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Introduction

Introduction

Le cancer est un fléau social qui constitue un véritable probléme de santé publique a
I’échelle planétaire. Cause majeure de décés dans le monde, il a été a l'origine de
8,2 millions de déces en 2012 et 8,8 millions de déceés en 2015. Ce nombre devrait, selon
les estimations de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), dépasser les 13,1 millions
en 2030.

Plus de 70% de ces décés dus au cancer surviennent dans les pays a faible revenu ou a
revenu intermédiaire (1).

En Algérie, la leucémie myéloide chronique (LMC) occupe la 5™ place des cancers les
plus répandus (2).

Longtemps resté sombre, le pronostic de cette maladie a été nettement amélioré ces
deux derniéres décennies par l'introduction de nouvelles thérapies dites « ciblées »
représentées par les inhibiteurs de tyrosine Kinases (ITK).

Aujourd’hui, grace a ces nouveaux traitements, les données de survie montrent que les
espérances de vie des patients atteints de leucémie myéloide chronique répondant bien
au traitement peuvent méme rejoindre celles des non malades (2).

L'imatinib, archétype des ITK, a révolutionné le traitement de la LMC et permis d’obtenir
des résultats thérapeutiques impressionnants. Il représente encore a I’heure actuelle le
traitement de référence et de premiére intention de la leucémie myéloide chronique a
chromosome Philadelphie positif dans notre pays (3).

Cependant, contrairement a son éloquente pharmacodynamique ciblée, Ila
pharmacocinétique de l'imatinib est caractérisée par une grande variabilité inter-
individuelle qui se traduit par des concentrations plasmatiques trés différentes d’un
patient a l'autre sous un méme schéma posologique. Ainsi, malgré son excellente
efficacité, des réponses sous-optimales et des échecs thérapeutiques ont été observés
chez certains patients aux posologies standards recommandées (4-6).
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Sur la base de la mise en évidence de cette variabilité inter-individuelle de Ia
pharmacocinétique de I'imatinib, des études ont été menées sur différentes populations
dans le monde et ont permis de suggérer des concentrations efficaces pour I'imatinib.

Un seuil d’efficacité de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib, de 1000 ng/ml,
considéré comme un marqueur prédictif de la réponse moléculaire majeure a été
recommandé par plusieurs équipes de recherche, notamment occidentales. Une équipe
jordanienne a cependant recommandé un seuil bien plus élevé (7).

Les différences observées dans les concentrations résiduelles d’imatinib et les seuils
suggérés d’'une population a I'autre doivent étre prises en compte lors de I'interprétation
des résultats de dosage de I'imatinibémie.

Aujourd’hui, le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) de I'imatinib s’est bien
implanté, en pratique clinique, dans plusieurs pays du monde mais n’a pas encore été
développé en Algérie ou aucun laboratoire ne propose le dosage de I'imatinib.

Le but de ce travail est d’introduire le STP de I'imatinib en Algérie.

L’objectif principal est de déterminer le seuil d’efficacité de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib chez des sujets algériens, issus d’'une population de patients atteints
de LMC en phase chronique, en se basant sur la réponse moléculaire.

La réalisation de cet objectif implique une étape préliminaire indispensable, qui consiste
en la mise au point et la validation d’'une méthode de dosage de I'imatinib plasmatique,
fiable et reproductible, qui réponde aux besoins du STP. Ceci constitue également I'un de
nos objectifs.

Les objectifs secondaires sont énumérés ci-dessous :

v’ Déterminer les variabilités inter et intra-individuelles des concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib, chez les patients algériens.

v' Etudier le lien entre les concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib
obtenues précocement (a 1 mois du début du traitement) et les réponses
moléculaires au traitement, évaluées ultérieurement; I'objectif étant de
confirmer ou d’infirmer le potentiel prédictif de la détermination précoce des
concentrations d’imatinib.

v' Déterminer les seuils d’efficacité de la concentration plasmatique résiduelle
d’imatinib, chez des patients algériens atteints de leucémie myéloide chronique
en phase chronique de la maladie pour les réponses hématologique et
cytogénétique.
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v' Rechercher un lien entre lintensité de la réponse moléculaire et la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib.

v’ Faire ressortir les effets indésirables et toxicités dus a I'imatinib, présentés par
les sujets de I'étude.

v' Rassembler toutes les informations démographiques, épidémiologiques et celles
liées a la pharmacocinétique de I'imatinib chez nos patients, qui pourra étre
ultérieurement exploitée.

La revue bibliographique de ce travail est constituée de 5 chapitres, permettant de
retracer ['histoire de la thérapie ciblée, de présenter les thérapies ciblées
anticancéreuses, d’exposer la pharmacologie de I'imatinib, d’expliquer I'apport de cette
molécule dans le traitement de la leucémie myéloide chronique et de justifier la pratique
du suivi thérapeutique pharmacologique de cette molécule.

La partie pratique est organisée en deux volets qui nous paraissent essentiels a la mise en
route du suivi thérapeutique pharmacologique de I'imatinib en Algérie : le premier relatif
a la mise au point et a la validation de la méthode de dosage ; le second, mené comme
une étude de stratégie diagnostique multicentrique, est axé sur la détermination du seuil
d’efficacité de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib dans le cadre du
traitement de la LMC.
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Revue bibliographique Chapitre | - Historique : du remeéde ancien a la thérapie ciblée

Chapitre |

Historique : du remeéede ancien a la thérapie ciblée

I.1. Naissance du médicament

Méme s’il n’existe aucune certitude sur les origines de la pharmacie, il est admis, depuis
la nuit des temps que 'Homme a, toujours, cherché des remedes pour alléger ses
souffrances. L'utilisation empirique de substances naturelles, depuis des millénaires, a
abouti a I'émergence, a la création, a la naissance du médicament.

Dés les temps les plus reculés, 'Homme a appris a reconnaitre et a se servir des produits
d’origine minérale, d’origine organique, pour se concentrer, plus naturellement, sur les
produits d’origine végétale. Des fouilles archéologiques ont prouvé que des plantes
médicinales étaient déja utilisées, il y a de cela 60 000 ans (8), bien avant qu’lbn Sina
(Avicenne) ne consacre 643 monographies aux médicaments d’origine végétale, dans son
« Qanun Fi'Tibb » ou canon de la médecine (figure 1) (9), et que Paracelse n’évoque la
« théorie des signatures » et ne préne, au début du 16°™¢ siécle, I'extraction de I'« ame
des végétaux » (8).

(b)

Figure 1 : Célébre manuscrit d’lbn Sina intitulé « Qanun Fi’Tib » en (b), avec des enluminures (a)
et (c) représentant I'apothicaire, ancétre du pharmacien, exécutant une préparation médicinale,
entouré de ses fioles

Page 5



Revue bibliographique Chapitre | - Historique : du remeéde ancien a la thérapie ciblée

Cette théorie des signatures évoquait le fait que Dieu, regrettant d’avoir créé les
maladies, aurait permis a ’'Homme d’accéder aux remedes permettant de les combattre,
en leur affectant un signe de reconnaissance (8, 10) : des lors, les vers luisants entraient
dans la composition des collyres, les haricots guérissaient les reins, le safran jaune était
utilisé contre l'ictére (11), la noix, qui a la forme des deux hémispheres cérébraux, était
bonne pour le cerveau, les saules qui prospéraient, les pieds dans I'eau, étaient utilisés
contre la fievre et le rhumatisme, ... (8).

Dés la fin du 18®™ siécle et le début du 19°™¢, la voie de I'extraction de la
« quintessence » a mené a l'isolement des premiers principes actifs d’origine végétale,
avec I’extraction, notamment, de la morphine, a partir de I'opium ou de la quinine, a
partir de I'écorce de quinquina, ... (8). Cette période inaugure I’ére des sciences physiques
et chimiques qui permirent les premiéres études scientifiques des remedes anciens, la
purification des substances actives et I'étude de leurs effets sur les animaux. Ainsi, naquit
la Pharmacologie, science du médicament (12).

La fin du 19™e siécle a été marquée par les premiéres synthéses de molécules naturelles
telles que l'acide acétyl-salicylique ou aspirine. Ces découvertes signent une rupture
radicale, dans I'histoire de la pharmacie, passant des plantes médicinales - souvent
accompagnées de pratiques plus magiques que rationnelles - aux médicaments
proprement dits, élaborés grace aux techniques chimiques (10).

La pharmacologie continue de prendre de I'essor au 20°™¢ siécle avec, notamment, la
premiere étude pharmacocinétique rapportée chez I'homme en 1919. Cette derniére,
menée avec de la teinture de digitale, avait permis de démontrer I'intérét de I'adaptation
individuelle de posologie (13).

Le 20%™e siécle voit, également, I'explosion de I'industrie pharmaceutique avec I'invention
de drogues nouvelles, notamment, la synthése du premier sulfamide, en 1936 (8).

En 1983, I'insuline, initialement extraite du pancréas de porc, est le premier médicament,
synthétisé par de nouvelles méthodes, a étre mis sur le marché et ouvre I'ére des
biotechnologies (8).

I.2. Thérapie anticancéreuse

Les premiéres thérapies ciblées sont mises sur le marché entre la fin du 202™¢ et le début
du 21°™e siécle. La lutte contre le cancer, qui n’est devenue réalité qu’au cours des deux
derniers siécles, s’est alors vue dotée de médicaments révolutionnaires.

Les premieres traces des écrits sur les tumeurs cancéreuses remontent a environ
2800 ans avant J-C ; Hérodote évoque le cancer, dés le 5¢™e siécle avant J-C, et Hippocrate
y fait, également, plusieurs allusions, un siecle plus tard (14). Les moyens de lutte contre
cette maladie restent inchangés pendant plus de 3000 ans, a savoir exérese, applications
locales et cautérisation (15).
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C’est pendant la seconde moitié du 19%™e siécle et le début du 20°™ siécle que les progrés
de la médecine et les actions contre le cancer s’accélérent avec, notamment, la
découverte des rayons X par Rontgen en 1895, puis celle du radium par Pierre et Marie
Curie, en 1898, qui méne a la naissance de la radiothérapie, en juin 1901, appelée, a
I’époque, « radiumthérapie » ou « Curiethérapie » (14).

La chimiothérapie anticancéreuse, quant a elle, ne se développe qu’une fois le role des
métastases reconnu dans la mortalité par cancer. Elle émerge au cours de la premiere
guerre mondiale et, plus encore, pendant et immédiatement aprés la seconde guerre
mondiale (16). Auparavant, seuls les dérivés arsenicaux avaient fait I’objet d’observations
relatant leur potentiel anti-tumoral, principalement anti-leucémique (15), notamment
depuis que Pierre Alliot a proposé son reméde secret, « la poudre d’Alliot » a base
d’arsenic, pour le traitement des tumeurs malignes (figure 2) (17).

TRAITE

DU CANCER,

OU L'ON EXPLIQUE
fanature, & ot l'on propofeles
moyens les plus

Un Examen du Syfté

pratique de M* Hi

ParM' . B. Arps or,

Roy \ Medecin erdinaire de g
Lt Bafille.

X MDCXcyrre
"Wlﬂ"‘mbhmbp‘.q.

30860

Figure 2 : (a) Portrait de Pierre Alliot (1610-1685), inventeur de la poudre d’Alliot
(b) Page de garde de garde du « traité du cancer » de Pierre Alliot

Rudimentaires au départ, les premiers ciblages s’orientent, progressivement, vers les
chromosomes, puis vers ’ADN qui les constitue, permettant ainsi de développer plusieurs
médicaments comme les agents alkylants (cyclophosphamide), les antimétabolites
(méthotrexate) traitant les leucémies, les analogues des acides nucléiques
(5-fluorouracile) ou encore, les poisons du fuseau (vinblastine et taxanes) (16). Tous ces
produits agissent selon une propriété commune a la plupart des proliférations malignes,
mais, également, aux cellules saines a renouvellement rapide, d’ou I'appellation de
cytotoxiques. En parallele, les progres de I'endocrinologie permettent de développer une
approche encore plus ciblée de certains cancers, I’hnormonothérapie (15).

Les insuffisances liées au manque de spécificité des cytotoxiques et les impasses
thérapeutiques ont conduit les chercheurs a développer de nouveaux concepts
thérapeutiques plus prometteurs : les thérapies ciblées (14).
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I.3. L’'imatinib : premiéere thérapie ciblée orale

Au 21°™e siécle, une nouvelle ére de la pharmacothérapie s’ouvre avec la mise sur le
marché des thérapies ciblées : I'imatinib, premiére thérapie ciblée orale, mis sur le
marché des 2001, révolutionne le monde de I'oncologie (8) en stoppant la progression
d’une forme rare de leucémie, la leucémie myéloide chronique ou LMC (18).

Les deux premiers cas de leucémie myéloide chronique avaient été décrits,
simultanément, en France et en Allemagne, par Bennett et Virchow, il y a pres de deux
siecles, suite a 'observation de I'apparence blanchatre du sang des malades (19-21). Mais
I’élément inaugural de I'histoire de I'imatinib est sans doute la description, en 1960, par
Nowel et Hungerford, d’'un chromosome plus court que la normale, dans le sang de
nombreux patients atteints de LMC ; ils I'appelérent, d’abord, « chromosome minute »
puis « chromosome Philadelphie », en référence a la ville de sa découverte. C’est la
premiere anomalie chromosomique a avoir été associée au cancer (19, 20, 22).

Treize ans plus tard, Rowley montre gu’il s’agit d’'une translocation équilibrée entre les
chromosomes 9 et 22. Dix autres années passent avant que Bartram et Groffen
établissent que cette translocation t(9,22) est a l'origine de la juxtaposition de deux
génes : ABL (Abelson) et BCR (Breakpoint Cluster Region), au niveau du bras long du
chromosome 22, donnant le gene chimérique BCR-ABL (18-20).

En 1990, il est démontré, chez la souris, que I"’équivalent moléculaire du chromosome
Philadelphie est responsable de la LMC. La cible du traitement de la LMC est alors
identifiée et validée : il s’agit de la protéine chimérique BCR-ABL a activité tyrosine kinase
accrue (20). Auparavant, les traitements de la LMC visaient a détruire I'activité
prolifératrice des cellules plutét qu’a cibler une protéine spécifique.

L'arsenic et la radiothérapie étaient, initialement, considérés comme les traitements les
plus efficaces contre le LMC (19). Puis, des molécules telles que le busulfan, I’hydroxyurée
puis l'interféron-a, associé ou non a la cytarabine ont été utilisées. Leur emploi a,
cependant, soulevé deux problémes : d’'une part, le probléme de I'efficacité vu les faibles
taux de survie, et d’autre part, I'exposition conséquente a leur toxicité.

De son c6té, le recours a la greffe de moelle osseuse, restreinte aux patients jeunes ayant
un donneur compatible, avait donné des résultats positifs et permis de plus longues
survies (20, 21) mais n’était pas non plus dénuée de risques (19).

Le cumul de connaissances relatives a la LMC, pousse les scientifiques a poursuivre leurs
recherches. Avec la découverte révolutionnaire qu’une seule enzyme peut causer la LMC
(22) et la mise en évidence préalable du role fondamental des réactions de
phosphorylation dans le contréle de la plupart des activités cellulaires, par Krebs et Fisher
en 1966 (23), I'objectif est désormais clair.
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Les premiéres tentatives de conception rationnelle d’inhibiteurs de tyrosine kinases sont
entreprises par Alex Levitzki qui démontre, en 1992, la capacité inhibitrice d’'une molécule
nommée erbastine sur BCR-ABL. Cette molécule n’est toutefois pas retenue pour une
application clinique (19).

Le potentiel thérapeutique des inhibiteurs de tyrosine kinases devenant indéniable, une
équipe de chercheurs du laboratoire Ciba-Geigy, devenu Novartis apres sa fusion avec
Sandoz, travaille alors sur un programme visant a cribler de nombreuses molécules dans
le but de mettre au point des inhibiteurs de tyrosine kinases (19-22).

Deux chercheurs de cette équipe s’intéressent plus précisément a la structure d’une
molécule capable d’inhiber sélectivement la poche ATP de la protéine BCR-ABL, tout en
préservant le fonctionnement d’autres kinases, physiologiquement nécessaires a la bonne
marche des cellules saines. Ainsi, Jlirg Zimmerman, chimiste, est chargé de synthétiser de
nouveaux composés tandis qu’Elisabeth Buchdunger vérifie leur spécificité vis-a-vis des
cellules leucémiques (20). Environ 400 molécules sont ainsi créées et testées (22).

De son c6té, Brian Druker, autre membre de I'équipe, quitte Ciba-Geigy et crée son
propre laboratoire mais collabore, a nouveau, avec cette équipe qui lui envoie des
composés a tester sur des cultures cellulaires (24).

Au cours du printemps 1993, une molécule récemment synthétisée, semblant non
toxique (20,21), appelée d’abord CGP 57148B (CGP pour Ciba Geigy Product) puis
renommée, par la suite, STI 571 (Signal Transduction Inhibitor-571) (25), lors du
développement de la forme orale (26), est présentée a Brian Drucker, de passage a Bale.
Il s’agit de I'imatinib. Deux a trois années de collaboration, entre ce dernier et le groupe
de Bale, permettent d’arriver a la conclusion que cette molécule est, exceptionnellement,
active sur les cellules leucémiques tout en préservant les cellules saines (20,21).
L'utilisation de modeles animaux apporte une preuve supplémentaire du potentiel anti-
leucémique de cette molécule (20).

En 1996, Druker et Lydon (un des membres ayant rejoint I'équipe de Ciba-Geigy en 1986),
découvrent, sur cultures cellulaires, puis confirment, chez la souris, que I'imatinib tue des
cellules dont la multiplication in vitro dépend de BCR-ABL mais ne touche pas a une autre
lignée cellulaire qui dépend d'une autre tyrosine kinase. Des échantillons de patients
fournissent alors des résultats, particulierement, enthousiasmants (24).

Le défi relevé par ces chercheurs est triple. En plus de trouver une molécule, a la fois,
active et suffisamment sélective pour minimiser sa toxicité, ils parviennent a I'administrer
par voie orale.

Il faut, cependant, attendre six années apres la synthése de I'imatinib, en 1992, pour que
débutent les premiers essais cliniques de phase |, en juin 1998, aux Etats-Unis. La fusion
de Ciba-Geigy avec Sandoz pour former Novartis constitue, en effet, un frein car la
direction du laboratoire est réticente a donner le feu vert pour I'entame de ces essais.
Druker, convaincu et déterminé, joue un réle majeur aupres de la Direction de Novartis
pour autoriser les essais cliniques et prend la téte de I'équipe en charge de les mener.
est aidé pour cela de Charles Sawyers, autre élément clé de I'équipe (20,22,24).
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L'exceptionnelle collaboration entre industrie pharmaceutique et chercheurs
universitaires a permis de réunir les conditions nécessaires a I'entame de ces essais
cliniques et a leur bon déroulement (20,22).

Les résultats des essais de phase | sont remarquables pour ce produit dont la toxicité est,
aussitot, apparue minime et les articles traitant de cette molécule sont acceptés dans des
revues a fort facteur d’impact. Les essais de phase Il et Il suivent rapidement (20).

Le succes des premiers essais cliniques est tel qu’une patiente répondant au nom de
Suzan McNamara, n’ayant pas pu s’y inscrire, fait circuler une pétition demandant a
Novartis d’élargir le nombre de participants aux essais cliniques. Elle récolte quelque 4000
signatures et intégre les essais. Son témoignage est bouleversant : « Une minute, je
regardais la mort. La suivante, je regardais toute ma vie devant moi » (22). Plus de 12000
patients auront, finalement, été traités dans le cadre du programme de développement
clinique de I'imatinib (27).

Fait rare et exceptionnel, moins de 3 ans apres le lancement des études cliniques,
I'imatinib, qualifié de « vague de I'avenir », est approuvé par la FDA (Food and Drug
Administration) et obtient sa premiére AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) aux
Etats-Unis, le 10 mai 2001, sous le nom de Gleevec®, et ce a peine 10 semaines aprés que
Novartis en ait formulé la demande (22). Novartis propose, initialement, 'appellation de
« Glivec» mais la FDA, craignant la confusion avec le « Glyset® », un sulfamide
antidiabétique répondant a la DClI (Dénomination Commune Internationale) de
glimépiride, suggere a la firme de changer d’orthographe. Ainsi, le « Glivec® » devient
« Gleevec® » aux USA (28).

L'information fait la une du célébre magazine new-yorkais TIME qui présente le Gleevec®
comme la nouvelle arme de lutte contre le cancer (figure 3) (29).
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Figure 3 : Une du magazine Figure 4 : Photo de Charles Sawyers, Brian Druker
TIME du 28 mai 2001 et Nicholas Lydon recevant le prix Lasker en 2009

La découverte de I'imatinib permettra a Brian Druker, Nicholas Lydon et Charles Sawyers
d’obtenir, en 2009, le prix de recherche clinique Lasker-DeBakey (figure 4) (24).

L'EMEA (European Medicine Evaluation Agency) emboite le pas a la FDA, en octroyant
I’AMM au Glivec®, en novembre 2001 20). L'imatinib est enregistré, pour la premiere fois,
en Algérie, le 28 septembre 2005, sous la méme appellation qu’en Europe (30).
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L'utilisation de l'imatinib contre d’autres tumeurs présentant une surexpression de
protéines a activité tyrosine kinase, est, rapidement, envisagée.

De nouvelles demandes d’AMM de I'imatinib, pour d’autres indications que la LMC, sont
déposées et accordées, notamment dans les GIST (Tumeurs Stromales Gastro-
Intestinales) et dans certaines formes de leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) (22).

Les génériques de I'imatinib ne tardent pas a arriver sur le marché. En Algérie, le premier
générique du Glivec®, I'Imatib® est enregistré, en 2006, tandis qu’une troisieme
spécialité, I'lmalek®, arrive sur le marché, en 2012 (30). Tous deux sont des génériques
indiens.

En avril 2013, Novartis perd un proces historique, intenté, 7 ans plus tot, contre I'état
indien, pour obtenir un brevet sur la reformulation du Glivec, en mettant en avant le
passage de la forme brute de I'imatinib a la forme cristalline béta du mesylate d’imatinib.
La Cour Supréme de New-Delhi, jugeant que la nouvelle formulation de l'imatinib ne
remplit pas le critere d'innovation exigé par la loi indienne pour obtenir un brevet,
déboute le laboratoire suisse (31).

Paralléelement, la question de I"'amélioration du rapport colt/efficacité de I'imatinib, par la
détermination de ses concentrations plasmatiques, chez chaque patient, se pose au sein
de la communauté scientifique. Des recherches sur le sujet sont lancées malgré les
réticences des producteurs a financer des recherches pouvant aboutir a diminuer les
doses chez certains patients (18).

Au-dela de son succes propre, I'imatinib ouvre la voie aux autres inhibiteurs de protéines
kinases dont plus d’une trentaine sont commercialisés a ce jour (32), a commencer par les
inhibiteurs de tyrosine kinases de deuxieme puis de troisieme génération, mis au point
pour lutter contre certaines résistances observées avec I'imatinib.

Lors de sa mise sur le marché, le Gleevec, destiné alors a un nombre restreint de patients,
choque par son prix de vente exorbitant, justifié, par la firme, par le co(t de
développement du médicament (18).

Initialement « orphelin », I'imatinib devient extrémement rentable, en moins de deux
décennies, grace aux extensions d’AMM et a I'augmentation du nombre de patients
traités avec succés; avec des ventes en téte du palmarés de Novartis, frélant les 5
milliards de dollars US en 2015, devenant ainsi le blockbuster de la derniere
décennie (32).

La collaboration internationale et la relation particuliere entre scientifiques et industriels
gu’a connu le développement de I'imatinib, représente une configuration quasi-unique
dans le développement de nouvelles molécules anticancéreuses.

L'imatinib a inauguré une nouvelle ére de la pharmacothérapie des affections malignes.
Sa mise sur le marché restera une date clé de I'histoire de la thérapie ciblée des
cancers (20).
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Chapitre Il

Thérapies ciblées anticancéreuses

Globalement, les objectifs du traitement du cancer sont d'améliorer la survie ou de
limiter la progression tumorale tout en maintenant la qualité de vie du patient.

La stratégie thérapeutique repose sur la chirurgie, la radiothérapie, et les traitements
médicamenteux (33).

Durant plusieurs décennies, la chimiothérapie cytotoxique, également désignée comme
chimiothérapie « classique » ou « conventionnelle », a représenté le seul traitement
médicamenteux disponible contre le cancer. Cependant le manque de spécificité
(sélectivité) des médicaments utilisés en chimiothérapie classique, altérant, a la fois, les
cellules tumorales et les cellules saines, en limite |'utilisation.

Aujourd’hui, le développement de la biologie moléculaire a permis d’approfondir la
connaissance du processus tumoral et d’identifier des cibles thérapeutiques
nouvelles (34). Grace au progres parallele de la pharmacologie, une nouvelle classe de
médicaments anticancéreux plus « modernes » a pu voir le jour, les « thérapies ciblées »
ou « targeted therapies », également, retrouvées sous |‘appellation de « thérapies
moléculaires ciblées ».

Ces thérapies ciblées développées dans le cadre de la « médecine de précision » ont
inauguré une nouvelle ere de la pharmacothérapie des cancers.

I1.1. Définition

Les chimiothérapies dites « ciblées », par opposition aux chimiothérapies
conventionnelles, correspondent a I'utilisation de médicaments dont le mode d'action
principal s'adresse aux mécanismes mémes de l'oncogenese, avec une spécificité
importante pour les cellules cancéreuses ou leur microenvironnement (33,35).

En effet, le premier véritable tournant dans la définition d’'une cible plausible fut Ia
découverte, a la fin de la décennie 70 des oncogenes, puis des anti-oncogénes rebaptisés,
aujourd’hui, genes suppresseurs de tumeurs (16).
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Les thérapies ciblées visent, donc, a bloquer la croissance et/ou la propagation des
cellules tumorales en s’attaquant, spécifiquement, a certaines de leurs anomalies (35),
qualifiées de « cibles moléculaires ».

Cette catégorie de médicaments anticancéreux regroupe des molécules hétérogenes qui
ont, notamment, comme points communs l'application d’'un schéma thérapeutique au
long cours ainsi que I'existence de phénomenes de résistance acquise et d’hétérogénéité
tumorale quant a I'expression de leurs cibles pharmacologiques (35).

Le développement de la majorité des thérapies ciblées anticancéreuses est lié a
I'identification de biomarqueurs moléculaires détectables grace a des tests diagnostiques,
aujourd’hui appelés « tests compagnons » (34) ; leur utilisation dépend de |'expression de
cette cible moléculaire au sein de la tumeur.

1.2. Particularités de la cellule cancéreuse et mécanismes oncogéniques

La cellule cancéreuse est une cellule génétiquement instable (36) qui se divise de maniéere
incontrélée et échappe a toute régulation (37).

En effet, la survenue et la progression de la tumeur maligne résultent d'une accumulation
d'événements génétiques complexes altérant le fonctionnement de certains genes qui
contrélent la prolifération et la division de la cellule normale (37), et ce par le biais des
protéines oncogéniques et des suppresseurs de tumeurs.

Une protéine oncogénique est une protéine dont la surexpression, I'expression ectopique
ou l'activation participent a la transformation maligne. A l'inverse, les suppresseurs de
tumeurs contrélent, négativement, le processus tumoral : leur perte d’expression ou leur
activation est associée a la cancérogénése (16).

Une notion importante a, certainement, contribué au développement des thérapies
ciblées. Il s’agit de la notion d’addiction de mutation ou addiction oncogénique, selon
laguelle la cellule tumorale, qui présente une anomalie moléculaire, dépend, fortement,
de la persistance de cette anomalie pour survivre (38). Autrement dit, I'activité continue
d’un oncogene donné est, parfois, responsable de la survie anormale d’une cellule. Il
s’agit la d’anomalies « conductrices » par opposition aux anomalies « passageres », pour
lesquelles I'aberration génétique n’est présente qu’en raison de l'instabilité génétique
des cellules tumorales, sans contribuer aux mécanismes de I'oncogenése (35).

Huit capacités distinctives acquises par les cellules cancéreuses ont été décrites
(figure 5) :

- Autosuffisance en signaux de croissance : alors que la cellule normale nécessite un
signal pour sortir de la phase de quiescence, des oncogénes sont capables de
mimer ces signaux de croissance, induisant la prolifération cellulaire.

- Insensibilité aux signaux antiprolifératifs, inhibiteurs de la croissance : absence de
freins a la croissance.

- Capacité a éviter I'apoptose : immortalité.

- Capacité a se répliquer indéfiniment : division cellulaire infinie.
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- Induction de I'angiogenése : mise en place d'un systéme vasculaire permettant a
la cellule tumorale de disposer de nutriments et d'interagir avec le réseau

vasculaire.

- Capacité a former des métastases : invasion tissulaire et dissémination.

- Dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire.
- Echappement au systeme immunitaire (37,38).

Deux autres caractéristiques, qui ne sont pas considérées comme des capacités
distinctives mais comme favorisant les cancers, ont, également, été mises en évidence :

- Inflammation.

- Instabilité et mutations du génome (38).

Autosuffisance en
signaux prolifératifs

Insensibilité aux
signaux antiprolifératifs

Dérégulationdu
métabolisme énergétique

[ Echappement a I'apoptose } E>

Mutations et
instabilité du

Echappement au
systéme immunitaire

J

‘[ Réplication illimitée ]

[ Angiogenese ]

[ Invasion et métastases ]

Figure 5 : Schéma récapitulatif des caractéristiques acquises des cellules cancéreuses

Toutes les voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la différenciation,
dans I'adhésion et la migration, dans la survie et la mort, pourront servir de support a des
altérations oncogéniques, faisant du cancer une maladie de la signalisation cellulaire (36).

1.3. Place des thérapies ciblées dans le traitement du cancer

A la fin du siecle passé, les premieres thérapies ciblées sont venues compléter un arsenal

thérapeutique jusqu’alors limité.

Des différentes catégories de thérapies ciblées, les petites molécules inhibitrices de
protéines kinases arrivent en téte des développements, avant méme les anticorps
monoclonaux. En janvier 2015, I'Institut Research and Markets estimait le nombre de ces
molécules, en cours de développement dans les indications oncologiques, a 590 alors que
pres d’une trentaine d’autres étaient déja commercialisées (32,39).
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En France, plus de 60 % des AMM initiales dans le cancer, ont été octroyées a des
thérapies ciblées entre 2012 et 2015. A la fin de I'année 2015, le nombre de thérapies
ciblées, autorisées par les agences de santé du médicament (EMA ou European Medicine
Agency et ANSM ou Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des Produits de
Santé), était estimé a 43 (entre AMM et ATU). Trente-quatre d’entre elles étaient de
petites molécules et neuf, des anticorps monoclonaux ou des protéines de fusion (35).

En Algérie, pas moins de 43 spécialités, correspondant a 25 DCl de thérapies ciblées
anticancéreuses, sont actuellement enregistrées, sans inclure les immunothérapies
spécifiques. Dix-sept DCI sur les 25, soit 68 % d’entre elles, sont des petites molécules,
parmi lesquelles 16 sont inhibitrices de protéines kinases (40). Il est cependant possible
que des médicaments enregistrés, méme depuis plusieurs années, n’aient pas encore fait
leur apparition sur le marché.

Par ailleurs, plus d’un quart des thérapies ciblées disposant d’'une AMM, fin 2015, se sont
vues accorder la désignation de « médicament orphelin» par la Commission
Européenne (35).

Ces thérapies ciblées intéressent un large éventail de cancers avec 18 localisations
tumorales visées par une ou plusieurs molécules, recensées, fin 2015. Le cancer du
poumon non a petites cellules, le cancer du rein, les hémopathies malignes, dont la
leucémie myéloide chronique fait partie, et le cancer du sein, représentent les
localisations disposant du plus grand nombre de thérapies ciblées autorisées pour leur

traitement.

A cette méme date (fin 2015), une centaine d’indications thérapeutiques étaient
autorisées pour l'ensemble des thérapies ciblées; 20 mécanismes distincts étaient
recensés (35).

En 2017, les thérapies ciblées représentaient, environ, un tiers de I'ensemble des
anticancéreux. Ce chiffre devrait étre revu a la hausse, étant donné que la plupart des
essais cliniques en cours, concernaient des thérapies ciblées (34).

I.4. Classification des thérapies ciblées

I nest pas aisé de donner une classification univoque des thérapies ciblées
anticancéreuses. La raison en est I'absence de consensus sur le périmétre des thérapies
ciblées, vu I'hétérogénéité de ce groupe de médicaments, ainsi que le fait que certaines
molécules peuvent appartenir a plusieurs classes, a la fois, par leur action simultanée sur
plusieurs fonctions cellulaires,

La classification des thérapies ciblées est donnée selon leur composition ou leur cible.

La figure 6 fait ressortir les principales classes de thérapies ciblées au sein des
meédicaments anti-cancéreux.
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1.4.1. Classification en fonction de la composition

En fonction de leur composition, les thérapies ciblées peuvent étre classées en
2 catégories :

- Anticorps monoclonaux.
- Petites molécules.
11.4.1.1. Anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux sont de grandes molécules se liant, spécifiquement, a
certains éléments extra-cellulaires (38).

Classés également comme des biomédicaments, ils peuvent étre nus ou conjugués a des
isotopes radioactifs ou a des agents cytotoxiques (33,35).

En fonction de leur nature, les anticorps monoclonaux sont reconnus par divers suffixes
ayant un radical commun « mab » (pour Monoclonal Anti-Body) :

v" Anticorps totalement murins : suffixe « omab » (Ex. Blinatumomab).

v' Anticorps murins chimériques (30 % murins) : suffixe « ximab »
(Ex. Cétuximab).

v' Anticorps murins humanisés (10 % murins) : suffixe « zumab »
(Ex. Bévacizumab).

v" Anticorps totalement humains : suffixe « (m)umab » (Ex. Panitumumab) (41).

Des protéines de fusion, structurellement apparentées a des anticorps, peuvent,
également, étre assimilées a cette classe. Elles sont identifiables par le suffixe « -cept »
(pour récepteur), qui termine, le plus souvent, leur nom (Ex. Aflibercept).

11.4.1.2. Inhibiteurs kinases

Les petites molécules, d’origine chimique, dites « inhibitrices kinases » sont capables de
pénétrer a l'intérieur des cellules. Elles sont, le plus souvent, administrées par voie orale
et reconnaissables par le suffixe «ib» ou «inib » (pour inhibiteur), utilisé dans leur
dénomination (Ex. imatinib) (34, 38, 42).

Les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK), dont I'imatinib est le chef de file, sont les
principaux représentants de cette classe.

Ces 2 classes constituent la base des 2 principales stratégies ciblées
anti-cancéreuses (§ 2.6).
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Figure 6 : Place des thérapies ciblées au sein des médicaments anti-cancéreux et périmétre de la médecine de précision
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11.4.2. Classification en fonction de la cible

Les thérapies ciblées anti-cancéreuses peuvent également étre classées en fonction des
cibles considérées en:

- Médicaments agissant sur des cibles exprimées par les cellules cancéreuses elles-
mémes.

- Médicaments agissant sur le microenvironnement tumoral.

- Médicaments agissant sur le systéme immunitaire.

1.4.2.1. Cibles exprimées par les cellules cancéreuses elles-mémes

Ces cibles peuvent étre des récepteurs membranaires, des kinases intra cellulaires, des
antigénes de surface, ... (34).

Plusieurs familles de médicaments appartiennent a cette classe parmi lesquelles les
inhibiteurs de BCR-ABL tel que I'imatinib.

11.4.2.2. Microenvironnement tumoral

Il s’agit, plus communément, des « anti-angiogéniques » dont |'action s’exerce,
principalement, sur les cellules endothéliales dont ils inhibent la prolifération ainsi que
sur d’autres cellules du stroma (34).

Les anti-angiogéniques sont, le plus souvent, des inhibiteurs de tyrosine kinases ou des
anticorps monoclonaux: le bévacizumab a constitué le premier traitement anti-
angiogénique mis sur le marché.

1.4.2.3. Systéme immunitaire

Il s’agit de I'« immunothérapie anti-cancéreuse » proprement dite. Celle-ci est basée sur
I"utilisation d’anticorps monoclonaux, développés pour réactiver le systéme immunitaire
(Ex.Ipilimumab) (34)(102-Faure-2017).

Compte tenu du fait qu’ils ne bloquent pas une voie de signalisation oncogénique, ces
médicaments ne répondent pas, totalement, a la définition des thérapies ciblées et
peuvent ne pas étre considérés comme des thérapies ciblées (35).

Il est a noter que I'expression « immunothérapie anti-cancéreuse » est, parfois, utilisée au
sens large, pour désigner tout traitement anti-cancéreux a base d’anticorps monoclonaux,
ce qui inclut tous les anticorps monoclonaux, y compris ceux se liant a la cellule
cancéreuse ou au micro environnement tumoral.
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Remarque

- L’hormonothérapie peut étre, également, considérée comme faisant partie des
thérapies ciblées. Elle consiste en une inhibition de I'action ou de la production
d’hormones pro-oncogéniques ; elle est utilisée dans le traitement de certaines
tumeurs hormono-sensibles qui expriment des récepteurs hormonaux (33,35).

- Certains agents photosensibilisants ou agents de thérapie photodynamique sont,
parfois, cités parmi les thérapies ciblées.
Ces molécules telles que le profimere ou I'aminolévulinate de méthyle, se
concentrent dans les tissus tumoraux ou, activées par une lumiere d’une longueur
d’onde déterminée, elles entrainent la nécrose des cellules par un mécanisme
dépendant de la lumiere et de I'oxygene (33, 43).

- D’autres médicaments peuvent étre assimilés a des thérapies ciblées, parmi
lesquels (33,34) :

v Thalidomide, lénalidomide et pomalidomide : molécules immuno-modulatrices
pour lesquelles des propriétés anti-angiogéniques ont été mises en évidence.

v' Rétinoides : certains dérivés de la vitamine A tels que la trétinoine peuvent
induire la différentiation des cellules cancéreuses indifférenciées.

I.5. Exemples de familles de médicaments appartenant aux thérapies ciblées

A partir des classifications données, ressortent plusieurs exemples de familles de
thérapies agissant sur différentes cibles moléculaires :

o Inhibiteurs de BCR-ABL (Breakpoint Cluster Region - Abelson).

o Inhibiteurs d’EGFR (Epidermal Growt Factor Receptor) ou récepteur du facteur de
croissance épidermique.

o Inhibiteurs des tyrosine kinases des VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor) ou récepteur du facteur de croissance de I’'endothélium vasculaire.

o Anticorps monoclonaux et apparentés neutralisants extra-cellulaires du VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) ou facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire.

I.6. Stratégies ciblées anti-cancéreuses

Il est évident que I’ADN, qui est au cceur de tous les processus prolifératifs et qui présente
une synthése, particulierement rapide, donc vulnérable, constitue, dans les cellules
cancéreuses, une premiere cible logique ; il n’en demeure pas moins que cette cible,
largement répandue, est partagée avec les tissus sains (16).
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Alors que les chimiothérapies classiques ou cytotoxiques visent, préférentiellement, le
cycle cellulaire, les nouvelles thérapies dites « ciblées » exercent leurs effets sur le
microenvironnement tumoral, de maniére beaucoup plus spécifique (44).

Cette spécificité d’action envers les cellules tumorales permet aux thérapies ciblées
d’avoir des index thérapeutiques plus larges et, par conséquent, une moindre
toxicité (45).

Le développement des thérapies ciblées repose sur une nouvelle approche
thérapeutique qui consiste a partir de la lésion, au niveau moléculaire, pour aboutir au
traitement adapté. Le point de départ est, donc, une anomalie moléculaire qui se traduit
par l'altération d’'une ou de plusieurs voies de signalisation jouant un réle dans la
transformation néoplasique de la cellule cancéreuse. Un ou plusieurs acteurs altéré(s) de
cette voie ou de ces voies de signalisation sont, alors, ciblés (38).

Le ciblage devrait permettre de reconnaitre, d’abord et de détruite, ensuite, les cellules
tumorales, au milieu des cellules saines ou qu’elles se trouvent. Cela suppose que
I’'anomalie qui les distingue soit assez spécifique de la cellule cancéreuse pour assurer sa
reconnaissance et, suffisamment, déterminante dans le processus cancéreux pour que
I'atteinte de cette cible moléculaire puisse entrainer la destruction de la cellule
cancéreuse (16).

Il semble difficile de présenter les mécanismes d’action détaillés des thérapies ciblées
tant cette catégorie est complexe et tant le nombre de cibles est important (tableau I).
Deux stratégies ciblées anticancéreuses sont globalement distinguées (figure 7) :

- Leciblage extra-cellulaire.
- Leciblage intra-cellulaire.

b
Inhibiteur \‘\\ ( )

(a) N
It

W de kinase Facteur de

croissance

(b) f ®)

Récepteur \ L Antigéne
de surface

(2) (a)
Kinase ———>
intracellulaire Signaux

pro-tumoraux

|
(b) ,|J Anticorps \\.,

2 &a
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Figure 7 : Stratégies ciblées anti-cancéreuses
(a) Ciblages intra- ou (b) extra-cellulaire des thérapies ciblées
(D’apres 34)
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1.6.1. Ciblage extra-cellulaire

Cette stratégie utilise des anticorps monoclonaux ou des protéines de fusion qui ne
pénétrent pas a lintérieur de la cellule mais se lient, spécifiquement, a certaines
protéines présentes a la surface des cellules cancéreuses ou sur des cellules de
I’environnement tumoral ou stroma (38).

