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Introduction

Les infections fongiques systémiques sont des affections graves et leurs
incidences sont en progression significative ces dix derniéres années. A c6té de
l'apparition de mycoses d'importation dues a la multiplication des voyages, la cause
principale de cette croissance réside dans l'augmentation considérable des facteurs
de risque et plus particulierement du nombre croissant de patients immunodéprimes
liés au virus du sida, aux avancées en transplantation et en oncologie (1), a
I'utilisation de cathéters vasculaires et au recours fréquent a des antibiothérapies a
large spectre. Ces infections sont associées a une élévation significative de la

morbidité et de la mortalité des patients hospitalisés (1-4).

Le Voriconazole est un antifongique de type triazolé indiqué dans le traitement
curatif des infections fongiques invasives (IFl) réfractaires et utilisé dans la prise en
charge prophylactique des infections fongiques opportunistes du patient
immunodéprimé (maladie du greffon contre I'héte, neutropénie suite a une
chimiothérapie, patients atteints du virus de l'immunodéficience humaine (VIH)) (5).
Les triazolés agissent sur des pathogenes tels que les Candida et les Aspergillus en
inhibant la lanostérol 14 a-déméthylase. Cette enzyme est responsable de la

synthese de I'ergostérol indispensable a la formation de la paroi fongique (6).

Une forte variabilité inter-individuelle de la concentration plasmatique totale
(Ct) résiduelle (concentration déterminée avant une nouvelle administration) a été
démontrée pour le Voriconazole (coefficient de variation (CV) de 51% pour une
posologie de 200 mg x 2/jour (7)) et est liée a une multitude de facteurs dont les
principaux sont le polymorphisme génétique du cytochrome P 450 2C19 (CYP2C19)
(8), la polymédication systématique (9, 10) de ces patients et la prise alimentaire
(11). A ce jour, le Voriconazole répond de facon partielle aux criteres de mise en
place d'un suivi thérapeutique pharmacologique (STP). Bien que cette molécule
présente une forte variabilité inter-individuelle, ni la relation pharmacocinétique-
pharmacodynamique (PK-PD) ni la marge thérapeutique n'ont été clairement
établies. Les différentes études menées jusqu'a présent ont porté sur la

concentration plasmatique totale résiduelle a I'état d’équilibre. Le seuil d’efficacité se
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situerait entre 0,5 et 2,2 mg/L, tandis que le seuil de toxicité se situerait entre 4 et 6
mg/L (7, 12-18).

Des recommandations claires en terme de concentrations sont vivement
attendues par les cliniciens afin d’améliorer la prise en charge des patients traités par
triazolés. La question de la pertinence de cette concentration (Ct) par rapport a
d’autres parametres se pose, en particulier la concentration et la fraction
plasmatiques libres (fu, rapport concentration libre/concentration totale). En effet, la
forme libre (non liée aux protéines plasmatiques) d’un médicament est la forme
pharmacologiquement active, capable de diffuser a travers les membranes pour
atteindre sa(es) cible(s) (19). De par son caractere lipophile, le Voriconazole se lie a
'albumine a 58% (20). D’autre part, en se basant sur de récents travaux publiés par
notre equipe de recherche sur I'lmatinib (anti-cancéreux), la fu apparait comme un
parametre particulierement pertinent lorsque cette derniere présente une forte
variabilité inter-individuelle. En effet, deux patients peuvent avoir des concentrations
totales similaires et toutefois avoir des fu tres différentes susceptibles d’expliquer des

réponses pharmacologiques elles aussi tres différentes (21, 22).

Afin de répondre a cette question, nous avons étudié les relations PK-PD, en
se basant sur les concentrations plasmatiques totales (Ct) et libres (Cu) résiduelles
déterminées sur 97 prélevements issus de 54 patients suivis au Centre Hospitalo-
Universitaire (CHU) de Purpan (Toulouse). Les données biologiques permettant
d’évaluer I'hépatotoxicité (bilirubine totale) et I'efficacité du traitement (examen direct
et antigenes fongiques) ont été colligées a partir du dossier médical du patient. La
principale protéine plasmatique de liaison des antifongiques est I'albumine (23) et a

ce titre, son taux a été analysé afin d’évaluer d’éventuelles corrélations avec la fu.
La détermination de la fraction libre a été réalisée a l'aide d’une méthode
d’ultrafiltration, et les Ct et Cu ont été mesurées par chromatographie liquide

ultraperformante (Ultra Performance Liquid Chromatography-Ultra Violet, UPLC-UV).

Ainsi notre travail, qui a fait I'objet d’'une publication internationale et de

différentes communications (Annexe 1, 2 et 3), a permis dapprécier lintérét
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d’explorer non seulement les Ct et Cu, mais aussi la fu du Voriconazole dans le but

d’adapter au mieux la posologie de chaque patient.
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|. Le Voriconazole

La découverte de la premiére génération d'antifongiques triazolés dans les
années 80 et le début des années 90 représente une grande avancée en termes de
prise en charge des infections fongiques, en particulier grace a leur profil de
tolérance et leur grande biodisponibilité orale. Toutefois, ces nouvelles molécules
sont limitées par leur pouvoir principalement fongistatique et non fongicide, leurs
fortes interactions médicamenteuses via les cytochromes P450 ainsi que leurs profils
pharmacocinétiques. L'émergence de nouveaux fungi pathogenes a démontré la
nécessité de synthétiser une seconde génération de triazolés, le Voriconazole et le

Posaconazole.
A. Principales indications
1. Descriptions des principales pathologies

a) Candidose

Les candidoses sont les infections fongiques les plus répandues mais dont
l'arsenal thérapeutique est le plus large. Ce sont des infections majoritairement
superficielles cutanéo-muqueuses dues au genre Candida. Ces micro-organismes
sont des champignons de type levure, formant physiologiquement un commensal
toléré par I'hnomme sain dans la bouche, sur la peau, dans le systéme digestif et dans

la flore vaginale (Figure 1) (24).

Figure 1: Image au microscope électronique d'un Candida albicans sur la muqueuse

intestinale humaine (24)
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Les candidoses superficielles sont facilement prises en charge par des
traitements antifongiques locaux. Cependant, chez les personnes ayant des facteurs
favorisants, le Candida, selon son degré de virulence, va pouvoir passer dans les

voies de la circulation sanguine et entrainer des septicémies.

b) Aspergillose

Les aspergilloses sont des infections dues aux pathogénes opportunistes du

genre Aspergillus, champignons de type filamenteux. Les Aspergillus sont

caractérisés par la présence de conidiophores dressés, terminés par une vésicule
supportant, soit une seule rangée de phialides, soit une rangée de phialides et une

rangée de cellules sous-jacentes appelées métules (Figure 2).

Phialide

Métule

*
> Conidiophore

A

40 pm

Figure 2: Aspergillus flavus vus au microscope aprés coloration au bleu de méth yléne

(d’aprés (25))
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Les Aspergillus sont a l'origine d'infections principalement localisées dans
I'appareil respiratoire, plus rarement dans l'appareil gastro-intestinal et sur la peau
(26, 27). Ces micro-organismes sont ubiquitaires et aisément pris en charge par le
systeme immunitaire d'une personne immunocompétente. Les filaments sont
neutralisés par les polynucléaires tandis que les spores sont phagocytés par les
macrophages. Chez le patient ayant une immunité altérée, I'agent pathogéne va
pouvoir coloniser les organes d'entrée et a terme diffuser dans les voies systémiques
pour atteindre le cerveau, le coeur, les reins ou la peau. Il s'agit alors d'un syndrome
tres grave dont lissue est le plus souvent mortelle. Les patients atteints
d'aspergillose invasive ont la plupart du temps de la fievre et des symptdmes
pulmonaires (toux, douleurs thoraciques, difficultés a respirer) qui ne disparaissent
pas sous traitement antibiotigue. Le diagnostic est généralement donné sur une

radiographie des poumons ou un scanner thoracique localisant un halo (Figure 3).

Figure 3: Scanner thoracique montrant une aspergill ose invasive (fleche blanche) (26)

2. Epidémiologie

Au cours des vingt derniéres années, une augmentation globale du nombre de
chocs septigues quel que soit 'agent pathogene a été largement recensée (Figure 4)
(4, 28). L'immunodépression induite par des thérapies ou une physiopathologie

infectieuse adjacente est de plus en plus répandue. Les infections opportunistes
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gu'elles soient bactériennes ou fongiques ont donc un réservoir humain d'expansion
bien plus important. Entre 1985 et 2001, dans la population des Etats-Unis, le
nombre de cas d'infections fongiques non typées a quintuplé en passant de 5000 a
25000 cas (28). La nécessité de développer un arsenal thérapeutique efficace contre

les fungi n'est donc pas discutable.

225,000+
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» 150,000 Fungi
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Figure 4 : Evolution du nombre de cas de sepsis ent  re 1979 et 2001 aux Etats-Unis (28)

A contrario, une étude basée sur 20 ans de résultats d'autopsies de patients
ayant eu une hémopathie maligne a montré que, depuis 1989, la prévalence des
infections fongiques mortelles a diminué (Figure 5) (29). Ce résultat laisse sous-
entendre que dans la population étudiée, malgré un nombre croissant de cas de
sepsis et grace aux premiers antifongiques commercialisé€s, il y a moins de déces par
infections fongiques. L'arsenal thérapeutique a disposition semble permettre de

réduire le nombre de cas mortels.
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Figure 5 : Prévalence des infections fongiques par type des pathogenes au cours de 20 années
d’autopsies (29)

Parallelement a la chute du nombre d'infections fongiques mortelles, on
observe un abaissement de la fréequence des cas d'infections a Candida et surtout
une émergence des infections a Aspergillus (Figure 6), quel que soit I'organe étudié.
Cette tendance a l'explosion des aspergilloses est décrite dans un grand nombre
d'études épidémiologiques de ces dernieres années (2, 27). Il semblerait que les
infections & Candida soient maitrisées au bénéfice des aspergilloses. Ces travaux
meneés sur la répartition des infections fongiques dans des populations de plus en
plus grandes ont permis de distinguer des facteurs de risques plus ou moins liés a

I'apparition d'un sepsis de nature fongique (1-3).
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Figure 6: Répartition de [I'espéce fongique infecta nte par organe sur 20 années
d’autopsies (29)

Les principaux facteurs de risque de I'lFI identifiés a ce jour, sont récapitulés
dans le Tableau 1. On retrouve parmi les facteurs de haut risque la neutropénie
profonde, les hémopathies malignes, les greffes allogéniques ou bien les greffes

pulmonaires non associées a un traitement prophylactique (27).

Tableau 1 : Risques associés a I'apparition d'une i  nfection fongique invasive (27)

High risk Intermediate risk Low risk
- Neutropenia (< 500 mm?) - Prolonged steroid treatment prior to ICU admission - Severe burns
- Hematological malignancy - Autologous hematopoietic progenitor cell transplan- - Solid organ transplantation
- Allogeneic hematopoietic progenitor cell transplan- tation - Treatment with steroids for <7 days
tation - COPD, especially under inhaled steroid treatment - Prolonged ICU stay (>21 days).
- Lung transplantation without prophylaxis - Hepatic cirrhosis - Malnutrition
- Solid organ malignancy - Cardiac post-surgery
- HIV infection

- Near drowning

- Lung transplantation with prophylaxis - Multiorgan dysfunction syndrome (situation of im-
- Systemic treatment with immunosuppressants mune paralysis)

- Influenza A (H1N1) infection
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3. Etudes cliniques : efficacité et tolérance du Vo  riconazole

Nous verrons dans cette sous partie, deux études cliniques sur I'efficacité et la
tolérance du Voriconazole comparé a deux molécules de référence (Fluconazole et
Amphotéricine B) chez des patients ayant soit une infection fongique probable soit

une neutropénie prouvée sans infection fongique.

a) Etude de Wingard et al. (30) chez les patients ayant bénéficié d'une

transplantation de cellules souches hématopoiétiques

Le Voriconazole n'a recu que tres récemment (juin 2014) I'Autorisation de
Mise sur le Marché (AMM) européenne pour une utilisation en prophylaxie chez des
patients transplantés de cellules souches hématopoiétiques a haut risque de
développer une infection fongique. Cependant, il était déja couramment utilisé
comme tel des sa commercialisation. L'étude de Wingard et al. (30) publiée en 2010
dans Blood confortait déja cette utilisation. Cette étude randomisée, multicentrique,
en double aveugle, du Voriconazole versus Fluconazole dans la prévention des
infections fongiques invasives a été réalisée chez 600 receveurs de cellules souches
hématopoiétiques. Les patients de plus de 2 ans et ayant subi une transplantation
allogénique de cellules souches hématopoiétiques aprés un traitement de
conditionnement d’aplasie étaient éligibles. Le critere de jugement principal
d’efficacité était la survie a 180 jours sans avoir développé une infection fongique.
Les patients étaient donc suivis par un dosage de lI'antigénémie fongique deux fois
par semaine. Si le dosage ressortait positif, une confirmation du diagnostic était faite
par une radiographie du thorax. Au bout du 180°™ jour de traitement et au bout
d'une année, 55 et 79 patients avaient développé une IFI, respectivement.

L’Aspergillus a été le pathogéne le plus frequemment retrouvé (Tableau 2).
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Tableau 2 : Nombre d’infections fongiques médicalem ent prouvées chez les patients traités par

Voriconazole versus Fluconazole (30)

Days 0-180 Days 0-365

IFl category FLU VORI FLU VORI
Proven

Aspergillus 3 0 5 2

Candida 3 3 3 6

Zygomycetes 1 1 2 3

Other* 0 1 L 3

Multiplet 2 0 2 1

Subtotal 8 5 13 15
Probable

Aspergilius 14 9 16 15

Othert 1 0 2 0

Subtotal 15 9 18 156
Presumptive 9 8 10 8
Total IFls 33 22 4 38

(proven/probable/presumptive)§

In fine, cette étude ne montre pas de différence significative entre le
Fluconazole et le Voriconazole sur la survenue d'IFI dans une population
neutropénique traitée sur une année. Les résultats donnent tout de méme une

tendance avantageuse a l'utilisation du Voriconazole en traitement prophylactique.

b) Etude Herbrecht et al. (31) chez les patients immunodéprimés ayant une

infection fongique confirmée

Cette étude de non infériorité randomisée a évalué le taux de survie des 391
patients inclus et traités soit par du Voriconazole soit par de I’Amphotéricine B. Les
patients éligibles avaient une infection fongique invasive certaine ou probable,
avaient 12 ans ou plus et étaient immunodéprimés en raison de l'un des évenements
suivants : transplantation allogénique de cellules souches hématopoiétiques, greffe
autologue de cellules souches hématopoiétiques, cancer hématologique, anémie
aplasique, syndrome myélodysplasique, ou autres conditions d'immunodépression y
compris le syndrome de l'immunodéficience acquise (SIDA), I'administration d’'une
corticothérapie au long cours et la transplantation d'organe. Le critere de jugement a

été une réponse compléte ou partielle au traitement antifongique.
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Les résultats a la semaine 12 étaient significativement meilleurs pour les
patients ayant recu du Voriconazole, avec un succes chez 76 des 144 patients dans
le bras Voriconazole (52,8%), comparé a 42 des 133 patients (31,6%) dans le bras
Amphotéricine B. A la semaine 12, le taux de survie était de 70,8% chez les patients
traités par Voriconazole, contre 57,9% dans le groupe Amphotéricine B (Hazard
Ratio = 0,59; Intervalle de confiance 95% = [0,40 ; 0,88]) (Figure 7).
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Figure 7 : Courbe de survie des deux populations tr  aitées par Amphotéricine B ou

Voriconazole (31)

L'efficacité du Voriconazole dans l'aspergillose invasive montrée dans I'étude
de Herbrecht est cohérente avec les résultats récemment publiés comparant le
Voriconazole et 'Amphotéricine B liposomale dans le traitement antifongique des
patients atteints de neutropénie fébrile persistante (32). Dans cette étude, une
analyse secondaire a indiqué que, parmi les 415 patients ayant recu du
Voriconazole, seulement 8 (1,9%) ont développé une mycose spontanée (4
impliquant des Aspergillus), par rapport aux 21 (5,0%, 13 impliquant des Aspergillus)
chez les 422 patients traités par Amphotéricine B liposomale.

