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RESUME

CONTEXTE : La drépanocytose est une maladie héréditaire du globule rouge grevée d’une
importante morbi-mortalité. Le seul traitement médicamenteux ayant fait la preuve de son
efficacité dans cette pathologie est I’hydroxycarbamide. Bien que d’utilisation courante, ce
traitement est difficile a manipuler en raison de sa grande variabilité inter-individuelle.
L’apport de la pharmacologie semble particuliérement intéressant dans 1’adaptation

thérapeutique de I’hydroxycarbamide.

OBJECTIF : L’objectif principal de cette étude était d’étudier la relation entre 1’exposition
pharmacologique a I’hydroxycarbamide et les critéres clinico-biologiques de réponse au

traitement.

METHODE : Nous avons réalisé une étude observationnelle, monocentrique, incluant les
patients drépanocytaires, agés de 9 mois a 21 ans, traités par hydroxycarbamide au CHU de
Clermont-Ferrand entre le 15/03/2021 et le 31/08/2022. Les analyses pharmacologiques ont
¢té réalisées par une technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse.

RESULTATS : Sur les 19 patients inclus dans 1’étude, 11 avaient atteint une AUC > 115
mg/L/h. Nous avons observé une association significative entre I’AUC et le taux de globules
blancs (p = 0.008), de monocytes (p = 0.002), de réticulocytes (p = 0.024), de VGM (p =
0.007) et de bilirubine (p = 0.009). 11 n’existait pas de corrélation significative avec les autres

parametres biologiques étudiés, ni avec les parametres cliniques de réponse au traitement.
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CONCLUSION : Bien que peu utilisés en pratique courante, les dosages pharmacologiques
semblent pouvoir apporter une aide dans la prise en charge des enfants drépanocytaires. Des
travaux de plus grande ampleur sont nécessaires pour définir précisément leur place dans

I’algorithme thérapeutique.
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INTRODUCTION

La drépanocytose est la maladie génétique la plus fréquente dans le monde avec une
incidence estimée a plus de 300 000 nouveaux cas par an (1). De distribution hétérogene, la
prévalence de la maladie est particulicrement élevée dans les régions d’Afrique subsaharienne,
du bassin méditerranéen, du Moyen-Orient et de 1’Inde (2). Les mouvements de population
expliquent que la drépanocytose s’est étendue bien au-dela de ses origines et concerne a présent
tous les continents.

En France, la drépanocytose est la plus fréquente des maladies génétiques dépistées

avec, en 2020, une incidence de 1/1332 naissances, soit 557 nouveau-nés diagnostiqués (3).

La drépanocytose est une maladie héréditaire du globule rouge. De transmission
autosomique récessive, elle est due a une mutation ponctuelle du géne de la béta-globine
(substitution d’un glutamate par une valine en position 6), conduisant a la synthése anormale
d’hémoglobine S (HbS). Dans certaines circonstances (hypoxie, déshydratation, acidose,
hyperthermie), ’hémoglobine S se polymérise rendant les hématies fragiles et déformées.
Parallélement, 1’augmentation de 1’adhésion des globules rouges a I’endothélium,
I’hyperviscosité, 1’activation leucocytaire et plaquettaire et les anomalies du métabolisme du
monoxyde d’azote (NO) font de la drépanocytose une pathologie vasculaire diffuse et complexe
(4).

Les syndromes drépanocytaires majeurs regroupent quatre formes génétiques
principales : homozygotie S/S, hétérozygoties S/C, S/B* ou S/B’. Cliniquement, ils sont
caractérisés par une anémie hémolytique chronique, des phénoménes vaso-occlusifs
responsables d’infarctus viscéraux et de douleurs, et une susceptibilité accrue aux infections par

asplénie fonctionnelle.
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L’ hydroxycarbamide est I’un des seuls traitements médicamenteux ayant fait la preuve
de son efficacité dans cette pathologie. Il est associé a une diminution du nombre de crises vaso-
occlusives et de syndromes thoraciques aigus, a un moindre recours aux transfusions sanguines
et a une baisse du nombre d’hospitalisations (5). Ces données, initialement établies chez des
patients drépanocytaires adultes, ont été largement confirmées en population pédiatrique (6-9).
De plus, bien que les indications frangaises de I’hydroxycarbamide soient encore limitées aux
patients agés de plus de 2 ans ayant déja présentés des complications (10,11), il est maintenant
¢tabli que I’administration prophylactique, précoce et intensive de ce traitement améliore le
pronostic vital et fonctionnel des enfants drépanocytaires dés 1’age de 9 mois (9,12).

Les mécanismes d’action de cette molécule ne sont pas encore complétement €lucidés.
Un des axes principaux repose sur 1’augmentation des concentrations d’hémoglobine foetale
(HbF) par D’activation de la guanylyl cyclase soluble et la modification de la formation
érythrocytaire. L’HbF interfére avec la polymérisation de I’HbS et empéche la falciformation
du globule rouge. Les autres effets bénéfiques de 1’hydroxycarbamide sont la réduction de
production médullaire de polynucléaires neutrophiles et de réticulocytes, la diminution de
I’adhésion endothéliale, la réduction de 1’hémolyse et I’amélioration de la vasodilatation par
libération de NO (13). L’ensemble de ces mécanismes concourent a une diminution de la vaso-

occlusion.

Les effets thérapeutiques de 1’hydroxycarbamide sont dose dépendants. Le schéma
posologique traditionnellement utilis€ consiste a débuter le traitement a une posologie
empirique de 15 a 20 mg/kg/j et augmenter progressivement jusqu’a la dose maximale tolérée
(DMT). Cette dose maximale est définie par une my¢€losuppression significative,
principalement révélée par une baisse des polynucléaires neutrophiles, des plaquettes et des

réticulocytes. La myélosuppression, effet souhaité de 1’escalade thérapeutique, représente la
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principale toxicité. La neutropénie est la cytopénie la plus fréquente. Son incidence dépend du
seuil retenu pour la toxicité et pour les ajustements de dose (habituellement entre 1,5 et 2 G/L)
(8,13). La suppression médullaire induite par 1’hydroxycarbamide est dose dépendante et
totalement réversible a I’arrét du traitement.

Les autres effets secondaires sont rares en population pédiatrique. Il s’agit surtout de troubles
gastro-intestinaux (douleurs abdominales, nausées) et dermatologiques (hyperpigmentation et
mélanonychie), qui eux, ne sont pas dose-dépendants (13,14).

Paralléelement aux bénéfices et aux toxicités, il est observé une grande variabilité
phénotypique quant a la réponse au traitement (15). Cette variabilité est notable a la fois pour
les marqueurs d’efficacité (hausse de I’hémoglobine feetale, du VGM, de I’hémoglobine, baisse
des marqueurs d’hémolyse) et pour les marqueurs de toxicité (baisse du taux de GB, de PNN,
de plaquettes). De méme, la dose maximale tolérée est trés variable d’un patient a 1’autre
(16,17). Ceci explique toute la difficulté pour les cliniciens de prédire avec précision la réponse

individuelle a I’hydroxycarbamide.

Pour ces raisons, plusieurs travaux se sont intéressés au monitorage pharmacologique
de I’hydroxycarbamide. L’étude HUSTLE, publiée en 2011 (15), est la premiére étude majeure
s’intéressant a la pharmacologie de I’hydroxycarbamide chez les enfants drépanocytaires. Avec
174 patients inclus, ce travail a apporté des informations précieuses quant aux déterminants de
la pharmacocinétique, pharmacodynamie et pharmacogénétique de ce traitement. Il a
notamment permis d’établir I’AUC médiane des enfants ayant atteint leur dose maximale
tolérée. Cette AUC, reflet de 1’exposition systémique a 1’hydroxycarbamide, était de 115
mg/L/h.