La stratégie repose sur le blocage d’un ligand (facteurs de croissance dont certains
activent des récepteurs a activité tyrosine kinase) ou du domaine extra-cellulaire d’un
récepteur surexprimé dans la cellule tumorale (a activité tyrosine kinase, le plus souvent),
ou, encore, sur la reconnaissance d’un antigéne de surface (34)

Ainsi, la transduction des signaux se trouve perturbée, ce qui bloque la prolifération des
cellules tumorales.

Certains anticorps monoclonaux n’agissent pas, directement, sur la cellule cancéreuse ou
son microenvironnement mais par activation d’un mécanisme immunitaire.

Il faut noter que le couplage des anticorps monoclonaux permet de renforcer leurs effets.
Le couplage d’un anticorps monoclonal et d’un agent cytotoxique constitue, par exemple,
un moyen de conférer a des molécules trop toxiques pour étre utilisables chez 'Homme,
une sélectivité pour les cellules tumorales ; le couplage peut, également, renforcer la
puissance d’anticorps ayant une faible activité tumorale intrinseque (33).

Les anticorps monoclonaux sont, généralement, administrés par voie intraveineuse.

1.6.2. Ciblage intra-cellulaire

Cette stratégie utilise de petites molécules, administrées par voie orale, dites
« inhibitrices kinases » (34), qui sont capables de pénétrer a l'intérieur des cellules
cancéreuses ou dans les cellules environnantes (38) ou elles agissent par blocage
compétitif d’un site kinase ATP-dépendant. Cette stratégie, qui visait, initialement, des
protéines a activité tyrosine kinase, s’est développée et touche, également, aujourd’hui,
des protéines a activité sérine-thréonine kinase (34).

Cette activité kinase peut étre portée par :

- Unrécepteur membranaire tel que VEGFR.
- Une protéine intracellulaire telle que la protéine de fusion BCR-ABL (34).

Ces inhibiteurs sont, rarement, totalement sélectifs d’'une kinase et peuvent cibler
plusieurs mécanismes oncogéniques en interagissant avec différentes cibles d’intérét
thérapeutique, en oncologie. Les expressions « inhibiteurs multi-kinase » ou « inhibiteurs
multi-cibles » sont alors utilisées. L'Imatinib est ainsi utilisé comme inhibiteur de BCR-ABL,
dans le traitement de la leucémie myéloide chronique et comme inhibiteur de kit PDGFR,
dans le traitement des tumeurs stromales gastro-intestinales (34,35).

Les anticorps quant a eux, restent toujours spécifiques d’une seule voie (35).
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Par ailleurs, il faut noter qu’un mécanisme oncogénique donné peut étre ciblé par une ou
plusieurs molécules pouvant avoir des utilisations thérapeutiques communes mais des
profils d’effets indésirables, non totalement, superposables. |l s’agit des médicaments
« me too ».

Ces dernieres années, des molécules, dites de nouvelle génération, ont été développées
dans le but d’augmenter I'intensité de I’effet, d’améliorer le profil de toxicité ou de pallier
a des résistances acquises avec les molécules des générations précédentes (35). C'est le
cas de I'imatinib, molécule « first in class », au sein des inhibiteurs de BCR-ABL, pour
laquelle 4 premiers « me too » sont arrivés sur le marché, le dasatinib, le nilotinib, le
bosutinib puis le radotinib classés comme molécules de seconde génération, et un
cinquieme « me too », de troisieme génération, le ponatinib.

I1.7. Mise en évidence des cibles

Actuellement, la prescription des thérapies ciblées est guidée, dans la mesure du
possible, par les caractéristiques moléculaires de la tumeur de chaque patient,
autrement dit, par I’expression de la cible moléculaire, au sein de la tumeur (33,35).
Méme si ce n’est pas systématique, des biomarqueurs peuvent étre associés aux
traitements ciblés, permettant de tester les patients afin de savoir s’ils sont porteurs ou
non d’une altération moléculaire donnée. C'est ce qui caractérise la médecine dite
« stratifiée ». Certains cancers sont, également, fragmentés en plusieurs entités définies
par la présence ou non d’une altération moléculaire donnée (35).

Le statut de ces marqueurs tumoraux, qui sont prédictifs de la résistance ou de la réponse
a une thérapie ciblée, doit étre déterminé avant la prescription des thérapies ciblées.
L’étude de ces biomarqueurs s’effectue par différentes approches techniques, relevant,
essentiellement, de la biologie moléculaire (46).

C’est dans ce cadre que les tests compagnons sont évoqués. Un test compagnon est défini
comme étant un test diagnostic permettant de sélectionner uniquement, les patients
chez lesquels le traitement est susceptible d’apporter un bénéfice. Le test est ainsi
considéré comme « compagnon » d’utilisation du traitement.

La mise en ceuvre de la plupart des thérapies ciblées anticancéreuses dépend du résultat
d’'un test compagnon correspondant. Les traitements anti-angiogéniques et
I'immunothérapie ne sont pas concernés puisqu’ils ciblent, principalement, des cellules
saines et ne cherchent pas a corriger une anomalie génétique (34).

Plus de la moitié des thérapies ciblées disposent d’un biomarqueur associé (35).
Trois conditions sont requises pour démontrer I'utilité clinique d’un test :

- Interaction « marqueur/ traitement » : le marqueur identifié par le test doit
modifier |'effet du traitement.

- Le traitement doit étre efficace chez les patients présentant un test positif.

- Le traitement doit étre sans intérét clinique chez les patients présentant un test
négatif (35).
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Tableau | : Principaux mécanismes oncogéniques inhibés par les thérapies ciblées

Cibles Thérapies ciblées
Inhibiteurs intracellulaires Inhibiteurs extracellulaires
ALK Crizotinib* Céritinib
Imatinib* Dasatinib* Ponatinib
BCR-ABL Bosutinib Nilotinib*
BRAF Régorafénib* Vemurafenib*
BTK Ibrutinib*
CDK Bortézomib* Palbociclib*
Imatinib* Lenvatinib Régorafénib*
KIT Bosutinib Nilotinib* Sorafenib
Cabozantinib Pazopanib* Sunitinib*
Dasatinib* Ponatinib
EGER Afatinib* Géfitinib* Vandétanib Cétuximab
Erlotinib* Osimertinib Panitumumab*
HEDGEHOG Vismodegib
Pertuzumab*
HER Afatinib* Lapatinib* Trastuzumab*
Trastuzumab Emtansine*
JAK Ruxolitinib
MEK Cobimetinib Tramétinib
MET Crizotinib* Cabozantinib
m-TOR Evérolimus* Temsirolimus
PARP Olaparib
Imatinib* Nilotinib* Régorafénib*
Bosutinib Nintédanib Sorafénib
PDGFR Dasatinib* Pazopanib* Sunitinib*
Lenvatinib Ponatinib
PI3K Idélalisib
BRAF D,abrafé,ni.b Sorafénib Vémurafénib
Régorafénib
RANK Dénosumab*
RET Cabozantinib Ponatinib Sunitinib*
Lenvatinib Régorafénib* Vandétanib
ROS1 Crizotinib*
Axitinib* Pazopanib* Sorafénib
Cabozantinib Ponatinib Sunitinib* Aflibercept*
VEGF/VEGFR Lenvatinib Régorafénib* Vandétanib Ramucirur:ab*
Nintedanib
ibl Immunothérapies et autres médicaments parfois assimilés a des thérapies ciblées
Cibles Inhibiteurs intracellulaires Inhibiteurs extracellulaires
CD19 et CD3 Blinatumomab*- **
Rituximab*- **
b20 Tositumomab**
CD30 Brentuximab Vedotin* **
Nivolumab*: **
PD1 Pembrolizumab* **
Protéasome Bortézomib* Carfilzomib*

* Molécules enregistrées en Algérie
** Immunothérapies
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Le traitement de la leucémie myéloide chronique par les inhibiteurs de BCR-ABL, est, par
exemple, initié suite a I'emploi d’un test compagnon a la recherche du chromosome
Philadelphie, de la translocation BCR-ABL ou des transcrits BCR-ABL. Le taux de transcrits
bcr-abl représente, également, un marqueur de choix pour le suivi de la maladie et de la
réponse au traitement. La recherche de mutations, en cas de résistance au traitement,

notamment celle T315I, est, aussi, considérée comme un test compagnon (34,46).

Tableau Il : Exemples de tests compagnons

Cancer colorectal

Mutations de NRAS

Pathologie Biomarqueurs Thérapies ciblées associées
Imatinib*
Détection de BCR-ABL Bosutinib
Lmc Mutations d'ABL Dasatinib*
Nilotinib*
Ponatinib
Mutations de KIT
GIST - Imatinib*
Mutations de PDGFR-A
Lapatinib*
Cancer du sein Amplification de HER2 Pertuzumab*
Trastuzumab*
Cancer de I'estomac | Amplification de HER2 Trastuzumab*
Mutations de KRAS Cétuximab

Panitumumab*

Cancer du poumon

Mutations d'EGFR

Afatinib*
Erlotinib*
Géfitinib*

Translocation d'ALK

Céritinib
Crizotinib*

Translocation de ROS1

Crizotinib*

Mélanome

Mutation de BRAF V600

Dabrafénib
Cobimétinib
Tramétinib
Vémurafénib*

* Molécules enregistrées en Algérie

11.8. Association des thérapies ciblées

La majorité des thérapies ciblées sont utilisées en monothérapie, en particulier, les

inhibiteurs de protéine kinase.

Les thérapies ciblées peuvent, cependant, étre combinées a d’autres traitements,
lorsqu’une efficacité supérieure a été démontrée avec I'association (35). Plusieurs types
d’associations peuvent étre retrouvés :
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- Association concomitante ou administrée, immédiatement, aprés une
chimiothérapie cytotoxique (35). Ceci permet d’obtenir une action synergique des
deux modes de traitement (45). Lorsqu’elles sont utilisées en association a une
chimiothérapie conventionnelle, les thérapies ciblées sont, fréquemment,
poursuivies seules, apres I'arrét du cytotoxique (103).

- Association de thérapies ciblées entre elles d’emblée ou apres échec de la
premiere thérapie ciblée (35).

- Association a une hormonothérapie (34,35).

- Association a une immunothérapie spécifique (35).

- Utilisation des anticorps monoclonaux comme des vecteurs, par conjugaison avec
des isotopes radioactifs ou des agents cytotoxiques (33,34).

1.9. Voie orale et thérapies ciblées

La majorité des anticancéreux sont administrés par voie intraveineuse. Cependant, les
chimiothérapies administrées par voie orale sont de plus en plus nombreuses (33). Les
thérapies ciblées, notamment, les petites molécules inhibitrices de kinases, représentent
un parfait exemple de chimiothérapie orale.

En effet, parmi les médicaments anticancéreux destinés a I'administration par voie orale,
disponibles en France, fin 2015, la classe des thérapies ciblées était prépondérante. Plus
des trois quarts des thérapies ciblées étaient destinées a I'administration par voie orale,
ce qui représente 40 % de lI'ensemble des médicaments anticancéreux administrés
per os (35).

En Algérie, 68 % des thérapies ciblées anticancéreuses enregistrées sont destinées a
I'administration par voie orale. Il s’agit des 17 petites molécules inhibitrices intra-
cellulaires, parmi lesquelles plus de 80 % sont des ITK (14 DCl sur 17) (40).

L'usage de la voie orale a contribué au développement de la prise en charge ambulatoire
des patients atteints de cancer mais doit, cependant, tenir compte du risque de non
observance et de la nécessité de gérer les effets indésirables et les interactions
médicamenteuses. L'éducation thérapeutique du patient trouve, particulierement, sa
place dans les chimiothérapies orales en ambulatoire (33), notamment, celle de
I'imatinib.

1.L10. Exemple : les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK)

Il n'est pas possible de décrire, dans ce travail, toutes les cibles identifiées comme
pouvant, potentiellement, faire |'objet d’un développement pharmacologique en
cancérologie, ni toutes les molécules faisant partie des thérapies ciblées. Nous avons
choisi de n’évoquer, dans cette partie, que les tyrosine kinases et leurs inhibiteurs
auxquels appartient I'imatinib.
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1.10.1. Tyrosine kinases (TK)

Les protéines kinases sont constituées par un ensemble de protéines qui catalysent le
transfert spécifique de phosphate, a partir de I'adénosine triphosphate (ATP) vers des
protéines effectrices, impliquées dans divers processus de régulation cellulaire (45).
Autrement dit, elles catalysent la phosphorylation d’un résidu d’acide aminé au sein
d’une protéine (47). Ces acides aminés, auxquels un groupement phosphate est greffé,
sont, en général, une sérine, une thréonine ou une tyrosine (23, 43). Les protéines kinases
jouent un role important dans la transduction du signal et interviennent dans la
régulation des activités cellulaires telles que la prolifération, la survie, la migration et la
différentiation (48).

Chez ’'Homme, plus de 500 protéines kinases ont été décrites et regroupées sous le nom
de « kinome », parmi lesquelles quelque 90 tyrosine kinases (38,47-49). Une soixantaine
de ces tyrosine kinases sont des récepteurs transmembranaires tandis que la trentaine
restante sont des protéines cytoplasmiques couplées a des récepteurs de facteurs de
croissance (47,48).

Les tyrosine kinases possédent un domaine tyrosine kinase dont la structure est tres
conservée. Ce domaine comporte deux lobes (N et C) séparés par une zone charniere qui
permet la rotation d’un lobe par rapport a l'autre. Ce domaine comprend le site de
fixation de I’ATP (boucle P), le site de fixation du substrat ou site catalytique (boucle C)
ainsi qu’une boucle d’activation, comprenant le site majeur d’autophosphorylation
(boucle A) (50). Les TK peuvent, en effet, phosphoryler des résidus tyrosine portés par
elles-mémes (51).

Les domaines TK peuvent étre soit dans une conformation inactive, la boucle d’activation
étant repliée vers l'intérieur, soit dans une conformation active, la boucle d’activation
étant dépliée vers I'extérieur (figure 8).

Seule, la conformation active peut fixer ’ATP, pour accueillir, ensuite, la protéine substrat
qui y sera phosphorylée (50).

Boucle P

Boucle C

Boucle A

Boucle d 'at_:tivaﬁon Boucle d’activation
fermée ouverte

Figure 8 : Représentation schématique du domaine kinase d’une tyrosine kinase
(D’apres 50)

L'activité kinase peut étre portée par un récepteur membranaire ou par une protéine
intracellulaire, comme c’est le cas pour la protéine BCR-ABL (34). Dans les deux cas,
I'activation de ces enzymes aboutit a I'induction de la prolifération et de la croissance
cellulaire tumorale, la répression de I'apoptose et la promotion de I'angiogenese et de la
diffusion métastatique (34, 45).
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Il faut noter que les tyrosine kinases, qui représentent des enzymes clés du controle
positif de la multiplication cellulaire (52), sont impliquées aussi bien dans la prolifération
cellulaire normale que dans la transformation maligne et que leur implication dans la
genése du cancer est connue depuis la mise en évidence d’une augmentation de I'activité
tyrosine kinase au sein des cellules néoplasiques (48).

En effet, les mutations de proto-oncogénes en oncogénes sont, fréqguemment, dues a des
mutations du domaine kinase, qui rendent I'activité tyrosine kinase constitutive et donc
non régulable. La leucémie myéloide chronique - au cours de laquelle, la translocation
BCR-ABL conduit a I'expression de la protéine de fusion BCR-ABL qui posséde une activité
tyrosine kinase permanente — illustre, parfaitement, cette situation (48,52).

Parallelement a I'activation des tyrosine kinases, par le biais de facteurs de croissance,
leur auto-activation, liée a I'acquisition d’anomalies génétiques au cours de I'oncogeneése,
est un phénomene, fréqguemment, observé. Ces observations ont mené a des efforts
intenses en pharmacologie anticancéreuse pour développer des inhibiteurs de tyrosine
kinases (ITK) (45).

1.10.2. Inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK)

Les inhibiteurs de tyrosine kinases représentent une sous-classe des inhibiteurs de
protéines kinases. En se référant a I'acide aminé sur lequel les kinases ciblées greffent le
groupement phosphate, les inhibiteurs de protéines kinases peuvent étre répartis en
plusieurs sous-classes.

Par souci de simplification, ils ont été divisés en deux catégories selon la classification des
thérapies ciblées de la cancérologie. Ainsi, I'expression « inhibiteurs de tyrosine kinases »
est accordée aux inhibiteurs des protéines capables de phosphoryler la tyrosine; la
désignation « d’inhibiteurs de protéines kinases » est donnée aux inhibiteurs d’une
protéine kinase dont I'activité s’étend a la phosphorylation d’autres acides aminés. Ces
derniers inhibiteurs sont, le plus souvent, des inhibiteurs de sérine-thréonine
kinases (23,43).

Les ITK sont de petites molécules, de bas poids moléculaire, appartenant a diverses
familles chimiques. lIs diffusent a travers la membrane cellulaire et ciblent la partie intra-
cellulaire ou domaine tyrosine kinase des récepteurs tyrosine kinases ou les tyrosine
kinases cytoplasmiques. lls inhibent, ainsi, de facon spécifique, I'activité kinase de ces
enzymes en se fixant, de maniére compétitive, au niveau du site de liaison de I'ATP,
rendant impossible la phosphorylation de substrats protéiques, nécessaire a certains
effets tels que la prolifération (48).

Les inhibiteurs de BCR-ABL, dont I'imatinib est le chef de file, représentent une classe
d’ITK cytoplasmique ; elle regroupait 5 molécules, jusqu’a un passé récent : imatinib,
dasatinib, nilotinib, bosutinib et ponatinib. Depuis, un sixieme médicament, le radotinib,
derniere molécule de seconde génération, approuvée en Corée du Sud, est venu
compléter cette liste (34, 53).

Toutes les molécules, appartenant a cette classe, sont utilisées dans le traitement de la
leucémie myéloide chronique (LMC).
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Seuls, I'imatinib, le dasatinib et le nilotinib sont commercialisés, en Algérie ; la molécule la
plus prescrite dans la LMC, est I'imatinib (30).

Les ITK peuvent étre classés, selon leur sélectivité, en agents monofonctionnels
spécifiques d’une tyrosine kinase particuliere ou agents multifonctionnels capables de
cibler plusieurs tyrosine kinases différentes. La nature de leur liaison avec leur cible,
permet, également, de les classer en inhibiteurs réversibles ou irréversibles. En pratique,
ils sont associés aux principales protéines kinases mises en évidence dans la cellule
néoplasique (48).

En 2014, plus d’une quinzaine d’ITK étaient utilisés comme thérapies ciblées en
oncologie (43). Ce nombre continue a évoluer (tableau Ill).

Tableau lll : ITK enregistrés en Algérie en 2020 et autres exemples d’ITK

ITK enregistrés en Algérie en 2020 Autres exemples d'ITK
Molécule d'adm\ilr:)i::ration Molécule d'adm\ilr:)i::ration
Afatinib vo Alectinib Vo
Axitinib Vo Bosutinib Vo
Crizotinib Vo Brigatinib Vo
Dasatinib Vo Cabozantinib Vo
Erlotinib Vo Céritinib Vo
Géfitinib Vo Lenvatinib VO
Ibrutinib Vo Nintédanib vo
Imatinib Vo Osimertinib Vo
Lapatinib vo Ponatinib Vo
Nilotinib Vo Ribociclib Vo
Palbociclib Vo Ruxolitinib Vo
Pazopanib vo Sorafénib vo
Régorafénib Vo Vandétanib Vo
Sunitinib Vo Osimertinib vo

1.L11. Thérapies ciblées orales en Algérie - Application a I'imatinib
1.L11.1. Spécialités a base d’imatinib commercialisées en Algérie

Comme c’est, probablement, le cas dans le reste du monde, I'imatinib a été la premiere
thérapie ciblée orale, et par [a-méme, le premier ITK enregistré en Algérie.
Les circuits empruntés par les spécialités renfermant de I'imatinib, comme pour les autres
médicaments, different d’un pays a I'autre, selon la réglementation locale.

Dans notre pays, le premier enregistrement d’une spécialité a base d’imatinib date de
2005. Le princeps Glivec®, en comprimé a 100 mg, a ouvert la voie a 4 autres spécialités a
base d’imatinib (tableau V). Depuis le début de 2019, ne subsistent que 3 spécialités
enregistrées.
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Il faut noter que le princeps Glivec®, en comprimé a 400 mg, n’a jamais été enregistré, en
Algérie. Il a, cependant, été disponible, uniqguement, sur ATU (Autorisation Temporaire
d’Utilisation), avant I'enregistrement, en 2009, du générique indien, Imatib®, de méme
dosage. La procédure générale d’enregistrement est détaillée en annexe 1.

Aujourd’hui, il ne reste plus que des génériques indiens sur le marché algérien (40). Une
étude, publiée par une équipe algérienne, a validé I'imatinib indien, et plus précisément
I'imatib® a 100 mg, compte tenu de résultats thérapeutiques satisfaisants, de sa tolérance
et de I'avantage économique consistant que présente son co(t, 10 fois moindre que celui
du princeps (54).

En effet, le traitement journalier, a la posologie standard de 400 mg/j, revenait a
496,44 DZD, pour le générique imatib® a 100 mg contre 5029,36 DZD, pour le princeps
Glivec® de méme dosage ; au dosage de 400 mg, le traitement revenait a 528,81 DZD,
pour le générique imatib®, contre 9318,70 DZD, pour le princeps Glivec®, qui, de surcroit,
n’était disponible que sur ATU (55).

Tableau IV : Spécialités a base d’imatinib commercialisées en Algérie (2005 a 2020)

Laboratoire
e Forme Condition- Numéro détenteur D.alte
Spécialité , . ‘.. d’enregistrement
Dosage nement d’enregistrement de la décision initial
d’enregistrement
Glivec® 100 | Comprimé Boite/60 068/ 05 A 105 /05 NOVARTIS S.A.S 28/09/2005
100 mg
Imatib® 100 Gélule Boite/120 182/ 05 A 105 /06 Cipla Limited 25/04/2006
100 mg (Inde)
Imatib® Comprimé Boite/30 182/ 05 C 113 /09/16 Cipla Limited 12/07/2009
400* 400 mg (Inde) Renouvelée en
2017
Imalek® Comprimé Boite/10 330/ 05 C 105 /12 Sun 10/01/2012
100* 100 mg Pharmaceuticals
Industries LTD
(Inde)
Imalek® Comprimé Boite/06 330/05C113 /12 Sun 10/01/2012
400* 400 mg Pharmaceuticals
Industries LTD
(Inde)
Glivec® 400 | Comprimé Boite/60 Disponible sous ATU NOVARTIS S.A.S /
400 mg avant 2009

* Spécialités encore enregistrées au 31/12/2019
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1.L11.2. Approvisionnement et dispensation

En Algérie, les spécialités a base d’imatinib, sont a dispensation hospitaliere stricte. C'est
donc, la Pharmacie Centrale des Hopitaux (PCH) qui est chargée de I'approvisionnement
des structures sanitaires publiques, en ces médicaments.

Les bons de commandes, émanant des pharmacies hospitalieéres étant toujours rédigés en
DCI (Dénomination Commune Internationale), les hopitaux sont approvisionnés, tantot
par une spécialité, tant6ét par une autre. Il arrive, méme, que, selon le dosage, ils soient
approvisionnés par des spécialités provenant de laboratoires différents.

S’agissant de spécialités enregistrées pour des pathologies spécifiques, non vendues en
officine car faisant partie des médicaments a usage hospitalier strict, les produits a base
d’imatinib sont délivrés nominativement, en dispensation ambulatoire, toujours a partir
d’une structure hospitaliere publique. Plus rarement, ils peuvent étre administrés a des
patients hospitalisés.

Les patients sous imatinib, peuvent étre suivis dans la structure de leur choix mais leur
couverture thérapeutique doit étre assurée par un hoépital dépendant de leur lieu de
résidence. L’établissement ayant initié le traitement, doit alors transmettre, a
I’établissement du lieu de résidence du patient, un rapport médical justifiant la
prescription d’imatinib (56).
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Chapitre lll

Pharmacologie de I'imatinib

L'imatinib, archétype des inhibiteurs de tyrosine kinases, a, indéniablement, révolutionné
le traitement de la leucémie myéloide chronique, la faisant passer du stade de maladie
considérée comme mortelle a celui de maladie chronique. Cet agent pharmacologique est
le meilleur exemple de I'apport de I'onco-pharmacologie a la modernisation des
traitements des cancers.

Ses propriétés pharmacocinétiques, alliées a son mécanisme d’action ciblé, ont donné un
nouveau souffle aux patients atteints de leucémie myéloide chronique et d’autres
cancers, comme aux hématologues et aux oncologues.

Ill.1. Propriétés physico-chimiques

L'imatinib est commercialisé sous forme d’un sel, le mesylate d’imatinib.

Nom chimique

(méthanesulfonate de 4-[(4-méthyl-1-pipérazinyl)méthyl]-N-[4-méthyl-3[[4-(3-pyridinyl)-
2-pyrimidinyl]Jamino]-phényl]benzamide) (57).

Nom de I'lUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)

Mesylate d’imatinib : Methanesulfonic acid ; 4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methyl]-N-[4-
methyl-3-[(4-pyridin-3-ylpyrimidin-2-yl)Jamino]phenyl]benzamide (58).

Imatinib :  4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methyl]-N-[4-methyl-3-[(4-pyridin-3-ylpyrimidin-2-

yl)amino]phenyl]lbenzamide (59).

Formule moléculaire
Mesylate d’imatinib : C2gH31N70 . CH4SO3 (57).
ou Cs3oH3sN704S (58).

Imatinib : C29H31N7O (59).
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Formule développée
La formule développée du mesylate d’imatinib est présentée en figure 9.

AT T

HiG-S-OH
N I
= o)

Figure 9 : Formule développée du mesylate d’imatinib

Poids moléculaire
Mesylate d’imatinib : 589,7 g/mol (57, 58).
Imatinib : 493.6 g/mol (59).

Description
« Poudre blanche ou blanchatre pouvant étre teintée de brun ou de jaune » (57).

Solubilité
Tres soluble ou librement soluble dans I'eau et les solutions aqueuses de faible pH, soit

dans les tampons aqueux de pH < 5,5 (57,58).

Tres légerement soluble dans des tampons aqueux neutres a alcalins. La solubilité
diminue a mesure que le pH du tampon aqueux augmente (éventail de 5,5 a 8,0) (57,58).
Insoluble a pH élevé (8,0) (57).

Librement soluble a trés soluble dans le dimethylsulfoxyde, le méthanol et I’éthanol ;
insoluble dans le n-octanol, I'acétone et I'acétonitrile (58).

pKa:7,8 - 3,8 - 3,3(57).

I1l.2. Propriétés pharmacocinétiques

L'imatinib possede des propriétés pharmacocinétiques intéressantes, permettant une
administration orale uni-quotidienne, mais qui appellent beaucoup d’attention car
certaines d’entre elles font I'objet d’une variabilité inter-individuelle importante (60,61).
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Fait encore plus rare et important pour un médicament anticancéreux, les études, visant
a déterminer la pharmacocinétique de l'imatinib, ont porté, aussi bien, sur des
volontaires sains que sur des patients (62-64).

Les données les plus completes, relatives a la pharmacocinétique de I'imatinib, sont
issues d’un essai clinique de phase 1 ayant inclus 64 patients atteints de LMC. Les
parametres pharmacocinétiques ont été déterminés, 24 heures apres la premiere
administration puis au steady-state, apres administration répétée de doses allant de 25 a
1000 mg. De nombreuses publications consacrées a la pharmacocinétique de I'imatinib,
ont révélé que celle-ci était mieux représentée par un modele a un
compartiment (61,62,65,66).

I11.2.1. Absorption

11.2.1.1. Site d’absorption

L'imatinib est soluble dans l'eau (60,67), se dissout rapidement en milieu acide et
présente une perméabilité intrinseque élevée (68,65). Aprés administration orale, il est,
rapidement et quasi-totalement, absorbé au niveau du tractus gastro-intestinal avec un
pic plasmatique obtenu en 2 a 4 heures (Tmax) (60-,62,65,69).

Le site exact d’absorption de I'imatinib, au niveau du tractus gastro-intestinal, ne semble
pas encore connu. Pour certains observateurs, il semblerait que I'absorption ait lieu sur
une portion, relativement, longue de ce tractus et que le rectum y participe (70).

111.2.1.2. Exposition

A. Biodisponibilité

L'imatinib présente une excellente biodisponibilité absolue (F), supérieure a 98 %
(pour la forme séche) (7,60-63,71), qui indique I'absence d’effet de premier passage
hépatique (FPH ou First Pass Hepatic) ou intestinal (61,62). Cette biodisponibilité est
conservée quelle que soit la dose administrée (63), qu’il s’agisse d’'une dose de 100 ou
de 400 mg (64,70).

L’absorption est identique pour les formes comprimé et gélule (62,67).

En solution orale, I'imatinib présente une biodisponibilité absolue de 97,2 % (62).

La biodisponibilité absolue de I'imatinib semble, donc, étre indépendante de la dose
administrée et du support galénique (7).

Avec une biodisponibilité absolue (F) frolant les 100 % ainsi qu’un Cmax et des AUC
(pour Area Under Curve ou ASC pour Aire Sous la Courbe) similaires pour les formes
gélule et solution orale, I'absorption orale de I'imatinib n’est donc pas limitée par les
étapes de désintégration et de dissolution. Ces résultats sont concordants avec le
profil de dissolution in vitro des comprimés d’imatinib qui montre une dissolution
quasi-compléte en moins de 10 minutes (71). Il faut noter que I'étude d’ou ces
résultats sont issus a été réalisée avec le princeps.
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La pharmacocinétique de I'imatinib est linéaire sur lintervalle de doses allant
de 25 mg a 1 g, cependant certains auteurs ont décrit son absorption par une
cinétique d’ordre 0 (61,66,68).

L'exposition a I'imatinib, représentée par l'aire sous la courbe des concentrations
plasmatiques (ASC ou AUC pour Area Under Curve) calculée sur 24 heures augmente
proportionnellement a la dose administrée aussi bien a J1 qu’aprés obtention de I'état
d’équilibre (62,65), ce qui suggere I'absence de phénomeéne de saturation pour les
processus d’absorption et d’élimination. Ces résultats ont été obtenus apres
administration de doses variant de 25 mg a 1 g. Le poids et la surface corporels ne
semblent pas influencer de maniére significative I'aire sous la courbe de I'imatinib,
justifiant 'utilisation d’une posologie fixe chez I'adulte. Le sexe ne semble pas non
plus influencer la pharmacocinétique de I'imatinib (62,64).

B. Concentration plasmatique résiduelle

Les concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib (Cmin, Crsia ou Co) sont tres
variables d’un sujet a I'autre. Parmi des patients qui se sont vus administrer la méme
dose de 400 mg d’imatinib, les Cmin rapportées varient entre 140 et 3910 ng/ml (72).
Ces importantes différences de concentrations plasmatiques chez des patients soumis
a un méme schéma posologique traduit une importante variabilité inter-individuelle
de ce parametre (4,5,7,60,67). En effet, les coefficients de variation (CV) inter-
individuels des Cmin d’imatinib sont importants et différentes valeurs de ce paramétre
sont rapportées dans la littérature, avoisinant souvent les 60 % (4,60,61,73,74), et
dépassant méme parfois les 100 % (7).

La variabilité intra-individuelle semble, au contraire, beaucoup plus faible (4,60,75).

C. Administrations répétées

Suite a des administrations répétées en prise uni-quotidienne, la cinétique de
I'imatinib n’est pas modifiée par rapport a une prise unique mais une augmentation
de I'exposition d’un facteur de 1,5 a 3 est observée a I'état d’équilibre (45,65).

Cependant, d’autres auteurs ont rapporté une diminution de I'exposition a I'imatinib
lorsqu’il est administré a long terme, au méme dosage. Ce phénomeéne a été expliqué
par le fait que l'imatinib est un substrat et activateur de I’ABCG2 (ATP Binding
Cassette G2), également appelée BCRP (Breast Cancer Resistant Protein) ou MXR
(MultiXenobiotic Resistance Protein) qui est une protéine d’efflux. L'imatinib
augmente I'expression de cette pompe a efflux au niveau intestinal, ce qui se traduit
par une diminution de son absorption au fil du temps (69).

Des études ont rapporté I'existence d’une relation entre le polymorphisme génétique
de I’ABCG2 et la pharmacocinétique ainsi que la réponse clinique a I'imatinib (72).

Chez les patients atteints de GIST, I'exposition a I'état d’équilibre est 1,5 fois
supérieure a celle observée a la méme dose de 400 mg/jour chez des patients atteints
de LMC (45).
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111.2.1.3. Modification de I’absorption

L'absorption de [I'imatinib est peu ou pas affectée par la prise d’aliments
(7,45,60,62,64,73,76). Une diminution de 11 % de Cmax ainsi qu’un allongement de Tmax de
1,5 heure et une réduction minime de ’AUC de 7,4 %, suite a la consommation d’un repas
riche en graisses, ont été rapportés avec une dose d’imatinib de 400 mg, versus une prise
a jeun. Ces différences n’étaient cependant pas statistiquement significatives et leur
impact clinique est considéré comme insignifiant (64).

Une étude de pharmacocinétique clinique menée sur des volontaires sains a montré que
I'absorption de l'imatinib n’est pas significativement affectée par la consommation
concomitante d’antiacides a base de sels de magnésium et d’aluminium (70,77).

Des anomalies anatomiques gastro-intestinales ou certains états pathologiques peuvent
modifier I'absorption de I'imatinib, ce qui doit étre pris en compte lors du dosage
plasmatique de I'imatinib (60).

Une diminution des concentrations plasmatiques d’imatinib a, par exemple, été
rapportée chez 2 patients obéses ayant subi une gastrectomie. Dans le premier cas, cette
concentration était divisée par 2 tandis que dans le second, elle était divisée par 6, ce qui
est en faveur d’une variation de la biodisponibilité chez ces patients (69).

11.2.1.4. Cas particulier de I'’enfant

Chez I’enfant, I'imatinib est également rapidement absorbé aprés administration orale.
Des concentrations plasmatiques équivalentes aux doses de 400 et 600 mg chez I'adulte
ont été obtenues aprés administration de doses respectivement égales a 260
et 340 mg/m?/jour. Aprés administration répétée, I'exposition a I'imatinib, représentée
par I’AUC calculée sur 24 heures, est augmentée d’un facteur de 1,7 par rapport a sa
valeur a J1 (45,64,62).

I11.2.2. Distribution

111.2.2.1. Liaison au niveau sanguin

Des études menées in vitro ont révélé que le pourcentage de liaison de I'imatinib aux
protéines plasmatiques avoisine les 95 % aux concentrations cliniquement pertinentes.

Un taux de liaison aux protéines plasmatiques de 99 % a méme été rapporté chez des
patients atteints de LMC. L'imatinib se lie principalement a I'albumine et a
I'al-glycoprotéine acide (AGP) (7,61-64,67).
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L'influence de I'AGP sur la pharmacocinétique de I'imatinib a été évoquée mais ce point
est controversé. L'AGP est augmentée chez les patients atteints de LMC. Cette protéine
liant fortement I'imatinib, il pourrait en résulter une diminution de la fraction libre, donc
pharmacologiquement active du médicament, avec pour conséquence une diminution
des concentrations intra-cellulaires d’imatinib, donc une moindre distribution de la
molécule au niveau de ses cibles intra-cellulaires, ce qui pourrait favoriser le
développement d’une résistance a l'imatinib. Cette hypothése a pu étre vérifiée par
certaines études alors que d’autres travaux ont démontré le contraire (63,64).

L'influence de I'albuminémie sur les paramétres pharmacocinétiques de l'imatinib a
également été évoquée (4,39).

Les études in vitro ont également démontré que I'imatinib posséde une certaine affinité
pour les éléments figurés du sang, y compris les leucocytes (64).

111.2.2.2. Volume de distribution (V4)

Le Volume de distribution (Va4) de l'imatinib est élevé. Des V4 de l'ordre de 200
a 300 litres, soit largement supérieurs a 0,6 litre/kg, ont été rapportés chez des patients
ayant recu une dose de 400 mg d’imatinib, aussi bien en administration unique que
répétée, ce qui est en faveur d’'une excellente distribution tissulaire. Ces V4 élevés sont
également retrouvés aux autres posologies d’imatinib (entre 25 mg et 1 g/24 heures). Des
volumes de distribution allant jusqu’a 590 litres ont été rapportés. Ces volumes de
distribution élevés qui traduisent une grande capacité de diffusion dans les tissus,
expliquent en partie les demi-vies d’élimination relativement longues de I'imatinib et des
autres inhibiteurs de tyrosine kinases (7,61,65,69).

111.2.2.3. Protéines d’influx et d’efflux

Pour atteindre sa cible, I'imatinib est dépendant de transporteurs, notamment de
pompes a influx telles que h-OCT1 (Human Organic Cation Transporter ou transporteur de
cations organique humain) qui lui permet d’entrer dans la cellule (5,78).

Il semble que ce transporteur contribue a la pénétration cellulaire de I'imatinib plutot
qu’a I'exposition a I'imatinib (72).

Ce transporteur est considéré comme le principal transporteur d’influx impliqué dans la
pénétration de I'imatinib dans les cellules leucémiques (79).

Des études ont montré que lI'imatinib franchit tres peu la barriere hémato-encéphalique
(BHE), avec un rapport de concentration entre le LCR (Liquide Céphalo-Rachidien) et le
plasma inférieur a 5 %. Cela peut s’expliquer par le fait que I'imatinib soit un substrat
pour un transporteur d’efflux codé par le gene MDR 1 (Multi-Drug Resistance) : la
Glycoprotéine P ou PGP, également appelée ABCB1 (ATP Binding Cassette B1), qui
diminue les concentrations intra-cellulaires d’imatinib et limite son passage a travers la
BHE (4,61,62).
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Il faut noter que cette pompe d’efflux (PGP) est exprimée au niveau leucocytaire d’une
part et que d’autre part, elle peut influencer la pharmacocinétique de certains
médicaments administrés par voie orale en empéchant leur passage a travers les cellules
épithéliales du tractus digestif et elle est impliquée dans les processus d'élimination
(excrétion biliaire, sécrétions rénales et intestinales). Il faut cependant souligner qu’au vu
de I'excellente biodisponibilité orale de I'imatinib, la PGP exprimée au niveau du pole
apical des entérocytes ne semble pas impacter sensiblement son absorption orale
(61,62), du moins, en I'absence d’interactions médicamenteuses.

Des études ont rapporté I'existence d’une relation entre le polymorphisme génétique de
I’ABCB1 et la pharmacocinétique de I'imatinib mais également entre le polymorphisme
génétique de I’ABCBL1 et la réponse clinique a I'imatinib (72).

L'imatinib est également un substrat pour une autre protéine d’efflux, la BCRP ou MXR ou
encore ABCG2, évoquée dans le § 3.2.1.2. L'imatinib est tant6t cité comme activateur de
cette pompe d’efflux, tantot au contraire comme inhibiteur de son expression. Il semble
également inhiber I’expression de la PGP (4,7,60,61,69,70,76).

In vitro, les cellules Caco-2 (Cancer coli-2) exposées a l'imatinib, présentent une
augmentation de I'expression de la BCRP, et dans une moindre mesure, de la PGP (69).

I11.2.3. Elimination
11.2.3.1. Biotransformation
A. Enzymes de biotransformation

L'imatinib subit un métabolisme hépatique sous l'influence du cytochrome P450
(CYP450) dont l'activité est génétiguement déterminée (5,61). La principale iso-
enzyme impliquée dans sa biotransformation est le CYP3A4 (60-62,64,80). D’autres
isoformes, CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9 et CYP2C19, contribuent également a son
métabolisme, mais a un moindre degré (4,60,64,80). L'intervention de l'isoforme
CYP3A5 dans le métabolisme de l'imatinib a également été évoquée par ailleurs
(5,61,64,72).

Cependant, I'importance exacte des enzymes hépatiques jouant apparemment un
role mineur dans les voies métaboliques des ITK, ne semble pas bien connue. Ainsi, il a
été démontré que les patients déficitaires en CYP2D6 présentent une altération de la
pharmacocinétique de I'imatinib, en dépit du fait que ce cytochrome n’intervient que
trés minoritairement dans le métabolisme de ce médicament (7).
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Figure 10 : Schéma illustrant les étapes de la pharmacocinétique de I'imatinib (original)
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Il a également été démontré que les inducteurs et les inhibiteurs du CYP3A4
pouvaient modifier la pharmacocinétique et l'activité de I'imatinib (65,76,80). Le
tabagisme ne modifie pas I'exposition a l'imatinib, ce qui indique lintervention
mineure du CYP1A2 dans son métabolisme (70).

Il semble par ailleurs que l'imatinib est un inhibiteur du CYP3A4 et du CYP2D6.
L'inhibition du CYP2C9 par limatinib a été observée in vitro, mais a des
concentrations plus élevées que celles attendues aux doses usuelles (45,57,70). En
plus d’étre un inhibiteur compétitif des substrats marqués des CYP2C9, CYP2D6 et
CYP3A4 in vitro, I'imatinib est également évoqué comme un inhibiteur compétitif du
CYP3AS5, rendant possible la survenue d’interactions médicamenteuses (45,57).

L'imatinib inhibe, in vitro, la glucuronoconjugaison du paracétamol (57).

L'importante variabilité inter-individuelle de I'activité du CYP3A4 peut, en partie,
contribuer a la variation de I'exposition a I'imatinib chez les patients. Il y a lieu de
penser que les polymorphismes génétiques affectant I'isoforme 3A4 influence
I’exposition a I'imatinib (39,60).