Dans I'étude de Herbrecht, le Voriconazole a été globalement mieux toléré

que I'Amphotéricine B. Ont été principalement notés des fievres induites par le

médicament, des néphrotoxicités, et des arréts de traitement liés aux événements
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indésirables dans la population traitée par Amphotéricine B. Ces effets n'ont pas été

observés dans la population traitée par Voriconazole.

Cette étude a montré la non-infériorit¢ du Voriconazole comparé a
I’Amphotéricine B dans la prise en charge initiale d’'une infection fongigue invasive en

termes de taux de réponse, de taux de survie et de tolérance.

B. Propriétés pharmacodynamiques

1. Mécanisme d'action

Le Voriconazole, dérivé du Fluconazole, appartient a la seconde génération
d'antifongiques triazolés. Les médicaments de cette classe thérapeutigue ont comme
singularité de posséder en leur structure chimique un noyau aromatique avec trois

atomes d'azote (Figure 8).
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Figure 8 : Structures chimiques des triazolés

Comme tous les antifongiques triazolés, le Voriconazole agit en inhibant de
facon compétitive la lanostérol-14-alpha-déméthylase présente chez le pathogene

uniquement (6), ce qui confere une spécificité d'action a ces médicaments. Cette
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enzyme, qui fait partie de la super-famille des cytochromes P 450, catalyse la
réaction de transformation du lanosterol en ergostérol, indispensable a la
stabilisation de la paroi fongique (33). Par conséquent, l'activité fongistatique des
azolés réside principalement dans la fragilisation de la structure des fungi. La
réplication est donc altérée rendant le pathogene plus sensible aux mécanismes de
défense de I'hdte. Le deuxieme effet, cette fois-ci fongicide, lié a l'inhibition de cette
enzyme, est l'accumulation de précurseurs méthylés de l'ergostérol dans le

pathogene qui induit sur certains champignons une lyse cellulaire (Figure 9) (34, 35).
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Figure 9 : Mécanismes d'action des azolés sur le fu  ngi (34)

Contrairement au Fluconazole, molécule mere du Voriconazole, ce dernier
inhibe aussi la 24-méthylene dihydrolanosterol déméthylase de certaines levures et
filamenteux, justifiant l'activité de ce médicament sur des souches résistantes au

Fluconazole.

De par leurs structures physico-chimiques (Figure 10), et en particulier leur
noyau aromatique triazolé, les azolés se fixent a la structure héminique du site actif
de lI'enzyme (35). Cette interaction est stabilisée et renforcée par l'intermédiaire de
liaison de faible énergie (liaisons de Van Der Walls et liaisons Hydrogénes) mettant

en jeu la chaine latérale hydrophobe présente dans la structure du Posaconazole et
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de [lltraconazole, comme le montre le Tableau 3. Ces différences structurelles
soulignées entre les molécules de la famille thérapeutique des triazolés conferent a
chague médicament une affinité plus ou moins forte a l'enzyme (36), et par
conséquent des spectres d'action plus ou moins étendus mais aussi des sensibilités

divergentes aux mécanismes de résistance.

(A) R (B) (C)
| :

(D) \ (E)

Fhelsd

Figure 10 : Insertion tridimensionnelle des azolés dans le site actif de l'enzyme. (A)
Fluconazole, (B) Voriconazole, (C) Ravuconazole, (D ) Albaconazole, (E) Itraconazole, (F)

Posaconazole (35)
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Tableau 3 : Energie de liaison non covalente entre  les azolés et le site actif du CYP51 (35)

Calculated energy of interaction (kcal/mol)” of the
azoles with the active site of CNCYP51

Compound
Ii».m I':-.-'_-.--.'l ‘I—'-ml.LI
Fluconazole —46.21 —0.95 —4717
Voriconazole —57.91 —1.06 —58.97
Ravuconazole —83.44 —3.57 —87.01
Albaconazole —67.74 —3.58 —71.32
Itraconazole —112.85 —7.42 —120.27
Posaconazole —114.97 —6.58 —121.55
2. Spectre antifongique du Voriconazole : études in vitro

Un certain nombre d'études comparant l'activité in vitro de différents triazolés
sur les souches provenant de patients ont été réalisées (37-41). A l'image des
antibiotiques, la sensibilité d'un antifongique est déterminée par la concentration
minimale inhibitrice (CMI). Celle-ci est mesurée in vitro par des techniques de
microdilution et généralement exprimée par la concentration permettant d'inhiber
50% (CMilsp) et/ou 90% (CMlgo) de la croissance fongique.

Les difféerentes études de comparaison d’efficacité in vitro sur des
prélevements de patients (cathéters, prélevements oro-pharynges, ...) ont révélé une
activité plus large et plus puissante sur l'espece Candida (CMlgy moyenne =
1.0pg/mL) par rapport aux azolés de 1°® génération et & I'Amphotéricine B (Tableau
4) (42). En outre, l'ltraconazole et le Voriconazole semblent avoir des activités
antifongiques proches concernant I'espece Candida. Une grande partie des souches
résistantes au Fluconazole présentent également une résistance croisée aux autres

azolés, notamment au Voriconazole (37) (Figure 11).
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Tableau 4 : Résultats des CMI

différentes souches de pathogénes filamenteux (42)

in vitro du Voriconazole, Itraconazole et Amphotéricine B s

Fungus Antifungal MIC range G mean
(no. tested) agent {pg/ml) (pg/ml})
Opportunistic
filamentous fungi
A. flavus (11) Voriconazole 0.5-1.0 0.57
Itraconazole 0.06-0.12 0.1
Amphotericin B 1.0-2 1.07
A fumigatus (12) Voriconazole 0.06-0.5 0.29
liraconazole 0.12-=16 0.24
Amphotericin B 1.0 1.0
Bipolaris spp.” (6) Voriconazole 0.12-1.0 0.33
[traconazole <0.03-0.12 0.06
Amphotericin B 0.5-1.0 .65
F. exysporum (6) Voriconazole 4 4
liraconazole 1.0->16 8
Amphotericin B 2 2
F. solani (6) Voriconazole B-16 10.5
Itraconazole 1.0-—>16 8
Amphotericin B 1.0-2 1.31
P. bovdii (6) Voriconazole (1L.25-0.5 0.33
Itraconazole 0.5-1.0 0.76
Amphotericin B 1.0-4 26
R. arrhizus (5) Voriconazole B—=16 18.37
[traconazole 0.25-1.0 0.43
Amphotericin B 0.5-1.0 0.57
Dimorphic fungi
B. dermatitidis (3) Voriconazole 0.06-0.12 0.1
ltraconazole (0.06 0.06
Amphotericin B 0.12-0.25 0.14
H. capsulatum (5) Voriconazole 0.06 0.06
[traconazole (.06 0.06
Amphotericin B 0.25-0.5 .42
8. schenckii (5) Voriconazole 8—=16 16
Itraconazole 0.25-1.0 0.5
Amphotericin B 0.5-2 1.5

“The MICs of voriconazole and amphotericin B correspond to complete
(1009 ) growth inhibition, and the MICs of itraconazole correspond to promi-

nent growth inhibition (approximately =50% of the growth control).

k Species tested included Bipolaris hawaiiensis and Bipolaris spicifera.

Voriconazole MIC (ug/ml)

+ %14—"#\{##

Figure 11 : Résistance croisée entre Fluconazole et

Fluconazole MIC (ug/ml)

Voriconazole (37)

ur
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Les données de l'activité du Voriconazole sur les Aspergillus montrent que ce
médicament semble plus efficace que les médicaments de générations précédentes
(Fluconazole, Itraconazole) (Tableau 4 et 5) (37, 42, 43).

Tableau 5 : Comparaison des activités  in vitro du Posaconazole, Itraconazole, Voriconazole et
Amphotéricine B sur des isolats de fungi (43)

MIC {pg/mly®
_— No. of P
Organism MICs POS ITC VRC AMB
0% D% 50% Ml 0% W 0% 0%
All molds 1,702 0.25 10 ] 20 0.25 20 05 20
All hyaline molds® 1,636 0.25 1.0 0.5° 20° 025 L0 0.5 20
All Aspergillus spp. 1.423 0.125 0.5 0.5 20 023 0.5 0.5 1.0
A. flavus &9 025 05 0.5 L0 03 1.0 L0 20
A. fumigatus L119 0.125 0.5 0.5 L0 025 0.3 0.5 L0
A niger 1 0.25 05 L0 20 05 0 0.125 L0
A terreus 2 (.25 .25 0.5 0.5 0.25 0.5 20 20
Other Aspergillus spp. 02 0.125 1.0 0.5 20 025 1.0 10 20
All zypomycetes 86 0.5 44 L0 320 160 128.0 0.25 20
Rhizopus spp. 2 L0 80 40 320 16.0 1280 L0 20
Mucor spp. 18 1.0 16.0 20 320 64.0 128.0 0.25 L0
Absidia spp. 16 0.125 025 (125 0.5 16.0 1280 0.25 0.3

Cuninghamella spp. 6 0.031-1.0 0.031-1.0 012520 0125220 S0-1280  BO0-128.0 042520 012520
Apophysomyees spp. 5 003140 003140 0031-80 003180 16.0-1280 [60-1280 003140  0.031-40
Saksenaca spp. 4 0016-2.0  0.016-20 0.016-0.125 0.016-0.125  0.5-4.0 1540 006305  0.063-0.5
Rhizomucor spp. 3 0016025 0.016-0.25 0.016-025 0016025  20-160  20-160 00630125 0.063-0.125

Cokevomyces spp. 02540 02540 02580 02580 160640 160640 012505 012505
All dimorphic fungi 151 0.063 0.25 0.031 0.25 ND ND 0.25 0.3
Histoplasma spp. 53 0019 0.25 0019 0.063 ND ND 0.25 0.5
Blastomyees spp. 38 0.063 0.125 0.031 20 ND ND 0.125 0.5
Coccidioides spp. 25 0.125 025 0.125 025 ND ND 0.5 05
Paracoccidivides spp. 13 0.063 0.125 0.016 0.063 ND ND 0.125 0.25
Penicillium marneffei 12 0.016 0.016 0.008 0.063 ND ND 05 4.0
Sporothrix spp. 10 03 L0 0.25 0.5 ND ND 0.5 L0
All Fusarium spp. 67 160 310 16.0° 32.0¢ 1640 320 80 320
F. salani 3 320 320 ND ND 160 320 16.0 320
F. axysportim 2 20 4.0 ND ND 40 K] 8.0 16.0
F. maoniliforme 2 L0 1.0 ND ND 10 1.0 L0440 1.0-4.0
Other Fusarium spp./ 14 160 160 ND ND 40 16.0 1.0 20
Agents of chromoblastomycosis, 241 0.25 16.0 1.0 64,0 ND ND 20 320
mycetoma, and
phaechyphomycosis
Seedosporium prolificans 80 160 320 64.0 64.0 ND ND L6.0 320
Scedosporium apiospermum 26 0.25 10 L0 320 ND ND 20 8.0
Preudallescheria spp. 41 0.25 1.0 0.5 ] ND ND 20 4.0
Aspergillus nidulans 20 0.063 0.25 0.25 0.5 ND ND L0 20
Fxophiala spp. 4 0.25 0.5 0.5 Lo ND ND 0.5 Lo
Altemaria spp. 13 0.125 0.25 0.5 L0 ND ND 0.5 40
Cladosporium spp. u 0.063 16.0 0.125 16.0 ND ND LO 4.0
Bipolaris spp. 0 0.063 0.125 0.063 0.25 ND ND 0.25 0.25
Other? 26 0.125 0.25 0.25 L0 ND ND 0.5 L0
Other molds® 58 0.25 03 0L063 1o 025 0.5 0.25 20

“ 509 and 90% MICs, and MIC,;, respectively. When n is <10, the MICs shown are ranges. NI, not determined.

® Includes Aspergillus spp. and Fusariuen spp. (MIC data for which are shown below), and other various species, including strains of Acremonium, Basidiomycets,
Bjerkandera, Caprints, Poecilonyees, Prendallescheria, and Schizophoillarn,

© Fewer isolates (m = 1,501) were tested against ITC; therefore, the values for ITC cannot be compared directy.

* Includes strains of A glawcies, A nidulans, A. onvzae, Aspergillus spp., A svdowii, A wstis, and A versicolor,

© Fewer isolates (m = 23} were tested against ITC; therefore, the values for ITC cannot be compared directly.

fUnspeciated Fusaritr.

# Includes strains of Cladephislophora, Curvtdaria, Exserohilum, Fonsecaea, Pithomyces, Ramichloridium, Ulocladium, and Wangiella,

* Includes strains of Acremaoniwm, Basidiomveeies, Bierkandera, Coprinus, Paecilomyees, Preudallescheria, Schizophlliom, and Trichaphyton.
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Les Zygomyceétes sont a l'origine de moins d'IFIl par rapport aux Aspergillus et
aux Candida. Néanmoins, plusieurs études ont montré que la mortalité était bien plus
grande chez les patients ayant développé une infection a Zygomycetes. Il était donc
nécessaire de connaitre I'efficacité des traitements antifongiques sur ces nouveaux
pathogénes en pleine émergence. Sun et al. (38) ont mesuré l'activité in vitro de 4
antifongiques sur 37 prélévements cliniques de Zygomycetes. Les résultats de cette
étude ont montré que le Voriconazole ne semble pas étre un antifongique
suffisamment actif sur les Zygomycetes pour étre utilisé en premiére intention. Sa

CMI est considérablement plus haute que celle de I'ltraconazole et du Posaconazole.

Pour conclure, les études de comparaison faites a la fois sur des souches de
fungi commercialisées ou des souches provenant de patients ont montré
globalement une supériorité du Voriconazole sur les azolés des générations
précédentes. On note tout de méme que :

= L'ltraconazole n'a pas une activité statistiguement différente de celle du

Voriconazole. Il est méme plus actif sur les Zygomycetes.

= Malgré leur différence de structure chimique, il existe un grand nombre de

résistance croisée dans la famille des azolés, en particulier les souches

résistantes au Fluconazole sont généralement résistantes au Voriconazole.

Malgré ces résultats surprenants, le Voriconazole apparait lors des essais
précliniques comme un antifongique de référence du fait de son spectre élargi mais

aussi, et nous le verrons plus loin, par sa pharmacocinétique.

