrait être un meilleur substrat du CYP3A5 et d'ABCB1 que ne l'est l'évérolimus. 

Les résultats présentés précédemment dans ce travail vont d'ailleurs dans ce sens. D'une 

part, le modèle de pharmacocinétique de population que nous avons établi démontre que le 

génotype du CYP3A5 et d'ABCB1 n'impacte pas sur la pharmacocinétique sanguine de 

l'évérolimus ; le contraire ayant été rapporté dans la littérature pour le tacrolimus (102–

104). D'autre part, l'application clinique du dosage de l'évérolimus dans les PBMC montre 

une corrélation, bien que médiocre, entre concentrations sanguines et concentrations dans 

les PBMC des patients, ce qui pourrait confirmer l'hypothèse que les concentrations 

sanguines reflètent partiellement les concentrations dans les PBMC et que, par conséquent, 

CYP3A5 et d'ABCB1 retentissent faiblement sur la diffusion de l'évérolimus vers la cellule 

mononuclée. Les résultats de l'application clinique de la méthode de dosage du tacrolimus 

dans les PBMC vont, au contraire, dans le sens d'un probable impact important de ces 
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covariables sur la diffusion du tacrolimus dans les PBMC. Cette conclusion a, par ailleurs, 

déjà été rapportée dans la littérature pour cette molécule (100). 

 

5.3.2 Résultats  

 

5.3.2.1 Patients et collection des données 

 

Dix patients transplantés hépatiques de novo ont été inclus dans cette sous-étude de l'étude 

CYPTAC'H (identifiant Clinicaltrials.gov : NCT01388387). Les patients étaient inclus s'ils 

étaient âgés de plus de 18 ans, traités par tacrolimus et avaient donné un consentement 

écrit afin de participer à l'étude. Le protocole a été approuvé par le comité de protection de 

la personne Ouest V. Les patients bénéficiaient de pharmacocinétiques complètes à J1 et à 

J7 en 10 points de prélèvement (avant puis 20 min, 40 min, 60 min, 120 min, 180 min, 240 

min, 360 min, 540 min et 720 min après administration de tacrolimus). Le jour des 

cinétiques, les données démographiques (âge, poids, taille, temps d'ischémie froide, poids 

du greffon et score MELD des patients), de traitement (posologie du tacrolimus) et 

biologiques (hématocrite, protéinémie, albuminémie, créatininémie, bilirubinémie totale et 

libre, aspartate aminotransférase, alanine aminotransférase, phosphatase alcaline et 

clairance de la créatinine calculée par la méthode MDRD) étaient relevées. Les 

caractéristiques démographiques et biologiques des patients à J1 et J7 sont présentées dans 

les tableaux 12 et 13. 
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Tableau 12. Caractéristiques démographiques des 10 patients transplantés hépatiques 

inclus dans l'étude (moyenne ± écart-type). 

 

 

Tableau 13. Paramètres biologiques à J1 et J7 de leur traitement par tacrolimus des patients 

inclus (moyenne ± écart-type). 
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Au cours du protocole, les patients étaient suivis pendant 6 mois avec une attention 

particulière portée à la survenue de rejet de transplantation.  

 

5.3.2.2 Dosages sanguins, intracellulaires et détermination de l'activité calcineurine 

 

Le dosage sanguin était effectué par LC-MS/MS selon une méthode adaptée d'une 

technique de dosage publiée (105). Après dosage sanguin du tacrolimus, les prélèvements 

sanguins subissaient la procédure décrite dans le paragraphe 5.2.1 afin de séparer les 

cellules mononuclées du reste des éléments figurés du sang. Les cellules étaient ensuite 

comptées et séparées en deux aliquots, l'un dédié au dosage de tacrolimus dans les PBMC, 

l'autre à la détermination de l'activité de la calcineurine. Les concentrations intracellulaires 

étaient mesurées selon la méthode décrite dans le paragraphe 4.2.3 (91). La détermination 

de l'activité de la calcineurine était effectuée selon la méthode décrite dans le paragraphe 

4.3 (92). 

Les concentrations sanguines maximales étaient mesurées à 180 min à J1 et 60 min à J7 et 

atteignaient respectivement 13,0 ± 9,6 ng/mL et 8,8 ± 5,0 ng/mL. Les concentrations 

résiduelles étaient respectivement de 6,9 ± 3,1 ng/mL et 5,4 ± 3,1 ng/mL à J1 et J7. Les AUC0-

12 correspondantes à J1 et J7 étaient de 111,8 ± 65,9 ng.h/mL and 81,2 ± 37,2 ng.h/mL 

(Figure 20). 
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Figure 20. Concentrations sanguines moyennes en tacrolimus à J1 (losanges) et J7 (carrés) 

post-transplantation chez les 10 patients de l'étude. Les résultats sont présentés en 

moyenne ± standard error of the mean (SEM). 

 

Une importante contamination des prélèvements de PBMC par des polynucléaires 

neutrophiles lors de la séparation cellulaire, nous a obligés à rapporter les concentrations 

intracellulaires non pas par million de PBMC mais par million de leucocytes. Ainsi, les 

concentrations maximales intracellulaires en tacrolimus étaient respectivement de 116,9 ± 

114,7 pg/million de leucocytes (585 ± 574 ng/mL) à 180 min à J1 et de 68,3 ± 48,9 pg/million 

de leucocytes (342 ± 245 ng/mL) à 360 min à J7. Les concentrations résiduelles 

intracellulaires étaient de 71,3 ± 78,5 et 39,5 ± 38,8 pg/million de leucocytes à J1 et J7, c'est-

à-dire respectivement 357 ± 396 et 180 ± 194 ng/mL. Les AUC0-12 correspondantes étaient 
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de 909,2 ± 903,7 pg.h/million de leucocytes (4,55 ± 4,52 µg.h/mL) and 673,0 ± 603,0 

pg.h/million de leucocytes (3,37 ± 3,02 µg.h/mL) (Figure 21). Le ratio des AUC0-12 

intracellulaires sur sanguines à J1 et J7 présentait une large variabilité : de 5,2 à 70 

(moyenne 40,3 ± 23,3) à J1 ; et de 8,0 to 114,8 (moyenne 49,3 ± 45,6). Les paramètres 

pharmacocinétiques des patients sont résumés dans le tableau 14. 

 

Tableau 14. Paramètres pharmacocinétiques des patients inclus dans l'étude à J1 et J7 de 

l'initiation du traitement par tacrolimus (moyenne ± écart-type). 
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Figure 21. Concentrations intracellulaires moyennes en tacrolimus à J1 (losanges) et J7 

(carrés) post-transplantation chez les 10 patients de l'étude. Les résultats sont présentés en 

moyenne ± standard error of the mean (SEM). 

 

La figure 22 présente l'activité de la calcineurine à J1 et J7. A J1, l'activité de la calcineurine 

varie de manière contemporaine de la concentration sanguine et de la concentration 

intracellulaire. Ainsi, le nadir de l'activité de la calcineurine à J1 (-38 ± 16%) était proche du 

pic de concentration sanguine et intracellulaire. A J7, l'inhibition de l'activité de la 

calcineurine était limitée (+/- 15%). Les AUC moyennes de calcineurine (AUC0-12CNA) n'étaient 

pas significativement différentes à J1 et J7 (AUC0-12CNA = 404,2 ± 251,1 versus 472,8 ± 382,9 

pmol/min/106 leucocytes, p = 0,95). Pour un même patient, la variation de l’AUC0-12CNA entre 

J1 et J7 était en moyenne de 1,17 ± 0,65.  



120 
 

 

Figure 22. Activité moyenne de la calcineurine chez les patients de l'étude à J1 (losanges) et 

J7 (carrés). Les résultats sont présentés en moyenne ± standard error of the mean (SEM).  