B. Principal métabolite

Le principal métabolite de I'imatinib, le N-démethyl-imatinib (norimatinib), également
appelé CGP 74588, est pharmacologiquement actif (4, 60-62). Ce métabolite, issu des
réactions de biotransformation de phase 1 est formé au niveau hépatique sous
I'influence du CYP3A4 (7,72). L'affinité pour les protéines plasmatiques et I'activité
pharmacologique de ce métabolite sont similaires a celles de I'imatinib (45). L'AUC du
norimatinib représente environ 16 % de celle de la molécule mere (4,45,60). Certains
auteurs évoquent une valeur de d’AUC de 20 %, d’autres de 10 % (64,68,72). Un ratio
des concentrations plasmatiques Norimatinib/Imatinib de I'ordre de 15 a 20 % a été
rapporté par un auteur tandis qu’une autre équipe a retrouvé un ratio
de 0,268 (61,80). L'imatinib et ce métabolite N-déméthylé représentent environ 65 %
des espéces circulantes (45). Le temps de demi-vie d’élimination du norimatinib,
compris entre 85 et 95 heures, est plus long que celui de la molécule mére (72).
Certains auteurs ont évoqué une demi-vie de 40 heures pour le norimatinib (4,80).

C. Influence de la fonction hépatique

Un dysfonctionnement hépatique peut conduire a une variabilité plus importante des
concentrations plasmatiques d’imatinib et une augmentation modérée de son AUC.
Merlin a cependant rapporté en 2008, que chez des patients qui présentaient une
altération de la fonction hépatique a des degrés variables, I'exposition moyenne a
I'imatinib n’était pas augmentée, comparativement a ceux ayant une fonction
hépatique normale (45,61).
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111.2.3.2. Excrétion
A. Excrétion fécale versus excrétion urinaire

L'imatinib est principalement excrété dans les feces, majoritairement sous forme de
métabolites (64). L'excrétion de I'imatinib est donc essentiellement biliaire. Elle est
lente, avec approximativement 67 % de la dose orale de la molécule marquée,
administrée a des volontaires sains, retrouvée dans les feces au bout de 7 jours
et 13 % dans les urines, ce qui signifie qu’environ 80 % de la dose administrée est
éliminée en une semaine. Le ratio excrétion fécale / urinaire est
d’environ 5/1. (45,61,64,68,81)

L'imatinib est retrouvé dans les feces ou il représente 23 % de la dose administrée,
contre 11 % pour le norimatinib tandis que dans les urines, moins de 5 % d’imatinib et
environ 2 % de norimatinib sont excrétés en 72 heures. D’autres auteurs rapportent
que moins de 10 % de la dose administrée d’imatinib est retrouvée sous forme
inchangée dans les urines. L'imatinib et ses métabolites ne sont donc pas excrétés de
maniére significative par le rein (45,61,81).

B. Demi-vie d’élimination

La demi-vie d’élimination de l'imatinib est d’environ 18 heures (45,64,76). Ce
parameétre montre des valeurs plus élevées aprés administration répétées qu’apres
administration unique (en moyenne 19,3 heures versus 14,8 heures apres
administration de 400 mg). Des temps de demi-vie moyens d’environ 23 heures ont
été rapportés a certaines posologies. Le plateau d’équilibre des concentrations
plasmatiques ou steady-state est atteint au bout d’une semaine (65), ou moins pour
I'imatinib et d’environ 2 semaines pour le norimatinib (65,80).

L'existence d’un cycle entéro-hépatique qui pourrait contribuer a la lenteur de
I’élimination de I'imatinib, a été évoquée (81).

C. Clairance

La clairance corporelle totale de I'imatinib est d’environ 200 ml/mn (soit 12 litres/h).
Une étude clinique a fait ressortir des clairances moyennes de 12,5 litres/h a J1 aux
doses de 400 et de 800 mg, et des valeurs allant de 11,2 a 13,3 litres/h apreés
administration répétée de ces mémes doses. La clairance rénale de I'imatinib étant
négligeable, sa clairance totale est principalement représentée par la clairance
hépatique qui englobe la clairance du métabolisme hépatique et la clairance
d’excrétion biliaire.

Chez l'enfant, une clairance moyenne de 128 ml/min/m? a été rapportée pour
différentes posologies d’imatinib. Cette clairance a [I'état d’équilibre apparait
identique a celle de I'adulte (52,62,65).

Page 40



Revue bibliographique Chapitre Il - Pharmacologie de I'imatinib

Le tableau V présente un résumé des principales données pharmacocinétiques de
I'imatinib.

Tableau V : Principales données pharmacocinétiques de I'imatinib

Biodisponibilité

Tmax Cimax Chin AUCO—)24h absolue (F)
1740 - 3910 ng/ml 19,9 - 40,1 mg/l.h
(400 mg) 140 - 3910 ng/ml (400 mg) o
2-4h 3390 - 6760 ng/ml (400 mg) 39,7 -99,7 mg/l.h >97%
(600 mg) (600 mg)
Liaison aux
protéines Vd cl t2 Excrétion

plasmatiques

Fécale : 68 % (bile)
Urinaire : 13 %
Ratio : 5/1
Molécule mére :
23 % dans féces
< 5% dans urines

14,8 h (prise unique)
95-99% 182,1-590 | 200 ml/mn 19,3 h (prise répétée)
(400 mg)

Principales liaisons au niveau

. Protéines d'influx Protéines d'efflux
plasmatique
h-OCT1 PGP BCRP
Albumine Affinité pour les Substrat
Substrat -
AGP leucocytes Substrat . Inducteur/Inhibiteu
Inhibiteur ;
Enzymes de biotransformation Métabolite actif
Glucurono- N-démethyl-
CYP3A4 CYP2D6 / CYP3AS / CYP1A2 / CYP2C19 conjugaison du imatinib
CYP2C9 , S
paracétamol (norimatinib)
Substrat +++ Substrat . Lo 10-20 % de I'AUC
Inhibiteur Inhibiteur Substrat Inhibiteur (in vitro) de l'imatinib
Influence de Administration
- . FPH CEH Dialyse fonction séance de
I'alimentation .
dialyse
Non significative Absence Présence Non dialysable Indépendante

D. Influence de la fonction rénale

La fonction rénale a trés peu d’influence sur la pharmacocinétique de I'imatinib (61)
et les altérations de la fonction rénale ne devraient donc pas motiver de diminuer la
posologie d’imatinib. Il faut cependant noter qu’un risque de surexposition a été
évoqué en cas insuffisance rénale modérée, entrainant une recommandation de
réduction de posologie chez ces patients (7,61). Ceci pourrait étre lié a I'augmentation
des taux circulants d’alphal-glycoprotéine acide.
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Chez le patient hémodialysé, I’'absence de modification de la pharmacocinétique de
I'imatinib ainsi qu’une efficacité et une bonne tolérance ont été rapportées. Par
contre, une augmentation d’un facteur de 2 et 1,5 a été décrite chez des patients
insuffisants rénaux terminaux non dialysés pour, respectivement, I’AUC et la demi-vie
du métabolite actif de I'imatinib. Ceci n’a cependant pas eu d’impact sur la tolérance
au traitement. Il ne parait donc pas nécessaire de réduire la posologie initiale
d’imatinib chez les patients hémodialysés. La dose recommandée correspond donc a
la dose usuelle. De plus, cette molécule n’étant pas dialysable, le médicament peut
étre administré indépendamment de la séance, avant ou apreés dialyse (82).

111.3. Relation structure-activité

La structure de base ou pharmacophore de I'imatinib est représentée par la
2-phenylaminopyrimidine ou PAP (52,61,62,83-85).

Ce noyau de base avait, initialement, servi au développement de molécules ayant pour
cible la protéine kinase C (PKC) qui fait partie des sérine-thréonine-kinases, cependant,
une faible puissance et un manque de spécificité avaient été observés. En effet,
I'inhibition portait aussi bien sur les sérine-thréonine kinases que sur les tyrosine
kinases (84,86,87).

Une série de modifications sur la PAP a abouti a la molécule d’imatinib (figure 11) :

- L’addition d’'un groupement 3’-pyridyl en position 3’ de la pyrimidine renforce
I'activité au niveau cellulaire, aboutissant a une importante inhibition de la
PKC (84,88).

- L'adjonction d’un groupement benzamide, au niveau du noyau phénol, procure
une activité inhibitrice vis-a-vis des tyrosine kinases.
Pour certains auteurs, cette activité inhibitrice est, parfois, attribuée a la présence
du simple groupement amide (84,87,88).

- Les substitutions, en position 6, du cycle diaminophényl ou anilinophényl,
entrainent la perte de I'activité inhibitrice vis-a-vis de la PKC, considérée comme
indésirable puisqu’elle amoindrit la spécificité (84,87,88).

L'introduction d’un groupement méthyl a cette position supprime, donc, I'activité
inhibitrice sur la PKC, d’une part, mais induit et/ou renforce I'activité inhibitrice
vis-a-vis des tyrosine kinases, d’autre part. Une augmentation de la sélectivité
pour la protéine kinase ABL est a noter (84,88,89).

- L’addition d’une chaine latérale, fortement, polaire d’'une amine tertiaire de type
N-méthylpipérazine, augmente, considérablement, la solubilité dans l'eau et
confere une excellente biodisponibilité orale. La présence de ce groupement fait
de I'imatinib une base organique (84,87-90).
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De plus, ce groupement participe, également, a la liaison avec la protéine kinase
ABL avec laquelle il interagit fortement en formant des liaisons hydrogéne au
niveau de deux acides aminés (I'isoleucine 360 et I'histidine 361) (88).

- En raison du potentiel mutagene de I'aniline, un groupement intercalaire est
introduit entre le phényl et I'atome d’azote (88), autrement dit, entre le
benzamide et la chaine latérale.

(b)

Figure 11 : Formule chimique développée de I'imatinib avec mise en évidence des groupements
impliqués dans la relation structure-activité
(a) Pharmacophore (2-phenylaminopyrimidine) en vert - (b) Groupement 3’-pyridyl - (c)
Groupement benzamide - (d) Radical méthyle - (e) Chaine latérale N-méthylpipérazine - (f)
Groupement intercalaire - (-----) Position des liaisons hydrogene établies avec la protéine kinase
BCR-ABL

I1l.4. Mécanisme d’action et effets pharmacodynamiques

L'imatinib, appartenant a la classe des inhibiteurs de tyrosine kinases, il emprunte un
mécanisme d’action commun aux molécules de cette classe.

Sa petite taille lui permet de diffuser a travers la membrane plasmique des cellules et
d’interagir au niveau du site de fixation de I’ATP des tyrosine kinases cibles. Il entre, donc,
en compétition avec I’ATP pour ses sites de fixation, au niveau de la boucle P et entraine
un blocage-compétitif de ces sites de fixation ATP-dépendants, empéchant la
phosphorylation de protéines cibles, en aval de la kinase (figure 12) (26,51,86,88).
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Il inhibe, également, 'auto-phosphorylation de certaines tyrosine kinases. Il y a, de ce fait,
diminution ou disparition totale de I'activité enzymatique de la tyrosine kinase. Les
substrats nécessaires a la multiplication cellulaire n’étant pas phosphorylés, le processus
d’activation qui conduit a la prolifération, est bloqué). Il faut noter que I'imatinib se lie au
site de fixation de 'ATP du domaine kinase, uniquement lorsque la protéine est dans sa
forme inactive (26,50,52,88,91).

—P¢> Signalisation
Sigmalisation
()

(a) {b)

' Substrat
Boucle A @00 ATP
Substrat phosphorylé
§°"°:e§ ks ADP ﬁ
— Poucle ™ VATINE

Figure 12 : Mécanisme d’action de I'imatinib - Exemple de l'inhibition de la tyrosine
kinase BCR-ABL dans la LMC (Original)
(a) Domaine kinase d’ABL actif - (b) Domaine kinase d’ABL inactif - (c) Blocage de
I’activation de la protéine kinase BCR-ABL par I'imatinib suite a sa liaison avec la forme
inactive du domaine kinase d’ABL

Il a été démontré, in vitro, que l'imatinib inhibe I'autophosphorylation d’au moins,
3 kinases, essentiellement BCR-ABL, c-KIT (Transmembrane Tyrosine Kinase receptor) et
PDGFR (Platelet Derived Growth Factor-Receptor) (88).

L'imatinib est, en fait, un inhibiteur multikinase, a spectre étroit. Il est, particulierement,
efficace pour inhiber la protéine ABL (Abelson), le PDGF-R et le récepteur c-KIT du SCF
(Stem Cell Factor). Il est, également, tres spécifique des protéines de fusion dont I'activité
kinase résulte de translocations, comme BCR-ABL qu’il inhibe fortement
(25,51,52,69,86,87).

Ce dernier point explique I'inhibition sélective de la prolifération des cellules leucémiques
et I'induction d’'une apoptose dans les lignées cellulaires BCR-ABL positives, retrouvées
dans la grande majorité des leucémies myéloides chroniques (52).
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Ces effets ont été observés in vivo, in vitro et ex vivo. Ces effets ont, en effet, été décrits
sur des cellules leucémiques prélevées chez des patients porteurs du chromosome
Philadelphie (Ph+), atteints de LMC ou de LAL (45,57,83,85,87).

In vivo, l'imatinib inhibe la croissance tumorale des lignées myéloides murines
transfectées avec le gene BCR-ABL (57).

In vitro, la CI50 (Concentration inhibitrice 50) de I'imatinib, vis-a-vis de I'activité tyrosine
kinase de BCR-ABL, est de 0,25 uMol pour I'auto-phosphorylation et de 0,025 uMol pour
la phosphorylation de substrats. Fait important : aux doses actives sur la protéine c-ABL,
I'imatinib n’impacte pas la prolifération cellulaire normale, ce qui est compatible avec
I’hypothése selon laquelle la prolifération des cellules normales n’exigerait pas
I'intervention de la tyrosine kinase c-ABL (62,85).

Il a été démontré que I'imatinib inhibe la protéine kinase ABL en s’y liant de maniere tres
spécifique alors qu’elle se trouve sous une conformation inactive (figure 12). L'imatinib
stabilise, donc, la kinase, sous cette forme inactive, aprés que sa portion PAP se soit liée a
I’emplacement auquel se lie, habituellement, la partie adénine de I'ATP et qu'il ait
interagi avec 21 acides aminés du domaine catalytique de la protéine ABL, formant
6 liaisons hydrogéne mais, également, des interactions de Van Der Waals (25,87-89).

Par contre, I'imatinib n’a pas d’activité sur les sérine-thréonine kinases (84,86).

Les données cliniques relatives a I'imatinib sont trées nombreuses et résultent de multiples
études cliniques effectuées, majoritairement, dans le cadre du traitement de la LMC. Cela
en fait le produit le plus étudié de tous les ITK (92). Les principaux résultats de ces études
seront présentés au chapitre 4 (§ 4.3).

L'imatinib a été approuvé dans le traitement des LMC et des Leucémies Aigués
Lymphoides (LAL) Ph+ mais, également, dans le traitement des GIST (Tumeurs Stromales
Gastro-Intestinales) présentant une mutation activatrice de c¢-KIT, de syndromes
myélodysplasiques avec réarrangement du gene PDGFR (Platelet Derived Growth Factor
Receptor) et de certains syndromes hyperéosinophiliques incluant des fusions de
PDGFR (87).

111.5. Indications

L'imatinib, inhibiteur multikinase, présente pas moins de 8 indications, pour 6 pathologies
différentes (43).

Les résumés des caractéristiques des produits (RCP) et la formulation des indications, qui
y sont mentionnées, peuvent, quelque peu, différer d’'un pays a I'autre et d’un laboratoire
pharmaceutique a I'autre, notamment, par certaines nuances dans une méme indication.

Les indications rapportées dans ce travail sont, principalement, celles contenues dans les
RCP des spécialités enregistrées en Algérie.

Page 45



Revue bibliographique Chapitre Il - Pharmacologie de I'imatinib

I11.5.1. Pathologies hématologiques

Concernant les pathologies hématologiques, I'imatinib est indiqué dans le traitement
des:

v’ Patients adultes et enfants atteints de leucémie myéloide chronique (LMC)
chromosome Philadelphie (BCR-ABL) positive (Ph+) nouvellement diagnostiquée,
lorsque la greffe de moelle osseuse ne peut étre envisagée comme traitement de
premiere intention (93-95).

Les RCP de différentes spécialités a base d’imatinib, commercialisées en France,
reprennent cette méme formulation (96-98).

Au Canada, la monographie du Gleevec® donne une formulation différente pour
cette indication. Il y est seulement mentionné, aussi bien chez I'adulte que chez
I’enfant : « ... porteurs du chromosome Philadelphie qui ont récemment recu un
diagnostic de leucémie myéloide chronique (LMC) en phase chronique », sans
préciser que cette indication est valable si la greffe de moelle osseuse ne peut étre
envisagée comme traitement de premiére ligne. Cette derniére formulation
correspond plus a la réalité du terrain, avec I'utilisation de I'imatinib en premiere
intention.

En effet, I'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques est actuellement
limitée aux patients résistants / intolérants aux ITK, ou en phase avancée de la
maladie (57,99, 100).

v’ Patients adultes et enfants atteints de LMC Ph+ en phase chronique aprés échec

du traitement par linterféron-alpha, ou en phase accélérée ou en crise
blastique (93-95).
La encore, la réalité du terrain ne correspond pas exactement a cette formulation,
notamment en phases chronique et accélérée, ou l|'imatinib est prescrit en
premiere intention, indépendamment d’un éventuel traitement préalable par
I'interféron alpha (99).

v Patients adultes atteints de leucémie aigué lymphoide chromosome Philadelphie
positive (LAL Ph+) nouvellement diagnostiquée en association avec la
chimiothérapie.

v' Patients adultes atteints de LAL Ph+ réfractaire ou en rechute, en
monothérapie (93-95).

v/ Patients adultes atteints de syndromes myélodysplasiques/myéloprolifératifs
(SMD/SMP) associés a des réarrangements du géne codant pour le récepteur du
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR) (93-95).

v’ Patients adultes atteints d’un syndrome hyperéosinophilique (SHE) a un stade
avancé et/ou d’'une Leucémie chronique a éosinophiles (LCE) associés a un
réarrangement FIP1L1-PDGFR-a (93-95).
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111.5.2. Pathologies non hématologiques
L'imatinib est également prescrit dans les indications non hématologiques suivantes :

v' Traitement des patients adultes atteints de tumeurs stromales gastro-intestinales
(GIST)  malignes non  résécables et/ou métastatiques, exprimant
KIT (CD 117) (93-95).

v' Traitement adjuvant des patients adultes qui présentent un risque important de
rechute suite a la résection d’'une GIST KIT (CD117) positive. Les patients qui
présentent un risque faible ou tres faible de récidive ne devraient pas recevoir de
traitement adjuvant (93-95).

Aucune indication liée aux GIST ne figure dans le RCP de certains génériques de
I'imatinib, commercialisés en France (96,97).

v' Traitement des patients adultes atteints de dermato-fibrosarcome protuberans

(DFSP) non résécable et des patients adultes atteints de DFSP en rechute et/ou
métastatique, non éligibles pour un traitement chirurgical (93-95).

I11.6. Interactions médicamenteuses

La quasi-totalité des interactions médicamenteuses décrites avec I'imatinib sont d’ordre
pharmacocinétique.

Ces interactions sont principalement reliées au CYP450 et aux protéines d’efflux et
d’influx.

Le role et la pertinence clinique exacte de certaines interactions restent néanmoins a
confirmer (92).

ll.6.1. Interactions médicamenteuses impliquant la biotransformation

Les mises en garde concernent particulierement la coadministration de I'imatinib avec les
puissants inhibiteurs du CYP3A4 et les substrats de cette isoforme ayant un index

thérapeutique étroit, ce qui implique un grand nombre de médicaments (70).

Plusieurs cas de figure peuvent alors se présenter selon que les médicaments impliqués
dans l'interaction modifient la pharmacocinétique de I'imatinib ou I'inverse.
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I11.6.1.1. Médicaments susceptibles d’augmenter les concentrations plasmatiques
d’imatinib

Les inhibiteurs du CYP3A4 tels que les antifongiques azolés (kétokonazole,
itraconazole, ...) ou certains macrolides (érythromycine, clarythromycine, ...)
peuvent ralentir la biotransformation de I'imatinib et entrainer I'augmentation
de sa concentration plasmatique. Chez des sujets sains qui avaient
simultanément recu de I'imatinib et une dose unique de kétoconazole, une
augmentation significative de I'exposition a I'imatinib a été observée
(augmentation de 26 % de Cmax et de 40 % de I'’AUC). Les inhibiteurs de
protéase tels que l'indinavir et le ritonavir pourraient également avoir ces
effets. Le jus de pamplemousse fait partie de ces inhibiteurs de
CYP3A4 (52,57,93-95,98).

1.6.1.2. Médicaments susceptibles de diminuer les concentrations plasmatiques
d’imatinib

Les inducteurs du CYP3A4 (dexaméthasone, phénytoine, carbamazépine,
rifampine, phénobarbital, ...) peuvent accélérer le métabolisme de I'imatinib et
entrainer la baisse de sa concentration plasmatique, ce qui se traduit par la
réduction significative de I'exposition a ce médicament, augmentant le risque
d’échec thérapeutique (57,70,93-95).

Ces inducteurs enzymatiques n’interagissent pas directement avec les
enzymes mais activent des récepteurs nucléaires qui agissent comme des
facteurs transcriptionnels, régulant |'expression des génes codant pour le
CYP450 et les transporteurs. Les médicaments qui activent ces récepteurs
nucléaires agissent comme des inducteurs pléotropiques, ce qui explique
pourquoi les inducteurs de CYP3A sont également des inducteurs de la
PGP (62).

Chez des volontaires sains, I'administration répétée de rifampine a raison de
600 mg/jour, suivie d’une seule dose de 400 mg d’imatinib a multiplié par 3,8
la clairance de la dose orale d’imatinib et abaissé les valeurs moyennes de
Cmax et d’AUC, de 54 % et d’environ 70 % respectivement. L'AUC du
norimatinib a, quant a elle, augmenté de 23,9 %. Des résultats similaires ont
été enregistrés chez des patients avec des antiépileptiques inducteurs
d’enzymes, tels que la carbamazépine, la phénytoine ou le phénobarbital ainsi
gu’avec un produit renfermant du millepertuis (57,62,93-95).
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11.6.1.3. Médicaments pour lesquels I'imatinib est susceptible de modifier les
concentrations plasmatiques

L'imatinib ayant été reconnu comme un puissant inhibiteur compétitif des
isoenzymes CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4 et CYP3AS5 in vitro, la survenue
d’interactions médicamenteuses avec les substrats de ces isoformes est donc
probable, notamment par augmentation de leurs concentrations
plasmatiques (45,57).

L'effet inhibiteur de I'imatinib sur le CYP3A4 a été étudié dans le cadre d’une
étude d’interaction avec la simvastatine. L'imatinib augmente la Cmax et I’AUC
de cette derniére, en les multipliant respectivement par 2 et 3,5, tandis qu’il
réduit sa clairance de 70 %, ce qui indique un effet inhibiteur fort et
cliniquement pertinent du CYP3A4 (70,93-95).

L'emploi simultané de I'imatinib et de substrats de I'isoenzyme 3A4 ayant une
marge thérapeutique étroite (ciclosporine, tacrolimus, fentanyl, alfentanil,
quinidine, ...) doit donc se faire avec prudence (57,93-95).

L'administration d’imatinib avec le metoprolol, un substrat CYP2D6, a entrainé
une augmentation de I'exposition au métoprololol de 23 % , due a l'inhibition
de son métabolisme par le CYP2D6. La prudence est donc de mise lors de
I'emploi de I'imatinib avec des substrats du CYP2D6 a index thérapeutique
étroit (57,70,93-95).

Parmi les substrats du CYP2D6 figurent des antidépresseurs (tricycliques et
inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine ou ISRS), des
neuroleptiques, des antiarythmiques, ... (52).

En raison de l'accroissement du risque hémorragique lors de I'administration
concomitante d’imatinib et de dérivés coumariniques tels que la warfarine,
une surveillance attentive de I'INR (International Normalized Ratio) des
patients sous warfarine, est recommandée. L'administration d’une HBPM
(Héparine de Bas Poids Moléculaire) ou d’une héparine standard est
également recommandée. La warfarine étant un substrat du CYP2C9 et du
CYP3A4, des augmentations ainsi que des diminutions de I'INR ont été
signalées aprés le début du traitement par imatinib (57,70,93-95).

L'imatinib inhibe, in vitro, la glucuronoconjugaison du paracétamol et devrait
donc augmenter I'exposition générale au paracétamol lorsque ces 2 molécules
sont administrées conjointement. Une étude clinique, réalisée sur des patients
atteints de LMC, a montré que I'administration concomitante d’imatinib a
raison de 400 mg par jour, en présence d’'une dose unique de paracétamol de
1000 mg a J8, n’a modifié ni la pharmacocinétique du paracétamol, ni celle de
I'imatinib.
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Il n"existe cependant pas de données de pharmacocinétique ou d’innocuité
relatives a I'administration concomitante de paracétamol et d'imatinib a des
doses supérieures a 400 mg par jour, ou a I'emploi prolongé concomitant de
paracétamol et d’imatinib. Il convient donc de faire preuve de prudence lors
de I'utilisation concomitante d’imatinib et de paracétamol, en particulier avec

de fortes doses de paracétamol (52,57,93-95).

Chez les patients thyroidectomisés sous

lévothyroxine, I’exposition
plasmatique a cette derniere peut étre réduite lorsque I'imatinib est
administré conjointement, ce qui implique la prudence. Le mécanisme de
cette interaction reste cependant inconnu (93-95).

Tableau VI : Récapitulatif des principales interactions pharmacocinétiques impliquant I'imatinib

Interactions impliquant la biotransformation

Médicaments influengant la biotransformation de
I'imatinib

Médicaments
augmentant l'exposition
a l'imatinib

Médicaments diminuant
I'exposition a I'imatinib

Médicaments dont la
biotransformation est
influencée par I'imatinib
(augmentation des
concentrations)

Antifongiques azolés
(kétoconazole,
itraconazole)
Métronidazole
Macrolides
(érythromycine,

Antiépileptiques
(phéntoine,
phénobarbital,
carbamazépine)

. Dexaméthasone
clarythromycine) . .
o ) Rifampicine
Inhibiteurs de protéases . .
Millepertuis

(indinavir, ritonavir)
Jus de pamplemousse

Simvastatine
Ciclosporine
Tacrolimus
Fentanyl
Alfentanil
Quinidine
B-bloquants (métoprolol)
Andidépresseurs
tricycliques et ISRS
Neuroleptiques
Déivés coumariniques
(warfarine)
Paracétamol (in vitro)

Interactions impliquant les transporteurs

Inhibiteurs de la PGP influengant
I'imatinib

Substrats de la PGP et de la BCR2

itraconazole
Ciclosporine

Nilotinib

111.6.2. Interactions médicamenteuses impliquant les transporteurs

Les inhibiteurs de la protéine d’efflux PGP (itraconazole, ciclosporine) peuvent réduire
I’excrétion biliaire de I'imatinib ou améliorer son passage a travers la BHE (62).
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La pénétration cellulaire du nilotinib est accrue par I'administration conjointe d’imatinib
en raison de l'inhibition par ce dernier de la PGP et potentiellement de ’ABCG2 (70).

111.6.3. Autres interactions médicamenteuses

Enfin, il existe une expérience clinique de coadministration d’imatinib et chimiothérapie
chez des patients atteints de LAL Ph+, mais les conséquences d’éventuelles interactions
médicamenteuses ne sont pas bien caractérisées. Les effets indésirables de I'imatinib tels
qu’hépatotoxicité, myélocompression ou autres, peuvent étre accrus (93-95).

I11.7. Effets indésirables - Toxicité

Méme si elles ne sont pas dénuées d’effets indésirables, les thérapies ciblées n’induisent
pas ceux habituellement observés avec les chimiothérapies cytotoxiques, tels que les
alopécies et leur profil de tolérance est jugé favorable (101).

L'imatinib fait partie des ITK a spectre étroit. Ces derniers ont un bon profil de tolérance,
contrairement a d’autres ITK qui, en raison de leur large spectre d’inhibition, ont un profil
de tolérance moins favorable (69). Il est a noter qu’aucun nouvel effet indésirable tardif
grave de I'imatinib n’a été enregistré depuis plus de 20 ans que cette molécule est utilisée
(53), ce qui est plutdt rare pour un médicament a index thérapeutique étroit, dont les
doses standards utilisées en thérapeutique sont proches des doses maximales tolérées
(102). La dose maximale tolérée de 400 mg 2 x /j n’a pas été atteinte lors des essais de
phase 1 pour la LMC (67). Elle a été mise en évidence lors des essais relatifs aux GIST, de
méme que la dose toxique limitante évaluée a 500 mg 2 x /j.

L'imatinib est donc généralement bien toléré, I'intolérance étant définie comme une
toxicité de grade 3 ou 4, répétée et persistante malgré des co-médications appropriées ou
des regles hygiéno-diététiques adaptées (3,103,104).

La plupart des toxicités dues a I'imatinib sont de grade inférieur a 2 et la majorité des
patients continuent leur traitement sans interruption. De plus, le profil des effets
secondaires tend a s’améliorer avec le temps (103). En effet, c’est surtout au cours des
6 premiers mois de traitement que les effets indésirables sont les plus fréquents (3).
L'apparition d’effets indésirables pourrait étre un indicateur d’'une réponse lente au
traitement (68).

Lors d’études portant sur la LMC, le traitement a été interrompu suite a des effets
indésirables graves dans 1 a 5 % des cas, selon la phase de la maladie (52).

Au cours de I'étude internationale multicentrique IRIS, chez des patients atteints de LMC,
traités par imatinib et suivis sur une période de 5 ans, le traitement a été interrompu
dans 4 % des cas en raison de la survenue d’effets indésirables (68,105).

Une étude algérienne portant sur des patients atteints de LMC et traités par imatinib a
révélé qu’apres un suivi médian de 48 mois, environ 10 % des patients ont été switchés
vers un ITK de deuxieme génération pour intolérance (104).
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Une autre étude algérienne, incluant elle aussi des patients atteints de LMC suivis par
imatinib, a montré qu’aprés un suivi médian de 76 mois, seuls 2,25 % des patients ont
présenté une intolérance définitive a I'imatinib (3).

Les effets indésirables sont globalement semblables dans toutes les indications, a
quelques exceptions pres, probablement liées a la pathologie sous-jacente (93-95).

11.7.1. Etude IRIS

Les effets indésirables les plus fréquents, rapportés par Druker et al. (105), semblent

identiques a ceux décrits dans d’autres études. lls sont cités dans le tableau VII.

Tableau VII : Effets indésirables de I'imatinib rapportés lors de I'étude IRIS

Effet indésirable Fréquence de
survenue

(Edémes périphériques et péri-orbitaux 60%
Nausées 50%
Crampes musculaires 49%
Douleurs musculo-squelettiques 47%
Diarrhées 45%
Rashs cutanés - Autres manifestations
cutanées 40%
Asthénie 39%
Douleurs abdominales 37%
Migraines 37%
Douleurs articulaires 31%
Insuffisance cardiaque congestive < 1% (1 patient)

Neutropénies 17%

Thrombopénies 9%
Grades 3 et 4 Anémies 1%

N enzymes hépatiques 5%

Autres 17%

L'apparition de nouvelles toxicités hématologiques ou biochimiques de grade 3 ou
4 et I'aggravation de ces toxicités sont signalées comme rares au-dela de 2 années
de traitement.

L'incidence des toxicités hématologiques semble liée a la dose utilisée. Par ailleurs,
des aplasies prolongées ont pu étre observées chez 1 % des patients atteints de
LMC en phase blastique et des auteurs ont rapporté que I'importance et la durée
de la myélosuppression induite par [Il'imatinib étaient inversement
proportionnelles a la qualité de la réponse cytogénétique (91,92).
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I11.7.2. Etudes algériennes

Des fréquences de survenue différentes et d’autres effets secondaires sont donnés par les
études algériennes, comme rapporté dans le tableau VIII

Tableau VIII : Effets indésirables de I'imatinib rapportés par les études algériennes

Effet indésirable

Fréquence de survenue

Selon 104 (Djouadi et

Selon 3 (Abdennebi et

al., 2017) al., 2017)
Prise de poids 35% NP*
(Edémes péri-orbitaux 30% NP*
Crampes musculaires 24% NP*
Douleurs ostéo-articulaires 18% NP*
Toxicité hépatique 18% 10%
Nausées 14% /
Epigastralgies 13,3% /
Diarrhées 10,2% /
Edémes des membres inférieurs 8,4% /
Vomissements 8,3% /
Rash cutanés 7,5% 5%
Conjonctivites allergiques 2,3% /
Pigmentations des ongles 1,4% /
Autres (prurits, asthénies, céphalées) 10,6% /

Neutropénies

21,7% (18,5% G3-4)**

85% (35% G3-4)**

Toxicités -
Thrombopénies

25,5% (9,2% G3-4)**

62% (9,2% G3-4)**

hématologiques

Anémies

26,4% (2% G3-4)**

/

* NP : Fréquence non précisée.

** G3-4 : toxicités de grades 3 et 4.

111.7.3. Autres données

D’autres effets indésirables de I'imatinib sont rapportés dans la littérature (tableau X).

Une toxicité pulmonaire est possible sous imatinib, se manifestant notamment sous
forme de pneumopathies interstitielles. L'imatinib est également cité lors de la survenue
de pleurésies ou épanchements pleuraux, résultat d’'une rétention hydrique de grades 3
et 4 qui pourrait aussi provoquer des épanchements péricardiques, une ascite ou un
cedéeme pulmonaire. Ces effets semblent étre liés a I'activité anti-PDGFR. La prise de
poids rapide constitue également une manifestation de la rétention hydrique (42,52,92).
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L'imatinib est également incriminé dans la survenue de diverses toxicités orales,
suggérant un examen endobuccal systématique des patients traités. Des réactions
lichénoides survenant le plus souvent aprés plusieurs mois de traitement mais ne
nécessitant pas I'arrét de ce dernier sont décrites. Des pigmentations palatines de couleur
« gris-bleutée », ne nécessitant pas de traitement particulier, sont également rapportées
chez quelques patients. Des dysgueusies pouvant interférer avec I'alimentation et induire
un amaigrissement progressif ont aussi été associées a la prise d’imatinib (101).

La possible survenue d’un syndrome de lyse tumorale impose de vérifier I’'absence d’un
taux élevé d’acide urique ou d’une déshydratation avant d’instaurer le traitement par
imatinib (92).

La photosensibilisation est aussi évoquée parmi les toxicités de I'imatinib. Elle est liée au
role du récepteur c-KIT dans la mélanogenése et ’homéostasie du mélanocyte (42).

Parmi les effets sur le muscle squelettique, de rares cas de rhabdomyolyse sont
mentionnés dans les RCP de I'imatinib (57,93-95).

L'introduction de I'imatinib chez les patients atteints de LMC a été associée a des lésions
rénales aigués potentiellement irréversibles. De plus, le traitement a long terme peut
entrainer une diminution cliniquement pertinente du débit de filtration glomérulaire et
une insuffisance rénale chronique (106).

L'hypothyroidie, particulierement évoquée avec l'imatinib, impose une surveillance
réguliere des patients thyroidectomisés sous |évothyroxine (92).

Dans le cadre d’une analyse rétrospective, il n’a pas été démontré d’accroissement de la
fréguence globale des affections malignes chez les patients traités par le mésylate
d’imatinib par comparaison a la population générale. Ces données restent insuffisantes
pour tirer des conclusions car les études précliniques orientent vers un potentiel effet
cancérogene de I'imatinib chez le rat (57).

Une enquéte réalisée dans la Province de Hubei en Chine rapporte une prévalence de
COVID-19 neuf fois plus élevée chez les personnes atteintes de LMC recevant un
traitement par ITK que dans la population générale (0,9 % versus 0,1 %) et suggerent
gu’une incidence et une prévalence plus élevées de I'infection par le SARS-CoV-2 (Severe
Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2), ainsi que des taux de mortalité plus
importants pourraient étre attendus chez cette catégorie de patients par rapport a la
population générale. Le fait que la thérapie par ITK est immunosuppressive a été évoqué
pour expliquer cela, de méme que la controverse sur la question de savoir si les
personnes atteintes de LMC sont immunodéprimées ou pas. De plus, il a été rapporté une
différence significative entre les taux de patients infectés selon la génération d’ITK utilisée
(5 % avec les ITK de 3°™e génération, 1 % avec I'imatinib et 0 % soit aucun patient infecté
avec les ITK de 28 génération), suggérant la possibilité de risques différents en fonction
de la génération d’ITK.
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Les auteurs rappellent qu’il n’y a pas de données indiquant que les ITK de troisieme
génération sont plus immunosuppresseurs que les autres ITK et soulignent, d’une part la
nécessité de confirmer ces données, et reconnaissent d’autre part I'existence de biais,
notamment de sélection (107).

Tableau IX : Autres effets indésirables et toxicités de I’'imatinib

Autres effets indésirables et toxicités de

Remar
I'imatinib emarques

Toxicité pulmonaire :
- Pneumopathies interstitielles
- Pleurésies
- Epanchements pleuraux
- (Edemes pulmonaires

Souvent liés a une rétention
hydrique de grades 3 et 4

Epanchements péricardiques
Ascite

Toxicité orale :

- Réactions lichénoides
- Pigmentations palatines
- Dysgueusies
- Mucite

Toxicité rénale :
- Lésions aigués
- J du débit de filtration glomérulaire
- Insuffisance rénale chronique
Syndrome de lyse tumorale

Photosensibilisation
Rhabdomyolyse
Hypothyroidie
Réactivation du virus de I'hépatite B
Hypophosphatémie

Hémorragies En cas de thrombopénie associée

Symptdmes de sevrage de |'imatinib :
Douleurs musculo-squelettiques A l'arrét du traitement

M du risque d'infection et de la mortalité
par SARS-CoV2 A confirmer

Autres :

- Vertiges

- Fievres
- Dyspnées
- Epistaxis
- Insomnies

Page 55



Revue bibliographique Chapitre Il - Pharmacologie de I'imatinib

Des réactivations du virus de I’hépatite B ont été signalés en post-commercialisation (57).

L’hypophosphatémie a été rapportée comme un effet indésirable rare de I'imatinib qui
pourrait apparaitre rapidement apres le début du traitement (103).

Des hémorragies sont évoquées dans les RCP de I'imatinib mais ce dernier ne semble
augmenter le risque hémorragique qu’en cas de thrombopénie associée (92).

D’autres effets tels que vertiges, fievre, mucite, dyspnée, épistaxis ou insomnie ont été
évoqués (52).

Symptomes de sevrage de l'imatinib: des cas de douleurs musculo-squelettiques,
survenant a I'arrét du traitement a long terme par I'imatinib, a une fréquence de 18 a 46
% chez les patients atteints de LMC, ont été rapportés. Ces manifestations peuvent
persister durant plusieurs mois (53,57).

111.8. Contre-indications

En dehors de I'hypersensibilité a I'imatinib ou a I'un des excipients contenus dans la
spécialité, aucune contre-indication n’est mentionnée dans les RCP des médicaments a
base d’imatinib (57, 93-95). En revanche, des précautions d’emplois sont a respecter,
notamment en raison des différentes toxicités de I'imatinib et des interactions
médicamenteuses possibles.

111.9. Populations particuliéres
111.9.1. Femmes en age de procréer, femmes enceintes et allaitantes

Des effets tératogénes et des fausses-couches dues a I'imatinib ont été observés chez le
rat lors des études précliniques (57). Les données cliniques sont cependant peu
nombreuses.

Seuls des case reports ou des séries de cas ont été décrits dans la littérature. Une revue
de littérature qui reprend les données de 179 grossesses de femmes traitées par imatinib
rapporte, chez ces patientes, des taux de fausses couches et d’anomalies congénitales
semblables a ceux retrouvés dans la population générale. Les auteurs considérent les
données issues de cette revue de littérature comme rassurantes quant a la prise
d’imatinib chez la femme enceinte, y compris au cours de la période d’organogenése
(premier trimestre) et expliquent que la majorité des données cliniques relatives a
I'imatinib seraient plutét en faveur de la prise du traitement au regard de la balance
bénéfice maternel versus risque feetal. lIs soulighent cependant le fait que les données de
littérature relatives a la toxicité embryo-feetale de I'imatinib sont discordantes (taux de
malformations allant jusqu’a 10 % des grossesses) et la probabilité que des doses
d’imatinib supérieures a celles regues par les patientes de I'étude pourraient avoir un
impact délétere sur le foetus (108).
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Les RCP de I'imatinib précisent, en Algérie, que celui-ci ne doit pas étre utilisé pendant la
grossesse, sauf si cela est vraiment nécessaire et que la patiente doit alors étre informée
du risque potentiel pour le foetus. L'un d’entre eux précise méme de conseiller aux
femmes en age de procréer d’utiliser une contraception efficace pendant le traitement et
dans les quelques semaines suivant son arrét (34, 93-95,109).

Par ailleurs, I'imatinib et son métabolite actif pouvant tous deux étre excrétés dans le lait
maternel, et des cas d’exposition a I'imatinib durant I'allaitement ayant été recensés dans
I’espece humaine avec des rapports lait/plasma pouvant aller jusqu’a 0,5 pour I'imatinib
et jusqu’a 0,9 pour son métabolite, I'exposition totale du nourrisson devrait avoisiner les
10 % de la dose thérapeutique et I'allaitement est donc contre-indiqué au cours du
traitement par imatinib et durant au moins 15 jours apreés I'arrét de celui-ci (57,93-95).

