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INTRODUCTION

Le choc septique est défini par une hypotension persistante malgré un remplissage vasculaire
adéquat en présence d’une réponse inflammatoire systémique suite a une infection (Dellinger
et al. 2008). 11 est responsable de 10 % des admissions en réanimation et son incidence croit
chaque année dans les pays industrialisés. A ce jour et malgré des progres thérapeutiques
constants, la mortalité liée au sepsis varie entre 40 % pour le sepsis sévere (C. M. Martin et al.

2009) et 60 % dans les cas les plus graves de choc septique (Annane et al. 2003).

Parmi les différents facteurs impliqués dans la survenue du choc septique, 1’altération de I’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien est associée a un mauvais pronostic et 1’introduction
d’une opothérapie substitutive s’est montrée efficace dans I’amélioration de la survie (Annane
D et al. 2002). L’ opothérapie consiste en I'utilisation de cortisol et de fludrocortisone a de
faibles concentrations. Dans le choc, la glande surrénale joue vraisemblablement un role
fondamental. En effet, I’incidence de I’insuffisance surrénale est d’environ 50 % au cours du
choc septique et se manifeste par une cortisolémie (basale et/ou stimulée par

adrénocorticotrophine (ACTH)), non adaptée a I’intensité du stress (Annane D et al. 2000).

Mais ce traitement est encore aujourd’hui controversé. En effet, les études sur cette pratique
dans le cas des chocs septiques n’ont pas toutes montrées les mémes résultats sur
I’amélioration des patients (Druce, Thorpe, et Wilton 2008a), Raurich et al. 2007a), Annane
D et al. 2002, Otte et al. 2003). De plus, aucune technique n’était assez sensible pour
déterminer les concentrations plasmatiques de la fludrocortisone et donc aucune donnée

pharmacocinétique n’était disponible pour appuyer ou contredire les données cliniques.

L’objectif de ma these est de faire une  étude  des  relations
pharmacocinétique/pharmacodynamique de la fludrocortisone dans le cas des chocs septiques
afin de déterminer I’impact de cette molécule dans I’hypotension persistante et la survie des
patients traités. Pour cela, une étude de la cinétique de la fludrocortisone chez le volontaire
sain et le patient septique permettra de déterminer les parametres pharmacocinétiques de la
molécule et de 1’associer a une étude pharmacodynamique déja publiée sur le volontaire sain
(B. Laviolle et al. 2010). Enfin, une étude pharmacocinétique et de distribution de la

fludrocortisone sera effectuée chez 1’animal sain et sur deux modeles de choc.

Introduction




DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

E. Le choc septique
1. Epidémiologie

Le choc septique est un sepsis combiné a une hypotension résistante malgré un remplissage
vasculaire. Aux Etats-Unis, son cofit annuel de prise en charge est de 16,7 milliards de dollars
(Hodgin et Moss 2008). En France, il est estimé a 6,3 % des admissions en réanimation avec
une mortalité de 56 % (Brun-Buisson et al. 1995).

Une étude internationale a montré que la fréquence des chocs septiques est en moyenne de 8,2
% des admissions de réanimation. Cette fréquence est passée de 7,0 % en 1993 a 9,7 % en
2000 et ceci ne cesse d’augmenter. En cause, les infections pulmonaires sont les plus
retrouvées ainsi que les bactéries multi-résistantes. Bien que la mortalité des patients en choc
septique reste tres élevée (Annane et al. 2003), 1la mortalité de ces patients a diminué de 62,1

% en 1993 a 55,9 % en 2000.
2. Les causes du choc septique

Plusieurs facteurs favorisent la survenue d’un choc septique tels que 1’age, les antécédents
médicaux, le nombre de défaillances d’organes, la sévérité de la pathologie, le site et le germe
responsable de 1’infection (Brun-Buisson et al. 1995), les facteurs génétiques (Sgrensen et al.
1988) ou iatrogéniques (Brun-Buisson et al. 1995, Alberti et al. 2002, G. S. Martin et al.
2003), ou encore une altération de la fonction endocrine (Annane et Bellissant 2000).

Les causes d’un choc septique ne sont pas encore bien définies et peuvent impliquer des
dommages anatomiques, des processus inflammatoires et des interférences médicamenteuses
avec les hormones métaboliques au niveau de 1’hypothalamus, de I’hypophyse ou de la glande
surrénalienne. L’axe hypothalamo-hypophysosurrénalien est un facteur majeur d’emballement
de la réponse immunitaire dans les stades critiques de maladies tel que le choc septique

(Polito et al. 2010).
3. Les acteurs et les cellules mises en jeu

La réponse inflammatoire peut résulter de la présence dans le sang de micro-organismes ou

d’endotoxines dans le cas des bactéries a gram négatif. Cette réponse consiste en une

Données bibliographiques
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Figure 1 : Schéma des acteurs de I’'inflammation dans le choc septique (Cavaillon, Mira, et Vallet 2004)
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interaction cellulaire entre agents pathogeénes et cellules immunologiques telles que les
macrophages, granulocytes neutrophiles ou encore lymphocytes B. Ces cellules induisent, via
une interaction avec un lymphocyte T, une cascade humorale, cellulaire et cytokinique. Ce
sont ces cytokines inflammatoires et en particulier le Tumor Necrosis Factor (TNF) et
I’interleukine-1 qui sont libérées au cours du choc septique. Celui-ci est caractérisé par une
chute de la pression artérielle et une mauvaise oxygénation périphérique. Une accumulation
de ces déreglements peut se révéler létale dans 30 % a 70 % des cas pour le patient selon les
publications (Annane, Bellissant, et Cavaillon 2005, Hotchkiss et Karl 2003).

L’interleukine-1 (IL-1) et le TNF provoquent la production par les cellules immunitaires, de
médiateurs lipidiques, enzymes protéolytiques, radicaux libres responsables des effets
déléteres sur ’organisme. De plus, I'interféron-y (IFN-y), I’IL-3 ou encore le Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) amplifient leur production et donc la
réponse inflammatoire. L’IL-6 induit la production des protéines de la phase aigué du
Complément par les hépatocytes. Des cytokines anti-inflammatoires sont également
produites : IL-4, 10 ou 13 mais la réponse immunitaire est tellement forte durant le choc
septique qu’elles ne sont plus en mesure de freiner la réaction. Les glucocorticoides, comme
le cortisol, sont aussi en mesure de réduire la réponse immunitaire. Ils sont produits via la
production de ACTH par I’hypophyse apres stimulation de celle-ci par les granulocytes
basophiles sur la voie neuroendocrinienne (Allary et Annane 2005) (Figure 1).

Du fait de cette grande quantité de cytokines libérées, il y a une distribution modifiée du sang,
certains tissus étant moins irrigués et d’autres excessivement. En plus de ce déreglement, les
bactéries produisent des endotoxines ou autres substances qui provoquent des
dysfonctionnements de 1’organisme spécifiques tels que les facteurs lytiques ou hémolytiques,
activations de protéases intracellulaires, interférence de transduction des signaux
intracellulaire, ou larges comme la nécrose tissulaire.

Le choc septique se caractérise par une défaillance multiple d’organes toujours accompagnée
d’une insuffisance cardio-circulatoire qui nécessite un traitement par des molécules a action
vasoconstrictive comme les catécholamines afin d’assurer une pression correcte de perfusion
des organes. D’autres défaillances peuvent s’installer au cours du choc septique, notamment

respiratoire, rénale, métabolique et endocrinienne.
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Figure 2 : Définition d’un choc septique
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Figure 3 : Schéma d’activation des glandes surrénales
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4. Du SIRS au choc septique

La réponse inflammatoire systémique d’un organisme est nommée selon sa gravité. Suite a
une agression (traumatisme, chirurgie, briilure, intoxication), la premiere réponse induite par
I’organisme est un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS). Il est caractérisé
par la présence d’hyper- ou hypothermie, tachypnée, leucocytose ou leucopénie, ou encore
présence de formes leucocytaires immatures. Lorsqu’il y a présence de bactéries pathogenes
ou de produits toxiques bactériens dans le sang provoquant une réponse inflammatoire
systémique, on parle alors de sepsis. Le sepsis sévere est un sepsis associé a une hypotension
répondant au remplissage vasculaire et/ou dysfonction d’un organe. Enfin le choc septique est
un sepsis sévere associé a une hypotension persistante malgré un remplissage vasculaire, avec
nécessité d’utilisation de drogues vasoactives telles que les catécholamines, et associé au
dysfonctionnement d’au moins un organe (Figure 2).

L’évolution de sepsis en choc septique est déterminée par le contréle de la réponse
inflammatoire induit par les systémes immunitaire et neuroendocrinien. Une défaillance de
I’un d’eux contribue irrémédiablement vers les formes les plus graves du sepsis et diminue le
pronostic vital du patient, celui-ci étant définit par le nombre de SIRS et la gravité des
défaillances d’organes.

La septicémie représente 2 % des causes d’hospitalisation, parmi celles-ci 9 % évoluent en
sepsis sévere et 3 % en choc septique. Le choc septique nécessite une prise en charge en

réanimation ou il représente 10 % des admissions.

F. Axe hypothalamo-hypophysaire et glandes surrénales
1. Description des fonctions de 1’axe hypothalamo-hypophysaire

a. Hypothalamus et hypophyse

L’axe hypothalamo-hypophysaire (HHS) est composé de 1’hypothalamus et de I’hypophyse
qui elle-méme se différencie en neurohypophyse et adénohypophyse. L’hypothalamus a pour
role de coordonner 1’activité de 1’hypophyse via des messagers hormonaux tels que la
vasopressine (AVP) et la corticolibérine (CRH) capable de stimuler la libération d’ACTH au
niveau hypophysaire (Figure 3). L’hypophyse est responsable de la production de différentes
hormones : I’hormone de croissance (GH), la prolactine (PRL), ’hormone de stimulation de

la thyroide (TSH), I’hormone stimulant les follicules (FSH), I’hormone lutéinisante (LH) et
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Figure 5 : Concentrations de cortisol plasmatique suivant le cycle circadien : le trait épais en abscisse correspond

a la stabilisation puis synthese de cortisol (Touitou et al. 1984)
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Figure 6 : Concentrations de cortisol plasmatique apres un stress : les points noirs correspondent a la
concentration plasmatique apres stimulation du stress, les points blancs représentent la courbe contrdle sans

stress (Childs et de Wit 2009)
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les dérivés de la proopiomélanocortine, qui est la molécule précurseur de I’ACTH. L’ACTH

est ’hormone stimulant la production de cortisol au niveau surrénalien (Figure 3).

b. Les glandes surrénales

i.  Description des glandes surrénales

Les glandes surrénales se trouvent au-dessus des reins (Figure 3). Chaque glande se divise en
deux parties fonctionnelles présentées en figure 4 : située au niveau de la partie interne, la
médullo-surrénale (en bleue) synthétise les catécholamines telles que 1’adrénaline et la
noradrénaline (deux hormones ayant une action vaso-constrictive intense et permettant ainsi
I’élévation de la tension artérielle) alors qu’en périphérie, la cortico-surrénale, composée de
trois zones, synthétise trois familles de corticoides. Sur la figure 4, nous distinguons, de
I’intérieur vers I’extérieur, la zone réticulée (en marron), la zone fasciculée (en orange) et la
zone glomérulée (en vert), synthétisant respectivement les androgenes, les glucocorticoides et

les minéralocorticoides.

ii.  Fonction des hormones sécrétées par les glandes surrénales

L’aldostérone, régulée par le systeme rénine-angiotensine-aldostérone, possede une action
minéralocorticoide et régule le volume sanguin de 1’organisme.

Le cortisol, régulé par I’ACTH, a quant a lui une action glucocorticoide qui englobe les effets
anti-inflammatoire, métabolisant et hyperglycémique. De maniere normale, la quantité de
cortisol produit suit le cycle circadien. La figure 5 représente la syntheése de cortisol basale
chez un individu sain pendant 21 heures. Touitou et collaborateurs constatent que la
concentration de cortisol varie dans la journée avec une diminution de 11 a 23 heures ou la
concentration est au plus bas jusqu’a 2 heures du matin puis une augmentation jusqu’a arriver

a un pic maximal a 8 heures du matin (Touitou et al. 19584).
En période de stress, il y a activation de I’axe HHS qui se traduit par un pic de cortisol

plasmatique (Figure 6). Dans le cas du choc septique, qui est une période de stress, seulement

la moitié des patients répondent de maniere adaptée en cortisol.

Données bibliographiques




1.00

0.0

0.60 1

0.40

Frotsabaility of Surbel

Baszsl Plasma Cortisol Lavel 224 pg/idl

0.20

1.00

0.80

0.60 1

0.40

Protability of Suryival

0.20 1

0 7 14
Time, d

(=N

Basal Plasma Cortisod Level =34 podl

Amax >3 pgidl

Amax =2 pgidl

Figure 7 : Graphique des probabilités de survie des patients présentant une ISR (Annane D et al. 2000)
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2. Cas de I’'insuffisance surrénale relative
a. Diagnostic

i.  Chez I’humain

Le choc septique s’associe dans la moitié des cas a une insuffisance surrénale relative (ISR).
Cette insuffisance est appelée relative car la glande continue de produire du cortisol, mais de
maniere inadaptée.

Récemment, une étude clinique a montré qu’il existait deux populations dans le choc
septique dont la probabilité de survie était différente (Annane D et al. 2000). En effet, le
plasma des patients en choc septique a été prélevé et la concentration de cortisol dosée. Ceci a
permis de constater que les patients ayant une cortisolémie basale augmentée et supérieure a
34 ug/dL, avaient une probabilité de survie inférieure aux patients dont la cortisolémie basale
étaient inférieure ou égale a 34 ug/dL. Un test a la corticotropine a ensuite été réalisé. Ce test
consiste a faire la différence entre le cortisol basal et le cortisol apres stimulation par une
injection d’ACTH, I’hormone activant la production de cortisol par la glande surrénale. Sur ce
principe deux populations se distinguaient par leurs différentes probabilités de survie. En
effet, la population qui n’avait pas répondu de maniere adaptée en cortisol (A <9 pg/dL) avait
une probabilité de survie inférieure a ceux dont la réponse en cortisol était supérieure a 9 pg/dL

(Figure 7).

ii.  Chez la souris

La corticostérone est I’hormone glucocorticoide majoritaire chez la souris adulte (Missaghian
et al. 2009). Ceci peut étre expliqué par I’absence de la 17 alpha-hydroxylase dans les glandes
surrénales de souris (Touitou, Auzeby, et Bogdan 1990). 1l est cependant admis qu’au cours du
développement, il existe une expression transitoire chez la souris de cette enzyme. A 1’age
adulte, les glandes surrénales contiennent les hydroxylases nécessaires a la production de
corticostérone et d’aldostérone mais pas de cortisol (trop peu d’ARNm P450c17) (Keeney,
Jenkins, et Waterman 1995). Le mécanisme a 1’origine de cette absence est une
hyperméthylation du promoteur CYP17, responsable de la transcription des ARNm P450c17,
il y a donc une régulation épigénétique de ce gene chez la souris (Kosir et al. 2012).

Dans ce cas, une ISR est mise en évidence par une réponse inappropriée en corticostérone

plasmatique apres injection d’ ACTH synthétique par rapport a un animal sain.

b. Traitement
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Les premiers essais de traitement de 1’insuffisance surrénale datent des années 1980, alors que
le concept de sepsis et choc septique n’étaient pas encore tout a fait établis. Le traitement
consistait en I'injection des fortes doses de corticoides pendant peu de temps sur une courte
période.

Dans une étude de 1976, I’effet de la méthylprednisolone sodium succinate (de la famille des
glucocorticoides synthétiques) a la concentration de 30 mg/kg ou de dexamethasone (de la
famille des glucocorticoides synthétiques) a la concentration de 3 mg/kg donné une ou deux
fois par jour, réduisait la mortalité des patients traités de 38,4 % a 10,5 % (Schumer 1976). De
méme en 1984, les résultats montraient que les patients traités par ces deux mémes molécules
diminuaient les effets du choc des patients et augmentaient la probabilité de survie de 31 % a
60 % (C L Sprung et al. 1984).

En revanche, en 1987 une équipe publie des résultats montrant une étude en double aveugle
concernant I'utilisation de forte dose de methylprednisolone sodium succinate ou de placebo
sur 223 patients atteints de sepsis systémique. Le glucocorticoide ou le placebo était
administré en un bolus de 30 mg/kg en 15 minutes puis par infusion de 5 mg/kg pendant 9
heures. Dans ce cas, la mortalité des patients a 14 jours était similaire avec 22 % pour le
groupe sous placebo et 21 % pour le groupe sous glucocorticoide (The Veterans
Administration Systemic Sepsis Cooperative Study Group » 1987).

Dans une autre étude de 1987, I’équipe reprend ce qui avait été fait en 1976 par Schumer, et
utilisa le methylprednisolone sodium succinate a la concentration de 30 mg/kg ou un placebo.
Ce traitement était donné a des patients souffrant de syndrome septique et administré par
infusion de 20 minutes toutes les 6 heures des la deuxieme heure apres pose du diagnostic de
sepsis. Malgré la précocité du traitement, 1’équipe ne montre aucun avantage du
glucocorticoide par rapport au développement de détresse respiratoire chez 1’adulte et méme
contrairement a ce qui €tait attendu, une augmentation de la mortalité des patients ayant une
détresse respiratoire (Bone et al. 1987).

En 1985, une étude sur des patients atteints de défaillance respiratoire, démontre que
I’utilisation de methylprednisolone a la concentration de 30 mg/kg toutes les 6 heures et
pendant 48 heures ne permet pas 1’évitement de complication d’infection, et n’empéche pas
I’apparition de syndrome de détresse respiratoire chez I’adulte. Les stéroides sont alors

associés, au contraire, a I’expansion de I’infection pulmonaire (Weigelt et al. 1985).
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Ainsi I'utilisation de fortes doses de corticoides a par la suite été abandonnée, notamment
avec I’arrivée du concept d’insuffisance surrénale relative, en faveur d’un traitement par
faibles doses.

En 1991, un premier article parle d’insuffisance surrénale relative. Dans cet article est décrit
la réponse en cortisol suite a un test a la corticotropine de patients en choc septique ayant
survécu ou non. Pratiquement toutes les cortisolémies sont augmentées, cependant les patients
ayant survécu correspondaient aux cortisolémies les plus fortes apres stimulation. Les auteurs
parlent alors d’insuffisance surrénalienne relative et proposent 1’utilisation de doses
physiologiques en cortisol en remplacement des fortes doses de glucocorticoides qui étaient
tres critiquées (Rothwell, Udwadia, et Lawler 1991).

Suite a cet article, en 1994, Briegel et collaborateurs testent un traitement par faibles doses
d’hydrocortisone dans le cas de SIRS. Leurs résultats montrent que ce traitement atténue la
réponse inflammatoire systémique. Ils proposent donc d’étudier les faibles doses
d’hydrocortisone par une étude clinique randomisée pour clarifier son impact réel sur les
patients en choc septique (Briegel et al. 1994).

De méme en 2000, Annane et collaborateurs font alors apparaitre un gain de survie a 28 jours
chez les patients traités par hydrocortisone a faible dosage (Annane D et al. 2000).
L’administration d’hydrocortisone devient alors une pratique standard dans le cas des chocs
septiques avec insuffisance surrénale relative avec une administration de 50 mg par voie
intraveineuse (i.v.) toutes les 6 heures.

Une étude réalisée sur des patients avec Iésions cérébrales traumatiques induisant une
insuffisance en corticostéroides a montré que 1’hydrocortisone a faible dose associée a la
fludrocortisone semblait améliorer le pronostic des patients présentant une lésion cérébrale

traumatique (Asehnoune et al. 2014).
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Tableau 1 : Comparaison des 5 molécules nouvellement synthétisées par rapport a leur effet sur la glycogénese

hépathique

Activité au test de glycogénese

(ref = cortisone acétate, activité =1)

9a-Chloro-17a-hydroxycorticosterone acétate ~4.0+0.6
9a-Chlorohydrocortisone acétate 35+04
9a-Bromo-17a-hydroxycorticosterone acétate 0.28 £0.04
9a-Bromohydrocortisone acétate 0.54 £0.08
9a-lodo-170-hydroxycorticosterone acétate ~0.1

o]

Figure 8 : Structure de la fluorohydroxycorticostérone acétate
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G. La fludrocortisone
1. Description

a. Structure

C’est en 1953 que Fried et Sabo synthétisent les premiers dérivés halogénés de
I’hydrocortisone dans le but d’améliorer les propriétés anti-inflammatoires des corticoides
(Fried et Sabo 1953). lIls synthétisent donc 5 molécules, toutes dérivées de
I’hydroxycorticostérone acétate, dont 1’activité est mesurée par rapport a leur action sur la

glycogénese hépatique chez le rat (Tableau 1).