 

Une corrélation entre les expositions sanguines et intracellulaires exprimées par les AUC 

respectives ainsi qu'avec les AUC0-12CNA a été recherchée à J1 et à J7. Il y avait une relation 

entre les AUC0-12 sanguines et intracellulaires (rho= 0,69; p = 0,04) laquelle disparaissait à 

l'état d'équilibre, c'est à dire à J7 (p = 0,75). Aucune corrélation n'a été mise en évidence 

entre AUC0-12 sanguines et AUC0-12CNA à J1 (p = 0,92) ou J7 (p = 0,10) ni entre AUC0-12 

intracellulaire et AUC0-12CNA à J1 (p = 0,71) ou J7 (p = 0,92). Aucune différence n'a pu être 

mise en évidence entre les AUC0-12 sanguines à J1 et J7 (p = 0,25), les AUC0-12 intracellulaires 

(p = 0,38) ou entre les AUC0-12CNA à J1 et J7 (p = 0,74). De manière similaire, les ratios de 

diffusion du tacrolimus (rapport AUC intracellulaire / AUC sanguin) n'étaient pas 

significativement différents entre J1 et J7 (p = 1,00). 
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Nous avons également recherché les corrélations existant entre les valeurs moyennes de 

concentrations sanguines et d’inhibition de l’activité de la calcineurine ainsi qu’entre les 

valeurs moyennes de concentrations intracellulaires et ce à J0 puis à J7. Une relation 

significative inverse entre concentrations sanguines et inhibition de la calcineurine existait à 

J1 (p = 0,03 ; rho = -0,770) mais disparaissait à l’équilibre (p = 0,77). Aucune relation entre 

concentrations intracellulaires et inhibition de la calcineurine n’a pu être démontrée à J1 (p 

= 0,15) ou J7 (p = 0,94). 

 

5.3.2.3 Suivi clinique des patients 

 

Durant le suivi clinique des patients, un seul des dix patients inclus a présenté un rejet aigu 

cellulaire. Le rejet a débuté 17 jours après la transplantation. Une biopsie hépatique a été 

effectuée et le grade du rejet était de 4 sur l'échelle de BANFF. Ce patient avait une 

exposition sanguine au tacrolimus proche de la valeur moyenne du groupe à J1 (81,3 

ng.h/mL versus 111,8 ± 65,9 ng.h/mL) et à J7 (70,0 ng.h/mL versus 81,2 ± 37,2 ng.h/mL) 

mais une exposition intracellulaire quasiment 4 fois inférieure à la moyenne du groupe 

(respectivement 186,2 pg.h/million de leucocytes et 112,2 pg.h/million leucocytes à J1 et 

J7). Ce patient présentait également le plus faible ratio d’AUC à l'équilibre (8,0 contre une 

moyenne de 49,3 ± 45,6). Enfin, l'activité de la calcineurine de ce patient a augmenté entre 

J1 et J7 avec une AUC0-12CNA qui passait de 90.7 pmol/min/106 leucocytes à 189.5 

pmol/min/106 leucocytes. Ce patient présentait la plus forte élévation de l'activité 

calcineurine avec un rapport AUC J7 sur AUC J1 de 2,09 contre une moyenne de 1,17 ± 0,65. 
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5.3.2.4 Conclusion 

 

Le suivi des concentrations intracellulaires et le suivi de l'activité de la calcineurine sont 

parmi les nouveaux biomarqueurs d'évaluation de l'effet immunosuppresseur du traitement 

et donc de la survenue du rejet aigu cellulaire. L'amélioration des connaissances quant au 

lien existant entre les concentrations sanguines, intracellulaires du tacrolimus et l'activité de 

la calcineurine apparait nécessaire afin de planifier de futurs essais cliniques évaluant 

prospectivement la valeur prédictive de ces biomarqueurs. Ce travail rapporte également, 

chez le patient transplanté hépatique, des profils pharmacocinétiques et 

pharmacodynamiques complets du tacrolimus. 
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6. Discussion générale 

 

6.1 Modélisation par approche de population de la pharmacocinétique de 

l'évérolimus chez le transplanté cardiaque 

 

Au cours de ce travail, nous avons développé un modèle de la pharmacocinétique de 

l'évérolimus chez le patient transplanté cardiaque par une approche de population. Il 

s'agit du premier modèle élaboré pour ce médicament dans cette population de patients 

transplantés. Ce modèle permet d'obtenir une estimation des paramètres 

pharmacocinétiques de l'évérolimus et notamment de sa clairance apparente (Cl/F = 3,33 ± 

0,20 L/h) et de son volume de distribution (Vd = 146 ± 33 L), cohérents avec les paramètres 

pharmacocinétiques publiés dans les modèles développés chez les patients transplantés 

rénaux (93,94). Les données étaient finalement décrites au mieux à l'aide d'un modèle à 1 

compartiment tandis que Moes et al. décrivait un modèle à 2 compartiments (94). Cette 

différence pourrait être due à l'utilisation quasi-exclusive dans notre travail de 

concentrations résiduelles d'évérolimus. Malgré un nombre de prélèvements importants par 

individu (13,1 dosages par patient en moyenne), les temps de prélèvements étaient assez 

redondants puisque les données du modèle étaient issues de la pratique clinique courante, 

c'est à dire principalement des prélèvements effectués en résiduel. Dans le travail de Moes 

et al., l'accès à des mesures de concentrations plus riches permettent sans doute de tester 

des modèles plus complexes que ne le permettent les données du suivi thérapeutique 

pharmacologique usuel des transplantés de notre étude. L'objectif de Moes et al. était en 
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effet d'estimer l'exposition des patients à l'évérolimus par estimation de leur AUC et la 

modélisation a, dans ce cas, dû être effectuée à partir de profils pharmacocinétiques 

complets.  

Dans notre modèle, les covariables permettant d'expliquer la variabilité  inter- et intra-

individuelle de la pharmacocinétique de l'évérolimus étaient : la bilirubinémie ainsi que la 

présence ou l'absence de ciclosporine dans le traitement. Un grand nombre d'autres 

covariables ont été testées mais n’ont pas montré d'influence significative sur le modèle. 

Ces variables avaient été choisies car pouvant potentiellement faire varier les 

concentrations d'évérolimus. Ainsi, en raison du caractère lipophile du principe actif, de sa 

large distribution dans les tissus, de sa liaison aux protéines plasmatiques et de son 

métabolisme hépatique, l'évérolimus pourrait voir ses concentrations varier selon la taille, le 

poids ou le sexe des patients par effet sur le volume de distribution ou la clairance (26). De 

même, les patients âgés, présentant fréquemment une diminution des concentrations en 

protéines plasmatiques aussi bien que des modifications métaboliques, pourraient 

également voir leurs concentrations sanguines varier. Cependant, l'influence de ces 

paramètres n'était pas suffisante pour qu'ils soient retenus dans notre modèle et aucune 

des covariables démographiques (poids, taille, sexe et âge) n'a été retenue dans le modèle 

final. Ces résultats sont similaires à ceux décrits par Kovarik et al. dans un modèle chez le 

patient transplanté rénal (93). Même si dans l'étude de Kovarik, le poids et l'âge des 

patients étaient des covariables incluses dans le modèle final, les auteurs avaient estimé 

qu'elles n'avaient aucune influence cliniquement pertinente (93). En revanche, dans le 

travail de Moes et al., le poids idéal des patients influençait significativement le volume de 

distribution (94). Dans le travail de Kovarik, l'ethnie des patients avait une forte influence 



125 
 

sur la clairance du médicament. Les patients noirs avaient une clairance apparente de 

l'évérolimus supérieure de 20% comparativement aux patients blancs (93). 

En ce qui concerne les paramètres biologiques susceptibles d'influencer la 

pharmacocinétique de l'évérolimus, nous avons testé : 

- la protéinémie et l'albuminémie, déterminants importants de la fixation protéique du 

principe actif  

- la créatininémie, un marqueur du débit de filtration glomérulaire, déterminant essentiel de 

l'élimination rénale 

- l'hématocrite, dont les variations peuvent modifier les concentrations de l'évérolimus, 

molécule principalement répartie dans les érythrocytes 

- les transaminases, marqueurs de la lyse hépatique 

- la bilirubinémie, marqueur de l’activité hépatique 

De manière attendue, l'évérolimus étant un principe actif dont la liaison protéique est 

modérée et dont l'élimination se fait minoritairement sous forme inchangée dans les urines, 

la protéinémie, l'albuminémie et la créatininémie ne sont pas ressorties comme covariables 

influençant la pharmacocinétique. En revanche, la bilirubinémie avait un impact important 

sur la variabilité des concentrations. Ce résultat parait logique puisque l'évérolimus présente 

un métabolisme hépatique quasi-exclusif et à mesure que la bilirubinémie va augmenter, les 

fonctions métaboliques et d'épuration du foie vont diminuer, réduisant parallèlement le 

métabolisme et l'élimination du médicament (26). Les patients inclus dans notre étude 

présentaient des bilirubinémies variables (de 2 à 33 µmol/L), associées à d'importantes 

différences pharmacocinétiques de l'évérolimus. L'impact de la bilirubinémie sur la 

cinétique de l'évérolimus a déjà été rapporté dans une étude menée chez des patients 

insuffisants hépatiques modérés. Huit de ces patients et huit patients contrôles recevaient 2 



126 
 

mg d'évérolimus et les concentrations sanguines en évérolimus ainsi que la fixation 

protéique étaient comparées entre les deux groupes. Les AUC des patients étaient corrélées 

à leur bilirubinémie (r2 = 0,74) (et également à l'albuminémie) (106). La clairance de 

l'évérolimus était réduite de 53% dans le groupe de patients insuffisants hépatiques tandis 

que la fixation protéique n'était pas différente entre les groupes (73,8 ± 3,6% versus 73,5 ± 

2,5% pour le groupe contrôle) (106).  