3. Sensibilité aux mécanismes de résistance et émer  gence de

résistance

A ce jour, beaucoup de travaux ont étudié les différents mécanismes
impliqués dans la résistance aux azolés chez les fungi. Au niveau moléculaire, divers
mécanismes d'acquisition de résistance ont été décrits notamment (i) la diminution
de l'accumulation intracellulaire par augmentation de I'efflux, (ii) la modification de la
cible par mutation et/ou surexpression du gene ERG11, et (iii) une diminution de la

permeéabilité de la membrane (34) (Figure 12).
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4. Polyenes

I ‘I. Qualitative or quantitative changes in ergosterol
1. Azoles
Decreased
permeability
of membrane

N »  Membrane

+ Point mutations
« (Werexpression

3. Azoles
Decreased
accumulation
by enhanced
efflux systems

2. Azoles
Interference with the target enzyme
[anosterol 14a-demethylase

Figure 12 : Mécanismes de résistance aux azolés (34 )

Il semblerait que le mécanisme de résistance le plus fréquent soit
'augmentation de I'efflux via la surexpression des genes codant pour des pompes a
efflux (44, 45). Une augmentation du taux d'/ARNm (Acide Ribonucléiqgue messager)
des genes de la famille des Multi Drug Resistance 1 (MDR 1), appartenant a la
superfamille des ABC transporteurs, est associée a une résistance aux azolés (46).
En effet, il a été montré qu'une surexpression des génes codant pour MDR
augmente la CMI des azolés. Inversement, une délétion de ces genes induit une

hypersensibilité a ces antifongiques (47).

Le deuxieme mécanisme évoqué est une modification du transcriptome de la
cible des azolés. Une des hypotheses de cette acquisition de résistance serait une
duplication du chromosome contenant ERG11 induisant une augmentation du
nombre de copie du gene et aprés transcription et traduction, une plus grande
guantité de protéine cible. Une modification de la cible via une mutation du géne
ERG11 de l'enzyme cible des azolés est également a l'origine de résistance.
Actuellement les mutations Y132H, S405F, G464S, G465S, R467K et 1471T,
découvertes sur des prélevements cliniques, induiraient une modification du
positionnement de I'atome de fer dans le domaine de liaison héminique a l'origine

d’une diminution de l'affinité aux molécules antifongiques (48).
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Enfin, le dernier mécanisme mentionné consiste en une diminution de la
perméabilité de la membrane. En effet, certaines souches de fungi déficientes en
A> ®-desaturase continuent de synthétiser la paroi fongique méme en présence
d'azolés. L'accumulation du 14a-methylfecosterol dans la cellule est en fait a I'origine
d'une voie alternative de formation de la paroi du champignon et donc d'une
résistance au traitement fongistatique (49) (Figure 13). Cette mutation du gene ERG3

a été observée chez un grand nombre de patients.

Azoles
Q
Cl4a-demethylase - : C14-reductase
(ERGT1) _-~ (ERG24)
F
C14-demethyl-lanosterol 14a-methylfecosterol [Ee=all Cell growth
C14-reductase | A5 desaturase
(ERG24) : ' (ERG3")
Y \J
14a-methyl-3,6-diol
Fecosterol
AR isomerase |
{ERGZ)

Episterol

Ergosterol

I+I+

Figure 13 : Mécanisme de survie a un traitement pa rtriazolés (46)

De plus, il a été montré sur des souches de Candida albicans a résistance
élevée aux azolés, que de multiples mécanismes agiraient de facon concomitante
dans 75% des cas de résistance (50): 85% des levures surexprimaient des génes
codant pour les pompes a efflux, 65% avait une mutation du géne ERG11 codant
pour la lanosterol alpha déméthylase et 35% avaient une surexpression de ce méme

gene.
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4. Effet post-antifongique

L’effet post-antifongique est communément défini comme le temps nécessaire
a la cellule fongique pour récupérer de lésions produites par une bréeve exposition a
un produit antifongique. Elle est usuellement évaluée en mesurant I'aptitude des
cellules fongiques a croitre et se multiplier en fonction du temps. La Figure 14 a illustre
I'effet post-antifongiqgue du Voriconazole sur des souches d’Aspergillus fumigatus
aprés une exposition de 2h a 35°C a différentes concentrations de I'azolé.
Contrairement a I’Amphotéricine, le Voriconazole ne posséde pas d'effet post-

antifongique (Figure 14 b) (51).

5000 )
® 0 mg/l
4000 O 1 mg/L
v 2 mg/L.
v 4 mg/L
B 8 mg/L
3000 - O 16 mg/L

PAFE+5.D. (h)

)
e Antifungal drug?®  A. fumigatus (n= 5 C. albicans 90028¢
2000
Amphotericin B 7.5+0.70 53+1.15
Itraconazole 0.5+0.0 <0.5
Voriconazole 0.5+0.0 <0.5
1000 Posaconazole 0.75+£0.35 <0.5
Ravuconazole 038+0.17 <0.5
Caspofungin <0.5 5.6+0.57
Micafungin =<0.5 50£1.0

0 2 4 6 8 10
Time of recovery (h)

a) b)
Figure 14 : Effet post-antifongique a) a différente s doses de Voriconazole b) quantifié sur
Aspergillus ou Candida (51)

Cette molécule a un pouvoir essentiellement fongistatique. Par conséquent, a
I'arrét de I'exposition bréve de 'agent, les cellules fongiques se remettent a proliférer
sans avoir a réparer les Iésions intracellulaires. En effet, un temps d’exposition aussi
limité que 2h ne permet pas d’aboutir a une déplétion importante en ergostérol dans

la cellule.
En définitive, la classe thérapeutique entiere des triazolés ne possede pas

d’effet post-antifongique et a besoin d’'un temps d’exposition suffisamment long pour

gue l'effet antifongique puisse étre mesurable.
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5. Etudes de l'activité du Voriconazole en combinai son avec

différents antifongiques

Dans les services cliniques, I'administration de bithérapie antifongique hors
AMM est une pratique courante. On peut argumenter ce genre d'utilisation par des
études faites in vitro ou sur I'animal mesurant le bénéfice de différentes bithérapies

par rapport aux monothérapies (52-55) (Figure 15).
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Figure 15 : Mesure de la prolifération fongique dan s le rein et le cerveau de souris traitées par
Amphotéricine B, Micafongine, Caspofongine ou Voric onazole en monothérapie ou en

association (54)

Les études de MacCallum et al. (53) et Clemons et al (54), réalisées
respectivement sur des cobayes et souris immunodéprimés puis infectés, présentent
la survie des rongeurs sous monothérapie ou bithérapie associant 'Amphotéricine B
et/ou Caspofongine ainsi qu’un autre antifongique (Figure 16, Tableau 6). Les
bithérapies ont conduit a une diminution significative des charges fongiques
tissulaires (cerveau et rein) des rongeurs infectés (53, 54) (Figure 15). L'association
Amphotéricine B et Voriconazole a amélioré significativement la médiane de survie
des animaux infectés (Figure 16). L'étude a montré également qu'un schéma
thérapeutiqgue composé d'une monothérapie de 3 jours d’Amphotéricine suivie par un

relais de 7 jours par Voriconazole semble étre plus efficace que chaque
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monothérapie utilisée de facon continue et indépendante (Figure 16). L'exploration
des bithérapies et/ou modification de schéma thérapeutique de prise en charge des
infections fongiques nécessitent des travaux complémentaires et une réévaluation
des pratiques cliniques. Tres recemment, Candoni et al. (55) ont montré I'utilité et la

puissance de la bithérapie chez des patients ayant une probable infection fongique

invasive.
AmBi and VCZ
IHE}L l + —a— AmBI+VCE
E’ i u— ® —8— AmBi3d)+VCZA 7d)
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Figure 16 : Courbe de survie des souris aprés admin istration d’Amphotéricine B, Voriconazole

ou association Amphotéricine B et Voriconazole (54)

Tableau 6 : Temps de survie et charge fongique dans le tissu rénal (53)

Challenge dose et Survival time (days) Kidney burden
{conidia/g) ) " Mean = SD Madian (mean = SD)*
10 Placebo 10 2806 3 6.1 =08
Caspofungin, 1 mg/kg 12 56249 3 46 = 1.0
Voriconazole. 1 mg/kg 12 43=34 3 55+09
Caspofungin + voriconazole 12 88 =68 3 48+ 1.0
107 Placebo 10 3507 3 3604
Caspofungin, 1 mg/kg 12 6.5 =46 5 4704
Voriconazole, 1 mg/kg 10 8768 4 46 0.6
Caspofungin + voriconazole 12 12.7+75 fi 4303

“ Measured at lime of demise and expressed as log,, conidial equivalents per gram of tissue.
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C. Propriétés pharmacocinétiques

Nous avons vu précédemment que la syntheése de nouvelles générations
d'azolés a été motivée par I'émergence de résistance en particulier vis-a-vis du
Fluconazole. L'ltraconazole a prouvé dans plusieurs études son large spectre
d'action, néanmoins sa pharmacocinétique peu avantageuse (effet de premier
passage hépatique, fortes interactions médicamenteuses via les CYP3A4) n'en font
pas un triazolé de choix (Tableau 7). Parmi les nouveaux azolés, le Voriconazole sort
son épingle du jeu grace d'une part a son large spectre et d'autre part a une

pharmacocinétique plus adaptée a des populations polymédicamentées (Tableau 7).

Tableau 7 : Caractéristiques pharmacocinétiques des antifongiques azolés (56)

Fluconazole Itraconazole Voriconazole Posaconazole
Métabolisation (%) 10-25 95 95 20-25
Premier passage hépatique 0 +++ + 0
Pourcentage de liaison aux protéines 10-15 99 55-60 99
Pourcentage élimination rénale 70-90 <5 <5 15
T\n (heures) 30-35 34.72 6 25
Délai d’équilibration (jours) 6-10 I4-15 I-5 5-7

Toutefois et malgré les avantages évoqués, le Voriconazole est un
médicament ayant une forte variabilité inter- et intra-individuelle des concentrations
résiduelles et surtout une pharmacocinétique non linéaire. La concentration
plasmatique en Voriconazole n’est donc pas proportionnelle a la dose administrée
(Figure 17) (57).

14.00 |
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Figure 17 : Corrélation entre la dose de Voriconazo le et les concentrations résiduelles (57)
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1. Chez les sujets sains
a) Absorption
Le Voriconazole est un médicament ayant une forte biodisponibilité par voie

orale (VO) (96%) et ceci est largement lié a la lipophile de la molécule (58)
(Figure 18).

=

Voriconazole (nmol/L)
un

Time (h)

Figure 18 : Profil pharmacocinétique du Voriconazol € en une prise par voie orale (cercle vide),

par voie intraveineuse (cercle plein) (59)

Le Voriconazole est métabolisé en partie par le CYP2C19 présent dans la
paroi intestinale et hépatique. La biotransformation intestinale, également définie
comme effet de premier passage intestinal, reste faible mais néanmoins présente.
Le cytochrome CYP2C19 présente un polymorphisme génétique avec 3 sous-types
de métaboliseurs dans la population générale (lent, rapide, ultra rapide). Toutefois,
'étude de Scholz et al. (59) n'a montré aucune différence significative de la
biodisponibilité orale entre les 3 sous-types de métaboliseurs (Figure 19). Une
tendance a l'augmentation de I'absorption orale est tout de méme observée chez les

meétaboliseurs lents. Globalement, la biodisponibilité orale varie entre 60 et 100%.
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Figure 19 : Biodisponibilité orale du Voriconazole chez des métaboliseurs lents, rapides et

ultra-rapides (59)

Han et al. (60) ont étudié le cas particulier de la biodisponibilité orale du
Voriconazole dans une population de transplantés pulmonaires ayant ou non la
mucoviscidose. Cette pathologie génétique associe un exces de production de
mucus dans les voies aériennes mais également une fibrose du pancréas a l'origine
d'une malabsorption intestinale. Hal et al ont montré que la biodisponibilité orale du
Voriconazole est significativement diminuée chez les patients mucoviscidosiques
(Figure 20).
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Figure 20 : Evolution de la Biodisponibilité du Voriconazole a u cours du temps en post- greffe

pulmonaire chez des patients mucoviscidosiques (lig nes hachées) ou non (lignes pleines)  (60)

La forte biodisponibilité orale de cet antifongique peut étre diminuée, parfois
de 22%, par la prise concomitante de nourriture (11) (Figure 21). Il est donc
recommandé de ne pas donner de repas pendant et immédiatement aprés

I'administration orale du Voriconazole.
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Figure 21 : Concentrations plasmatiques du Voricona  zole administré par voie orale chez des

patients a jeun ou aprés un repas (11)

Pour conclure, le Voriconazole possede une bonne biodisponibilité orale avec
deux facteurs limitants : un phénomene de premier passage intestinal/hépatique et

une modification de son absorption avec la prise alimentaire.
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b) Distribution

Le Voriconazole est une molécule plutét lipophile ce qui en fait un médicament
avec un volume de distribution élevé (4,6 L/kg) (20). Ses propriétés physico-
chimiques lui conférent également une capacité a se lier aux protéines plasmatiques
(albumine) avec un taux de 58% (20).

De facon générale, il est difficile de connaitre la distribution d'un médicament
dans le corps humain car, pour cela, il faut avoir accés a des prélevements effectués
dans différents tissus ou organes. Toutefois, une étude effectuée sur des
échantillons provenant d'autopsies de huit patients sous Voriconazole a permis

d’explorer la distribution du médicament (61) (Tableau 8).

Tableau 8 : Mesure des concentrations totales en Vo  riconazole dans les intestins, le cerveau,

le foie, la rate, les reins et le myocarde chez 8 p  atients autopsiés (61)

VRC concn (pg/ml) in®:
Patient

Lung Brain Liver Spleen Kidney Myocardium

1* 0.74 (0.72-0.76) <025 2.14 (1.86-2.42) 1.31 (1.29-1.34) 1.97 (1.69-2.26) <0.25

2 4.44 (3.64-5.20) 1.67 (1.38-2.06) 6.28 (6.22-6.34) 5.93 h 05 (5.99-6.10) 2.04 (1.96-2.13)

3 6.57 (6.12-6.78) 6.54 (5.77-6.93) 19.83 (19.58-20.08)  5.72 (5.60-5.84) 85 (4.83-4.92) 7.55 (6.53-8.57)

4 1.98 (1.47-2.04) 3.36 (3.08-3.56) 4.21 (3.67-4.76) 2.95(2.92-2.99) h 89 (6.84-6.93) 244 (2.27-2.62)

5 5.94 (4.14-7.86) 227 (2.25-3.79) 8.69 (7.44-9.95) 222 (222-2.22) 2.89 (2.76-3.02) 3.17(3.10-3.23)

6 6.59 (4.74-9.38) 2,72 (2.57-3.35) 2.98 (2.83-3.12) 6.10 (5.46-6.74) 8.89 (8.64-9.13) 13.47 (13.11-13.84)
7 20.26 (19.82-20.87) 27.72 (26.78-34.70)  35.53 (35.04-36.03) 18.73 (17.98-19.47) 13.58 (11.10-16.05) 25.79 (25.54-26.05)
8 1368 (12.04-15.07) 20,09 (17.43-23.13 40,04 (37.7742.31) 14.27(13.71-14.83)  14.81 (13.55-16.08)  19.85 (19.53-20.18)
Median 6.26 341 6.89 3.60 6.47 1.55
Interquartile 1.817 16.72 24.16 11.49 6.19 16.91

range

“ Shown are median VRC concentrations (with ranges in parentheses). Multiple sampling was performed from different sites as follows: lung, four samples (upper
and lower lobe, left and right); brain, five samples (cortex, hippocampus, nucleus caudatus, medulla oblongata, and cerebellum); liver, two samples from different sites;
spleen, two samples from different sites; kidney, two samples (left and right); and myocardium, two samples (ventricular septum and anterior wall).

b Patient 1 received only a single dose of VRC.