Les données de I’é¢tude HUSTLE ont été utilisées par 1’équipe du Pr Dong (18), pour le

développement d’un modé¢le pharmacocinétique de population. Ce modele, basé sur les données
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pharmacocinétiques individuelles, permet de proposer une posologie optimale
d’hydroxycarbamide pour chaque patient. Conformément aux résultats obtenus dans HUSTLE,
I’AUC ciblée pour I’adaptation de dose était de 115 mg/L/h. Outre le développement de ce
modele, Dong et al. ont identifi¢ les temps de prélévements les plus informatifs pour une
estimation robuste de I’AUC : 20 minutes, 1 heure et 3 heures apres la prise du traitement.
Cette stratégiec de dosage de I'hydroxyurée personnalisée et guidée par la
pharmacocinétique a ¢té validée en pratique clinique dans 1’essai TREAT (19). Dans cette
¢tude, le délai moyen pour atteindre la DMT était significativement plus court (4,8 mois)
qu’avec le schéma posologique traditionnel. La réponse biologique au traitement était meilleure
pour I’Hb et ’HbF que dans I’étude BABY HUG (9). Enfin, bien que la posologie atteinte a la
DMT (26,7 mg/kg/j) soit plus ¢élevée qu’avec le schéma posologique habituel (15,20), les

auteurs ne rapportaient pas plus de toxicit¢ hématologique.

En France, et spécifiquement en population pédiatrique, le recours a la pharmacologie
pour I'usage de I’hydroxycarbamide est encore trés limité. Peu de laboratoires proposent le
dosage de cette molécule, ce qui complique son utilité en pratique courante.

Le suivi thérapeutique des enfants drépanocytaires pourrait pourtant apporter une aide
précieuse pour guider 1’adaptation posologique. A la lumiere des travaux américains déja
réalisés (15,18,19), le dosage pharmacologique a ainsi ét¢ développé récemment au CHU de

Clermont-Ferrand.

L’objectif principal de cette ¢tude était d’étudier la relation entre 1’exposition

pharmacologique a I’hydroxycarbamide et les critéres clinico-biologiques de réponse au

traitement.
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Les objectifs secondaires étaient d’étudier la relation entre la posologie
d’hydroxycarbamide et ces mémes critéres clinico-biologiques de réponse au traitement ;
d’analyser le lien entre I’AUC et la posologie d’hydroxyurée ; d’évaluer I’intérét du dosage
pharmacologique (AUC) comme prédicteur de [Iefficacit¢é et de la toxicit¢ de

I’hydroxycarbamide par rapport a la posologie.
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MATERIELS ET METHODES

1) Type d’étude
Il s’agissait d’une étude rétrospective, monocentrique, observationnelle et analytique.

Notre étude s’est déroulée du 15 mars 2021 au 31 aott 2022.

2) Population d’étude

Tous les enfants atteints de syndrome drépanocytaire majeur (SS, SC, SB* ou SB?) pris en
charge dans les services d’hématologie et de pédiatrie générale du CHU Estaing, en cours de
traitement par hydroxycarbamide ou ayant une indication d’initier ce traitement, étaient

¢ligibles pour participer a cette étude.

Les criteres d’exclusion retenus pour cette étude étaient les suivants :

- Age de moins de 9 mois ou de plus de 21 ans au moment des dosages pharmacologiques
- Absence de consentement du ou des responsables légaux pour la réalisation des

cinétiques

3) Realisation des dosages pharmacologiques

3.1) Cinétiques d’hydroxycarbamide

Les analyses pharmacologiques étaient réalisées soit en hopital de jour lors de bilans
annuels ou de séances d’érythraphérese, soit en hospitalisation compléte dans le cadre de
complications aigues. Dans les deux cas, les dosages pharmacologiques étaient faits dans le

respect du planning de suivi habituel des enfants.
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Les cinétiques ¢étaient initiées le matin, avant la prise du médicament. Les patients ayant
pour habitude de prendre leur traitement le soir avaient pour consigne de ne pas prendre la dose
du soir précédant la cinétique, I’hydroxycarbamide étant administré le lendemain matin au

moment de la cinétique.

Il n’a pas été prévu de période de wash-out plus longue car les premiéres cinétiques
réalisées avant cette étude retrouvaient de fagon systématique un t0 égal 4 0 mg/L/min. La demi-

vie du traitement est courte, d’environ six a sept heures.

L’ hydroxycarbamide était administré par I’infirmicre en charge des prélévements.

La réalisation de cinétiques d’hydroxycarbamide nécessite 4 prélevements,

correspondant a différents temps par rapport a la prise du traitement (Annexe I).

t0 correspondant au dosage avant la prise du traitement

t1, correspondant au dosage a 20 minutes de la prise du traitement

t2, correspondant au dosage a 1 heure de la prise du traitement

t3, correspondant au dosage a 3 heures de la prise du traitement

Les prélévements étaient réalisés par ponction veineuse périphérique (voie dédiée aux
prélévements, ne pouvant étre utilisée pour I’administration de thérapeutiques ou de perfusion).
La pose de voie veineuse était réalisée pour une autre indication que celle de la réalisation de

la cinétique. Un mL de sang était nécessaire pour chacun des temps de prélévement.
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3.2) Adaptations posologiques

Certains patients, n’ayant pas encore atteint leur dose maximale tolérée, ont vu adapter
leur posologie journaliére d’hydroxycarbamide au cours de la période d’étude. Cette
adaptation de dose était laissée a I’appréciation du médecin référent de 1’enfant conformément
aux recommandations et aux pratiques courantes. Pour les enfants ayant déja bénéfici¢ de
dosages pharmacologiques, I’AUC apportait une aide quant a I’adaptation de posologie, en

plus des criteres clinico-biologiques habituels.

4) Analyses pharmacologiques

4.1) Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)

Cette technique d’analyse permet de combiner les performances de la chromatographie
pour la séparation des molécules, et de la spectrométric de masse pour la détection,
I’identification et la quantification des molécules en fonction de leur masse et de leur charge
¢lectrique (Figure 1). Ce procédé, classiquement utilisé pour le dosage pharmacologique, a été
adapté pour I’analyse de I’hydroxycarbamide par le laboratoire de pharmacologie du CHU de

Clermont-Ferrand.

22



260°C

: Chromatogramme
2. Injecteur
Spectre de masse
Controleur de flux —— Moniteur
: 4. Four
280°C
Déchets
5. Détecteur - Spectrométre de masse
3. Colonne lonisation
Phase stationnaire Courant électrique

1. Gaz vecteur
Hélium

Figure 1 - Principe général de la GC-MS

4.2) Préparation des échantillons

L’ hydroxyurée est une molécule polaire de petite taille (76g/mol).
Son analyse directe par GC-MS n’est pas réalisable directement a partir d’un échantillon
biologique. Plusieurs étapes de pré-traitement de I’échantillon doivent €tre réalisées au

préalable.