Pour ce qui est des traitements associés, la présence de ciclosporine était le facteur 

prépondérant de variation de la clairance de l'évérolimus dans notre modèle : la présence 

de ciclosporine diminuait considérablement la clairance de l'évérolimus. La ciclosporine et 

l'évérolimus sont tous deux substrats du CYP3A4 et d'ABCB1, une interaction 

médicamenteuse à type de compétition au niveau des cytochromes et des transporteurs 

apparait donc comme possible (107). Ces résultats sont cohérents avec les données de 

Kovarik et al., lesquels rapportent une augmentation de la Cmax de 82% et de l'AUC de 

168% après prise de 2 mg d'évérolimus en dose unique lors de l'adjonction de ciclosporine 

(175 mg de ciclosporine micro-émulsionnée) chez 24 volontaires sains (46). L'influence 

majeure de la ciclosporine sur la cinétique de l'évérolimus a également été confirmée chez 

le patient transplanté cardiaque. Dans une étude conduite par Brandhorst et al., 6 

transplantés cardiaques traités par évérolimus, dont la posologie était adaptée afin 

d'atteindre la zone thérapeutique (3 à 8 ng/mL), et par ciclosporine dont la posologie était 

adaptée afin d'atteindre une concentration sanguine résiduelle de 60 à 80 ng/mL, 

bénéficiaient d'une conversion vers un traitement par évérolimus et tacrolimus, dont la 

posologie était adaptée afin d'atteindre une concentration sanguine résiduelle de 6 à 10 

ng/mL. Deux profils pharmacocinétiques étaient mesurés à l'équilibre chez ces patients, 
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avant puis après conversion. Après conversion vers le tacrolimus, les AUC d'évérolimus 

étaient en moyenne réduites de 48% (108). 

Les corticoïdes avaient été associés à une diminution des concentrations en tacrolimus dans 

un modèle de pharmacocinétique de population chez le transplanté rénal (109). Une dose 

supérieure à 25mg de prednisone entraînait une augmentation de la clairance du tacrolimus 

(109). L'hypothèse d'un effet inducteur des corticoïdes sur le CYP3A était avancée par les 

auteurs en s'appuyant sur le lien (r2 = 0,88 ; p = 0,02) établi entre posologie en corticoïdes et 

clairance du tacrolimus mis en évidence dans une autre étude menée chez 303 transplantés 

rénaux (110). Dans notre modèle, la posologie de corticoïdes n'influençait pas les 

concentrations d'évérolimus. L'effet dominant de la ciclosporine, inhibiteur du CYP3A, sur la 

clairance de l'évérolimus pourrait gommer un éventuel effet des corticoïdes. Cette absence 

d'effet pourrait être également mise sur le compte du fait que l'évérolimus est un moins 

bon substrat du CYP3A5 que le tacrolimus. 

Les polymorphismes du CYP3A5 et d'ABCB1 (exon 26 ; 3435 C→T) ont également été testés 

au cours de notre étude afin de déterminer leur impact sur la pharmacocinétique de 

l'évérolimus. En tant que substrat de ce cytochrome et de la protéine de transport ABCB1, 

l'évérolimus est susceptible de voir ses concentrations varier chez les patients présentant 

des variants fonctionnels ou non-fonctionnels de ces protéines.  

Le polymorphisme du CYP3A5 pourrait donc expliquer partiellement la variabilité inter-

individuelle de l'évérolimus comme le suggèrent les différences de concentrations 

rapportées entre patients noirs et patients blancs, groupe pour lesquels les répartitions des 

polymorphismes du CYP3A5 sont très différents (93). Le polymorphisme du CYP3A5 a déjà 

été proposé comme variable explicative de la variabilité d'autres IS. Ainsi, nombre de 

modèles pharmacocinétiques par approche de population du tacrolimus incluent la 
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covariable génétique CYP3A5 chez les transplantés hépatiques, rénaux ou pulmonaires 

(103,111,112). Il apparaissait donc intéressant de tester ces covariables génétiques pour 

l'évérolimus. Dans notre modèle, le polymorphisme du CYP3A5 n'influençait pas 

significativement la clairance de l'évérolimus. Jacobsen et al. ont montré que l'évérolimus 

était métabolisé par le CYP3A5 mais également par le CYP3A4 et le CYP2C8 (45). Néanmoins, 

l'affinité de l'évérolimus était, dans ce travail in-vitro, bien supérieure pour le CYP2C8 et le 

CYP3A4 que pour le CYP3A5 (45). Cet élément explique peut être que nous n’ayons pas pu 

mettre en évidence de lien entre le génotype CYP3A5 et les concentrations en évérolimus. 

L’absence d'effet du polymorphisme du CYP3A5 a également été rapportée chez 28 

transplantés rénaux et confirmée in-vitro sur des microsomes hépatiques (113). Par ailleurs, 

cette variable a également été testée de manière infructueuse dans le travail de 

modélisation de Moes et al. (94). 

Comme rappelé précédemment, l'évérolimus est un substrat d'ABCB1, pompe d'efflux 

ubiquitaire, localisée notamment au niveau de la barrière intestinale et de la membrane 

lymphocytaire (42). Plusieurs « single nucleotide polymorphisms » (SNP) d'ABCB1 ont été 

décrits : dans l'exon 12 (1236 C→T), dans l'exon 21 (2677 C→T/A) et dans l'exon 26 (3435 

C→T) (75). C'est ce dernier SNP, le plus largement étudié, qui a été choisi au cours de notre 

travail. Des variations d'expression de cette protéine d'ordre génétique ou en lien avec une 

interaction médicamenteuse ont été décrites pour de nombreux médicaments (75). Le rôle 

du génotype ABCB1 dans la variabilité de la pharmacocinétique des IS reste débattu. Dans 

notre étude, le génotype ABCB1 n'influençait pas la pharmacocinétique de l'évérolimus. 

L'ensemble de ces résultats suggère que l'évérolimus n'est pas un « bon » substrat du 

CYP3A5 et d'ABCB1. La faible fréquence du génotype ABCB1 TT (13,3%) dans la population 

de l'étude pourrait également être à l'origine de la non observation d’un impact du 



129 
 

polymorphisme d'ABCB1 sur la pharmacocinétique de notre population de transplantés 

cardiaques.  

Malgré des résultats cohérents avec la littérature et les hypothèses initiales, ce travail 

présente cependant des limites. Premièrement, le modèle a été élaboré en utilisant 

uniquement des concentrations résiduelles, puisque issu du suivi thérapeutique 

pharmacologique standard de l'évérolimus. L'addition de prélèvements effectués entre 0 et 

12 heures pourrait améliorer la précision du modèle. Une autre limite de cette étude tient à 

la méthode de dosage sanguin de l'évérolimus. En effet, les méthodes immuno-

enzymatiques peuvent être le jeu de réactions croisées entre l'évérolimus et ses métabolites 

et peuvent également exposer à des interférences avec des substances endogènes comme 

cela a déjà été décrit pour d'autres IS (114,115). Ainsi, même si des évaluations rassurantes 

de la cross-réactivité de ces méthodes ont été effectuées (86), le dosage par méthode 

immuno-enzymatique surestime parfois les concentrations d'évérolimus, comparativement 

au dosage par LC-MS/MS (116). Cependant, au moment de la réalisation de ce travail, la 

méthode de dosage par LC-MS/MS n’était pas disponible. 

La mise au point de ce modèle de pharmacocinétique de population de l'évérolimus pourrait 

cependant permettre une meilleure prédiction des concentrations chez le transplanté 

cardiaque et ainsi prévenir les sur- et sous-exposition en évérolimus dans cette population 

de patients. Ce modèle peut maintenant être utilisé en pratique courante afin d'optimiser, 

chez le patient transplanté cardiaque, les traitements IS comprenant de l'évérolimus. 
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6.2 Dosages des immunosuppresseurs dans les PBMC 

 

La mise au point de méthodes de dosage de l'évérolimus et du tacrolimus dans les PBMC 

rend possible l'évaluation et le suivi des concentrations de ces IS directement au niveau de 

leur compartiment d’effet. Cette modalité de suivi thérapeutique des IS, bien que n'ayant 

pas encore été évaluée du point de vue clinique, pourrait être plus pertinente que la mesure 

des concentrations sanguines totales.  