Remarque

En ce qui concerne la fertilité masculine, des données précliniques témoignent de
plusieurs altérations, notamment de la spermatogenése, qui ne semblent cependant pas
entrainer de baisse de la fertilité chez I'animal.

Chez ’lhomme, les données de la littérature sont contradictoires entre oligospermie d’un
coté et maintien de la fertilité masculine de I'autre. Certains auteurs préconisent une
contraception efficace pour le couple si 'homme est traité par un ITK tandis que le
groupe GAT-LMC évoque, dans ses recommandations de 2018, I'absence d’effets sur la
fertilité masculine tout en conseillant un spermogramme avant tout traitement car des
anomalies pré-existantes pourraient s’aggraver sous traitement par ITK, sans pour autant
entrainer d’effets secondaires sur la grossesse. Ces recommandations algériennes
rejoignent celles de I'ELN (34,53,57,99,109)

111.9.2. Population pédiatrique

Par extension de ce qui est préconisé avec les thérapies ciblées, I'utilisation de I'imatinib
n’est pas recommandée chez I'enfant et I'adolescent, en raison du manque de données
relatives a son efficacité et a sa tolérance. L'exception est cependant faite pour les
indications hématologiques tels que la LMC (34,109).

Des rapports de cas ont démontré des retards de croissance chez des enfants et des
préadolescents qui étaient sous imatinib. Il n’y a pas eu d’études menées a cet égard et
les effets a long terme du traitement prolongé par imatinib sur la croissance des enfants
demeurent inconnus (57).

Page 57



Revue bibliographique Chapitre Il - Pharmacologie de I'imatinib

111.9.3. Sujets agés

Des patients agés de plus de 65 ans ont participé aux essais cliniques relatifs au
traitement de la LMC par imatinib. Des études relatives aux GIST ont également
enregistré la participation de sujets dont I'age dépassait les 65 ans. L'efficacité d’emploi
étaient comparable chez les patients, indépendamment de leur age dans les 2 cas.

Les études portant sur les GIST ont méme montré qu’aucune différence n’avait été
décelée entre les patients agés de plus de 65 ans et les patients plus jeunes, en ce qui
concerne l'innocuité. Aucune recommandation particuliére relative a la posologie n’est
donc requise chez le sujet agé (52,57,95).

111.9.4. Insuffisants hépatiques

Les données relatives a la prise d’imatinib chez les patients souffrant d’une insuffisance
hépatique étant contradictoires (voir § 3.2.3.1), une surveillance biologique étroite est
recommandée chez ces patients et la dose recommandée peut étre réduite si le patient
développe une toxicité (52).

111.9.5. Insuffisants rénaux

La fonction rénale ayant peu d’influence sur la pharmacocinétique de I'imatinib qui n’est
pas dialysable rappelons le, ainsi que la bonne tolérance au traitement rapportée chez les
insuffisants rénaux, qu’ils soient dialysés ou non, n‘imposent pas de réduire la posologie
initiale d’imatinib, ni d’administrer ce dernier en fonction de la séance
d’hémodialyse (voir § 3.2.3.2). La prudence est toutefois recommandée (52,61).
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Chapitre IV

Place de I'imatinib dans le traitement de la leucémie myéloide chronique

Longtemps resté sombre, le pronostic de la LMC a été, nettement, amélioré ces deux
dernieres décennies, par lintroduction de nouvelles thérapies dites « ciblées »,
représentées par les inhibiteurs de Tyrosine Kinases (ITK).

L'imatinib, paradigme des ITK, a été enregistré pour la premiere fois en Algérie,
en 2005 (30). Il a révolutionné le traitement de la LMC et permis d’obtenir des résultats
thérapeutiques impressionnants partout dans le monde (5,91,92,110,111).

A I'heure actuelle, il représente, encore, en Algérie et dans d’autres pays, le traitement de
référence et de premiere intention de la LMC a chromosome Ph+.

IV.1. Leucémie myéloide chronique
IV.1.1. Définition

La leucémie myéloide chronique est une hémopathie maligne appartenant au groupe des
syndromes myéloprolifératifs chroniques (49,92). Cette pathologie acquise de la cellule
souche hématopoiétique est rare et classée parmi les maladies orphelines
(25,92,110,112,113). Elle consiste en une prolifération clonale maligne du tissu myéloide,
prédominante sur la lignée granuleuse, avec conservation de la capacité de maturation
(86,92,114).

La LMC se caractérise par la présence d’'une anomalie cytogénétique acquise clonale, le
chromosome Philadelphie (Ph) et son équivalent moléculaire, le réarrangement BCR-ABL,
a l'origine de la néosynthese d'une protéine hybride a activité kinase
dérégulée (25,52,92,114).

Cette prolifération maligne touchant un précurseur hématopoiétique pluripotent, le
chromosome Philadelphie, est présente dans les mitoses des précurseurs des granuleux,
des monocytes, des érythroblastes, des mégacaryocytes et des lymphocytes B mais
absent pour les lymphocytes T et les cellules Natural Killer (NK) (52).

La LMC est I'une des hémopathies les plus étudiées et peut étre considérée comme un
modeéle d’oncogenése ayant conduit au développement de I'imatinib, premier inhibiteur
de la tyrosine kinase BCR-ABL (92,113).
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IV.1.2. Epidémiologie

La LMC est une pathologie rare, représentant 2 a 5 % des leucémies de I'enfant et autour
de 15 % des leucémies de I'adulte. Certains auteurs présentent méme le chiffre de 25 %
de leucémies, chez I'adulte (25,52,92,112,115).

L'incidence de Ila leucémie myéloide chronique dans le monde est estimée
entre 0,6 et 2 cas / 100 000 habitants. Elle varie d’'un pays a l'autre, la plus basse
incidence étant retrouvée en Suéde et en Chine, avec une \valeur
de 0.7 cas / 100 000 habitants et la plus élevée, retrouvée en Suisse et aux Etats Unis,
avec une valeur de 1.7 cas / 100 000 habitants (112,116,117).

La prévalence de la LMC dans le monde est en progression depuis I'avenement
des ITK (117) qui ont permis de rallonger, de maniere spectaculaire, I'espérance de vie
des personnes atteintes.

En Algérie, la Leucémie Myéloide Chronique (LMC) occupe la 5™ place des cancers les
plus répandus avec quelques 1000 a 3000 patients atteints et une moyenne de nouveaux
cas diagnostiqués par année, passée de 88 entre 1994 et 2004, a 155 entre 2005
et 2009 (2,116,118).

Le taux d’incidence de cette pathologie a, malheureusement, progressé pour passer
de 0,19 cas / 100 000 habitants en 1994 a 0,48 cas / 100 000 habitants en 2014 (tableau
X). Ce dernier chiffre est comparable a celui retrouvé en Tunisie, en 2014,
soit 0,49 cas / 100 000 habitants. De méme, l'incidence globale de 2010 a 2014 est
comparable entre la population algérienne et celle tunisienne, avec des valeurs
respectives de 0,53 et 0,50 cas / 100 000 habitants (116,117).

Tableau X : Evolution du taux d’incidence de la LMC en Algérie entre 1994 et 2014

Année Taux d'incidence Annde Taux d'incidence

(/100 000 habitants) (/100 000 habitants)
1994 0,19 2005 0,37
1995 0,25 2006 0,45
1996 0,30 2007 0,50
1997 0,31 2008 0,54
1998 0,30 2009 0,44
1999 0,25 2010 0,56
2000 0,26 2011 0,56
2001 0,32 2012 0,50
2002 0,38 2013 0,57
2003 0,33 2014 0,48
2004 0,40
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La prévalence relative de la LMC en Algérie, en constante augmentation, également, est
passée de 1,8 cas /100 000 habitants par an, en 2004 a 2,3 cas /100 000 habitants par an,
en 2009 puis a 2,6 cas / 100 000 habitants, en 2014, soit, respectivement, des prévalences
absolues de 472 cas, 806 cas et 1030 cas (116,117).

Une étude algérienne a révélé, chez les sujets atteints de LMC, un age moyen, au
diagnostic, de 43,5 ans, avec un pic de fréguence dans la tranche allant de 36 a 45 ans,
faisant de la LMC une affection de I'adulte jeune. Une étude algéro-tunisienne a, de son
coté, fait ressortir un age médian, au diagnostic, de 48 ans avec des extrémes allant de 3
a 90 ans et un pic, dans la tranche d’age de 45 a 49 ans. Dans cette étude, le pic de
fréquence se situe entre 45 et 49 ans, dans la population algérienne et entre 50 et 59 ans,
dans la population tunisienne (116,117).

Enfin, la répartition en fonction du sexe, montre une légére prédominance masculine en
Algérie, avec un sex-ratio H/F de 1 a 1,10, rapporté par une étude réalisée, entre 1994 et
2009. Un sex-ratio H/F de 1,2, a été retrouvé dans une étude algéro-tunisienne, réalisée
entre 2010 et 2014. Ces valeurs sont inférieures a celles rapportées dans d’autre pays. En
France, par exemple, le sex-ratio H/F est compris entre 1,5 et 2,1, avec une incidence
d’environ 1 / 100000 habitants, par an et un age médian, au diagnostic,
de 59 ans (49,52,115-117).

IV.1.3. Etiologie

Dans la grande majorité des cas, I'étiologie de la LMC est idiopathique (25), 99 % selon
Treuil). Aucune prédisposition génétique n’est identifiée et le systeme
d’histocompatibilité HLA (Human Leukocyte Antigen) n’intervient pas (52).

Les radiations ionisantes semblent, cependant, jouer un role. Cette hypothése,
initialement émise, suite a 'augmentation de I'incidence de la LMC, chez les survivants de
la bombe atomique d’Hiroshima, a été confortée par des études menées, in vitro,
montrant I'augmentation de la fréquence de détection de réarrangement BCR-ABL apres
irradiation de lignées cellulaires, initialement, BCR-ABL négatives (25,52,112,115).

L'exposition professionnelle aux dérivés benzéniques et aux pesticides semble,
également, augmenter modérément le risque de développement d’une LMC (119).

Une étude épidémiologique algéro-tunisienne a retrouvé une notion d’exposition
professionnelle a un toxique, principalement au benzéne, dans 4 % des cas de LMC
étudiés (117).
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IV.1.4. Physiopathologie
IV.1.4.1. Chromosome Philadelphie et son équivalent moléculaire BCR-ABL

Le chromosome Philadelphie, marqueur chromosomique de la LMC, au niveau des
cellules souches hématopoiétiques (92), résulte d’une translocation réciproque, c’est-a-
dire d’'un échange de matériel génétique sans perte de matériel, entre les bras longs des
chromosomes 9 et 22, t(9,22)(934,q11) (52,86), aboutissant a la juxtaposition de deux
geénes, le proto-oncogéne ABL (Abelson), porté par le chromosome 9 en position 9934 et
le géne BCR (Breakpoint Cluster Region) localisé, au niveau du chromosome 22 en
position 22q11 (figure 13).

A I’échelle moléculaire, le géne de fusion chimérique, ainsi formé, ou oncogene BCR-ABL
est a 'origine de la néosynthése d’une protéine hybride a activité kinase dérégulée. Ceci
est dO a 'absence de domaines responsables de I'auto-inhibition de la kinase, combinée a
la présence de domaines responsables de I'auto-activation. Ainsi, la protéine BCR-ABL est
active de maniére constitutive (92,120).

Chromosome 9

Chromosome philadelphie
g q
Ber > | e Ber-Abl

-

Chromosome 22

o

Chromosome 9

Abl

Figure 13 : Schématisation de la translocation t (9,22) aboutissant a la formation du
chromosome Philadelphie

Le chromosome Philadelphie n’est pas toujours retrouvé ; les chromosomes 9 et 22
apparaissant normaux dans moins de 5 % des cas; le gene de fusion BCR-ABL est lui
présent dans I'ensemble des LMC (26,120).

En fonction des points de cassure sur le gene BCR, le gene de fusion code pour diverses
protéines ayant des poids moléculaires différents (112,120).

Les points de cassure interrompant BCR sont, dans la grande majorité des cas, situés dans
une région appelée Major-Breakpoint Cluster Region (M-BCR) et les transcrits produits
sont de type b3a2 et b2a2. La transcription de ce gene donne naissance a une protéine de
210 kDa, la P210. Ceci est retrouvé dans pres de 95 % des LMC (25,112,120).

Dans moins de 5 % des cas, les points de cassure surviennent dans des régions
alternatives, donnant naissance a des genes de fusion et a des transcrits atypiques. Dans
ces rares cas de LMC, ces génes codent pour les protéines P190, P210 et P230 (112,120).
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IV.1.4.2. Protéines BCR, ABL et BCR-ABL

Les protéines BCR et ABL sont, toutes deux, des protéines kinases dont le role
physiologique n’est pas totalement connu (92).

Il faut noter que les protéines de la famille des tyrosine kinases renferment,
généralement, plusieurs domaines SH (Src Homology), chacun jouant un role particulier
(86).

Alors que la partie BCR serait a 'origine des différents phénotypes de la maladie, la partie
ABL est quasi-constante, laissant penser qu’elle joue un rdle majeur dans la
transformation leucémique (92).

La protéine BCR est organisée en plusieurs domaines fonctionnels, notamment la partie
N-terminale qui contient un domaine d’oligomérisation et un domaine d’interaction avec
les domaines SH2 d’autres tyrosine kinases ; la région centrale comporte, entre autres, un
domaine a activité sérine-thréonine kinase ; la portion C-terminale est absente de la
protéine de fusion BCR-ABL (86).

De son c6té, la tyrosine kinase ABL est organisée en plusieurs domaines fonctionnels.
Chez I'Homme, elle comporte un domaine kinase SH1 qui est le support de I'activité
catalytique et un domaine SH3 N-terminal, encadrant un domaine SH2. SH1 est composé
de 2 lobes contenant les boucles A, C et P (chapitre 2, § 2.10.1). Les domaines SH2 et SH3
posseédent des fonctions régulatrices et sont impliqués dans des interactions avec
d’autres protéines.

Les 3 domaines sont, en fait, situés dans la région N-terminale, engagée dans
I'inactivation de la kinase tandis que la région C-terminale renferme, principalement, des
sites de fixation a I’ADN et au cytosquelette (86,112).

ABL semble impliquée dans la régulation de nombreux processus cellulaires tels que la
croissance, survie, cycle cellulaire, ... La régulation spatio-temporelle de son activité est
fondamentale, passant par des mécanismes d’auto-inhibition qui impliquent la région
N-terminale. Sous l'influence d’'une myristoylation, cette derniére se trouve rapprochée
du domaine kinase et empéche I'ATP de s’y fixer, permettant a la protéine d’étre sous
forme inactive (86,112).

La translocation t(9,22) entraine la disparition, en amont de SH3, du segment codant pour
la portion NH2 d’ABL qui comporte le site de myristoylation responsable de I|'auto-
inhibition de la kinase. La protéine BCR-ABL comporte tous les domaines d’ABL, a
I’exception de la portion N-terminale. L'activité tyrosine kinase d’ABL n’est plus régulée et
la molécule est en permanence sous forme catalytique. C6té BCR, le motif de
dimérisation représente la partie la plus importante. Le domaine CCD provoque la
dimérisation de BCR-ABL, aboutissant a son auto-activation par transphosphorylation. De
plus, le domaine de BCR, capable d’interagir avec la portion SH2 d’ABL, permettrait
d’abolir la régulation négative qu’elle exerce (25,86,112).

Tous ces éléments expliquent I'activation permanente de la tyrosine kinase BCR-ABL.
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Les nombreux partenaires d’ABL sont, a leur tour, phosphorylés au niveau de leurs résidus
tyrosine et les cascades d’activation, qui en découlent, s’emballent (86,92).

C’est au niveau de la boucle P, située sur le domaine SH1 de la partie ABL de la protéine
de fusion BCR-ABL, que se fixe I'imatinib pour bloquer I'activité tyrosine kinase de cette
derniéere (figure 14) (chapitre 3, § 3.4).

NH2
—_—
>. Abl <€
CooH Boucle P : site de liaison
de I'imatinib
Formeinactive Forme active

Figure 14 : Représentation schématique des formes active et inactive de la protéine BCR-ABL
(Original)

IV.1.4.3. Leucémogeneése

Ce qui distingue une cellule leucémique d’une cellule normale est sa propriété de
phosphoryler un nombre trés important de substrats. L’auto-activation et la perte de
régulation de l'activité tyrosine kinase entrainent, en effet, I'activation directe ou
indirecte et le recrutement de diverses voies de signalisation dont il est difficile d’établir
un schéma définitif et de distinguer celles essentielles au processus oncogénique. Ces
voies de signalisation sont impliquées dans divers processus et leur désorganisation par
BCR-ABL est a la base des effets cellulaires observés, avec essentiellement : défaut
d’adhésion, production autocrine de facteurs de croissance, prolifération cellulaire accrue
et défaut d’apoptose (25,112).

Les principaux mécanismes impliqués dans la transformation maligne peuvent se résumer
ainsi :

- Diminution de I'adhésion des cellules tumorales immatures BCR-ABL aux cellules
du stroma de la moelle osseuse et a la matrice extra-cellulaire, avec des
conséquences sur la prolifération cellulaire (25,92).
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- Activation de signaux mitotiques induisant une perte de contréle de Ia
myéloprolifération mais maintien de la différenciation. Cette activation des voies
de signalisation mitogéniques est, notamment, due a I'auto-phosphorylation d’un
résidu tyrosine de la protéine BCR-ABL (25,92).

- Inhibition de l'apoptose et augmentation de la survie des cellules BCR-ABL,
notamment par phosphorylation d’une protéine pro-apoptotique ou
hyperexpression d’une protéine anti-apoptotique (25,92).

- Stimulation de I'activité du protéasome, entrainant la dégradation d’inhibiteurs
physiologiques de I'activité catalytique ABL et de protéines impliquées dans la
réparation de I'’ADN (Acide DésoxyriboNucléique), pouvant, en partie, expliquer
I'instabilité génétique présentée par les cellules leucémiques BCR-ABL
positives (92,112).

IV.1.4.5. Instabilité génétique et progression de la maladie

L'instabilité génétique dans la LMC peut faire intervenir plusieurs mécanismes, dépendant
ou non de BCR-ABL. Elle est, probablement, responsable de I'apparition, a I"échelle
chromosomique, d’anomalies cytogénétiques additionnelles (ACA) et explique Ia
progression de la maladie (accélération ou crise blastique). A I’échelle moléculaire,
diverses mutations ont été mises en évidence. Ces anomalies génétiques, combinées a
des modifications épigénétiques, menent a I'activation d’oncogenes ou a l'inactivation de
génes suppresseurs de tumeurs qui jouent un rble pivot dans le processus de
transformation, en coopération avec BCR-ABL (25,112).

Il a été démontré que les progéniteurs de patients en phase blastique, pouvaient
s’autorenouveler, alors que cette propriété est, normalement, propre et exclusive de la
cellule souche (25).

IV.1.5. Phases de la LMC

La LMC est une maladie d’évolution lente. Les lignées myéloides ont une expansion
progressive dans la moelle osseuse et le sang. En |'absence de traitement adapté,
I’évolution naturelle de la maladie suit 3 phases: phase chronique, phase accélérée et
crise blastique (92).

IV.1.5.1. Phase chronique

Il s’agit d’'une phase d’installation progressive et d’évolution lente, au cours de laquelle le
diagnostic est le plus souvent posé. Plus de 90 % des patients sont, en effet,
diagnostiqués pendant cette phase qui dure, en moyenne, 4 a 5 ans. Les signes cliniques
sont, souvent, insidieux et peu caractéristiques; 40 % des patients sont
asymptomatiques, au moment du diagnostic qui est, souvent, fortuit (25,52,92). Trois
grands syndromes peuvent cependant se présenter :
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v Altération de I'état général, en relation avec I’hypermétabolisme, associant
asthénie, amaigrissement et, plus rarement, une fébricule et des sueurs
nocturnes (25).

v' Syndrome tumoral, caractérisé par une splénomégalie quasi-constante,
asymptomatique dans 50 % des cas mais pouvant se traduire par une
pesanteur au niveau de I’hypocondre gauche et pouvant étre a I'origine
d’'une symptomatologie digestive. L’'hépatomégalie est beaucoup moins
fréquente (10 a 20 % des cas) et les adénopathies sont souvent
absentes (25,92,112,115).

v’ Signes de leucostase exceptionnels, notamment représentés un priapisme
ou autres complications inaugurales telles qu’une crise de goutte (25,112).

En se référant aux recommandations de I'ELN (European LeukemiaNet), les criteres,
définissant une phase chronique, sont déduits par élimination, a partir de ceux donnés
pour les phases accélérée et blastique (120,121). Ainsi, tous les criteres suivants doivent
étre réunis :

Blastes sanguins et médullaires < 15 %,

Blastes + promyélocytes, sanguins et médullaires < 30 %,

Basophiles sanguins < 20 %.

Plaquettes > 100 000 / mm?3, sauf si thrombopénie liée au traitement.
Absence d’anomalies chromosomiques clonales sur cellules Ph + (ACA/Ph).

O 0O O O O

Les criteres énumérés par I'OMS différent, principalement, par la valeur du taux de
blastes sanguins et médullaires, qui est fixée a 10 % au lieu de 15 %.

IV.1.5.2. Phase accélérée

Inconstante, elle peut étre quasi-inexistante et correspond a la transition entre la phase
chronique et la phase blastique. Sa durée moyenne est de 12 a 18 mois. Plusieurs criteres
sont, classiquement, décrits dans I'accélération de la LMC parmi lesquels, la réapparition
ou la majoration de certains signes cliniques, I'évolutivité des anomalies de
I'hémogramme et du myélogrammme ou l‘apparition d’anomalies chromosomiques
additionnelles (25,26,92).

IV.1.5.3. Phase d’acutisation ou crise blastique

C'est la phase au cours de laquelle la leucémie devient aigué, avec I'apparition de cellules
blastiques dans la moelle et dans le sang. Elle dure 3 a 6 mois et peut se présenter comme
une transformation myéloide ou lymphoblastique, avec possibilité de retrouver des
anomalies cytogénétiques additionnelles (ACA) au caryotype (25,52,92).
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Sans traitement, la médiane de survie des patients atteints de LMC, est de 36 a 40 mois,
avec une évolution inéluctable vers la transformation aigué (52).

Les données de survie montrent que, grace a l'introduction des inhibiteurs de tyrosine
kinases, parmi lesquels I'imatinib, les espérances de vie des patients atteints de LMC
répondant bien au traitement, rejoignent celles de la population générale (2,53,112,122).

IV.1.6. Diagnostic

La démarche diagnostique de la LMC s’appuie sur l'interrogatoire, I'examen clinique et les
examens biologiques.

Le diagnostic biologique de la LMC est triple: cytologique, cytogénétique et
moléculaire (52).

IV.1.6.1. Diagnostic cytologique

L’examen cytologique du sang et de la moelle osseuse oriente vers une néoplasie
myéloproliférative de type LMC ; cet examen est important pour déterminer la phase de
la maladie. Le diagnostic de certitude de la LMC repose sur la mise en évidence du gene
de fusion BCR-ABL par cytogénétique et/ou biologie moléculaire (112,120).

L'hémogramme révéele une hyperleucocytose franche a polynucléaires neutrophiles,
souvent associée a une basophilie et a une éosinophilie, avec une myélémie équilibrée,
caractérisée par la présence de tous les stades de la différenciation granuleuse, incluant
les progéniteurs et les formes différenciées. L’hémoglobine est normale ou, modérément,
abaissée et une thrombocytose est observée dans la moitié des cas (25,92,110,112).

En plus d’aider a déterminer la phase de la maladie, le myélogramme, le plus souvent
effectué par ponction médullaire, permet de réaliser le caryotype. Il montre une
augmentation majeure de la cellularité, confirmant I'hyperplasie myéloide. La biopsie
ostéo-médullaire n’est pas, quant a elle, indispensable au diagnostic (52,92,112).

IV.1.6.2. Diagnostic cytogénétique

Le diagnostic cytogénétique (figure 15) a pour but d’affirmer la présence du chromosome
Ph. L'examen de référence est le caryotype par cytogénétique conventionnelle. Bien que
non réalisé systématiquement, en Algérie, le caryotype médullaire est considéré comme
indispensable au diagnostic par certains auteurs. En plus de mettre en évidence de
chromosome Philadelphie, dans 95 % des cas, il permet de détecter des anomalies
cytogénétiques additionnelles (ACA) et ce sur un prélevement médullaire (25,52,112).

Page 67



Revue bibliographique Chapitre IV - Place de 'imatinib dans le traitement de la leucémie myéloide chronique

fo " [ ]
) nl 11 (4 8 . .y
N ., 4] Eu 1] ‘. [ :3 Eb (1]
1 ) b mar 1] 4 4 ~ar
v -
oo (N ) u o n Y B »IRJL .
8 10 n ] ¢ o "
’ 3 -
0 b _& B s .8 u u B . u

ey s -, T 14 s ” 18
3 5 7 8
2 3z ax 1
~~ 34 .
an \ 113 =T T —
b1 ax Y r_‘L §e 1 2 X Y
' bl 2 X /

(b) Caryotype avec Ph+

(a) Caryotype normal -

s _| -1

() 10.22)

(d) Génes Bcr et Abl distincts (e) Gene de fusion Ber-Abl

Figure 15 : Diagnostic cytogénétique de la LMC
(a) Caryotype normal - (b) Caryotype mettant en évidence le chromosome Philadelphie au
niveau de la paire 22 apres translocation t(9,22) en (c) - (d) Absence de Géne de fusion
BCR-ABL les génes BCR et ABL apparaissant séparés par FISH - (e) Mise en évidence du
geéne de Fusion BCR-ABL par FISH (juxtaposition des génes BCR et ABL en rouge et vert)

Dans 5 % des cas, le caryotype ne met pas en évidence le chromosome Ph qui est
« masqué » ; l'utilisation de I'"hybridation in situ fluorescente (FISH ou Fluorescent In Situ
Hybridization), plus sensible que le caryotype, permet la détection du géne de fusion BCR-
ABL, et ce, que la translocation soit visible au caryotype ou pas. En revanche, elle ne
permet pas de mettre en évidence les ACA, mais peut étre utile pour rechercher une
délétion du chromosome 9, considérée comme facteur pronostic péjoratif (25,52,112). La
FISH fait partie des techniques de cytogénétique moléculaire. Elle n’est pas, non plus,
réalisée systématiquement dans notre pays.

IV.1.6.3. Diagnostic moléculaire

La PCR ou Polymerase Chain Reaction permet de mettre en évidence le transcrit du gene
de fusion BCR-ABL, a partir d’'un prélevement sanguin (ou médullaire). Cette technique
trés sensible permet de prouver I'existence du réarrangement BCR-ABL, méme lorsque le
chromosome Ph est masqué, le caryotype faisant apparaitre des chromosomes 9 et 22
normaux. Elle est méme considérée comme la technique la plus sensible pour la
recherche du géne BCR-ABL (25,26,92,120).
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La PCR qualitative (RT-PCR ou Reverse Transcriptase PCR) est considérée comme
indispensable au diagnostic de la LMC tandis que celle quantitative (nommée, par certains
auteurs, RQ-PCR pour Real-time Quantitative PCR et RT-Q-PCR pour Quantitative Reverse
Transcriptase PCR, par d’autres) est considérée comme technique de référence pour le
suivi de la maladie résiduelle et I’évaluation de la réponse au traitement par inhibiteurs
de tyrosine kinases, donc de son efficacité. Les avis sont divergents quant a la nécessité
de réaliser une RT-Q-PCR d’emblée, au moment du diagnostic (25,52,92,120).

En Algérie, le diagnostic moléculaire de la LMC est, parfois, effectué par une technique
automatisée de RT-PCR quantitative (99,123).

Les examens cytologiques, cytogénétiques et moléculaires, effectués au diagnostic, sont,
régulierement, réitérés au cours du traitement afin d’évaluer la réponse a ce dernier.

IV.I.7. Scores pronostiques

Plusieurs scores sont utilisés pour définir le pronostic initial des patients atteints de LMC.
Ces scores pronostiques dont certains anciens, ont été validés a I'ére des nouveaux
traitements ; ils sont au nombre de quatre: score de Sokal, score de Hasford, score
EUTOS et score ELTS (92,110).

lIs sont calculés a partir de parameétres évalués au moment du diagnostic, avant toute
thérapie.

IV.1.7.1. Score de Sokal

Proposé, en 1984, par Sokal et al., ce score est calculé a partir de 4 paramétres (age, taille
de la rate, pourcentage de blastes sanguins et nombre de plaquettes) et permet de
séparer les patients en 3 groupes, en fonction du risque d’évolution vers la
transformation, pour lesquels la survie globale differe significativement (tableau Xl). Bien
gu’antérieur aux thérapeutiques actuelles, le score de Sokal reste le plus utilisé en
pratique. En Algérie, la classification pronostique selon le score de Sokal, reste la
classification de base au diagnostic (25,99,112,124).

Tableau XI : Scores pronostiques pré-thérapeutiques et nivaux de risque correspondants

Score de Hasford
Score de Sokal ou Score EUTOS Score ELTS
Euroscore
Risque faible <0,8 <780 <87 <1,5680
Risque intermédiaire [0,8 - 1,2] 1780 - 1480] / [1,5680 - 2,2185]
Risque élevé >1,2 > 1480 > 87 >2,2185
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IV.1.7.2. Score de Hasford

Développé en 1998, le score de Hasford ou Euroscore integre 2 nouveaux parametres aux
quatre du score de Sokal. Ces parameétres susceptibles, d’apres la littérature, d’impacter
le pronostic, concernent le pourcentage de basophiles et d’éosinophiles dans la formule
sanguine. Ce score permet, également, de séparer les patients en 3 groupes
de risque (tableau XIlI) (112,124).

IV.1.7.3. Score EUTOS

Publié en 2011, le score EUTOS (European Treatment and Outcome Study) a été
développé pour les patients traités par imatinib en premiére intention; il dépend,
uniguement, de la basophilie sanguine et de la taille de la rate. Il sépare les patients en 2
groupes de risque (faible et élevé), notamment, par rapport a la réponse cytogénétique, a
18 mois (tableau XII). Son utilité est remise en cause par certains auteurs (112,124).

IV.1.7.4. Score ELTS

Le score ELTS (EUTOS Long-Term Survival) utilise le score EUTOS mais définit 3 niveaux de
risque (tableau Xll), en rapport avec la probabilité de mourir de LMC, en tenant compte
de I'age, de la taille de la rate, du pourcentage de blastes sanguins et du nombre de
plaquettes (53,110,125).

Il semble que, pour ces différents scores, les patients de risque intermédiaire n’aient pas
d’évolution différente de ceux du groupe de faible risque (92).

IV.2. Traitement de la leucémie myéloide chronique - Place de I'imatinib
IV.2.1. Evolution du traitement de la leucémie myéloide chronique
IV.2.1.1. Traitements de la leucémie myéloide chronique avant I’ére de I'imatinib

La prise en charge de la LMC demeura, essentiellement, palliative jusqu’a la fin du
20%Me siécle (112).

Les dérivés de l'arsenic et la radiothérapie, utilisés au 19°™¢ siécle et au début
du 20™e siécle, ne permettaient qu’un contréle symptomatique limité.

Les agents alkylants leur ont succédé, avec a leur téte le busulfan, mais du fait de leur réle
potentiel dans I'accélération de la leucémie, leur utilisation a été, progressivement, mise
en doute. L'action cytoréductrice de I’"hydroxyurée qui leur a succédé, était intéressante
mais ne permettait pas d’atteindre une réelle rémission hématologique.

Dans les années 1980, l'interféron a (IFN-a), dont I'action repose sur des mécanismes
pro-apoptotiques, devient un traitement de référence de la LMC, en combinaison avec la
cytarabine. Mais le bénéfice de I'lFN-a restait insuffisant et ses effets toxiques étaient
notables (19,124,112).
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L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH), qui se développa en paralléle,
fut, alors, considérée comme seule option thérapeutique, potentiellement, curative,
permettant d’obtenir une rémission sur le long terme, mais son impact positif dans la
LMC est, en pratique, limité par sa forte nocivité et la restriction du nombre de patients
pouvant en bénéficier (110,112,124).

IV.2.1.2. Traitement de la leucémie myéloide chronique a I’ére de I'imatinib

La LMC est aujourd’hui traitée par les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) de la classe des
inhibiteurs de BCR-ABL, dont I'imatinib, premier ITK mis sur le marché, est le chef de file.

L'imatinib a, en effet, bouleversé la prise en charge et le pronostic des patients atteints de
LMC des les premiers essais cliniques en 1998, avec d’emblée, des résultats remarquables
pour un produit dont la toxicité est, aussitot, apparue réduite. L'imatinib a alors supplanté
toutes les thérapeutiques antérieures (20, 124) ; il est devenu le traitement standard de
la LMC et fait, encore, partie, a ce jour, des traitements recommandés, en premiere ligne,
chez les patients atteints de LMC (53,67,110,126,127).

A I'heure actuelle, I'INF-a n’est plus utilisé, sauf dans des essais thérapeutiques ou chez
des femmes enceintes. L'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques est réservée
aux patients en phase avancée de la maladie ou en cas d’échec des ITK, suite a des
résistances croisées a ces derniers (110,112).

L’hydroxyurée, quant a elle, garde sa place sur de courtes périodes, chez certains
patients, en attendant les résultats des tests spécifiques de diagnostic (53,92,99,112,113).

Des ITK de 28™e (ITK2) puis de 3®Me génération (ITK3) ont été développés, notamment,
pour faire face aux résistances a I'imatinib, bien que peu fréquentes ou a l'intolérance a
celui-ci, bien que rare (20,52,124,113).

Avant de développer I'apport de l'imatinib au traitement de la LMC et la place qu'il
occupe, aujourd’hui, au sein de la classe des inhibiteurs de BCR-ABL, il convient d’exposer
les critéres de suivi de la réponse au traitement et les principales recommandations de
traitement de la LMC.

IV.2.2. Démarche thérapeutique

Les objectifs thérapeutiques de la LMC, notamment pour les patients en phase chronique,
ont évolué avec le temps, en paralléle au développement de nouvelles molécules.

Le premier élément, sur lequel reposent ces objectifs, est la normalisation de tous les
points ayant servi au diagnostic (52). De la découlent les autres objectifs thérapeutiques
généraux qui peuvent se définir ainsi :
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- Eviter la progression de la maladie.

- Assurer I'espérance de vie la plus longue.

- Garantir la meilleure qualité de vie.

- Eviter les complications inutiles.

- Atteindre une réponse moléculaire profonde et stable.
- Eventuellement, obtenir une guérison.

- Arréter le traitement (53,92,127)

Il faut donc faire le choix d’une stratégie thérapeutique qui tend a satisfaire un maximum
de ces critéres, sans pour autant perdre de vue l'aspect pharmaco-économique qui
impose le moindre co(t.

La prise en charge thérapeutique de la LMC fait 'objet de recommandations nationales et
internationales, le plus souvent, émises par des sociétés savantes et, régulierement,
actualisées en fonction de I'avancée des connaissances, des nouveaux traitements
développés et des conditions locales.

En Algérie, la prise en charge des patients atteints de LMC se fait, principalement, suivant
les recommandations de 2 associations: le groupe ELN (European LeukemiaNet) qui
comprend des experts de diverses régions du monde (d’Europe, d’Amérique et des
régions de I'Asie pacifique, pour les recommandations de 2020), et le groupe GAT-LMC
(Groupe Algérien de Travail sur la LMC), qui représente I'un des groupes de travail de la
SAHTS (Société Algérienne d’Hématologie et de Transfusion Sanguine) et qui est composé
d’experts nationaux. Les recommandations du groupe GAT-LMC sont inspirées de celles
de I'ELN, adaptées au contexte local.

L'ELN a publié ses premieres recommandations en 2006. Une deuxieme édition a vu le
jour en 2009, puis une troisieme, en 2013. Enfin, une quatrieme édition a été publiée, en
2020 (53,92,121,128).

Les derniéres recommandations du groupe GAT-LMC datent de 2018 (99).

IV.2.2.1. Traitement de la leucémie myéloide chronique en phase chronique

L’hydroxyurée peut étre administrée en cours de diagnostic, en cas d’hyperleucocytose
et/ou d’hyperplaquettose, chez des patients symptomatiques et ce, sur de courtes
périodes, en attendant les résultats des tests spécifiques de diagnostic ou méme en début
de traitement par les ITK. Elle permet une chute plus rapide de la leucocytose ; elle est,
systématiquement, associée a des hypo-uricémiants (53,92,99).

A. Recommandations de I’ELN (129)

Les recommandations de I'ELN antérieures a 2013, préconisaient I'imatinib a 400 mg/j
comme traitement standard de premiére ligne de la LMC en phase chronique, chez la
majorité des patients, nouvellement, diagnostiqués (121,128).
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En 2013, I'ELN aligne le dasatinib et le nilotinib aux cotés de I'imatinib et préconise, en
traitement de premiere ligne de la phase chronique, I'utilisation de I'un de ces trois
ITK, sans distinction, aux posologies de 400 mg/j en une prise unique pour I'imatinib,
100 mg/j en une seule prise pour le dasatinib et 600 mg/j répartis en 2 prises pour le
nilotinib. Les experts précisent qu’il n’y a pas, a priori, de critére solide et reconnu
pour orienter le choix parmi ces 3 molécules mais citent des exemples de criteres
cliniques : caractéristiques de la maladie (risque élevé, ACA) et relation entre les
comorbidités du patient et le profil d’innocuité des différentes molécules.

En deuxiéme ligne, la marche a suivre differe selon la raison ayant justifié le recours a
un traitement de seconde intention. Il peut s’agir d’'une intolérance a I'lTK choisi en
premiere ligne ou d’un échec de celui-ci. Les différents cas de figure sont présentés
dans la figure 16. Le bosutinib et le ponatinib font déja leur apparition en deuxieme
ligne, en cas d’échec au traitement de premiere ligne. Les auteurs précisent que le
changement d’ITK est préféré a 'augmentation de la dose d’imatinib et préconisent,
lors du switch d’un ITK a I'autre, de tenir compte de la présence d’une éventuelle
mutation et de son type, le cas échéant, des effets secondaires et de la toxicité de
I'ITK objet du switch, ainsi que de l'impact des ITK proposés sur les différentes
comorbidités.

En cas d’échec et/ou d’intolérance des 2 ITK, le traitement de troisiéme ligne repose
sur l'utilisation de l'un des ITK restants. A ce stade, l'allogreffe de CSH est
recommandée chez tous les patients répondant aux critéres d’éligibilité.

A tout moment, la mise en évidence d’'une mutation de type T315l impose de
switcher vers le ponatinib, seul ITK actif chez les porteurs de cette mutation, ou de
recourir a une allogreffe de CSH.

En revanche, I'ELN ne tranche pas quant au traitement des enfants et des adolescents.
Les auteurs rappellent les préoccupations liées a la prise en charge de cette catégorie
de patients pour lesquels les données sont limitées ; il est estimé et recommandé que
les enfants doivent étre gérés et traités comme des adultes.

Il faut noter que les derniéres recommandations de I'ELN, qui datent de cette
année 2020, préconisent, en premiére intention, l'utilisation de I'un des 4 ITK
approuvés en premiére ligne, a savoir : imatinib, dasatinib, nilotinib ou bosutinib (53).
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LMC en phase chronique

Typage HLA* seulemenjt si risque élevé ou ACA

Imatinib 400 mg Dasatinib 100

1*intention

Nilotinib 300 mg
(2x/j)

(1x/j) mg (1x/j)

Réponse Réponse Réponse
optimale optimale optimale
Continuer Continuer Continuer

Imatinib 400 mg (1x/j) Dasatinib 100 mg (1x/i) Nilotinib 300 mg (2x/i)

28meintantion Intolérance Echec Intolérance Echec Intolérance Echec

- Envisager GMO (méme hors fratrie)

o
g - Dasatinib - Dasatinib - Imatinib _ Nilotinib - Imatinib - Dasatinib

o - Nilotinib - Nilotinib - Nilotinib - Bosutinib ** - Dasatinib - Bosutinib **

2 - Bosutinib ** - Ponatinib ** - Ponatinib **

% - Ponatinib ** - Envisager GMO - Envisager GMO
- 2 ; (méme hors fratrie)
» - dose imatinib + (méme hors fratrie) meme fors fratrie
5 - Envisager GMO

E (fratrie)

=

= 3°meintention Intolérance et/ou échec de 2 ITK

- Un des ITK restants
- GMO recommandée si critéres d’éligibilité remplis

* HLA : human leukocyte antigen
** Non enregistrés en Algérie

Figure 16 : Stratégie de traitement de la LMC en phase chronique selon ELN 2013

B. Recommandations du groupe GAT-LMC (99)

Les recommandations du groupe GAT-LMC tiennent compte des recommandations de
I’ELN, adaptées au contexte et aux moyens locaux (104).

Méme dans ses dernieres recommandations qui datent de 2018, ce groupe de travail
algérien a maintenu lI'imatinib seul, comme traitement de premiére intention, chez les
patients atteints de LMC en phase chronique, aux posologies suivantes (99) :

- Score de Sokal bas ou intermédiaire : imatinib a 400 mg/j.
- Score de Sokal élevé : imatinib 600 a 800 mg/j selon la tolérance, en débutant
par des doses de 400 mg et en les augmentant, progressivement, de 100 mg,

tous les 15 jours.