En 1954, a la suite de cette étude, ’hypothese posée était que plus ’halogene ajouté est petit
en termes d’encombrement stérique, plus 1’activité est élevée. Fried et Sabo font donc cette
fois la synthese du dérivé de I’hydrocortisone acétate possédant en position 9a le plus
petit des halogenes : le fluor. Ils obtiennent la molécule suivante: 9a-Fluoro-17a-
hydroxycorticosterone acétate, présentée en figure 8. Cette molécule montre une activité

environ 10 fois supérieure a celle de la cortisone acétate (Fried et Sabo 1954).

Cette méme année, Boland et Headley s’intéressent a 1’activité glucocorticoide de cette
molécule et esperent obtenir une activité anti-inflammatoire supérieure a I’hydrocortisone qui
pourrait étre utilisée dans le cas des arthrites rhumatoides (Boland et Headley 1954). Dans
cette étude, cette molécule est administrée par voie orale a 13 patients, a des concentrations
différentes et a différents intervalles de temps. Ils se rendent compte que cette molécule
possede effectivement les propriétés glucocorticoides de sa molécule mere mais des effets
indésirables importants apparaissent tels que la rétention d’eau provoquant cedemes, prise de
poids et hypertension. Cette molécule possede donc des propriétés minéralocorticoides que ne
possede pas I’hydrocortisone a la méme concentration. Le but est atteint, mais les effets
indésirables sont trop importants pour I’utiliser en remplacement de 1’hydrocortisone.

En 1955, West étudie alors les propriétés nouvellement découvertes du 9a-Fluoro-
hydroxycorticostérone acétate sur la fonction surrénale chez une patiente atteinte d’arthrite
rhumatoide. II conclut alors que I’atome de fluor renforce le pouvoir bloquant de
I’hydrocortisone sur I’inhibition de ’ACTH. La méme année, Goldfien et collaborateurs
comparerent les effets glucocorticoides et minéralocorticoides de la Fluorohydrocortisone et
de la Chlorohydrocortisone et conclurent que la Fluorohydrocortisone a le meilleur potentiel

thérapeutique (Goldfien et al. 1955). Thorn et collaborateurs la comparent également a
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I’aldostérone, un minéralocorticoide endogene, dans une étude publiée dans Annals of the
New York Academy of Sciences (Thorn et al. 1955). Cope et Harrison la testent pour la
premiere fois dans le syndrome de Cushing avec succes (Cope et Harrison 1955). Enfin,
Garrod et collaborateurs utilisent pour la premiere fois la 9 alpha-fluorohydrocortisone
associée a la cortisone dans le cas d’une patiente ayant subi une ablation des glandes
surrénales suite a un cancer. Les concentrations données étaient de 0,5 mg de
fluorohydrocortisone et de 50 mg de cortisone par jour (Garrod et al. 1955). Le nom de
fluorohydrocortisone sera progressivement remplacé par fludrocortisone. Ce n’est que bien

plus tard, en 2002 que cette molécule sera testée dans le cas des chocs septiques (Annane D et

al. 2002). C’est dans ce contexte que toutes les expérimentations de ma these ont été réalisées.

b. Pharmacologie

La fludrocortisone est un minéralocorticoide synthétique. Sa structure est semblable au
cortisol avec, sur le carbone 9, un atome de fluor. Ceci lui permet une fixation sur le récepteur
minéralocorticoide de forte affinité ce qui lui conféere un fort effet minéralocorticoide. La
fludrocortisone se fixe sur le récepteur de 1’aldostérone, un minéralocorticoide endogene, et
possede donc les mémes propriétés. Elle peut cependant se fixer sur le récepteur
glucocorticoide avec une faible affinité, et possede ainsi également un faible effet

glucocorticoide.

2. Activation — Mode d’action du récepteur minéralocorticoide

a. Gene codant pour le récepteur minéralocorticoide

Le gene du récepteur au minéralocorticoide (MR) est localisé sur le chromosome 4 chez
I’humain (Fan et al. 1989)(Morrison et al. 1990). Ce gene comprend environ 450 kb et est
composé de 10 exons dont 8 codent pour une protéine (Morrison et al. 1990). L’expression de
ce gene en ARN messager (ARNm) est contrdlée par deux promoteurs distincts P1 et P2
(Gomez-Sanchez et Gomez-Sanchez 2012)(Zennaro et al. 1995). Une fois ce geéne transcrit, la
protéine de 984 acides aminés possede la structure classique des récepteurs nucléaires comme

présenté a la figure 9 : un grand domaine N-terminal (en bleu), un domaine en doigts de zinc
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Domaine de liaison & 'ADN

602 acides aminés 63 aa 250 acides aminés

Domaine N-terminal Domaine de liaison au ligand

Figure 9 : Structure schématique du récepteur minéralocorticoide, en bleu le domaine N-terminal, en vert le

domaine de liaison a I’ADN, en blanc le domaine charniere et en violet le domaine de liaison au ligand

Minéralocorticoide

V

Noyau

Co-facteurs
de transcription

+

Figure 10 : Schéma du mécanisme d’activation du récepteur minéralocorticoide ; en gris le récepteur
minéralocorticoide, en violet les protéines de choc thermique, en rose le ligand, en rouge, vert et bleu les co-

facteurs de transcription.
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classique de liaison a I’ADN (en vert), une région charniere (en blanc) et un domaine de

liaison au ligand en C-terminal de la protéine (en violet) (Mangelsdorf et al. 1995).

Les récepteurs glucocorticoide et minéralocorticoide, dans leur forme inactive, sont
cytosoliques (Matulich et al. 1976) comme présenté en figure 10. Quand le ligand est absent,
le récepteur fait partie d’'un complexe protéique contenant les protéines de choc thermique,
comme les protéines HSP 70 et HSP 90 (en violet) (Bergquist et al. 2013). Ceci lui permet de
conserver d’abord une conformation adéquate pour sa fixation du ligand et empéche son
ubiquitinylation et donc son adressage au protéasome.

Lorsque le glucocorticoide ou le minéralocorticoide (en rose) se fixe, le récepteur se dissocie
du complexe et transloque dans le noyau ou il se dimérise pour se lier spécifiquement a des
fragments d’ADN appelés GRE «glucocorticoid response element» ou MRE
« mineralocorticoid response element ». Une fois lié au GRE/MRE, il y a recrutement de co-
facteurs transcriptionnels lancant la machinerie de transcription au niveau du gene cible (De
Bosscher, Vanden Berghe, et Haegeman 2000, Reichardt et al. 2001). 11 est également connu
que les GR activés peuvent inhiber les facteurs de transcription pro-inflammatoire par
interaction protéine-protéine, par exemple avec AP-1 ou NF-«xB (Adcock et Caramori 2001,

Webster et al. 2001).

b. Fonction du récepteur minéralocorticoide

Lorsque I’hormone, ou son analogue synthétique, se fixe sur le récepteur, le complexe devient
facteur de transcription initialement connu pour son role de régulation du volume
extracellulaire et pression sanguine par excrétion de Na/K au niveau de 1’épithélium du
néphron distal (Farman et Bocchi 2000). Les glucocorticoides et les minéralocorticoides se
fixent avec la méme affinité sur les MR (Jeffrey L. Arriza et al. 1988)(J L Arriza et al. 1987).
Etant donné la plus forte concentration de glucocorticoides dans le sang par rapport aux
minéralocorticoides, un mécanisme existe afin que les glucocorticoides ne puissent pas se
fixer de maniere permanente sur les MR. En effet, I’enzyme 11B-HSD 2 transforme les
glucocorticoides (cortisol chez 1’humain et corticostérone chez les rongeurs, représenté en
violet sur la figure 11) en un métabolite de faible affinité pour le MR (en vert sur la figure 11)

(Pascual-Le Tallec et Lombes 2005).
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Fig 11 : Schéma du mécanisme de spécificité récepteur minéralocorticoide-aldostérone via I’activité de la 11B-

HSD 2 qui modifie le cortisol en métabolite de faible affinité pour le récepteur : la cortisone.
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Un effet spécifique des minéralocorticoides est non seulement défini par leur présence mais
également par I’activité de la 11B3-HSD 2, comme dans le néphron distal. En effet, la présence
du complexe aldostérone-MR a été retrouvée dans les neurones, les adipocytes, les
cardiomyocytes, dans les cellules vasculaires et dans la rétine (Farman et Rafestin-Oblin
2001, Pascual-Le Tallec et Lombés 2005). Une surexpression pathologique d’activation des
MR induit par exemple des maladies cardiovasculaires, une mortalité par une insuffisance
cardiaque et I’augmentation du risque d’infarctus du myocarde (Funder 2007).

Le récepteur aux minéralocorticoides permet [’activation de plusieurs geénes mais
principalement ceux impliqués dans la réabsorption de sodium au niveau du tube collecteur
distal du rein. Pour cela, les geénes codants certaines sous-unités du canal épithélial et les
genes codants pour la pompe sodium-potassium sont activés. Grace a ces deux mécanismes, il
y a réabsorption de sodium de I’urine vers le plasma (Viengchareun et al. 2007). L’expression
du canal épithélial est également régulée par la Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase,
qui est elle-méme régulée par le couple récepteur minéralocorticoide-ligand.

Au niveau des cellules endothéliales des gros vaisseaux, le MR active l'expression de genes
participant a la régulation de la pression artérielle. Le MR a également une action sur
I'expression de genes codants pour la production de collagene et d’élastine, et ce, méme
indépendamment de sa fixation a I’aldostérone, via ’activation du récepteur Insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) (Mitts et al. 2010). Ce processus est valable dans la matrice
extracellulaire et plus spécifiquement dans les fibroblastes cardiaques et rénaux (Bunda et al.
2007, Dong Chen et al. 2013).

Les MR possedent également un effet anti-inflammatoire. En effet, dans un article de 2012,
une étude a montré qu’apres injection de lipopolysaccharide (LPS) dans les yeux de rats, il y
avait une augmentation significative de I’inflammation chez les rats traités par spironolactone,

un antagoniste des MR (Pitt et al. 1999, Pitt et al. 2003).

3. Utilisation de la fludrocortisone

a. Pratiques usuelles

La fludrocortisone est commercialisée en comprimé de fludrocortisone acétate. Mais cette
molécule n’est pas retrouvée dans le sang, seule la fludrocortisone est circulante. Elle est
administrée sous forme de comprimés de 50 pug de fludrocortisone acétate journalier, via une
sonde naso-gastrique ou avec un verre d’eau selon 1’état du patient. L’utilisation de la sonde

naso-gastrique est expliquée par le fait que les patients en choc septique sont intubés et
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ventilés dans la plupart des cas et présentent un état de coma. La fludrocortisone est utilisée
dans de nombreux cas tels que hyperaldostéronisme primaire, et les cas d’insuffisance
surrénalienne totale ou relative. Lors de traitement des chocs, elle est couplée au cortisol, qui
lui possede un fort effet glucocorticoide. Elle est utilisée en premier lieu pour des maladies
pour lesquelles il y a insuffisance surrénalienne chronique telles que la maladie d’ Addison ou
I’hyperplasie surrénale congénitale (Padidela et Hindmarsh 2010) mais également dans le

traitement du choc septique (Annane 2005) ou elle semble diminuer la mortalité.

b. Controverse

Dans une étude en 2002, Annane et collaborateurs montrérent les effets d’un traitement
substitutif en glucocorticoide (cortisol) et en minéralocorticoide (fludrocortisone), a faibles
doses, dans le choc septique (Annane D et al. 2002). Cette étude décrivait les patients
présentant 1’insuffisance surrénale relative décrite deux ans plus tot (Annane D et al. 2000)
apres prise ou non de ce traitement substitutif. Une fois encore les patients se divisent en deux
populations : les répondeurs et les non-répondeurs au traitement. Les répondeurs retrouvaient
alors une probabilité de survie égale a la population sans insuffisance surrénale relative
contrairement aux non-répondeurs. Cette étude a permis de mettre en évidence que le
traitement ne semblait pas €tre absorbé par tous les patients de la méme maniere. Il parait
donc évident que le traitement corticoide a faibles doses a un effet bénéfique sur les patients
en choc septique. En 2012, une étude est publiée démontrant un effet glucocorticoide et
minéralocorticoide du traitement par hydrocortisone et fludrocortisone se caractérisant par
une augmentation du glucose plasmatique et du cholestérol, une diminution de la natrémie et
du sodium urinaire, ainsi qu’une amélioration de la fonction rénale, particulierement chez les

patients dits non-répondeurs au test a la corticotropine (Bruno Laviolle et al. 2012).

Cependant, certaines études remettent en question les bienfaits de la fludrocortisone en raison
de son mode d’administration, a savoir en comprimés administrés par la sonde naso-gastrique
des patients.

Dans un article de 2007, Raurich et collaborateurs, publient leurs travaux sur les faibles doses
de stéroides dans le choc septique, qui n’affecteraient aucunement la réponse hémodynamique
et n’amélioreraient pas non plus le taux de survie des patients. Dans cet article, les auteurs
disent avoir suivi le protocole précédemment évoqué : une injection intraveineuse de 50 mg

d’hydrocortisone toutes les 6 heures et un comprimé de fludrocortisone par jour donné par
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sonde naso-gastrique ou avec un verre d’eau. Pourtant, les résultats de cette équipe ne
montrent aucune amélioration des patients présentant un choc, ni de survie des patients traités
par des doses faibles de stéroides comparés aux patients sans traitement stéroide (Raurich et
al. 2007D).

Un second article, publié en 2008, avance I’hypothese que les bénéfices associés a 1’utilisation
de T’hydrocortisone dans le choc septique seraient expliqués par les effets des
minéralocorticoides (Druce, Thorpe, et Wilton 2008b).

La capacité naturelle des corticostéroides a inverser un choc septique a été établi 60 ans plus
tot, bien avant la reconnaissance des effets glucocorticoides et minéralocorticoides
distinctement. En revanche, contrairement aux effets néfastes des glucocorticoides
synthétiques avec peu ou pas d'action minéralocorticoide, 1’hydrocortisone augmente la
résistance périphérique et 1’amélioration des symptomes des patients en choc ainsi que leur
survie. De plus, la fludrocortisone a la capacité d’augmenter la résistance périphérique ce qui
suggere que les effets minéralocorticoides pourraient bien €tre la base de 'amélioration des
résultats lorsque I'hydrocortisone est utilisée dans le choc septique. L'utilisation de
fludrocortisone non seulement pour ses effets minéralocorticoides, plus puissant que ceux de
I'hydrocortisone, mais aussi pour ses effets anti-inflammatoires, se traduit par une
amélioration des résultats chez le patient.

Dans un article de 2003, Otte et collaborateurs montrérent que la fludrocortisone avait le
pouvoir d’inhiber I’axe HPA et la production de cortisol, d’ACTH et de 11-desoxycortisol
(Otte et al. 2003a). Les récepteurs minéralocorticoides auraient donc un role important dans le
rétrocontrdle négatif de 1’axe, comme démontré dans I’article de Walker et collaborateurs en
2014 grace a des patients dont les récepteurs minéralocorticoides sont haplo-insuffisants
(Walker et al. 2014). Ces patients souffraient d’hypercortisolémie associée a des effets
métaboliques nocifs incluant des taux tres bas de HDL-cholestérol et d’adipocytes mais aucun
effet sur le cceur et les vaisseaux. La fludrocortisone étant un agoniste des récepteurs
minéralocorticoides, cette molécule pourrait reproduire de maniere aigiie les effets de 1’haplo-

insuffisance des récepteurs minéralocorticoides.
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Figure 12 : Schéma du principe d’analyse par LC-MS/MS : I’échantillon subit 3 étapes pour I’analyse en

spectrométrie de masse : a. la chromatographie, b. I’ionisation, c. identification par spectrométrie de masse
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H. Méthode analytique

La méthode analytique permettant le dosage de la fludrocortisone se décompose en trois
étapes : la chromatographie liquide qui permet la séparation des composés d’un mélange
complexe, puis I’ionisation des molécules et enfin I’identification par spectrométrie de masse.
(Figure 12)

1. Chromatographie liquide

La chromatographie liquide est une technique de séparation de molécules dans un mélange
complexe utilisant la différence d’affinité entre les molécules de la phase mobile et la phase
stationnaire. Cette technique nécessite 1’ utilisation d’une colonne de chromatographie et d’une
phase mobile constituée de tampon et d’un solvant organique selon un gradient isocratique
(stable) ou croissant en solvant organique. Le choix du solvant se fait en fonction des
interactions analytes d’intérét-solvant. Selon la molécule, un solvant polaire sera plutdt utilisé
comme [’eau, I’acétonitrile ou le méthanol, ou encore un mélange de solvants pour les
molécules les plus hydrophobes. Les molécules ayant le plus d’affinité pour la phase mobile
seront moins retenues par la phase stationnaire et auront un temps de rétention dans la colonne
plus court. Cette technique de séparation des analytes est la plus utilisée dans le cas des

dosages des hormones stéroidiennes endogenes ou exogenes telle que la fludrocortisone.

2. Spectrométrie de masse

a. Ionisation des molécules

La spectrométrie de masse en tandem est une technique de détection extrémement sensible qui
permet 1’identification de molécules grace a I’étude de ses transitions ioniques. Les molécules
sont séparées par chromatographie liquide puis sont ensuite ionisées. L’ionisation des
molécules est nécessaire pour I’utilisation de la spectrométrie de masse car cette technique
utilise des champs magnétiques pour leur identification. En effet, une molécule non chargée
n’étant pas sensibles aux potentiels, les molécules ne pourraient étre ni sélectionnées ni
expulsées des quadripdles.

L’ionisation des stéroides peut se faire de plusieurs facons possibles mais seules deux d’entre
elles sont couramment utilisées : ’ionisation par electrospray (ESI) et ’ionisation chimique a

pression atmosphérique (APCI).

Données bibliographiques

26



Figure 13 : Schéma du principe de I’ionisation par électrospray. (Ho et al. 2003)
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Figure 14 : Schéma de I’ionisation des molécules par APCI

(http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/hplcms.html)
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i.  lonisation par electrospray

Le principe de I’ESI repose sur la dispersion d’un brouillard de gouttelettes chargées puis
élimination du solvant par évaporation afin de n’obtenir que des molécules fortement
chargées (Figure 13). L’intensité du champ électrique au sein de la gouttelette chargée est
telle que I’ion ne peut étre €jecté avec le solvant (Ho et al, 2003). Un électrospray est produit
en appliquant un fort champ électrique, a pression atmosphérique, a un liquide passant a
travers un tube capillaire (75 um) avec un faible débit (100 a 3000 nL/min).

Le champ électrique est obtenu en appliquant une différence de potentiel d’environ 3 a 6000
V entre ce capillaire et une contre-électrode. Ce champ provoque une accumulation de
charges a la surface du liquide, située a I’extrémité du capillaire, qui va se rompre pour former
des gouttelettes hautement chargées. L’exces de charges électriques dans chaque gouttelette,
combiné a I’évaporation progressive des solvants conduit a un point ou les répulsions
coulombiennes excedent les forces de cohésion des gouttelettes : les ions qui se trouvent a la
surface de la gouttelette sont alors éjectés dans la phase gazeuse.