La premiére étape consiste a extraire et purifier 1’hydroxycarbamide de la matrice
sanguine. Pour cela, a partir d’un volume fixe d’échantillon de plasma (200uL), et apres avoir
ajusté le pH, ImL d’un solvant organique non miscible a 1’eau (donc au plasma) est ajouté :
I’acétate d’éthyle. Cette technique d’extraction liquide/liquide permet de transférer les
molécules d’intérét de la phase aqueuse vers la phase organique. Cette phase est ensuite
récupérée, puis évaporée a sec sous un bain d’azote et a température ambiante. Par cette étape,

I’hydroxycarbamide est extraite de la matrice biologique et concentrée dans un tube de recueil.
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La deuxieéme étape correspond a la dérivation chimique de 1’hydroxycarbamide afin de
modifier de fagon répétable et reproductible sa structure chimique pour permettre son analyse.

Pour ce faire, un protocole de silylation a I’aide de MTBSFA/ACN (25%/75%) a été développé

(Figure 2).
0 i (PHg Dérivation par sylilation ET B )(J)\ CSTS s
H NJ\N,OH + FaC” "N-Si—tBu - ua-:_ila_N T |I
2 CH
H HsC CHs +ACN o H H 3

Figure 2 - Etape de dérivation chimique de I’hydroxycarbamide, Dr Richard

La dérivation a pour objectif de stabiliser la molécule d’hydroxycarbamide a haute
température, de la rendre plus volatile et d’augmenter son poids moléculaire. L.’ensemble de
ses criteéres va permettre I’analyse de 1’hydroxycarbamide par GC-MS. L’Hydroxy Urée 13C
15N2, molécule existante sous forme préfabriquée, servira d’étalon interne pour I’analyse
quantitative des échantillons. Elle subira la méme étape de dérivation chimique que

I’hydroxycarbamide un fois extraite.

4.3) Préparation de la gamme et des controles

Afin de pouvoir quantifier I’hydroxycarbamide dans les différents échantillons
sanguins, il est nécessaire de réaliser un étalonnage. L’étalonnage nécessite la préparation de
solutions contenant de I’Hydroxy Urée a des concentrations croissantes ainsi qu’un étalon
interne ajouté a la méme concentration dans tous les points de gamme, I’Hydroxy Urée 13C
I15N2. Les solutions sont analysées par 1’appareil de mesure, permettant 1’obtention d’une
courbe de calibration. Celle-ci servira de référence lors de la phase de quantification de

I’Hydroxy Urée dans chacun des échantillons sanguins du patient.
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Figure 3 - Courbe de calibration de I’hydroxycarbamide, Dr Richard

4.4) Chromatographie en phase gazeuse : séparation des molécules

Les échantillons ainsi prétraités, sont pris en charge par le passeur d’échantillon pour
étre introduits sous forme liquide, au niveau de I’injecteur, ou ils sont instantanément vaporisés
et mélangés au gaz vecteur, I’hélium. Ce mélange gazeux est ensuite transmis au niveau de la
colonne analytique. Au sein de la colonne, les différents constituants des échantillons sont
séparés en fonction de leur différence d’affinité entre la phase mobile gazeuse et la phase
stationnaire présente sur la surface interne de la colonne de séparation. Chaque molécule
possede une vitesse d’élution qui lui est propre, en fonction de ses particularités physico-
chimiques et de son affinité avec la phase stationnaire de la colonne d’analyse. Apres séparation
dans la colonne avec les produits interférents, les différentes molécules sont transmises au

détecteur par spectrométrie de masse.
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Les molécules sont ainsi séparées en fonction du temps. C’est ce que 1’on appelle le
temps de rétention. Le temps de rétention est reproductible pour une molécule donnée. Dans le

cas de I’hydroxyurée, le temps de rétention est de 11 minutes.
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Figure 4 - Chromatrogramme de ’Hydroxy Urée 13C 15N2. Dr Richard

4.5) Spectrométrie de masse : qualification et quantification

Les molécules subissent ici une étape d’ionisation électronique. Elles sont fragmentées
et ionisées par un faisceau d’¢électrons de haute énergie (70 eV). La fragmentation est répétable
et reproductible pour une méme molécule. Chaque fragment de molécule est séparé par un
analyseur (quadripdle) en fonction de sa masse et de sa charge (rapport m/z), et conduit au
niveau du détecteur. Le détecteur permet la transformation des ions en courant €lectrique,

I’intensité du courant étant directement proportionnelle au nombre d’ions regus. L’ensemble de
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ces données est combiné par le logiciel ChemStation (HP Agilent), permettant d’obtenir un

résultat sous forme de spectre de masse.
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Figure 5 : Spectre de masse de ’Hydroxy Urée 13C 15N2, Dr Richard

La derniere étape est celle de la quantification de I’Hydroxy Urée dans chacun des
¢chantillons. A partir du spectre de masse de I’Hydroxy Urée 13C 15N2, 3 ions sont
s¢lectionnés, 1 ion de quantification et 2 ions de confirmation. Ces 3 fragments sont spécifiques

de la molécule et correspondent aux ions ayant le rapport m/z le plus intense.

A T’aide d’une courbe de calibration, nous obtenons ainsi, pour chaque temps de
prélévement, la concentration en Hydroxy Urée par la mesure de 1’aire sous la courbe du pic
chromatographique. La mesure simultanée de 1’étalon interne, I’Hydroxy Urée 13C 15N2,
permet d’apporter une plus grande robustesse (répétabilité et fidélité intermédiaire) dans

I’analyse.
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Figure 6 : Pic chromatographique de I’Hydroxy Urée 13C 15N2, Dr Richard

4.6) Validité des résultats

La limite du résultat inférieur est égale a la limite de quantification validée dans le
laboratoire, soit 0,05 mg/L. La limite du résultat supérieur est égale a 100 mg/L, correspondant

au dernier point de controle sur la droite d’étalonnage.
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5) Recueil de données

Pour chaque patient, nous avons relevé les données suivantes :
e Cliniques
- Age
- Sexe
- Type d’hémoglobinopathie
- Poids et taille

- Indice de masse corporelle

e Biologiques

- Taux de globules blancs

- Taux de polynucléaires neutrophiles
- Taux de lymphocytes

- Taux de monocytes

- Taux d’hémoglobine

- Volume globulaire moyen

- Taux de réticulocytes

- Taux de plaquettes

- Taux d’hémoglobine fcetale

- Marqueurs d’hémolyse : LDH, bilirubine totale, haptoglobine
- Créatininémie

- Cystatine C

- Bilan hépatique : ASAT, ALAT, GGT, PAL
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Les données biologiques correspondaient au bilan sanguin réalisé le jour des analyses
pharmacologiques, lors du prélévement t0 avant la prise du traitement.

Les données érythrocytaires (Hb, VGM, réticulocytes) des patients en programme
d’échange transfusionnel ont été exclues de 1’analyse. L’HbF de ces patients a été estimée par

la formule HbF/(HbF+HbS) pour éliminer mathématiquement ’HbA exogéne transfusée.

e Pharmacologiques

- Date d’introduction de I’hydroxycarbamide

- Posologie d’introduction de I’hydroxycarbamide

- Posologie actuelle de 1’hydroxycarbamide

- Cinétique de I’hydroxycarbamide avec détermination d’une AUC

- Lieu de réalisation de la cinétique

6) Criteres de jugement

Les criteres clinico-biologiques de réponse a I’hydroxycarbamide étaient les suivants :

- Marqueurs d’efficacité : hausse du taux d’hémoglobine et d’hémoglobine feetale,
hausse du volume globulaire moyen, baisse du taux de réticulocytes et du rapport
réticulocytes/hémoglobine, baisse du taux de LDH et de bilirubine, diminution du
nombre de CVO et du nombre de jours d’hospitalisation dans 1’année précédant la
cinétique

- Marqueurs de my¢élosuppression : baisse du taux de globules blancs totaux, de

polynucléaires neutrophiles, de lymphocytes, de monocytes et de plaquettes
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7) Considérations statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel R 4.0.3 (R Foundation for
Statistical Computing, Vienne, Autriche). Les descriptions sont données en nombre (N) et
pourcentage (%) pour les variables qualitatives, en moyenne et écart type (SD) ou médiane et
intervalle interquartile pour les variables quantitatives selon leurs distributions (gaussienne ou
non). Les comparaisons selon les critéres binaires (par exemple, AUC inférieure ou supérieure
a 115 mg/L/h) ont été réalisées a 1’aide du test du Chi2 ou du test exact de Fisher (selon
I’effectif) pour les variables qualitatives et a I’aide des tests de Student ou de Wilcoxon (selon

distribution) pour les variables quantitatives.