Méme s'il existe des divergences inter-especes dans la pharmacocinétique

d'une molécule, I'étude de la distribution d’'un médicament chez les especes
animales est pertinente d’autant plus que les anti-infectieux sont également utilisés
dans la Médecine Vétérinaire. Nous avons vu précédemment que le Voriconazole
semble se distribuer de facon plus ou moins uniforme dans les organes clés
humains. Chez le cheval ayant un traitement a I'équilibre, la distribution de l'azolé a
montré une forte pénétration dans les alvéoles pulmonaires, un atout considérable

dans le traitement des aspergilloses (62) (Tableau 9).
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Tableau 9 : Mesure des concentrations totales en Vo  riconazole dans différents tissus équins
apres 7 jours et 14 jours de traitement. Ratio des concentrations totales en Voriconazole de
chaque tissu par rapport aux concentrations totales plasmatiques chez des chevaux aprés 7 et

14 jours de traitement (62)

Difference between

Day 7 Day 14 days 7 and 14
Mean (pg/mlLj) s5D Mean (pg/ml) sD P value
Aqueous humor (.55 (0.79) 0.32 (.68 ((L67) .13 0.21
Cerebrospinal fluid (.62 (0).88) (126 (.64 (0.43) 0.21 (.89
Peritoneal fluid (.61 (NC) 0.22 1.02 {NC) 0.27 .42
Synovial fuid (.70 (0.77) ()2 (.86 ((L73) (.25 .09
Urine 1.83 (1.54) .44 3.34 (1.57) 217 0.15
Plasma 1.47 {2.52) 0.63 1,63 (1.72) (.37 ().88
—» EIF 7945 (140.8) 694 47.76 (113.1) 454 0.63

BAL cell pellet 0.003 (0.015) (L0006  0.002 (0.007) (.03 .22

The horse which received oral tablets is shown in parenthesis.

Difference between

Day 7 Day 14 days 7 and 14
Ratios Mean 5D Mean sD P value
Agqueous humor/plasma (.38 (0.46) 0.13 (.45 (0.41) 0.07 .39
Cerebrospinal/Plasma (143 (0.51) (.08 .42 (0.26) 012 0.25
Peritoneal fluid/plasma (.54 (NC) 0.11 (.64 (NC) 0.13 .49
Synovial fluid/plasma (.51 (00.45) (.07 (.59 (().45) 0.23 0.33
Urine/plasma 1.33 (0.61) .97 1.93 (0.92) 0.87 0.19

The horse which received oral tablets is shown in parenthesis.

ELF: Liquide épithelial alvéolaire

c) Métabolisme

Comme l'illustre le Tableau 10, le Voriconazole est principalement métabolisé
par le cytochrome 2C19 et faiblement métabolisé par les CYP3A4 et CYP2C8/9. Ces
principaux meétabolites sont le Voriconazole-N-oxyde et I'Hydroxy-Voriconazole
conduisant lui-méme au Dihydroxy-Voriconazole ; ces deux derniéres molécules
subissant une glucurono-conjugaison par la suite (59) (Figure 22). Il a été évoqué
précédemment l'existence d'un polymorphisme génétiqgue du CYP2C19 divisant la
population en 3 sous-types de métaboliseurs : les métaboliseurs lents, rapides, et
ultra rapides (8). A titre d'exemple, 15 a 20% de la population asiatique et 3 a 5% de

la population caucasienne sont des métaboliseurs lents (63).
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Tableau 10 : Principales interactions entre les azo  1és et le cytochrome 3A4, 2C8/9 et 2C19 (56)

CYP3A4 CYP2C8/9 CYP2CI19

Inhibiteur Substrat Inhibiteur Substrat Inhibiteur Substrat
Fluconazole ++ ++ + +
Itraconazole +++ +++ +
Voriconazole + + ++ + ++ R
Posaconazole ++

+: faible; ++: modéré ; +++ : important.

i N Voriconazole

OH-voriconazole

13
Voriconazole-
N-oxide

Figure 22 : Voies métaboliques du Voriconazole (59)

Plusieurs études pharmacocinétiques ont rapporté que le polymorphisme
génétique du CYP2C19 contribuait largement a la variabilité inter-individuelle des
parametres pharmacocinétiques (8, 64). En effet, en observant les concentrations
plasmatiques de Voriconazole chez les trois sous-types de métaboliseurs, il existe
une accumulation du médicament dans le compartiment sanguin des métaboliseurs
lents (65) (Figure 23). A l'inverse, les métaboliseurs ultra-rapides, a cause de leur
systeme d’élimination tres performant, peuvent étre sujets a des sous-dosages

conduisant a une inefficacité thérapeutique.
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Figure 23: Evolution des concentrations plasmatiqu es du Voriconazole chez des

métaboliseurs lents (PM), rapides (HEM) et ultra-ra  pides (EM) au cours du temps (65)

En étudiant in vitro, sur microsomes hépatiques, le métabolisme du
Voriconazole, Yanni et al. (66) ont mesuré la clairance intrinseque (Cliy;
2,9mL/min/kg) puis estimé la clairance hépatiqgue (Cl,) du Voriconazole chez
’Homme (2,0 mL/min/kg) (66).

En prenant I'exemple d’'un patient de 70 kg, le produit des parametres fu et
Clint (0,4 x 203 mL/min = 81.2 mL/min) est trés inférieur a la valeur du débit sanguin
hépatique (1500 mL/min pour un patient de 70 kg). En négligeant le produit de fu et
Cliy au dénominateur de 'Equation 1 et en simplifiant cette équation, on démontre

que la Cl, dépend de fu et de Cli,; pour le Voriconazole (Equation 2).

Equation 1: Calcul de la clairance hépatique (67)

Qp * fu * Clipy
{L‘lh L [,}r” * ( 1"rr.'Lf )

'{-r‘?h -

Cly: clairance hépatique (mL/min), Qy: débit sanguin hépatique (mL/min), fu: fraction libre, Cly :
clairance intrinseque (mL/min)
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Equation 2 : Simplification du calcul de la clairance hépatiqu e

G'Fh — f” * C'Fz'm

Cly: clairance hépatique (mL/min), fu: fraction libre, Cl : clairance intrinséque (mL/min)

En regle générale, lorsque le foie extrait faiblement un médicament (E;, < 0,3),
I'élimination hépatique dépend de la fraction libre du médicament et de la clairance
intrinséque (Equation 2). Ceci est le cas du Voriconazole pour lequel le coefficient
d'extraction hépatique (E;) est de 0,05 pour un homme de 70 kg (81.2 mL/min /
1500mL/min = 0.05).

Equation 3 : Calcul du coefficient d'extraction hépatique (E ) (67)

C'ly,
Qn

Ey =

En: coefficient d'extraction hépatique, Cly: clairance hépatique (mL/min), Qy: débit sanguin hépatique

(mL/min)

d) Excrétion

Le Voriconazole étant éliminé principalement par métabolisme hépatique,
moins de 2% de la dose sont excrétés sous forme inchangée dans les urines.
Environ 78% de la dose sont excrétés dans les urines les 5 jours suivant
l'administration et environ 22% sont éliminés dans les matieres fécales. En effet, les
hydroxylations et glucurono-conjugaisons aboutissent a la formation de métabolites

hydrophiles facilement éliminés par excrétion rénale (Tableau 11).

Le Tableau 11 regroupe les valeurs de clairance rénale du Voriconazole et de
ses métabolites chez les trois sous-types de métaboliseurs. La clairance rénale du
Voriconazole est faible, toujours inférieure a 4 mL/min, sans différence significative
entre les 3 génotypes. Les deux métabolites hydroxylés ont des clairances rénales

largement plus élevées que celle du Voriconazole.
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Tableau 11 : Clairance rénale du Voriconazole et de ses métabolites chez des métaboliseurs

lents, rapides et ultra-rapides apres une administr  ation par voie orale ou intraveineuse (59)

Clz (ml min) Clg (ml min)
L. oral
Mean Mean
EM (n=38)
Voriconazole 23 1.3 19 0E
Vorconazole-MN-oxlde 6.4 5.0 Lt 24
OH-voriconazole 145 4.5 186 753
DIOH-voriconazole 392 133 76 183
HEM (n = &)
Voriconazole 1.8 0.6 14 7
Viorlconazola-M-oxlde 11.4 83 12.6° ga
OH-voriconazole 2657 6.7 270 126
DIOH-voriconazole A2 165 AE0 160
PM (m = 4)
Viorlconazole 14 04 13 04
Vorconazole-N-oxlde 11.4 55 10.9 E.1
OH-voriconazole 37k 264 306 0.7
DIOH-voriconazole 435 106 493 123

Apres administration par VO et parentérale, le principal métabolite détecté
dans les urines est le di-OH-Voriconazole (et son conjugué) s'élevant a 13% de la

dose de Voriconazole administrée.

Toutefois, la clairance et la clairance apparente du Voriconazole (incluant les
métabolites) déterminées par voies IV et VO respectivement, sont significativement
plus élevées chez les métaboliseurs ultra-rapides (Figure 24) du fait d’une formation

plus rapide de dérivés hydrophiles.
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Figure 24: Mesure de la clairance et de clairance apparente du Voriconazole apres
administration intraveineuse ou orale chez des méta boliseurs lents, rapides et

ultra-rapides (59)

La demi-vie d'élimination du Voriconazole dépend de la dose administrée et
est d'environ 6 heures pour une dose de 200 mg (voie orale). Le profil
pharmacocinétique étant non linéaire, la demi-vie d'élimination ne permet de prévoir

ni I'accumulation, ni I'élimination du Voriconazole.

2. Chez le patient

a) Insuffisant rénal

Selon le résumé des caractéristiques du produit (RCP), l'insuffisance rénale
n'‘a aucun impact sur la pharmacocinétique du Voriconazole et ne nécessite pas de
réduction de posologie lorsqu'il est administré par voie orale. Par voie intraveineuse,
le Voriconazole est associé a un excipient, la cyclodextrine (sulfobutylether-
cyclodextrine), afin d'améliorer sa solubilité (68). Il a été montré que cette molécule
s'accumule chez les patients présentant une insuffisance rénale modérée (clairance
de la créatinine < 50 mL/min) (Figure 25) (69, 70). Il est donc recommandé d'utiliser

de facon préférentielle la voie orale chez les patients ayant une altération de la
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fonction rénale bien que la cyclodextrine ne soit pas considérée comme toxique ou
irritante (69-72).

1000 -
900 A
800
700 - <5 mL/min
600
500 A
400
300 A
200 A

=R AR o

CLCI‘EH

40 mL/min

SBECD Concentration (mg/L)

0
0

Time (h)

Figure 25 : Accumulation de la cyclodextrine (SBECD ) au cours du temps chez des patients

ayant une insuffisance rénale (69)

b) Insuffisant hépatique

Peu de données sont disponibles sur la pharmacocinétique du Voriconazole
chez des patients ayant des atteintes hépatiques. Compte tenu de l'importance du
meétabolisme hépatique du Voriconazole, il est recommandé de réduire la posologie
chez les patients atteints de maladies chroniques du foie (hépatite chronique, fibrose
hépatique, cirrhose hépatique...). Les patients atteints de cirrhose (Child-Pugh
classes A et B) doivent recevoir la moitié de la dose d'entretien précédée d’'une dose

de charge standard (73).

c) En pédiatrie

Le Voriconazole peut étre prescrit chez les enfants de plus de 2 ans. Une
étude de pharmacocinétique de population du Voriconazole administré par voie
intraveineuse (3 mg/kg ou 4 mg/kg ; dose unique ou multiple) a été réalisée chez 35

enfants immunodéprimés (2-11 ans) (74). Le Voriconazole présente une
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pharmacocinétique linéaire entre 3 et 4 mg/kg avec une demi-vie d’élimination de
7,5h et une clairance de 6,7 mL/min/kg, contrastant ainsi avec les données obtenues
chez l'adulte. Cette pharmacocinétique linéaire du Voriconazole est en partie
expliquée par un systeme de meétabolisation hépatique plus performant chez les
enfants. Des travaux réalisés in vitro portant sur l'activité des enzymes hépatiques
ont montré une synthése plus importante de Voriconazole-N-oxyde chez les jeunes
patients (66) (Figure 26). En outre, I'administration d'une dose de 4 mg/kg par voie
intraveineuse a révelé une clairance du Voriconazole inférieure chez les adultes en
bonne santé par rapport a celle obtenue chez les enfants. Néanmoins, aucune
adaptation de la dose IV du Voriconazole n'est préconisée en utilisation pédiatrique
et reste identique a celle de l'adulte. Cela suppose que les jeunes patients sont

majoritairement sous dosés en Voriconazole.
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Figure 26 : Formation du Voriconazole N-oxyde en fo nction de la concentration en
Voriconazole chez I'adulte (moyenne de 38 ans allan t de 20 a 58 ans), et I'enfant (moyenne de
4ans allant de 2 a 8 ans) (66)

d) Patient obése

Nous avons vu précédemment que la Voriconazole est une molécule avec des
noyaux aromatiques apolaires caractérisée par une forte lipophilie suggérant une

distribution plus importante chez les personnes obeses.
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Koselke et al. (75) ont mesuré les concentrations totales a I'état d’équilibre
chez des patients ayant un Indice de Masse Corporelle (IMC) normal (18,5 -
24,9kg/m2) ou élevé (>35 kg/m?) aprés une administration de 4 mg/kg de
Voriconazole. Les patients avec un IMC élevé ont eu des concentrations totales
plasmatiques résiduelles (6,2 mg/L en moyenne) au-dela du seuil de toxicité fixé
dans cette publication (5,5 mg/L) (13). Néanmoins ces patients n'ont pas développé
de neurotoxicité ou d’hépatotoxicite.

Tableau 12 : Concentrations totales résiduelles du Voriconazole dans une population de sujets

non obeses (IMC entre 18,5 et 24,9 kg/m2) et obéses
4mg/kg (75)

(IMC > 35 kg/m2) aprés administration de

Korrnal weesght: BM] Ohese- BM] =35 (=21} Dhege: BM] =3% (=11}
185-F59 (n=&k) actisdl hody s \._':"Il el body '.r.--."u._‘;"ll
Concentration (mgiLl, 154+ 286 2B-42 624208 53-7.2 395+2E81,2.1-58 i3 32,2 2
mean+ 50, 95% C1
Subtherapeutic 22 (33} 1 {5} 1027 2 (200
(=22 mgilL], r (%)
Iherapeubic 35 (500 & {29 3 145) B (B0
id=55 |"’|:_:.'I b M)
SLpratherape Ui 11 11/} 14 by 1 4F) i
(=5.5 mgiL}, n (%)
Meurotogicity, n (%) 10 {15} 4 {19 2018 1010
Liver towaciby, m (%) & [B) 1 {5} 1 [9) Q
P walue <005 for normal-weight patients wersus obese patients receving wariconazole based on actual body weight

Toutefois, il semble raisonnable de surveiller de prés les patients obeses
traités par du Voriconazole en déterminant la concentration résiduelle et en

surveillant la survenue de tout évenement indésirable.