Les données concernant les inhibiteurs de m-TOR sont peu nombreuses. La méthode de 

dosage de l'évérolimus développée au cours de ce travail est à notre connaissance la seule 

dans ce domaine (90). Une méthode de dosage du sirolimus dans les lymphocytes de 

patients transplantés rénaux a été publiée en 2007. Les dosages étaient réalisés soit par 

HPLC soit par une méthode immuno-enzymatique et, de ce fait, rendent peu pertinente la 

prise en compte des résultats. Les données cliniques de cette étude, n'ont, à ce titre, pas été 

intégrées dans notre travail de revue sur les concentrations intracellulaires d'IS et présenté 

en annexe du présent document (117).  

Au cours de notre travail, les concentrations en évérolimus mesurées chez 36 patients 

transplantés cardiaques présentaient une large variabilité, allant de 40 à 470 pg/million de 

PBMC. Nous rapportons également une faible corrélation entre les concentrations 

résiduelles sanguines et dans les PBMC (r2 = 0,558 ; p = 0,0002). Les concentrations en 

évérolimus dans les PBMC ne sont donc qu’imparfaitement reflétées par les concentrations 

sanguines en évérolimus, ce qui les rend d’autant plus intéressantes. Nous pouvons déduire 

de nos résultats que la concentration en évérolimus dans les PBMC ne peut pas être 

parfaitement prédite par la simple mesure de la concentration sanguine. Il existe, certes, un 

lien entre les deux types de concentrations mais avec une variabilité importante. Une fois 
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encore, l'hypothèse du rôle d'ABCB1 en tant que variable directrice de la diffusion de la 

molécule vers la cellule mononuclée peut être avancée. En effet, ABCB1 étant localisé à la 

surface du lymphocyte, il est possible d'imaginer que cette pompe d'efflux limite la diffusion 

de l'évérolimus du compartiment plasmatique vers le lymphocyte. L'expression et la 

fonctionnalité d’ABCB1 sont régulées par des facteurs génétiques (polymorphisme) et 

environnementaux (xénobiotiques, par exemple). L’expression et la fonctionnalité ABCB1 

sont donc sujettes à une variabilité importante pouvant être la cause de divergences entre 

les concentrations sanguines et dans les PBMC d'évérolimus. Cependant, contrairement au 

tacrolimus, l'évérolimus apparait comme un bien moins bon substrat d'ABCB1 et du CYP3A5. 

Les études in-vitro montrent en effet que le CYP3A5 n'a qu'un rôle mineur dans le 

métabolisme de l'évérolimus et n'intervient que secondairement après le CYP2C8 et le 

CYP3A4 (45,113). Ces données confirment les premiers résultats suggérés par le modèle de 

population présenté dans le paragraphe précédent. 

La diffusion de l’évérolimus dans les PBMC a été estimée au cours de notre travail par 

évaluation des concentrations intracellulaires rapportées aux concentrations sanguines. Le 

rapport, de l’ordre de 100 à 1000, est en faveur d’une diffusion importante de la molécule 

dans les PBMC. Cette diffusion est bien plus importante que celle décrite par l’équipe de 

Wallemacq (calculée à environ 30) pour le tacrolimus et peut s’expliquer par une fixation 

protéique plus faible de l’évérolimus (100). L’hypothèse d’un transport de médicament 

moins efficace de l’évérolimus (notamment par ABCB1) peut également être avancée. Ces 

deux éléments (fixation protéique et effet des transporteurs de médicaments) peuvent 

concourrir à expliquer cette différence. 
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A la lumière de ces résultats, ce travail de recherche a été poursuivi en focalisant nos efforts 

sur le tacrolimus, IS meilleur substrat d'ABCB1 et du CYP3A5, pour lequel les nouveaux outils 

d'optimisation du monitoring pourraient être plus pertinents que pour l'évérolimus. 

 

Les premières méthodes de dosage des IS anticalcineurine dans les PBMC ont été décrites 

dans la littérature pour la ciclosporine. Le dosage dans les PBMC et les lymphocytes T a été 

publié en 2007 par Ansermot et al., Lepage et al., et Falck et al. (118–120). Ansermot et al. 

ont appliqué leur méthode de dosage chez le volontaire sain puis chez des patients 

transplantés rénaux (n = 41), hépatiques (n = 20) et pulmonaires (n = 2) (121,122). Dans 

l'étude menée chez le volontaire sain, aucune corrélation n'a pu être établie entre les AUC 

de la ciclosporine dans les PBMC et le sang (121). Dans le travail mené chez les patients 

transplantés, une faible corrélation est rapportée entre les Cmin sanguines et les PBMC (r2 = 

0,30 ; p < 0,00005) (122). La méthode de dosage de Lepage et al. a été appliquée chez 20 

transplantés rénaux avec, à nouveau, un lien faible entre les Cmin sanguines et les PBMC (r2 

= 0,16 ; p < 0,01) (119). Les résultats de ces études permettent principalement de montrer la 

faisabilité de tels dosages. 

Dans le cas du tacrolimus, la diffusion de la molécule du sang vers la cellule mononuclée a 

pu être évaluée en comparant les concentrations intracellulaires et sanguines. Les travaux 

de Capron et al. chez le transplanté rénal rapportent une concentration moyenne dans les 

PBMC de l’ordre de 80 pg/million de PBMC (c'est-à-dire de 400 ng/mL) pour une 

concentration sanguine moyenne de l’ordre de 13 ng/mL (100). S’en suit que le rapport 

entre concentration intracellulaire et sanguine est d’environ 30. Cette valeur est cohérente 

avec la valeur retrouvée dans nos travaux en comparant les AUC intracellulaire et sanguine 

(rapport calculé de 25 à 49,3 à l’équilibre dans les études 3 et 4).  
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La recherche de corrélation entre concentrations sanguines et dans les PBMC menée dans 

les différents travaux cités préalablement rapporte l’absence de relation entre ces 

concentrations, aussi bien chez les patients transplantés cardiaques, rénaux ou hépatiques 

(91,99,101). Nos résultats confirment, chez le patient transplanté cardiaque, les données 

déjà publiées. Ces résultats signifient que la concentration sanguine en tacrolimus ne reflète 

pas la concentration au niveau du compartiment effet et n'est donc pas un bon reflet de 

l'effet thérapeutique. Le tacrolimus étant un bon substrat du CYP3A5 mais aussi et surtout 

d'ABCB1, pompe d'efflux située au niveau de la membrane du lymphocyte (et des cellules 

mononuclées en général), la variabilité en termes d'expression et de fonctionnalité de ces 

protéines pourrait être à l'origine des différences notables entre les concentrations 

sanguines et intracellulaires en tacrolimus. L'impact du polymorphisme du gène ABCB1 

codant pour la protéine ABCB1 a déjà été démontré par Capron et al. qui ont mis en 

évidence une différence entre les concentrations en tacrolimus dans les PBMC de 96 

transplantés rénaux pour les principaux génotypes ABCB1 1199G>A, 3435C>T et 2677G>T/A 

(100). Les patients dont le génotype entraînait une protéine non fonctionnelle présentaient 

des concentrations en tacrolimus significativement supérieures aux patients dont le 

génotype entraînait une protéine fonctionnelle. La présence de l'allèle muté entraînait une 

accumulation du tacrolimus dans les PBMC d'un facteur 1,3 à 1,4 (100). Le même résultat 

était mis en évidence au cours de ce travail pour le génotype du CYP3A5. C'est également 

cette hypothèse que nous avançons afin d'expliquer l'absence de corrélation que nous 

rapportons entre concentrations sanguines et dans les PBMC en tacrolimus chez nos 

patients transplantés cardiaques (r2 = 0,067; p = 0,183) (91). L'absence de corrélation entre 

concentrations sanguines et concentrations intracellulaires dans notre étude confirme que 
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la concentration sanguine en tacrolimus n'est pas un bon reflet de la concentration en 

tacrolimus dans les PBMC. 