(« Centre de biophysique moléculaire - UPR 4301 »)

ii.  lonisation chimique a pression atmosphérique

L’ APCI est une source d’ionisation chimique a pression atmosphérique (Douglas et French
1981). Moins douce que I’ESI, elle peut conduire a la fragmentation des analytes car 1’énergie
apportée par 1’aiguille corona entraine un rapport d’énergie supérieur a celui observé en ESIL.
Cette source présente 1’avantage de mieux ioniser les molécules peu polaires comme les
lipides neutres tels que les stéroides, mais aussi d’€tre facilement couplée avec la
chromatographie liquide du fait de la désolvatation des analytes qui en résulte. Contrairement
a ESI, I’APCI conduit a la formation d’ions en phase gazeuse (voir Fig 14). Les solutés
présents dans la phase mobile sont nébulisés a la sortie de la sonde APCI a 1’aide d’un gaz
(I’azote) chauffé a haute température (entre 300°C et 600°C). Une décharge est ensuite
appliquée via une aiguille corona sur le soluté en phase gazeuse (Carroll et al. 1975). Il 'y a
alors échange d’un électron avec 1’azote conduisant a la formation d’analytes ionisés

positivement ou négativement suivant les réactions suivantes (Colas 2006) :
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Figure 15 : Schéma montrant 1’oscillation du champ électromagnétique d’un quadripdle
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Figure 16 : Schéma représentant le fonctionnement d'un analyseur de masse triple quadripdles, avec Q1 le
premier quadripdle, Q2 la cellule de collision, Q3 le deuxieme quadripdle. QO est le focalisateur d’ions apres
I’interface avec la source (Thermofinnigan.com)
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N,+e >N, " +2¢
N,"+ H,0 = N, + H,0**
H,O*" + H,O = H;0"+OH’
H;0" + M = [M+H]" + H,O
OH'+M - [M-H] + H,0"*

b. Identification des analytes

L’analyseur quadripdle est constitué de quatre barres métalliques cylindriques ou demi
cylindriques, parall¢les, disposées aux quatre angles d’un carré (Figure 15). Une tension ayant
une composante continue et une composante alternative (radiofréquence) est appliquée ; les
électrodes adjacentes sont portées a des potentiels opposés et les électrodes opposées sont aux
mémes potentiels.

A T’intérieur du quadripdle, il se crée un champ électromagnétique. Pour une radiofréquence
donnée, un ion oscillera entre les électrodes adjacentes de polarité opposée et suivra un
parcours bien déterminé (en rouge sur la figure 15), les autres ions sortiront du champ (en
violet). Il n’exerce aucune force longitudinale, de sorte qu’un ion poursuivra son trajet avec
une vitesse constante. On fait varier, de maniere linéaire, les tensions continues et alternatives
appliquées aux électrodes en maintenant leur rapport constant. Cette variation permet de
séparer les ions en fonction de leur masse et de leur charge. (Hamon et coll.)

La séparation des ions se fait selon le rapport m/z (m, étant la masse de I’ion parent et z, sa
charge) en utilisant la stabilité de leurs trajectoires dans un champ électrique oscillant. Le
systeme triple quadripdle consiste a sélectionner un ion selon son poids moléculaire protoné
par un premier quadripdle (Q1), puis de le fragmenter dans une cellule de collision (Q2) par
de I’argon, et enfin d’effectuer une deuxieme sélection, par le second quadripdle (Q3), sur les
fragments générés (Figure 16).

Ces transitions ion parent en ion fils sont propres a chaque molécule, ainsi que son temps de
rétention dans la colonne de chromatographie. L’identification de chaque fragment d’analyte
sur le systeme de détection du triple quadripdle, est donc basée sur ces trois éléments : le

temps de rétention et deux transitions ions parents en ions fils (de Hoffman et Stroobant).
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Tableau 2 : Récapitulatif des techniques publiées pour le dosage de la fludrocortisone. LDQ : Limite de

Quantification ; Fludro : fludrocortisone, Fludro acétate : fludrocortisone acétate ; SPE : Extraction en phase

solide ; ESI : Ionisation par electrospray, APCI : Ionisation chimique a pression atmosphérique, EI : Ionisation

par impact d’électron

Tang Antignac Amendola Taylor Shao Chen
Date parution 2000 2000 2003 2004 2009 2011
Molécule Fludro Fludro Fludro Fludro Fludro Fludro
d’intérét acétate acétate acétate
Matrice Urines Urines Urines Urines Tissus Muscles
Sérum
Plasma
Extraction Liquide/ Liquide/ SPE + Précipitation Hydrolyse + Liquide/
Liquide Liquide Liquide/ + SPE Liquide
Liquide + Liquide/ Pressurisée
Dérivation Liquide
Chromatographie Liquide Liquide Gazeuse Liquide Liquide Liquide
Tonisation APCI ESI () EI ESI ESI ESI (-)
LDQ Fludro acétate | 5 ng/mL 5 ng/mL 0,3 ng/mL 1 ng/g 0,5 ng/g

utilis€ée comme

Etalon Interne
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3. Meéthodes de dosage de la fludrocortisone plasmatique

La premiere étape pour étudier la fludrocortisone est de mettre au point une technique de
dosage de cette molécule. Plusieurs équipes ont mis au point des techniques de détection et de
quantification résumées dans le Tableau 2. Les premiers articles ont été publiés en 2000 d’une
part par Tang et collaborateurs, qui présentent une méthode de dosage de la fludrocortisone
acétate dans les urines de singes rhésus par extraction liquide-liquide puis spectrométrie de
masse en tandem (7ang et al. 2000). D’autre part, Antignac et collaborateurs, publient une
méthode de quantification de la fludrocortisone dans les urines grace a une extraction liquide-
liquide puis spectrométrie de masse en tandem avec une limite inférieure de quantification a 5
ng/mL (Antignac et al. 2000). En 2003, Amendola et collaborateurs publient cette fois une
méthode de dosage de la fludrocortisone dans les urines par chromatographie gazeuse et
spectrométrie de masse (Amendola, Garribba, et Botre 2003). En 2004, Taylor et
collaborateurs publient une méthode de dosage de la fludrocortisone dans les urines, le sérum
et le plasma par chromatographie liquide puis spectrométrie de masse en tandem avec une
limite de détection de 0,3 ng/mL (Taylor, Grebe, et Singh 2004). Cette méthode reste de loin
la plus sensible publiée dans la littérature, cependant aucune application n’a ensuite été
montrée. Puis, un article publié¢ en 2009 par Shao et al montre une méthode de dosage de la
fludrocortisone acétate dans les tissus avec une limite de quantification de 1 ng/mL (Shao et
al. 2009). Enfin, en 2011, Chen et al publie une méthode de quantification de la
fludrocortisone acétate dans les muscles par spectrométrie de masse en tandem (Dongmei

Chen et al. 2011a).

Deux méthodes permettent de quantifier la fludrocortisone acétate, qui est la forme
administrée, et seules trois méthodes permettent le dosage de la fludrocortisone qui est la

molécule circulante et retrouvée dans le sang.
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PROJET DE THESE

Le choc septique est défini par une hypotension persistante malgré un remplissage vasculaire
adéquat en présence d’une réponse inflammatoire systémique suite a une infection (Dellinger,
et al 2008). 1l est responsable de 10 % des admissions en réanimation et son incidence croit
chaque année dans les pays industrialisés. A ce jour, et malgré des progres thérapeutiques
constants, la mortalité liée au sepsis varie entre 30 % et 60 % dans les cas de choc septique
(Brun-Buisson C et al. 1995).

Parmi les différents facteurs impliqués dans la survenue du choc septique, 1’altération de I’axe
hypothlamo-hypophyso-surrénalien est associée a un mauvais pronostic et 1’introduction
d’une opothérapie substitutive s’est montrée efficace dans I’amélioration de la survie (Annane
D et al. 2002). Au sein de cet axe, la glande surrénale joue vraisemblablement un rdle
fondamental. En effet, 1’incidence de I’insuffisance surrénale est d’environ 50% au cours du
choc septique et se manifeste par une cortisolémie (basale et/ou stimulée par ACTH), non
adaptée a I’intensité du stress (Annane D et al. 2000).

Les patients sont alors traités avec de I’hydrocortisone et de la fludrocortisone, mais ce
traitement est encore tres controversé. En effet, la littérature est abondante sur les études de

I’effet du cortisol associé ou non a la fludrocortisone, montrant des résultats discordants.

Si les premieres recherches portant sur les effets des corticoides au cours du choc septique
datent du début des années 50, les contradictions et la difficulté de déterminer des cibles

thérapeutiques expliquent que cette question reste encore aujourd’hui controversée.

La détection et quantification de la fludrocortisone sont nécessaires pour étudier la cinétique
de cette molécule dans le plasma. En effet, il est pour le moment inexplicable que certains
patients (60 %) souffrent d’une insuffisance surrénalienne ou encore que certains de ces
mémes patients répondent au traitement a la fludrocortisone et les autres non. Deux
hypotheéses sont avancées: cette réponse a la fludrocortisone ne vient-elle pas d’une
différence d’absorption du composé par I’estomac ? La dose est-elle suffisante ?

Mon travail de theése a donc pour objectif d’établir les caractéristiques des relations
pharmacocinétiques/pharmacodynamiques de la fludrocortisone dans le choc septique,
répondant ainsi a la question d’une utilit¢ de cette molécule dans le traitement de

I’insuffisance surrénale relative et donc du bénéfice sur la survie des patients.
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Pour obtenir ces données, la premiere étape était de mettre au point et de valider une méthode
de dosage de la fludrocortisone dans le sang. Grace a cette méthode par spectrométrie de
masse en tandem tres sensible, des cinétiques pourront étre réalisées d’abord chez les
volontaires sains, ceci permettra pour la premicere fois d’établir une étude
pharmacocinétique/pharmacodynamique de la fludrocortisone donnée a une faible dose (50 pg).
Puis, chez les patients de réanimation, les données cliniques obtenues permettront d’avoir
pour la premiere fois une étude pharmacodynamique de ce composé en relation avec leurs
concentrations plasmatiques de fludrocortisone.

De plus, afin d’étudier la fludrocortisone dans son contexte d’administration, c'est-a-dire dans
le choc septique en phase tardive d’inflammation, deux modeles murins de sepsis ont été
utilisés. Un modele de souris DL 100 qui recoit une injection de LPS par voie intrapéritonéale
induisant ainsi des phénomenes physiopathologiques analogues au sepsis chez I’humain
(Agelaki et al. 2002). Un autre modele a été utilisé ou les souris sont ligaturées au niveau du
cecum puis perforées afin que du contenu intestinal se déverse en continu dans la cavité
péritonéale, le modele CLP (Medina 2010). Ce modele se rapproche du choc septique humain
par I’existence d’un foyer infectieux. Le role de ces modeles est de faciliter 1’étude de la
fludrocortisone dans son contexte d’administration en réanimation. Différents éléments ont

été étudiés tels que la pharmacocinétique de cette molécule et sa distribution chez la souris.
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Introduction

Suite aux travaux du Pr Annane de 2002, démontrant une amélioration de la survie des
patients apres la prise d’hydrocortisone et de fludrocortisone a faible dosage, aucune étude n’a
démontré de corrélation entre la concentration de la fludrocortisone plasmatique et son
potentiel role dans la survie des patients (Annane D et al. 2002). Ceci laisse supposer d’une
part, que malgré le faible dosage, la fludrocortisone joue un role dans la survie des patients et
qu’elle est donc présente dans la circulation sanguine, d’autre part que les méthodes de
quantification de la fludrocortisone n’étaient pas adaptées a ce dosage.

Afin de déterminer les parametres pharmacocinétiques de la fludrocortisone, il était nécessaire
de la quantifier dans le plasma de maniere slire et reproductible avec une grande sensibilité.
En effet, le comprimé de fludrocortisone acétate donné au patient est de 50 pug, ce qui est une
dose faible. De plus, D’absorption gastrique des patients en choc septique est
perturbée. L hypothese est donc que la fludrocortisone est trés peu absorbée et la
concentration de cette molécule dans le sang sera faible. Nous nous sommes donc inspirés des
méthodes de dosages en spectrométrie de masse déja publiées afin de mettre au point une
technique assez sensible pour détecter et quantifier la fludrocortisone plasmatique.

Dans un premier temps, nous avons optimisé€ 1’extraction et 1’ionisation de cette molécule et
de son étalon interne, la fludrocortisone-D2. Puis nous avons validé cette technique de
dosage. Enfin, nous avons pu la mettre en pratique en détectant et quantifiant la molécule

d’intérét chez un patient de réanimation ayant recu le comprimé de fludrocortisone acétate.
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ABSTRACT

Background: Fludrocortisone acetate is given at very low dosage (50 pg) to patients suffering from septic
shock with controversial clinical results, However, it is not clear if absorption is effective in these patients.
Methods: An analytical method based upon liquid chromatography coupled to triple quadrupole spectrometry
detection with atmospheric pressure chemical ionization interface has been developed for the identification
and quantification of fludrocortisone, the active molecule circulating in human plasma. A solid phase extraction
of plasma was used after addition of fludrocortisone-D2 as internal standard. Compounds were separated on a
Cyg column with a gradient of methanol-formate buffer. The ion transitions used to monitor analytes were m/z
381239 and m/z 381 — 181 for fludrocortisone and m/z 383 — 239 and m/z 383 — 181 for fludrocortisone-D2.
Results: Retention times were 4.0 min for both compounds. Calibration curves were linear for fludrocortisone in
the 0.1-25 ng/ml range. The limits of detection and quantification were 0.05 ng/ml and 0.1 ng/ml, respectively.
The intra- and inter-assay precisions were lower than 10.9% and the recovery was 101.8%, A slight matrix effect
by about 10% was observed. Application of the method to a patient in septic shock treated with one 50-pg dose of
fludrocortisone acetate has shown a maximal plasma coneentration of 0.36 ng/ml obtained after 2 h,
Conclusion: This method allows fludrocortisone pharmacokinetic/pharmacodynamic studies when given at low

dosage in an intensive care unit in case of adrenal insufficiency during a septic shock.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Fludrocertisone acetate is a synthetic mineralocorticoid from corti-
sone (Fig. 1), given to patients with chronic adrenal insufficiency like
in congenital adrenal hyperplasia [1] or Addison disease [2]. Also, it
has been successfully used in transient adrenal insufficiency like in
septic shock (3], Fludrocortisone acetate is hydrolyzed in human to
fludrocortisone, the active molecule. Fludrocortisone (FD) is an aldoste-
rone analog, which binds to its receptor, and leads to mineral corticoid
action, like increased water and sodium retention and potassium elim-
ination by kidneys, Some clinical studies have investigated the effect of
FD acetate in septic shock, with controversial results [4.5]. One of these
studies has clearly shown that fludrocortisone associated with hydro-
cortisone could decrease mortality in septic shock in many patients
[4]. But rhese results were not statistically confirmed in a second
study [5]. Indeed, FD acetate is not available in intravenous form, and
is administered on tablet in a nasogastric tube of a septic patient. An
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Haspitalier Universitaire Raymond Poincaré, AP-HP, 104, Boulevard R. Poincaré, 92380
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abnormal vascularization and a poor absorption from the stomach in
the case of septic shock could explain the controversial results from
the different studies. So, it was necessary to develop a quantitative mea-
surement of FD in plasma of treated patients with low dosage to deter-
mine whether all the patients correctly absorbed FD. Different methods
have been described for the analysis of glucocorticoids [6-12] with 3
including FD [6-8] but none allow sufficient limit of quantification,
and have been followed by a clinical application. Moreover 2 of the 3
methods measure FD acetate and not the active form, while the FD
acetate form is not found in blood [6,7]. The aim of the present study
was to develop a method sensitive enough in order to measure plasma
concentration after administration of an oral 50 pg-dose of FD.

2. Experimental
2.1, Chemicals and reagents

Oasis® HLB 3 cm? extraction cartridges were from Waters (Montigny,
France). FD (FD) base was from Sigma Aldrich (St Quentin, France).
Fludrocortisone-D2 (FD2), the internal standard solution was from
CDN Isotopes (Pointe-Claire, Canada). Hypersil Gold PFP column was
from Thermo Scientific (Les Ulis, France). Methanol was from Prolabo
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Fig. 1. Chemical structures of fludrocortisone (A), fludrocortisone-D2 {8} and fludrocortisone acetate (C).

(Fontenay sous bois, France). Formate buffer was prepared using ammo-
nium formate and formic acid solution from Sigma. Ultra-pure water
(18 M) was obtained by ultrafiltration using a Direct-Q UV3 apparatus
(Millipore Corp., Molsheim, France).

2.2, Working solutions, calibration standard, and quality controls

Stock solution of FD (1 g/1), and Internal Standard (IS) (100 mg/l)
were prepared in methanol. Working solutions of FD for calibration
standards (CS) were prepared at 4 concentrations {10, 1, 0.1 and
0.01 mg/1) by dilution of the stock solution in methanol. Working so-
lution of fludrocortisone for quality control (QC) preparation was also
prepared at the same concentrations by dilution in methanol of an-
other 1 g/l stock solution prepared separately. Working solution of
IS (0.1 mg/1) was obtained by dilution of stock solution in methanol.
Calibration curves were prepared by spiking with appropriate vol-
umes of the previously mentioned working solutions in blank plasma
to produce the CS equivalent to 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 25.0 ng/ml.
QC samples were also prepared in blank plasma at concentrations of
0.1, 0.3, 10.0 and 20.0 ng/ml. Blank human plasma samples were
obtained from Etablissement Francais du Sang (Le Chesnay, France).
QCs samples were stored at —20 °C.

2.3. Blood sample preparation

Exactly 1 ml of plasma was diluted in 2 ml of water, 50 pl of FD2
solution (FD2 at 0.1 mg/l) was added, and the entire solution was
passed through Oasis® HLB 3 cm? extraction cartridges, previously
conditioned with 3 ml of methanol and 3 ml of water. After washing
with 3 ml of water with 50% of methanol and dried during 5 min, FD
and its IS were eluted by 3 ml of dichloromethane. The eluent was
evaporated to dryness under air. The residues were reconstituted in
50 pl of starting mobile phase and 20 ul was injected into the liquid
chromatography (LC) system connected to the mass spectrometer,

2.4. Chromatographic and mass spectrometer conditions

Separation was performed in 1.9 pm, 100 mmx= 2.1 mm LC Hypersil
Gold PFP column. The mobile phase was: [A] 50% ammonium formate
2 mmol/l-formic acid 0.1% buffer and [B] 50% methanol and increased
to 100% of [B] in 5 min. Analysis was performed on a mass spectrometer
TSQ™ Vantage equipped with atmospheric pressure chemical ioniza-
tion in positive mode, The method used was as follows: capillary
temperature 300 °C, vaporization temperature 100 °C, gas pressure
30 bars. The ion transitions used to monitor the analytes were given
in Table 1. The ThermoFisher Xcalibur software was used for system
control. The LC Quan software was used for data acquisition and quan-
tification, The protonated precursor molecular ions [MH ™| of FD (m/z
381.3) and IS (m/z 383.3) were fragmented by argon with collision en-
ergy of 29 V for both compounds. FD was identified by the presence of 2
ion transitions m/z 381.3 — 181.2 and m/z 381.3 —239.3 (Table 1).

Résultats

2.5, Validation of the method

2.5.1. Selectivity

To investigate whether endogenous matrix constituents interfered
with the assay, drug-free matrix blank samples and zero samples
were analyzed according to the described procedure. Assay selectivity
was defined by evidence of non-interference at retention times and
ion channels identical to that of FD and its IS in the blank samples.

2.5.2, Linearity

Calibration curves included a blank sample, a 0 sample, and 7 cali-
bration standards over the following range: 0.1 ng/m! (lower limit
of quantification (LLOQ)) to 25 ng/ml (upper limit of quantification
(ULOQ)). Five calibration curves obtained over a period of two weeks
were taken into account for linearity. Calibration curve was constructed
by plotting the peak area ratio of FD to the internal standard (y) vs
concentration (x). The acceptance criterion for each back-calculated
concentration of calibration standards was set at 15% deviation, Con-
centration of analyte in the unknown samples was calculated from
their peak area ratios and the calibration curve.

2.5.3. Lower limit of detection (LLOD) and quantification (LLOQ)

The LLOD is the lowest concentration of the compound that can be
detected with a signal-to-noise ratio >3:1 for the 2 transitions. The
LLOQ was defined as the lowest concentration with accuracy between
80% and 120% and a precision with a coefficient of variation (CV) of
<20% that was obtained over 6 measurements.