L'imatinib conserve donc sa place de gold standard dans le traitement de la LMC.
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Le traitement de seconde ligne et au-dela, dépend du type d’évaluation pratiquée et
de la réponse obtenue (voir § 4.2.3.2.B). En cas de réponse non optimale, la gestion
de la thérapeutique médicamenteuse passe par I'augmentation de la posologie
d’imatinib, d’abord a 600 mg, puis a 800 mg, avant de préconiser le changement
d’ITK. Il faut préciser que les 2 ITK de seconde génération disponibles en Algérie, le
dasatinib et le nilotinib, ont, tous deux, été approuvés dans le traitement de
premiere ligne de la LMC.

En cas de rechute et si I'adhérence (ou adhésion) au traitement est bonne, il est
préconisé d’augmenter, d’abord, la dose d’imatinib avant de passer a un ITK de
deuxieme génération, aussi bien en cas de rechute hématologique, non
accompagnée de surveillance moléculaire, qu’en cas de rechute moléculaire.

En situation de résistance a I'imatinib (voir chapitre 5 § 5.4.2.1), le groupe GAT-LMC
préconise, la encore, d’augmenter la posologie d’imatinib avant de passer a un ITK2,
en cas d’absence de la réponse attendue (RHC, si résistance primaire ou autre
réponse, si résistance secondaire). Si la réponse n’est toujours pas obtenue, il faut
changer d’ITK2, puis rechercher la mutation T315l, s’il y a a nouveau échec. Il faudra
alors recourir a la greffe de moelle osseuse (GMO) ou au ponatinib (non enregistré en
Algérie), ou méme penser a la greffe haplo-identique.

En cas d’intolérance majeure a I'imatinib, le switch vers un ITK de seconde génération
est recommandé.

Chez I'enfant, le groupe GAT-LMC recommande, en premiére intention, I'imatinib a la
posologie de 270 mg/m?, sans dépasser les 400 mg/j, le switch vers un ITK de
deuxieme génération en deuxiéme ligne et la GMO, en cas d’échec aux ITK de
premiere et de seconde génération.

IV.2.2.2. Traitement de la leucémie myéloide chronique en phases accélérée et
blastique

A. Recommandations de I’ELN
Chez les patients en phase accélérée ou blastique de la LMC, les recommandations

thérapeutiques different selon que le patient ait déja recu des ITK ou non (figure 17).
La encore, I'imatinib trouve sa place dans la thérapeutique (129).
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LMC en phase accélérée ou blastique

Récemment diagnostiquée Phase chronique ayant évolué
ITK jamais utilisés ITK déja utilisés

y
- Imatinib 400 mg 2x/j

- Dasatinib 70 mg 2x/j
ou 140 mg 1x/j
- Recherche de donneur de CSH

1 Puis

- Allo-GMO recommandée pour tous les patients - Allo-GMO pour tous les patients
en phase accélérée ou blastique, n'ayant pas
obtenu de réponse optimale

- ITK n"ayant pas été utilisé avant la progression

- Ponatinib si mutation T315I

- £ chimiothérapie avant GMO

- Chimiothérapie + nécessaire avant la greffe - AlloGMO non recommandée si phase

blastique non contrdlée et résistante

Figure 17 : Stratégie de traitement de la LMC en phases accélérée et blastique selon ELN 2013

B. Recommandations du groupe GAT-LMC

En phase d’accélération, I'imatinib reste le traitement de premiére ligne a la dose de
600 a 800 mg, en fonction de la tolérance. L'absence de réponse hématologique, a
3 mois, impose le switch vers un ITK2, puis la GMO, méme haplo-identique ou
I'introduction d’un ITK3 (Inhibiteur de Tyrosine Kinases de troisieme génération) (99).

Il fauter noter, qu’a ce jour, aucun ITK3 n’a été enregistré en Algérie (40).
En phase blastique, la prise en charge est plus complexe. Il est a retenir qu’un ITK,
pouvant étre l'imatinib, chez les patients naifs de ce traitement, est associé a la
chimiothérapie (99).

IV.2.3. Evaluation de la réponse au traitement par imatinib et autres ITK

Apreés la mise en route d’un traitement par ITK, I’évaluation de la réponse a ce dernier se

fait régulierement. Les résultats des évaluations et le type de réponse obtenue vont,
directement, influencer la stratégie thérapeutique.
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IV.2.3.1. Principales évaluations

A coté de la surveillance clinique (état général, taille de la rate, tolérance, modification du
poids, ...), la surveillance biologique occupe une place capitale dans le suivi des patients
traités par ITK. Elle suit, généralement, un rythme hebdomadaire durant le premier mois,
puis bimensuel, au cours du second mois et mensuel ou plus espacé, a partir du troisieme
mois. Les parametres biologiques a évaluer, aux différents moments, font I'objet de
diverses recommandations. |l s’agit, notamment, de [|'évaluation de Ila réponse
hématologique, celle de la réponse cytogénétique et celle de la réponse moléculaire.

Les différentes évaluations et réponses possibles sont décrites, entre autres, dans les
recommandations ELN 2013 (129) :

A. Evaluation hématologique

Une réponse hématologique complete (RHC) doit étre obtenue, au plus tard, au
3me mois de traitement. Les critéres définissant une RHC, sont présentés dans le
tableau XII.

B. Evaluation cytogénétique

La réponse cytogénétique est évaluée en pourcentage de cellules résiduelles
Philadelphie +. Une réponse cytogénétique complete (RCyC) correspond a I'absence
de cellules Ph+ ou absence du géne BCR-ABL, sur toutes les cellules observées (au
moins, 20 métaphases pour le caryotype ou 200 noyaux interphasiques pour la FISH).
Les différents types de réponse cytogénétique sont présentés dans le tableau XIll

C. Evaluation moléculaire

La réponse moléculaire est évaluée selon une échelle internationale (IS) et définie par
le ratio de transcrits BCR-ABL/ABL1, plus généralement, mentionné taux de BCR-ABL,
ou par le taux de BCR-ABL / un autre transcrit de contréle reconnu a I'échelle
internationale. Les différents types de réponse moléculaire sont présentés dans le
tableau XII.

Il s’agit de la technique la plus sensible pour la mise en évidence du gene BCR-ABL,
capable de détecter, sur un prélévement sanguin, une cellule leucémique parmi plus
de 100 000 cellules normales (120).

Un ratio BCR-ABL/ABL1 de 1 % correspond, approximativement, a une réponse
cytogénétique complete tandis qu’un ratio inférieur a 0,1 %, soit une réduction de 3
Logs, définit une réponse moléculaire majeure (RMM) (figure 18).

Le qualificatif de « leucémie moléculairement indétectable » est employé lorsque le
transcrit BCR-ABL est indétectable au cours du suivi. Le nombre de transcrits du gene
de contréle doit alors étre précisé.
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Nombre de cellules
leucémiques

Ratio BCR-ABL /ABL

(Selon I’échelle internationale)

Au diagnostic H

RM* - RM*5 - RMS

Maladie résiduelle minime
(transcrits indétectables)

~
Réponse hématologique compléte :
(RHC)
y,
A
Réponse cytogénétique compléte >
(RCyC)
J
N
Réponse moléculaire majeure
(RMM = RM3)
y,
)
Réponse moléculaire profonde —
J

Figure 18 : Correspondance approximative entre le ratio BCR-ABL/ABL, le nombre de cellules

leucémiques et la réponse au traitement

Les recommandations ELN 2013 privilégient la réponse moléculaire sans exclure la

réponse cytogénétique.

Compte tenu du taux important de réponse cytogénétique obtenu avec I'imatinib, la
réponse moléculaire devient le meilleur moyen pour apprécier son efficacité (25). La
tendance va, de plus en plus, vers un suivi de la réponse basé, principalement, sur

I’évaluation moléculaire qui devient indispensable (49).

Les dernieres recommandations de I'ELN de 2020 I'attestent avec un tableau de suivi
qui n’englobe que les réponses moléculaires, sans aucun pourcentage de cellules

résiduelles Philadelphie + (53).
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Tableau XII : Types de réponses au traitement par ITK (recommandations ELN 2013)

Réponse hématologique

Réponse cytogénétique

Réponse moléculaire

(RH) (RCy) (RM)
% BCR-ABL
Compléte (RHC) - Majeure (RCyM) : -Jd 1log &~ 10%
v Compléte (RCyC) Ph+ 0% -V 2logs & 1%
- Absence de splénomégalie v Partielle (RCyP) Ph+ 1-35% |- (| 3logs <> 0,1% (RM3)
(Rate non palpable) - Mineure (RCym) Ph+ 36-65% =
- Absence de myélémie - Minime (RCymin) Ph+ 66 -95% RMM
- Leucocytes < 10 000 / mm? - Absente (noRCy) Ph+  >95% | . | 4logs <> 0,01% (RM4)

Plaquettes < 450 000 / mm?3
Basophiles <5 %

- & 4,5Logs <>0,0032% (RM4,5)
-V 5logs <> 0,001% (RM5)

> RM3 =RMM
(Réponse Moléculaire Majeure)

> RM4 + RM4,5

Réponse moléculaire profonde

Suivi

Tous les 15 jours jusqu’a RHC
Puis, au plus tard, tous les 3 mois
Plus souvent si nécessaire

Suivi

A 3, 6 et 12 mois jusqu’a RCyC
par caryotype conventionnel

Puis tous les 12 mois

FISH peut remplacer le caryotype si
RCyC achevée

Suivi

Tous les 3 mois jusqu’a RMM
par RQ-PCR

Puis tous les 6 mois

1V.2.3.2.
kinases
A. Selon I’ELN 2013

Types de réponses

au traitement par imatinib et inhibiteurs de tyrosine

L'ELN 2013 a classé les réponses au traitement de premiére ligne de la leucémie
myéloide chronique en réponse optimale, échec et vigilance (129) :

- Réponse optimale : associée aux meilleurs résultats a long terme avec une
espérance de vie similaire a celle de la population générale. Aucune
modification de traitement n’est alors nécessaire.

- Echec: associé a un risque de progression et de décées. Le changement de
traitement s'impose alors.

- Warning ou vigilance, anciennement dénommeée « réponse suboptimale » :
réponse intermédiaire entre la réponse optimale et I'’échec thérapeutique.
Il est alors nécessaire de rapprocher la surveillance afin d’apporter des
changements de traitement en temps opportun, en cas d’échec du

traitement.

Page 79




Revue bibliographique

Chapitre IV - Place de 'imatinib dans le traitement de la leucémie myéloide chronique

En

2

Ces 3 situations correspondent a des combinaisons de critéres ou réponses
biologiques bien définies (hématologiques, cytogénétiques et moléculaires), mis
en évidence ou obtenus a des moments précis du suivi. Les réponses optimales au
traitement sont associées a un meilleur pronostic a long terme. Le tableau Xl
retrace les différentes réponses pouvant étre obtenues au cours du traitement de
premiére ligne par les ITK.

se basant sur les moments ultimes ou les réponses optimales doivent étre

obtenues pour chaque évaluation biologique, les objectifs « biologiques » ultimes du
traitement peuvent étre définis comme suit :

- Réponse hématologique compléte obtenue, au plus tard a 3 mois.
- Réponse cytogénétique complete obtenue, au plus tard a 6 mois.
- Réponse moléculaire majeure obtenue au plus tard, a 12 mois.

Tableau XIII : Evaluation de la réponse au traitement de la LMC par ITK en premiére ligne selon
ELN 2013 (129)

Réponse optimale @ Warning (alerte) @ Echec
Moment Réponse Réponse Réponse Réponse Réponse Réponse
moléculaire cytogénétique moléculaire cytogénétique moléculaire cytogénétique
A l'initiation NA Haut risque ou ACA majeures/Ph+ A
du traitement
3 mois Ber-Abl <10 % Ph+<35% Ber-Abl > 10 % 36% <Ph+<95% Ph+>95%
(RCyM) (RCymin a RCym) / (noRCy)
et/ou (et/ou | (at/on |
{**J ‘iﬂ% Pas de RHC Lt/ou
6 mois Ber-Abl<1% Ph+0 1% < Bcr-Abl <10 1% < Ph+<35% Bcr-Abl > 10 %4L Ph+>35%
[etlou] (RCYC) (etiou|  (RCyP) (etlou] (< RCyP)
12 mois Bcr-Abl < 0,1 % 0,1% <Bcr-Abl < 1% Bcr-Abl > 1% Ph+>0%
RMM / / [etiou] (< RCYC)
Aprés 12 mois | Bcr-Abl<0,1% ACA /Ph—(-7 ou 7q-) - Perte de RHC
et a tout RMM et/ou - Perte de RCyC
moment / et/ou - Perte confirmée de RMM
et/ou - Mutations
et/ou - ACA/Ph+
NA : non applicable

Les définitions des réponses au traitement de deuxiéme intention, données par
I’'ELN (2013), sont basées sur les mémes concepts que celles décrites pour la
premiere ligne mais il est précisé qu’elles s’appliquent en cas d’échec de I'imatinib,
sans évoquer les échecs éventuels au nilotinib ou au dasatinib en premiere ligne ;
cela revient, sans doute, au manque de données a ce sujet, au moment de leur
rédaction.

Une RCyC y est attendue, au plus tard, a 12 mois de traitement, au lieu de 6 mois
tandis qu’une réduction du pourcentage de transcrits BCR-ABL de 2 Logs, au lieu
de 3, est attendue a 12 mois ; la RMM n’étant évoquée qu’au-dela de 12 mois de
traitement. De plus, I'apparition, a n'importe quel moment, de toute nouvelle
mutation est considérée comme un échec du traitement de seconde ligne.
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B. Selon le groupe GAT-LMC (99)

Dans ses derniéres recommandations, le groupe GAT-LMC préconise une surveillance
de I'efficacité du traitement, basée, dans la mesure du possible, sur une évaluation
hématologique mensuelle et une évaluation moléculaire a 3 mois, a 6 mois puis tous

les 6 mois.

Les jalons thérapeutiques a respecter, pour les patients atteints de LMC en phase
chronique, sont définis de la maniére suivante :
Rémission ou réponse hématologique compléte (RHC), a 3 mois.
Réponse moléculaire précoce (RMP), a 3 mois/6 mois

BCR-ABL < 10 %, soit réduction d’un Log de sa valeur de départ.
Rémission ou réponse cytogénétique compléte (RCyC), a 12 mois, ce qui
équivaut a un taux de BCR-ABL de 1%, soit une réduction de 2 Logs de

celui-ci.

taux de

Rémission RMM a 18 mois : taux de BCR-ABL < 0,1 %, soit réduction de

3 Logs de celui-ci.

Tableau XIV : Evaluation de la réponse au traitement de la LMC par I'imatinib selon GAT-LMC

2018 (99)
Posologie au moment de I'évaluation
Moment Type de réponse
400 mg (/ j) 600 mg (/j) 800 mg (/j)
RH | Optimale** (RHC) Continuer a 400 mg Continuer a 600 mg |Continuer a 800 mg
Taeoomg - Pas de RHC
Non optimale*** Réévaluer a 1 mois : ou -Intolérance majeure
3 mois -RHC: contlnuer.a 600 mg > Switch [TK2
- Pas de RHC : switch ITK2
RM* |Optimale** < 10% (RMP) |Continuer a 400 mg Continuer a 600 mg | Continuer a 800 mg
Non Optimale*** >10% ™ a 600 mg / /
6mois |[RM |Optimale** <10% (RMP) |Continuer & 400 mg Continuer a 600 mg | Continuer & 800 mg
Non Optimale*** >10% |1 a 600 mg N a 800 mg Switch ITK2
12 mois RM  |Optimale** <1 % Continuer a 400 mg Continuer a 600 mg | Continuer & 800 mg
Non Optimale*** > 1 % ™ a 600 mg ™ a 800 mg /
18 mois |RM |Optimale** < 0,1 % Continuer a 400 mg Continuer a 600 mg | Continuer a 800 mg

Non Optimale*** > 0,1 %

Switch ITK2

Switch ITK2

Switch ITK2

* RM non indispensable a 3 mois

** Optimale : répondant aux critéres fixés
*** Non optimale : ne répondant pas aux criteres fixés
RH : réponse hématologique, RHC : Réponse hématologique compleéte, ITK2 : inhibiteur de tyrosine kinases
de seconde génération, RM : réponse moléculaire, RMP : réponse moléculaire précoce, RMM : Réponse
moléculaire majeure (voir § 4.2.3.1)
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A chague moment de I’évaluation, deux situations possibles de réponse au traitement
ressortent :
- Réponse répondant aux critéres fixés que nous qualifierons d’optimale.
- Réponse ne répondant pas aux criteres fixés que nous qualifierons de non
optimale.

Selon ces recommandations, la réponse hématologique est jugée complete si la rate est
non palpable a I'examen clinique et que I'hémogramme et le frottis sanguin sont
normaux.

En ce qui concerne le suivi de la réponse moléculaire, les éléments suivants sont a
retenir :

- L'évaluation de la réponse moléculaire n’est pas indispensable a 3 mois.
Cependant, si elle est effectuée, la réponse optimale correspond a un ratio
BCR-ABL inférieur a 10 %.

- Elle devient indispensable a 6 mois avec un taux de BCR-ABL devant étre
inférieur a 10 %, méme valeur qu’a 3 mois.

- A 12 mois, le taux de BCR-ABL visé est de 1 % (99), soit 10 fois supérieur a
celui préconisé par I'ELN 2013, au méme moment. Cette valeur
correspond, cependant, a celle recommandée par I'ELN dans ses
publications antérieures (128).

- La RMM est ultimement attendue a 18 mois.

IV.2.4. Arrét du traitement par imatinib et autres inhibiteurs de tyrosine kinases

Jusgu’a un passé récent, le traitement par ITK, une fois instauré, était destiné a étre
poursuivi, indéfiniment, tant que les patients étaient maintenus en réponse optimale. Un
nouvel objectif a, cependant, fait incursion parmi les objectifs thérapeutiques de la
LMC, I'arrét du traitement.

L’essai prospectif Stop Imatinib 1 (STIM1) a apporté la premiere preuve de la faisabilité du
concept d’arrét de traitement par imatinib. Chez les patients qui remplissaient les criteres
d’éligibilité, a savoir une réponse moléculaire profonde de type RM*> conservée, sur au
moins 2 ans, une rémission moléculaire étaient maintenue dans 38 % des cas, aprés un
suivi médian de 77 mois post-arrét de I'imatinib.

D’autres études ont suivi et ont montré des résultats similaires, voire meilleurs que ceux
obtenus dans STIM1, avec une persistance de réponse moléculaire indétectable, sans
traitement (TFR ou Treatment Free Survival), pouvant atteindre 61 et méme 64 % de cas,
a 12 mois d’arrét (versus 41 % dans STIM1, au méme moment). Les critéres d’arrét sont
moins stricts (RM*#) et la reprise du traitement se fait seulement en cas de perte de la
RMM) (53,130).
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Plus de 80 % des rechutes surviennent dans les 6 a 8 mois suivant I'arrét du traitement,
soulignant la nécessité d’un suivi moléculaire fréquent au cours des premiers mois
d’arrét. Fait rassurant, environ 90 a 95 % des patients, ayant perdu leur rémission
moléculaire, retrouvent leur niveau de réponse moléculaire initial apres réintroduction du
traitement et la perte de RMM survient, rarement, au-dela d’une année d’arrét. Le méme
ITK est habituellement prescrit, a moins que les effets secondaires antérieurs indiquent la
nécessité d’un changement.

Les études concernant 'arrét du nilotinib et du dasatinib, ont montré des résultats
similaires a ceux obtenus avec I'imatinib, avec un délai de réobtention de la RMM un peu
plus court, 2 au lieu de 3 mois, avec I'imatinib (53,130).

Un syndrome de sevrage a l'arrét des ITK, se manifestant par des douleurs musculo-
squelettiques, est observé chez certains patients (53).

IV.3. Apport de I'imatinib dans le traitement de la LMC

Comme déja cité, I'imatinib a bouleversé la prise en charge de la LMC. Avec d’emblée des
résultats thérapeutiques remarquables, lors des premiéres administrations aux patients
atteints de cette hémopathie, I'imatinib s’est, en plus, distingué par sa faible toxicité.

Autre élément clé de son succes, son profil pharmacocinétique, compatible avec une
administration orale uni-quotidienne.

IV.3.1. Au cours des étapes de développement
IV.3.1.1. Phases1let2

Les essais cliniques de phase 1 et 2, qui ont ciblé des patients résistants a l'interféron, ont
permis de tester la tolérance a limatinib, de déterminer ses propriétés
pharmacocinétiques et de rechercher les signes préliminaires d’efficacité.

Les données pharmacocinétiques ont montré que les concentrations prévues pour étre
efficaces, lors des études précliniques, correspondent bien a la réponse clinique (83).

Les effets secondaires étaient minimes et aucune toxicité, limitant la dose, n’a été
enregistrée. Méme a la dose maximale de 1000 mg/jour, aucun effet secondaire grave n’a
été rapporté (91).

Lors des essais de phase 1, les effets recherchés étaient significatifs aux doses supérieures
ou égales a 300 mg/jour. Alors que ces études avaient pour but d’établir la dose efficace
et d’analyser la toxicité de I'imatinib, une réponse hématologique compléte et durable a
été obtenue, au bout de 4 semaines de traitement, chez la quasi-totalité des patients
traités qui, faut-il le rappeler, étaient résistants a I'INF; fait inédit, des rémissions
cytogénétiques ont été observées, pour la premiere fois, avec un traitement oral (20,91).
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Lors d’essais de phase 2, la fréquence des réponses cytogénétiques majeures et méme
complétes ainsi que la rapidité d’obtention de ces réponses, ont été soulignées par les
investigateurs : 34 % de RCyC, a 3 mois, contre des valeurs inférieures a 5 % avec I'lIFN-a
et 60% de RCyC, a 9 mois. Les essais de phase 2 ont, donc, d’une part, confirmé les
premiers résultats et, d’autre part, permis de recommander la dose de 600 mg pour
traiter les patients en phase avancée. La mise sur le marché de I'imatinib leur a fait
suite (20,91).

IV.3.1.2. Phase 3

L’étude de phase 3 « IRIS » (International Randomized Study of Interferon and STI471),
considérée comme étude pivot, a démontré l'efficacité supérieure de I'imatinib par
rapport au traitement de référence associant l'interféron-a a la cytarabine, chez les
patients de novo (49,92,25).

Au cours de cet essai, plus de 60 % des patients, initialement inclus dans le bras (IFN-a +
cytarabine), ont quitté ce bras et poursuivi I'essai avec I'imatinib. Les taux estimés, a 12
mois de RCyC, RCyM et RHC, étaient, respectivement, de 69 %, 85 % et 96 %. Les taux de
RCyC obtenus avec I'imatinib, ont évolué dans le temps pour dépasser les 76 %, a 18
mois, contre 14,5 % avec I'association (IFN-a + cytarabine) au méme moment, soit une
réponse 5 fois plus efficace pour I'imatinib ; ces taux de RCyC ont atteint les 87 %,
a 5ans (19).

L’étude IRIS a joué un role dans le suivi de la réponse au traitement puisqu’elle a introduit
I'utilisation systématique de la biologie moléculaire pour détecter et quantifier le gene
BCR-ABL, en plus de I'analyse cytogénétique classique. La encore, la nette supériorité de
I'imatinib sur I'association (IFN-a + cytarabine), a été démontrée avec des taux de RMM
de 54 % versus 24 %, a 12 mois et de 80 %, a 4 ans (91,112).

De tres faibles taux de progression vers les phases accélérée et blastique, jamais observés
avec les traitements classiques, ont été enregistrés avec |'imatinib, méme si son efficacité
est moins importante en phase avancée, avec un effet seulement transitoire, chez les
patients en phase blastique (20,25,112).

Le gain en terme de survie était remarquable, avec un taux de survie de 93 %, a 8 ans
versus 44 %, a 5 ans pour I’hydroxyurée ou 70 %, a 10 ans pour la greffe de CSH ou encore
de 59 a71%, a5 ans, selon la dose, pour I'association (IFN-a + cytarabine) (21,110,131).
L'étude « IRIS» a, également, démontré la supériorité de l'imatinib, en termes de
tolérance et de qualité de vie. L'imatinib devient, alors, le traitement de référence de la
LMC et un modele de thérapie ciblée, dans le domaine de la cancérologie (25,49).
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IV.3.2. Autres apports de I'imatinib

Les études relatives a I'imatinib se sont poursuivies. L'imatinib a été étudié sur tous les
continents, de I'Asie de I'Est a I’Amérique, en passant par le Moyen-Orient, I’Afrique, et
I’'Europe.

Il faut souligner que I'imatinib a été le premier ITK administré per os et que les spécialités
disponibles sur le marché, permettent I'administration d’'un seul comprimé ou gélule, a
chaque prise, a la dose standard. Son introduction a, indéniablement, contribué au
développement de la prise en charge ambulatoire des patients atteints de cancer, en
général et de LMC, en particulier.

Par ailleurs, I'imatinib ayant contraint la communauté scientifique a revenir a la biologie
fondamentale, la mise en évidence des mutations BCR-ABL, impliquées dans les
phénomeénes de résistance aux ITK, lui est donc due.

De plus, I'imatinib a ouvert la voie aux autres ITK, notamment aux inhibiteurs de BCR-ABL
de générations supérieures. L'introduction de nouvelles générations d’ITK n’a, cependant,
pas supplanté I'imatinib dans le traitement de la LMC.

En effet, toutes les études randomisées, comparant I'imatinib 400 mg / jour avec : des
ITK2, I'imatinib en escalade de la dose ou I'imatinib combiné a I'lIFN-a ou a la cytarabine a
faible dose, ne sont pas parvenues a démontrer 'amélioration de la survie globale de ces
molécules ou associations par rapport a I'imatinib seul a 400 mg. Bien que des réponses
moléculaires plus profondes se soient produites, plus rapidement, avec les ITK2 en
premiere ligne, qui contournent certaines mutations, sources de résistance, cela ne s’est
pas traduit par une meilleure survie globale qu’avec I'imatinib (53,130).

Une diminution de la mortalité liée a la LMC est, donc, observée mais, paradoxalement,
sans amélioration de la survie globale. En effet, un excés de déces, non liés a la LMC, dans
les bras ITK2, ont été constatés avec le nilotinib et le dasatinib, et ce malgré le fait que
I’age médian des populations sélectionnées pour ces essais, semble étre de 10 a 15 ans
inférieur a celui de la survenue de la LMC (92,132).

Un risque de complications vasculaires sévéres a été décrit avec le nilotinib alors que le
dasatinib présente la particularité d’entrainer des épanchements pleuraux et de rares cas
d’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Pour le bosutinib, les résultats de I’'étude
randomisée versus imatinib, ont été impactés par la toxicité digestive initiale du
bosutinib. L'essai comparant le ponatinib a I'imatinib, a été, précocement, interrompu en
raison de complications vasculaires observées avec le ponatinib, a la dose utilisée (132).

Malgré certains avantages, les autres ITK ne suffisent donc pas a disqualifier I'imatinib du
traitement de premiére ligne de la LMC.

Page 85



Revue bibliographique Chapitre IV - Place de 'imatinib dans le traitement de la leucémie myéloide chronique

Par ailleurs, il faut rappeler que le rapport colt-efficacité constitue un enjeu important
dans le choix de I'lTK de premiéere intention. Partant du constat que 80% des patients
n’atteindront jamais le stade de « rémission sans traitement », aprés I'arrét du traitement
par ITK (53) et que I'imatinib est I'ITK le moins cher, la balance continue de peser en sa
faveur, comme traitement de premiére ligne.

Les prix des ITK sont, effectivement, estimés, en France, a 900 €/mois pour le Glivec®
pour lequel le prix a rejoint celui du générique en 2018 et 2 000 a 6 000 €/mois pour les
autres ITK (130). En Algérie, pour les 3 molécules existantes, a savoir I'imatinib, le nilotinib
et le dasatinib, le co(t du traitement mensuel de la LMC, a la posologie standard, de
chaque médicament revient, respectivement, a environ 13000, 385000
et 450 000 DZD (133). Le traitement par imatinib revient, ainsi, 30 fois moins cher que
celui par nilotinib et 35 fois moins cher que celui par dasatinib. Il faut rappeler, qu’en
Algérie, sont disponibles, les génériques de I'imatinib et les princeps des ITK2.

Plusieurs études ont procédé a I'analyse du rapport colt-efficacité des traitements de
premiere ligne dans diverses stratégies thérapeutiques, y compris des stratégies visant a
augmenter le taux de réponses moléculaires profondes soutenues, afin d’augmenter,
potentiellement, le taux de rémission, aprés arrét du traitement ; elles ont conclu que le
générique de l'imatinib est la stratégie de traitement initial de la LMC, en phase
chronique. D’autant plus que plusieurs études ont fourni des preuves de I'efficacité et de
I'innocuité des génériques d’imatinib, la derniere en date étant celle réalisée par une
équipe chinoise (53).

Aujourd’hui, I'imatinib garde toute sa place comme traitement de premiere ligne de la
LMC, d’autant plus que le suivi thérapeutique pharmacologique de cette molécule, qui a
fait du chemin, aidera, certainement, a améliorer son efficacité et sa tolérance, et ce a un
co(it tres raisonnable par rapport aux prix des ITK de générations ultérieures.
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Chapitre V

Suivi thérapeutique pharmacologique de [I'imatinib chez les patients
atteints de leucémie myéloide chronique

A I'ére de la médecine personnalisée, ou le patient devrait, non seulement, étre traité
avec le bon médicament, mais, également, a la bonne dose, le role pivot du suivi
thérapeutique pharmacologique parait indiscutable mais insuffisamment mis en avant,
notamment, dans le domaine de la cancérologie.

La mise en évidence du réle de la concentration résiduelle d’imatinib comme marqueur
prédictif de la réponse moléculaire majeure, chez les patients traités pour une LMC, a, en
effet, servi de paradigme quant a I'importance du suivi thérapeutique pharmacologique
(STP) pour les thérapies ciblées (7).

Aux posologies standards d’imatinib, actuellement prescrites, autour de 30 % des patients
sont sous-dosés, ce qui implique un risque de moindre efficacité, voire d’échec
thérapeutique, alors qu’autour de 15 % des patients sont surdosés, pouvant causer des
toxicités évitables. Ceci donne une idée de la proportion importante de patients traités,
se situant en dehors de l'intervalle thérapeutique. Compte tenu de I'incidence importante
gue la concentration en imatinib peut avoir sur son efficacité thérapeutique et sa
tolérance, les besoins sont, aujourd’hui, exprimés quant a la mise en ceuvre systématique
du STP de lI'imatinib en pratique courante ; avec pour objectif d’optimiser les résultats
thérapeutiques et de prévenir les effets secondaires évitables. Dans un futur proche, la
tendance sera, sans doute, orientée vers la mise en place de systemes de point de soins
pour le STP de I'imatinib (102,134).

Ce volet reste malheureusement insuffisamment développé en Algérie et sa promotion
devrait constituer un défi pour le pharmacologue.

V.1. Définitions

Le suivi thérapeutique ou Therapeutic Drug Monitoring (TDM) pour les Anglo-Saxons, est
défini comme une spécialité clinique multidisciplinaire dont I'objectif est d’améliorer les
soins aux patients en ajustant, de maniére individuelle, la dose des médicaments pour
lesquels I'expérience ou les études cliniques ont montré que cette pratique améliorait le
devenir, soit chez tous les patients, soit dans des populations particulieres.
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Il peut étre fondé, a priori, sur des informations pharmacogénétiques, démographiques
ou cliniques et/ou sur la mesure, a posteriori, des concentrations sanguines des
médicaments (suivi pharmacocinétique) ou de marqueurs biologiques (suivi
pharmacodynamique) (13,135).

Le terme anglais monitoring provient du latin monere qui signifie «avertir», «rappeler»,
«souffler», «suggérer une fagon d’agir» ou encore «présager» (136).

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) est défini, par la société francaise de
pharmacologie, comme une spécialité clinico-biologique ayant pour but d’améliorer la
prise en charge des patients, en ajustant, individuellement, les doses de certains
médicaments sur la base des concentrations plasmatiques ou sériques des principes actifs
et, éventuellement, de leurs métabolites (13).

L’adjectif « pharmacologique » a été introduit dans I'expression « suivi thérapeutique »
pour mettre I'accent sur I'activité de dosage des médicaments, développée par le groupe
de travail de la société frangaise de pharmacologie (13).

En pratique courante, I'expression « Therapeutic Drug Monitoring » ou « TDM » est
utilisée de maniére interchangeable avec celle « Suivi Thérapeutique Pharmacologique »
ou « STP » pour désigner le suivi pharmacocinétique.

Le STP consiste donc en un suivi pharmacocinétique, fondé sur la mesure, a posteriori,
des concentrations sanguines des médicaments et 'interprétation des résultats de ces
dosages, en vue d’individualiser leurs posologies.

Les 3 principales étapes du STP sont les suivantes :

v' Mesure des concentrations plasmatiques d’'un médicament.

v’ Interprétation des valeurs obtenues.

v Proposition d’ajustement ou d’individualisation de posologie ou maintien de la
posologie initiale.

Le dosage de principes actifs dans d’autres matrices que le sang, dans le but d’en
individualiser les posologies, est, également, inclus dans le STP.

V.2. Objectifs du suivi thérapeutique pharmacologique
Les 2 principaux objectifs du STP sont (137) :

- Diminution des taux d’échec thérapeutique lié¢ a une mauvaise observance ou a
une dose insuffisante de médicament.

- Diminution de la fréquence des effets indésirables et/ou toxiques liés a une dose
excessive de médicament.

Il s’agit, généralement, de viser une zone thérapeutique ou fourchette thérapeutique
définie comme la zone de concentrations pour laquelle le plus grand nombre de malades
est traité efficacement et présente le minimum d’effets indésirables.
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La limite inférieure correspond a la concentration plasmatique minimale en dessous de
laguelle le médicament est inactif tandis que la limite supérieure est représentée par la
concentration plasmatique maximale au-dela de laquelle apparaissent les effets toxiques.

Plus récemment, le concept de concentration cible a été proposé en remplacement de
celui de zone thérapeutique. Il s’agit d’'une valeur unique de concentration plasmatique
de laquelle il faut se rapprocher au mieux, en fonction des effets.

La connaissance de la zone thérapeutique ou de la concentration cible est, donc, un pré-
requis pour le STP des médicaments.

V.3. Médicaments concernés par le STP

Classiquement, les criteres qui identifient un médicament comme candidat au STP
relevent de ses caractéristiques pharmacocinétiques, pharmacodynamiques, analytiques
ou cliniques.

V.3.1. Caractéristiques pharmacocinétiques

v' Connaissance adéquate de la pharmacocinétique du médicament candidat (136).

V' Profil pharmacocinétique présentant une importante variabilité
inter-individuelle (39,102,136). Autrement dit, grande variabilité interindividuelle
de la relation dose-concentration (5,137).

v’ Variabilité pharmacocinétique intra-individuelle faible ou prévisible. Il s’agit la de
la relation dose-concentration au cours du temps, chez un méme individu
(5,39,136,137).

La variabilité pharmacocinétique inter-individuelle doit donc étre plus importante
que celle intra-individuelle (5).

V.3.2. Caractéristiques pharmacodynamiques

v" Connaissance adéquate de la pharmacodynamie du médicament candidat (136).

v Relation concentration-effets pharmacologiques consistante, stable et réversible,
mais, également, meilleure que la relation dose-effets. Donc, faible variabilité
pharmacodynamique et forte variabilité pharmacocinétique. Les effets
pharmacologiques englobent I’efficacité thérapeutique et la
toxicité (5,39,102,136-138).

v Effets pharmacologiques reproductibles sur une période de temps étendue (136).

v' Marge thérapeutique étroite et méme plus étroite que 'amplitude de la variabilité
pharmacocinétique et non expliquée par des facteurs identifiés (39,102,136-139).

V.3.3. Caractéristiques analytiques

v' Disponibilité d’'une méthode de dosage adéquate (performante, sensible, rapide,
fiable et abordable) (39,102,136).
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V.3.4. Caractéristiques cliniques

v Durée de traitement suffisamment longue (39,102,136).

v' Absence de paramétres cliniques ou biologiques directs servant de de marqueurs,
facilement mesurables, pour le suivi du traitement. Cependant, méme si de bons
marqueurs de |I’évolution tumorale ou de la tolérance au traitement existent, le
STP peut constituer une mesure d’exposition précoce, applicable, rapidement,
aprées l'introduction ou le changement de posologie de certains médicaments
parmi lesquels les ITK, sans pour autant se substituer a ces
marqueurs (39,102,136).

v’ Intervalle thérapeutique ou concentration cible cliniquement validés (136).

v' Démonstration clinique de I'utilité et de la faisabilité d’une stratégie de STP sur la
base d’essais controlés (39,102,136).

V.4. Suivi thérapeutique pharmacologique de I'imatinib
V.4.1. Suivithérapeutique pharmacologique de I'imatinib de 2007 a nos jours

En Europe, le programme EUTOS for CML (European Traitment and Outcome Study) a été
lancé en 2007, avec pour objectif d’améliorer la compréhension et la prise en charge de la
leucémie myéloide chronique (LMC), chez les patients traités par I'imatinib.

Dans le cadre de ce programme, fruit d’'une collaboration entre le réseau European
Leukemia-Net (ELN) et le laboratoire Novartis, un sous-projet « pharmacological
monitoring » a été lancé dans le but de généraliser le dosage plasmatique de I'imatinib, a
I’échelle européenne et construire une base de données afin de déterminer le seuil
thérapeutique et le seuil de toxicité de I'imatinib.

En 2010 et en Europe seulement, pas moins de 47 laboratoires avaient déja été lancés
pour le dosage des taux plasmatiques d’imatinib dans le cadre de ce projet. Un
programme similaire a été lancé aux Etats-Unis (67,140-142).

Plusieurs études observationnelles ont été réalisées suite a cette initiative, la majorité
concluant a un intérét prédictif du STP de l'imatinib. Des seuils d’efficacité ont été
suggérés mais aucune stratégie d’adaptation formelle de STP n’avait alors été proposée
ou validée (39).

En 2010, le suivi thérapeutique pharmacologique des ITK, qui était déja pratiqué dans
plusieurs laboratoires a travers le monde, a été classé comme « recommandé » et
« éventuellement utile » selon la définition du groupe STP de la Société Francaise de
Pharmacologie (4).

Ainsi, les avis de nombreux auteurs se sont rejoints sur le fait que I'imatinib représente un
bon candidat STP et a I'optimisation posologique et, par suite, sur la pertinence du suivi
des concentrations plasmatiques résiduelles en imatinib. (4,5,143).
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Le STP de I'imatinib a été recommandé chez les patients atteints de LMC, au moins dans
certains contextes cliniques : précocement chez tous les patients ayant atteint le plateau
thérapeutique, échec du traitement ou situation d’alerte, suspicion de non observance ou
d’interactions médicamenteuses, suspicion d’effets indésirables liés a ['imatinib,
changement de posologie, populations a risques telles que les enfants et toutes
circonstances particulieres pouvant modifier I'exposition a I'imatinib, ... . Le STP était
alors, le plus souvent, utilisé au cas par cas (4,-6,67,68,143-147).

Novartis a depuis, cessé de promouvoir le STP de I'imatinib, sur injonction de la FDA. Cela
n’a pas empéché les chercheurs de mener des études relatives au STP de I'imatinib, dont
Iutilité a été confirmée, méme en routine, systématisant le recours au STP de I'imatinib.
Des auteurs ont méme appelé les autorités sanitaires a exiger des laboratoires
pharmaceutiques la tenue d’essais cliniques de phase 4, relatifs au STP des anticancéreux,
en général et des thérapies ciblées, en particulier (39,76,138,148).

Une réflexion a été menée, de facon fort intéressante, concernant les motivations du
laboratoire Novartis quant au soutien du STP de I'imatinib. L’auteur souligne le fait qu’en
plus de vouloir améliorer le SMR (Service Médical Rendu) de son princeps a base
d’imatinib, ce laboratoire avait tout intérét a encourager le STP qui permettait de déceler
les patients recevant des doses insuffisantes afin d’augmenter, chez eux, les posologies
d’imatinib. Ces patients étaient ainsi maintenus, le plus longtemps possible, sous imatinib
plutdt que d’étre switchés vers le dasatinib, seule alternative a cette époque, le dasatinib,
appartenant a un laboratoire concurrent (39).

La commercialisation du nilotinib, par Novartis, a, rapidement, suivi. A partir de I3, le
laboratoire suisse n’avait plus d’intérét a prolonger I'efficacité de I'imatinib via le STP,
d’autant plus que des génériques indiens étaient déja sur le marché, dans certains pays et
a des prix bien plus attractifs que ceux du Glivec®.

La tendance actuelle est a la mise en ceuvre systématique du STP de I'imatinib dans les
protocoles cliniques afin de maximiser les avantages pour les patients (134).

Un outil bayésien d’adaptation posologique, permettant d’individualiser les posologies
d’imatinib, était, récemment, en développement, au CHU de Lausanne (149).

Le STP de I'imatinib est, aujourd’hui, largement pratiqué a travers le monde, de plus en
plus en routine, mais il semble qu’aucun laboratoire ne le propose en Algérie.

V.4.2. Justification du suivi thérapeutique pharmacologique de I'imatinib

V.4.2.1. Résistance a I'imatinib

Malgré I'excellente efficacité de I'imatinib, des réponses sous-optimales et des échecs
thérapeutiques ont été observés chez certains patients, aux posologies standards

recommandées. La variabilité des concentrations plasmatiques d’imatinib peut, en partie,
expliquer ces résistances. (4,6,60,63,67,80,102,143,144).
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Il existe deux types de résistance a I'imatinib : les résistances primaires, d’'une part,
observées d’emblée, avec absence de réponses optimales telles que définies dans le
chapitre 4 (§ 4.2.3.2) et les résistances secondaires, d’autre part, au cours desquelles les
patients échappent au traitement apres avoir obtenu une réponse initiale (150).