Le polymorphisme du CYP3A5 et d'ABCB1 pourrait également être à l'origine de la plus 

grande variabilité que nous avons décrite pour les concentrations en tacrolimus dans les 

PBMC (CV = 71,4%), comparativement à celle des concentrations sanguines (CV = 32,6%) 

(91). La plus forte variabilité des concentrations intracellulaires a déjà été rapportée pour la 

ciclosporine par Ansermot et al., chez 87 volontaires sains (121). Outre les facteurs 

génétiques précités, un certain nombre d'autres covariables peut influer sur la 

pharmacocinétique intracellulaire du tacrolimus. Le tacrolimus étant une molécule très liée 

aux protéines plasmatiques et seule la fraction non liée du médicament étant susceptible de 

diffuser vers son site d'action, la liaison protéique, notamment à l'α1-glycoprotéine et à 

l'albumine, est susceptible de modifier les concentrations en tacrolimus dans les PBMC. 

L'hématocrite pourrait également influer sur la diffusion du tacrolimus : une diminution de 

l'hématocrite pourrait entraîner une augmentation de la fraction libre du tacrolimus, 

molécule fortement concentrée dans les érythrocytes, et ainsi sa diffusion vers d'autres 

fractions d'éléments figurés du sang tels que les PBMC. La protéinémie et l'hématocrite des 

patients seraient ainsi inversement corrélées aux concentrations en tacrolimus dans les 

PBMC et permettraient d'expliquer une partie de la variabilité des concentrations 

intracellulaires dans l'étude menées par Capron et al. (100). Dans notre travail, aucun lien 

n'a pu être mis en évidence, ni entre concentrations dans les PBMC et protéinémie (ou 

albuminémie) ni entre concentrations dans les PBMC et hématocrite, peut-être en raison 

d'un manque de puissance lié au faible effectif de patients (91). Par ailleurs, l'impact de 

différentes covariables biologiques peut être très différente d'une population de 

transplantés à une autre. En effet, les modifications physiologiques seront différentes selon 
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que l'organe greffé est un foie, un rein ou un cœur. Les transplantés hépatiques sont 

susceptibles d'expérimenter des changements de leur métabolisme lié d'une part à la 

reprise de fonction plus ou moins complète et plus ou moins rapide du greffon et d'autre 

part au polymorphisme entre greffon et donneur. Ces changements modifieront les 

concentrations sanguines d'IS ainsi que la clairance hépatique de la fraction libre de ces 

médicaments et donc la fraction diffusible vers le lymphocyte. Les transplantés rénaux et 

hépatiques pourront voir leur taux de protéines plasmatiques varier, ce qui modifiera 

également la fraction diffusible du médicament en modifiant la liaison protéique. Enfin, les 

transplantés cardiaques verront leur débit cardiaque varier, ce qui impliquera une 

modification de la distribution des molécules immunosuppressives. 

Alors que le génotype CYP3A5 apparait dans nombre de publications comme le facteur 

déterminant de la pharmacocinétique sanguine du tacrolimus, c'est le génotype ABCB1 qui 

semble conditionner la diffusion du tacrolimus dans le lymphocyte. Les doses nécessaires à 

l'atteinte des objectifs de concentrations en tacrolimus sont influencées par le génotype 

CYP3A5 chez le transplanté rénal, cardiaque ou hépatique (123–125). L'effet du génotype 

ABCB1, quant à lui, a rarement été mis en évidence comme un facteur conditionnant la 

posologie de tacrolimus nécessaire à l'atteinte des cibles de concentrations sanguines 

(126,127).  

Cependant, bien que théoriquement intéressantes, les approches d'adaptation initiale de 

posologie du tacrolimus en fonction du polymorphisme du CYP3A5 ne semblent pas avoir 

d'impact clinique, probablement du fait que l'accès au suivi thérapeutique pharmacologique 

est habituel et aisé (128,129). D'autres approches doivent ainsi être proposées qui auraient 

des avantages au point de vue clinique (rejet aigu cellulaire, perte du greffon, décès). 
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Le polymorphisme d'ABCB1 semble, pour sa part, jouer un rôle critique quant à la diffusion 

du tacrolimus au niveau de son site d'effet et pourrait, alors que son effet systémique 

apparait modéré, avoir un impact clinique supérieur à celui du CYP3A5. La mesure des 

concentrations dans les PBMC pourrait donc être un marqueur direct du risque de rejet de 

greffe. 

C'est ce que suggèrent les travaux de l'équipe du Professeur Pierre Wallemacq menés chez 

90 patients transplantés hépatiques. Les patients de cette étude monocentrique étaient 

traités par monothérapie de tacrolimus (dose initiale de 0,025 mg/kg/j en 2 prises) après 

induction par sérum polyclonal anti-lymphocytaire. L'objectif de concentration résiduelle 

sanguine était fixé à 6 ng/mL mais était dépassé à l'équilibre (concentration résiduelle 

moyenne à J7 de 8,9 ± 3,0 ng/mL). Les patients bénéficiaient d'une biopsie systématique à 

J7, avec calcul du score de BANFF, et les concentrations résiduelles en tacrolimus dans les 

PBMC étaient mesurées après 1, 3, 5 et 7 jours. Les concentrations en tacrolimus dans les 

PBMC étaient significativement plus faibles chez les 37 patients présentant un rejet à J3 

(21,6 ± 13,3 pg/million PBMC versus 78,6 ± 36,5 pg/million PBMC) , J5 (27,6 ± 12,2 

pg/million PBMC versus 83,8 ± 32,6 pg/million PBMC) et J7 (33,8 ± 16,7 pg/million PBMC 

versus 90,9 ± 41,2 pg/million PBMC) sans qu'il y ait de différence en terme de 

concentrations sanguines entre les patients en rejet et les patients indemnes de rejet (99). 

Parmi les 90 patients de l'étude 10,8% ont développé un rejet ayant nécessité un traitement 

par de fortes doses de corticoïdes. Ces patients présentaient également des concentrations 

résiduelles dans les PBMC significativement inférieures à celles des patients indemnes de 

rejet à J3 (21,1 ± 8,9 pg/million PBMC versus 78,6 ± 36,5 pg/million PBMC). Les 

concentrations à J5 et J7 étaient également inférieures mais de manière non significative. 

Enfin, à J7, alors qu'il n'y avait aucune corrélation entre concentrations sanguines et score 
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de BANFF calculé (r2 = 0,028 ; p = 0,598), une excellente corrélation était rapportée entre les 

concentrations en tacrolimus dans les PBMC et le score de BANFF (r2 = 0,900 ; p = 0,001) 

(99). L'utilisation du tacrolimus en monothérapie au cours de cette étude présente, en 

outre, l'intérêt d'éliminer le biais qui peut exister au cours d'études évaluant l'intérêt des 

concentrations intracellulaires lors de multithérapies immunosuppressives. Cette étude 

constitue à ce jour le plus fort argument de l'intérêt clinique de la mesure des 

concentrations intracellulaires en tacrolimus chez le patient transplanté.  

Il semble que les concentrations intracellulaires en anticalcineurine pourraient diminuer au 

cours des quelques jours précédents la survenue d'un rejet de greffe et constituer ainsi un 

marqueur prédictif intéressant du rejet. Cette hypothèse est soutenue par le travail publié 

par Flack et al. en 2008. Dans cette étude monocentrique menée chez 20 patients 

transplantés rénaux traités par ciclosporine (10 mg/kg/j puis adaptation par la mesure des 

C2 sanguines) les concentrations en ciclosporine étaient mesurées dans les lymphocytes T 

des patients. Un sous-groupe de 9 patients avait bénéficié, en outre, de pharmacocinétiques 

complètes de la ciclosporine sur 12h afin de déterminer leur exposition sanguine et 

intracellulaire, traduite par l'AUC0-12. Les concentrations en ciclosporine dans les 

lymphocytes T diminuaient en moyenne de 27,1 ± 14,6% (p = 0,014) 3 jours avant la 

survenue d'un rejet objectivé par une élévation de plus de 20% de la créatinine et confirmé 

par biopsie (130). Quatre des 9 patients ayant bénéficié d'une cinétique de ciclosporine ont 

présenté un rejet. Bien que cet échantillon soit faible, les AUC0-12 intracellulaires de ces 

patients étaient significativement plus faibles (265 ± 18,2 ng.h/106 lymphocytes versus 747 ± 