D. Interactions médicamenteuses

1. Effet

médicaments associés

du Voriconazole sur la pharmacocinétique d es

La classe des médicaments antifongiques azolés présente un risque élevé

d'interactions médicamenteuses les

impliquant les cytochromes P450 et/ou
transporteurs d'efflux (P-glycoprotéine). En tant qu'inhibiteurs du CYP3A4, les azolés

sont a l'origine d'interactions modérées a sévéres avec les immunosuppresseurs tels
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gue les inhibiteurs de la calcineurine (Ciclosporine et Tacrolimus) et du signal de
prolifération (Sirolimus et Everolimus), et les anticoagulants oraux (Tableau 13 et 14),
induisant des risques non négligeables en termes d’effets indésirables.

Tableau 13: Interactions médicamenteuses communes au Voriconazole, Itraconazole,
Fluconazole, Posaconazole (76)

Interactions communes au voriconazole-itraconazole-fluconazole- posaconazole

Association Conséquences Mesures

+ cisapride Risque torsade de pointes Cl

+ pimozide

+ halofantrine Risque torsade de pointes Déconseillée
+ dérivés de l'ergot de seigle (ergotamine, risque d'ergotisme cl

Gynergene”), dihydroergotamine
(Diergospray”, Ikaran®, Seglor”, Tamik™)

+ ciclosporine, tacrolimus t [c] immunosuppresseurs PE monitorage de la [c]
de limmunosuppresseur

Itraconazole + tacrolimus : t [c] immunosuppresseurs et 1 créatininemie Déconseillée

Phénytoine :+ voriconazole ou \ [c] vorico et itraconazole+ t [c] de phenytoine Déconseillée

+ l'itraconazole le ou + posaconazole

Phéenytoine + fluconazole t [c] de phénytoine PE monitorage de la [c]

de la phénytoine

Tableau 14 : Interactions médicamenteuses propresa  u Voriconazole (76)

Interactions propres au voriconazole

Association Conséquence Mesure

+ quinidine Torsades de pointe Cl

+ sirolimus t 1 [c] sirolimus Cl

+efavirenz ou + névirapine | efficacité voriconazole Déconseille

+ Phénobarbital ou + primidone i [c] et efficacité de l'antifongique Cl

+ rifabutine 4 [c] antifongique PE adaptation posologie voriconazole

+ rifampicine i [c] voriconazole Cl

+ sulfamides hypoglycémiants (t effet hypoglycémiant) PE surveillance glycémie et adaptation
posologie sulfamide

+ anticoagulants oraux t effet anticoagulant PE surveillance TP et I'INR

+ carbamazeépine t [c] carbamazépine cl

+ interactions communes voriconazole, fluconazole, itraconazole, posaconazole (Tableau 3)

Les interactions médicamenteuses entre le Voriconazole et les autres
médicaments de l'ordonnance sont un enjeu majeur. En effet, dans un contexte
d'utilisation principalement liee a I'immunosuppression, il n'est pas envisageable de
modifier le traitement au long cours associés au Voriconazole (antirétroviraux,
immunosuppresseurs, chimiothérapies...). Il est donc nécessaire de maitriser ces
interactions. Ceci a conduit a la mise en place de protocoles, tout particulierement
au Queébec (77). A titre d’'exemple, il est recommandé d’augmenter d’emblée la dose

de Maraviroc a 300 mg deux fois par jour lorsqu’il est co-administré au Voriconazole.
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2. Effet des médicaments associés sur la pharmacoci  nétique du

Voriconazole

Ces interactions basées sur l'inhibition compétitives des cytochromes ne sont
pas toujours néfastes, bien au contraire. Une étude a montré l'intérét d'administrer le
Voriconazole avec 'Oméprazole (substrat du CYP2C19) sur une cohorte de patients.
L’'Oméprazole appartient a la classe thérapeutique des inhibiteurs de pompe a proton
utilisés dans le traitement des atteintes de I'appareil gastro-cesophagien. A long
terme, l'aire sous la courbe des concentrations dans le temps (ASC) du Voriconazole
chez les patients ayant pris de I'Oméprazole a été significativement plus élevée (78)
(Figure 27).

1200 ~ —0— Vorconazole + omeprazole
O —— Vonconazole + placebo

O -~
O

200 - i T "
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I
)
5]
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nconazole ¢
—

200 |/

Plasrra vo

Figure 27 : Concentrations plasmatiques totales de Voriconazole avec ou sans association a

'Oméprazole (78)

Cette compétition au niveau du cytochrome 2C19 a d'ailleurs été publiée dans
un case report intitulé « Utilization of Omeprazole To Augment Subtherapeutic
Voriconazole Concentrations for Treatment of Aspergillus Infections » (79) et a fait
I'objet d'un protocole a Dallas (Etats-Unis) dans le but d'augmenter I'exposition au
Voriconazole chez wun patient ayant des concentrations plasmatiques

subthérapeutiques avec la dose maximale.
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ll. Suivi thérapeutique pharmacologique

A. Généralités

Le suivi thérapeutigue pharmacologique (STP) consiste a doser les

concentrations le plus souvent sanguines ou plasmatiques/sériques d’un
meédicament afin d’ajuster la dose administrée a chaque individu. Pour un certain
nombre de médicaments, la méme dose administrée a deux patients ne conduit pas
aux mémes concentrations circulantes avec pour conséquences des effets
thérapeutiques et/ou indésirables différents. Ainsi le STP a pour but de diminuer le
taux d’échec thérapeutique lié a une exposition insuffisante et de diminuer la
fréquence des effets indésirables et/ou toxiques des médicaments liés a une
exposition excessive. Le Tableau 15 récapitule les situations cliniques qui motivent la

mise en place d'un STP pour un patient.

Tableau 15 : Situations motivant le recours aundo  sage sanguin de médicament (80)

Situation

Réponse Insufflsante

au traitement
Suspicion de toxicité
Manifestations clinigues
ambigués

Dysfonction d'organe

Interaction médicamenteuse

Vérification de I"adéquation
d'une posologle

Economie de médicament

Contrdle de la compllance

Recherche clinique

Objectif

Distinguer entre résistance pharmacologique (concentration suffisanta)
appelant un changement de traitement, et défaut d'exposition
{concentration insuffisante) appelant une adaptation posologique

Confirmer le diagnostic dintoxication (involontatre ou volontalre) et
au besoin adapter a posologle

Distinguer entre réponse Insuffisante ou woxicitd

Prévenir les conséquences sur Imprégnation médicamenteuse en
adaptant la posologie

Prévenir les conséquences en adaptant la posologie

Viser une concentration cible en 'absence de moyen efficace de
détection de dérive dangereuse des concentrations (inefficacité
ol toxdcitd)

Limiter 4 Findispensable fa prescription d'un prodult cher ou disponible
en falble quantité

Peu adéquat ! Faible sensibilité du TDM pour [ non-obsarvance. Taux
trés bas ou non détectables permettent d'évoquer un probleme de
prise médicamenteuse. Pratique du TDM favorisant Madhérence !

Mesure des taux et détermination des relations dose-concentration-
réponse hautement souhaitabies dans le développement de nouveaux
médicaments

Exemple
Crises convulsives survanant malgré un
traltement antiéplleptique

Survenue de sympiomes gastro-intestinaun
sous digoxing

Augmentation de créatinine chez un graffé
rénal sous ciclosporine

Adaptation de la dose de gentamicine
en rapport avec k fonctlon rénale

Sulyl des antrétroviraux chez un patient
WIH recevant da la rifampicine

Sulyl de la ciclosporine ou du acrolimus
chez les transplantés

Contrale d'un facteur de coagulation chez
Fhemophile substitué

Concentration indécectable d'ant-
rétroviraux chez un patient ViH avec une
virémize non contrilée

Etude prospective d'un nouvel ant-
cancéreu du groupe des Inhibiteurs des
tyrosine-kinases

55



Le suivi thérapeutique pharmacologique est un exercice clinique pertinent

lorsqu’un médicament répond a cing critéeres (80) :

v Existence d’'une corrélation entre la concentration
sanguine/plasmatique/sériqgue du meédicament et a) linefficacité et/ou b) la
toxicité ;

v' Grande variabilité inter-individuelle et faible variabilité intra-individuelle des
parametres pharmacocinétiques ;

v' Faible index thérapeutique ;

<\

Efficacité/toxicité du médicament difficile a évaluer cliniquement ;
v' Concentrations sanguines/plasmatiques/sériqgues du médicament facilement
quantifiables par une méthode analytique fiable, facile a mettre en ceuvre et

peu codteuse.

Pour une grande majorité de médicaments, la détermination de la concentration
résiduelle (et/ou maximale), comparée a l'intervalle thérapeutique, permet d’adapter
la posologie si besoin. A titre d’exemple, la concentration de Digoxine, glycoside
cardiotonique indiqué dans linsuffisance cardiaque et les troubles du rythme
supraventriculaires, doit se situer entre 0,6 et 1,2 ng/mL selon les recommandations
de I'ESC (European Society of Cardiology) (81). Pour d’autre molécules telles que
les immunosuppresseurs, de nombreux modéles pharmacocinétiques de population
permettent, avec un nombre restreint de préléevements sanguins, de déterminer
'exposition ASC du patient au médicament, adapter sa posologie selon l'index
thérapeutique validé cliniquement et enfin expliquer, par le biais de facteurs appelés
co-variables, la variabilité inter-individuelle des parametres pharmcocinétiques. A titre
d’exemple, le temps post-greffe est une co-variable explicative pour I'adaptation des
posologies de la Ciclosporine, de I'Acide Mycophénolique et du Tacrolimus (Figure
28) (82).
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Habituellement, le STP basé sur des modeles de pharmacocinétique de
population permettent une meilleure adaptation de posologie car ils permettent une
estimation de I'ASC qui représente le marqueur d’exposition par excellence
contrairement aux concentrations isolées (concentration résiduelle, concentration au

pic...) qui restent des marqueurs indirects mais bien évidemment plus pratiques.

A titre d’exemple, Mahalati et al. ont mis en évidence sur 156 patients ayant subi
une greffe rénale que les concentrations résiduelles (Cr) en Ciclosporine étaient
reliées a la néphrotoxicité de ce médicament mais ne |'étaient pas avec le rejet aigu
de greffe (83). lls ont également mesuré les ASC entre 0 et 4h et entre 0 et 12h, et
contrairement a la Cr, les auteurs ont trouvé une corrélation entre ASC de la

Ciclosporine et le rejet aigue mais aussi la néphrotoxicité (84).

Bien que pour la plupart des cytotoxiques, I'ASC soit mieux corrélée a la
pharmacodynamie que des concentrations isolées, le STP est pourtant rarement
réalisé et ce pour des raisons pratiques (exposition courte a I'anticancéreux au cours
d’'une cure de plusieurs semaines). Toutefois dans certaines cures de chimiothérapie
a haute dose, le monitoring de 'ASC apparait comme étant indispensable afin de
proposer aux cliniciens des posologies d’anticancéreux adaptées a chaque patient.
C’est dans ce cadre qu’une estimation de 'ASC du Carboplatine et une proposition
d’adaptation des posologies a partir de trois temps de préléevements chez des
patients présentant une tumeur des cellules germinales a mauvais pronostique a
monté une amélioration de la courbe de survie et une diminution de la toxicité de

'agent anticancéreux (85).

B. Relations pharmacocinétiques-pharmacodynamiques
basées sur la concentration plasmatique totale du

Voriconazole

Le Voriconazole est un médicament qui ne répond pas complétement aux
critéres précédemment cités justifiant la mise en place d’un STP. Néanmoins, la forte

variabilité inter-individuelle des concentrations résiduelles ainsi que la gravité des

58



pathologies traitées aboutissent a une nécessité d'un STP (17). Le Voriconazole
présente une pharmacocinétiqgue non linéaire (modéle de Michaelis-Menten), ce qui
représente un défi pour un ajustement précis de la posologie dans la pratique
clinigue. Comme nous l'avons indiqué précédemment, sa variabilité inter-individuelle
est liee a différents facteurs : co-administrations médicamenteuses, polymorphisme
génétique du CYP2C19, prise alimentaire, état physiopathologique du patient. Au
cours des cing dernieres années, des études ont permis de démontrer I'importance
du STP du Voriconazole afin d'optimiser l'efficacité et de réduire la toxicité (17)
(Tableau 16).

Tableau 16 : Réponse au traitement chez des patient s ayant bénéficié d'un STP du

Voriconazole versus patients sans STP du Voriconazole (17)

TDM (n=37) MNon-TDM (n=34) P Value

Treatment success 30 (81) 20 (59) 04
Complete response 21 (57) 13 (38) A2
Partial response 9 (24) 7 (21) 1

Stable response 1(3) 2 (6) B0

Treatment failure 6 (16) 12 (35) 07

Abbreviation: TDM, therapeutic drug monitoring.

Il semble raisonnable d'effectuer un STP de fagon systématique chez tous les
patients recevant du Voriconazole. Dans le cas contraire, il devrait étre pratiqué dans
les situations particuliéres telles que :

- Patients ayant une mauvaise réponse au traitement

- Patients ayant des effets secondaires de type visuel

- Patients recevant des médicaments métabolisés par les CYP450

- Patients faisant partie de la population pédiatrique

- Patients ayant des atteintes hépatiques

Le profil pharmacocinétique atypique du Voriconazole a conduit a la
réalisation d'un nombre important d'études pharmacocinétiques dans le but d’évaluer
'index thérapeutique. La plupart des travaux sont des études rétrospectives sur des
cohortes comportant 23 a 201 patients (Tableau 17) le plus souvent greffés (cellules

souches hématopoiétiques, organes).
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Les études de Ueda et al. (86) (n = 34) et Trifilio et al. (87) (n = 87) sur des
patients ayant recu une greffe de cellules souches hématopoiétiques ont conclu que
des concentrations résiduelles supérieures a 2 mg/L étaient associées a une
efficacité clinique (amélioration des images radiologiques, de I'état général du patient
ainsi que des prélevements mycologiques). Smith et al. (15) (n = 28) ont trouvé que
des réponses favorables au traitement curatif des IFlI étaient observées a des
concentrations résiduelles supérieures a 2,05 mg/L. Sur un petit échantillon de
patients (n = 25) principalement traités en prophylaxie dans le cadre d'une greffe
d'organe solide, Miyakis et al. (88) ont rapporté qu’une réponse au traitement était
observée chez les patients avec une concentration résiduelle supérieure a 2,2 mg/L
(Figure 29). Pascual et al. (13) (n = 52) ont constaté qu'une absence de réponse au
traitement était plus fréquente chez les patients ayant un taux de Voriconazole
résiduel inférieur a 1 mg/L par rapport aux patients avec un taux résiduel supérieur a
1 mg/L (Figure 30). Enfin sur 23 patients traités pour une IFIl, Okuda et al. (89) ont
trouvé une différence significative des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes (p<0,05) entre les patients ayant et n'ayant pas répondu au traitement
(8,21+2,19 vs 1,01+0,86 mg/L) (Figure 31). Ainsi aucun seuil d’'efficacité n'a été

clairement identifié a ce jour.