2.5.4. Accuracy and precision

The precision and accuracy of the developed method were deter-
mined by analysis of QC samples at 4 concentrations (0.1, 0.3, 10
and 20 ng/ml). This was carried out over 3 days. Each day, a calibra-
tion curve and 5 determinations of each QC level were analyzed.
The wvalues obtained were analyzed using analysis of variance
(ANOVA), which separated the intra-day, and inter-day SDs and con-
sequently the corresponding CV. The intra-day CV took into account
the variability of the 5 replicates each day for 3 days and inter-day
CV the variability of the days of analysis. The accuracy was deter-
mined by comparing the mean calculated concentration with the
spiked target concentration of the QC samples, Accuracy within the
range of 85-115% of the nominal values and a precision with a CV
of +15% were required, except for the LLOQ for which a range of
80-120% and a CV of 4 20% were accepted for accuracy and precision,
respectively.

Table 1
Chromatographic and spectrometric conditions of fludrocortisone and fludrocortisone-D2.
Parent Daughter Collision Retention
mjz miz energy (V) time (mm}
Fludrocortisone 3813 181.2 29 40
2383 29
Fludrocertisone-D2 3833 181.2 29 4.0
2393 29
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2.5.5. Recovery and matrix effect

Three procedures (A, B, and C) were performed on pooled blank
serum at the concentrations of 10 ng/ml in order to evaluate matrix ef-
fect and method recovery: (A) FD and the IS were spiked in the mobile
phase and directly injected; (B) FD and the IS were spiked afterwards in
the blank matrix samples after the extraction step and injected; (C) FD
and the IS were spiked in serum samples, the complete sample prepara-
tion procedure was carried through, and the samples were injected into
the system. The mean chromatographic peaks obtained using the 3 pro-
cedures were compared. The ratio B/A, and C/B determined the matrix
effect and the method recovery, respectively, and were calculated for
both FD (n=15 for each concentration) and IS (n=5). Overall method
recovery of the IS had to be 4+ 15% of FD recovery.

2.5.6. Analyte plasma stability

Four plasma QC samples (0.1, 0.3, 10, 20 ng/ml) were analyzed in
triplicate after 3 freeze and thaw cycles by complete thawing at room
temperature and freezing at — 20 °C for 12-24 h. The short-term stabil-
ities of FD plasma samples were also determined during storage for 24 h
at room temperature (20 °C), at 4 “Cand at — 20 °C. Long-term storage
stability at — 20 "C was determined after 40 days. Subsequently, the FD
concentrations were measured and compared with freshly prepared

A

RT. 000-801
405

Fludroterisone

samples. Analytes were considered stable in plasma at each concentra-
tion when the concentration differences between the freshly prepared
and the stability testing samples were found to be not exceeding 15%.
Stability of processed samples was assessed by re-injection of the 3
plasma QC levels (n=15) after conservation for 24 h in the autosampler
(at 4 °C) and comparison with the previously obtained values.

2.5.7. Application with a treated septic shock patient

A part of a clinical trial, a patient with septic shock was given
50 pg of FD on tablet, and plasma samples were collected before FD
administration, then every 30 min from TO to 6 h (T6), and every
1 h from T6 to T12, The samples were frozen and analyzed using
the developed method.

3. Results
3.1. Method validation

3.1.1. Separation and specificity

Chromatograms of FD and FD2 transitions, obtained from 1 ml of
drug-free plasma spiked with 3 ng/ml of FD and 5 ng/ml of 1S were
shown in Fig. 2A. The retention time of both compounds was 4.1 min.
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Fig. 2. A. Chromatogram of drug-free human plasma spiked with fludrocortisone and fludrocortisone-D2 at final concentrations of 3 and 5 ng/ml, respectively. B, Chromatograms
obtained 4 h after administration of one 50 pg-oral dose of fludrocortisone acetare. Plasma concentration of fludrocortisone is 0,14 ng/ml, From the tap to the bottam: chromato-

grams of the two transitions of FD and the two transitions of 5.
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In drug-free plasma, no endogenous peak was observed in all blank
plasma samples tested.

3.1.2. Linearity

A linear regression analysis with weighing (1/x), which was the
best fitting mode! as determined by bias analysis, was used to deter-
mine slopes, intercepts and correlation coefficients. There is a reliable
response in the range of 0.1 and 25 ng/ml for FD. From calibration
curves a high correlation was observed between concentrations and
peak-area ratios of FD and the corresponding 1S, The equation was:
y=(0.0532/x) +0.0255.

3.1.3.LLOD & LLOQ
The LLOD was evaluated at 0.05 ng/ml and the LLOQ was 0.1 ng/ml
for FD.

3.14. Accuracy and precision
Data of the 60 QC samples analyzed are presented Table 2. Intra-
and inter-assay CVs were <10.9%. The bias of the method was <6.3%.

3.1.5. Recovery and matrix effect

After extraction, the recovery was 100% for FD and its IS (Table 3).
There is a very slight matrix effect observed in plasma samples. FD
and FD2 are less ionized in plasma (about 10-15%) than in mobile
phase solution.

3.2, Application to clinical sample analysis

FD was correctly detected in patient samples as shown in Fig, 2B,
The pharmacokinetic study showed a maximal plasma concentration
(Cmax) of 0.36 ng/ml at 2 h (Tmax, Fig. 3). It seems that there were
two different phases of elimination, the first between 2 and 4 h
after administration and called T, ,,, and the second between 4 and
6 h called Ty 5. Typq was evaluated at 1.6 h and Ty 5, at 4.1 h in
our patient.

4. Discussion

We developed here a method in LC-MS/MS with atmospheric pres-
sure chemical ionization that allows sensitive quantification of FD
in plasma. The method described is a solid-phase extraction using
Oasis® HLB cartridge, followed by liquid chromatography-mass spec-
trometry tandem (LC-MS/MS) analysis. This LC-M5/MS method allows
analyzing very low plasmatic FD concentrations. An example of FD
pharmacokinetic study obtained in a FD acetate 50-ug treated patient
in septic shock is reported.

Two of the 3 published methods for FD determination were intended
for the assay of glucocorticoids in tissues, and allow the determination of
FD acetate and not FD. These methods were not suitable for biological
samples like plasma since FD acetate is totally hydrolyzed in FD and is
not found in blood. Taylor et al. is the only one method that allows deter-
mination of FD in plasma [8]. In this method, the limit of quantification
was not clearly defined, being between 0.3 and 0.7 ng/ml according to
the authors. The pharmacokinetics of FD from our septic shock treated
patient shows a maximum plasma concentration of 0.36 ng/ml. Our

Table 2

Intra-day and inter-day precision and accuracy of fludrocortisone at four levels of con-

centration (0.1, 0.3, 10, 20 ng/ml) in plasma.

Concentrations  [ntra-assay N=35 Intra-assay N=3

(ng/mi) Accuracy Precision Accuracy  Precision
Fludracortisone 0.1 95-98.6% 7.2% 08.4% 0.8%
0.3 993-1009% 3.0% 100.0% 1.6%
10 99.8-104.4% 54% 102.7% 5.4%
20 93.7-103.3%  44% 98.5% 109%
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Table 3
Recovery and matrix effect of plasma fludrocortisone at the concentration of 10 ng/ml.

Concentration (ng/ml)  Recovery (%)  Matrix effect (&)

Fludrocortisone 10 101.8 892
Fludrocortisone-D2 10 105.9 84.6

example demonstrated that the Taylor et al. method was not suitable
for measurement of plasmatic FD in patients with low dosage-
treatment as in the case of septic shock. In this method, the internal
standard used was cortisol-D4. We used in our method the FD deu-
terated synthesized at our request and used only in our laboratory.
In an LC/MS/MS method, the deuterated compound is always the
most adapted internal standard notably when a matrix effect was ob-
served. Here, even if the matrix effect was low, around 10-15%, the
use of FD2 allows reducing the consequences of this effect.

A solid phase extraction with dichloromethane elution was
employed for reason of effectiveness. Results of the extraction recov-
eries were perfect, with recovery about 100% for FD and FD2, These
excellent recovery results and the low matrix effect were essential
in order to decrease the limit of quantification of the method.

Linearity was validated between 0.1 and 25 ng/ml. This important
dynamic range of the method, with a very Jow limit of quantification
and a high upper limit of quantification, appeared to be sufficient for
the determination of plasmatic FD concentration in treated patient
with low dose of FD acetate but also in high-doses of FD acetate like
in Addison disease treatment.

In the treated subject shown in this study, the C,., was 0.36 ng/ml.
This concentration is reached in 2 h after taking treatment and one may
wonder if this concentration is sufficient to obtain a mineralocorticoid
effect in the patient. Pharmacokinetic/pharmacodynamic relationship
studies will be rapidly carried out in our hospital in order to answer
this question. For the first time, we could evaluate half-lives of FD in a
treated patient. It seems that there are two different phases of elimina-
tion, the first between 2 and 4 h after FD acetate administration, called
T2 and the second between 4 and 6 h called Ty . The half-lives of
both phases were evaluated at 1.6 h for T, 2, and 4.1 h for Ty 5, in our
treated patient, with undetectable concentrations observed 6 h after
oral administration,

One of the clinical studies has clearly shown that fludrocortisone
associated with hydrocortisone could decrease mortality in septic
shock in many patients [4]. But these results were not statistically
confirmed in a second study [5]. Indeed, FD acetate is not available
in intravenous form, and is administered on tablet in a nasogastric
tube of a septic patient. An abnarmal vascularization and a poor ab-
sorption from the stomach in the case of septic shock could explain

Plasma concentration of sa
fludrocortisone (ng/mL)

Time (H)

Fig. 3. Pharmacokinetics of fludrocortisone obtained in plasma of a treated patient with
one 50 ug-oral dose of fludrocortisone acetate, Two half-lives were calculated as Tq 2,
between 2 and 4 h and Ty 2 between 4 and 6 h.
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the controversial results from the different studies. So, it was neces-
sary to develop a quantitative measurement of FD in plasma of treat-
ed patients with low dosage to determine whether all the patients
correctly absorbed FD.
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Introduction

La méthode de dosage de la fludrocortisone étant applicable aux patients de réanimation, nous
avons pu mettre au point un protocole pour établir des cinétiques de fludrocortisone chez le
patient en choc septique avec insuffisance surrénale relative en collaboration avec le service
de réanimation du Pr ANNANE. Cette étude avait pour but d’étudier les parametres
pharmacocinétiques de la fludrocortisone dans un contexte de choc septique, ce qui n’avait
encore jamais été fait puisqu’aucune méthode n’était assez sensible pour la quantification de
la fludrocortisone plasmatique donnée a faible dosage.

Nous avons donc effectué des prélevements de sang toutes les 30 minutes pendant 24 heures
chez I’ensemble des patients correspondants a nos criteres et traités par une dose de 50 ug de

fludrocortisone.
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ABSTRACT

Fludrocortisone is a synthetic mineralocorticoid given in the case of relative adrenal
insufficiency during the septic shock. There are controversial results about the benefit of this
molecule in septic shock patients. For the first time, the pharmacokinetic parameters of
fludrocortisone in septic shock patients were studied and a population pharmacokinetic model
was performed. The half-life of fludrocortisone is about 1.15 h with an absorption delay about
50 min. Also, 30 % of the population had undetectable fludrocortisone concentration, as
predict by our model. The delay of absorption and apparent clearance are significantly
correlated to SAPS II score, suggesting that in more severe patients intestinal and renal
perfusion may be impaired. There is no biological difference shown between patients with
detectable fludrocortisone and undetectable fludrocortisone. This suggests that the weak
concentration of fludrocortisone is not enough to lead to biological effects in patients with

septic shock.

INTRODUCTION

Hypotension and immunological response to host is typical of sepsis. Septic shock is
frequently associated with adrenal insufficiency (1)(2)(3), or critical illness-related
corticosteroid insufficiency (4). Corticosteroid replacement therapy improves prognosis in
patients with catecholamine-resistant septic shock and adrenal insufficiency (1)(5). This
beneficial effect is the consequence of anti-inflammatory and vascular action (2). Despite the
first randomized, controlled, double-blinded trial tested the association of hydrocortisone
(HC) and fludrocortisone (FC), it is well know that HC alone enhance vascular
responsiveness to catecholamine (3)(6) and decreases time to shock reversal (7)(8)(9)(10).
The interest of FC alone in septic shock has not been proven. Compared to HC, FC shows a

higher mineralocorticoid activity. Septic shock is associated with increased sympathetic
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nervous system activity and experimental studies indicate that inhibition of central
sympathetic outflow reduce mortality in experimental endotoxaemia and sepsis (11).
Fludrocortisone suppression of sympathetic nerve activity in humans may be related in part to
factors other than increase in arterial pressure or plasma volume (12). Mineralocorticoids in
healthy humans induce a fall in plasma norepinephrine (13)(14) and simultaneously response
to norepinephrine is potentiated (15)(16)(17). Administration of septic shock doses of FC in
healthy volunteers is not associated with hemodynamic effect and mineralocorticoid response
is lower than HC (18). Recent studies support the concept that the mineralocorticoid receptor
(MR) also has extrarenal actions (19)(20)(21)(22). The presence of functional MR in human
vascular smooth muscle cells support the hypothesis that vascular tone contributes directly to
the control of systemic blood pressure in pathological conditions (23).

The rationale for FC addition includes the potential benefits of enhanced volume retention and
increase of vascular tone. However, use of FC is hampered by its formulation only as an
enteral preparation, and the degree of absorption through the gastrointestinal tract of
hypotensive patients on vasopressors remains uncertain (24)(25)(26).

FC plasmatic level has never been assessed and its pharmacokinetic and pharmacodynamic is

not known. The aim of our study was to determine the fate of FC given orally in septic shock.

RESULTS

Patients Characteristics
The Table 1 and 2 describe the distribution of quantitative and categorical variables,
respectively, between the two groups A (undetectable plasma concentrations) and B

(detectable plasma concentrations). These two tables also show the p-values of statistical tests
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comparing the two groups. Excepting a higher rate of sepsis in group A (43% in group A and

0% in group B, p = 0.02), no significant differences were found between the two groups.

Population PK Analysis

A comparison of the fit of each of the three structural mathematical models to the data is
shown in Table 3. Evaluation of the objective function values (OFV) against a x2 distribution
indicate that FC concentrations were best described by a one-compartimental model with
first-order oral absorption with lag time and first-order elimination. This model was
parameterized in terms of apparent clearance (CL/F; L/h), apparent volume of distribution (V/F;
L) and first-order absorption rate constant (Ka; h) with lag time (Tlag; h). A combined
model was selected to describe the residual variability (Table 3).

Of the variables tested, inclusion of IGSII was found to have a significant influence on Tlag
(AOFV = -4, p=0.045) and on CL/F (AOFV = -4.05, p<0.044). Introducing into the model the
effect of IGSII on the two parameters Tlag and CL/F simultaneously, allows still significantly
decrease the OFV (AOFV =- 4.6, p=0.03). The effect of IGSII on the two parameters was
retained in the final model.

Final PK parameter estimates, inter-individual variability, residual variability and covariate
effects were presented in Table 4. All were reliably estimated, as reflected by the small RSEs
from Fisher Information Matrix except for additive residual parameter (a). The mean
population PK parameter estimations in our study were: Tlag, 0.64 h; CL/F, 40.6 L/h; V/F,
674 L, and Ka 0.55 h™'. A large Inter-individual variability in the PK parameters was
observed, particularly, on Tlag and V/F (91% for Tlag and 77% for V/F). The plasma half-life
was estimated at 1.06 h (ICys¢ [0.69 ; 1.76]) and the AUCy., at 1.23 pg.h.L’1 (IC954[1.06 ;
1.46]).

The GOF plots of the final PK model with IGSII covariate are shown in Figure 1 and 2. The
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model adequately described the observations as shown by the plots of observations versus
population and individual predictions (Figurel). Moreover, the VPC and NPDE plots

presented in Figure 2 indicate a good predictive performance of the model.

Pharmacodynamic of FC

Fludrocortisone plasma levels did not correlate with mean blood pressure, heart rate, sodium
and potassium urinary levels (Figure 2). Significant associations were found between FC
plasma levels and sodium plasma level at time point 9 (p = 0.03, r = 0.74) and between FC
plasma levels and plasma potassium level at time point 5 (p = 0.02, r = -0,58). A trend toward
a significant association was identified between FC and potassium plasma level at T 5.5 (p =
0.06, r =-0.5).

No patient-related factors were significantly associated with the ability of patients to absorb
FC. In particular catecholamine’s duration of infusion and dosage, SOFA, IGS II, patients
weight and gastric residue did not correlate with the presence of FC in plasma after naso-

gastric administration.

DISCUSSION

For the first time we developed a single-compartment model describing pharmacokinetic of
fludrocortisone given enterally in septic shock patients. Plasmatic level of FC was very
variable. The maximal concentration was reached around 3 hours after administration and the
synthetic hormone was under the absolute threshold 10 hours after the administration.
Estimated plasma half-life was 1.06 hour.

Septic shock may be associated with adrenal insufficiency and hormone replacement therapy
may be beneficial. Administration of hydrocortisone improves survival and promotes

recovery of the immune and cardiovascular systems (5)(2). Some studies have shown that
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during sepsis mineralocorticoid activity may also be impaired resulting in hyperreninemic
hypoaldosteronism (27). Addition of FC would provide benefit to acute stress improving fluid
volume, vascular tone and anti-inflammatory activity (28). However one may argue that
supraphysiologic dose of glucocorticoids act mineralocorticoid activity by aldosterone
receptors (28)(29). Conversely, 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type II, upregulated
during sepsis, inactivates cortisol to cortisone and prevents binding to the mineralocorticoid
receptor (30).

Our study showed huge interindividual variability of pharmacokinetic parameters. The single-
compartment model predicts a lack of absorption in 30% of patients. Indeed in 7 of 21
plasma, FC levels were undetectable. Fludrocortisone formulation is exclusively enteral, and
the degree of absorption through the gastrointestinal tract of hypotensive patients on
vasopressors remains uncertain (24)(26)(29). Positive blood culture was more likely to be
associated to an undetectable concentration of FC. The synthetic hormone was found about 50
minutes after enteral administration. The maximal concentration was reached at 3 hours, and
FC was undetectable at 10 hours. Short duration of FC in plasma may explain the lack of
effectiveness in previous clinical trials on septic shock (5)(31).

Mineralocorticoid effect of FC was biological and not hemodynamic. Any correlation was
found between plasmatic concentration and arterial pressure or cardiac frequency, while
potassium decreased at 5 hours and sodium increased at 9 hours. These results are consistent
with the findings of Laviolle et al., which showed sodium and potassium modification
between 6 and 12 hours after FC administration (18). Most of the patient was oligo-anuric and
the strength was too small to evaluate excretion of sodium. It is likely that maximal plasma
concentrations of FC in our patients were too weak to account for hemodynamic effect.
Hemodynamic and biological effects of FC were found in healthy volunteers at doses 30

times used in septic shock patients. Reduction of the administered at dose “only” 3 times used
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in septic shock patients did not modify systolic blood pressure but had mineralocorticoid
effects on urinary sodium excretion (32). Moreover high doses of FC in septic children are
associated to a significant reduction in amount and duration of vasopressor infusion (33).
These results suggest that biological effect of FC appears earlier and modification of vascular
tone needs higher dose administered.

Delay FC absorption and clearance is significantly correlated to SAPS II score, suggesting
that in more severe patients intestinal and renal perfusion may be impaired. It is well known
that microcirculatory alterations occur in sepsis and may play a role in development of organ

dysfunction (34).

This work has some limitations. First, the purpose of our research was to evaluate absorption
and elimination profile of FC given enterally, in septic shock. Although absorption of the
synthetic hormone was variable between patients, our cohort was adequate to realize a
pharmacokinetic study, but it was too small to describe pharmacodynamic of FC. For this
reason it is not possible to certainty define the risk factors for non-absorption of the FC, and
we can only describe associations in this small effective.

Second, we tested only one dose of FC given one time. We don’t know if lengthen the
administration of the synthetic hormone, or to test higher doses would be associated with
beneficial hemodynamic effects, or better outcome.

Third, most of the patients were oligo-anuric and it was not possible to show potential
changes in urinary sodium/potassium ratio and sodium excretion fraction with time.

In conclusion for the first time we described pharmacokinetic of FC given enterally, in septic
shock patients. Absorption of 50 mcg of the synthetic hormone is variable and, in
approximately 6 hours FC is not detected in plasma. This dose is associated with a

mineralocorticoid biological effect. Hemodynamic effects of FC should be investigated on a
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larger cohort and at different doses.