221 ng.h/106 lymphocytes ; p = 0.004) que celles observées chez les 5 patients n'ayant pas 

présenté de rejet (130). A contrario, les AUC0-12 sanguines étaient quasiment identiques 

dans les 2 groupes (8388 ± 2668 ng.h/mL versus 8031 ± 1058 ng.h/mL), confirmant bien le 
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découplage entre l'exposition sanguine et l'exposition dans les lymphocytes. Malgré un 

effectif limité (n = 9), la différence au niveau des concentrations intracellulaires résiduelles 

(p = 0,087) et au pic (p = 0,061) atteignaient presque la significativité entre les 2 groupes 

(130). Le travail de Falck et al. présente l'avantage d'une détermination des concentrations 

de ciclosporine dans la population leucocytaire d'intérêt, les lymphocytes T. Les PBMC 

représentent, en quelque sorte, un milieu cellulaire enrichi en lymphocytes 

comparativement au sang total. L'utilisation des PBMC comme matrice pour le dosage 

présente le triple intérêt d'être donc  un milieu approchant le milieu idéal (les lymphocytes, 

idéalement les lymphocytes T voire pourquoi pas les lymphocytes T activés), de permettre 

une séparation facile par utilisation d'un simple gradient de Ficoll et d'autoriser une 

sensibilité moindre de la méthode de dosage intracellulaire. En effet, le dosage effectué sur 

une population cellulaire constituée de lymphocytes et de monocytes génère 

nécessairement une concentration plus élevée que le dosage sur les seuls lymphocytes, en 

particulier dans une population de patients fréquemment lymphopéniques. 

Notre équipe a récemment publié une revue des travaux récents publiés sur le dosage 

intracellulaire des IS. L'ensemble de ces données de concentrations en IS mesurées chez les 

patients au cours de ces études est colligé dans le tableau 15. 
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Tableau 15. Concentrations dans les PBMC ou les lymphocytes rapportées dans la littérature 

de 2003 à 2013, extrait de Lemaitre et al. (Annexe 5 - Article 5) (131). 

 

 

 

La fréquence du rejet aigu cellulaire est présumée faible (<10%) par certains auteurs, ce qui 

ne justifie pas, selon eux, un investissement conséquent en recherche afin de tenter de 

réduire ce taux. Cependant, lorsque le rejet est exploré, par exemple en systématisant les 

biopsies, sa fréquence apparait élevée, jusqu'à 30% à 1 an chez le patient transplanté 

hépatique par exemple (132). La définition du rejet aigu à partir de critères cliniques et 

biologiques, à l'exclusion des rejets prouvés par biopsie, sous-estime vraisemblablement la 

fréquence du rejet aigu cellulaire. Ainsi, Abraham et al. ont montré qu'il existait des 

anomalies histologiques mises en évidence par biopsie chez les patients transplantés 

hépatiques n'ayant aucune perturbation biologique (133). Les conséquences de ces rejets 

infra-cliniques restent méconnues. Certaines études menées chez le transplanté rénal 
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accréditent la thèse de l'absence d'impact des rejets infra-cliniques sur la survie du greffon 

(134,135) tandis que d'autres auteurs montrent que ces rejets peuvent entraîner des 

altérations histologiques ainsi qu'une immunisation à l'origine de rejets humoraux et de la 

perte du greffon (136,137). Par ailleurs, bien que la fréquence et la sévérité de ces rejets 

aient toutes deux diminué au cours des dernières années, ces résultats n'ont pas permis 

d'obtenir une augmentation de la survie à long terme du greffon rénal (138). Dans 

l'hypothèse d'un impact clinique immédiat ou à distance de ces rejets faibles ou infra-

cliniques, une intervention thérapeutique précoce, guidée par des dosages intracellulaires, 

pourrait être intéressante.  

De plus, la tendance actuelle à la minimisation des concentrations d'IS dans le but de limiter 

leur toxicité implique l'utilisation d'outils fins d'évaluation de l'effet immunosuppresseur des 

traitements. Les outils de dosage intracellulaire développés au cours de ce travail peuvent 

concourir au succès de ce type de stratégies en permettant la détection précoce de patients 

présentant des concentrations faibles qui pourraient être plus à risque de développer un 

rejet de transplantation. L'autre voie d'amélioration thérapeutique est de privilégier des 

multithérapies sans inhibiteurs de calcineurine. Cette dernière classe d'IS reste actuellement 

la classe pivot du traitement prophylactique et lorsqu'elle ne fait pas partie de la stratégie 

thérapeutique, il convient d'optimiser au maximum les autres classes d'IS utilisées. Dans ce 

type de stratégies, les inhibiteurs de m-TOR, et notamment l'évérolimus, peuvent avoir une 

place importante et leur dosage dans les PBMC peut contribuer à une utilisation optimisée 

de la molécule.   
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6.3 Pharmacocinétique-Pharmacodynamique du tacrolimus en 

transplantation hépatique 

 

Quelques études se sont proposées d’explorer le lien existant entre concentrations 

sanguines d’IS et activité de la calcineurine (80–82,139) ou entre les concentrations 

sanguines et intracellulaires en tacrolimus (99–101) chez le transplanté hépatique, mais 

notre travail est la première présentation de la relation entre concentrations sanguines, 

intracellulaires et activité de la calcineurine au sein d'un même groupe de patients. L'intérêt 

de ce travail est également de proposer des données de pharmacocinétiques intracellulaires 

complètes du tacrolimus, avec notamment l'évaluation d'AUCs, là où la plupart des études 

menées jusqu'alors ne présentaient que des résultats de concentrations résiduelles. Le 

principal résultat de ce travail est l'absence de corrélation entre les expositions sanguines, 

intracellulaires et l'aire sous la courbe d'activité de la calcineurine (AUC0-12CNA) à J1 et J7 

post-transplantation. 

La variabilité de l'exposition intracellulaire en tacrolimus était élevée (CV de l'AUC = 89,5%) 

et supérieure à celle de l'exposition sanguine (CV de l'AUC = 45,8%) suggérant une très 

grande différence de diffusion du tacrolimus au site d'effet d'un patient à un autre. Le 

dosage précoce du tacrolimus dans les PBMC pourrait ainsi permettre d'identifier les 

patients chez qui le tacrolimus diffuse peu au niveau du site d'action, c'est à dire à risque de 

développer un rejet, et ainsi permettre une intervention thérapeutique afin de prévenir cet 

évènement. Capron et al. ont montré que les concentrations résiduelles en tacrolimus dans 

les PBMC étaient significativement plus faibles à J7 chez les patients transplantés 

hépatiques présentant un rejet de greffe que chez les patients sans rejet (99). Une 
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corrélation étroite a également été démontrée par ces auteurs entre le score de BANFF et 

les concentrations résiduelles en tacrolimus dans les PBMC alors même qu'aucun lien 

n'existait avec les concentrations résiduelles sanguines (99). Dans un autre travail mené par 

Fukudo et al. chez 21 patients transplantés hépatiques traités par tacrolimus et évaluable au 

point de vue de l'efficacité du traitement, l'activité moyenne de la calcineurine était 

significativement plus faible au cours des 14 premiers jours de traitement pour les patients 

présentant un rejet de greffe (80). Néanmoins, les concentrations résiduelles sanguines de 

ces patients étaient également plus faibles que celles des patients indemnes de rejet (80). 

Boleslawski et al. rapportent, dans une cohorte de 11 transplantés hépatiques traités par 

tacrolimus, une plus forte activité de la calcineurine chez les patients en rejet (140). Bien 

que non statistiquement significatif (p = 0,06), activité de la calcineurine et concentrations 

en tacrolimus étaient inversement corrélées (140).  

Au cours du rejet de greffe, l'activité de la calcineurine pourrait s'élever comme le suggèrent 

Fukudo et al. et une diminution de l'exposition en tacrolimus dans les lymphocytes, et donc 

dans les PBMC, est attendue (139). Malheureusement, les travaux menés jusqu'à présent 

n'avaient jamais évalué à la fois l'activité de la calcineurine et l'exposition intracellulaire en 

tacrolimus.  

De manière similaire aux travaux de Blanchet et al., nous n'avons pas mis en évidence de 

relation entre les concentrations mesurées en tacrolimus une semaine après transplantation 

et l'activité de la calcineurine (82). Dans notre travail, ni l'exposition intracellulaire, ni 

l'exposition sanguine n'étaient reliées à l'activité de la calcineurine. De manière 

intéressante, au cours de l'étude, seul un patient a présenté un rejet aigu cellulaire (grade 

Banff 4) 17 jours après sa transplantation. Ce patient présentait à la fois une exposition 

sanguine à l'équilibre proche de la moyenne des patients de l'étude (70,0 ng.h/mL versus 
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81,2 ± 37,2 ng.h/mL), une exposition intracellulaire 4 fois inférieure à la moyenne du 

groupe, le plus faible ratio de diffusion intracellulaire du tacrolimus et la plus forte 

augmentation de l'activité de la calcineurine entre le premier et le septième jour de l'étude. 