Tableau 17 : Récapitulatif des données issues de la littérature concernant le suivi

thérapeutique pharmacologique du Voriconazole basé sur la concentration résiduelle totale

n Seuil d'efficacité Seuil de toxicité
Smith et al. (15) 28 2.05 mg/L ND
Trifilio et al. (87) 87 2 mg/L ND
Pascual et al. (13) 52 1 mg/L 5,5 mg/L
Okuda et al. (89) 23 8,21 mg/L 7,64 mg/L
Ueda et al. (86) 34 2 mg/L 6 mg/L
Miyakis et al. (88) 25 2,2 mg/L ND
Dolton et al (18) 201 1,7 mg/L 5 mg/L
Park et al (17) 71 1 mg/L 5,5 mg/L

ND : non déterminé
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Hnrulh_:p due

to or with Microbiological
invasive fungal and/or clinical
infection SUCCOSS
Voriconazole concentration Death Swrvival Failure Success
Initial trough concentration™
<.35 mg/L 3 0 3 0
>0.35 mglL 2 20 r 15
OR and 95% CI 1 (29-41.2)" 31 (1.7-58)"
<22 mglL 5 1 10 3
=22 mglL i} 9 0 9
OR and 95% CI L5 (1.1-2.0° 27 (1 4500

“Initial and median concentration cut-offs were determined by clssification and

regression tree analysis.

UAn initial concentration <0.35 mg/L was significantly associated with IFl-refated

mortality and microbiclogical and/or dinkcal success.

A medan concentration >2.2 mg/l was significantly associated with IFl-refaved

mortality and microbiological and/or dinical success.
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Figure 31 : Concentration plasmatique résiduelle en Voriconazole et efficacité/toxicité selon

Okuda et al. (89)

Concernant la toxicité du Voriconazole, elle a principalement été évaluée en
mesurant ['élévation des enzymes hépatiques (transaminases, bilirubine) et
l'apparition d'une neurotoxicité (céphalées, paresthésies). Ueda et al. (86) (n = 34)
ont mentionné que I'élévation des enzymes hépatiques était frequemment observée
lorsque la concentration résiduelle en Voriconazole était supérieure a 6 mg/L. Sur
une cohorte de 52 patients, Pascual et al. (13) ont rapporté qu'aucun des patients
avec une concentration résiduelle en Voriconazole inférieure ou égale a 5,5 mg/L ne
présentait de toxicité neurologique (p = 0,002) (Figure 30). Okuda et al. (89) (n = 23)
ont découvert une différence significative (p<0,05) des concentrations plasmatiques
résiduelles moyennes en Voriconazole entre les patients ayant et n'ayant pas
présenté d’événements indésirables (7,64 + 2,84 mg/L vs 1,49 = 1,79 mg/L) (Figure
31). Hagiwara et al. (90) ont rapporté que la concentration résiduelle moyenne en
Voriconazole des patients présentant des effets indésirables neurologiques était de
3,2 mg/L et que celle des patients ayant nécessité un arrét de traitement en raison
de troubles hépatiques était supérieure a 4,0 mg/L (Tableau 17). Lutsar et al. (91)
(n = 1053) ont souligné une augmentation de 7 a 17% de la probabilité d'avoir des
taux de transaminases ou bilirubine totale anormaux a chaque augmentation de

1mg/L de la concentration en Voriconazole dans le plasma.

62



Toutes ces études montrent que l'intervalle thérapeutique de référence du
Voriconazole n’est toujours pas clairement défini. En effet, selon les auteurs cités, les
seuils d'efficacité et de toxicité de la concentration totale résiduelle oscillent
respectivement de 0,5 a 2,2 mg/L et de 4 a 6 mg/L (7, 12-18, 86—88, 90).

C. La fraction libre: un nouveau parametre pharmaco  cinétique
du STP ?

L'un des principes fondamentaux de la pharmacologie est que seule la forme
libre d’'une molécule est pharmacologiquement active. Elle est donc la seule a
pouvoir produire un effet thérapeutigue et/ou toxiqgue en se fixant sur sa (ses)
cible(s). Dans un premier temps, nous nous intéresserons aux principales méthodes
permettant d’isoler la forme libre d’'un médicament avant de nous pencher sur la

fraction libre en tant que parametre pharmacocinétique.

1. Méthode de détermination de la fraction libre

La dialyse a I'équilibre et l'ultrafiltration sont les deux méthodes les plus
largement utilisées pour déterminer la fraction libre. Ce sont des techniques qui

permettent de séparer et d'isoler la forme libre d’'une molécule.

a) Dialyse a I'équilibre

La méthode de dialyse a I'équilibre est la méthode de référence. Elle est
utilisée principalement en recherche et plus occasionnellement en routine. La cellule
de dialyse a I'équilibre est constituée de deux compartiments séparés l'un de l'autre
par une membrane semi-perméable permettant aux petites molécules de diffuser
librement d'un compartiment a l'autre, et empéchant les plus grosses molécules

(telles que les protéines) de le faire. L'échantillon est introduit dans un compartiment
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et le tampon dans l'autre, I'ensemble du dispositif incube au moyen d'un agitateur a
retournement a 37°C. Le dialysat est ainsi maintenu en contact physique avec la
membrane qui retient les protéines de liaison, permettant a la molécule libre qui s'y
trouve de se réequilibrer en fonction des changements de concentration en molécule
libre dans l'autre compartiment (Figure 32). Une fois que I'équilibre est atteint (16 a
24h selon les molécules), les concentrations en molécule libre dans les deux
compartiments sont égales (92). On peut donc doser le médicament libre dans le

dialysat et par-la méme connaitre la concentration libre.

Dialysis membrane

%QS ®—
Inner chamber Outer chamber
Plazma incubation solution Buffer incubation solution

@ Plasma protein -;:.‘3 Liraglutide molecule

Figure 32 : Représentation schématique du principe de dialyse a I'équilibre : exemple du

Liraglutide, un antidiabétique oral (93)

Cette méthode a néanmoins beaucoup d'inconvénients, principalement une
forte liaison non spécifique ainsi qu’une certaine difficulté pour contréler certains
parametres expérimentaux (température, pH, temps de dialyse...). C'est également
une technique chronophage, ce qui I'a rend difficilement applicable en routine dans
un Laboratoire d’Analyses de Biologie Médicale (LABM) ou un Laboratoire de

Pharmacologie (94).

b) Ultrafiltration

L'ultrafiltration a été introduite dans les LABM afin de déterminer la fraction

libre en routine dans le cadre de STP de certaine hormones (cortisol, testostérone) et
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meédicaments (Digoxine, Phénytoine). Cette technique offre des avantages
significatifs, principalement en termes de temps d’analyse.

A la différence de la dialyse a I'équilibre, l'ultrafiltration nécessite uniqguement
l'introduction de I'échantillon dans la cheminée en plastique du tube. L’isolement de
la (des) molécule(s) libre(s) s'effectue cette fois-ci de facon active a travers une
membrane, grace a la force centrifuge (Figure 33) (95). L'ultrafiltrat se retrouve piégé
dans le compartiment de recueil. Par conséquent, aucun réajustement entre les

concentrations totales et libres n'est possible.

Simple Ultrafiltration
ultrafiltration dialysis

Figure 33 : Représentation schématique de l'ultrafiltration (ga uche) et de la dialyse a I'équilibre

(droite) (95)

A Tlinstar de la dialyse a I'équilibre, certains inconvénients sont toutefois
rencontrés, principalement la fixation non spécifique (FNS) de la (des) molécule(s)
sur les parois en plastique et la membrane de filtration ainsi qu'un déséquilibre de
liaison entre la (les) molécule(s) et la (les) protéine(s) plasmatique(s), créé par la

force centrifuge (94).

Echantillon 2
Membrane Fraction libre
d'ultrafiitration hybridée aux
Plasma = <« — proteines du
vierge plasma vierge

Figure 34 : Schéma de Il'ultrafiltration appliquée  aux travaux de cette étude
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L'originalité apportée a la méthode utilisée dans la cadre de ces travaux est
'ajout d'un plasma humain vierge placé dans la cupule de recueil du tube
d'ultrafiltration (Figure 34). Ce plasma permet au Voriconazole (hydrophobe) filtré de
se resolubiliser immédiatement et d'éviter a la fois sa précipitation et une liaison non
spécifigue au dispositif plastique (96). Les cupules étant pesées avant et apres
ultrafiltration, le volume exact d’ultrafiltrat recueilli est donc connu (densité moyenne
de l'ultrafiltrat de 1). Ainsi en mesurant la concentration en Voriconazole de ce

plasma « hybride », nous pouvons retrouver la concentration libre dans I'’échantillon.

2. Calcul de la fraction libre et facteurs de varia  bhilité

Quelle que soit la méthode utilisée, la fraction libre se calcule en faisant le
rapport de la concentration libre sur la concentration totale (Equation 4).

Equation 4 : Calcul de fraction libre (fu)

T

't

'

fu=

™

Cu: concentration libre (exple : ng/mL), Ct: concentration totale (expl : ng/mL)

La fraction libre est une variable qui peut s'exprimer selon I'Equation 5:

Equation 5: Calcul de la fraction libre (fu)

Kp

Bmar + Kp

fu=

Kp: constante de dissociation, Bn,ax: Capacité maximale de liaison

Toutes les situations physiopathologiques qui vont faire varier soit la constante
de dissociation (Kp) (co-médication et compétition portant sur la fixation aux
protéines plasmatiques), soit la capacité maximale de liaison (Bmax) (diminution du

taux de protéines plasmatiques due a une cirrhose, un syndrome néphrotique,

insuffisance rénale, hypothyroidie, etc) sont susceptibles de modifier fu (97).
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En effet, il a été montré par Takamura et al. qu’en situation pathologique
d’accumulation de composés endogénes (hyperurémie par exemple), une
compeétition au niveau des sites de fixation de la protéine de transport plasmatique
(modification du Kp) était a l'origine d’'une augmentation de la fraction libre du
Furosémide (98). De la méme fagon, mais en intervenant sur le parametre Bpax, des
cas d’augmentation de la fu des antiépileptiques, liés a la diminution du nombre de
site de fixation protéique chez des patients en hypoalbuminémie, ont été a I'origine
d’intoxications graves (99-104). En effet, la diminution du taux de protéines de
transport entraine une augmentation de la Cu et donc de l'effet pharmacologique

tandis que la Ct semble dans la norme lors des dosages.

3. Hypothése justifiant la détermination de la frac  tion libre dans le
STP

Les médicaments existent dans la circulation périphérique sous deux formes :
la forme libre ou la forme liée aux protéines qui suivent toutes deux la loi d’action de
masse. Seule la forme libre peut traverser la membrane plasmatique et se lier aux

récepteurs pour induire une action pharmacologique (105).

Historiguement, les premieres études démontrant l'intérét clinique de la
concentration libre dans le STP d'un médicament datent de 1973. Dans une
population de 30 patients épileptiques, Booker et al. ont trouvé qu’il existait une
meilleure corrélation entre la toxicité des antiépileptiques (ataxie, nystagmus) et la

concentration libre en médicament (99).

Actuellement, l'intérét du monitoring de la concentration libre de la
Phénytoine, Carbamazépine et Acide Valproique est tres documenté et certains
laboratoires de biologie médicale proposent son suivi en routine. En effet, un grand
nombre de case report publiés montrent que la mesure de la concentration libre en
antiépileptiques permet d’éliminer des erreurs d’interprétation du au monitoring
traditionnel de la Ct résiduelle, en particulier les intoxications camouflées par une Ct

dans la norme (100-103). Plusieurs auteurs recommandent d’'instaurer un STP de la
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Cu chez les patients ayant une hyperuricémie, une hépatite chronique, une
hypoalbuminémie (patient agé, grand brulé, grossesse, VIH positif) ou lorsqu’une
interaction médicamenteuse est suspectée (22, 104, 106).

Bien que peu utlisée en pratique courante dans le STP des
immunosuppresseurs, la Cu a pourtant montré une meilleure corrélation PK-PD que
la Ct. En effet, Akhlaghi et al. (107), Zahir et al. (108,109), Atcheson et al. (110), et
Jacobson et al. (111) ont montré dans des études comportant chacune une trentaine
de patients traités aussi bien avec la Ciclosporine que le Tacrolimus ou I'Acide
Mycophénolique, que les Cu étaient plus étroitement liees a des rejets de greffes

cardiaques, rénales ou hépatiques que la Ct.

L’hypothése avancée dans notre étude a donc été celle qui suit. Prenons
'exemple de deux patients A et B qui auraient le méme profil pharmacocinétique
pour la concentration totale en Voriconazole mais des réponses différentes au
traitement. Le patient A aurait un traitement efficace alors que le patient B serait
toujours en sepsis. On pourrait imaginer qu'en mesurant la concentration libre chez
ces méme deux patients, on serait en mesure de distinguer des profils
pharmacocinétiques différents de leur concentration libre a I'origine d'une variabilité
inter-individuelle de la réponse au traitement. En supposant et en définissant une
concentration libre résiduelle cible d'efficacité, on comprend sur la Figure 35 que le

patient A aurait un traitement efficace contrairement au patient B.

Concentration

Concentration _
libre

totale

(Cr) G
1 Cua® Cuo

Cr,=Cqy Variabilité

) B interindividuelle
G Reéponses
differentes
CI’SS
Temps
Temps

Figure 35 : Hypothése de travail sur la variabilité inter-individuelle des concentrations libres du

Voriconazole et la réponse au traitement.
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[1l.Détermination de la concentration et de la fra  ction libre

du Voriconazole

A. Objectif

L'objectif de cette étude a été de mesurer la concentration et la fraction libres
chez des patients traités par du Voriconazole en prophylaxie ou en curatif afin (i) de
corréler les mesures des données biologiques (albumine), (ii) d'estimer les relations
PK-PD (résultat du laboratoire de Mycologie) et PK-TOX (hyperbilirubinémie) qui
pourraient exister et (iii) de proposer des valeurs de fourchettes thérapeutiques a la

fois pour la concentration résiduelle totale et libre.
B. Matériel et méthode

1. Données démographiques

Les échantillons de sang (n = 97) ont été obtenus a partir de 54 patients, au
cours de leur hospitalisation au CHU de Purpan, entre Aolt 2012 et Avril 2013. Ces
prélevements ont été faits dans le cadre d'un STP des azolés. Pour chaque
échantillon de sang, les concentrations plasmatiques totale et libre en Voriconazole
ont été mesurées. La concentration plasmatique totale résiduelle, en tant que
marqueur du STP, a été communiquée au personnel de chaque service demandeur
afin d'adapter la posologie des patients si nécessaire. L'age des patients a varié
entre 18 et 78 ans avec une médiane de 55 ans. Les patients ont recu une dose
guotidienne moyenne de 400 mg (de 100 mg a 400 mg, deux fois par jour).

2. Ultrafiltration

Afin de pouvoir déterminer la fu du Voriconazole pour I'ensemble des 97
prélevements sanguins, nous avons décidé d'utiliser la méthode d'ultrafiltration. En
effet, celle-ci est adaptée pour analyser un volume important d'échantillons sanguins

de par sa rapidité d'exécution et le faible volume plasmatique nécessaire. La
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meéthode d'ultrafiltration a été mise au point en se basant sur la publication d’Arellano
et al. (96). Dans un premier temps et avant ultrafiltration des échantillons, les tubes
Centrifree® 30K (Millipore) sont reconditionnés par ajout de 500 pL d’H,O distillée
(112) placés dans la cheminée et centrifugés pendant 30 min a 2000 g et 20°C.
Cette étape de conditionnement permet d’éliminer la glycine, utilisée comme
stabilisateur du filtre, a I'origine d’'une interférence lors de la détection analytique.