MATERIALS AND METHODS

Patients and settings

This was a prospective observational study that was conducted in an 18-bed medical and
surgical intensive care unit (ICU) of an university teaching hospital (Raymond Poincaré
Hospital, Garches, France). Patients admitted for septic shock (35) were enrolled at our
institution from 2010 to 2012. Their characteristics are displayed in Tables 1. Patients with
known endocrine disorders or any condition or treatment that may affect cortisol synthesis or
metabolism (36)(37)(38) were excluded. The study protocol was approved by the local
institutional review board, and informed consent was obtained from the patients’ closest
relatives.

Within the first three hours of septic shock onset, and prior to any corticotherapy, 50 mcg of
FC were given orally, alone or with 50 mg of HC given intravenously each 6 hours. Blood
samples (7 mL) were directly collected into a clean tube from an invasive device for
continuous arterial pressure monitoring before steroids administration and each 30 minutes for
6 hours, and hourly for 18 hours. Serum was separated by centrifuging at 5000 rpm for 10 min

and kept frozen at -80°C until analysis.

Blood sample analysis

FC were quantified in whole blood using liquid chromatography coupled to tandem mass

spectrometry detection and atmospheric pressure chemical ionization (39).
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Data Analysis

Patients Characteristics

A comparative univariate analysis between Group A and B was conducted to examine
whether the initial characteristics of patients could explain the undetectable concentrations
(and therefore probably the absence of absorption of the drug) observed in group A. Wilcoxon
test for quantitative variables and Fisher exact for categorical variables were used to compare

the two groups. The statistical analysis was performed using R statistical software.

Population PK Analysis

The PK analysis of Fc was performed in patients of group B.

Nonlinear mixed effects modeling was used to analyze the PK data, using the Stochastic
Approximation Expectation Maximization (SAEM) algorithm implemented in MONOLIX
4.3.0 software (LIXOFT, France). The version of program used takes into account censored
data (below the limits of quantification BQL) for the estimation of maximum likelihood and
structural parameters. BQL data are considered as left-censored observations, indeed in that
case the data is not observed but we only know that it is below the LOQ. A simulation of the
left-censored data in a right-truncated Gaussian distribution with integration below limit of
quantification is realized to obtain probability of BQL.

The inter-individual variability (IIV) was described by exponential variance model:

0i=0pop X exp(n;) 1~N(0, wp)

where 6;and 6,,,, are individual and population parameters, respectively; n describes the
inter-individual variability, which was assumed to be normally distributed around zero with a
standard deviation wg, by which the ith individual’s parameter differed from the typical value

(Bpop)- A diagonal variance-covariance matrix of parameters (£2) was used.
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Several error models (additive, proportional, and combined) were investigated to describe
residual variability. Bayesian Information Criteria (BIC) was used for selecting the residual
error model. For instance, the equation of the combined model can be written as following:

Cij = Cpreaij + Cpreda,ij X €prop,ij T €add,ij

where C;; represents the jth observed value of the dependent variables in individual i; Cpreq,i;
is the jth model predicted values of the dependent variables in individual i; €,,pi; and €444,
are the proportional and additive residual random errors, respectively.

In the first step, a basic population PK model without covariates was developed. For the
structural PK model, one- and two-compartment models with first-order oral absorption with
lag time and first-order elimination were compared. The likelihood ratio test (by evaluation of
the likelihood ratio against a x2 distribution) was used to compare nested structural models
and select the best one between them (p-value<0.05, corresponding to a drop in the objective
function value (OFV) of 3.84 for a one-parameter difference between nested models).

From the basic model, seven covariates were studied and chosen for their impact on the PK
parameters. These covariates were: age, gender, total body weight, IGSII score, serum
protein, serum albumin and serum creatinine. A reduction of OFV by 3.84 (p<0.05) for
forward inclusion and an increase of OFV by 6.64 (p<0.01) for backward elimination were
the criteria for retaining a covariate in the model.

The parameter-covariate relationships were modeled multiplicatively as follow:

. . Cov; B
For continuous covariates, 6; = 6, (Median (Cov)) exp(n;)

Where [ is the covariate effect to be estimated, Cov; is the value of the covariate in the
subject i.
For binary covariates, 6; = 6,,, X exp(f - Cov;) X exp(n;)

where Cov; takes a value of O or 1.
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The elimination half-life time (T;,) and the area under the curve extrapolated from 0 to

infinity (AUCp.) of plasma concentrations of Fc were calculated from the following

equations:
T In(2 V/F
= X
1/2 n(2) CL/F
AUC _ Dose
0= = CL/F

where V/F and CL/F are the population PK parameters estimated in the final model.

Goodness-of-fit (GOF) of the final model was evaluated using a graphic approach. By visual
examination of visual predictive checks (VPC), plots of observed concentrations versus
predicted ones and normalized prediction distribution error (NPDE) versus time. The
simulated PK parameters were randomly sampled from their respective estimated distribution,
and serum concentrations of FC were calculated based on the sampled PK parameter values
and residual variability. A thousand simulations were performed, and the 80% confidence
intervals (i.e., 10™ and 90™ percentiles) computed from the simulated PK profiles were
derived for each statistic (i.e., the median and the 10" and the 90™ percentiles) and compared
with the median and the 10™ and 90" percentiles of the observed PK profiles. The predictive
performance of the final model was considered acceptable if the majority of original data
points were contained inside the predicted confidence intervals, with no significant systematic
deviation between simulated and observed data. NPDE was built from the percentile derived
from VPC prediction. The plot of NPDE takes into account the full predictive distribution of

each individual observation.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1. Goodness-of-fit plots for the final PK model with IGSII covariate: (a) Observations
versus population predicted values. (b) Observations versus individual predicted values.
Observations are plotted as blue points and BQL data as red points. LOWESS smoothed

curves are plotted as blue curves.

Figure 2. (a) Visual Predictive Check (VPC) and (b) Normalized Prediction Distribution
Error (NPDE) versus time for the final PK model. VPC details: The shaded blue and pink
areas represent 90% prediction intervals from the corresponding percentiles calculated from

simulated data. Observations are plotted as blue points and BQL data as red points.
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Table 1. Characteristics of the 21 ICU patients early in the PK study (Quantitative variables)

Group Mean Median Range NA p-value*
A 58 55 33-82 0
Age (years)
B 66 65 41-93 0 0.17
ALAT A 449 34 24 -2919 0
dU/L) B 1191 69 17 - 11830 0 0.2
ASAT A 599 39 17 - 3763 0
IU/L) B 2432 97 20 - 18060 0 0.2
A 15.6 16.5 12-19 1
Albumin (g/L)
B 18.9 18 15-26 4 0.17
Bilirubin A 87.5 29 6-321 0
(umol/L) B 349 17 6-111 0 0.8
A 369 337 61 -1026 2
Cortisol (ug/L)
B 874 605 33-3292 2 0.4
CPK A 98.2 15 15 -287 0
dU/L) B 1480 157 15 - 17680 0 0.1
Creatinine A 92.5 114 44 - 128 0
(umol/L) B 163 114 31-473 0 0.4
Résultats



Group Mean Median Range NA p-value*
Diuresis A 1420 800 0 - 4550 0
(mL/jr) B 1193 1205 0-3300 0 0.9
HGB A 7.4 7.2 6.2-9.7 0
(g/dL) B 8.8 8.7 6.5-123 0 0.06
A 44.5 42 24 -171 0
SAPSII
B 55.7 53 22-95 0 0.3
Lactates A 3.1 22 1.1-9.8 0
(mmol/1) B 4.5 2 0.7 - 28.6 0 ~1
A 67.5 64 56 -90 0
Weight (Kg)
B 70 71 28 - 96 0 0.7
Proteinemia A 47 47 36-59 0
(g/L) B 50 52 34-68 0 0.5
A 11 11 9-13 0
SOFA
B 11.8 11 6-21 0 0.7
Sufentanyl A 8.5 10 0-25 0
(mcg/h) B 12.3 10 0-35 0 0.5
A 8.7 7.8 23-214 0
Urea (mmol/L)
10.4 7.7 3.8-224 0 0.4

Group A: Patients with undetectable FC plasma concentrations (total = 7 patients)
Group B: Patients with detectable FC plasma concentrations (total = 14 patients)
IU : International Unit

NA : Missing data

* p-value of Wilcoxon test

Table 2. Characteristics of the 21 ICU patients early in the PK study (categorical variables)

Groupe
A (n=7) B (n=14) p-value*
n (%) n (%)
Gender F 5(71.4) 6 (42.9)
M 2 (28.6) 8 (57.1) 0.36
DIC 2 (28.6) 5(35.7) ~1
Sedation 3(42.9) 11 (78.6) 0.15
Septicemia 3(42.9) 0 (0.0) 0.02
Clostridium 0(0.0) 1(7.1) ~1
Death in ICU 4(57.1) 7 (50) =1
Intubation 5(71.4) 11 (78.6) =1

Group A: Patients with undetectable FC plasma concentrations (total = 7 patients)
Group B: Patients with detectable FC plasma concentrations (total = 14 patients)
F: For Female and M: For Male

DIC: Disseminated Intravascular Coagulation
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Groupe
A (n=7) B (n=14) p-value*
n (%) n (%)

ICU: Intensive care unit

* p-value of Fisher exact test

Table 3. List of structural PK Models with their Respective Objective Function Values

Structural No. of Residual Reference

N model parameters error OFV BIC Model p-value*

1) 1Cp 3 Additive -48.4 - - -

(2) 1Cp with 4 Additive -198.8  -175.1 N°1 <10
Tlag

(3) 2Cp with 6 Additive -198.7 - N°2 NS
Tlag

(4) 1Cp with 4 Proportional - -133.2 N°2 -
Tlag

(5) 1Cp with 4 Combined -217.9 -197.9 N°2 -
Tlag

(6) 1Cp with 6 Combined -226.5 - N°5 0.013
Tlag and cov
IGSIT*

1Cp: One-compartimental model parameterized in terms of apparent clearance (CL/F; L/h), apparent volume of distribution
(V/F; L) and first-order absorption rate constant (Ka; h'l)

OFV: Objective Function Value (OFV = -2 x log-likelihood)

*p-value of likelihood ratio test according to y” distribution between two nested models

For instance : (OFV o4en1 — OFV node2) ~ xz with n degree of freedom (n : difference in the number of parameters between the
two models)

NS: no significant

BIC: Bayesian Information Criteria was used for selecting the residual error model

*Final model with effect of IGSII on Tlag and CI/F

Table 4. Parameter estimates from the final PK model

Parameters Estimates R.S.E (%)
Population parameters

Tlag (h) 0.64 34

Ka (h™) 0.55 20
V/F (L) 67.4 30
CL/F (L/h) 40.6 16

Inter-individual variability

Sd_Tlag (%) 92 28
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Parameters Estimates R.S.E (%)
Sd_Ka (%) 39 39
Sd_V/F (%) 80 27
Sd_CL/F (%) 49 26
Covariate effect

B_ (Tlag~IGSII) 0.035 40
B_ (CL/F~IGSII) 0.017 39
Residual error

Oadd 0.011 73
Oprop 0.17 30
T1/2 (h) 1.06 IC95[0.69 ; 176]

AUCy.. (ug.h.L'l) 1.23 ICy5[1.06 ; 1.46]

Tlag: Lag time; Ka: Absorption rate constant; V/F: Apparent volume of
distribution; CL/F: Apparent clearance; Sd: Standard deviation; IGSII:

Covariate (Severity Index).
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Conclusions

Il existe une grande variabilité des profils pharmacocinétiques observés chez les patients en
choc septique. Cette étude a permis d’établir un modele permettant la caractérisation
pharmacocinétique de cette molécule pour la premiere fois. La demi-vie de la fludrocortisone
a été estimée a 1,06 h (ICos¢, [0.69 ; 1.76]) avec un délai d’absorption moyen de 0,64 h. De
plus, la division des patients en deux populations, les absorbants et les non-absorbants la
fludrocortisone n’ont pas permis de mettre en évidence des différences au niveau des
parametres dynamiques étudiés. Une corrélation significative a été observée entre le score
IGS II et le délai d’absorption ainsi que la clairance. Il est également a noter que le modele
prédit que 30 % des patients auront des concentrations de fludrocortisone en dessous du seuil
de quantification de la méthode de dosage. Cette proportion est parfaitement observée chez

les patients testés.
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Introduction

En partenariat avec 1’équipe du Pr BELLISSANT, nous avons pu également mettre en relation
les données pharmacodynamiques qu’ils avaient publiées en 2010 avec de nouvelles données
pharmacocinétiques chez des volontaires sains (B. Laviolle et al. 2010). Dans cette étude, il
avait été montré une diminution significative du ratio Na/K dans les urines suite a une
administration d’hydrocortisone et des résultats similaires pour la fludrocortisone malgré que
les effets soient moins prononcés. L’effet des deux drogues données simultanément était
additif. L hydrocortisone induisait une augmentation du rythme cardiaque et diminuait la
résistance vasculaire systémique. En revanche, la fludrocortisone ne semblait pas montré
d’effet hémodynamique. Grace a la méthode nouvellement validée et publiée, la corrélation
de la concentration plasmatique par rapport aux effets observés a pu étre mise en évidence.

L’objectif de cette étude est d’étudier les parametres pharmacocinétiques de la fludrocortisone
et de I’hydrocortisone administrée ensemble ou séparément, puis, de développer un modele
pharmacocinétique/pharmacodynamique de population pour caractériser les effets des deux

molécules sur le ratio Na/K urinaire.
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Population Pharmacokinetic/Pharmacodynamic Modeling of 50ug
oral fludrocortisone and 50mg iv hydrocortisone, alone
administration or in combination, in healthy volunteers.

Introduction

Corticosteroids are used as part of substitution therapy in the management of adrenocortical
deficiency states (1), especially in patients with septic shock(2,3), and physiological
replacement is best achieved with a combination of Hydrocortisone (HC) and the
mineralocorticoid 9a-fludrocortisone (FC) (4). HC is the pharmaceutical name of the
endogenous active steroid cortisol and is the most commonly used Glucocorticoid (GC) for
cortisol ~ replacement therapy (5). FC is a synthetic steroid with a
potent mineralocorticoid action(6). The dose of HC and FC usually used in patients is
respectively 5S0mg intravenously four times daily and 50ug orally once daily (7).

Most effects of corticosteroids are mediated by genomic mechanisms, which may delay the
time of onset and peak effects by several hours (8). In a previous study, we showed that HC
significantly decreased urinary sodium / potassium (Na / K) ratio, the FC had a similar but
delayed and less severe effect, and the effect of the two drugs was additive. The HC
significantly increased cardiac output, decreased systemic vascular resistance and increased
slightly heart rate. FC had not however shown any hemodynamic effect (9).

Currently very few articles were published on the pharmacokinetics of FC. FC acetate is
rapidly and completely absorbed after oral administration. Its oral bioavailability is almost
100% in healthy volunteers (10). After an oral dose of 100ug of free steroid, peak plasma
concentrations of 1.2 to 1.7 ug/L are attained in 1¥2-2h (11). Protein binding of FC is 70-79%
in blood, determined in vitro but somewhat lower in vivo (12).

The objective of this study was, firstly, to study the pharmacokinetics of FC and HC
administered separately or in combination, and secondly, to develop a population PK-PD
model that characterizes the effects of the two molecules on the urinary Na / K ratio. Indeed,

the urinary Na/K ratio was an unreliable index of mineralocorticoid action (13).
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Methods

Study design and bioassay

The PK and PK-PD study of FC and HC was simultaneously investigated in 12 healthy
subjects with an average age of 24 + 3 years and with an average body mass index of 23.0 +
1.9 kg/m?.

This was a placebo-controlled, randomized, double-blind, cross-over, 4-periods study

performed according to a 2 x 2 factorial design. Each period was separated from the next one
by a washout interval of at least 14 days. Subjects received in a random order FC placebo +
HC placebo, FC + HC placebo, FC placebo + HC or FC + HC. FC (50 pg) was administered
orally and HC (50 mg) was injected intravenously as a bolus. All experiments were conducted
in a quiet and temperature controlled (at 20+2°C) room.

All study periods were identical. Subjects arrived at the clinical investigation unit of the
Inserm 1414 Clinical Investigation Centre of Rennes University Hospital at 06:45 am after an
overnight fast and they were immediately placed in the supine position. At 07:30, an
indwelling catheter with a heparinized lock was inserted into a forearm vein of the left arm for
blood sampling. At 07:45, another catheter was inserted into a forearm vein of the right arm to
allow intravenous infusion of 2000 ml of NaCl serum 0.9% during 2 h. Such an acute volume
expansion has previously been shown to induce significant decrease of plasma renin activity
and aldosterone in healthy males (14). At 08:00, they had a standardized breakfast. At the end
of the saline infusion, baseline (T0) biological and hemodynamic measures were performed
and followed by treatment administration. The same measures were repeated 1 h after
treatment administration. Blood samples were taken immediately before drug administration
and after 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5,3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18, and 24 hours. Samples were immediately
centrifuged at 1000 g for 10 min and plasma was stored at -80°C until assay. Plasma FC and
HC concentrations were measured by high performance liquid chromatography coupled with
atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry (15). The lower limit of

quantification (LLOQ) was 0.1 pg/L for FC and 15 pg/L for HC.

Data Analysis

Nonlinear mixed effects modeling was used to analyze the PK and PD data, using the
Stochastic Approximation Expectation Maximization (SAEM) algorithm implemented in
Monolix program (16). The version of program used takes into account censored data (Below
Quantification Limit BQL) for the estimation of maximum likelihood and structural
parameters. BQL data are considered as left-censored observations, indeed in that case the

data is not observed but we only know that it is below the LLOQ. A simulation of the left-
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censored data in a right-truncated Gaussian distribution with integration below limit of

quantification is realized to obtain probability of BQL (17).

The inter-individual variability (IIV) was described by exponential variance model:

0;=0pop X exp(n;) 1n~N(0, wg) (D

where 6;and 6,,,, are individual and population parameters, respectively; n describes the
inter-individual variability, which was assumed to be normally distributed around zero with a
standard deviation wg, by which the ith individual’s parameter differed from the typical value
(Bpop)- A diagonal variance-covariance matrix of parameters (£2) was used.

Several error models (additive, proportional, and combined) were investigated to describe
residual variability. Bayesian Information Criteria (BIC) was used for selecting the residual
error model. For instance, the equation of the combined model can be written as following:

Cij = Cpreaij + Cpreaij X Eprop,ij + €ada,ij (2)

where C;; represents the jth observed value of the dependent variables in individual i; Cpreq,ij
is the jth model predicted values of the dependent variables in individual i; €,y0p,ij and €444,

are the proportional and additive residual random errors, respectively.

PK model

For FC, one- and two-compartment structural models with first-order oral absorption and
first-order elimination were compared. Similarly for HC, one- and two-compartment
structural models with i.v. input and first-order elimination were compared. The likelihood
ratio test (by evaluation of the likelihood ratio against a X2 distribution) was used to compare
nested structural models and select the best one between them (p-value<0.05, corresponding
to a drop in the objective function value (OFV) of 3.84 for a one-parameter difference
between nested models).

The elimination half-life time (T;;,) and the area under the curve extrapolated from 0 to
infinity (AUCy.,) of plasma concentrations of FC and HC were calculated from the following
equations:

Tp=n@)xgd ()

__Dose

AUCy_o = =2

“)

where V; and CL are the population PK parameters estimated in the final model.
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Inter-occasion variability

Considering between two consecutive administrations, a washout interval of at least 14 days
was observed for each subject, we assumed that any administration has no effect on the PK or
PD of the next administration. The inter-occasion variability on PK parameters is related only
to experimental errors. It was estimated for each PK parameter and retained in the final model

if it improved the adjustment criteria.

Effect of combination therapy on the PK

As both FC and HC treatments were each administered alone or in combination, we tested the
effect of the covariate therapy (TRT) on the PK parameters of the two molecules. Covariate
TRT take the value 1 if the molecule in question was administered alone and 2 when it was
administered in combination with the other molecule as follow.

6; = Opop X exp(n;) X exp(B) n~N(0, wg)

&)

where f is the effect of the TRT covariate, it is O if the covariate takes the value 1 and 1 if the

covariate takes the value 2.