L’explication des parameétres cliniques et biologiques par la posologie ou I’AUC a été
analysée par un modele linéaire mixte du fait que les données soient répétées (plusieurs données
pour un méme patient). Les modeles linéaires mixtes permettent de prendre en compte la
corré¢lation des mesures au sein d’'un méme patient. Le patient était donc considéré comme un
effet aléatoire dans le modele. Sur le critére de I’ AIC il a été déterminé si la posologie ou I’AUC

expliquait le mieux le parametre étudié.

Tous les tests statistiques étaient bilatéraux pour un risque d’erreur de premicre espece de

5%. Aucune analyse intermédiaire n’a été réalisée.

8) Ethique

Tous les parents des enfants inclus dans cette ¢tude ont donné leur consentement oral pour

la réalisation des cinétiques d’hydroxycarbamide.
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RESULTATS

1) Population d’étude

Pendant notre période d’étude, 23 patients drépanocytaires recevaient un traitement par
hydroxycarbamide. Parmi eux, 19 patients (83%), ont bénéfici¢ de dosages pharmacologiques
(Figure 7). Tous étaient drépanocytaires SS. Pour certains patients, plusieurs cinétiques d’HU
ont été réalisées, soit un total de 29 cinétiques et 124 échantillons techniqués au laboratoire de
pharmacologie pendant les 18 mois de 1’étude. Sur les 29 cinétiques réalisées, 9 ont été faites
en hospitalisation compléte lors de complications aigues, 15 en hopital de jour lors de bilans

annuels et 5 a ’occasion de séances d’érythraphérese.

Patients drépanocytaires
traités par hydroxycarbamide
au CHU de Clermont-Ferrand

entre le 15/03/2021 et le

31/08/2022

Patients exclus de ’analyse
n=4

* [ patient exclu car HU suspendu
pendant la période d’étude
(cytopénies)
* 3 patients pour lesquels le dosage
d’HU n’était pas réalisable en
pratique lors des passages au CHU

Patients inclus dans
I’analyse
n=19

Figure 7 - Diagramme de flux des patients inclus dans I’étude
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Tableau I - Caractéristiques générales des patients a I’inclusion

Caractéristiques

Sexe masculin
Age
Globules blancs (G/L)

Polynucléaires neutrophiles
(G/L)
Hémoglobine (g/dL)*

VGM (fL)*

Réticulocytes (G/L)*
Réticulocytes/Hb (G/L/Hb)
Plaquettes (G/L)
Hémoglobine feetale (%)**
LDH (UI/L)

Haptoglobine (g/L)

Bilirubine totale (umol/L)
DFG (mL/min)***

Nombre de CVO dans I’année

précédant 1’inclusion

Nombre de jours
d’hospitalisations dans 1’année

Age d’introduction
d’hydroxycarbamide (années)

Posologie d’introduction
d’hydroxycarbamide (mg/kg/j)

Posologie
d’hydroxycarbamide a
I’inclusion (mg/kg/j)
Durée de traitement depuis
I’initiation (mois)

VGM = volume globulaire moyen ; LDH = lactate déshydrogénase ; DFG = débit de filtration glomérulaire ;
CVO = crise vaso-occlusive

Total (19)

10 (52,6%)

9,7 (9,12 ; 2,0-21,6)
9,0 (9,87 ; 2,8-15,2)
4,0 (3,8 0,6-8,2)
8,7 (8,5 ;6,7-11,5)
83,1 (85,4 ; 50,5-105,3)
211 (182 ; 39-468)
20,9 (159 ; 3,2-57,8)
289 (271 ; 91-508)
13,1 (8,7 ; 1,4-41,2)
389 (371 ; 244-571)
0,2 (0,1 ;0,1-1)
24,8 (22 ;9-55)

189 (170 ; 48-415)

1,6 (0 ; 0-8)
14,6 (5 ; 0-72)
6,5 (6,0 ; 1-16,3)
15,5 (15 ; 9,8-20,7)

16,2 (15,9 ; 6,4-32,9)

28,7(25,5; 11,7-111,1)

AUC
<115 mg/L/h (8)

3 (37,5%)

9,6 (9,9 ; 2,0-21,6)
10,6 (10,2 ; 8,2-15,0)
4,7 (5,0 ;3,2-5,8)
8,9 (8,5 ;7,9-11,5)
84,6 (85,7 ; 75,1-95.4)
293 (276 ; 151-468)
29,1 (274 ; 3,9-57.8)
326 (320 ; 187-508)
14,2 (14,8 ; 2,7-23,5)
416 (425,5 ; 256-531)
0,2 (0,1 ; 0,1-0,6)
27,9 (25,5 ; 10-55)
207 (215 ; 134-278)

2,8 (1;0-8)
17,9 (21 ; 2-36)
6.2 (6,5 ; 1-12,5)

13,5 (13,7 9.8-16,7)

13,3 (11,4 ; 6,4-29.4)

28,7 (37,1 ; 11,7-94,9)

AUC
> 115 mg/L/h (11)

7 (63,6%)

9,7 (8,3 ;3,8-19,3)
7,9 (6,3 ;2,8-15,2)

3,5(2,9;0,6-8,2)
8,5 (8,5 ;6,7-10,3)

82,0 (85,4 ; 50,5-105,3)

152 (144 ; 39-428)
15,0 (8,9 ; 3,2-51,6)
263 (240 ; 91-479)
12,3 (6,5 ; 1,4-41,2)
354 (325 ; 244-571)

0,2 (0,1 ;0,1-1)

22,1 (22 ; 9-46)
175 (153 ; 48-415)

0,8 (0; 0-6)
12,3 (0 ; 0-72)
6,8 (6,0 ; 1,3-16,3)
16,9 (18,2 ; 10,1-20,7)

18,3 (18,8 ; 9,4-32,9)

p_
value

0.370
1.000
0.238
0.076
0.649
0.967
0.016
0.109
0.206
0.492
0.312
0.951
0.630
0.206

0.129

0.100

0.762

0.022

0.029

25,8 (41,8 11,7-111,1) 0.894

*Les données érythrocytaires des 3 patients en programme d’échange transfusionnel ont été¢ exclues de 1’analyse

**’HbF des 3 patients en programme d’échange transfusionnel a été estimée par la formule HbF/(HbF+HDbS)

pour éliminer mathématiquement I’HbA exogene transfusée.
***Le DFG a été calculé par la formule de Schwartz.