Par ailleurs, selon les mécanismes de résistance (figure 19), il est possible de distinguer
les résistances qui sont liées a la cellule leucémique et celles qui ne le sont pas.

A. Résistances liées a la cellule leucémique

Elles peuvent étre qualifiées de résistances pharmacodynamiques. Deux cas de figure
peuvent se présenter : résistances BCR-ABL dépendantes ou indépendantes.

Al. Résistances BCR-ABL dépendantes
Ces résistances dépendent de la cible oncogénique. Il peut s’agir de :

- Mutations au niveau du domaine kinase de la protéine BCR-ABL : constituent
le mécanisme de résistance secondaire a I'imatinib le plus fréquent. Plus de
100 mutations ont été décrites, principalement, au niveau de la boucle P, de
la boucle A, de la boucle C ou du site de liaison aux ITK. La mutation T315I
est la plus redoutée car elle pose un probleme thérapeutique majeur :
résistance a I'imatinib et aux ITK2 (61,150,151).

Il s’agit de mutations qualitatives de la cible (78).

- Surexpression de l'‘oncoprotéine BCR-ABL suite a la duplication du
chromosome Philadelphie ou a I'amplification du gene BCR-ABL ; elle reste,
cependant, exceptionnelle, in vitro. Il s’agit d’'une modification quantitative
de la cible (61,78,112,150,151).

A2. Résistances BCR-ABL indépendantes

Il peut s’agir de la mise en jeu d’autres voies de signalisation telles que I'implication
d’autres kinases ou d’altérations de la stabilité génomique avec acquisition de
nouvelles anomalies cytogénétiques au sein de la population clonale Ph+. Ainsi, le
blocage d’une voie donnée peut, tout de méme, se solder par la transmission du
message par I'emprunt d’'un chemin détourné (36,78,151).

B. Résistances non liées a la cellule leucémique
B1. Défaut d’observance

La premiere étiologie a évoquer devant un échec au traitement est un probleme
d’observance. Longtemps sous-estimé, le défaut d’observance qui impacte la
pharmacocinétique de l'imatinib, a, finalement, été identifié comme l'un des
principaux facteurs de résistance.
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Il faut savoir que 3 oublis de prise de traitement par mois, suffisent a compromettre
la réponse. Or, il y a un risque de banalisation et de sous-estimation de la gravité de
la maladie et de I'importance du traitement, en raison de la nature ambulatoire et
per os de ce traitement. Il semble d’ailleurs que I'adhésion au traitement par
imatinib, décline aprés 4 mois de thérapie (5,60,124,151).

B2. Résistances pharmacocinétiques

Cette voie de résistance a été mise en évidence plus récemment que celles liées a la
cellule leucémique et reste assez ignorée.

La pharmacocinétique de l'imatinib est caractérisée par une grande variabilité
interindividuelle (4-7,60,61,67,68,145).

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la diminution des concentrations
plasmatiques d’imatinib et de ses concentrations intra-cellulaires : intervention des
pompes d’efflux et d’influx, du CYP450, de I'albumine et de I'al-glycoprotéine acide.

B2.a. Pompes d’efflux et d’influx

Décrites au chapitre 3 (§ 3.2), les pompes d’efflux ABCB2 (PGP) et ABCG2 (MXR) ainsi
qgue la pompe d’influx h-OCT1 retrouvées, entre autres, a la surface des cellules
leucémiques et des cellules intestinales, peuvent influencer la résorption de
I'imatinib, au niveau du tractus digestif et son excrétion biliaire et rénale. Elles
peuvent, également, influencer sa concentration a I'intérieur de la cellule leucémique
et donc son accessibilité a sa cible, modifiant, ainsi, ses concentrations circulantes et
sa disponibilité au niveau de la cellule leucémique, le plus souvent, dans le sens de la
diminution.

Les polymorphismes génétiques de ces transporteurs et les interactions
médicamenteuses les impliquant, peuvent modifier la pharmacocinétique de
I'imatinib.

B2.b. Cytochrome P450

Comme évoqué au chapitre 3 (§ 3.2.3.1 et § 3.6.1), I'imatinib est un substrat du
CYP450, principalement de l'isoforme CYP3A4 ; une variation de I'exposition a ce
médicament peut étre due a I'importante variabilité inter-individuelle de I'activité de
cette isoforme, d’'une part et aux interactions médicamenteuses, d’autre part. A titre
d’exemple, les inducteurs du CYP3A4 peuvent entrainer une baisse de la
concentration plasmatique de [I'imatinib, augmentant le risque d’échec
thérapeutique.

La variabilité inter-individuelle de I'activité du CYP3A4 peut étre imputée a un
polymorphisme génétique.
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B2.c. Albumine et al-glycoprotéine acide (AGP)

L'influence potentielle de I'AGP et de l'albumine sur la pharmacocinétique de
I'imatinib, notamment sur la diminution des concentrations intra-cellulaires
d’imatinib, ont, également, été évoquées au § 3.2.2 du chapitre 3.

L'augmentation des taux circulants d’alphal-glycoprotéine acide pourrait étre a
I'origine du risque de surexposition, parfois évoqué chez les patients présentant une
insuffisance rénale modérée (chapitre 3 § 3.2.3.2).

Ces résistances liées a une variabilité pharmacocinétique de I'imatinib, imposent de
mettre en avant le suivi thérapeutique pharmacologique de I'imatinib.

V.4.2.2. Existence d’'un paramétre pharmacocinétique adéquat pour le STP de
I'imatinib

Divers parametres pharmacocinétiques peuvent étre utilisés pour évaluer I'exposition a
un médicament (Aire sous la courbe ou AUC, concentration plasmatique résiduelle ou
Cmin, concentration plasmatique au pic ou Cmax).
La concentration plasmatique résiduelle (Cmin) est plus facile a obtenir que I’AUC et moins
soumise a variation, dans le temps, que la Cmax ; elle est, fréquemment, utilisée comme
paramétre pour le suivi thérapeutique (68,145).

La majorité des études, portant sur le STP de l'imatinib, utilisent la concentration
résiduelle de celui-ci, qui semble étre le paramétre le plus prédictif de son efficacité (39).
Cmin correspond a des temps de préléevement de 24 + 3 heures, lorsque I'imatinib est
administré en une prise quotidienne ou de 12 + 3 heures, lorsque l'imatinib est
administré en deux prises journalieres. Il s’agit, donc, de prélevements effectués a la
vallée, juste avant la prise suivante. Un algorithme a été développé, permettant, en
pratique, d’élargir l'intervalle des temps de préléevements a 24 + 6 heures ou
a 12 £+ 6 heures, selon le cas (152).

Il faut noter que la majorité des études portent sur la quantification de la concentration
plasmatique totale de I'imatinib.

Certaines équipes, moins nombreuses, se sont intéressées a la quantification de la
concentration plasmatique de la forme libre - pharmacologiquement active - d’imatinib.
L'attention a été, également, portée a la concentration plasmatique totale ou celle de la
forme libre de norimatinib - métabolite actif de I'imatinib - ; comme a la concentration
intra-cellulaire d’imatinib (134,153).

Ces dosages, en complément de la quantification classique de I'imatinib plasmatique
total, pourraient apporter un plus au STP de I'imatinib. lls sont, cependant plus rares car
ils nécessitent la mise en ceuvre d’une méthodologie plus complexe et/ou plus colteuse,
qui ne peut étre appliquée en routine.
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V.4.2.3. Variabilité des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib et existence
d’une relation concentration - effet

Aprés que cela ait été constaté lors des premiers essais cliniques, des études
observationnelles, menées par diverses équipes et sur diverses populations, a travers le
monde, ont confirmé [I'existence d'une variabilité inter-individuelle de Ia
pharmacocinétique de I'imatinib. Cela se traduit par des concentrations plasmatiques, y
compris résiduelles, trés différentes d’'un patient a l'autre, sous le méme schéma
posologique. Il a été mis en évidence une relation entre la concentration plasmatique
d’imatinib et ses effets, aussi bien pour ce qui est de la réponse au traitement que des
effets indésirables. Sur cette base, des seuils de concentration efficace et, moins souvent,
des seuils de tolérance ont été suggérés.

A. Etudes occidentales

La premiere étude ayant clairement mis en avant l‘intérét du STP d’un ITK, a été
menée par Picard et al., sur I'imatinib (61).

Cette étude francaise a rapporté des concentrations résiduelles moyennes d’imatinib
de 1058 + 557 ng/ml aprés au moins 12 mois de traitement a 400 mg/jour. Les
concentrations plasmatiques résiduelles individuelles variaient entre 181 ng/ml et
2947 ng/ml, ce qui confirme la grande variabilité inter-individuelle (6).

Dans cette méme étude, une comparaison a été établie entre les concentrations
plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib des groupes de patients répondeurs et
non répondeurs, aussi bien en ce qui concerne l'achévement de Ila réponse
cytologique compléte (RCyC) que I'achévement de la réponse moléculaire majeure
(RMM). Les résultats ont montré des différences significatives entre les
concentrations plasmatiques résiduelles moyennes du groupe de patients
répondeurs par rapport a celui des non répondeurs, aussi bien pour la RCyC que pour
la RMM (groupe avec RCyC : 1123 + 617 ng/ml - groupe sans RCyC : 694 + 556 ng/ml
et groupe avec RMM : 1452 + 649 ng/ml - groupe sans RMM : 869 + 427 ng/ml).

Le seuil de 1002 ng/ml a été suggéré comme concentration plasmatique résiduelle
permettant d’achever une réponse cytologique compléte et une réponse moléculaire
majeure alors que la concentration cible, initialement, décrite pour assurer la mort
des cellules BCR-ABL, in vitro, était de 493,6 ng/ml.

Par ailleurs, un autre groupe de chercheurs a rapporté des concentrations
plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib, a un mois de traitement,
de 979 + 530 ng/ml, avec des valeurs, significativement, plus élevées dans le groupe
de patients ayant achevé une réponse cytogénétique compléte par rapport a celui
sans RCyC (avec RCyC : 1009 + 544 ng/ml - sans RCyC : 812 + 409 ng/ml) (80). Selon les
mémes auteurs, les concentrations plasmatiques résiduelles individuelles d’imatinib
variaient entre 153 ng/ml et 3910 ng/ml, ce qui signe une grande variabilité inter-
individuelle.
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Les auteurs ont suggéré que le maintien de la concentration résiduelle d’imatinib a
une valeur égale ou supérieure a 1000 ng/ml (approximativement, pour la moyenne
de la population), pourrait étre important pour atteindre les niveaux de réponses
cytogénétique et moléculaire requis (RCyC et RMM); l'ajustement précoce des
posologies d’imatinib, chez les patients présentant des taux plasmatiques bas, une
fois le steady-state ou état d’équilibre atteint, pourrait affecter la réponse clinique et
Iefficacité du traitement, a long terme.

Une autre étude a montré que les taux de RMM et de RCyC étaient, significativement,
plus faibles, chez les patients ayant les plus faibles concentrations résiduelles
d’imatinib, au 29 jour. Les patients, dont la Cmin d’imatinib était supérieure
a 1165 ng/ml, avaient atteint la RMM, plus rapidement, et présentaient des taux de
RMM et de RCyC plus élevés, a 12 mois. L'étude a fait ressortir un lien entre les
concentrations résiduelles d’imatinib et la fréquence de certains événements
indésirables, notamment les neutropénies de grade 3 et 4 dont la fréquence était,
significativement, plus élevée a des concentrations résiduelles supérieures
a 3180 ng/ml (154). A partir de I3, la valeur de 3000 ng/ml a été, couramment, utilisée
comme seuil de toxicité (134).

Sur la base d’une revue de littérature suivie d’'une méta-analyse, une équipe
espagnole a montré une différence significative de concentration résiduelle d’imatinib
entre les patients ayant achevé une RMM et ceux ne I'ayant pas obtenue. Les auteurs
ont confirmé le seuil d’efficacité de 1000 ng/ml, préalablement, proposé ; n’ayant pas
pu conclure quant a la valeur de la limite supérieure de l'intervalle thérapeutique, ils
ont suggéré un seuil de tolérance de 1500 ng/ml, estimant que des concentrations
supérieures augmentaient la probabilité de toxicité sans pour autant améliorer
I’efficacité (138).

B. Etudes asiatiques

Une équipe japonaise a, également, conclu que le maintien de concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib autour de 1000 ng/ml était cliniquement et
biologiquement important pour obtenir une réponse optimale chez les patients
atteints de leucémie myéloide chronique (63).

Une étude coréenne a rapporté des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes de 1378 + 725 ng/ml, chez des patients traités a la dose standard
d’imatinib de 400 mg/jour depuis au moins 6 mois,. Les concentrations plasmatiques
résiduelles individuelles d’imatinib ont montré une grande variabilité inter-sujets.
Elles variaient entre 203 et 4980 ng/ml (144).

Dans cette étude, lorsque les patients ont été répartis en deux groupes en tenant
compte du seuil de 1000 ng/l, suggéré par les équipes occidentales ( > 1000 ng/ml
et < 1000 ng/ml), une corrélation a été établie, entre les concentrations plasmatiques
résiduelles moyennes d’imatinib et les réponses cytogénétique, d’une part et
moléculaire précoce, d’autre part.
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Une étude jordanienne a comparé les concentrations résiduelles moyennes obtenues,
apres au moins 12 mois de traitement par imatinib, chez des patients répondeurs et
non répondeurs (143).

Un seuil de 2158 ng/ml a été déterminé et suggéré pour la réponse moléculaire.

Les valeurs obtenues, aussi bien au sein du groupe des répondeurs qu’au sein de celui
des non répondeurs, de méme que le seuil de concentration résiduelle suggéré sont
nettement supérieurs a ceux rapportés par les études occidentales.

Une équipe de chercheurs indiens a rapporté, en 2013, chez des patients indiens,
atteints de leucémie myéloide chronique, des concentrations résiduelles d’imatinib
supérieures a celles rapportées dans les études occidentales sur des populations
caucasiennes. Selon cette étude, les concentrations résiduelles moyennes d’imatinib
mesurées, aprés un mois de traitement par 400 mg/jour d’imatinib, étaient
de 2107 £ 1211 ng/ml. En se basant sur la réponse cytogénétique, les concentrations
résiduelles moyennes apparaissaient supérieures, dans le groupe de patients
répondeurs par rapport a celui des non répondeurs (respectivement, autour
de 2100 ng/ml et de 1800 ng/ml) mais la différence n’était pas statistiquement
significative (155).

Ces études ont ainsi contribué, d’'une part a montrer I'importante variabilité inter-
individuelle des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib, et d’autre part, a
prouver |'existence d’une corrélation entre ces concentrations et la réponse au
traitement.

D’importants coefficients de variation (CV) inter-individuels des Cmin d’imatinib sont
rapportées dans la littérature : 45 a 50 % (68), 54 % (60,80), entre 40 et 60 % (4),
60 % (73,74), 60 a 80 % (61), 90 % (156), et méme > 100 % (7).

Les études visant la variabilité intra-individuelle de I'imatinib sont, quant a elles, peu
nombreuses. Deux études francaises ont révélé une faible variabilité intra-individuelle
des concentrations résiduelles d’imatinib : 24 % pour I'une et 35 % pour 'autre. La
variabilité intra-individuelle ne dépasse, généralement, pas les 30 % (4,5,60,73-75).

Un CV inter-individuel des Cmin du norimatinib (métabolite actif de I'imatinib),
de 43,6 % a été rapporté (60).

V.4.2.4. Etudes prospectives controlées visant a démontrer l'intérét du suivi
thérapeutique pharmacologique de I'imatinib en routine

Des études observationnelles ont, donc, montré [I'existence d’une variabilité
pharmacocinétique inter-individuelle pour Il'imatinib et ont mis en évidence une
corrélation entre I’exposition plasmatique et le résultat clinique, chez les patients atteints
de LMC. A I'issue de ces observations, des auteurs, peu nombreux, se sont penchés sur la
démonstration de I'intérét du STP de I'imatinib en routine. A I’ére de la médecine basée
sur les preuves (evidence-based medicine), seules des études interventionnelles,
prospectives et contrélées peuvent apporter les meilleurs niveaux de preuve de cet
intérét.
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A. Etude suisse : I-COME

Le mérite de la premiére étude, menée dans ce sens, revient a une équipe suisse.
Gotta et al. ont guidé I'essai I-COME (Imatinib Concentration Monitoring Evaluation).
Il s’agit d’un essai clinique prospectif, contrélé, randomisé, multicentrique, comparant
les stratégies « STP de routine » versus « STP de secours » ou « de sauvetage ».

Au terme de cette étude, les premiers résultats ne montraient pas de différence
significative, en terme de bénéfice clinique, entre les deux bras. Cependant, ces
résultats n’étaient pas interprétables. En effet, les auteurs ont relevé que leurs
recommandations d’ajustement de posologie n’avaient été suivies - par les
prescripteurs -que chez la moitié des patients dans le groupe « STP de routine ».

Une sous-analyse des données, réalisée post hoc et restreinte aux patients ayant,
effectivement, bénéficié d’une individualisation de posologie, telle que préconisée,
dans ce bras «STP de routine» a montré que le bénéfice clinique était,
significativement, meilleur chez ces patients par rapport au bras « STP de secours » ; il
est relevé une meilleure atteinte des concentrations cibles et une réduction de 48 %
du risque relatif d’événements défavorables.

Cette étude, bien qu’entravée par I'adhésion insuffisante des prescripteurs, tend a
confirmer I'intérét clinique du STP de routine de I'imatinib et le bénéfice qu’il apporte
a l'optimisation du traitement. D’autre part, elle apporte la preuve de la faisabilité de
ce type d’essais (39,149,157).

B. Etude frangaise : OPTIM Imatinib

Plus tard, une équipe francaise a mené un autre essai prospectif, controlé et
randomisé : OPTIM Imatinib. Les patients inclus étaient atteints de LMC et ont été
distribués sur 3 bras. Un bras regroupait les patients ayant présenté des
concentrations résiduelles d’imatinib supérieures ou égales a la cible suggérée de
1000 ng/ml. Aucune modification de posologie n’a été appliquée a ces patients.

Les autres patients inclus, chez lesquels des Cmin étaient inférieures a la valeur cible,
ont été randomisés sur 2 bras, I'un bénéficiant d’un ajustement de posologie, I'autre
non.

Les résultats ont montré que prés de deux tiers des patients étaient sous-exposés et
que le STP a, significativement, amélioré la RMM de ceux affectés dans le bras ayant
bénéficié d’une augmentation de posologie, avec 76 % de RMM vs 44 %, dans le bras
sans ajustement.

Les auteurs rapportent que le STP a amené les RMM du bras concerné aux valeurs
observées avec les ITK2 et concluent en faveur du STP de routine et de ses capacités a
optimiser les résultats thérapeutiques escomptés. lls évoquent, également, le volet
économique en soulignant I'intérét du STP pour maintenir I'imatinib en premiere ligne
de traitement de la LMC, notamment avec I'arrivée des génériques sur le marché.
Cette étude a également prouvé la faisabilité de la stratégie d’adaptation de
posologie, choisie (158,159).
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C. Etude néerlandaise

Plus récemment, une équipe néerlandaise a mené une étude portant sur le STP
de 3 ITK parmi lesquels I'imatinib. Les auteurs ont qualifié cette étude de cohorte
rétrospective (historique) mais il semble, d’aprés la méthodologie décrite, qu’il
s’agisse plutot d’'une étude de cohorte prospective.

Dans cette étude non randomisée, les patients ont été répartis en 3 groupes selon
que les Cnin étaient adéquates par rapport a I'intervalle thérapeutique préconisé, sub-
thérapeutiques ou supra-thérapeutiques.

Les résultats des premiers préléevements ont montré que, pour pres de 60 % des
patients traités aux doses standards recommandées, les Cmin se situaient en dehors de
I'intervalle thérapeutique. Les ajustements de doses préconisés suite a ces résultats
n‘ont pas été appliqués dans plus de la moitié des cas. A la fin de I'étude, plus que
40 % des patients avaient des concentrations hors intervalle thérapeutique.

Une sous-analyse des données, appliquée, uniquement, aux patients ayant,
effectivement, bénéficié d’un ajustement de posologie, tel que préconisé, a montré
une atteinte des concentrations souhaitées dans 95 % des cas.

Bien que cette étude n’ait inclus qu’un seul patient atteint de LMC - les autres
patients étant, majoritairement, suivis pour GIST - il en ressort que le STP de I'imatinib
peut représenter un outil possible pour individualiser la dose et augmenter la
probabilité de [I'efficacité du traitement et de la tolérance dans la pratique
guotidienne, sous réserve de I'adhésion des prescripteurs a cette démarche (156).

V.4.2.5. Résumé des éléments en faveur du STP de I'imatinib

Les éléments développés, jusque-la plaident, indéniablement, en faveur du STP de
I'imatinib :

- Existence de résistances pharmacocinétiques ;

- Existence d’un facteur d’exposition facile a déterminer : Cnin;

- Existence d’une grande \variabilité inter-individuelle des concentrations
plasmatiques, y compris résiduelles, avec une variabilité intra-individuelle plus
faible ;

- Corrélation entre l'exposition plasmatique et les effets pharmacologiques
corrélation PK-PD ou pharmacocinétique-pharmacodynamie) ;

- Existence d’un lien entre les concentrations précoces d’imatinib (a 1 mois) et
I'efficacité du traitement a long terme ; ou, du moins, concentration cible
cliniqguement validée ;

- Intérét du STP de l'imatinib démontré, avec un niveau de preuve élevé
et faisabilité du STP prouvée.
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D’autres caractéristiques de I'imatinib viennent renforcer ces arguments :

v’ Sa pharmacocinétique, de méme que sa pharmacodynamie sont bien connues et
étudiées (chapitre 3), avec une pharmacodynamie ciblée et wune
pharmacocinétique variable.

v/ Sa concentration plasmatique est proportionnelle a la posologie
administrée (67).

v’ La durée de traitement, s’étalant au moins sur quelques années, est,
suffisamment, longue pour que les patients puissent tirer un réel avantage d’une
individualisation de posologie, le steady-state étant atteint en moins d’une
semaine.

v’ Comme pour beaucoup d’autres thérapies ciblées orales, les posologies
d’imatinib sont proches de la dose maximale tolérée, indiquant que sa marge
thérapeutique est étroite (102).

v’ Plusieurs méthodes de dosage de Iimatinib plasmatique, pouvant étre
appliquées au STP de celui-ci, ont été décrites et appliquées (voir § 5.4.3).

v/ La RCyC et la RMM constituent des biomarqueurs pouvant prédire, avec

précision, la réponse au traitement, au cours de la LMC ; la RCyC est attendue
a 6 mois et la RMM a 12 mois, ce qui représente un laps de temps plutét long ;
d’autant plus que leur utilisation, dans la pratique clinique, reste limitée dans
notre pays, notamment en raison de leur colit. Nombreux sont les patients qui
ne bénéficient pas du tout d’évaluation cytogénétique et qui n’ont droit a une
évaluation moléculaire qu’a 12 mois de traitement, le cas échéant.
La détermination des concentrations plasmatiques résiduelles de I'imatinib peut,
alors, constituer une mesure d’exposition précoce, applicable, rapidement, aprés
I'introduction ou le changement de posologie, ce qui permet de prédire, plus
rapidement, I’évolution clinique, sans pour autant écarter le suivi biologique
lorsque les moyens le permettent.

v’ U'arrivée des ITK2, en premiére ligne du traitement de la LMC, aux cotés de
I'imatinib et la mise sur le marché des génériques de I'imatinib font que, d’un
point de vue pharmaco-économique, I'apport du STP est indiscutable pour
maintenir les patients sous le traitement le moins coliteux - 30 a 35 fois moins
cher que les ITK2, en Algérie - avec des résultats thérapeutiques égalant ceux
des ITK2.

Toutes ces données montrent que I'imatinib est le candidat idéal pour la pratique du STP
et lindividualisation de sa posologie en routine. L'administration d’une dose
personnalisée parait, aujourd’hui, bien plus rationnelle que I'application d’une posologie
standard.
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V.4.3. Etat des connaissances sur le dosage de I'imatinib

Plusieurs méthodes de dosage des médicaments existent. Ces différentes techniques se
différencient, notamment, par leur spécificité, leur sensibilité, leur complexité, le délai
d’obtention du résultat et leur colt (136). Deux catégories de méthodes ressortent dans
le cadre du STP des médicaments : les techniques immuno-chimiques et les techniques
physico-chimiques.

- Techniques immuno-chimiques: reposent sur lutilisation d’'un anticorps
spécifique de la molécule a doser.
L’automatisation de ces techniques qui sont, généralement, rapides, simples a
mettre en ceuvre et robustes, a facilité le STP. Leur principal inconvénient réside
en I'existence de réactions croisées avec d’autres molécules, ce qui leur conféere
une moindre spécificité que les méthodes chromatographiques (136,137,139).

- Techniques physico-chimiques : parmi celles-ci, les techniques
chromatographiques se sont, particulierement, développées dans le cadre du STP,
au cours de ces derniéres décennies. Plus spécifiques que les techniques immuno-
chimiques, elles sont, cependant, plus complexes a mettre en ceuvre et imposent
des contraintes de temps et d’appareillage, ce qui se traduit par un co(t
d’investissement important. Toutefois, leur colt d’exploitation courante est plus
faible que celui des techniques immuno-chimiques (137).

Plusieurs méthodes de dosage de I'imatinib plasmatique, pouvant étre appliquées au suivi
thérapeutique pharmacologique, ont été décrites. Il s’agit, le plus souvent, de méthodes
physico-chimiques ; plus précisément, de méthodes chromatographiques liquides qui,
selon les publications, sont couplées soit a une détection UV (Ultra-Violet), soit a une
détection par spectrométrie de masse (MS).

La spectrométrie de masse, sur laquelle a reposé la premiére technique de dosage de
I'imatinib plasmatique, décrite en 2002, est considérée comme une méthode de
référence, offrant I'avantage d’'une meilleure sensibilité et d’'une meilleure spécificité par
rapport a la détection UV. Elle est, également, plus rapide et nécessite des volumes
d’échantillons moindres que la détection UV (68,134,160).

Son utilisation est, cependant, limitée par son co(t et par le haut niveau d’expertise
gu’elle exige, ne lui permettant pas d’étre a la portée de la majorité des laboratoires
hospitaliers (68,134,160,161).

La détection UV est simple a mettre en ceuvre et est moins co(iteuse, donc a la portée de
la majorité des laboratoires hospitaliers. De plus, elle fournit la sélectivité et le niveau de
sensibilité requis pour l'analyse d’échantillons de patients, dans le cadre d’un suivi
thérapeutique pharmacologique (161,162).
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Il faut noter que I'utilisation de détecteurs a barrettes de diodes (DAD ou pour Diode
Array Detector), dans le cadre de la détection UV, permet d’exclure d’éventuels pics
pouvant interférer et, par suite, d’améliorer la spécificité de la méthode (68,162).

Ainsi, les méthodes de dosage utilisant la chromatographie liquide couplée a un DAD,
sont suffisamment, spécifiques et sensibles pour le suivi thérapeutique pharmacologique
de I'imatinib (68).

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC), étant la technique la plus
utilisée pour le STP de I'imatinib, les principales notions y afférentes sont présentées ci-
dessous.

V.4.3.1. Données générales sur I’HPLC-UV
A. Principe

La chromatographie en phase liquide est une technique analytique de référence qui
permet de séparer, d’identifier et de quantifier les composés présents dans
différentes matrices parmi lesquelles les matrices biologiques. Elle est basée sur la
différence de distribution des composés entre deux phases non miscibles : une phase
mobile constituée d’un solvant et une phase stationnaire contenue dans une colonne.
Les interactions mises en jeu doivent étre réversibles et avoir une cinétique rapide. A
la sortie de la colonne chromatographique, les composés séparés, sont révélés au
moyen d’un détecteur approprié. Les deux détecteurs les plus utilisés de nos jours,
sont le spectrophotométre UV-visible et le spectrométre de masse (139,163).

L’évolution de I'instrumentation a permis aux utilisateurs de disposer de systemes de
pompes pouvant délivrer la phase mobile a haute pression et d’améliorer ainsi la
performance de cette méthode d’ol I'appellation de chromatographie liquide a haute
performance (HPLC : High Performance Liquid Chromatography). L’expression « Haute
Pression » est, également, employée.

Le choix des phases stationnaire et mobile est important. Les constituants du mélange
ou solutés, qui se déplacent moins vite que la phase mobile, doivent étre,
inégalement, retenus par la phase stationnaire, lors de la traversée de la colonne et
avoir, dongc, des vitesses de déplacement différentes, pour étre correctement séparés.

A la sortie de la colonne, un détecteur relié a un enregistreur, permet d’obtenir un
chromatogramme, au passage de chaque soluté séparé. La surface limitée par ces pics
et la prolongation de la lighe de base, permet de déterminer la concentration de
chaque soluté dans le mélange injecté. Chaque substance est caractérisée par son
temps de rétention qui est le temps au bout duquel elle traverse la colonne pour étre
détectée. Ce temps de rétention varie en fonction des conditions
chromatographiques.

Parmi les différents modes de séparation existants en chromatographie liquide, la
chromatographie de partage est la plus utilisée.
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B. Composition d’une chaine HPLC
Une chaine HPLC est composée des principaux éléments suivants (figure 20) :

- Réservoir(s) de solvants : la phase mobile, selon sa composition et le mode de
séparation, peut étre répartie dans un ou plusieurs réservoirs.

- Pompe : réglée a un certain débit, elle permet d’injecter la phase mobile, sous
pression, dans la colonne. Elle permet de travailler soit en mode isocratique
(méme proportion des solvants dans la phase mobile tout au long de
I'analyse) ou en mode gradient (variation de la composition de la phase
mobile dans le temps).

- Injecteur : une vanne, qui peut étre soit manuelle, soit motorisée dans le cas
des injecteurs automatiques, permet d’injecter un volume précis de
I’échantillon au niveau de la téte de la colonne. Un systeme de boucle
d'injection permet d'avoir un volume injecté constant, ce qui est primordial
lors d’'une analyse quantitative.

- Colonne : joue un réle prépondérant ; généralement, en acier inoxydable, elle
renferme la phase stationnaire. Elle peut étre précédée d’'une pré-colonne
contenant la méme phase stationnaire, qui permet de préserver ses
performances.

- Détecteur : il s’agit, le plus souvent, d’un détecteur UV-visible qui mesure, a la
sortie de la colonne, I'absorption de la lumiére par les substances éluées, a
une longue d’onde fixée par I'opérateur. La molécule a détecter doit absorber
la lumiére a cette longueur d’onde mais pas la phase mobile.

L'utilisation de détecteurs a barrettes de diodes (BD ou DAD pour Diode Array
Detector), dans le cadre de la détection UV, permet de mesurer I'absorbance
simultanément a de nombreuses longueurs d’onde et d’obtenir un spectro-
chromatogramme en 3 dimensions : absorbance, temps, longueur d’onde.

Ainsi, la connaissance des spectres des composés d’intérét permet d’exclure
d’éventuels pics pouvant interférer avec le dosage, ce qui améliore Ia
spécificité de la méthode.

Page 104



Revue bibliographique Chapitre V - STP de I'imatinib chez les patients atteints de leucémie myéloide chronique

Systeme d’intégration

Solvant C et d’enregistrement
i L]
- =]
) e Iy ¥
[ « H

T ]
Chromatogramme ©

Chambre de
mélange
oo S—
d’injection
/N
/ A
\

Evacuation

Figure 20 : Schéma simplifié d’une chaine HPLC
C. Phase stationnaire et phase mobile
C1. Phase stationnaire

En dehors de quelques exceptions, le gel de silice, amorphe, est le matériau de base
pour le remplissage des colonnes HPLC : il est utilisé sous forme de microsphéres de
diameétre régulier, de I'ordre de quelgues microns.

En phase normale, le gel silice n'est pas greffé. Fortement polaire, il nécessite
d’utiliser un éluant apolaire. Les produits polaires sont alors retenus plus longtemps
dans la colonne tandis que ceux apolaires sortent en premier.

En phase inversée, qui représente la quasi-totalité des séparations par HPLC, le gel de
silice est greffé par des chaines linéaires, le plus souvent de 8 ou 18 atomes de
carbone (C8 et C18), le rendant hydrophobe. Il s’agit d’une chromatographie de
partage a polarité de phase inversée. La phase stationnaire apolaire impose donc
I"utilisation d’un éluant polaire tel que I'acétonitrile (ACN) ou le méthanol (MeOH). Ce
sont alors les composés polaires qui auront les temps de rétention les plus courts
alors que les hydrocarbures seront, fortement, retenus. Dans ce cas, la séparation met
en jeu des coefficients de partage et non plus des coefficients d’adsorption car le gel
de silice greffé, devient assimilable a un liquide immobilisé.

En pratique :

v' Si la molécule d’intérét est hydrophile, la phase stationnaire sera hydrophile
et la phase mobile hydrophobe. Le partage est en phase normale.

v' Si la molécule d’intérét est hydrophobe, la phase stationnaire sera
hydrophobe et la phase mobile hydrophile. Il s’agit alors d’un partage dit en
phase inversée.
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C2. Phase mobile

La phase mobile est choisie en fonction de la nature polaire ou non de la phase
stationnaire.

Le pouvoir d’élution de la phase mobile dépend du type de chromatographie. S'il
s’agit d’un partage en phase normale, les solvants apolaires tels que I’hexane auront
un faible pouvoir d’élution tandis que les solvants polaires tels que I'acétonitrile
auront un meilleur pouvoir d’élution. Au contraire, en phase inversée, le pouvoir
d’élution sera plus important pour les solvants apolaires. Il est possible d’ajuster le
pouvoir d'élution de la phase mobile en mélangeant plusieurs solvants.

La composition initiale de la phase mobile peut étre maintenue durant toute
I'analyse : il s’agit du mode isocratique. Si, au contraire, la composition de la phase
mobile change au cours de I'analyse, c’est le mode gradient qui est évoqué.

V.4.3.2. Techniques HPLC-UV développées dans le cadre du suivi thérapeutique
pharmacologique de I'imatinib

Le tableau XV présente les principales techniques développées par HPLC-UV, destinées a
la mesure des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib, chez ’homme.

Les deux études jordanienne (161) et francaise (166) ont conclu a I'absence de différence
significative entre les résultats du dosage des concentrations plasmatiques d’imatinib
déterminées par chacune des deux méthodes, HPLC-UV et HPLC-MS.

En cumulant les données de toutes les méthodes citées, les limites de quantification
variaient entre 10 et 100 ng/ml, ce qui est tout a fait compatible avec le suivi
thérapeutique pharmacologique de cette molécule puisque le seuil des concentrations
plasmatiques résiduelles, le plus souvent, recommandé est de 1000 ng/ml.

De plus, les domaines de linéarité obtenus avec chacune de ces méthodes étaient,
également, amplement suffisants pour pouvoir pratiquer le suivi thérapeutique
pharmacologique de I'imatinib. Le domaine, le moins large est de 100 a 4000 ng/ml ; le
plus étendu, atteignant la limite supérieure de 25000 ng/ml.
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Tableau XV : Principales techniques développées pour la mesure des Cin d’imatinib par HPLC-UV chez ’lhomme

Pays. Date . Lo?gueur Etalon . Phase . Tt,amps.de l\'llfess.e Linéarité LoQ
(Référence) Analyte Technique d'onde interne Extraction stationnaire Phase mobile rétention d'injection (ng/ml) (ng/ml)
(nm) (mn) (ml/mn)
Inde. 2004 Imatinib HPLC-UV-BD | 265 |Sans LLE c8 Tp +ACN | Imatinib:8,3 1 50-25000 30
(164) Norimatinib : 7,7
A: NHsAc dans
Suisse. 2004 . . H,0 Imattinib : 23
(162) Imatinib HPLC-UV-BD 261 Clozapine SPE C18 B : NH4Ac dans | Clozapine : 33 1 100-10000 50
MeOH
Grande " Imatinib MeOH :\T;ant;]:t)umsbe 3,8
Bretagne. 2010 | *Norimatinib HPLC-UV 260 Clozapine SPE cé6 . ) 1 100-12000 50
(165) *Nilotinib + NH4Ac Clozapine : 13,2
Nilotinib : 29,6
Jordanie. 2010 . HPLC-UV L Imatinib : 3
(161) Imatinib (/ LC-MS-MS) 265 Rispéridone LLE C18 TP + ACN Rispéridone : 2,7 1,5 100-4000 100
France. 2010 - HPLC-UV -BD -
(166) Imatinib (/ LC-MS-MS) 265 Sans LLE C18 TP + ACN Imatinib : 8,4 1 80-4000 80
. Si(1)et(2): -
. * Imatinib (1) N Dasatinib : 3,8
ltlai':)' 2011 |y pasatinib (2) | HPLC - UV 267 ;"(‘;t)'f"b SPE c18 TTOE; T,i?NH Imatinib : 5,4 0,9 5-10000 50
* Nilotinib (3) - Nilotinib : 7,9
Imatinib
Japon. 2011 . . TP + ACN Imatinib : 12,3
2011 (147) Imatinib HPLC - UV 265 Dasatinib SPE C18 + MeOH Dasatinib : 14,5 0,5 10-5000 10
fc;?f?‘?c}iollenz H Norimatinib : 2,19
Nouvelle éleve) P Imatinib : 2,42
Zélande. 2011 | Imatinib HLC-UV-BD 266 . LLE C18 TP + ACN Norclozapine : 3,15 1 Non précisé | Non précisé
Norclozapine .
(167) (préférd) Clozapine : 3,75
P . Amoxapine : 5,04
Amoxapine

HPLC-UV : Chromatographie Liquide a Haute Performance couplée a un détecteur Ultra-Violet - HPLC-UV-BD : Chromatographie Liquide a Haute Performance couplée a un détecteur a
Barrette de Diodes dans I'Ultra-Violet - LC-MS-MS : Liquid Chromatography coupled to tandem Mass
Quantification ou limite de quantification - TP : Tampon Phosphate - ACN : Acétonitrile - NH4Ac : Acétate d’ammonium - MeOH : Méthanol - TEA : TriEthylAmine -
Les domaines de linéarité et la LOQ sont ceux relatifs a I'imatinib.

LLE : Liquid-Liquid-Extraction -
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V.4.3.3. Autres méthodes de dosage de I'imatinib plasmatique (134)

En plus de méthodes de dosage par LC-MS/MS décrites, des méthodes, récemment
développées, utilisant des protocoles MS alternatifs, permettent de raccourcir le temps
d’analyse et de simplifier la procédure de dosage. Elles restent, cependant, tributaires de
la spectrométrie de masse, ce qui exige un équipement coliteux et, par conséquent, ne
répondent pas au critére d’une applicabilité plus large.

L'utilisation de [I'électrophorése capillaire comme technique alternative a Ia
chromatographie, a, également, été rapportée, avec les avantages d’'un temps d’analyse
court et d’une consommation minimale de solvant.

Les méthodes immunologiques, reposant sur l'utilisation d’anticorps spécifiques de
I'imatinib, éliminent le besoin d’équipement colteux et, techniquement, complexe tout
en atteignant la sensibilité la plus élevée. Ces techniques ont pu étre automatisées mais
les colits d’exploitation courante peuvent rester élevés en raison du prix des réactifs
utilisés.

Les recherches les plus récentes mettent I'accent sur le développement de technologies
permettant des analyses moins onéreuses et plus « miniaturisées ». Ainsi, la réduction
des colts et la portabilité de I'équipement - qui le rend accessible au point de service -
permettront au STP de l'imatinib d’étre utilisé en pratique courante. Des méthodes
spectroscopiques et électrochimiques sont en développement, a cet escient.
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Présentation de I’étude

L'imatinib représente un bon candidat au Suivi Thérapeutique Pharmacologique (STP) et a
I'optimisation posologique. La pertinence du suivi des concentrations plasmatiques
résiduelles de cette molécule est aujourd’hui reconnue, au moins dans certains contextes
cliniques, dans divers pays a travers le monde. La tendance actuelle s’oriente méme vers
la mise en ceuvre systématique du STP de I'imatinib dans les protocoles cliniques afin de
maximiser les avantages pour les patients.

Il semble, cependant, qu’aucun laboratoire ne propose le dosage de I'imatinib
plasmatique en Algérie.

L'introduction du STP de I'imatinib dans notre pays, impose de disposer d’'une méthode
de dosage de cette molécule, d’une part, et de connaitre son intervalle thérapeutique ou
sa concentration cible, d’autre part. Or, la revue bibliographique fait ressortir différents
seuils d’efficacité pour l'imatinib. Si les occidentaux sont d’accord sur la valeur
de 1000 ng/ml, une équipe asiatique a suggéré un seuil nettement supérieur,
de 2158 ng/ml.

Il convient donc, avant de proposer une stratégie d’adaptation de posologie de I'imatinib,
de déterminer si son seuil d’efficacité, chez le patient algérien, est identique ou différent
de ceux proposés par les équipes étrangéres.

Le présent travail consiste en une étude de stratégie diagnostique multicentrique, non
interventionnelle, dans le but d’introduire le STP de I'imatinib chez les patients atteints de
leucémie myéloide chronique (LMC) dans la pratique courante, en Algérie.
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Chapitre |

Matériels et méthodes

I.1.  Type et population d’étude
I1.1.1. Type d’étude et considérations éthiques

Il s’agit d’une étude de stratégie diagnostique multicentrique. Le recueil des données
répond a une chronologie prospective.

L’étude est non interventionnelle, sans influence négative sur la prise en charge des
patients.

Elle a été approuvée par le comité d’éthique du CHU Béni-Messous (annexe 2).