PK-PD model

In this section we studied PK-PD relationship between plasma concentrations of administered
corticosteroids (HC and FC) and the urinary (Na / K) ratio. In a previous study, we showed
that HC significantly decreased urinary (Na/K) ratio, the FC had a similar but delayed and
less severe effect, and the effect of the two drugs was additive (Laviolle & al., 2010).

In order to modelize only the specific effect of the two drugs (FC and HC), the effect of
endogenous cortisol on the same pharmacodynamics response (urinary Na /k ratio), must be
taken into account in the PK-PD model.

Cortisol Dynamics

Under normal physiological condition, endogenous cortisol concentration (C,,) in the blood
follow a circadian-episodic profile which can be described by a turnover model with a first-

order elimination rate constant (koy), using the following differential equation:

dCen

ar Re(t) — ke Cep (6)
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where R.(t) is the cortisol release rate. k, is the first-order elimination rate constant. Since

exogenous HC and endogenous cortisol are chemically identical, we assumed that k, is the

same as that of the administered HC (k, = CéH 5.
d

Two straight lines, of which one is a negative slop, that describe the modulation of the release
rate (R;(t) ) from the maximum release rate (Rp,,x ) at t;qy to the minimum release rate at
tmin and one straight line describing the increase in release rate from t,,;, t0 tpq, are
sufficient to describe the profile. The R, (t) from time t,,,, tO t;nin 1S given by the following
equation:

R 't R ‘tmi
Rc(t) — max _ max’'tmin (7)
Va (tmax—tmin—24) Va(tmax—tmin—24)

where V,; is the cortisol volume of distribution assumed to be the same as that of the
administered HC.

For the time between t,,;, and t,,4,, Rc(t) increases linearly as follows:

R (t) — Rmax't _ Rmax'tmin (8)
¢ Vd'(tmax_tmin) Vd'(tmax_tmin)

The values of t,,;, and t,,,, were fixed as described in the original derivation (18): t,;,;;, =
10.45 pm and t,,4, = 4.45 am. R,;,,x Was estimated in the model.

Since the concentrations of endogenous cortisol were not measured in our study, we predicted
these concentrations and we estimated parameters of cortisol cycle indirectly from the
achieved effects, especially during the placebo administration.

Cortisol suppression

The inhibitory effect of HC on cortisol secretion can be characterized by the following

equation:

Len — R (t)-(1——HE Yk, -C,. (9)

at ICins50+CHC
where Cy( is the HC concentration and IC;;, 5 is the concentration of HC that produces 50%
of maximum inhibitory effect on cortisol secretion. The effect of FC on endogenous cortisol has
not been taken into account in the PK-PD model. Indeed, content of the low dose (50 pg) and for
the sake of parsimony of the model, we assumed that FC has a negligible suppressive effect on

cortisol.

Drug interactions modeling
The equation of Greco (19) was in our view best suited to describe the pharmacodynamics

interactions between FC and HC. The observations made in the previous study (Laviolle &

Résultats

71



al., 2010) showed that this interaction was additive type (o = O in the Greco formula). The
endogenous cortisol was assumed to have the same pharmacodynamics effect that the

administered HC. Greco equation in the case of an additive interaction is written as follows:

c hill
f +Ch+Cen>

<1C50,f 1Cs0,n
IN =1 _Imax X C CotC hill
14( L4 ShtCen
ICs0,5 ICs0n

(10)

where IN is the drug effect; I,,,,, is the maximum inhibitory effect on response (urinary
Na/K ratio); C¢, Cpand C,,, are the total serum concentrations of corticosteroids, Cr for FC,
C, for HC and (., for endogenous cortisol, respectively; ICs, represents the drug
concentration producing 50% of Ipgy, ICso s for FC and ICsq) for HC and endogenous
cortisol; hill is the Hill-factor characterizing the steepness of the concentration-effect
relationship. FC and HC concentrations were fixed to 0 when the placebo data were analyzed.
A delay between plasma concentrations and pharmacodynamics response was observed for
both treatments. This phenomenon is characterized by a hysteresis loop which implies that the
pharmacodynamics response cannot be related directly to plasma concentrations. In order to
take account of this delay, an indirect pharmacodynamics response model was used. Indirect
responses need time for their elaboration because of processes such as inhibition of factors
controlling the measured effects (mediator). The response variable (R) is directly and immediately

proportional to the concentration of a mediator (Figure I).

Pharmacokinetic Pharmacodynamics

Input

Qkin

Elimination Mediator |———3] Response

kout

Figure I: Indirect response model. Indirect modulation of the response by

inhibiting the production process (zero-order production rate constant ky,). koy::
First-order degradation rate constant. C,: Plasma concentration of drug.
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The rate of change of the response (R) over time with no drug present can be described as:

o =k~ Koue X R (11)
Where k) represents the apparent zero-order rate constant for production of the response; k,,;
defines the first-order rate constant for loss of the response; and R is assumed to be stationary
with an initial value of Ry (=k2, /K out)-

Drug can affect either k), ork,,,. However, in our case we assumed that each of the drugs FC,

HC and endogenous cortisol have an inhibitory effect only on k), according to:
dR

E=k?n><IN—kouth (12)
Model validation

Goodness-of-fit (GOF) of final models was evaluated using a graphic approach. By visual
examination of Visual Predictive Checks (VPC), plots of observed data versus predicted ones
and Normalized Prediction Distribution Error (NPDE) versus time. The simulated PK or PD
parameters were randomly sampled from their respective estimated distribution, and serum
concentrations or PD responses were calculated based on the sampled parameter values and
residual variability. A thousand simulations were performed, and the 80% confidence
intervals (i.e., 10™ and 90" percentiles) computed from the simulated PK or PD profiles were
derived for each statistic (i.e., the median and the 10" and the 90™ percentiles) and compared
with the median and the 10™ and 90™ percentiles of the observed profiles. The predictive
performance of the final model was considered acceptable if the majority of original data
points were contained inside the predicted confidence intervals, with no significant systematic
deviation between simulated and observed data. NPDE was built from the percentile derived

from VPC prediction. The plot of NPDE takes into account the full predictive distribution of

each individual observation.

Results

PK model
The comparison of the Objective Function Values (OFV) of different structural and residual

models tested is described in Table I for FC and in Table II for HC. Evaluation of OFV
against a y° distribution indicates that FC concentrations were best described by a one-
compartimental model with first-order oral absorption and first-order elimination. This model
was parameterized in terms of apparent clearance (CL/F; L/h), apparent volume of
distribution (V/F; L) and first-order absorption rate constant (Ka; h™). A proportional model

was selected to describe the residual variability. Similarly for HC, a one-compartimental
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model with bolus input and first-order elimination was selected. However, a combined
residual error model was selected for this drug.

Final PK parameter estimates, inter-individual variability, inter-occasion variability and
residual variability were presented in Table Ill for FC and in Table VI for HC. All were reliably
estimated, as reflected by the small RSEs from Fisher Information Matrix. For FC, the mean
population PK parameter estimations in our study were: CL/F, 40.8 L/h; V/F, 82.4 L, and Ka
0.43 h™™. Since the variability of CL/F was very low, the inter-individual variability was not
estimated and was taken as zero. However, the inter-occasion variability was estimated only
on CL/F. For HC, the mean population PK parameter estimations were: CL, 30 L/h, and V 85.5
L. The inter-occasion variability was estimated on each of CLand V.

The plasma half-life was estimated at 1.4 h (ICos [0.8 ; 2.11]) for FC and 2.07 h (1Cgs59 [1.78 ;
2.4]) for HC. The AUCy... was estimated at 1.22 ug.h.L'1 (ICg59[1.12 ; 1.34]) for FC and 1700.6
ng.h.L! (ICese[1572.3 ; 1851.8]) for HC.

The TRT covariate was not included in our final model because no significant effect of this

covariate on the PK parameters of the FC and HC was found.

PD model

The final PD parameter estimates are summarized in Table V. All were reliably estimated, as
reflected also by the small RSEs from Fisher Information Matrix. The population mean of
drug producing 50% maximal inhibition of urinary Na / K ratio (ICs,) was estimated at 0.078
ug/L for FC and 32 pg/L for HC. A large inter-individual variability of IC5q rc was estimated
(80%). The inter-individual variability of k), was not estimated and was taken as zero because
it was very low. Several values of I,,,, and hill factor were investigated and 1 was for both
parameters the value which provides a better fit for the model.

Concerning endogenous cortisol, the maximum release rate (R,,4,) Was estimated at 1680
ug.L't.h™. A shift was found between the theoretical and the observed cycle of endogenous
cortisol. This shift is represented in the PD model by a parameter (S) which was estimated at
3.18 h. In other words, t,;;, and t,,4, Which defining the cycle are reduced by 3.18 h from
the values used by Derendorf & al (18). The concentration of exogenous HC necessary to
achieve 50% of maximum suppression of endogenous cortisol was estimated at 7.7 ug/L.
Only proportional residual error was included in the final model given that the model did not
improve by including additive residual error.

Model validation
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Goodness-of-fit plots for each PK or PD final models are presented in Figures from 1 to 6.
Models adequately described the observations as shown by the plots of observations versus
population and individual predictions. Moreover, the VPC and NPDE plots presented in

Figure 2, 4 and 6 indicate a good predictive performance of those models.

Discussion

In this study, the pharmacokinetics of FC and HC was studied after alone administration or in
combination, in healthy volunteers. We found that FC concentrations were best described by a
one-compartimental model with first-order oral absorption and first-order elimination.
Similarly for HC, concentrations were best described by a one-compartimental model in
accordance with previously published studies. An integrated PK/PD model of FC and HC was
also developed to describe the relationship between plasma concentrations of FC and/or HC
and urinary Na / k ratio inhibition. To our knowledge, this is the first study using a population
approach to link FC and HC plasma concentrations to urinary Na / k ratio.

There is currently very little study on the pharmacokinetics of FC in humans. In the study by Vogt
et al. (10), the PK parameters were estimated using a non-population approach and with a small
number of included subjects (5 healthy volunteers). The plasma half-life was estimated to 0.5 h
after intravenous administration of 100 pg of FC. In the study performed by Mitsky et al. (20),
also using a non-population approach and radioimmunoassay for FC dosing, the plasma half-life
was estimated to 3.6 h for different orally doses from 200 pug to 2 mg. In our study the PK of the
FC was studied in 12 healthy volunteers after administration alone and in combination with HC.
In addition, plasma concentrations were measured by a robust method in LC-MS/MS with
atmospheric pressure chemical ionization recently developed by Ribot et al. (15) that allows
detection and sensitive quantification of very low concentrations of corticosteroids in plasma.
Finally, in our study the PK parameters were estimated using a population approach (Nonlinear
mixed effects modeling).

Since no reference intravenous data were available, the PK model of FC was parameterized as
apparent parameters. The apparent clearance was estimated to 40.8 L/h and the apparent
volume of distribution to 82.4 L. The plasma half-life was estimated to 1.4 h.

However for HC, the PK has been widely described in the literature. Our results were in a good
agreement with previously reported studies (21)(22)(23)(24). The clearance was estimated to 30
L/h and the volume of distribution to 85.5 L. The plasma half-life was estimated approximately to

2h.
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Concerning the TRT covariate (alone administration or in combination), our study showed no
significant effect of this covariate on the pharmacokinetic parameters. In other words, the
concomitant administration of FC and SC had not lead significant PK interaction between the two
molecules.

An integrated mechanistic population PK/PD model was developed that describes evolution of
urinary Na/K ratio in healthy volunteers treated with FC and HC. An interactive function was
adapted to evaluate the joint effect of endogenous cortisol and exogenous corticosteroids (Eq. 10).
Since endogenous cortisol concentrations were not assayed in this study, predictions of these
concentrations indirectly from effects were performed (Eq. 6). Furthermore, this model takes into
account also the suppressive effect of exogenous HC on the secretion of endogenous cortisol (Eq.
9). Finally, it was necessary to account for a signal transduction delay (Eq. 12) for inhibition of
urinary Na/K ratio.

The total drug concentration producing 50% of maximal inhibition of urinary Na / K ratio was
estimated to 0.078 ug/L for FC and to 32 ug/L for HC. The mineralocorticoid effect of FC was
approximately 400 times greater than that of HC. This is in accordance with previously
published studies. Indeed, with respect to mineralocorticoid potency, 20 mg of HC is
supposed to be equivalent to 0.05 mg of FC (25)(26). Concerning endogenous cortisol, the
maximum release rate of secretion (Ry,,x ) Was estimated to 1972 ug.L't.h™* by Rohatagi et al.
(27). Our study showed a similar result to what has been reported (R,.x = 1680 pg.Lth™).
The plasma concentration of HC producing 50% of maximal suppression of endogenous
cortisol release rate (ICj, 50) Was estimated in our study to 7.7 pg/L. This result is also in
accordance with the value (5.52 pg/L) reported by Hong et al. (28). For the FC, we have assumed
that its suppressive effect on endogenous cortisol was negligible since the administered dose was
low. Indeed, with a dose of FC 10 times higher than ours (500 ug), Otte et al. (29) have shown
that after oral administration, FC has decreased the concentration of endogenous cortisol by no
more than 20 pg/L after 5 h compared with placebo.

The cellular mechanism of FC action is that of mineralocorticoids; it acts on the epithelial cells of
distal portions of the nephron, bowel and colon, penetrates by passive diffusion into the cytosol
and binds an activated receptor; the complex that formed migrates to the nucleus and binds to
mineralocorticoids response elements located on promoters of genes under control. This results in
activation of protein synthesis amending cell permeability for sodium by increasing the expression
of the epithelial Na* channel (ENaC) (30) and the Na*/ K™ ATPase pump (31) found respectively
on the apical and basolateral membrane of the distal epithelial cells. This intracellular mechanism
of action partly explains the delay observed between the level of plasma FC concentrations and

the appearance of the effect. Analogue of aldosterone, FC reduced excretion of sodium and
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increases excretion of potassium and H + ion. HC has the same mechanism of mineralocorticoid
action but with less important response than that induced by the FC at equal doses. Furthermore,
exogenous corticosteroids can suppress the release of endogenous cortisol by negative feedback
mechanism (32).

Our study showed that HC at 50 mg had a more rapid mineralocorticoid activity than FC at 50 pg,
as demonstrated by more rapid decreases of urinary Na / K ratio when HC was administered. The
difference in the kinetics of effects could possibly result from the difference routes of
administration of the two treatments, the earlier effect being observed with the drug administered
intravenously, the relay being taken by the drug administered orally.

There are limitations to this study. First, concentrations of endogenous cortisol were not
measured, which forced us to estimate the R,,,, indirectly from responses (ratio Na / K urinary)
obtained during placebo administration. However, in the study of Rohatgi et al. the parameters
Rpaxs tmax and ty,;, that define precisely the cycle of cortisol have been estimated in a first step
by modeling endogenous cortisol concentrations in the absence of treatment. Then to study the
PK-PD relationship, these parameters have been fixed in the model to values previously
estimated. Second, the effect of FC on endogenous cortisol has not been taken into account in the
PK-PD model. Indeed, content of the low dose (50 pg) and for the sake of parsimony of the
model, we assumed that FC has a negligible suppressive effect on cortisol. Finally, the infusion of
2 L of saline (NaCl 0.9%) 2 hours before administration of the treatment could have an effect on
the parameters. In fact, the urinary excretion of Na* is increased during the first hours after the
end of infusion. This probably explains the peak of urinary Na /K ratio observed at T1 for the 4
treatments. However, this effect disappears very rapidly after T1.

Currently, another study on the FC is underway by our team. As part of this study, the FC is
administered alone and with repeated doses in healthy volunteers. Several dose levels will be
progressively tested (50, 100, 200 and 400 pg) that will determine if the kinetics of FC is linear.
Furthermore, the concentrations of endogenous cortisol versus time in the plasma will be
measured simultaneously with those of the FC. These measures will permit to better visualize the
suppressive effect of FC on endogenous cortisol and to correctly estimate parameters related to
this effect notably after heavy dose of FC. Finally, the volunteers included in this study do not
receive infusion of saline (2 L of 0.9% NaCl), in contrast to what has been previously done. The
results that will come out of this study will allow us to compare our model already built and to do

external validation.
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Conclusion

Our study allowed characterizing the pharmacokinetics of FC according to a population modeling
approach, something that in our opinion has never been done before. FC is rapidly absorbed after
oral administration. The peak of plasma concentrations was observed after 2 h. Its elimination is
also fast. The plasma half-life was estimated at 1.4 h. The pharmacokinetics of HC administered
intravenously alone or in combination with FC was also characterized using the same approach.
The half-life of elimination was in the same order of magnitude as that of the FC (ie d. 2 h). A
PK-PD model was then constructed, connecting the pharmacokinetics of the two molecules to the
pharmacodynamics effect (ratio Na / K urinary). At equal doses, the mineralocorticoid effect of
FC is clearly higher than that of the HC. Indeed, the IC5q which represents the plasma
concentration of corticosteroid causing 50% of maximum mineralocorticoid effect, was estimated

to be worth about 400 times lower for the FC (0.078 ug/L) compared to HC (32 pg/L).
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Table I. List of structural PK Models with their Respective Objective Function Values for FC

No. of

o Structural Residual Reference "
N model parz;r:ete error OFV BIC Model p-value
1) 1Cp 3 Additive -279.4 -265.4 - -

2) 2Cp 5 Additive -278.6 -256.6 N°1 NS
3) 1Cp 3 Proportional -311 -297 N°1 -
4 1Cp 3 Combined -310.6 -294.6 N°3 -

1Cp: One-compartimental model parameterized in terms of apparent clearance (CL/F; L/h), apparent volume of
distribution (V/F; L) and first-order absorption rate constant (Ka; h"l)

OFV: Objective Function Value (OFV = -2 x log-likelihood)

*p-value of likelihood ratio test according to xz distribution between two nested models

For instance : (OFVmodel1 — OFVimodel2) ™ )(2 with n degree of freedom (n : difference in the number of parameters
between the two models)

NS: the xztest was not significant

BIC: Bayesian Information Criteria was used for selecting the residual error model

Table II. List of structural PK Models with their Respective Objective Function Values for
HC

No. of
o  Structural Residual Reference "
N model parilsnete P OFV BIC Model p-value
1) 1Cp 2 Additive 2149 2159 - -
(2) 2Cp 4 Additive 2149 2167 N°1 NS
3 1Cp 2 Proportional 2182 2192 N°1 -
4 1Cp 2 Combined 2105 2117 N°3 -

1Cp: One-compartimental model parameterized in terms of clearance (CL; L/h), volume of distribution (V; L).
OFV: Objective Function Value (OFV = -2 x log-likelihood)

*p-value of likelihood ratio test according to X2 distribution between two nested models

For instance : (OFVodei1 — OFVimode2) ™ xz with n degree of freedom (n : difference in the number of parameters
between the two models)

NS: the )(2 test was not significant

BIC: Bayesian Information Criteria was used for selecting the residual error model
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Table III. Parameter Estimates from the Final PK model for FC

Estimate RSE
Parameter %0 1C 95 %
Fixed effects
K, (h™) 0.43 37
V/F (L) 82.4 38
CL/F (L/h) 40.8 9
Interindividual variability
o K, (%) 17 0
o _V/F(%) 25 5
o _CL/F(%) 0 fixed
Inter-occasion variability
y_CL/F (%) 37 8
Residual parameter
Gprop 0.34 3
Tz (h) 1.4 - [0.8;2.11]
AUCy.,, (ng.h.L™") 1.22 - [1.12;1.34]

Gprop: Variance parameter of proportional residual model

Cij = Cpredaij + Cprea,ij X Epropij €~N(0,05:p)-

T1/2: Time to plasma half-life. AUCq.c0. Area under the plasma
concentration curve of FC from t; t0 te.
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Table VI. Parameter Estimates from the Final PK model for Hydrocortisone

Estimate RSE
Parameter %0 I1C 95%
Fixed effects
V (L) 85.5 7
CL (L.h™") 30 8
Interindividual variability
w_V (%) 15 53
o _CL (%) 21 34
Inter-occasion variability
y. V. (%) 22 26
y_CL (%) 21 25
Residual parameter
Oadd 20 7
Oprop 0.04 14
Ty (h) 2.07 - [1.78 ;2.4]
AUCO-OO (pg-h-L-l) 1700.6 - [1572.3 . 1851.8]

Oadd €t Oprop: Variance parameters of Combined residual model
Cij = Cpreaij + Cpreaij X Eprop,ij + Eadd,ij

£add"'lv(ol aadd) and £prop~N(0r aprop)
T1/2: Time to plasma half-life. AUCy.co. Area under the plasma
concentration curve of HC from t; t0 te.
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Table V. Parameter Estimates from the Final PD model

Parameters Estimates RSE%

Fixed effects

|C5o, EC (p.g/L) 0.078 29
ICs0, He (Mg/L) 32 17
Rmax (ng.Lt.h 1680 7
1

)
Kk, 3.5 2
Kout 0.38 7
ICin,50 (1g/L) 7.7 19
S (h) 3.18 1
Imax 1 fixed -
Hill 1 fixed -

Interindividual variability

w _IC50, FC (%) 80 32
w _IC50, HC (%) 36 36
w K, (%) 0 fixed -
o Ko (%) 12 43

Residual parameter

ICs. represents the drug concentration producing 50% of
maximum inhibition (I,,q,). K9, : represents the apparent zero-
order rate constant for production of the response. k,,;: defines
the first-order rate constant for loss of the response. Hill: is the
Hill-factor. Ry,y: is the maximum release rate of endogenous

cortisol. ICin s0: is the concentration of exogenous HC
necessary to achieve 50% of maximum suppression of
endogenous cortisol. D: is time shift between observed cortisol
cycle and theoretical cycle.