Afin de déterminer la concentration libre (Cu) en antifongique, 500 uL de
plasma (plasma surchargé ou prélevement de patient) sont déposés dans la
cheminée du tube Centrifree® 30K. Le Voriconazole étant une molécule hydrophobe,
il est nécessaire de déposer 150 pL de plasma vierge dans la cupule de recueil afin
de resolubiliser la molécule aprés ultrafiltration. Les cupules sont pesées avant et
apres ultrafiltration dans le but de déterminer le volume exact d'ultrafiltrat recueilli
(densité moyenne de l'ultrafiltrat de 1). Les tubes sont ensuite centrifugés pendant
30min a 2000 g et 20°C.

3. Méthode de dosage plasmatique du Voriconazole

Les concentrations totale et libre du Voriconazole ont été déterminées selon deux
méthodes chromatographiques (UPLC) couplées a une détection UV. En effet, les
Cu et les Ct ayant des valeurs situées dans des gammes de concentrations
différentes, il a été nécessaire de mettre au point deux méthodes analytiques. La
premiére, utilisée en routine et permettant de détecter des concentrations totales,
permet de doser des concentrations allant de 0,20 & 10 mg/L. Pour la deuxieme
méthode adaptée au dosage de la concentration libre du Voriconazole, |'étape
d'extraction a été modifiée de maniere a augmenter la sensibilité (diminution de la

LOQ) et quantifier des concentrations allant de 0,025 a 2,5 mg/L.

a) UPLC-UV

Le systtme UPLC-UV est composé d'un injecteur et d'une pompe de type
ACCELA (Thermo scientific®) ainsi que d'un détecteur UV ACCELA (Thermo
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scientific®). L'analyse et lintégration des chromatogrammes ont été faites via le
systéme d’exploitation Chromquest®. La séparation des molécules a été réalisée a
30°C sur une colonne EC 50/2 NUCLEODUR Sphinx RP — 1.8 pm -50 x 2 mm
(Macherey-Nagel®) munie d'une précolonne EC 4/2 NUCLEODUR Sphinx RP —
1.8um (Macherey-Nagel®). Le débit de la pompe et la longueur d’onde du détecteur &

barrettes de photodiodes ont été fixés a 500 pL/min et 260 nm, respectivement.

Afin d’optimiser la sensibilité de la techniqgue de dosage de la concentration libre
ainsi que la durée d’acquisition (5 min), une phase mobile a été élaborée. Celle-ci

est composée de 30% d’acétonitrile, 40% d’H,O et 30% de méthanol.

b) Courbes d'étalonnage et contrdles qualité

Une courbe d’étalonnage composée de 6 points, avec un premier point a 0,025
mg/L et un dernier point a 2,50 mg/L, a permis de déterminer les Cu associées aussi

bien aux Ct résiduelles qu'aux Ct correspondant au pic d’absorption.

Afin de valider la courbe d’étalonnage, trois niveaux de contrles de qualité
(0,04, 0,4 et 1,2 mg/L) ont été fabriqués a partir de solution mere de stockage (1 g/L)
diluées dans du méthanol et ajoutée a du plasma humain vierge. La fidélité (P ; %)
(écart & la moyenne des résultats) et le biais (I ; %) (écart a la valeur théorique) ont

été calculées comme suit :

Equation 6 : Calcul de la fidélité (P)

BeartType
P = (ZEEIP 00
M oyenne
Equation 7 : Calcul du biais (1)

(-'.lr.lr suree ¥ 1010
=100 — (—

tleeorugue

Cmesuree: CONCeNtration mesurée (Mg/L), Cineorique: CONCeNtration théorique (mg/L)
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Une méthode de dosage est validée lorsque les résultats de répétabilité (5
mesures sur 3 niveaux de QC différents) et reproductibilité (2 mesures par jour
pendant 5 jours) ont des fidélités et des biais inferieurs a 15% selon la Food and
Drug Administration (FDA) (113).

c) Dosage des échantillons

Les échantillons de plasma de patient ou surchargés en solution méthanolique de
Voriconazole (1%) ont été placés dans un incubateur rotatif pendant 1 h afin de les
ramener a température ambiante. Apres avoir placé I'échantillon dans le réservoir a
échantillon et du plasma vierge dans la cupule de recueil, l'ultrafiltration a été
effectuée dans les conditions précédemment développées.

La solution (ultrafiltrat mélangé avec du plasma vierge) a été recueillie dans la
cupule de recueil du tube et les concentrations plasmatiques ont été analysées
comme suit. Aprés addition de 20 pL d'une solution d'étalon interne dans le mélange
ultrafiltrat/plasma vierge, 500 uL d'hydroxyde de sodium a 0,2 mol/L et 4 mL
d'hexane/acide isoamylique (V/V, 80/20) sont ajoutés. Le mélange est extrait par
agitation vigoureuse pendant 10 min avant une centrifugation de 10 min a 2000 g. Un
volume de 3,5 mL de la phase organique supérieure est ensuite récupéré, séché
sous azote a 45 °C, repris dans un mélange acétonitrile/H20 (60/40) et injecté dans
le systeme chromatographique.

La concentration libre est calculée en mesurant la quantité libre de voriconazole

dans le mélange ultrafiltrat/plasma vierge et en appliquant la formule suivante:

Equation 8: Calcul de la concentration libre (Cu)

. Cmes * VUF
Cu=—— =
Ve

Ches : concentration mesurée par I'UPLC-UV (mg/L), Vyg: volume exact d'ultrafiltrat (L), Vpg: volume

d'échantillon placé dans le tube d'ultrafiltration (L).
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Les fractions libres en antifongique (fu exprimée en %) ont, par la suite, été
calculées en divisant les valeurs de concentrations libres par celles des

concentrations totales correspondantes comme le montre I'Equation 4.

4. Etude de l'efficacité et de la tolérance

L’efficacité du Voriconazole a été évaluée dans deux populations différentes :
les patients traités en prophylaxie et ceux qui recevaient un traitement curatif. Le
Voriconazole en prophylaxie a été considéré comme efficace quand I'antigénémie
fongique est restée négative. Dans le cadre du traitement curatif, une absence de
réponse au traitement a été définie par une culture de prélevement direct positive au
bout de 14 jours de traitement (13, 114). Les échantillons ont été traités et analysés
au Laboratoire de Mycologie du CHU de Purpan (Toulouse, France). Les techniques
utilisées permettent de détecter les antigénes des polysaccharides présents dans la
paroi des champignons, le galactomannane pour Aspergillus (115) et le mannane
pour Candida (116). Les cultures ont été effectuées a 32 °C sur de la gélose de

Sabouraud utilisée spécifiquement pour la croissance fongique.

La toxicité hépatique (cholestase), souvent associée au Voriconazole, a été
évaluée en déterminant la bilirubine totale (Bt) au Laboratoire de Biochimie du CHU
de Purpan (117-119). Les échantillons utilisés pour quantifier la bilirubine totale ont
été recueillis le méme jour que ceux qui ont permis de quantifier la concentration
plasmatique en Voriconazole. La droite d’étalonnage de la bilirubine totale permet
d’analyser des échantillons avec des valeurs allant de 0,68 a 513 pumol/L. Les
valeurs de référence pour la bilirubine totale sont comprises entre 2 et 21 pmol/L.

L’antigénémie fongique, les cultures de prélevement direct et le taux de
bilirubine totale ont été inclus dans la surveillance biologique de routine des patients
pendant leur hospitalisation.

Une courbe Receiver Operating Characteristic (ROC) a été construite afin de
déterminer les seuils d'efficacité et de tolérance du Voriconazole. A ce jour, il est

admis de maniere consensuelle que la fenétre thérapeutique doit conduire a une
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probabilité d’au moins 80% de réponse au traitement sans dépasser une probabilité
de 20% de développer des effets indésirables (13).

C. Résultats

1. Validation analytique de la méthode de dosage de la

concentration libre en Voriconazole

La méthode de dosage a été validée par I'étude de la linéarité, la spécificite, le
rendement d’extraction, la limite de détection (LOD) et de quantification (LOQ), ainsi
gue la répétabilité et la reproductibilité sur 5 jours (Tableau 18). Les courbes
d’étalonnage ont été établies par régression linéaire avec pondération (1/C) selon la
méthode des moindres carrés, entre la concentration et le rapport de la surface du

pic chromatographique du produit a doser et celle de I'étalon interne.
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Figure 36 : Chromatogramme d'un contrble de qualité moyen (0,4 mg/L) de Voriconazole

avec I'OH-Itraconazole comme étalon interne

Les courbes d’étalonnage des concentrations plasmatiques ont, dans tous les
cas, été linéaires dans la gamme de concentrations allant de 0,025 a 2,5 mg/L. Les

coefficients de corrélation ont toujours été supérieurs a 0,995. La courbe
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d’étalonnage a été validée par le biais des points de gamme recalculés compris
entre -7,24 et 6,86%.

Tableau 18 : Principaux résultats de la validation de la méthode de dosage de la concentration

libre du Voriconazole.

Temps de Pente QC Bas QC Moyen QC Haut
LOQ A
rétention
(mg/L) (min) Moyenne P (%) I (%) P (%) | (%) P (%) | (%) P (%)
min
0,025 0,62 1,47 9,62 -4,65 7,65 -4,2 8,39 -7,75 5,07

Chaque contrdle de qualité (QC) présente un biais et une fidélité inférieurs a

15%. La méthode est donc considérée comme valide selon la FDA (Tableau 18).

2. Etude de la fraction libre

a) Invitro

Sur des plasmas surchargés en Voriconazole, nous avons déterminé une fu
moyenne de 32,3 + 5,5%, avec un CV de 17,0%. La comparaison des moyennes des
fu mesurées in vitro sur une plage de concentrations totales allant de 0,375 a 10mg/L
n'a montré aucune différence significative, suggérant une absence de saturation de

la liaison aux protéines plasmatiques (p > 0.05) (Figure 37).
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Figure 37 : Fraction libre du Voriconazole en fonct  ion de la concentration totale (plasma frais

surchargé)

L'étude de la saturation de la liaison protéique a permis de valider les
conditions finales d’ultrafiltration car d’une part les valeurs de fu obtenues au cours
de la mise au point sur des plasmas surchargés ont été similaires a celles retrouvées
dans la littérature sur des plasmas de souris ou sur des plasmas de rat surchargés
(34% (120) et 30% (114)), et d’autre part la variabilité de la fu pour chacune des

concentrations testées a été inférieure a I'erreur analytigue maximale tolérée (20%).

In vitro, il n’y a pas de modification de la fraction libre du Voriconazole lorsque
la concentration totale plasmatique varie entre 0,375 et 10 mg/L.

b) In vivo

A partir des concentrations totale et libre de Voriconazole, nous avons calculé
la fu correspondante et nous avons obtenu une fu médiane [Intervalle de Confiance
5%-95%] de 21,95 % [13,25 - 37,25] (Tableau 19). Le volume moyen d'ultrafiltrat
recueilli chez les patients traités par Voriconazole a été de 124,28 + 35,59 uL. Parmi
les 97 échantillons de Voriconazole conservés a -20°C, 15 avaient une Cu inférieure

a la LOQ. Pour ces 15 prélevements, la fu n’a pas été déterminée.
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Tableau 19: Principaux résultats biologiques des p  atients sous Voriconazole (n= 82
prélévements)

Ct résiduelle (mg/L) Cu résiduelle (mg/L) fu Alb
100 mg 200 mg 300 mg 100 mg 200 mg 300 mg (%) (g/L)
Dose 2x/j 2x/j 2x/j 2x/j 2x/j 2x/j
Médiane 1,25 2,03 3,98 0,25 0,41 0,76 21,95 31,00
5°™ Centile 0,77 0,34 0,47 0,18 0,09 0,09 13,25 20,10
95°™ Centile 8,93 6,43 19,91 1,97 1,82 9,04 37,25 45,90

Nous avons pu montrer qu'’il existe une forte corrélation (rho = 0.956, p<0.001)
entre les concentrations totales et libres (Figure 38).
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Figure 38 : Corrélation entre les concentrations to  tales et libres du Voriconazole chez 50
patients (n=82)

Les antifongiques triazolés sont des molécules qui se fixent principalement a
lalbumine (23). Nous nous sommes donc intéressés a ce parametre afin de mettre
en évidence une éventuelle corrélation entre le taux d’albumine et la valeur de fu
(%). Le taux d’albumine a été déterminé sur des prélevements réalisés le méme jour
gue ceux réaliser pour le STP du Voriconazole. Les résultats indiquent qu’il n’existe

pas de lien significatif (rho = -0,216, p = 0.05) entre ces deux paramétres biologiques
(Figure 39).
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Figure 39 : Corrélation entre le taux d’albumine et la fraction libre du Voriconazole chez 50

patients (n=82 prélévements).

Nous avons montré in vitro, sur des plasmas ayant un taux d’alboumine normal
(35 - 50 g/L), qu'il n’existe pas de phénomene de saturation de la liaison protéique
pour le Voriconazole. En explorant de fagon isolée la fu chez des patients ayant des
taux d’albumine trés bas (<25 g/L), nous avons mis en évidence une tendance (rho =
-0,661, p = 0.01) entre ces deux variables. En effet, plus le taux d’albumine est faible,

plus la fraction libre tend a étre élevée (Figure 40).
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Figure 40 : Corrélation entre les taux d'albumine i  nferieurs a 25 g/L et la fraction libre du

Voriconazole chez 10 patients (n=14 prélevements)
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3. Evaluation de l'efficacité et de la tolérance

L'évaluation de l'efficacité a été réalisée pour chaque groupe de patients: ceux
traités a visée curative (n = 8) et ceux traités a titre prophylactique (n = 34). Dix
virgule trois pourcents des patients recevant un traitement prophylactigue ont
développé une antigénémie fongique positive, reflétant une infection fongique. Ces
patients avaient une Ct résiduelle médiane (5°™ - 95°™ centiles) de 0,48 mg/L (0,29
- 0,70 mg/L) et une Cu de 0,083 mg/L (0,063 - 0,161 mg/L), tandis que les patients
qui n'ont pas développé une infection avaient une Ct résiduelle médiane (5™ - 95°™m®
centiles) de 1,83 mg/L (0,46 - 7,87 mg/L) et une Cu de 0,40 mg/L (0,08 - 2,03 mg/L)
(Figure 41), avec une différence significative entre les deux populations (p = 0.02 et
p = 0.03 pour Ct et Cu, respectivement).

s

14 -

35 -

3
10 A
25 4

2 4

L5 A

Concentration (mg/L)
Concentration (mg/L)

1

05 - — 21 —
0 —— T i
Agt Ag- Agt Ag-

Concentration Libre Concentration Totale

Figure 41 : Boxplot des concentrations résiduelles libres et totales en fonction de I'antigénémie

fongique dans une population traitée par Voriconazo le en prophylaxie

Les courbes ROC construites avec 28 de concentrations plasmatiques de
Voriconazole indiquent que pour des Ct et Cu résiduelles allant de 4,5 a 13,0 mg/L et
de 1,5 a 3,7 mg/L respectivement, plus de 80% de la population étudiée avait un

traitement prophylactique efficace associé a un faible risque d'hyperbilirubinémie
(Figure 42 et 43).
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Figure 42 : Courbe ROC représentant la probabilité d'un traitement efficace et d'une

hyperbilirubinémie selon les Cu résiduelles
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Figure 43 : Courbe ROC représentant la probabilité d'un traitement efficace et d'une

hyperbilirubinémie selon les Ct résiduelles

La plupart des patients avec une IFl déclarée étaient traités pour une
aspergillose pulmonaire. Lorsque cela a été nécessaire, une biopsie a été pratiquée.
Le Voriconazole a été efficace chez 62,5% des patients traités pour une IFI
médicalement confirmée. Les patients avec un traitement efficace (E+) avaient une
médiane (5°™ - 95°™ centiles) des Ct et Cu résiduelles de 1,58 mg/L (0,56 -
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8,75mg/L) et de 0,38 mg/L (0,12 - 1,89 mg/L) respectivement, tandis que ceux dont
le traitement a été jugé inefficace (E-) avaient une médiane (5°™ - 95°™ centiles)
des Ct et Cu résiduelles de 1,36 mg/L (0,55 - 1,38 mg/L) et de 0,30 mg/L (0,15 -
0,31mg/L) respectivement (Figure 44), sans différence significative entre les deux
populations (p = 0,37 et p = 0,55 pour Ct et Cu, respectivement). Malheureusement,
il ne nous a pas été possible de construire une courbe ROC étant donné

I'échantillonnage trop limité pour le groupe « traitement curatif ».
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Figure 44 : Boxplot des concentrations résiduelles libres et totales en fonction du résultat de

I'examen direct dans une population traitée par Vor  iconazole en curatif

Parmi les patients (n = 37), 6 ont développé une hyperbilirubinémie
(Bt>21umol/L) lorsqu'ils ont été traités par Voriconazole. La valeur médiane de Bt
dans la population cholestatique a été de 61,5 pmol/L (n = 6), alors que dans la
population non cholestatique la valeur médiane a été de 11,0 pumol/L (n = 31). Pour
des valeurs de Ct et Cu supérieures a 6,5 et 2,0 mg/L respectivement,
I'hyperbilirubinémie a été retrouvée chez 100% des patients.
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I\VV. Discussion, conclusion et perspectives

En se basant sur les données actuelles portant sur le STP du Voriconazole et
suite a la demande de plus en plus pressante des cliniciens concernant des
recommandations claires sur la prise en charge thérapeutique du patient sous
antifongiques, nous avons exploré la concentration et la fraction libre du

Voriconazole dans le plasma de patients, en utilisant 'ultrafiltration.