Un formulaire de consentement écrit et éclairé a été présenté a tous les patients et
signé par chacun d’eux (annexe 3).

1.1.2. Population d’étude

L’étude s’est déroulée sur la période allant du 1°" avril 2018 au 31 mars 2020.

1.1.2.1.Services de recrutement

Les patients, atteints de leucémie myéloide chronique (LMC), en phase chronique, et
répondant aux critéres d’inclusion définis, ont été recrutés au niveau de 6 services
collaborateurs :

- Service d’hématologie de I'EHS CLCC Zabana de Blida (Centre de lutte
Contre le Cancer - CAC) : code « B ».

- Service d’hématologie et CTS (Centre de Transfusion Sanguine) du CHU
Béni-Messous : code « C ».

- Service d’hématologie du CHU Béni-Messous : code « D ».

- Service d’hématologie du CHU Tizi-Ouzou : code « E ».

- Service de médecine interne de 'EPH Rouiba : code « F ».

- Service d’hématologie du CHU Frantz Fanon de Blida : code « G ».
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Un septiéme service, celui d’hématologie de I’'Hopital Central de I’Armée, Nekkache
Mohamed Seghir, devait étre inclus mais, pour des raisons logistiques, les patients de
ce service n’ont pas pu étre recrutés.

Chaque patient a été identifié par un code unique, incluant une lettre renvoyant au
service de recrutement, suivie d’'un numéro relatif au service et a l'ordre de
recrutement.

1.1.2.2.Critéres d’inclusion

- Patients algériens.

- Adultes (4ge > 18 ans) des deux sexes ; quelles que soient leur localisation
géographique et leur catégorie socio-professionnelle.

- Mise en évidence du chromosome Philadelphie ou de son équivalent moléculaire,
au diagnostic.

- Début du traitement continu par imatinib, depuis moins de 12 mois. Les patients
ayant fait I'objet d’'une évaluation de 12 mois différée, sont aussi acceptés.

- Patients en phase chronique de la maladie.

1.1.2.3.Critéres de non inclusion

- Traitement de fond de la LMC, en cours, autre que I'imatinib.

- Maladie ancienne ayant évolué vers la phase accélérée ou blastique.
1.1.2.4.Critéres de sortie de I’étude

- Evolution de la pathologie vers la phase accélérée ou vers la phase blastique.

- Introduction d’un nouveau traitement de la LMC (switch vers un inhibiteur de

tyrosine kinases de seconde génération ou ITK2).

- Arrét définitif du traitement par imatinib par le prescripteur.

- Déces du patient.
1.1.2.5.Cas inclus et date d’inclusion

Des cas aussi bien prévalents qu’incidents ont participé a I'étude.

v’ Les cas prévalents sont définis comme étant des patients ayant débuté le
traitement par I'imatinib, plus d’'un mois avant le début de I'étude.

v’ Les cas incidents sont définis comme étant des patients ayant débuté le
traitement par I'imatinib, moins d’un mois avant le début de I'étude.
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Pour les patients sortis de I'étude, nous avons exploité les données antérieures a la
date de survenue de I'événement ayant mené a la sortie de I'étude.

La date de I'inclusion correspond a :
v’ Date de premiére prise d’imatinib pour les cas incidents.

v’ Date de la premiére consultation a partir du début de I'étude, pour les cas
prévalents, méme si le premier dosage plasmatique de I'imatinib n’a pas été
réalisé a cette date.

1.1.2.6.Taille de I’échantillon

Le calcul de la taille minimale de I’échantillon a été effectué sur la base d’une
sensibilité et d’une spécificité a 60 %, et d'une précision a 20 %. Elle a été
déterminée selon la formule suivante :

n="Zu2? poqo/ i’

Avec :

n : nombre de répondeurs ou de non répondeurs

Zan = 1,96, pour un risque a de premiere espece de 5%

po : pourcentage de faux négatifs pour le calcul du nombre de répondeurs
pourcentage de faux positifs pour le calcul du nombre de non répondeurs

qo:1-po

i : précision

Avec une précision de 20 % :

- Nombre minimal de patients répondeurs : 23.

- Nombre minimal de patients non répondeurs : 23.
Avec une précision de 15 % :

- Nombre minimal de patients répondeurs : 41.

- Nombre minimal de patients non répondeurs : 41.

1.1.2.7.Questionnaire

Le questionnaire ayant servi au recueil des données est constitué de 4
sections (annexe 4) :

- Section 1: Données générales.

- Section 2 : Identification du patient.
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- Section 3 : Criteres d’éligibilité.
- Section 4 : Questions liées a I’étude. Cette section est subdivisée en :
v’ Diagnostic.
v' Traitement.
v’ Suivi de la réponse au traitement.
v’ Effets indésirables observés.

v' Détermination des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib.

1.2. Parametres étudiés
1.2.1. Dosage plasmatique de I'imatinib

L'étude consiste principalement en un dosage plasmatique de ['imatinib
(imatinibémie) chez les patients inclus, paralléelement aux évaluations de routine,
régulierement effectuées dans le cadre du suivi de la réponse au traitement.

Les dosages ont été réalisés au niveau du laboratoire de Toxicologie de I'Hopital
Mohamed Seghir Nekkache (Hopital Central de I’Armée - Ain Naadja).

Lors des consultations, au niveau des services de suivi, un tube de sang a été réservé
au dosage plasmatique de I'imatinib, au moment des prélévements sanguins de
routine.

Les préléevements ont été réalisés a la vallée, soit juste avant la prise suivante
d’imatinib afin de déterminer les concentrations plasmatiques résiduelles, soit, dans
la mesure du possible, a 24 £ 3 heures, en cas de prise unique et a 12 + 3 heures, en
cas de prise bi-quotidienne.

En cas d’'impossibilité de respecter ces horaires, les intervalles ont été prolongés,
respectivement, a 24 £ 6 heures et 12 &+ 6 heures, avec correction des concentrations
plasmatiques par 'application de I'algorithme de Wang (tableau XVI) (152). Ce cas de
figure s’est, le plus souvent, présenté au cours du mois sacré du ramadan.

Il faut noter que cet algorithme permet d’élargir les intervalles de préléevement
jusqu’a = 7 heures.

Page 114



Partie Pratique Chapitre | - Matériels et méthodes

Tableau XVI: Facteurs d’ajustement des concentrations plasmatiques observées selon
Wang et al. (152)

| e
—7 C(t—7)*0,752
-6 C(t—6)*0,783
=5 C(t—-5)=0,816
-4 C(t—4)*0,850
-3 C(t - 3)* 0,885
+3 C(t+3)*1,13
+4 C(t+4)=1,18
+5 C(t+5)=1,23
+6 C(t+6)*1,28
+7 C(t+7)*133

At=t—1 - t:temps de prélevement effectif - t: temps de prélevement théorique (12h si une prise
/i, 24hsi 2 prises /j) - C(t—7)aC(t+7): concentration d’'imatinib observée a T + At

Les préléevements ont été effectués sur sang veineux, au niveau du pli du coude. Il
n’était pas nécessaire que les patients soient a jeun. Le sang total a été récolté sur
tube EDTA puis centrifugé. Les plasmas ont été aliquotés et conservés a + 4°C,
lorsqu’ils sont analysés dans la semaine ou congelés a des températures < -20° C
jusqu’au moment de I'analyse lorsque celle-ci était différée.

Chaque prélevement a été identifié par un code unique, contenant un premier
numeéro lié a I'ordre de prélevement, une lettre renvoyant au service de recrutement,
et un second numéro renvoyant au patient.

Les concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib ont été déterminées en
paralléle a I'évaluation de la réponse au traitement : autant que possible, a 1 mois,
3 mois, 6 mois, 9 mois, 12 mois de traitement, mais également entre ces intervalles
et apres 12 mois, lorsque cela a été possible.

1.2.2. Données épidémiologiques, diagnostiques et d’évaluation de la réponse au
traitement

Ces données ainsi que celles liées aux effets indésirables et aux toxicités, ont été
recueillies au moment des consultations et/ou des rendez-vous d’évaluation
moléculaire, par interaction directe avec les patients et avec I'équipe soignante ainsi
que par |'étude des dossiers médicaux.
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v Données épidémiologiques : 4ge, sexe, poids, taille, niveau d’instruction, ...

v’ Critéres diagnostiques : examen clinique et diagnostic biologique incluant
les examens non spécifigues (hémogramme, myélogramme) et les
examens spécifiques de mise en évidence du chromosome Philadelphie
et/ou de la fusion Bcr-Abl (analyse cytogénétique et/ou moléculaire) qui
sont indispensables au diagnostic.

v Réponse au traitement : il s’agit, principalement, du suivi hématologique et
de I’évaluation moléculaire ; I’évaluation cytogénétique étant de moins en
moins pratiquée.

v’ Effets indésirables et toxicité de I'imatinib : nature et grade.

Pour ce qui est des examens biologiques réalisés au diagnostic et au cours du suivi des
patients, les préléevements ont été effectués, soit directement au niveau des services
correspondants, soit au niveau de structures extérieures (autres établissements
hospitaliers et, plus rarement, laboratoires privés), comme suit :

- FNS (Formule Numération Sanguine) ou hémogramme : prélévement de
sang total sur tube EDTA.

- Examen du frottis sanguin : étalement sur lame d’une goutte de sang par
piqure au doigt.

- Myélogramme : étalement sur lame d’un échantillon de moelle osseuse,
généralement prélevé au cours d’'une PMO (ponction de moelle osseuse)
au niveau du sternum.

- Examen cytogénétique (caryotype et/ou FISH ou Fluorescent In Situ
Hybridization) : PMO sternale. Le produit d’aspiration médullaire, effectuée
a I'aide d’une seringue stérile héparinée, est recueilli dans un tube conique
contenant un milieu de transport a base de RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium).

- Examen moléculaire : prélevement de sang total sur tube EDTA.

1.2.3. Critéres de jugement

- Concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib, aux différents moments de
prélévement.

- Réponses au traitement et délais de réponse selon les définitions du réseau
ELN (European LeukemiaNet) :

v’ Réponse hématologique: réponse hématologique compléte (RHC)
recherchée
+* Absence de splénomégalie.
+* Absence de myélémie.
** Plaquettes < 450 G/I.
Leucocytes < 10 G/I.
Basophiles < 5 %.

X/ X/
A X X4
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v' Réponse cytogénétique (RCy) : % de cellules résiduelles Ph+
¢ Majeure (RCyM) :
o Compléte (RCyC) «<> Ph+ 0%
o Partielle (RCyP) <> Ph+ 1-35%
Mineure (RCym) <> Ph+ 36-65%
Minime (RCymin) <> Ph+ 66-95%
Absente (noRCy) ¢ Ph+ >95%

X/
L X4

>

o
S

X/
L X4

v' Réponse moléculaire (RM) : <> Taux de transcrits BCR-ABL
o Jdllog ¢« 10 %
J2logs 1%

7
A X4

o J3logs & 0,1% (RM3)
o Jddlogs < 0,01% (RM4)
< L 45logs & 0,0032% (RM4,5)
% d5logs <> 0,001% (RM5)
Avec :

*> RM4 : réponse moléculaire profonde
*> RM3 : RMM (Réponse Moléculaire Majeure)

Les patients ayant obtenu des valeurs des taux de transcrits BCR-ABL proches des
valeurs seuils ont été classés dans la catégorie de réponse supérieure, comme suit :

e BCR-ABL<0,14 % <> RM3

e BCR-ABL<0,014% <> RMA4

e BCR-ABL<0,0034 % <> RMA4,5
e BCR-ABL<0,0014 % <> RMS5

Les réponses optimales attendues, selon le réseau ELN, sont les suivantes :

o Réponse hématologique compléete (RHC) obtenue, avant 3 mois.
o Réponse cytogénétique compléte (RCyC) obtenue, au plus tard, a 6 mois.
o Réponse moléculaire majeure (RMM) obtenue, au plus tard, a 12 mois.

Les réponses optimales attendues, selon le groupe GAT-LMC (Groupe Algérien de
Travail sur la LMC), sont les suivantes :

o Réponse hématologique complete (RHC) obtenue, avant 3 mois.
o Réponse moléculaire majeure (RMM) obtenue, au plus tard, a 18 mois.

- Effets indésirables et toxicités : classification en 4 grades qui font référence a la
sévérité de I'évenement indésirable, selon la classification CTCAE (Common
Terminology Criteria for Adverse Events) V4.0 (168).
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1.2.4. Moments des dosages de I'imatinib au cours du suivi

Avant de préciser les moments correspondant aux divers prélévements, il faut noter que
lorsqu’une suspension momentanée du traitement a lieu, la date de début du traitement
(J1) est reconsidérée comme suit :

v’ Interruption d’au moins une semaine au cours des 3 premiers mois de
traitement : la date de réintroduction de I'imatinib est considérée comme
nouveau J1.

v’ Interruption du traitement aprés le troisieme mois: les évaluations sont
décalées en fonction du nombre de jours d’arrét.

Les moments correspondants aux divers prélévements sont explicités ci-dessous :

- Pour la mesure des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib
correspondant a un mois de traitement, les échantillons étudiés sont prélevés
durant la période comprise entre 2 semaines et 1,5 mois prés le début du
traitement.

- Pour la mesure des concentrations d’imatinib a 3 mois, les échantillons étudiés
sont prélevés durant la période comprise entre 2 et 4,5 mois pres le début du
traitement.

- Pour la mesure des concentrations d’imatinib a 6 mois, les échantillons étudiés
sont prélevés durant la période comprise entre 5 et 8 mois prés le début du
traitement.

- Pour la mesure des concentrations d’imatinib a 12 mois, les échantillons étudiés
sont prélevés durant la période comprise entre 11 et 14 mois pres le début du
traitement.

- Pour la mesure des concentrations d’imatinib a 18 mois, les échantillons étudiés
sont prélevés durant la période comprise entre 17 et 21 mois prés le début du
traitement.

- Pour la détermination de la variabilité intra-individuelle de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib, au moins 4 prélevements, espacés d’au
moins 4 semaines 2 par 2, et étalés sur une période d’au moins 6 mois sont utilisés
pour chaque patient qui n’a pas fait I'objet de modification de posologie durant
cette période.

- Pour I’évaluation d’un éventuel lien entre la concentration d’imatinib et I'intensité
de la réponse moléculaire, les préléevements sont effectués comme suit :
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» Pour les non répondeurs : au moment de I'évaluation de 12 mois.

» Pour les répondeurs ayant achevé une RMM a 12 mois au plus tard : au
moment de la réponse et a chaque fois que celle-ci passe d’un niveau a
I'autre, quel qu’en soit le sens.

1.2.5. Plan d’analyse statistique

Les résultats obtenus seront analysés comme suit :

1.2.5.1. Analyse descriptive de I’échantillon

Répartition des patients en fonction du service de suivi, du sexe, de I'age, des
données anthropomeétriques, du niveau d’instruction, critéres de diagnostic, ...

1.2.5.2. Analyse descriptive des réponses au traitement

Répartition des patients en répondeurs et non répondeurs, en fonction des réponses
hématologique, cytogénétique et moléculaire.

1.2.5.3. Analyse descriptive des effets indésirables et toxicités

Répartition des patients en fonction de la survenue ou non de divers effets
indésirables et toxicités et en fonction des grades, en cas de manifestation de |'effet
indésirable ou de toxicité.

1.2.5.4. Réponse aux objectifs de I’étude

¢ Réponse a l'objectif principal: détermination du seuil d’efficacité de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour la réponse moléculaire.

v/ Comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques chez les
répondeurs et les non répondeurs (obtention ou non d’une RMM), a 12 mois
(selon les critéres de I'ELN) et a 18 mois (selon les criteres du groupe GAT-
LMC). Le but est de mettre en évidence une différence significative entre les
2 groupes et de démontrer I'existence d’un lien entre la concentration
plasmatique et la réponse moléculaire.

Les échantillons utilisés sont ceux récoltés au moment ou I'achévement de la
réponse a été prouvé, méme si elle a eu lieu avant 12 mois.

v/ La détermination des concentrations plasmatiques d’imatinib, étant
considérée comme un test diagnostic, les principaux indicateurs de ce test
sont déterminés, en prenant la PCR comme examen de référence.
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Les indicateurs étudiés sont les suivants :

o Détermination du seuil d’efficacité de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib : courbes ROC (Receiver Operating Characteristic).

o Mesures de validité interne : sensibilité et spécificité diagnostiques.

o Mesures de validité externe : valeur prédictive positive (VPP) et valeur
prédictive négative (VPN).

0,

* Réponse aux objectifs secondaires :

v' Pour la détermination des seuils d’efficacité des réponses hématologiques et
cytogénétique : comparaison des moyennes des concentrations
plasmatiques chez les répondeurs et les non répondeurs (obtention ou non
d’'une RHC a 3 mois et d’une RCyC a 6 mois). Le but est de mettre en
évidence une différence significative entre les 2 groupes et de démontrer
I'existence d’un lien entre la concentration plasmatique et les réponses
hématologique et cytogénétique.

Cette est comparaison sera effectuée si le nombre d’observations est
suffisant.

En fonction des données obtenues, détermination éventuelle du seuil
d’efficacité de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour
chacune des réponses hématologique et cytogénétique : courbes ROC.

Il n"est pas toujours possible de déterminer les seuils d’efficacité de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour les réponses
hématologique et cytogénétique pour les raisons suivantes :

- Trés faible nombre de patients non répondeurs, n’ayant généralement
pas obtenu de RHC a 3 mois.

- Trés faible nombre de patients bénéficiant d’un suivi cytogénétique en
Algérie.

v' Etude du potentiel prédictif de la détermination précoce des concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib pour la réponse moléculaire : dosages de
I'imatinib effectués a 1 mois puis répartition des patients en deux groupes
selon la réponse moléculaire obtenue a 12 mois qui devrait idéalement étre
optimale (répondeurs si RMM et non répondeurs si absence de RMM) et
éventuellement a 18 mois et comparaison des moyennes des concentrations
plasmatiques des deux groupes.
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v’ Evaluation de la variabilité inter-individuelle de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib : détermination de la moyenne, I'écart-type et du
coefficient de variation des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib obtenues chez différents patients a un méme temps de
préléevement. La variabilité inter-individuelle a été déterminée a 1, 3, 12
et 18 mois.

v' Détermination de la variabilité intra-individuelle de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib : détermination de la moyenne, de I'écart-
type et du coefficient de variation (CV) des concentrations d’imatinib chez
les patients qui répondent aux conditions du nombre et de I'espacement des
prélévements, et ceci pour les posologies de 300, 400 et 600 mg/j.

Calcul de la moyenne des coefficients de variation qui représente la
variabilité intra-individuelle de la concentration plasmatique résiduelle de
I'imatinib pour chaque posologie.

v' Recherche d’une éventuelle corrélation entre l'intensité de la réponse
moléculaire obtenue et les concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib : répartition des patients en plusieurs groupes, en fonction de
I'intensité de la réponse moléculaire obtenue et comparaison des moyennes
des concentrations de I'imatinib :

< RM3 : non répondeurs

Achevement de RM3 (RMM).

Achévement de RM4.

Achevement de RM4,5.

Achevement de RM5

Achevement de RM3, RM4, RM4,5 ou RM5 : Répondeurs.

0O O O O O

v'  Etablissement d’un éventuel lien entre la survenue de toxicités, notamment
hématologiques de grades 3-4, si le nombre d’observations le permet.

L'analyse statistique des données s’est faite en utilisant les programmes et logiciels
suivants : Exclel®, OpenEpi® v3, Epi Info® et SPSS® v20.

1.3. Réactifs et matériel
1.3.1. Réactifs

> Etalons ou standards de référence et matiéres premieres

- Imatinib (standard) : étalon de référence certifié
Laboratoire A2S.
N° de lot : 1177A190104.
Date de péremption : 04/01/2022.
Degré de pureté : 99,3 +1 %.
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- Clozapine (étalon interne) : étalon de référence certifié
Laboratoire : A2S.
N° de lot : C088A190104.
Date de péremption : 04/01/2022.
Degré de pureté : 99,9 + 1 %.

- Autres: norclozapine, rispéridone, paracétamoaol, lamotrigine,
|évétiracétam, lamotrigine, pholcodine, codéine, tramadol, naproxéne.

Les certificats de qualité de lI'imatinib et de la clozapine sont joints en
annexe 5.

> Autres

- Eau distillée (H204).

- Acétonitrile (ACN) de grade HPLC : Panreac®.

- Méthanol de grade HPLC : Fluka®.

- Phosphate de potassium monobasique (KH2POa4) : Panreac®.
- Acide orthophosphorique (H3PQO4) : Panreac®

- Acide perchlorique (HCIO4) : Merck®

- Sérum humain lyophilisé : Activator® - Roche.

1.3.2. Petit matériel et consommable

Verrerie de laboratoire.
- Micropipettes et embouts.
- Tubes Eppendorf.
- Tubes EDTA (acide Ethyléne Diamine TétraAcétique).
- Vials, inserts, bouchons.
- Filtres en nylon hydrophile, 47 mm x 0,45 pm : Millipore®.

1.3.3. Equipements / Appareillages communs de laboratoire

- Agitateur magnétique : Snijders 34521.

- Bain a ultra-sons : Raypa®.

- Balance de précision : Sartorius research (0,0000 g / 0,00000 g).
- Centrifugeuse.

- Congélateur.

- Micro-centrifugeuse : ThermoScientific Espresso.

- pH-métre : Jenway 3505.

- Pompe avide.

- Réfrigérateur.

- Vortex : Bio-Rad BR-2000.
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1.3.4. Systéme chromatographique

Chaine HPLC Waters :

» Module de séparation : e2695 Alliance - Waters.
» Détecteur a barrette de diodes (DAD) : DAD 2998 - Waters.

- Colonnes C18:

» Hypersil Gold® : 250 mm x 4,6 mm x 5 um.
» Hypersil Gold® : 150 mm x 4,6 mm x 5 um.

- Pré-colonnes C18 : Hypersil Gold® 20 mm x4 mm x 5 um

- Logiciel de recueil et de traitement des données chromatographiques :
Empower 2.

Remarque

Les réactifs et matériels utilisés dans le cadre des examens biologiques de diagnostic et de
suivi (hémogramme, myélogramme, analyses cytogénétique et moléculaire, ...) ne sont
pas décrits car ces examens n’ont pas été réalisés a notre niveau. Les résultats nous ont
été transmis par les services collaborateurs.

1.4. Optimisation de la méthode de dosage de I'imatinib

Notre choix s’est porté sur la Chromatographie Liquide a Haute Pression ou
Performance couplée a un détecteur a Barrette de Diodes (HPLC-DAD), méthode de
dosage simple a mettre en ceuvre, pouvant étre a la portée des laboratoires
hospitaliers. Les techniques utilisant la HPLC-DAD sont, suffisamment, spécifiques et
sensibles pour le suivi thérapeutique pharmacologique de I'imatinib.

1.4.1. Choix du mode de pré-traitement de I’échantillon

En vue d'éliminer les composants endogenes dus a la matrice, le mode d’extraction le
plus simple a mettre en ceuvre et le moins colteux, est la précipitation des protéines
ou défécation.

Trois solvants ont été testés pour cette étape : I'acétonitrile, le méthanol et I'acide
perchlorique. Ce dernier a donné un meilleur signal ; I'acétonitrile, donnant le signal le
plus faible.
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Une fois le solvant de défécation choisi, les proportions échantillon/solvant de
défécation ont été modulées afin de déterminer la meilleure combinaison : 3v/1y,
2v/1v, 1v/1v, 1v/3v.

La proportion d’ACN retenue est, parmi celles testées, celle ayant donné le meilleur
signal, soit de 3 volumes d’échantillon pour un volume d’acide perchlorique 1,2M.

1.4.2. Spectre de référence de I'imatinib

Afin d’obtenir le spectre de référence de I'imatinib en milieu aqueux (spectre type),
un volume d’eau distillée a été chargé par le standard de référence. Cette solution
aqueuse a été injectée dans le systeme (figure 21).

3.746 Extracted
y 9

0.06

0.04-

Signal (AU)

— — — ‘
250.00 300.00 350.00 400.00

Longueur d’onde (nm)

Figure 21 : Spectre d’absorption UV de I'imatinib, en milieu aqueux
(AU : Absorbance Unit ou unité d’absorbance)

Le pic d’absorbance de I'imatinib se situe a la longueur d’onde (A) de 264,9 nm.

Pour les étapes suivantes, il parait pertinent d’utiliser la longueur d’onde de 265 nm
lors de I'intégration des chromatogrammes. C’est cette longueur d’onde qui a été le
plus souvent utilisée, d’apres les données bibliographiques.

Le spectre obtenu servira de référence afin d’identifier les pics d’imatinib parmi ceux
obtenus sur les chromatogrammes.
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1.4.3. Choix de la composition des phases stationnaire et mobile

L'imatinib étant hydrosoluble, nous nous sommes orientés vers une chromatographie
en phase inverse, en utilisant une phase stationnaire apolaire de type C18
(octadécylsillyle) et une phase mobile polaire. Un tampon a base de phosphate de
potassium monobasique (KH2PO4) a été utilisé, additionné d’acétonitrile (ACN).
L'expression « tampon phosphate », qui sera utilisée tout au long du texte, renvoie a
la solution de KH2POa.

La variation de la teneur en solvant organique de I'éluant est connue pour modifier
considérablement les chromatogrammes. Plusieurs combinaisons de proportions du
tampon phosphate et de I'acétonitrile, ont été testées. Le rapport de volumes de
32/68, entre I'acétonitrile et le tampon phosphate, a permis d’obtenir une bonne
résolution et des temps de rétention, relativement, courts (quelques minutes).

L'utilisation de volumes plus élevés d’ACN, donne des temps de rétention plus longs,
prolongeant le temps d’analyse, tandis que des volumes plus faibles, rapprochent le
temps de rétention du front de solvant, avec un chevauchement des pics d’imatinib
avec les substances les plus polaires.

1.4.4. Choix de I’étalon interne

Afin de s’affranchir des éventuelles variations dans la détection des analytes
(variations instrumentales, erreurs de prise d’échantillon, dilutions, ...), nous avons
choisi d’appliquer la technique de I’étalonnage interne, souvent utilisée mais non
systématiqguement, lors du dosage de I'imatinib, en référence a la littérature.

Un étalon interne (EI) ayant des propriétés physico-chimiques et/ou un
comportement aussi proche que possible de ceux de la molécule d’intérét, est ajouté,
a la méme concentration, a tous les points de gamme, aux contrOles et aux
échantillons a doser. L’étalon interne ne doit pas étre présent, a priori, dans
I’échantillon. En utilisant le rapport des deux signaux (molécule d’intérét et étalon
interne), il est possible de déterminer, précisément, la concentration de la molécule
d’intérét.

Parmi les étalons internes cités dans la littérature, nous avons testé la clozapine, la
norclozapine et la rispéridone qui possedent, comme I'imatinib, une structure poly-
hétérocyclique.

L'utilisation d’autres inhibiteurs de tyrosine kinases comme étalons internes, parfois
décrite dans la littérature, a, d’emblée, été écartée en raison du colit élevé des
étalons de référence.

La clozapine a permis d’obtenir une bonne résolution, avec des temps de rétention
adéquats, permettant un temps d’analyse, relativement, court, sans que les
substances les plus polaires, contenues dans la préparation, n’interferent avec
I'imatinib (figure 22).

Page 125



Partie Pratique Chapitre | - Matériels et méthodes

? ©
0.030- Qe
. o g
] S
S 0.020- 2 “
2 : £ /
e i £
g : E
“ 0.010-
0.000-

[ ‘ [ [ ‘
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Temps (minutes)

Figure 22 : Chromatogramme d’une solution d’imatinib (standard) et de clozapine (étalon interne)
(Débit : 1 ml/mn, ACN : 32 %)

La norclozapine a, également, donné une bonne résolution, avec des pics fins et
correctement séparés ; les temps de rétention étant proches de ceux obtenus avec
la clozapine (figure 23).
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Figure 23 : Chromatogramme obtenu en utilisant la norclozapine comme étalon interne
(Débit : 1 ml/mn, ACN : 32 %)

Aux conditions chromatographiques précédentes, le pic de la rispéridone et celui de
I'imatinib se chevauchent, marquant une mauvaise résolution (figure 24). La
modification des conditions chromatographiques (augmentation du débit et
diminution de la proportion de I’ACN dans I’éluant) permet d’obtenir une meilleure
résolution, a partir d’une certaine proportion en ACN, au prix d’un rallongement du
temps de rétention (plus de 10 mn). Lordre d’élution est, dés lors,
inversé (figure 25)
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Figure 24 : Chromatogrammes obtenus en utilisant la rispéridone comme étalon interne aans 1es mémes

condition

que la clozapine et la norclozapine (Débit : 1 ml/mn, ACN : 32 %)
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Figure 25 : Chromatogra

mmes obtenus en utilisant la rispéridone comme étalon interne a un débit de
1,5 ml/ mn et avec une teneur d’acétonitrile de 27 %
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Figure 26 : Chromatogrammes obtenus en utilisant la rispéridone comme étalon interne a un débit de

1,5 ml/ mn et avec une teneur d’acétonitrile de 25 %
(a) Vue globale - (b) Zoom sur les pics
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L'utilisation de la rispéridone comme étalon interne est d’emblée écartée en

raison des inconvénients sus-cités.

La clozapine et son métabolite actif, la norclozapine, ayant donné des résultats a
peu prés similaires, I'un comme l'autre peuvent étre utilisés comme EI.

Nous avons retenu comme étalon interne, la clozapine dont le spectre UV de
référence, dans I'eau, est présenté dans la figure 27.

Il faut rappeler que la clozapine est un antipsychotique atypique qui n’est
généralement pas prescrit chez les patients souffrant de LMC, en raison de ses
effets indésirables hématologiques, notamment le risque de survenue d’une
agranulocytose qui peut mettre en jeu le pronostic vital. Ceci représente un
avantage puisque le risque de présence de cette molécule dans le sang des
patients, et de ce fait, le risque d’interférence lors de I'analyse des échantillons de

ces derniers est quasiment nul.
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Figure 27 : Spectre d’absorption UV de la clozapine en milieu aqueux

1.4.5. Choix de la gamme d’étalonnage

Les premiéres tentatives d’analyse de matrices biologiques chargées a 80
et 100 ng/ml d’imatinib s’étant avérées problématiques, notre choix s’est porté sur
une gamme d’étalonnage a 5 points: Gia Gs, sur un intervalle de concentrations
de 200 a 4000 ng/ml, qui couvre, largement, les concentrations plasmatiques

résiduelles décrites dans la littérature.

Un sérum lyophilisé reconstitué, issu du commerce, a été utilisé comme matrice
biologique, pour la préparation du blanc matrice et des points de gamme. Le cas
échéant, ce sérum a été surchargé en imatinib et/ou en étalon interne.
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Il convient de rappeler qu’il peut exister un « effet matrice ». La réponse du détecteur
peut varier selon le cas : présence de |’étalon dans la matrice biologique ou dans un
solvant.

Afin d’optimiser le mode de préparation de la gamme d’étalonnage, notamment par
rapport a la manifestation d’'un éventuel effet matrice, nous avons comparé
2 approches.

La premiére approche consiste a préparer une gamme-matrice, par dilution de la
solution stock d’imatinib, dans un sérum lyophilisé reconstitué.

La seconde approche repose sur |'utilisation d’'une gamme aqueuse intermédiaire,
préparée par dilution de la solution de stock. La gamme finale est préparée a partir de
cette gamme intermédiaire, par dilution dans le sérum lyophilisé reconstitué ; elle
englobe, également, 5 points: Gii1a Gis. Cette approche permet d’introduire les
mémes volumes de phase « non biologique » a la matrice biologique, pour tous les
points de gamme.

Les 2 approches de préparation de la gamme d’étalonnage donnent des surfaces de
pics proches pour les points de gamme de I'imatinib.

Pour les points de gammes les plus concentrés en imatinib, notamment le point a
4000 ng/ml, le signal de I'étalon interne apparait plus élevé lorsque les points de
gamme sont préparés selon la premiére approche que lorsqu’'une gamme
intermédiaire est utilisée.

Afin de minimiser I'effet matrice et de faire en sorte que celui-ci impacte de la méme
maniére tous les points de gamme, nous avons donc choisi de travailler avec une
gamme intermédiaire - méme si celle-ci nécessite un temps de préparation un peu
plus long - a partir de laquelle la gamme finale est préparée.

L'utilisation d’'une gamme intermédiaire permet également de limiter le risque de

survenue d’une erreur systématique sur tous les points de gamme, qui pourrait faire
suite a une erreur de dilution lorsque la solution de stock est diluée successivement.

1.4.6. Choix de la longueur de la colonne

La phase stationnaire retenue étant une colonne de type C18, nous avons testé
2 longueurs de colonne : 15 et 25 cm.

Avec la colonne de 25 cm, le temps de rétention de I'imatinib est de 5 a 6 mn et celui
de la clozapine est supérieur a 8 mn (figure 28).
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La colonne de 15 cm a permis d’obtenir des temps de rétention plus courts, aussi bien
pour lI'imatinib (3 a 4 mn) que pour la clozapine (4,5 a 5,5 mn) (figure 29). La
résolution reste bonne méme si les pics de lI'imatinib et de I'étalon interne se

rapprochent.
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Figure 28 : Chromatogramme d’une solution d’imatinib et de clozapine
Phase stationnaire : colonne C18 de 25 cm de long
Phase mobile : 32 % ACN - 68 % tampon phodphate
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Figure 29 : Chromatogramme d’une solution d’imatinib et de clozapine
Phase stationnaire : colonne C18 de 15 cm de long
Phase mobile : 32 % ACN - 68 % tampon phodphate

Le raccourcissement de la colonne permet de réduire le temps d’analyse, ce qui
représente un avantage important. Nous avons retenu la colonne de 15 cm pour la

suite du travail.
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Remarque

Il est possible d’utiliser une pré-colonne afin de préserver la colonne. Les temps de
rétention sont alors légeérement augmentés, sans impact sur les surfaces des pics.

1.4.7. Résumé des conditions opératoires

Au terme de I'étape d’optimisation des performances de la méthode de dosage de
I'imatinib plasmatique, les conditions chromatographiques sont fixées (tableau XVII)
afin d’entamer I’étape suivante qui consiste en la validation de la méthode
analytique.

Tableau XVII : Tableau récapitulatif des conditions opératoires pour le dosage de
I'imatinibémie

Molécule d’intérét Imatinib
Etalon interne (El) Clozapine
Pré-traitement de I’échantillon (extraction)
Type d’extraction Précipitation des protéines (défécation)
Solvant d’extraction Acide perchlorique 1,2M
Volume d’échantillon 600 ul
Volume de la solution d’El (200000 ng/ml) | 20 pl
Volume du solvant d’extraction 200 ul
Vitesse de centrifugation 14000 rpm
Temps de centrifugation 10 mn
Conditions chromatographiques
Type de colonne C18
Dimensions de la colonne 150 mm x 4,6 mm x 5 um
Type de détecteur DAD
Longueur d’onde (A) 265 nm
Composition de la phase mobile Tampon phosphate : 68 %
Acétonitrile : 32 %
Volume d’échantillon injecté 50 ul
Débit 1 ml/mn
Temps d’analyse 7 mn

I.5. Techniques analytiques de diagnostic et de réponse au traitement

Les résultats des examens de diagnostic et de suivi des réponses au traitement
nous sont transmis par les services collaborateurs.

- L’examen cytologique du sang et de la moelle osseuse est généralement
réalisé au niveau du service de suivi.
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Les hémogrammes sont déterminés par des automates tandis que les
frottis médullaires et sanguins sont lus, aprés coloration, par des
personnes qualifiées, désignées au niveau des services ou des laboratoires.

- Les examens cytogénétiques ne sont pas systématiquement réalisés en
Algérie. Parmi les services collaborateurs, le seul a réaliser ces examens est
le service d’hématologie du CLCC Zabana de Blida au niveau duquel le
diagnostic cytogénétique est systématique (caryotype et/ou FISH), tandis
que le suivi cytogénétique est de moins en moins pratiqué, laissant place
au suivi moléculaire.

Il faut noter que le service d’hématologie du CLCC réalise les examens de
diagnostic cytogénétique pour certains autres services collaborateurs,
notamment celui d’hématologie du CHU Frantz Fanon de Blida.

v'  Le caryotype par cytogénétique conventionnelle permet, en plus de
mettre en évidence de chromosome Philadelphie dans 95 % des cas,
de détecter des anomalies cytogénétiques additionnelles (ACA).

Il repose sur la mise en culture avec synchronisation de la moelle
osseuse, suivie de la réalisation d’'un choc hypotonique, de la fixation
des culots cellulaires puis de I'étalement sur lames, de la dénaturation
et de la coloration des chromosomes. La lecture se fait ensuite sur un
microscope couplé a un logiciel d’analyse afin d’observer et d’analyser

les mitoses. Les chromosomes sont classés par paire, et leurs nombre,
forme et structure sont vérifiés.

v La FISH, parfois citée parmi les techniques de cytogénétique
moléculaire, est plus sensible que le caryotype. Elle permet la
détection du géne de fusion BCR-ABL, et ce, que la translocation soit
visible au caryotype ou pas mais ne permet pas de mettre en évidence
les ACA.

La FISH repose sur la capacité de fragments d’ADN marqués par un ou
plusieurs fluorochromes (sondes spécifiques de I'anomalie génétique
recherchée) de s’hybrider spécifiquement avec un autre ADN (ADN des
patients présentant une anomalie génétique) grace a la
complémentarité des bases nucléotidiques.

Apres étalement sur lame de I’échantillon de moelle, un vieillissement
a I’étuve est réalisé, suivi d’un pré-traitement. Les sondes sont ensuite
appliquées et une dénaturation est réalisée, suivie d’une hybridation,
d’un lavage et d’'une contre-coloration. La lecture des préparations est
ensuite réalisée a I'aide d’'un microscope a fluorescence couplé a un
logiciel d’analyse.
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- Le diagnostic et le suivi moléculaires reposent sur des techniques de PCR
ou Polymerase Chain Reaction et permet de mettre en évidence le
transcrit du gene de fusion BCR-ABL.

Les PCR appliquées au niveau des services collaborateurs, aussi bien pour
le diagnostic que pour le suivi de la réponse au traitement, sont basées sur
une technique automatisée de RT-PCR quantitative (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction), réalisée sur I'automate GeneXpert®
Instrument Systems de Cepheid.

La premiére étape de la procédure est manuelle. Il s’agit de la préparation
de I'échantillon, qui consiste en une lyse du sang total.

Les lysats sont ensuite ajoutés aux cartouches a usage unique, contenant
les réactifs. Les étapes suivantes sont automatisées. Elles integrent la
purification de I’échantillon, la transcription inverse et amplification de
I'acide nucléique et la détection de la séquence cible dans des échantillons
en combinant PCR quantitative en temps réel et PCR nichée.

Ce test automatisé permet la détermination quantitative des transcrits
d’ARNm de translocation chromosomique BCR-ABL1 (b2a2 et b3a2) et du
transcrit de 'ARNm du contréle endogéne ABL1 dans les échantillons de
sang périphérique. Le résultat est fourni sous forme de rapport
de BCR-ABL / ABL.

Alors que certains services collaborateurs n’effectuent pas d’examens
moléculaires au diagnostic, les autres basent leur diagnostic sur les
résultats fournis par l'automate GeneXpert® Instrument Systems de
Cepheid.

Dans le cadre du suivi de la réponse au traitement, les divers services ont
souvent des difficultés a réaliser régulierement les examens de PCR.
Certains patients ne sont évalués qu’une seule fois sur des périodes
supérieures a 12 mois. Les patients qui en ont les moyens financiers, ont
recours a des laboratoires privés, pour effectuer ces examens spécifiques.

Le laboratoire d’'immunologie du CHU Béni-Messous réalise les examens de
PCR pour plusieurs services collaborateurs, lorsque les réactifs sont
disponibles.

1.6. Protocole analytique

1.6.1. Préparation des solutions de travail

1.6.1.1. Phase mobile

La composition de la phase mobile est donnée dans le tableau XVIII
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Tableau XVIII : Dosage chromatographique de I'imatinib. Composition de la phase mobile

Phase Composant Pourcentage (%)
Phase aqueuse Tampon phosphate KH,PO, - 0,06M - pH 4 68
Phase organique | Acétonitrile (ACN) prét a I'emploi 32

Le tampon phosphate est préparé selon les étapes décrites dans le tableau XIX

Tableau XIX : Dosage chromatographique de I'imatinib. Préparation du tampon phosphate

Tampon phosphate KH2POs - 0,06 M - pH 4

Type de préparation Dilution
Masse molaire de KH2POa 136,09 g/mol
Concentration de la solution de KH2POsa 0,06 M 8,16 g/I
Volume de solution préparée (dans I'eau distillée) 500 ml

Pesée KH2PO4 poudre pour 500 ml de solution 4,08¢g

pH (acidifier avec acide orthophosphorique) 4

Filtration, dégazage

Conservation +4°C

1.6.1.2. Solvant d’extraction

Le solvant d’extraction, représenté par une solution d’acide perchlorique 1,2M, est
préparé selon les étapes décrites dans le tableau XX.

Tableau XX : Dosage chromatographique de I'imatinib. Préparation du solvant d’extraction

Acide perchlorique HCIOs- 1,2 M
Type de préparation Dilution
Teneur de la solution commerciale 60 %
Molarité de la solution commerciale 9,19 M
Volume de solution préparée (dans H20 distillée) 20 ml
Volume de la solution commerciale a prélever 2,61 ml
Conservation +4°C
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1.6.1.3. Matrice biologique

Le sérum lyophilisé est régénéré tel que décrit dans le tableau XXI.