Gprop: Variance parameter of proportional residual model

Cij = Cpred,ij + Cpred,ij X Eprop,ij S~N(0' aprop)-
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Legends to Figures

Figure 1. Goodness-of-fit plots for the final PK model of FC: (a) Observations versus population
predicted values. (b) Observations versus individual predicted values. Observations are plotted as
blue points and BQL data as red points. LOWESS smoothed curves are plotted as blue curves.
Figure 2. (a) Visual Predictive Check (VPC) and (b) Normalized Prediction Distribution Error
(NPDE) versus time for the final PK model of Fc. VPC details: The shaded blue and pink areas
represent 90% prediction intervals from the corresponding percentiles calculated from simulated

data. Observations are plotted as blue points and BQL data as red points.

Figure 3. Goodness-of-fit plots for the final PK model of HC: (a) Observations versus population
predicted values. (b) Observations versus individual predicted values. Observations are plotted as
blue points and BQL data as red points. LOWESS smoothed curves are plotted as blue curves.
Figure 4. (a) Visual Predictive Check (VPC) and (b) Normalized Prediction Distribution Error
(NPDE) versus time for the final PK model of Hc. VPC details: The shaded blue and pink areas
represent 90% prediction intervals from the corresponding percentiles calculated from simulated
data. Observations are plotted as blue points and BQL data as red points.

Figure 5. Goodness-of-fit plots for the final PD model: (a) Observations versus population
predicted values. (b) Observations versus individual predicted values. Observations are plotted as
blue points and BQL data as red points. LOWESS smoothed curves are plotted as blue curves.
Figure 6. (a) Visual Predictive Check (VPC) according to the different treatments and (b)
Normalized Prediction Distribution Error (NPDE) versus time for the final PD model. VPC
details: The shaded blue and pink areas represent 90% prediction intervals from the corresponding
percentiles calculated from simulated data. Observations are plotted as blue points and BQL data

as red points.
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Conclusions

Il existe une grande variabilité des profils pharmacocinétiques observés chez les volontaires
sains. La fludrocortisone a été décrite par un modele mono-compartimental avec une
élimination d’ordre 1. L’hydrocortisone a également été décrite par un modele mono-
compartimental. La demi-vie de la fludrocortisone a été estimée a 1,4 h (ICos¢ [0.8 ; 2.11]) et
celle de I’hydrocortisone a été estimée a 2,07 h. Les deux molécules ont montré un effet sur le

ratio Na/K urinaire.

Résultats

92



D. Publication numéro 4

Pharmacokinetic study of fludrocortisone in two models of septic mice

Mégane Ribot, Andrea Polito, Noureddine Hamitouche, Angelo Polito, Bruno Laviolle,

Djillali Annane, Jean-Claude Alvarez

(En cours d’écriture)

Résultats




Introduction

Afin de compléter les données pharmacocinétiques/pharmacodynamiques établies chez
I’humain, nous avons étudié la pharmacocinétique de la fludrocortisone chez la souris
septique et saine a une dose plus élevée. Dans un article publié en juin 2014, une équipe a pu
mettre en évidence que ’injection de fludrocortisone et d’hydrocortisone augmentait la
pression sanguine et la réponse contractile des arteres a la phényléphrine (Bruno Laviolle et
al. 2014). L’importance de ces effets étant reliée a la dose de fludrocortisone et
d’hydrocortisone administrée. Plus la dose était forte, plus I’effet était important. Le but de
cette étude était d’établir des parametres pharmacocinétiques dans un contexte sain et septique

chez I’animal.
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1. Introduction

Fludrocortisone acetate is a synthetic mineralocorticoid given for related adrenocortical
insufficiency in septic shock. This drug is given at low dosage (50 ug) to the intensive care
patients (1). Even if the fludrocortisone acetate role is well known, the pharmacokinetics
parameters of this molecule in mice are still incomplete. The aim of this present study is to
determine tissue and plasma pharmacokinetics and distribution of fludrocortisone in two
models of sepsis. The first model is an endotoxinemic model with LPS injection and the
second is c@cal and ligation puncture.

2. Material & methods

Chemicals and reagents

Oasis® HLB lcc extraction cartridges were purchased from Waters (Montigny,
France). Fludrocortisone (FC) base was purchased from Sigma Aldrich (St Quentin, France).
Fludrocortisone-D2 (FD2), the internal standard solution was purchased from CDN Isotopes
(Pointe-Claire, Canada). Hypersil Gold PFP column was obtained from Thermo Scientific
(Les Ulis, France). Methanol was obtained from Prolabo (Fontenay sous bois, France).
Formate buffer was prepared using ammonium formate and formic acid solution from Sigma.
The water used is obtained from Millipore Direct—Q®. For 1.v administration, fludrocortisone
was diluted with glucose 5% solution to concentration of 2.5 ug/mL.

Animals

Male Swiss mice (18-20 g) were obtained from Janvier Labs (Le Genest St Isle,
France). They were kept in an environmentally controlled breeding room for a week before
starting the experiments and fed with standard laboratory food and water. Animal welfare and
experimental procedures were strictly in accordance with the guide for the care and use of
laboratory animals and the ethical behaviour (directive 2010/63/UE).

Septic model

The LPS model was obtained by a single intraperitoneal injection of LPS (Sigma,
Lipopolysaccharides from Escherichia coli 055:B5 purified by phenol extraction, ref 1.2880)
at 75 mg/kg was performed in mice.

In the model CLP, sepsis was induced by caecal and ligation puncture as described
previously (2)(3). Briefly, mice were anesthetized with xylazine (4.5 mg/kg) and ketamine
(100 mg/kg) and after laparotomy, the cecum was ligated with a 3-0 silk tie and punctured
with a 20-gauge needle at one site, followed by expression of a small amount of fecal material
into the peritoneal cavity. After surgery, 1 ml of 0.9% saline was injected subcutaneously. No
antibiotics were used, and mice were food-deprived but had free access to water
postoperatively.

Procedure

Control and septic mice were injected at a single dose of 0.25 ug/mL of FC by tail
vein. In septic mice, the administration of FC was performed 20 hours after LPS and CLP.
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Animals were euthanized by cervical dislocation at 0.5, 2, 15, 30, 60, 120 and 180 min and
the blood sample was collected and centrifuged immediately at 14000 rpm for 10min. Heart,
liver, brain, lung, kidney, spleen and brain samples were obtained and frozen at -80°C.

Then the tissues were weight and homogenized in water (1 mg/mL).

Sample processing

Exactly 200 uL of plasma was diluted in 800 uL of water, 50 uLL of FD2 (FD2 at 0.1
mg/L) were added, and the entire solution was passed through Oasis® HLB lcc extraction
cartridges, previously conditioned with 1 mL of methanol and 1 mL of water. After washing
with 1 mL of water with 50 % of methanol and dried during 5 min, FC and its IS were eluted
by 1 mL of dichloromethane. The eluent was evaporated to dryness under air. The residues
were reconstituted in 50 pL of starting mobile phase and 20 uL was injected into Liquid
Chromatography (LC) system connected to the mass spectrometer.

Sodium, potassium, and serum albumin were performed using a Siemens EXL.

Instrumentations and chromatographic conditions
Method was previously developed and validated (4).
Data analysis

A nonlinear regression modeling was used to analyze the PK data, using Berkeley Madonna
software (version 8.3.18; University of California, Berkeley, CA, USA). The curve fitting
algorithm in Berkeley Madonna is to minimize the root mean square (RMS) between
predicted and experimental values. The goodness-of-fit was assessed by system convergence,
least RMS and visual inspection.

Two types of models were used to describe the evolution of FC concentrations over time. The
first consisted in a two-compartmental empirical model which was used to model only the
plasma concentrations of FC in the three groups of mice. The second is a Physiologically
Based Pharmacokinetic Model (PBPK) used to model the concentrations of FC in the group
of healthy mice, simultaneously in plasma and in various organs.

Two-compartimental model

The plasma concentration data in the three groups of mice were analysed by a two-
compartment model with bolus i.v. input and first-order elimination (Fig. 1). The
pharmacokinetic parameters, V4 (volume of distribution of central compartment), ke (first-
order elimination rate constant), k;, and k;.; (the inter-compartmental distribution rates),
AUCO- (area under the concentration-time curve from zero to infinity) and T;, (plasma
elimination half-life) were calculated by the software.

PBPK model

A PBPK model was developed to describe the concentration-time profiles in different tissues.
PBPK models are mathematical models derived from the anatomical and physiological
structure of the organism studied (5). A perfusion rate-limited model was used to characterize
the pharmacokinetics of drugs within the body in relation to blood flows, tissue volumes and
partitioning coefficient. The whole body PBPK model was constructed as shown in Fig. 2. In
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this model, the whole body of mice is composed of five tissue compartments and one blood
compartment; a “rest-of-body” compartment is incorporated to represent all the unsampled
tissues. For each individual organ, as the equation 1 shows, change in amount of drug in tissue
is equal to the difference between rate in and rate out.

Rate in Rate out
Q.Cin:Q.Cb Tissue Q'Cout = CT/IKT
ﬁ CT’ VT, RT ﬁ

The mass-balance differential equations for well stirred organs (lung, heart, liver, spleen and
kidney) were listed below:

dCr; Cri
Vrissue '% = Qrissue * (CBlood - %) (1)

Tissue

where Qr;ssye represents organ blood flow rate, Vijgeye represents organ volume, Cgipoq
represents the input from arterial blood. For lung organ, the input is the output from
blood: Q¢ * Cpiooa (Qrungis equal to the total cardiac output Qc), and Rrigs,e represents the

partitioning coefficient.

The mass-balance differential equation in blood compartment was listed below:

dCBloo CTissue
VBiooa * % = Z (QTissue ' T—) — Q¢ Cgiopa — CLy - C5 (2)

RTissue

where Vgrepresents a total blood volume and Q. the total cardiac output. CLy represents the
total body clearance of FC. All equations were solved simultaneously minimizing the root
mean square (RMS) between predicted and experimental values.

Each physiological volumes and organ blood flow rates were obtained from the literature
(6)(7) and listed in Table 1. However the partitioning coefficients since were specific to
fludrocortisone they were estimated in the model. The mouse body weight (BW) was assumed
to be 20 g.

3. Results and Discussion
Two-compartment model
The results showed that the plasma concentration-time curves of fludrocortisone fit into a
non-linear regression modelling and are shown in Fig 1. The pharmacokinetics parameters are
listed in Table 1 for all groups. The plasma concentration declined rapidly with a short half-
life of 20.9 minutes for control mice, 35.4 minutes for LPS mice and 38.8 minutes for CLP
mice. The difference of half-life in mice is significant between control mice and septic mice.

PBPK model

Concentrations of fludrocortisone determined at different time in various tissues of mice such
as heart, liver, spleen, lung, kidney, brain, were shown in Table 2. After intravenous injection
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administration of fludrocortisone to mice, different levels of fludrocortisone were observed in
most of tissues. All concentration-time curves of fludrocortisone in organs fit with PBPK
model (Fig 2) and are shown in Fig 3. The most concentration of fludrocortisone were
detected in liver, plasma and kidney, which suggested that fludrocortisone is metabolized in
liver and is eliminated by kidney. Meanwhile, fludrocortisone was found in lowest
concentrations in brain, heart, spleen and lung, which implied that the distribution of
fludrocortisone was not depended on the blood flow or perfusion rate of the organ. The figure
4 shows the mean plasma and tissues concentration-time curve of fludrocortisone after i.v.
administration of fludrocortisone in mice. The figure 5 shows the concentration of
fludrocortisone in brain of all groups of mice. There is significant difference between the 3
groups of mice. This allows saying that the blood-brain barrier is altered by the systemic
inflammation in mice model of sepsis. The sharing quotient (Q) is helpful to know the affinity
of fludrocortisone with the different organs, compared to plasma. More the Q is big, more the
affinity is high. These parameters allowed saying that fludrocortisone has good affinity with
lung and liver but low affinity with spleen and heart (Table 2). The perfusion volume (V)
suggests that Q is not link to the quantity of blood in all organs.

4. Conclusion

This report has evaluated the pharmacokinetics, tissue distribution and excretion of
fludrocortisone in mice. Following a single i.v. administration of fludrocortisone at 250 pg to
mouse, the major distribution tissues of fludrocortisone was liver and kidney. The present in
vivo pharmacokinetic and disposition studies of fludrocortisone in mice will provide helpful
information for following study direction.
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6. Table & Figures
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Figure 1. Schematic representation of the two-compartment model for fludrocortisone
following an intravenous (i.v.) dose.
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Figure 2. Schematic representation of whole body PBPK model for fludrocortisone following
an intravenous (i.v.) dose. The whole body of the mouse is composed of five tissue
compartments, one blood compartment and a “rest-of-body” compartment which was
incorporated to represent all unsampled tissues.
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Figure 3 : Predicted concentration-time curve of fludrocortisone in plasma after i.v.
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Figure 4 : Mean plasma and tissues concentration-time curve of fludrocortisone after i.v.
administration of fludrocortisone in mice.
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Figure 5 : Mean brain concentration of fludrocortisone after 2 min i.v. administration in mice

Table 1. Physiological parameters used in the whole body PBPK model in mice.

Tissue volume Organ blood flow
(% of body weight) (% of cardiac output)
Blood 4.90 100
Lung 0.73 100
Liver 5.49 16.1
Heart 0.50 6.60
Kidney 1.67 9.10
Spleen 0.35 1.12%

Rest of the body

Except specified, all values are from Brown et al. (6).

*Values are from Davies et al. (7).

°100 subtract sum of blood flow of liver, heart, kidney and spleen.

‘Body weight subtract sum of weight of blood, lung, liver, heart, kidney and spleen.
Cardiac output = 51.36 mL/min/100 g body weight (8).

Table 2. Parameters estimates from the two-compartment model

Group T1/2 terminal K2 Kot Vg(mL) Ke(min")  AUCO-c0
(min) (mL/min) (mL/min) (ngxmin/mL)

Control 20.9 0.29 0.09 22.6 0.2 54.1

LPS 354 0.5 0.14 16.9 0.1 144

CLP 38.8 0.06 0.05 17.7 0.05 262

K, and K, are the distribution rates between the two compartments central and

peripheral.

V. is the distribution volume of the central compartment.
Ke is first-order elimination rate constant from the central compartment.
AUCO-o0 is area under the concentration-time curve from zero to infinity in plasma.
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Table 3. Physiological parameter estimates from the PBPK model in healthy mice

Parameter Notation Units Value

Tissue/blood partition coefficient
Lung Riung Unitless 0.88
Heart Rheart Unitless 0.42
Spleen Rspleen Unitless 0.11
Liver Riiver Unitless 1.28
Kidney Ruidney Unitless 0.6
Rest of body Riest Unitless 1.04

Total body clearance CLr mL/min 3.64
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Conclusions

Deux modeles de souris ont été utilisés : un modele endotoxinémique avec injection de
lipopolysaccharide mimant 1’inflammation systémique du choc septique, comme utilisée dans
I’article de B. Laviolle ; et un modele de ligature et ponction du cecum permettant d’obtenir
un foyer infectieux multipathogene qui se rapproche d’avantage des conditions d’un choc
septique. Les résultats de cette étude montrent une différence significative entre les demi-vies
de la fludrocortisone entre les différents groupes de souris : celle-ci étant allongée chez les
souris malades. De plus, nous avons pu observer que les volumes de distributions étaient
également différents chez les souris malades, montrant que ces groupes de souris étaient
déshydratés. Enfin, la distribution semble différente entre les groupes de souris car des
concentrations de fludrocortisone ont été retrouvées dans le cerveau des souris malades a 15
minutes contrairement aux souris saines. Ceci implique que la barriere hémato-encéphalique

semble perturbée par I’inflammation systémique des souris et devient plus perméable.
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DISCUSSION

Dans notre travail nous avons pu mettre au point la méthode de dosage de la fludrocortisone
plasmatique apres administration de cette molécule a faible dosage (50 pg). I s’agit d’une
technique tres sensible, exacte et reproductible qui a permis deux applications chez le patient
septique traité et le volontaire sain. Nous avons également complété les données par une étude
pharmacocinétique de la fludrocortisone chez la souris septique et normale. Cette méthode de
dosage de la fludrocortisone est la premiere publiée permettant une application chez ce type

de patients.

Les méthodes publiées de 2000 a 2011 n’ont jamais été suivies d’une application chez le
patient septique avec insuffisance surrénale relative pour I’étude de la pharmacocinétique de
cette molécule dans ce contexte, ni méme chez d’autres patients. Ceci peut étre expliqué par
plusieurs raisons. La premiere est le choix de la molécule d’intérét pour la mise au point des
techniques de dosage : dans deux techniques sur cing, la molécule détectée et quantifiée est la
fludrocortisone acétate (Chen et al. 2011, Shao et al. 2009). Cette molécule est la forme
contenue dans le comprimé administré aux patients et non la forme circulante de cette
molécule qui est la fludrocortisone base. La fludrocortisone acétate n’étant pas retrouvée dans
le sang, le suivi de cette molécule en fonction du temps chez les patients est donc impossible.
Cependant, au début de la mise au point de notre technique de dosage de la fludrocortisone,
seule la poudre de fludrocortisone acétate était disponible, la fludrocortisone base n’étant
retrouvée chez aucun fournisseur. Cette molécule ne pouvait étre transformée en
fludrocortisone base que par hydrolyse en milieu apolaire basique. Nous avons initialement
synthétisé la fludrocortisone base par cette méthode, puis la poudre de fludrocortisone base
est apparue sur le marché et a été utilisée pour la mise au point de la technique de dosage. La
deuxieme raison est la sensibilité des méthodes de dosage utilisées. En effet, la limite de
quantification de ces méthodes est comprise entre 0,3 et 5 ng/mL (Antignac et al. 2000;
Amendola, Garribba, et Botre 2003; Taylor, Grebe, et Singh 2004; Shao et al. 2009; Chen et
al. 2011). Or, la plupart des cinétiques de nos patients ont une concentration maximale a 0,3
ng/mL, voire inférieure. Il était donc impossible par ces méthodes de dosage de suivre des
cinétiques de fludrocortisone chez les patients septiques traités. Grace a notre méthode, nous
avons pu mesurer des cinétiques chez les patients septiques traités montrant une phase

d’absorption allant jusqu’a 2h puis une phase d’élimination en deux parties. Nous pouvons
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N

donc conclure que cette méthode est parfaitement applicable a I’étude des relations
pharmacocinétiques/pharmacodynamiques de la fludrocortisone administrée a faible dosage
dans le traitement de 1’insuffisance surrénalienne survenant dans le choc septique.

Toutefois, notre méthode a une limite de quantification de 0,1 ng/mL pour la fludrocortisone.
Bien que représentant la plus basse limite de quantification atteinte dans la littérature, une
limite de quantification (LOQ) encore plus basse aurait probablement pu permettre de
quantifier des concentrations qui sont pour le moment considérées comme non détectables, en
particulier chez les patients considérés comme « non absorbants ». D’ailleurs, sur les sept

patients ayant des concentrations inférieures a notre LOQ, quatre présentaient des

concentrations situées entre notre limite de détection et cette LOQ.