Les données sont présentées sous forme d’effectifs (pourcentages) ou de médiane (moyenne ; valeurs extrémes).
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Le Tableau I regroupe les caractéristiques des patients collectées lors de 1’inclusion.
Les patients ont été séparés en fonction du résultat d’AUC obtenue a 1’issue de la premicre
cinétique d’hydroxycarbamide (groupes AUC < 115 mg/L/h et AUC > 115 mg/L/h).
Une association statistique est observée entre les patients présentant une AUC > 115 mg/L/h
et le taux de réticulocytes, significativement plus bas dans ce groupe (p = 0.016).
La posologie d’introduction de I’hydroxycarbamide et la posologie au moment de la cinétique
¢taient significativement plus élevées dans le groupe AUC > 115 mg/L/h (p =0.022 etp =
0.029). Par ailleurs, les données cliniques €taient en faveur d’'une moindre incidence de CVO
dans I’année précédant la cinétique et d’un nombre de jours d’hospitalisations réduit dans le

groupe AUC > 115 mg/L/h mais la différence n’était pas significative.

2) Corrélation entre AUC et parametres clinico-biologiques de réponse au

traitement

Le Tableau II présente la relation statistique entre I’AUC et les différents parametres de
réponse a I’hydroxycarbamide. Ces données ont ét¢ établies a partir des 29 cinétiques
réalisées chez les 19 patients de 1’étude. Chacun des paramétres cliniques et biologiques était
recueilli le jour de la réalisation des dosages pharmacologiques. Pour mémoire, les données
érythrocytaires correspondant aux 5 cinétiques réalisées chez les patients en programme
d’échange transfusionnel ont ét¢ exclues de 1’analyse.

Nous avons observé une association statistique entre I’AUC et plusieurs parametres
clinico-biologiques. Ainsi, plus I’AUC était €levée, plus le VGM était haut (p = 0.007).
Parall¢lement, une AUC haute était associée a une baisse des réticulocytes (p = 0.024), du
rapport réticulocytes/Hb (p = 0.007), de la bilirubine (p = 0.009), des globules blancs (p =
0.008) et des monocytes (0.002). Il n’y avait pas de corrélation significative entre I’AUC et
les autres parametres clinico-biologiques étudiés.
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Tableau 11 — Etude de la corrélation entre ’AUC et les marqueurs de réponse clinico-

biologique a I’hvdroxycarbamide

Caractéristiques clinico-biologiques

Marqueurs d’efficacité

HbF

VGM

Hb
Réticulocytes

Rapport réticulocytes/Hb

LDH
Bilirubine

Nombre de CVO dans I’année précédente
Nombre de jours d’hospitalisation dans I’année précédente

Marqueurs de myélosuppression

GB

PNN
Lymphocytes
Monocytes
Plaquettes

HbF = hémoglobine feetale ; VGM = volume globulaire moyen ; Hb = hémoglobine ; GB = globules blancs ;

p-value

0.110
0.007
0.771
0.024
0.007
0.083
0.009
0.181
0.820

0.008
0.095
0.065
0.002
0.938

LDH = lactate déshydrogénase ; CVO = crise vaso-occlusive ; PNN = polynucléaires neutrophiles

La Figure 8 illustre la relation entre I’AUC et le VGM pour 24 cinétiques réalisées au

cours de I’étude (exclusion des cinétiques faites lors de séances d’érythraphérése). Nous

observons une relation linéaire entre ces deux paramétres, avec toutefois quelques valeurs

aberrantes.
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Figure 8 — Corrélation entre AUC (mg/L/h) et VGM (fL)
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3) Corrélation entre posologie et parametres clinico-biologiques de réponse au
traitement

Le Tableau III présente la relation entre la posologique journaliére d’hydroxycarbamide,

exprimée en mg/kg/j, et les marqueurs de réponse au traitement. De la méme fagon que pour
I’AUC, ces données ont ét¢ établies a partir des 29 cinétiques réalisées.

Nous notons une association statistiquement significative entre la posologie et un taux
plus élevé de VGM (p = 0.012). Les taux de LDH (p = 0.021), de globules blancs (p = 0.009
de lymphocytes (p = 0.004), de monocytes (p = 0.001) étaient d’autant plus bas que I’ AUC

était ¢élevée.

Tableau 111 — Etude de la corrélation entre la posologie et les marqueurs de réponse
clinico-biologique a I’hydroxycarbamide

Caractéristiques clinico-biologiques p-value

Marqueurs d’efficacité

HbF 0.053
VGM 0.008
Hb 0.790
Réticulocytes 0.590
Rapport réticulocytes/Hb 0.514
LDH 0.021
Bilirubine 0.080
Nombre de CVO dans I’année précédente 0.935
Nombre de jours d’hospitalisation dans 1’année précédente 0.802

Marqueurs de myélosuppression

GB 0.009
PNN 0.215
Lymphocytes 0.004
Monocytes 0.001
Plaquettes 0.333

HbF = hémoglobine feetale ; VGM = volume globulaire moyen ; Hb = hémoglobine ; GB = globules blancs ;
LDH = lactate déshydrogénase ; CVO = crise vaso-occlusive ; PNN = polynucléaires neutrophiles

);
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4) Quide ’AUC ou de la posologie est le meilleur prédicteur d’efficacité et de

toxicité ?

Les analyses statistiques nous ont permis d’analyser quel marqueur, entre I’AUC et la
posologie, était le plus étroitement li¢ a chacune des variables étudi¢es. Ces informations sont
illustrées dans le Tableau I'V. Nous observons que la posologie semblait mieux corrélée aux
marqueurs de toxicité du traitement que I’AUC. La répartition était plus équilibrée concernant

les marqueurs d’efficacité de I’hydroxycarbamide.

Tableau IV — Etude du meilleur prédicteur d’efficacité et de toxicité de
I’hyvdroxycarbamide entre ’AUC et la posologie

Caractéristiques clinico-biologiques Meilleur prédicteur

Marqueurs d’efficacité

HbF Posologie
VGM Posologie
Hb AUC
Réticulocytes AUC
Rapport réticulocytes/Hb AUC
LDH Posologie
Bilirubine Posologie
Nombre de CVO dans I’année précédente AUC
Nombre de jours d’hospitalisation dans I’année précédente Posologie

Marqueurs de myélosuppression

GB Posologie
PNN Posologie
Lymphocytes Posologie
Monocytes Posologie
Plaquettes Posologie

HbF = hémoglobine feetale ; VGM = volume globulaire moyen ; Hb = hémoglobine ; GB = globules blancs ;
LDH = lactate déshydrogénase ; CVO = crise vaso-occlusive ; PNN = polynucléaires neutrophiles
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5) Corrélation entre AUC et posologie

La Figure 9 présente la relation entre I’AUC et la posologie. Il existe une association

significative entre ces deux variables (p < 0.001).

Malgré cela, nous constatons que de nombreux points sont trés écartés de la droite de

régression linéaire. Le coefficient de détermination était a 0.394.
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Figure 9 — Corrélation entre AUC et posologie




6) Analyse des patients ayant eu plusieurs cinétiques

6.1) Cinétiques a posologie fixe

Au cours de notre étude, deux patients ont bénéficié de dosages pharmacologiques répétés
a posologie fixe (Figure 10).

Le patient 12 avait une posologie journaliére de 300 mg/j. Rapportée au poids, la
posologie était de 18,8 mg/kg/j pour la cinétique n°1, 14,1 mg/kg/j pour la cinétique n°2 et
14,5 mg/kg/j pour la cinétique n°3.