A ce jour, les deux méthodes les plus couramment utilisées pour déterminer
les concentrations libres plasmatiques sont la dialyse a I'équilibre et l'ultrafiltration.
L'ultrafiltration présente comme avantage par rapport a la dialyse a I'équilibre d’étre
un processus rapide et par conséquent plus adapté a un Laboratoire d’Analyses de

Biologie Médicale ou un Laboratoire de Pharmacologie.

L'ultrafiltration et la dialyse a I'équilibre ont comme principal inconvénient
d'étre sensibles a la liaison non spécifique du meédicament aux composants
(polyméres) des membranes de filtration ou des cupules en verre et en plastique. La
FNS dans le dispositif Centrifree® pourrait &tre réduite en utilisant des approches
différentes de pré- traitement du filtre (112). Toutefois, la liaison non spécifique du
Voriconazole n'a pas été évaluée dans notre étude car elle avait déja été déterminée
par Araujo et al. (120) dans des conditions similaires. La valeur retrouvée s’élevait a
5,2 £ 3,0%, valeur considérée comme négligeable.

Dans notre population, la fu médiane (5°™ - 95°™ centiles) a été de 21,95%
(13,25 - 37,25%). Bien qu’aucune donnée humaine de la fu ne soit disponible avec la
technique d’ultrafiltration, des valeurs similaires ont été obtenues dans les plasmas
de souris (114, 120). De fagon surprenante, la fu moyenne déterminée in vitro en
utilisant du plasma surchargé (fu = 32,3%) a été significativement plus élevée que la
valeur déterminée dans les plasmas de patients (fu = 24,1%). Cette différence est
probablement due a une altération des protéines plasmatiques par addition de
méthanol, 1% dans les plasmas surchargés, bien que cette quantité soit négligeable

et consensuellement tolérée.
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L'albumine est une protéine circulante qui transporte beaucoup de molécules
présentes dans le compartiment sanguin, en particulier les molécules lipophiles
(hormones thyroidiennes, acides gras, bilirubine non conjuguée et de nombreux
médicaments antifongiques tels que les triazolés). La fluctuation du taux d'albumine
due a certains états pathologiques (maladie hépatique, syndrome néphrotique,
malnutrition, cedéme pulmonaire, ...) est susceptible de modifier la Cu/fu et d’induire
des réponses pharmacologiques inappropriées (intoxication aux antiépileptiques
chez les patients en hypoalbuminémie) (22, 121-123). Toutefois, aucune corrélation
entre l'albumine et la fu n’a été observée dans cette étude. Ceci peut, au moins
partiellement, étre expliqué par la dispersion limitée des taux d’albumine chez les
patients étudiés ; 33/82 avaient un taux d'albumine dans la fourchette normale (c’est
a dire 34-50 g/L). Cependant, pour les taux d’albumine anormalement faible (< 25
g/L), une tendance a été observée suggérant un déséquilibre de liaison du
Voriconazole. Comme la fraction non liée dépend de l'affinité du Voriconazole pour
lalbumine, mesurée par la constante de dissociation (Kp), et la concentration
maximale en sites de liaison (Bmax) (124), la fu est susceptible de varier lors de
modifications des taux dalbumine comme cela est le cas lors dune

hypoalbuminémie sévere.

Afin de définir et de proposer un seuil d’efficacité/sécurité des Ct et Cu
résiduelles en Voriconazole, la corrélation entre concentrations et marqueurs
d’efficacité (antigenes antifongiques et cultures de prélevements directs) a été
évaluée. Ces deux examens biologiques sont fréquemment réalisés dans les LABM
pour évaluer la réponse au traitement prophylactique ou curatif. Il a été constaté que
dans lI'ensemble et de facon significative, les Ct et Cu résiduelles ont été plus
élevées pour les patients avec une antigénémie négative, avec une Ct et Cu
résiduelle médiane (5°™ - 95°™ centiles) de 1,83 mg/L (0,35 - 7,87 mg/L) et de
0,40mg/L (0,08 - 2,31 mg/L), respectivement. De méme, chez les patients avec un
traitement curatif, les Ct et Cu résiduelles moyennes ont été plus élevées, mais cette
fois ci de fagcon non significative, que celles des patients réfractaires au traitement,
avec une Ct et Cu résiduelle médiane (5°™ - 95°™ centiles) de 1,58 mg/L (0,56 -
8,75 mg/L) et 0,38 mg/L (x 0,12 - 1,88 mg/L), respectivement. L'absence de
différence significative entre les répondeurs et les non-répondeurs en traitement

curatif, est probablement due au nombre limité de patients. Cependant, selon les
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courbes ROC, avec un seuil d'efficacité de 4,5 mg/L (Ct) et 1,5 mg/L (Cu), au moins
80% des patients recevant un traitement prophylactique devrait étre répondeur. Ce
seuil n’a pas pu étre calculé pour le traitement curatif en raison du faible nombre de

patients étudiés.

La cholestase hépatique induite par le Voriconazole a été évaluée en utilisant
le taux de Bt avec une maximale physiologique de 21 umol/L. De toute évidence,
pour des Ct et Cu allant de 4,5 a 13,0 mg/L et de 1,5 a 3,7 mg/L, une
hyperbilirubinémie, devrait étre observée chez moins de 20% des patients.
Cependant, comme nous avons pu le constater, pour des Ct et Cu résiduelles
supérieures a 6,5 et 2,0 mg/L respectivement, tous les patients avaient des
hyperbilirubinémies suggérant de ne pas dépasser ces valeurs. L'augmentation de la
bilirubine totale est apparue en moyenne deux mois apres l'initiation du Voriconazole.
Trois patients ont vu leur bilirubine totale se normaliser une semaine aprés l'arrét du
traitement. Les trois autres patients n'ont pas arrété le Voriconazole et deux d'entre
eux avaient toujours une hyperbilirubinémie. Pour le dernier, une diminution de la
bilirubine totale a été observée parallelement avec la diminution des concentrations
résiduelles. Pour la premiere fois, une Cu résiduelle a été déterminée et associée a
I'hyperbilirubinémie. Cependant, nous ne pouvons pas exclure une influence de la
pathologie de chaque patient sur son taux de bilirubine totale. Bien qu'une
modification des marqueurs de cytolyse hépatique soit décrite sous VFEND®, nous
n‘avons pas mis en évidence de corrélation ou tendance entre le Voriconazole et les
transaminases, la phosphatase alcaline ou les gamma-GT. Pour ces patients
recevant plusieurs médicaments (Emtricitabine, Tacrolimus, Tobramycine,
Cytarabine), la cytolyse hépatique peut également étre induite par d'autres
molécules. La neurotoxicité (maux de téte, confusion) et les troubles visuels sont les
effets secondaires les plus communément associés a l'administration de
Voriconazole (119, 125). Malheureusement, ces évenements n'ont pas pu étre
explorés dans notre population car il ne nous a pas été possible de colliger les

données cliniques.

Nous avons pu établir un index thérapeutique pour le Voriconazole basé a la
fois sur des valeurs de Ct et Cu résiduelles. Afin d'obtenir une réponse efficace au

traitement sans hépatotoxicité, il semble raisonnable de cibler des Ct et Cu
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résiduelles entre 4,5 et 6,5 mg/L et entre 1,5 et 2,0 mg/L, respectivement. Compte
tenu de la forte corrélation entre Cu et Ct (rho = 0,956, p<0,001), la Cu résiduelle ne
semble pas étre un marqueur pharmacocinétique plus pertinent que la Ct résiduelle
pour le STP du Voriconazole. Néanmoins, une étude prospective dans une
population plus large est nécessaire afin de valider ces résultats. Dans notre étude,
la fenétre thérapeutique finale proposée, sur la base de la Ct résiduelle, est assez
similaire aux données précédemment rapportées. Méme si la concentration
résiduelle est un marqueur clinique plus adapté pour I'ajustement de dose, 'ASC, qui
définit I'exposition au médicament, représente le parametre pharmacocinétique de
référence du STP. Sa détermination en utilisant un modéle pharmacocinétiqgue de
population, comme cela est couramment effectué pour les médicaments
immunosuppresseurs (82) et certains anticancéreux (126), peut certainement
améeliorer le STP des antifongiques et apporter des réponses aux objectifs initiaux de

cette étude.
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Abstract: Background: Voriconazole (VOR) is a tnazele antifungal used in the curative treatment
of invasive fungal infections (IFl) and the prophylactc treatment of opportumistic fungal
infections in immunocompromised patients. It is a drug for which therapeutic drug
monitonng (TDM) is highly recommended.

Methods: In order to determine the best TDM marker, the pharmacologically active
form of the drug, represented by the unbound plasma concentration (Cu) and fraction
{fu), has been studied using a method based on uitrafiltration and uitra performance
liquid chromatography. As albumin is a likely factor inducing fluctuations in fu, the
correlation between albumin levels and fu was camied out. Similarly, correlations
between trough ptasma concentrations {total concentration (Ct) and Cu) and both
efficacy and safety markers were determined. Efficacy evaluation was based on
menitoring fungal antigens and cultures, while safety was monitored by measuring
bilirubin levels

Results: In vitro, using blank human plasma, the mean fu was determined at 32.3 £
5.5% while in patients’' plasmas treated with VOR, the median (5th-85th percentiles) of
the unbound VOR fraction was 22.95 % (14.95 - 38.42 %). A high comrelation was
found (rho=0.956, p<0.001) between Ct and Cu, though there was no correlation
between serum albumin levels and fu, except for some patients with severe
hypoalbuminemia (< 25 g/L)

Conclusions: Based on efficacy/safety correlations, a therapeutic window has been
defined ranging from 4.5 to 6.5 mg/L and 1.5 and 2.0 mg/L for trough Ct and Cu,
respectively. For the first ime, the relevance of new pharmacokinetic parameters such
as Cu and fu have been explored and discussed, and our results support the curmrent
TDM protocol for VOR
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Résumé :

Le Voriconazole est un antifongique triazolé utilisé dans le traitement curatif des infections fongiques
invasives (IF1) et le traitement prophylactique des infections fongiques opportunistes chez les patients
immunodéprimés. C’est un médicament pour lequel le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) est
fortement recommandé. Afin de déterminer le meilleur marqueur pour le STP, la forme
pharmacologiquement active du médicament, représenté par la concentration plasmatique libre (Cu)
et la fraction libre (fu), a été étudiée en utilisant une méthode basée sur l'ultrafiltration associée a la
chromatographie liquide a ultra haute performance. Etant donné que l'albumine est un facteur
susceptible induire des fluctuations de fu, la corrélation entre taux d'albumine et fu a été étudiée. Les
corrélations entre les concentrations plasmatiques résiduelles (concentration totale (Ct) et Cu) et des
marqueurs a la fois d'efficacité et de tolérance ont été évalués. L'évaluation de l'efficacité a reposé sur
le contréle des antigénes et des cultures de champignons, alors que la tolérance a été suivie par le
taux de bilirubine totale. In vitro, sur du plasma humain surchargé, le fu moyenne a été déterminée a
32,3 £ 5,5 % alors que dans les plasmas de patients traités par Voriconazole, la médiane (5°™° - 95°™
centiles) de la fraction libre du Voriconazole a été de 22,95% (14,95 - 38,42). Une forte corrélation a
été trouvée (rho = 0,956; p < 0,001) entre Ct et Cu. Il n'y a pas eu de corrélation entre les taux
d'albumine sérique et la fu, sauf pour certains patients atteints d’hypoalbuminémie sévéere (< 25 g/L).
En se basant sur I'utilisant de courbe ROC, une fenétre thérapeutique a été définie allant de 4,5 a 6,5
mg/L et de 1,5 a 2,0 mg/L pour les Ct et Cu résiduelles, respectivement. Pour la premiére fois, la
pertinence des nouveaux parametres pharmacocinétiques tels que Cu et fu ont été explorés et
discutés. Nos résultats appuient les recommandations actuelles de STP du Voriconazole.

Summary :

Voriconazole is a triazole antifungal used in the curative treatment of invasive fungal infections (IFI)
and the prophylactic treatment of opportunistic fungal infections in immunocompromised patients. It is
a drug for which therapeutic drug monitoring (TDM) is highly recommended. In order to determine the
best TDM marker, the pharmacological active form of the drug, represented by the unbound plasma
concentration (Cu) and fraction (fu), has been studied using a method based on ultrafiltration and ultra
performance liquid chromatography. As albumin is a likely factor inducing fluctuations in fu, the
correlation between albumin levels and fu was carried out. Similarly, correlations between trough
plasma concentrations (total concentration (Ct) and Cu) and both efficacy and safety markers were
determined. Efficacy evaluation was based on monitoring fungal antigens and cultures, while safety
was monitored by measuring bilirubin levels. In vitro, using blank human plasma, the mean fu was
determined at 32.3 + 5.5% while in patients’ plasmas treated with Voriconazole, the median (5th-95th
percentiles) of the unbound Voriconazole fraction was 22.95% (14.95 — 38.42). A high correlation was
found (rho = 0.956, p<0.001) between Ct and Cu, though there was no correlation between serum
albumin levels and fu, except for some patients with severe hypoalbuminemia (< 25 g/L). Based on
efficacy/safety correlations, a therapeutic window has been defined ranging from 4.5 to 6.5 mg/L and
1.5 and 2.0 mg/L for trough Ct and Cu, respectively. For the first time, the relevance of new
pharmacokinetic parameters such as Cu and fu have been explored and discussed, and our results
support the current TDM protocol for Voriconazole.
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