Apres avoir mis au point la méthode de quantification de la fludrocortisone et 1’avoir validée,
nous avions les outils nécessaires a 1’étude pharmacocinétique/pharmacodynamique de cette
molécule chez les patients septiques. Nous avons pu ainsi établir le suivi durant 12 heures des
concentrations plasmatiques de cette molécule dans le sang de patients en choc septique et
traités par une dose de fludrocortisone. Cette étude a permis d’établir les premieres cinétiques

de fludrocortisone chez le patient septique.

Dans un premier temps, nous avons étudié les parametres pharmacocinétiques de la
fludrocortisone donnée par voie entérale a des sujets ayant un choc septique. En effet, celle-ci
est administrée sous forme de comprimé entier introduit par sonde nasogastrique. Cette étude
a permis de modéliser la pharmacocinétique de cette molécule. Un délai d’absorption a pu €tre
déterminé a 50 minutes apres l'introduction du comprimé de fludrocortisone acétate. La
concentration de fludrocortisone atteint un maximum a environ 3 h puis diminue jusqu’a une
concentration indétectable a 6 h et une élimination complete théorique a 10 h. La demi-vie
d’élimination retrouvée est rapide, de I’ordre d’une heure. Une précédente étude de Mitsky et
al avait rapporté des parametres pharmacocinétiques de la fludrocortisone administrée a des
posologies de 0,2 et 2 mg chez I’homme, soit 4 et 40 fois plus que dans notre étude. La demi-
vie de la fludrocortisone était alors de 3,6 h et les pics de fludrocortisone étaient situés
respectivement a 2,8 ng/mL et entre 17,6 et 24,5 ng/mL une heure apres la prise de
fludrocortisone. Cependant, les auteurs reconnaissaient que la méthode de dosage utilisée, par
radioimmunochimie, avait un probleme de spécificité. La fludrocortisone croisait avec le
cortisol endogene, rendant le dosage impossible lorsque la concentration de celui-ci dépassait

200 ng/mL (Mitsky et al. 1994).
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Le modele pharmacocinétique retrouvée de la fludrocortisone montre une grande variabilité
inter-individuelle des parametres pharmacocinétiques chez les patients en choc septique. Les
données cliniques et biologiques recueillies ne permettent pas d’expliquer cette variabilité ni
I’absence d’absorption chez certains patients. Cependant, la modélisation pharmacocinétique
prédit que 30 % des patients peuvent avoir des concentrations indétectables, ce qui correspond
exactement au pourcentage de patients considérés comme « non absorbants » dans 1’étude. 1l a
été montré que le délai d’absorption et la clairance apparente de la fludrocortisone sont
significativement corrélés au score de gravité. Ceci suggere que 1’état clinique du patient
modifie la pharmacocinétique de la fludrocortisone, probablement par altération de la
perfusion intestinale a 1’origine d’une augmentation du délai d’absorption et rénale a I’origine
d’une diminution de la clairance pendant le choc septique. Il avait été précédemment
démontré que les altérations de la microcirculation survenant lors d’un choc septique
semblaient jouer un role dans le développement des dysfonctionnements d’organes (De

Backer et al. 2014).

L’analyse montre que le modele décrit correctement les données expérimentales puisque la
relation entre les concentrations observées et prédites ne montre pas de biais apparent. Les
parametres du modele final sont bien estimés car pour tous les parametres, I’erreur relative

standard (RSE) est inférieure a 50 %, valeur maximale recherchée.

Nous avons inclus dans cette étude des patients par ailleurs inclus dans une autre étude
clinique. Tous étaient en choc septique avec insuffisance surrénale relative. De ce fait,
conformément aux pratiques du service de réanimation, ils ont recu des doses
d’hydrocortisone toutes les 6 heures indépendamment de la dose de fludrocortisone. Les
temps d’administration de I’hydrocortisone étant tres variable d’un patient a 1’autre, certains
étant a 1’état d’équilibre alors que d’autres n’avaient eu qu’une seule administration voire
méme aucune administration, la modélisation de cette molécule s’est avérée impossible a la
longue. Nous avons choisi de comparer les patients en fonction de leur absorption ou non de
la fludrocortisone afin de mettre en évidence un éventuel effet minéralocorticoide de la
fludrocortisone. Le groupe de patients n’ayant pas absorbé représente donc un groupe que
I’on peut considérer comme « controle ». La pression artérielle systolique, moyenne et la
fréquence cardiaque ont été analysés ainsi que les concentrations de sodium et potassium

plasmatiques et urinaires (résultats non présentés dans I’article). Cependant, aucune différence
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n’a pu étre mise en évidence entre les deux groupes traduisant qu’a cette concentration la

fludrocortisone ne semble pas avoir d’effet sur les parametres biologiques et cliniques.

Certaines études ont montré des effets positifs de la fludrocortisone sur la survie des patients
dans le cas des chocs septiques avec insuffisance surrénales, alors que d’autres n’ont pas
retrouvés ces effets, laissant supposer par certains auteurs que 1’absorption intestinale dans le
choc septique pouvait étre incertaine (Sprung et al. 2008; Maxime, Lesur, et Annane 2009;
Burry et Wax 2004a). Nous avons montré ici que certains patients absorbaient trés bien la
fludrocortisone, d’autres absorbaient de manieére moins efficace avec des concentrations
plasmatiques plus basses, et enfin que d’autres présentaient des concentrations indétectables
de cette molécule dans le plasma.

Cette variation d’absorption de la fludrocortisone par voie intestinale d’un patient a 1’autre,
pourrait étre a 1’origine de la controverse sur les bienfaits de cette molécule. De plus, la prise
aigiie d’une faible dose de cette molécule ayant une demi-vie trés courte pourrait expliquer le
manque d’efficacité minéralocorticoide retrouvé dans certaines études précédentes (Annane D

et al. 2002, COIITSS Study Investigators et al. 2010).

Cette étude comporte cependant certaines limites. Premierement le nombre de patients inclus
dans notre étude, qui est relativement faible. Nous avons inclus 30 patients présentant un choc
septique avec une insuffisance surrénale relative dont le traitement inclus la fludrocortisone a
faible dose. Les patients en choc septique ne représentent que 10 % de notre réanimation, et
seuls 50 % d’entre eux présentent une insuffisance surrénale relative. Nous avons ensuite
quantifié la fludrocortisone sur ces 30 patients. Seule une partie des patients ont absorbé la
fludrocortisone, d’ou 1’établissement des parametres pharmacocinétiques de la fludrocortisone
sur une vingtaine de patients seulement. De plus, le choc septique peut survenir a la suite
d’infections diverses et entraine donc des complications propres a chaque patient. Il est donc
particulierement difficile d’obtenir des caractéristiques homologues pour tous les patients

inclus.

Les résultats obtenus ont permis de réaliser étude pharmacocinétique de la fludrocortisone
mais les données hémodynamiques recueillies et analysées telles que le ratio Na/K urinaire,
pression artérielle et moyenne, le pH et les bicarbonates qui auraient pu montrer une activité
minéralocorticoide de la molécule, n’ont pas pu mettre en évidence cet effet. Toutefois, la

plupart des patients étaient oligoanuriques, dans ces conditions il était impossible de mettre en
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évidence un effet sur le ratio Na/K urinaire qui est généralement I’effet le plus aisé a mettre en

évidence, comme c’est le cas chez les volontaires sains.

Le seul facteur qui semble lié statistiquement a la non-absorption de la fludrocortisone, est la

présence d’une hémoculture positive. La raison de cette association n’a pu étre identifiée.

Un des buts de cette premiere étude €tait de déterminer si la fludrocortisone induisait 1’effet
minéralocorticoide recherché chez les patients en choc septique. L’étude des relations
pharmacocinétique/pharmacodynamique de la fludrocortisone n’a pas permis de mettre en
évidence cet effet, ni un effet bénéfique sur le pronostic chez le patient septique. Nous avons
donc continué les investigations sur les effets de la fludrocortisone a faible dose chez le
volontaire sain a partir du plasma conservé d’une étude précédemment publiée de 1’équipe de
Laviolle et al (B. Laviolle et al. 2010). Le but de 1’étude était de pouvoir relier les effets
précédemment observés a la concentration de fludrocortisone dans le plasma des volontaires
sains. Dans I’article publié en 2010, les auteurs n’avaient montré aucun effet hémodynamique
de la fludrocortisone a la concentration faible de 50 pg par jour. En revanche, une diminution
des concentrations de sodium et potassium urinaire avait été observée suite a 1’administration
de fludrocortisone et hydrocortisone avec un effet additif des deux molécules. Il était donc
intéressant de pouvoir relier ces résultats aux concentrations plasmatiques de fludrocortisone

ou d’hydrocortisone chez des volontaires sains et non chez des patients.

Nous avons calculé les parametres pharmacocinétiques de la fludrocortisone chez le
volontaire sain. Le modele choisi pour la description de la fludrocortisone est un modele
mono-compartimental avec une élimination d’ordre 1, le méme que celui utilisé chez les
patients en choc septique. Les parametres pharmacocinétiques ont été estimés a 1,4 h pour la
demi-vie de la fludrocortisone, avec une clairance apparente de 40,8 L/h et un volume de
distribution de 82,4 L, ce qui montre que la fludrocortisone a une forte distribution dans les
tissus de I’organisme. Concernant 1’hydrocortisone, la demi-vie a été estimée a 2 h, avec une
clairance apparente de 30 L/h et un volume de distribution de 85,5 L ce qui est conforme aux
données de la littérature (Tromm et al. 2001, Simon et al. 2010, Derendorf et al. 1991,
Toothaker, Craig, et Welling 1982). Les parametres de modélisation ont permis de déterminer
que la concentration en fludrocortisone produisant 50 % de D'effet maximal sur la
modification du rapport Na/K urinaire est de 0,078 pug/L. Le seuil de quantification de la

fludrocortisone est de 0,1 ug/L, les valeurs retrouvées chez les volontaires sains, supérieurs a
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ce seuil, sont donc suffisantes pour obtenir un effet minéralocorticoide. Concernant
I’hydrocortisone, I'IC 50 est a 32 pug/L. Il y a donc un facteur 400 entre les deux molécules,
en adéquation avec les données de la littérature (Arlt et Allolio 2003, Oelkers, Diederich, et

Bihr 1992).

L’étude présente aussi des limites. D’abord, le cortisol endogene n’a pas pu €tre différencié de
I’hydrocortisone exogene par la méthode de dosage utilis€e. Nous avons donc estimé ces
valeurs puis les avons fixées pour chaque période de I’étude. Nous avons également supposé
que la fludrocortisone n’avait aucune incidence sur le cortisol endogéne a la concentration
donnée aux patients. En effet, il a été établi par Otte et al, que la dose minimale observée pour
un effet inhibiteur du cortisol était d’environ 500 pg, soit dix fois supérieure a notre dose. Et
dans ce cas, la diminution de cortisol endogene était faible, de 1’ordre de 20 pg/L apres 5 h
(Otte et al. 2003). Enfin, afin d’étre dans des conditions d’hypoaldostéronisme, les patients
ont recu une infusion de 2 L de sérum physiologique NaCl 0,9 % deux heures avant le début
de I’étude. Cette infusion a pu perturber les parametres établis du fait de 1’augmentation de
I’excrétion de Na®, présents a toutes les périodes, dans la premiére heure des tests. Ceci peut
expliquer le pic observé du rapport Na/K a T1 aprés administration de fludrocortisone,

hydrocortisone ou du placebo.

En comparant les deux études, on peut constater que les parametres pharmacocinétiques
retrouvés sont similaires pour la clairance apparente. En effet, elle a été estimée a 40,6 L/h
chez les patients en choc septique et a 40,8 L/h chez les volontaires sains. De méme il n’y a
pas de modification de la demi-vie et des aires sous la courbe, égales respectivement a 1,06 h
pour les patients en choc septique et 1,4 h pour les volontaires sains ; 1,23 ug.h.L™ pour les
patients et 1,22 ug.h.L" pour les volontaires sains. En revanche, on observe une légére baisse
du volume de distribution apparent chez les patients septiques (67,4 L) en comparaison aux
volontaires sains (82,4 L). Ceci pourrait étre di a I’'infusion des 2 L de sérum physiologique
qui pourrait avoir entrainé chez les volontaires sains une hémodilution suffisante pour
modifier ce parametre pharmacocinétique. On peut constater une augmentation de la vitesse
d’absorption chez les patients en choc septique (0,55 h™) comparé aux volontaires sains (0,43
h™), probablement 2 I’origine des concentrations plus élevées souvent observées chez les
patients septiques ayant absorbé correctement. Enfin, on peut observer que le pic de

fludrocortisone est estimé a 2h apres 1’administration de fludrocortisone chez les volontaires
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sains et de 3h chez les patients en choc avec un délai d’absorption qui a été déterminé a 50

min. Ces données sont parfaitement concordantes entre elles.

L’effet hémodynamique retrouvé chez les volontaires sains n’a pas été retrouvé chez les
patients en choc septique. Durant le choc septique, 1’absorption intestinale est perturbée
(Burry et Wax 2004, Maxime, Lesur, et Annane 2009). Nous avons vu qu’il semblait y avoir
deux populations caractérisées par leur absorption vis-a-vis de la fludrocortisone, et une plus
grande variabilité d’absorption, pouvant expliquer ce phénomene. L’absence de mise en
évidence de cet effet minéralocorticoide chez les patients septiques peut également provenir
des différentes hormones administrées conjointement chez ces patients notamment les
catécholamines et les différents remplissages. En revanche, il a ét€ démontré chez les
volontaires sains que I’hydrocortisone ne modifiait en rien les parametres pharmacocinétiques
de la fludrocortisone, validant ainsi ceux de 1’étude chez les patients en choc septique.

Les effets minéralocorticoides de la fludrocortisone n’étant visibles que chez les volontaires
sains, nous avons choisi de continuer 1’étude de cette molécule chez 1’animal. Le but de cette
étude était de comparer les parametres pharmacocinétiques tels que la demi-vie et le volume
de distribution de la fludrocortisone dans un contexte sain et dans deux modeles de sepsis mis
au point au laboratoire. Nous avons également prélevé différents organes afin d’étudier la
distribution de la molécule et son élimination dans les organes.

Grace a des prélevements de coeur, poumon, rate, rein, foie et cerveau a différents temps allant
de 2 minutes a 3 heures, nous avons pu suivre la distribution de la fludrocortisone chez
I’animal sain et septique grace a deux modeles de choc : LPS et CLP. Nous avons pu observer
qu’il existait une différence significative entre les animaux sains et malades concernant la
demi-vie de la molécule. La demi-vie était allongée chez 1’animal malade : 21 minutes chez
les souris saines contre 35 minutes chez les souris malades (p= 0.02). Cette modification
s’explique probablement par le fait que la demi-vie de la fludrocortisone dépend de la
clairance et donc de la fonction rénale des souris. Les souris malades sont déshydratées et ont
une inflammation systémique qui d’une part provoque une hypotension et d’autre part altere
la fonction rénale, d’ou une demi-vie allongée de la molécule. Nous n’avons pas constaté
d’allongement de la demi-vie entre les patients en choc septique et les volontaires sains. Ceci
pourrait traduire que les modeles de souris utilisés dans notre étude ont un « score de gravité »
plus importants que celui des patients et démontre que les modeles animaux ne sont pas

toujours le reflet réel de ce qui se passe chez I’humain. Le volume de distribution est
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également diminué chez les souris malades en relation probablement avec la déshydratation
des souris malades. Ce résultat est retrouvé également chez les patients septiques comparés
aux volontaires sains.

On observe une modification de la distribution de la molécule dans les différents
compartiments, notamment dans le cerveau ou elle apparait alors qu’elle est absente des
cerveaux sains, en relation probablement avec une modification de perméabilité de la barriere
hémato-encéphalique. Cette observation correspond aux données de la littérature ou le sepsis
entrailne une modification de la barriecre hémato-encéphalique qui devient alors plus

perméable (Dal-Pizzol et al. 2013).

Il faut cependant noter qu’il existe des limites a cette étude. L’administration du comprimé de
fludrocortisone chez le patient septique se fait par sonde nasogastrique. En revanche, nous
avons choisi d’utiliser la voie intraveineuse pour administrer cette molécule chez la souris.
Ainsi nous avons pu évaluer les parametres de distribution et d’élimination. De plus, la
quantité de fludrocortisone injectée était dix fois supérieure a la quantité donnée aux patients
pour des raisons de sensibilité de la méthode. Nous ne pouvons donc pas exclure qu’a une
concentration inférieure les données soient différentes méme si la plupart des molécules ont
une pharmacocinétique linéaire et donc non modifiée par la dose administrée. Enfin, pour des
raisons pratiques et d’éthique, les souris ont subi une anesthésie générale lors de I’injection et
du sacrifice pour le prélevement des organes. Il faut donc prendre en compte que 1’anesthésie
a pu modifier les parametres étudiés bien que toutes les souris aient été traitées de la méme

maniere.
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CONCLUSION & PERSPECTIVES

La mise au point du dosage de la fludrocortisone dans le plasma humain nous a permis
d’étudier pour la premiere fois la pharmacocinétique de cette molécule chez les volontaires
sains et chez les patients en choc septique. Nous avons aussi défini les parametres
pharmacocinétiques de cette molécule, chez ’homme mais également chez la souris.
L’absence d’absorption chez 30 % des patients semble pouvoir expliquer la controverse sur
les effets bénéfiques de cette molécule dans le choc septique. Nous avons objectivé un réel
effet minéralocorticoide uniquement chez les volontaires sains et non chez les patients en
choc septiques.

Des études doses/effet semblent nécessaires afin de déterminer si 50 pg en dose unique est
suffisante dans cette indication. Par ailleurs, compte tenu de la tres faible demi-vie retrouvée,
une administration chronique deux a trois fois par jour doit étre évaluée afin d’objectiver un
éventuel effet bénéfique en terme de survie des patients.

Enfin, nous n’avons pas étudié la biotransformation de la fludrocortisone, aucune donnée
n’existe concernant la possibilité que la molécule soit éliminée sous forme inchangée ou apres

transformation en métabolite actif ou inactif.
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RESUME

Le choc septique est défini par une hypotension persistante malgré un remplissage vasculaire
adéquat en présence d’une réponse inflammatoire systémique suite a une infection. Il est
responsable de 10 % des admissions en réanimation et malgré des progres thérapeutiques
constants, la mortalité liée au sepsis varie entre 30 % et 60 % dans les cas de choc septique.
Dans 50 % des cas, le choc septique est associé a une insuffisance surrénale relative ce qui
diminue la probabilité de survie des patients. L’introduction d’une opothérapie substitutive
s’est montrée efficace dans 1I’amélioration de la survie. Les patients sont alors traités avec de
I’hydrocortisone et de la fludrocortisone, mais ce traitement est encore trés controversé. En
effet, la littérature est abondante sur les études de 1’effet du cortisol associé ou non a la
fludrocortisone, montrant des résultats discordants. Pour la premiere fois, nous avons pu
mettre au point et valider une technique de quantification de la fludrocortisone plasmatique
apres une prise de 50 pug. Cette technique a pu ensuite Etre utilisée pour 1’obtention de I’étude
pharmacocinétique/pharmacodynamique de la fludrocortisone chez le volontaire sain et le
patient septique avec insuffisance surrénale relative. Enfin, nous avons étudié la distribution
et I’élimination de cette molécule chez la souris saine et deux modeles de sepsis.

Les paramétres pharmacocinétiques montrent que la demi-vie de la fludrocortisone est
d’environ 1 h, avec un délai d’absorption d’environ 50 minutes. Nos travaux ont permis de
mettre en évidence qu’il existe deux populations de patients : les absorbants et les non-
absorbants la fludrocortisone, qui représentent 30 % des patients testés, ce qui pourrait étre a
I’origine de la controverse sur les effets bénéfiques de cette molécule sur la survie des
patients. Cependant nous n’avons pu mettre en évidence aucun effet hémodynamique de cette
molécule sur les patients septiques. L’étude sur les souris montre que la demi-vie de la

fludrocortisone est augmentée chez les souris septiques et sa distribution est modifiée.

MOTS CLES : Fludrocortisone, pharmacocinétique, choc septique, insuffisance surrénale relative
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