Le patient 19 avait une posologie journaliére de 250 mg/j, soit 16,6 mg/kg/j pour les

cinétiques n°1 et n°2.
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Patient 12 (300mg/j) Patient 19 (250mg/j)

Figure 10 — Cinétiques répétées a la méme posologie chez deux patients
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6.1) Cinétiques a différentes posologies chez un méme patient

Pendant la période d’étude, 6 patients ont bénéfici¢ d’adaptations posologiques
guidées par la pharmacologie. Parmi eux, 5 patients ont eu une augmentation de dose (deux
augmentations pour le Patient 14 sur la période d’étude), et 1 patient (Patient 2) a vu sa
posologie diminuer. Le délai moyen entre les cinétiques était de 5,3 mois ; le délai moyen
entre le changement de posologie et la nouvelle cinétique était de 1,6 mois. Le Tableau V
décrit les posologies, les AUC et les données biologiques des patients avant et apres
adaptation de dose.

Nous avons observé que 1’augmentation de posologie était systématiquement associée
a une hausse de I’AUC (et inversement dans le cas du Patient 2), bien que la relation ne soit
pas parfaitement linéaire entre ces deux paramétres. Concernant les marqueurs d’efficacité du
traitement, le taux d’HbF a été sensible a I’augmentation d’AUC (+ 41% en moyenne) tandis
que I’Hb et le VGM ont été faiblement modifiés (+ 3% en moyenne pour I’Hb ; 6,5% en
moyenne pour le VGM). L’interprétation du taux de LDH est variable d’un patient a ’autre, il

a été abaissé chez 2 patients, et peu modifié¢ chez les autres patients.
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Tableau V — Caractéristiques des patients avant et apreés adaptation posologique

Posologie
(mg/kg/j)
AUC
(mg/L/h)
HbF
(%)
VGM
(fL)
Hb
(g/dL)
LDH
(UI/L)

Patient 1
Pré Post %
12,5 174  +39
68,7 131 +91
17,6 = 21,2 +20
88,2 93,1 +6

8,1 8,7 +7

529 | 365 31

Patient 2
Pré  Post
32,9 24,7

210,6 =~ 207
41,2 39,2
101,4 = 99,5
7,7 7,6
325 315

%

25

2

-5

-2

-1

-3

Patient 3
Pré Post %
6,4 16,6 = +159
34,5  103,5 +200
8,7 9,7 +11
86,5 86,3 +0

8,1 82 +1

531 491 -8

Patient 6
Pré | Post %
12,8 17,4 +36
63,4 1454 +129
2,7 6,7 +148
75,1 84,8 +13
8,9 8,1 -9
416 | 441 | +6

Patient 14

Pré Post %
9,1 17,9 +97
17,9 19,3 +8
67,5 95,2 +141
95,2  123,5 +30
21,4 22 +3
22 NE NE
83 88,7 +7
88,6 96,2 +8
9,5 11,1 +17
11,1 11,9 +7
351 NE NE

AUC = aire sous la courbe ; HbF = hémoglobine feetale ; VGM = volume globulaire moyen ; Hb =
hémoglobine ; LDH = lactate déshydrogénase ; NE = non évaluable

Patient 15

Pré Post %
9,1 17,5 +92
39,3 546 +139
223 | 274 +23
76,9 @ 80,5 +5
11,5 11,2 -3
371 305 -18

Pour chaque patient, les données sont reportées en trois colonnes qui représentent les caractéristiques avant, puis
aprés modification posologique, avec la différence relative exprimée en pourcentages.
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DISCUSSION

Cette ¢étude avait pour objectif d’évaluer la place de la pharmacocinétique de
I’hydroxycarbamide dans la prise en charge des enfants drépanocytaires. Il existe encore peu
de données de la littérature sur le sujet. Pourtant, avec I’avénement du concept de « médecine
personnalisée », le suivi thérapeutique pharmacologique semble particulierement intéressant,

surtout au sein de la population pédiatrique caractérisée par sa grande hétérogénéité.

La technique de dosage de 1’hydroxycarbamide est encore peu développée en France.
L’¢équipe du Dr Hulin du CHU de Créteil (APHP) a été pionnic¢re dans le domaine avec des
travaux publiés depuis 2006. Dans ces €tudes, les concentrations d’hydroxycarbamide dans le
plasma et ['urine étaient initialement déterminées par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) (20). Depuis, la technique de dosage a été affinée avec le développement
d’une méthode d’analyse par HPLC couplée a une détection ultra-violet (21). Plus récemment,
le dosage de I’hydroxycarbamide a vu le jour au CHU de Clermont-Ferrand avec la mise au
point d’une technique de GC-MS développée au sein du service de Pharmacologie. Des
¢chantillons biologiques ont ét¢ échangés entre ces deux centres pour permettre une validation
croisé€e des résultats. Ces échanges sont d’autant plus importants qu’il existe a ce jour peu de

données pédiatriques sur la pharmacocinétique de I’hydroxycarbamide.

L’effectif de notre étude était limité, avec 19 patients inclus, mais ceux-ci représentaient
pres de D'intégralité des enfants traités par hydroxycarbamide au CHU de Clermont-Ferrand.
Les dosages étaient réalisés dans le respect du planning de suivi habituel des patients,
permettant de limiter au maximum le nombre de prélévements sanguins pour la réalisation des
cinétiques. Les prélévements étaient faits a 1’occasion d’hospitalisations complétes dans le
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cadre de complications aigues, d’hdopitaux de jour ou de séances d’érythraphérese. Ces
différences dans les conditions d’analyse peuvent induire un biais dans I’interprétation des
résultats pharmacologiques. Effectivement, I’hydroxycarbamide est une molécule hydrosoluble
avec un volume de distribution comparable au volume du compartiment hydrique total (22). Sa
concentration plasmatique est ainsi influencée par les modifications du compartiment aqueux.
Nous pouvons imaginer que les cinétiques faites lors de complications aigues, en dehors des
conditions d’homéostasie habituelles, ne reflétaient pas parfaitement 1’exposition au traitement.
Dans I’avenir, nous envisageons de standardiser les conditions d’analyses pharmacologiques,
en privilégiant les cinétiques faites en hopital de jour, notamment lors de bilans annuels, a

distance de toute complication.

Dans notre travail, I’AUC cible était fixée a 115 mg/L/h. Cette cible correspondait a
I’AUC médiane obtenue chez 63 patients dans 1’é¢tude de Dong et al. (18). Cette donnée avait
déja été retrouvée dans I’essai de de Montalembert et al. en 2006, ou I’AUC médiane des 11
enfants inclus dans I’étude était de 115 mg/L/h a la dose maximale tolérée (20). Enfin, 1I’équipe
de Estepp et al. (23) trouvait des résultats concordants avec une AUC médiane de 107 mg/L/h
chez 52 enfants traités par hydroxyurée depuis plus de 3 mois, sans que les critéres de dose
maximale tolérée n’aient été clairement énoncés. Dans ce travail, nous avons comparé les
patients selon leur AUC : supérieure ou inférieure a 115 mg/L/h. Les différences dans les
critéres de réponse au traitement n’étaient significatives que pour le taux de réticulocytes, plus
bas dans le groupe AUC > 115 mg/L/h. Ces données peuvent en partie s’expliquer par notre
faible effectif, nécessitant une taille d’effet d’autant plus importante pour mettre en évidence
une différence significative. Néanmoins, il convient de rester prudent car il n’existe pas, a ce
jour, de recommandations établies sur I’AUC cible chez les enfants drépanocytaires. De méme,

les travaux précédemment énoncés (18,20,23) n’incluaient pas d’enfants dgés de moins de 2
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ans, rendant hasardeux le choix d’une cible a 115 mg/L/h dans cette population, caractérisée
par des fonctions rénale et hépatique encore immatures (24). L’accumulation de données
pharmacologiques chez des patients ayant atteint leur dose maximale tolérée est nécessaire pour

valider une cible d’AUC adaptée a notre population, et a chaque catégorie d’age.