Cette observation, même si elle reste à confirmer, pourrait témoigner de l'intérêt de la 

mesure de la concentration intracellulaire au cours de la première semaine comme suggéré 

par Capron et al. (99). La détermination de la concentration en tacrolimus dans les PBMC, 

bien que sans doute moins directement reliée à l'effet immunosuppresseur du traitement, 

présente l'intérêt d'être plus accessible techniquement que la détermination de l'activité de 

la calcineurine.  

Ces résultats doivent néanmoins être interprétés avec prudence et notre étude doit 

davantage être considérée comme une étude de faisabilité permettant la réalisation d'essais 

cliniques dont le but sera d'évaluer la pertinence de l'exposition intracellulaire en tacrolimus 

et de la détermination de l'activité de la calcineurine en tant que marqueurs prédictifs du 

rejet de greffe. En effet, l'effectif étudié au cours de cette étude est faible (10 patients). 

Deuxièmement, la variabilité de l'activité de la calcineurine est élevée, que ce soit pour des 

raisons analytiques liées à une absence de standardisation de l'examen ou, comme cela a 

déjà été rapporté, en raison de l'indication de la transplantation et peut limiter la mise en 

évidence d'une relation exposition en tacrolimus - activité de la calcineurine (141,142). La 

même remarque vaut également pour la détermination de la concentration intracellulaire. 

Enfin, dans notre étude, une importante contamination des PBMC par des neutrophiles a 

été notée au cours de l'étape de séparation des cellules. Cette contamination nous a 

contraint à rapporter les concentrations en tacrolimus, non pas par million de PBMC, mais 

par million de leucocytes. Des contaminations importantes par des neutrophiles lors de la 

séparation des PBMC ont déjà été rapportées chez les patients de réanimation lors des 
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phases de sepsis ainsi que dans certaines pathologies auto-immunes comme le lupus 

(143,144). L'hypothèse avancée dans le cas de nos patients pourrait être une dégranulation 

d'une partie des polynucléaires neutrophiles à la phase de post-transplantation hépatique 

immédiate ce qui diminuerait la densité de ces cellules lesquelles se retrouveraient alors au 

même niveau que les PBMC lors de la séparation par densité. La phase de numération avec 

marquage des sous-populations cellulaires par cytométrie de flux, nous a permis de mettre 

en évidence cette contamination laquelle peut être passée inaperçue lors d'études ayant 

utilisé des techniques de numération sans marquage. Les travaux menés dans le futur sur 

cette thématique devront impérativement prendre en compte la possibilité de marquer les 

sous-types cellulaires à la phase de numération. Aucune étude n'ayant à ce jour évalué la 

capacité de diffusion du tacrolimus au sein de différentes population de leucocytes, il est 

impossible d'exclure que la diffusion ne soit pas identique entre les PBMC et les 

neutrophiles. La concentration rapportée dans les leucocytes pourrait alors présenter un 

biais vis à vis de la concentration dans les PBMC. L'identification des différentes sous-

populations de leucocytes au cours de l'étape de numération des cellules apparait donc 

comme un point crucial.  

A contrario, l'activité de la calcineurine dans différentes populations de leucocytes a été 

étudiée chez le volontaire sain et est connue (145).  

Le profil d'inhibition de la calcineurine présenté au cours de notre étude apporte un 

éclairage intéressant sur un certain nombre de points. En effet, à J1, l'inhibition de la 

calcineurine est maximale 4h après administration du tacrolimus avec une inhibition 

moyenne de 38% de la valeur initiale de l'activité. Ce minimum d'activité est pratiquement 

contemporain de la concentration maximale sanguine et de la concentration maximale 

intracellulaire, lesquelles sont atteintes 3h après administration du tacrolimus. En revanche, 
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à J7, le profil moyen d'inhibition de la calcineurine est relativement plat avec une inhibition 

comprise en permanence autour de 15% de la valeur initiale. Ces résultats s'inscrivent tout à 

fait dans la lignée des données d'activité de la calcineurine obtenues in-vitro et chez le 

patient transplanté. En effet, Blanchet et al. suggèrent que l'inhibition de l'activité de la 

calcineurine dans des PBMC, directement exposés à des doses croissantes de tacrolimus, 

atteint un maximum autour de 50% (145). Une inhibition incomplète de l'activité de la 

phosphatase est également obtenue (64%) dans le lymphocyte T soumis à des 

concentrations saturantes de tacrolimus dans les travaux de Kung et al. (146). Cette 

inhibition incomplète pourrait être due à la quantité limité de FKBP12 dans le cytoplasme 

(146). Ces résultats suggèrent que l'effet immunosuppresseur du tacrolimus pourrait 

s'exercer au travers d'une autre voie en plus de celle habituellement décrite. Chez les 

patients transplantés hépatiques, Fukudo et al. ont estimé la concentration sanguine en 

tacrolimus diminuant l'activité de la calcineurine de moitié (EC50) comme étant égale à 26,4 

ng/mL (80). Ces résultats sont cohérents avec les données de nos travaux. En effet, la Cmax 

sanguine moyenne de nos patients à J1 est de 13,0 ng/mL et l'inhibition maximale obtenue 

de 38%, tandis qu'à J7, la Cmax sanguine moyenne de nos patients n'est que de 8,8 ng/mL 

pour une inhibition négligeable. Les faibles niveaux de concentrations sanguines des 

patients de notre étude sont vraisemblablement à l'origine de la faible inhibition décrite au 

cours de ce travail.  Millan et al. montrent que l'activité de la calcineurine mesurée 2h après 

administration était reliée à l'AUC du tacrolimus et Blanchet et al., que l'activité de la 

calcineurine mesurée 2h après administration était reliée à la concentration sanguine en 

tacrolimus mesurée 2h après la prise (92,147). De son côté, Koefoed-Nielsen et al. 

rapportent qu'aucun lien entre aucun des temps de prélèvement de mesure du tacrolimus 

ne présentait de corrélation avec cette aire sous la courbe (148).  
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L'originalité de notre travail est donc également de présenter des profils d'inhibition de la 

calcineurine chez des transplantés hépatiques pour lesquels les concentrations résiduelles 

sanguines sont d'emblée ajustées sur un objectif minimisé (6 à 10 ng/mL). En effet, la 

récente méta-analyse de Rodriguez-Peralvarez et al. a montré que, chez les transplantés 

hépatiques, une cible de concentrations sanguines résiduelles de 6 à 10 ng/mL maintenue 

au cours du premier mois post-transplantation n'entrainait pas plus de rejet aigu cellulaire 

qu'une cible de concentration supérieure à 10 ng/mL tout en diminuant la néphrotoxicité du 

traitement (61). Cette minimisation de la cible de concentrations ne s'entend, évidemment, 

que dans le cadre de multithérapies d'IS avec des corticoïdes et de l'acide mycophénolique 

ou un inhibiteur de m-TOR, schémas avec lesquels la fréquence du rejet aigu cellulaire est 

maitrisée. Dans notre travail, l'activité moyenne de la calcineurine mesurée avant la prise de 

tacrolimus à J7 n'était pas significativement différente de l'activité moyenne basale avant 

initiation du traitement (655 ± 401 vs 621 ± 469 pmol/min/106 leucocytes ; p = 0,11). Ce 

résultat suggère que le maintien de l'activité de la calcineurine au niveau de l'activité basale 

du patient par une faible exposition au tacrolimus pourrait suffire à prévenir le rejet. 

Néanmoins, l'absence de relation entre l'exposition sanguine et l'activité de la calcineurine 

explique vraisemblablement qu'une faible proportion de patients développe un rejet de 

greffe à exposition sanguine égale.  

Même si nous n'avons pas pu mettre en évidence de lien entre concentrations 

intracellulaires et activité de la calcineurine au cours de ce travail, on peut présumer que la 

mesure de la concentration au niveau du site d'effet du médicament pourrait être plus 

étroitement liée à l'effet du médicament sur la protéine cible. C'est ce que laisse envisager 

les résultats de dosage du tacrolimus dans les PBMC obtenus par Capron et al. chez le 

patient transplanté hépatique. Les patients de cette étude, traités par monothérapie de 
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tacrolimus, développaient davantage de rejets aigus lorsque leur concentration en 

tacrolimus dans les PBMC étaient faibles, laissant augurer que la survenue du rejet était liée 

à une faible exposition en tacrolimus au site d'effet (99). Les patients de notre étude étaient 

tous traités par tacrolimus, acide mycophénolique et corticoïdes ce qui peut diluer une 

éventuelle relation entre concentration et effet. Dans le travail de Capron et al., une sous-

exposition en tacrolimus au niveau des PBMC entrainant un défaut d'effet IS du médicament 

ne pouvait être compensée par l'effet d'un autre médicament.  

Nous avons étudié, pour la première fois, la relation entre concentration sanguine en 

tacrolimus, concentration en tacrolimus dans les PBMC et activité de la calcineurine. Les 

résultats de notre travail pourraient être en faveur d'une valeur prédictive plus importante 

de la détermination de l'activité de la calcineurine comparativement à la mesure des 

concentrations sanguines ou intracellulaires. Néanmoins, l'un des écueils majeurs de 

l'utilisation en routine d'un tel moyen de monitoring est la très grande variabilité du 

paramètre, laquelle empêche d'établir une "zone thérapeutique". Le patient est, en quelque 

sorte, son propre témoin pour ce qui est de l'activité de cette phosphatase. Le maintien de 

l'activité de la calcineurine d'un patient au niveau de son niveau basal pourrait être un 

objectif suffisant à l'équilibre d'un traitement par trithérapie d'IS pour prévenir le rejet de 

greffe en transplantation hépatique. La détermination de la concentration en tacrolimus 

dans les PBMC pourrait également présenter un intérêt. La grande variabilité mise en 

évidence pour les concentrations intracellulaires aussi bien que pour l'activité de la 

calcineurine pourrait être à l'origine de la grande variabilité des effets rencontrés chez le 

patient transplanté pour une même concentration sanguine mesurée. Cette variabilité peut-

être en partie expliquée par le rôle des transporteurs d'efflux présents à la surface de la 

membrane du lymphocyte et qui pourrait moduler la diffusion du tacrolimus vers son site 
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d'action. L'ensemble de nos résultats ne permettent pas de trancher quant à la modalité la 

plus pertinente de monitoring de l'effet d'IS et doivent conduire à la réalisation d'essais 

cliniques permettant d'évaluer le dosage du tacrolimus dans les PBMC ou la détermination 

de l'activité de la calcineurine en tant que marqueurs prédictifs du rejet de greffe. Les 

modalités de mesures de ces paramètres (prélèvements effectués en résiduel, 2h après 

administration du tacrolimus, au pic ou évaluation complète de l'AUC) restent également à 

définir.  
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7. Conclusion générale 

 

En dépit des efforts faits dans la prise en charge du patient transplanté et notamment en ce 

qui concerne les traitements IS, la fréquence du rejet de greffe reste importante et diminue 

peu. Il est donc licite de chercher à mettre en œuvre des actions d'optimisation des 

thérapeutiques immunosuppressives. Nous avons, au cours de ce travail de doctorat, 

développé de nouveaux outils permettant un meilleur usage des IS : un modèle de 

pharmacocinétique de population de l'évérolimus permettant de mieux prédire les 

concentrations sanguines en évérolimus chez le patient transplanté cardiaque et deux 

méthodes de dosage des IS, d'une part de l'évérolimus et d'autre part du tacrolimus, dans 

les PBMC. Ces outils ont ensuite été évalués cliniquement chez le patient. 

Nous avons pu également explorer la relation entre concentrations sanguines, 

concentrations intracellulaires et effet sur la protéine cible du tacrolimus chez le patient 

transplanté hépatique et ainsi améliorer les connaissances de la relation 

pharmacocinétique-pharmacodynamique de cette molécule. Ceci a permis jeter les bases 

nécessaires à la réalisation d'essais cliniques permettant d'évaluer la pertinence d'un suivi 

des concentrations intracellulaires et/ou de l'activité de la calcineurine dans la prévention 

de rejet de transplantation. 

L'utilisation de ces outils doit concourir à la diminution de la fréquence du rejet de greffe et 

à l'amélioration globale de la prise en charge du patient transplanté d'organe.
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8. Perspectives 

 

Nous avons pour projet de développer sur cette thématique une véritable recherche 

translationnelle afin d'explorer in-vitro et jusqu'au lit du patient les questions restées en 

suspens à l'issue de ce travail de doctorat. Deux projets ont ainsi obtenu les accords 

réglementaires nécessaires afin d'être menés à bien. 

 

Le premier projet (DIFF-TAC) (Annexe 7 – Protocole 2) visera à étudier la diffusion du 

tacrolimus dans les cellules mononuclées et l’impact de la pompe d’efflux ABCB1 sur cette 

diffusion, lesquels n’ont pas, à ce jour, été étudiés. La cinétique d’effet du médicament sur 

la calcineurine au sein des cellules mononuclées est également méconnue. 

C’est pourquoi nous proposons d’étudier la diffusion in-vitro du tacrolimus dans les cellules 

mononuclées de prélèvements sanguins obtenus auprès de patients hémochromatosiques 

bénéficiant d’un traitement d’entretien par saignée ainsi que l’effet du tacrolimus sur la 

calcineurine sur ces mêmes cellules mononuclées par mesure de son activité. Nous 

proposons également de déterminer l’effet des protéines de transport et notamment de la 

pompe d’efflux ABCB1 sur la diffusion du tacrolimus et sur l’activité de la calcineurine par 

inhibition d’ABCB1.  

 

Le second projet (OPTILTH) (Annexe 6 – Protocole 1) aura pour objectif de déterminer la 

valeur d'un monitoring de l'effet IS par suivi des concentrations en tacrolimus dans les 

PBMC et/ou détermination de l'activité de la calcineurine chez le patient transplanté 

hépatique. 
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L'étude visera à déterminer si le suivi thérapeutique longitudinal des concentrations 

intracellulaires en tacrolimus et/ou le suivi de l’activité de la calcineurine sont des 

marqueurs plus pertinents que le suivi des concentrations sanguines en tacrolimus dans le 

cadre de la prévention du rejet de greffe. Pour atteindre cet objectif, nous proposons 

d’identifier i) les relations existant entre a) la dose de tacrolimus administrée et les 

concentrations sanguines et intracellulaires en tacrolimus, b) les concentrations 

intracellulaires en tacrolimus et l’activité de la calcineurine, ii) l’impact des génotypes CYP 

3A5 des donneurs et receveurs et ABCB1 des receveurs sur les relations dose-concentration 

du tacrolimus, et iii) le lien entre l’activité de la calcineurine et les signes cliniques de rejet, 

chez le patient transplanté hépatique, traité par tacrolimus à libération immédiate ou 

prolongée. 
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Résumé : 

En dépit de l'utilisation intensive du suivi thérapeutique pharmacologique des 

concentrations d'immunosuppresseurs chez le transplanté d'organe, la fréquence du rejet 

aigu a peu diminué au cours de ces dernières années et ce dernier peut survenir chez le 

patient alors même que ses concentrations sanguines sont en zone thérapeutique. C'est 

pourquoi la recherche d'améliorations de ce suivi thérapeutique ainsi que la recherche de 

nouveaux moyens de monitoring sont des axes pertinents d'investigation en pharmacologie 

des immunosuppresseurs. Au cours de ce travail, deux méthodes analytiques ont été 

développées par LC-MS/MS pour le dosage intracellulaire de l’évérolimus et du tacrolimus. 

La pharmacocinétique de l'évérolimus chez le transplanté cardiaque a été modélisée par 

une approche de population et une étude clinque a été réalisée en vue de rapprocher les 

concentrations sanguines et intracellulaires de tacrolimus et l'effet sur la protéine cible, la 

calcineurine. Ces travaux ont permis de jeter les bases nécessaires à la réalisation d'essais 

cliniques permettant d'évaluer la pertinence d'un suivi des concentrations intracellulaires 

et/ou de l'activité de la calcineurine dans la prévention de rejet de transplantation. 

L'utilisation de ces outils doit concourir à la diminution de la fréquence du rejet de greffe et 

à l'amélioration globale de la prise en charge du patient transplanté d'organe. 

 

Mots-clés :  

Immunosuppresseurs ; Everolimus ; Tacrolimus ; Transplantation ; Pharmacocinétique ; 

Pharmacodynamie ; Suivi thérapeutique pharmacologique ; Pharmacocinétique de 

population ; Lymphocytes ; Cellules mononuclées ; Intracellulaire. 
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