Notre travail a étudié la corrélation entre I’AUC et les différents marqueurs de réponse
biologique au traitement. Nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre I’AUC et I’HbF
(p = 0.110). Bien que I’hémoglobine feetale soit un des principaux marqueurs d’efficacité de
I’hydroxycarbamide, sa grande variabilité interindividuelle est bien connue (13,15,17). Cette
variabilité est en partie expliquée par I’existence de polymorphismes génétiques dans la
régulation du métabolisme de I’hydroxycarbamide, I’expression de I’HbF et la prolifération des
progéniteurs érythroides (25). Dans notre groupe AUC > 115 mg/L/h, les valeurs extrémes
d’HDbF étaient de 1,4% a 41,2% et la médiane d’HbF ¢tait inférieure a celle retrouvée dans le
groupe AUC < 115 mg/L/h. Des données similaires ont été rapportées dans 1’étude de Ribeiro
et al. (26), ou les enfants sans traitement d’intensification avaient un taux d’HbF plus haut que
les enfants traités. Outre la variabilité interindividuelle, les travaux de Paule et al. (27) ont
permis, grace a un suivi prospectif de patients sur 30 mois, de mettre en évidence que 1’état
d’équilibre de ’HbF était seulement atteint aprés 26 mois de traitement. Dans notre cohorte,
pres de la moitié des patients €taient traités depuis moins de 26 mois. Le suivi pharmacologique
de ces patients dans les mois et années a venir permettra peut-&tre de réajuster les données
concernant ’HbF.

Nous avons observé une corrélation significative entre AUC et VGM (p = 0.007).
Contrairement a ce qu’il a ¢ét¢é démontré pour I’HbF, I’état d’équilibre du VGM sous
hydroxyurée est atteint rapidement, en 3 mois environ (27). Ce temps correspond au délai

nécessaire au renouvellement du pool érythrocytaire. Parallélement a ces résultats, le taux
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médian de VGM n’était pas plus élevé dans le groupe AUC > 115 mg/L/h que dans le groupe
AUC < 115 mg/L/h. Nous expliquons ces résultats par I’importante prévalence du trait béta-
thalassémique dans le groupe > 115 mg/L/h (27%), responsable d’un VGM abaissé chez les 3
patients concernés.

Nous avons pu démontrer 1’existence d’une forte corrélation entre AUC et marqueurs
d’hémolyse. Il existait une relation significative entre I’AUC et la bilirubine (p = 0.009), les
réticulocytes (p = 0.024) et le rapport réticulocytes/Hb (p = 0.007), tandis la corrélation n’était
pas significative pour le LDH et I’Hb. Le rapport réticulocytes/hémoglobine nous a paru
intéressant a étudier car il est un indicateur de 1’équilibre entre la diminution de I’hémolyse et
la freination de la moelle osseuse. A taux d’hémoglobine stable, il refléte la part d’érythropoicse
inefficace, permettant seulement de compenser 1’hémolyse. Un rapport réticulocytes/Hb bas
signale une érythropoiése équilibrée et efficace. Concernant I’Hb, bien que son augmentation
soit considérée comme un marqueur majeur de réponse biologique a 1’hydroxyurée (13,15),
c’est une variable influencée par de nombreux paramétres. Les causes d’anémie sont
nombreuses en population drépanocytaire (hémolyse, carence martiale, séquestrations
spléniques aigues et chroniques, crises aplasiques ...), ce qui rend difficile 1’analyse du taux
d’Hb. Cette analyse est d’autant plus complexe que plus d’un tiers de nos cinétiques ont été
réalisées a I’occasion de complications aigues, souvent associées a une baisse transitoire du
taux d’Hb (12).

Concernant les marqueurs de myélosuppression, I’AUC était significativement corrélée
a la baisse du taux de globules blancs (p = 0.008) et de monocytes (p = 0.002). Les lymphocytes
et les monocytes sont trées peu étudiés dans les études concernant I’hydroxycarbamide.
Néanmoins, 1’étude de ces variables nous a semblé intéressante car les travaux récents de
Moreira et al. (28) ont démontré que les patients avec une forte adhérence a I’hydroxycarbamide

avaient un taux significativement plus bas de lymphocytes et de monocytes que les patients
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non-observants. Ces deux parametres biologiques, bien que peu étudiés, pourraient donc étre
associés aux criteres de réponse a I’hydroxyurée, au méme titre que les polynucléaires

neutrophiles, les plaquettes et les réticulocytes.

L’un des objectifs de I’étude était de déterminer si les critéres de réponse a
I’hydroxycarbamide étaient mieux corrélés a I’AUC ou a la posologie. L’AUC apparaissait
comme un bon marqueur d’efficacité du traitement. En revanche, elle était moins bien corrélée
aux marqueurs de myélosuppression que ne 1’¢était la posologie.

Ces données sont intéressantes car elles peuvent étre mises en parallele avec les deux
grands phénotypes drépanocytaires classiquement distingués : le phénotype « hémolytique »,
associé aux atteintes vasculaires, et le phénotype « vaso-occlusif » (29). L’hémolyse chronique
est responsable d’une dysfonction endothéliale causée par la baisse de biodisponibilité¢ du NO,
consomme¢ par 1’hémoglobine libérée dans les vaisseaux. La baisse de NO entraine une
vasoconstriction et induit un état vasculaire pro-inflammatoire (30). Ce phénomene est
responsable de I€sions d’organes multiples, et notamment de Iésions vasculaires cérébrales. En
opposition, le phénotype vaso-occlusif, responsable d’ischémies tissulaires et de douleurs, est
li¢ I’hyperviscosité sanguine et a 1’adhésion endothéliale des éléments figurés du sang. Le
phénotype hémolytique est considéré comme plus sévere car associé a une mortalité augmentée.
La forte corrélation entre I’AUC et la baisse de I’hémolyse suggere que 1’utilisation de I’AUC
comme cible thérapeutique pourrait étre particulierement intéressante pour les patients avec des
complications vasculaires. Au contraire, chez les patients avec un phénotype vaso-occlusif,
I’objectif d’atteindre la dose maximale tolérée, avec un seuil de myélosuppression maximal,
semble étre cohérent. De futurs études incluant les patients selon leur phénotype, hémolytique
ou vaso-occlusif, pourraient étre intéressantes pour confirmer si I’AUC est une cible plus

adaptée que la posologie chez les patients avec complications vasculaires.
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Ce travail a permis d’étudier le lien entre I’AUC et la posologie. Nous avons mis en
¢vidence une corrélation significative entre ces deux marqueurs (p < 0.001). Toutefois, nous
avons aussi relevé d’importantes variabilités interindividuelles. Certains patients présentaient
une grande dissociation entre leur posologie quotidienne d’hydroxyurée et I’exposition
systémique au traitement. Cette observation ¢était attendue puisqu’elle est a la base des
difficultés rencontrées dans 1’adaptation posologique des enfants drépanocytaires. A méme
posologie, 1’exposition systémique varie énormément d’un patient a 1’autre. Ceci a été
démontrée dans I’essai HUSTLE (15) avec notamment la mise en évidence de phénotypes
d’absorption lents et rapides de I’hydroxyurée. Les patients avec profil d’absorption rapide ont
une concentration maximale plus haute et une durée de vie dans 1’organisme plus courte. Les
auteurs n’ont pas identifi¢ de facteurs prédictifs permettant de connaitre a priori le profil
d’absorption des patients. Il pourrait étre intéressant de mener une étude s’intéressant
spécifiquement aux patients ayant de grandes dissociations entre AUC et posologie pour étudier

leurs paramétres clinico-biologique de réponse et de toxicité au traitement.

Seuls deux patients ont bénéfici¢ de plusieurs cinétiques a dose fixe
d’hydroxycarbamide. Ce trés petit effectif ne permet pas de se prononcer quant a la
reproductibilité des dosages pharmacologiques, bien que les cinétiques soient trés voisines chez
ces deux patients. C’est un parameétre qu’il pourrait €tre intéressant d’étudier sur un plus grand
nombre de patient.

Pendant les 18 mois de I’étude, 6 patients ont eu des adaptations thérapeutiques suivies
de dosages pharmacologiques. Nous avons pu observer que I’augmentation ou la baisse de
posologie faisaient varier I’AUC dans le méme sens. De méme, les marqueurs d’efficacité
¢taient meilleurs aprés ’adaptation. A I’heure actuelle, nous ne disposons pas de modele

pharmacocinétique de population comme celui proposé par Dong et al. (18). Un tel mod¢le nous
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permettrait de proposer une posologie individualisée visant d’emblée 1I’AUC cible.
L’accumulation de données pharmacocinétiques en population pédiatrique et la mise en
¢vidence de ’apport du suivi thérapeutique personnalisé pourrait permettre de développer ce
modéle au CHU de Clermont-Ferrand. En attendant, il serait intéressant de standardiser les
conditions d’adaptation posologique guidée par la pharmacologie. Apres exclusion des critéres
de mauvaise tolérance clinico-biologique, un protocole d’adaptation bas¢ sur I’AUC initiale
pourrait €tre proposé. Nous suggérons 1’adaptation posologique suivante : AUC < 50mg/L/h :
+ 10mg/kg/j ; AUC entre 50 et 100mg/L/h : + 7,5mg/kg/h ; AUC entre 100 et 115mg/L/h : + 5
mg/kg/j ; AUC > 115mg/L/h : pas d’augmentation posologique systématique. De méme, il
semble nécessaire de définir un délai entre I’adaptation posologique et I’évaluation des critéres
de réponse au traitement post-adaptation. Les travaux de Paule et al. (27) ont en effet démontré
que I’état d’équilibre pharmacocinétique de 1’hydroxyurée était atteint en 35 jours environ.
Dans notre travail, le délai moyen entre I’adaptation de dose et la seconde cinétique était
seulement de 1,6 mois, ce qui est insuffisant, au regard de la durée de vie des hématies, pour

apprécier le plein effet de 1’ajustement posologique sur les paramétres érythrocytaires.

Si I’efficacité et la sécurité a court et moyen terme de 1’hydroxycarbamide sont établies
depuis de nombreuses années, des questions demeurent quant a sa toxicité¢ a long terme, en
particulier lorsque le traitement est débuté deés le plus jeune age, ce qui est de plus en plus
recommandé (9,12). Les principales craintes portent sur la fertilité et la cancérogénicité. L’étude
ESCORT-HU publiée en 2021 fournit des données rassurantes concernant ces deux parametres
bien que les auteurs concluent a la nécessité¢ d’études prospectives a long terme et a grande
¢chelle pour statuer définitivement sur la tolérance a long terme de I’hydroxyurée (31). A
I’heure actuelle, la recommandation dans I’utilisation de I’hydroxycarbamide est d’atteindre la

dose maximale tolérée (13,12,22). Néanmoins, ces travaux sur la pharmacocinétique de
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I’hydroxycarbamide permettent d’envisager une nouvelle maniere d’aborder 1’adaptation
posologique des patients. Si la cible retenue d’AUC est de 115 mg/L/h, nous pouvons imaginer
que pour les patients ayant atteint une exposition systémique > 115 mg/L/h, la posologie ne
devrait pas étre augmentée de fagon systématique. Les dosages pharmacologiques pourraient

aider a déterminer la dose minimale efficace pour chaque patient.

Cette ¢tude observationnelle nous a apporté des €léments de réponse quant au recours a
la pharmacocinétique de 1’hydroxycarbamide. Confrontée a I’ensemble des ¢léments clinico-
biologiques relatifs aux patients, elle semble pouvoir apporter une aide dans I’adaptation
posologique des enfants drépanocytaires. Au CHU de Clermont-Ferrand, les dosages
pharmacocinétiques participent désormais a la prise en charge globale des patients. A la fin de
notre période d’¢tude, 6 patients avaient une AUC < 115 mg/L/h. Des dosages
pharmacologiques sont déja prévus pour ces patients lors des prochains bilans annuels, en

hopital de jour.
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CONCLUSION

Ce travail a évalué I’apport de la pharmacocinétique dans la prise en charge des
enfants drépanocytaires. Peu de laboratoires frangais disposent de la technique de dosage de
I’hydroxycarbamide, ce qui complique son utilité en pratique courante.

Notre étude retrouvait une association significative entre I’AUC et de nombreux
parametres biologiques tels que les globules blancs, les monocytes, les réticulocytes, le VGM
et la bilirubine. L’ AUC était plus finement corrélée a I’Hb et aux réticulocytes que ne I’était la
posologie. Néanmoins, la posologie semblait étre un meilleur prédicteur des autres parametres
clinico-biologiques étudiés.

La place des dosages pharmacologiques reste encore a préciser. Une étude prospective
de plus grande ampleur, visant a comparer les caractéristiques clinico-biologiques de patients
traités jusqu’a la dose maximale tolérée a celles de patients traités jusqu’a une AUC cible

pourrait &tre proposée.

Le Doyen de ’UFR de Médecine, La Présidente du Jury,
Pr Pierre CLAVELOU Pr Justyna KANOLD

J
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ANNEXES

Annexe I : Feuille de prescription pour la cinétique d’hydroxycarbamide

FEUILLE DE PRESCRIPTION POUR LA ‘ .
CINETIQUE D’HYDROXYCARBAMIDE (SIKLOS) Etiquette du patient

Poids du jour: ..........
Taille du jour : .........

Pré-requis indispensable : les patients doivent se présenter avant la prise quotidienne du traitement

1) Données médicales

Date d’introduction de I’'hydroxycarbamide : ...t et st
Posologie actuelle de I’'hydroxycarbamide (M) : ..ottt ettt e e

Observance thérapeutique déclarée par le patient : Parfaite Bonne Moyenne Passable Nulle

2) Préléevements

Aspects pratiques :
- Tubes verts de microméthode sans gel
- Volume sanguin nécessaire pour chaque analyse = 1mL
- Bon de pharmacologie/toxicologie (préciser le temps de prélevement)
- Prélevements sur VVP possibles, a condition qu’aucun traitement ni perfusion ne passe sur la
VVP

4 temps de prélevements :

TO = Avant la prise du traitement | T1=AM20dela |T2=AHldela T3=AH3dela
prise prise prise
- Cinétique Siklos - Cinétique Siklos | - Cinétique Siklos - Cinétique Siklos

- NFS-plaquettes, formule
sanguine, réticulocytes

- Electrophorése de I'Hb

- LDH, bilirubine, haptoglobine
- lonogramme sanguin, urée,
créatinine, DFG, cystatine C

- ASAT, ALAT, GGT, PAL
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