Tableau XXI : Régénération du sérum lyophilisé

Sérum lyophilisé (flacon de 12 ml)

Type de préparation Dissolution
Volume d’eau distillée a ajouter 12 ml
Conservation +4°C

1.6.1.4. Etalons

A. Solutions d’imatinib

La solution mere (SM) d’imatinib a 1 mg/ml est préparée, a partir de la poudre
obtenue dans le commerce, selon les étapes décrites dans le tableau XXII.

Tableau XXII : Préparation de la solution mére d’imatinib a 1 mg/ml

Solution mére (SM) d’imatinib a 1 mg/ml (10° ng/ml) *
Type de préparation Dissolution
Solvant Méthanol pur
Volume final de la solution a préparer 10 ml
Imatinib : a introduire dans les 10 ml de solution 10 mg
Degré de pureté de la matiere premiere 99,3 % (variable / fournisseur)
Equivalent de poudre d’imatinib a peser (100 %) 10,07 mg (variable / fournisseur)
Conservation <-20°C

* Deux pesées : 'une pour la préparation de la gamme étalon, 'autre pour les contréles de qualité
interne (CQl)

La solution fille (SF) d’imatinib est préparée par dilution au dixieme de la solution
mere d’imatinib, tel que décrit dans le tableau XXIII.
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Tableau XXIII : Dosage chromatographique de I'imatinib. Préparation de la solution fille
d’imatinib a 0,1 mg/ml

Solution fille (SF) d’imatinib a 0,1 mg/ml (100000 ng/ml)
Type de préparation Dilution
Solvant Méthanol pur
Volume a prélever de la SM a 108 ng/ml 1ml
Volume final aprés dilution 10 ml
Conservation <-20°C

B. Solutions d’étalon interne (clozapine)
La solution mére (SM) de clozapine a 1 mg/ml est préparée, a partir de la poudre

obtenue dans le commerce, selon les étapes décrites dans le tableau XXIV.

Tableau XXIV: Dosage chromatographique de I'imatinib. Préparation de la solution
mére de clozapine a 1 mg/ml

Solution mére (SM) d’étalon interne (El) - Clozapine - a 1 mg/ml (10° ng/ml)
Type de préparation Dissolution
Solvant Méthanol pur
Volume final de la solution a préparer 10 ml
Clozapine : a introduire dans les 10 ml de solution 10 mg
Degré de pureté de la matiere premiere 99,9 % (variable / fournisseur)
Equivalent de poudre de clozapine a peser (100 %) 10,01 mg (variable / fournisseur)*
Conservation <-20°C

* La clozapine étant utilisée comme étalon interne, il n’est pas nécessaire d’ajuster la pesée en
fonction du degré de pureté de la matiére premiére. La SM peut étre, directement, préparée en
ajoutant 10 ml de méthanol dans le flacon contenant les 10 mg de poudre.

La solution fille (SF) de clozapine a 0,2 mg/ml est préparée extemporanément, par
dilution au 1/5™¢ de la SM, tel que décrit dans le tableau XXV.

Tableau XXV : Dosage chromatographique de I'imatinib. Préparation de la solution fille
de clozapine a 0,2 mg/ml

Solution fille (SF) d’étalon interne (El) - Clozapine - a 0,2 mg/ml (200 000 ng/ml)
Type de préparation Dilution
Solvant H20 distillée
Volume a prélever de SM a 108 ng/ml 50 ul
Volume final apres dilution 250 pl
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1.6.2. Préparation de la gamme d’étalonnage et des controles de qualité (CQl)
Les 5 points de la gamme sont préparés, par dilution de la solution fille d’imatinib
a 0,1 mg/ml, dans une matrice biologique (sérum lyophilisé reconstitué), comme

indiqué dans le tableau XXVI.

Tableau XXVI : Concentrations des points de la gamme intermédiaire et de la gamme finale

d’imatinib
Gamme intermédiaire .
Gamme finale
. Concentration ) Concentration
Point - Point Foging
d’imatinib d’imatinib
de la gamme de la gamme
(ng/ml) (ng/ml)
Blanc 0 / /
Git 4000 G1 200
Gi 10000 G 500
Gis 20000 Gs 1000
Gis 40000 Gs 2000
Gis 80000 Gs 4000

Un point aqueux qui permet de visualiser le spectre de référence et un point Gy,
correspondant a une matrice biologique chargée, uniquement, en étalon interne
peuvent également étre préparés.

Les points de controle de qualité (CQl) sont préparés selon le méme procédé que la
gamme étalon, en utilisant la seconde pesée d’imatinib.

Concernant la validation, nous avons opté pour |'utilisation de 5 points de controle,
ayant des concentrations identiques aux 5 points de la gamme. Leur préparation suit

les mémes étapes que celle de la gamme intermédiaire.

Les étapes de la procédure analytique sont schématisées dans la figure 30.

1.6.3. Extraction des échantillons

L’extraction de I’échantillon est réalisée selon les étapes décrites dans le tableau XXVII.
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Tableau XXVII : Dosage chromatographique de I'imatinib. Extraction des échantillons

Blanc Gamme cal Patients
plasma G1aGs
Volume du sérum reconstitué (ul) 600 - - -
Volume du point de la gamme (pl) - 600 600 -
Volume de I’échantillon patient (pl) - - - 600
Volume : SF de El a 0,2 mg/ml (pl) - 20 20 20
Agitation au Vortex, 20 secondes
Volume de HClO. - 1,2 M (i) | 200 [ 200 [ 200 200

Agitation au Vortex, 60 secondes

Centrifugation (CG) a 14000 rotation par minute (rpm), pendant 10 mn

Injection du surnageant dans le systéme

1.6.4. Analyse chromatographique

Les surnageants, issus de I'étape d’extraction, sont aliquotés dans des vials et injectés,
a raison de 50 pl, dans le systeme chromatographique.
Les pompes sont réglées a un débit de 1 ml/mn.

Le temps d’analyse est fixé a 7 mn.

Remarque

Il est possible d’utiliser une pré-colonne afin de préserver la colonne. Les temps de
rétention sont alors, légérement, augmentés, sans impact sur les surfaces des pics.

1.6.5. Calcul des concentrations plasmatiques d’imatinib

Les surfaces des pics chromatographiques de l'imatinib et de I’étalon interne sont
relevées. La courbe d’étalonnage, représentant I'évolution des rapports de surface
imatinib/El en fonction des concentrations plasmatiques d’imatinib, est tracée. Pour
des raisons pratiques, il est préférable d’exprimer les concentrations des points de la

gamme en mg/I.

L’équation de la droite s’écrit :

y=ax+b

Avec :

Yy

X
a
b

: Rapport des surfaces imatinib / Etalon interne (clozapine).
: Concentration plasmatique calculée d’imatinib.

: pente de la droite.

: Ordonnée a l'origine.
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SF stock d’imatinib a
| 100 000 ng/ml dans MeOH

CESD
20 I 50 pl 100 i 200 pl 400 pl
* * * * * Dilution dans H,0q4
Gamme g r I I !] Volume final = 500 pl
intermédiaire V] T]
Gi1a G;s
4000 ng/ml 10000 ng/ml 20000 ng/ml 40000 ng/ml 80000 ng/ml
l 50 ul l 50 ul l 50 pl l 50 pl l 50 ul Dilution 1/20éme
dans sérum
) ) ’ ; 1 reconstitué
Gamme étalon f] q f] q
G123 Gs | . Volume final =1 ml
200 ng/ml 500 ng/ml 1000 ng/ml 2000 ng/ml 4000 ng/ml
R/ -
Injection du surnageant - Conditions :
Pour chaque point de la gamme : v HPLC - DAD
600 pl solution G1a Gs Extraction : v\ A:265nm
* i i * v' Débit:1ml/mn
+ 20 pl SF El 2 200 000 ng/ml -> vortex : 20 secondes Centrlfugatlon v | -, / .. |
) . 10 mn a 14000 rpm Volume injecté : 50 p
+ 200 pl Ac. Perchlorique a 1,2 M - vortex : 60 secondes v Phase mobile : tampon phosphate/ACN - 68 / 32 (v/v)
v' Temps d’analyse des chromatogrammes : 7 mn

Figure 30 : Schéma récapitulatif de la procédure analytique
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Les concentrations plasmatiques d’imatinib (mg/l) sont obtenues par prédiction
inverse, en appliquant la formule suivante :

_(-b)
x_—
a

Les concentrations d’imatinib, en ng/ml, sont données par la formule :

x = M*1000
a
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Chapitre Il

Validation analytique

La qualité des mesures chimiques dépend du degré de confiance qui peut étre attribué
aux résultats. C'est ce qui justifie la nécessité de valider une méthode analytique apres
que cette derniére ait été mise au point.

La norme ISO 15189 relative aux exigences concernant la qualité et la compétence des
laboratoires de biologie médicale, définit la validation comme la « confirmation, par des
preuves objectives, que les exigences pour une utilisation spécifique ou une application
prévue ont été satisfaites » (169).

La validation s'effectue en confrontant les valeurs observées des caractéristiques de
performance d’une méthode a celles des criteres de validation, dans les conditions
définies d’utilisation.

11.1. Définition des critéres de validation

L’approche classique de validation repose sur I"évaluation des caractéristiques de
performance critére par critere. Une approche plus récente se base sur une
caractéristique de performance unique : I'exactitude.

Concernant la premiére approche, plusieurs supports de validation de méthodes
analytiques ont été publiés, parmi lesquels : stratégies de validation de la Société
Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP), lignes directrices ou
guidelines de I’Agence Européenne des Médicaments (EMA ou European Medicines
Agency), guides de validation des méthodes bio-analytiques de la Food and Drug
Administration (FDA), ...

Pour la réalisation de ce travail, nous nous sommes, principalement, appuyés sur |'aide a
la validation des méthodes en Toxicologie et Suivi Thérapeutique Pharmacologique,
document réalisé par le groupe de travail « Accréditation » de la Société Francaise de
Toxicologie Analytique (SFTA) (170). Les principales caractéristiques de performance
applicables, mises en avant sont : la spécificité, la fidélité, la justesse, la contamination
inter-échantillons, les limites de détection et de quantification, la linéarité et la stabilité.
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Des criteres de performance supplémentaires, non décrits par ce groupe de travail, ont
été déterminés : rendement d’extraction et effet matrice.

Dans un second temps, nous avons construit un profil d’exactitude, a partir des résultats
obtenus.

1I.1.1. Linéarité
11.1.1.1. Fonction de réponse - Intervalle de dosage

La fonction de réponse d’une procédure analytique est déterminée a partir de la
courbe d’étalonnage. Il s’agit de la relation existant entre le signal (rapport entre les
signaux de I'imatinib et de I’étalon interne, dans notre cas) et la concentration de la
substance a examiner dans I’échantillon, et ce a I'intérieur de I'intervalle de dosage.

Pour une procédure d’analyse donnée, la linéarité des résultats correspond a la
capacité de cette procédure, a l'intérieur d’un intervalle de dosage donné, a produire
des résultats proportionnels a la concentration de l'analyte, pouvant ainsi étre
modélisée par une transformation mathématique, le plus souvent, une droite.

L'intervalle de dosage d’une procédure analytique correspond a la plage de
concentrations pour laquelle la fidélité, l'exactitude et la linéarité ont été
démontrées.

Notre travail a été effectué sur la base d’une gamme d’étalonnage a 5 points, avec un
intervalle de dosage compris entre 200 et 4000 ng/ml. Les concentrations plus faibles
(0,08 et 0,1 mg/l) n"ont pas été intégrées a la gamme d’étalonnage en raison des
fluctuations des résultats en fonction de I'opérateur, donc, d’'un défaut de fidélité,
mis en évidence lors de |'optimisation de la technique.

Cependant, l'intervalle choisi couvre, largement, les concentrations attendues, avec
3 mesures pour chaque point de gamme. Trois courbes d’étalonnage ont, donc, été
réalisées, trois jours de suite. Nous rappelons que les gammes d’étalonnage ont été
préparées dans une matrice biologique (sérum lyophilisé reconstitué).

Pour chaque courbe, la pente (a), I'ordonnée a l'origine (b), le coefficient de
détermination (R?) et le coefficient de corrélation (r) ont été déterminés.
11.1.1.2. Tests statistiques

Pour démontrer la linéarité dans I'intervalle de dosage étudié, les vérifications et les
tests statistiques suivants ont été réalisés :
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- Un test d’homogénéité des variances (Cochran, C), afin de montrer que les
variances sont indépendantes du niveau des concentrations.
Les variances sont considérées comme homogénes lorsque la valeur
expérimentale Ccaiculé < Crable U sur la table de Cochran, au seuil de probabilité
considéré.

- Un test de validité de la droite de régression (Fisher, F), afin de tester la validité
de la droite comme modele mathématique. L’ajustement est considéré comme
valide, au seuil de probabilité considéré, lorsque Fcalcui¢ < Frable.

- Un test de la pente de (Fisher, F), afin de vérifier I'existence d’une pente
significative. Pour conclure a I'existence d’une pente significative, Fcalcuie doit
étre supérieur a Frapble lu sur la table de Fisher, au seuil de probabilité considéré
(Fcalcute > Frable).

- Un test de comparaison de lI'ordonnée a l'origine avec 0, (Student, t).
L'ordonnée a l'origine est considérée comme n’étant pas, significativement,
différente de 0, au seuil de probabilité choisi, lorsque tcaicuie < trable lU sur la
table de Student.

La valeur du coefficient de corrélation (r) doit étre la plus proche de 1. Elle doit
étre supérieure a 0,959.

L'analyse des résultats des tests relatifs a la linéarité, a été effectuée a I'aide d’une
feuille de calcul Excel® validée.

11.1.1.3. Courbe : concentrations calculées / concentrations introduites

Une autre approche de |'étude de la linéarité consiste a tracer la courbe
représentant I'évolution des concentrations calculées (estimées) en fonction des
concentrations introduites et de vérifier la linéarité entre ces 2 parametres (171).

Pour vérifier ce parametre, nous avons utilisé les données issues des 3 gammes
d’étalonnage. Pour chaque gamme, I'équation de la droite de régression entre les
concentrations estimées et celles introduites, a été déterminée et les limites de
confiance a 90 % de la pente moyenne, ont été déterminées.

La linéarité est vérifiée si les limites de confiance sont comprises dans l'intervalle
0,85 a 1,15, qui représentent les criteres d’acceptation, au seuil d’incertitude
de 5%.
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11.1.2. Limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ)
11.1.2.1. Limite de détection (LOD)

La limite de détection (LOD ou Limit Of Detection) est le plus petit signal, exprimé
en quantité ou en concentration, qui peut étre distingué, avec une probabilité
donnée. Autrement dit, il s’agit de la plus petite valeur de mesurande dont une
procédure analytique peut indiquer la présence avec un niveau de confiance
spécifié.

Dans le cadre de cette étude, la détermination de la LOD ne semble pas avoir de
pertinence puisque le premier point de la gamme est, trés largement, inférieur aux
valeurs des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib décrites dans la
littérature et aux concentrations cibles recommandées.

Nous avons calculé la LOD, selon cette approche, en divisant la limite de
guantification obtenue expérimentalement par 3.

Nous avons également déterminé la LOD en se basant sur les données de la droite
de régression, selon la formule suivante (172) :

3+ ob
ma

LOD =

Avec :

M, : moyenne des pentes des droites de régression obtenues avec les gammes
d’étalonnage, lors de I'étude de linéarité.

Oy : écart-type des ordonnées a l'origine des droites de régression obtenues avec
les gammes d’étalonnage, lors de I'étude de linéarité.

Une autre approche, qui tient, également, compte de la droite de régression,
permet de déterminer la LOD, selon la formule (173) :

mb + (3 x ob)
ma

LOD =

Avec mp : moyenne des ordonnées a |'origine des droites de régression obtenues,
avec les gammes d’étalonnage, lors des essais de linéarité.
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11.1.2.2. Limite de quantification

La limite de quantification (LOQ ou Limit Of Quantification) correspond a la plus
petite concentration de I'analyte pouvant étre quantifiée avec une incertitude
acceptable, autrement dit, pouvant étre fournie avec un niveau de fiabilité ou une
confiance acceptable.

C’est la plus petite valeur pouvant étre fournie pour un échantillon de patient.

Pour déterminer cette valeur, nous avons procédé de deux manieres

- Premiére approche : nous avons réalisé des dilutions successives du CQl le
plus bas (200 ng/ml) dans le blanc sérum, jusqu'a ce que les conditions
d'acceptabilité ne soient plus remplies.

Pour chaque niveau de concentration, I'analyse a été répétée six fois.

Pour chaque série de mesures (chaque niveau de dilution), ont été calculés
la moyenne (m), I'écart-type (o), le Coefficient de Variation (CV) ou RSD
(Relative Standard Deviation) et I'écart de la moyenne a la valeur théorique
(EMVT), qui est I’équivalent d’un biais relatif. Les 2 derniers parameétres ont
été comparés a la limite d’acceptabilité, fixée a 20 %.

La LOQ correspond a la valeur de concentration pour laquelle le coefficient
de variation et/ou I'écart a la valeur théorique sont inférieurs a la limite
d’acceptabilité.

Le calcul de I'écart de la moyenne a la valeur théorique suit la formule
suivante :

m— vt

Avec :
m : moyenne des valeurs expérimentales
vt : valeur théorique

- Seconde approche : tient compte de la droite de régression. Elle permet de
déterminer la LOQ selon la formule (172) :

10 « ob

LOQ =
¢ ma
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Avec:

ma : moyenne des pentes des droites de régression obtenues avec les gammes
d’étalonnage, lors de I'étude de linéarité.

op : écart-type des ordonnées a l'origine des droites de régression obtenues avec
les gammes d’étalonnage lors de I’étude de linéarité.

Une autre formule permet de déterminer la LOQ (173) :

mb + (10 *x ab)
ma

LOQ =

Avec mp : moyenne des ordonnées a |'origine des droites de régression obtenues,
avec les gammes d’étalonnage, lors des essais de linéarité.

11.1.3. Fidélité

La fidélité exprime [I'étroitesse de l'accord (degré de dispersion, coefficient de
variation) entre une série de mesures provenant de multiples prises d'un méme
échantillon homogeéne, dans des conditions déterminées. Le terme « précision » est
parfois utilisé pour évoquer la fidélité.

La fidélité fournit une indication sur les erreurs liées au hasard ou erreurs aléatoires.

Elle englobe la répétabilité, la fidélité intermédiaire et la reproductibilité. Les deux
premiers parametres sont, obligatoirement, déterminés, lors d’une validation.

11.1.3.1. Répétabilité

L'essai de répétabilité consiste a effectuer I'analyse d'un méme échantillon, pour le
méme analyte, dans des conditions identiques : méme opérateur, méme lot de
réactifs, méme instrument, ... Il est réalisé au cours d'une méme série.

Cing niveaux de concentration des CQl, ont été utilisés, correspondant aux 5 points
de la gamme.

Le groupe de travail de la SFTA recommande un nombre de répétitions > 6 pour
chaque série. Ayant multiplié le nombre de niveaux, nous avons réduit le nombre de
répétitions a 5 pour des raisons pratiques, en se basant sur d’autres guidelines, tels
gue celui de 'EMA (174) qui évoque un nombre minimal de répétition égal a 5.
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La moyenne (m), la variance (S%), I'écart-type (or) et le coefficient de variation (CV,)
des valeurs expérimentales ont été calculés pour chaque niveau, a partir des
concentrations déterminées par prédiction inverse.

La variance de répétabilité (S%), correspondant a la moyenne des variances intra-
séries, a été déterminée, a partir de 3 séries pour chaque niveau de concentration.

L’erreur de répétabilité, donnée en pourcentage (%), est exprimée par son CV qui est
égal au rapport de I'écart-type et de la moyenne des valeurs issues de répétitions sur
une série donnée.

Nous avons déterminé le coefficient de variation de répétabilité CV,, comme étant le
rapport entre I'écart-type de répétabilité (o), qui est égal a la racine carrée de S?,
et la moyenne des valeurs de concentration obtenues sur les 3 séries de fidélité
intermédiaire.

or
CVr = —
mr

Il est comparé au CV limite d'acceptabilité que nous avons fixé a + 15 %.

11.1.3.2. Fidélité intermédiaire

L'essai de fidélité intermédiaire, parfois qualifiée de reproductibilité intra-laboratoire,
consiste a effectuer I'analyse d'un méme échantillon, pour le méme analyte, dans des
conditions différentes : temps, réactifs, gammes d'étalonnage, opérateur, ...

Cing niveaux de concentration des CQl et 15 répétitions, réparties sur 3 séries sur
3 jours, pour chaque niveau, ont servi a déterminer ce parametre.

Pour chaque niveau de concentration, la variance inter-séries ou inter-groupes (S%) a
été calculée a partir des concentrations déterminées par prédiction inverse.

La moyenne des valeurs de concentration obtenues lors de I'étude de fidélité
intermédiaire (mg), lécart-type (or) et la variance de fidélité intermédiaire (S%n) ont
ensuite été déterminés, la variance étant égale a la somme des variances intra- et
inter-séries.

S%r=85%+ 5%
Exprimé en pourcentage, le CV résultant (CVr) qui représente la fidélité
intermédiaire, a été calculé et comparé au CV limite d'acceptabilité, que nous avons

fixé a £ 15 %.

CVr = or / mr
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11.1.4. Justesse (biais)

La justesse exprime |'étroitesse de |'accord entre la valeur moyenne obtenue a partir
d'une série de résultats d'essais et une valeur de référence ou valeur vraie.

En I'absence d'échantillons de contréles raccordés, sur le plan métrologique, a des
étalons internationaux, « I'approche de la justesse » est envisagée par comparaison
de la moyenne de plusieurs dosages d'un méme échantillon a une valeur cible,
assimilée a la « valeur vraie ». Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé des
étalons de référence certifiés.

La mesure de la justesse est, généralement, exprimée en terme de biais (erreur
systématique). Il peut s’agir du biais absolu, du biais relatif ou du recouvrement.

La justesse, exprimée en biais relatif (%), est estimée en comparant la moyenne (m)
obtenue lors de I'étude de répétabilité et/ou de fidélité intermédiaire, a la valeur
cible attendue, assimilée a la valeur vraie (v) de I'échantillon testé.

(m —v)
Justesse (%) = — 100

Nous avons déterminé la justesse, pour chaque niveau de concentration, a partir des
données de fidélité, cette derniére ayant été établie avec des CQl (étalons de
référence certifiés).

Les 5 niveaux de concentration choisis pour les CQl correspondent a :

- CQl1a 0,2 mg/l : immédiatement supérieur a la limite de quantification (LOQ).

- CQlz a 0,5 mg/l : correspondant a 2,5 fois la valeur du point de gamme le plus

bas.

- CQls a1 mg/l: correspondant au seuil d’efficacité de I'imatinib, le plus souvent
recommandé dans la littérature.

- CQls a 2 mg/l: correspondant a la concentration médiane de l'intervalle de
dosage.

- CQls a 4 mg/| : correspondant au seuil supérieur de I'intervalle de dosage.

Les valeurs obtenues, exprimées en pourcentage, ont été comparées a la valeur
limite d'acceptabilité, fixée a £ 15 %.
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11.1.5. Incertitude de mesure
L'incertitude de mesure (U) est définie comme un paramétre non négatif qui
caractérise la dispersion des valeurs attribuées a un mesurande, a partir des

informations utilisées.

C'est un indicateur de la qualité d’'un résultat et de la fiabilité qui peut lui étre
accordée, elle est associée a tout résultat de mesure.

Les variances de répétabilité (S%), de fidélité inter-groupe (S%) et de fidélité
intermédiaire (S%i), issues des études de fidélité, peuvent étre utilisées pour sa
détermination. Le résultat de mesure est alors exprimé avec son intervalle de
confiance, selon la formule :

IC =résultat + t(a,x) xU

Ce qui équivaut a :

IC =résultat + t(a,¥)

Avec

U : incertitude de mesure.

IC : intervalle de confiance du résultat.

t(a, ¥) : valeur de t lue sur la table (a = risque et ¥ = degrés de liberté ou ddl de
S%i).

k : nombre de séries utilisées lors de la détermination de la fidélité intermédiaire .
n : nombre de répétitions lors de la détermination de la répétabilité.

Nous avons appliqué cette approche pour déterminer I'incertitude de mesure pour
chaque niveau de concentration des CQl.

11.1.6. Rendement d’extraction - Effet matrice

L'objectif de cette étape de validation est de vérifier 'absence d’influence de la
matrice sur la concentration en analyte dans I’échantillon.

Les gammes étalons ayant été préparées dans une matrice biologique, l'influence de
I’effet matrice n’est pas critique. Nous avons, cependant, étudié ce paramétre selon
deux approches :

- Réalisation de courbes d’étalonnage dans la phase mobile, en gardant les
mémes points que ceux de la gamme - matrice. Les préparations ont été
réalisées a partir de la solution fille d’'imatinib.

Les pentes et ordonnées a 'origine ont été comparées a celles de la gamme -
matrice.
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- Détermination des rendements d’extraction (RE) sur 3 niveaux de
concentrations de I'imatinib (bas, moyen, haut, soit 500, 1000 et 4000 ng/ml) et
sur un niveau de concentration pour I'étalon interne (celui utilisé pour charger
tous les échantillons, soit 6451,5 ng/ml). A chaque fois, I'analyse a été répétée
5 fois.

La formule générale suivante permet de calculer un rendement d’extraction :

Surface du pic de la molécule extraite

100
Surface dupic de la molecule non extraite i

RE (%) =

Lors de notre étude, nous avons déterminé 2 parametres :

v" Rendement d’extraction absolu ou coefficient d’extraction absolu :
rapport entre le signal (surface) donné par la matrice chargée par une
guantité donnée de CQl puis prétraitée et le signal donné par une solution
du CQl de méme concentration dans la phase mobile, selon
I’équation suivante :

Signal de la molécule extraite dans la matrice

1
Signal de la molecule dans la phase mobile 00

RE absolu (%) =

v" Rendement d’extraction relatif ou coefficient d’extraction relatif : rapport
entre le signal donné par la matrice chargée par une quantité donnée de
CQl puis prétraitée et le signal donné par une matrice d’abord prétraitée,
puis chargée par la méme quantité de CQl, selon I'’équation suivante :

. Signal de la molécule extraite dans la matrice
RE relatif (%) = — y - - —* 100
Signal de la molecule chargée dans la matrice apreés extraction

11.1.7. Contamination

La contamination inter-échantillons permet de mettre en évidence un éventuel
relargage de I'analyte par la colonne chromatographique.

L’étude de la contamination a été menée de la maniére suivante : aprés un cycle de
rincage de I'appareil, un CQl élevé, correspondant au plus haut point de la gamme
(4 mg/l) a été analysé, 3 fois de suite, donnant des signaux H1, H2 et H3, avec une
moyenne mH. Immédiatement apres, un CQl bas, correspondant au plus bas point de
la gamme (0,2 mg/l) a, également, été analysé 3 fois de suite, donnant des signaux
B1, B2 et B3.
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La contamination, exprimée en pourcentage, est donnée par la formule :

(B1-B3)

100
mH

Contamination (%) =

Le niveau de la contamination doit étre proche de zéro. Dans le cas contraire, des
régles argumentées de vérification et d’organisation du passage des échantillons,
doivent étre définies.

11.1.8. Stabilité
11.1.8.1. Solutions de stock d’imatinib

La solution fille (SF) et la solution mere (SM) d’imatinib, étant conservées dans
les mémes conditions (méme solvant, I'éthanol et méme température de
congélation), I'étude de stabilité de la solution de stock s’est limitée a la solution
fille.

Pour vérifier la stabilité de cette derniére, nous avons réalisé les essais suivants :

v Préparation de 3 solutions a 500, 1000 et 4000 ng/ml, par dilution de la SF
de CQl d’imatinib et analyse des 3 solutions le jour Jo, jour de préparation
de la Solution fille.

Aprés 3 et 6 mois de conservation de la SF a < -20 °C. , les mémes
solutions sont re-préparées et analysées.
Les signaux obtenus, dans les deux cas, sont, alors comparés.

v' Comparaison des signaux obtenus pour ces 3 niveaux de contrdle,
préparés par dilution de la SF de CQl d’imatinib, avant et aprées 3 cycles de
congélation-décongélation de la SF.

11.1.8.2. Gamme intermédiaire d’imatinib

La stabilité de I'imatinib au sein de la gamme intermédiaire a été vérifiée comme
suit :

v' Comparaison entre les signaux obtenus pour les 3 niveaux de contrdles
cités plus haut, a Jo (jour de la préparation des solutions intermédiaires) et
apres une semaine de conservation, a une température < - 20°C.

Dans tous les cas, les solutions ou préparations ont été considérées comme
stables si la variation du signal n’excédait pas les 15 % entre la premiére et la
seconde analyse.
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11.1.8.3. Matrice biologique

La stabilité de I'imatinib au sein de la matrice biologique a été appréciée a
travers la stabilité des échantillons de patients. Les parameétres suivants ont été
étudiés :

v’ Variation des concentrations plasmatiques obtenues aprés 2 analyses des
mémes échantillons, réalisées a intervalles de 24 heures, une semaine, un
mois, 3 mois et 6 mois.

v Variation des concentrations plasmatiques obtenues pour les mémes
échantillons, avant et aprés 3 cycles de congélation-décongélation d’au
moins 2 heures.

La stabilité de I'imatinib au sein de la matrice biologique a été admise quand la
variation des concentrations plasmatiques, entre la premiere et la seconde
analyse, n’excédait pas les 15 %.

11.1.8.4. Etalon interne (clozapine)
La stabilité de I’étalon interne a été étudiée, selon plusieurs procédés.

v Dilution extemporanée de la SM et addition immédiate de la SF de
clozapine a une matrice biologique.
Comparaison des signaux donnés par la préparation, a Jo (jour de
préparation de la SM de clozapine) et a 3 mois, 6 mois et 12 mois.

v' Comparaison des signaux obtenus aprés qu’une matrice biologique ait été
chargée par une SF, immédiatement aprés sa préparation, et apres que
cette SF ait été conservée, 2 heures, a température ambiante.

v' Comparaison des signaux obtenus aprés qu’une matrice biologique ait été
chargée par une SF, immédiatement aprés sa préparation, et apres que
cette SF ait été conservée, 2 heures, a une température <- 20 °C.

v' Comparaison des sighaux obtenus aprés qu’une matrice biologique ait été
chargée par une SF, immédiatement apres la préparation de I’échantillon
et aprés conservation de la préparation dans le vial, durant 6 a 8 h,
a +15 °C, a I'abri de 'air et de la lumiere.

Dans tous les cas, les solutions ou préparations ont été considérées comme
stables si la variation du signal n’excédait pas les 15 % entre la premiére et la
seconde analyse.
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11.1.9. Spécificité - Sélectivité

La spécificité et la sélectivité sont des notions proches. Les 2 termes sont, souvent,
utilisés de maniere interchangeable. Il s’agit de la capacité d'une procédure
analytique a établir, de maniere univoque, I'existence d'une substance a analyser, en
présence d'autres composants, potentiellement, présents.

Une méthode « sélective » ou « spécifique » permet le dosage d’un analyte sans
interférence dans une matrice complexe. La présence de substances dites
« interférentes » altére le signal de mesure, pouvant entrainer des résultats erronés.

En fait, une méthode est spécifique si elle produit une réponse uniquement pour
I'analyte d’intérét. Dans le cas des méthodes séparatives, le terme « sélectivité » est
préféré : capacité a différencier et quantifier l'analyte cible en présence
d’interférents dans I'échantillon.

Dans notre cas, cette notion est inhérente a la technique puisque la détection par
barrette de diodes fournit le spectre d’absorption spécifique de chaque molécule
contenue dans I’échantillon, en plus des temps de rétention qui sont, également,
spécifiques de chaque analyte.

Le spectre-type de la molécule d’imatinib, en milieu aqueux, a été présenté au cours
de la mise au point de la technique.

Afin de visualiser le spectre de l'imatinib dans la matrice biologique, un sérum
lyophilisé reconstitué a été chargé en imatinib.

Il en a été de méme pour I’étalon interne (clozapine).

Nous avons appréhendé la sélectivité par 2 autres approches :

- Surcharge d’un blanc matrice par diverses molécules médicamenteuses
connues (paracétamol, tramadol, naproxene, lamotrigine, ...), utilisées
séparément, d’une part, et d’autre part, mélangées et additionnées d’imatinib
et de clozapine (étalon interne).

Apreés analyse, les spectres et temps de rétention obtenus dans le mélange ont
été confrontés a ceux de I'imatinib et de la clozapine d’une part, et a ceux des
autres molécules retrouvées, d’autre part.

- Analyse d’échantillons de 9 patients polymédicamentés, traités par divers
médicaments connus parmi lesquels : allopurinol, metformine, paracétamol,
oméprazole, .., mais non traités par l'imatinib, ni par la clozapine, apres
surcharge par ces 2 molécules.

Les échantillons de patients ont été analysés séparément, sur des temps de
7 mn, correspondant au temps d’analyse retenu, lors de la mise au point de la
méthode de dosage de I'imatinib.
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Apres analyse, les spectres et temps de rétention des pics obtenus ont été
confrontés a ceux de I'imatinib et de la clozapine.

Lors de cette étape, nous nous sommes aidés d’une librairie spectrale.

La liste des molécules utilisées a la surcharge de la matrice biologique ainsi que
celle des médicaments administrés aux patients, sont données en annexe 6.

11.2. Profil d’exactitude

Il s‘agit d’'une approche de validation, relativement, récente, basée sur une
caractéristique de performance unique : I'exactitude, qui est une combinaison de la
fidélité et de la justesse. Cette approche tient, donc, compte de l'erreur totale
(erreur aléatoire et erreur systématique).

Le profil d’exactitude présente I'avantage de proposer une méthode d’interprétation
graphique tres simple et visuelle, qui facilite la prise de décision sur la validité de la
méthode.

A partir de I'écart-type de fidélité intermédiaire ou de reproductibilité, un intervalle
de tolérance, d’espérance [3, préalablement fixée, contenant une proportion § % de
futurs résultats, est construit.

Une fois le profil d’exactitude construit, la validité de la méthode est statuée par
rapport a un intervalle d’acceptabilité fixé autour de la valeur cible (valeur cible + A).

L'intervalle de tolérance permet de garantir qu’une proportion définie des futurs
résultats qui seront fournis par la méthode, lors de son utilisation en routine, sera
bien incluse dans des limites d’acceptabilité fixées a priori, en fonction des besoins
des utilisateurs.

Pour le domaine de validation que nous avons choisi (200 a 4000 ng/ml), nous avons
fixé I'espérance 3, a 80 % et les limites d’acceptabilité a £ 20 %, par rapport a la valeur
cible.

Les données ayant servi a la validation par la procédure classique, ont été utilisées
pour construire le profil d’exactitude.

Une feuille de calcul Excel® validée a été utilisée pour la construction du profil
d’exactitude.
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11.3. Résultats de la validation compléte
11.3.1. Linéarité
11.3.1.1. Chromatogrammes

Les figures 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 et 38 présentent, successivement, les
chromatogrammes du blanc réactif, du blanc matrice et ceux des solutions (matrice)
des points de la gamme : Go (clozapine seule), Gi1 (imatinib a 0,2 mg/| et clozapine),
G (imatinib a 0,5 mg/I et clozapine), Gs (imatinib a 1 mg/| et clozapine), G4 (imatinib
a 2 mg/l et clozapine), et Gs (imatinib a 4 mg/| et clozapine).
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-0.002-]

-0.004

-0006; T T T T T T ] T T T I T
0.00 2.00 4.00 6.00

Temps (minutes)

Figure 31 : Chromatogramme du blanc réactif

Signal (AU)

Temps (minutes)

Figure 32 : Chromatogramme du blanc matrice
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Figure 33 : Chromatogramme du point Go (clozapine)
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Figure 34 : Chromatogrammes du point G: (imatinib a 0,2 mg/I et clozapine)
(a) Vue globale - (b) Zoom sur les pics
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Figure 35 : Chromatogrammes du point G: (imatinib a 0,5 mg/I et clozapine)
(a) Vue globale - (b) Zoom sur les pics
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Figure 36 : Chromatogrammes du point Gz (imatinib a 1 mg/| et clozapine)
(a) Vue globale - (b) Zoom sur les pics
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Figure 37 : Chromatogrammes du point G4 (imatinib a 2 mg/I et clozapine)
(a) Vue globale - (b) Zoom sur les pics
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Figure 38 : Chromatogrammes du point Gs (imatinib a 4 mg/I et clozapine)
(a) Vue globale - (b) Zoom sur les pics

Les chromatogrammes obtenus avec la gamme d’étalonnage permettent, de visu
déja, de constater que les surfaces d’imatinib sont croissantes et les surfaces de
clozapine stables, avec I'augmentation des concentrations introduites d’imatinib.
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Les rapports de surfaces imatinib/clozapine (signaux) évoluent donc parallelement
aux concentrations introduites.

11.3.1.2. Données de linéarité

A. Premiére approche
Un modeéle de régression linéaire, estimé par la méthode des moindres carrés, a été
appliqué et a permis d’obtenir I'équation de la droite reliantle signal a la
concentration introduite.
Le tableau XXVIII montre que tous les parameétres de linéarité relatifs a la premiére
approche (lien entre le rapport des surfaces imatinib/clozapine et les concentrations

d’imatinib), sont satisfaits.

Tableau XXVIII : Résultats de I’étude de linéarité selon la premiére approche

Répétition : Jours j1,J2,J3 J1 J2 J3
Equation de la droite y =0,2632 x - 0,0069 y=0,2784 x - 0,0125 y=0,2758 x - 0,0151
Courbe moyenne y=0,2725x-0,0115

Tests statistiques

Test Valeur obtenue Condition de validité Résultat
Homogénéité des variances (Cochran) Coxp= 0,52 < Ciable (5%, 3, 10) = 0,68 Valide
Validité des ajustements (Fisher) Fexp= 1,92 < Frable (5%, 3, 10) = 4,83 Valide

Existence d'une pente significative

= >> 9 = i
(Fisher) Fexp 6738 Fiable (5%, 3, 10) = 4,83 Valide

Comparaison de I'ordonnée a I'origine

= < 9 = i
avec 0 (Student) tew=| 1,67 teasie (5%, 13) = 2,16 Valide

Coefficient de corrélation (r) 0,9997 >0,9959 Valide

Cexp : valeur expérimentale du test de Cochran.

Ctable (5%, 3, 10) : valeur lue sur la table de Cochran, au seuil de probabilité a =5 % et avec 3 et 10 ddI
(degrés de liberté).

Fxo : valeur expérimentale du test de Fisher.

Ftable (5%, 3, 10) : valeur lue sur la table de Fisher, au seuil de probabilité a =5 % et avec 3 et 10 ddl.
texp : valeur expérimentale du test de Cochran.

trable (5%, 13) : valeur lue sur la table de Student, au seuil de probabilité a =5 % et avec 13 ddl.
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La courbe d’étalonnage moyenne est présentée par la figure 39.
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Concentration d'imatinib (mg/I)

Figure 39 : Dosage chromatograghique de I'imatinib. Courbe d’étalonnage moyenne

En se basant sur cette premiere approche, la linéarité de notre méthode de dosage a été
démontrée entre le signal (rapport des surfaces imatinib/clozapine) et les concentrations
d’imatinib. Les coefficients de corrélation individuels et moyen de la droite d’étalonnage
étaient tous tres proches de 1 avec un minimum de 0,9990. L'existence d’une pente
significative a été prouvée par un test de Fisher. Ceci démontre que le signal évolue
effectivement en fonction de la concentration introduite. Cela permet également
d’affirmer que notre méthode est sensible.

B. Seconde approche : concentrations calculées / concentrations introduites
Les résultats de cette approche sont donnés par le tableau XXIX.

Tableau XXIX : Résultats de I’étude de linéarité selon la seconde approche

1 J2 13
Equation de la droite | y=0,9997 x - 0,000005 y=1x+0,0004 y =1,0001 x - 0,0001
Courbe moyenne y =0,9999 x + 0,0001
Moyenne des pentes 0,9999
IC / pente moyenne 0,9993 - 1,0005
IC / pente (%) 99,94 % - 100,06 %
Validité 85%-115% Valide
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L'intervalle de confiance relatif a la pente moyenne des droites, répond aux criteres
d’acceptation.

La figure 40 présente la courbe moyenne, issue de la seconde approche.
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Figure 40 : Dosage chromatograghique de I'imatinib. Courbe moyenne selon la seconde approche

L'appréhension de la linéarité selon cette seconde approche a permis de confirmer

gue les concentrations estimées varient linéairement en fonction des concentrations
introduites.

La linéarité est donc vérifiée, sur l'intervalle de concentrations : 0,2 a 4 mg/I.

Notre domaine de linéarité est largement suffisant pour I’estimation des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib, dans le cadre du suivi
thérapeutique pharmacologique.

Méme si certaines équipes ont présenté des domaines de linéarité plus larges, celui
sur lequel nous avons travaillé se rapproche de ceux décrits par certains autres

auteurs : 0,08 a 4 mg/I pour Awidi et al. (161) et 0,1 a 4 mg/I pour Roth et al. (166).

Les résultats détaillés de I’étude de linéarité, sont rapportés en annexe 7.

11.3.2. Limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ)

Les résultats de I'estimation des LOQ et LOD, selon les différentes approches, sont
présentés au tableau XXX.

Les résultats détaillés sont présentés en annexe 7.
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Tableau XXX : Résultats de I’estimation des limites de détection et de quantification (LOD et LOQ)

Détermination LoD toa

(mg/l) (mg/l)
Dilutions successives 0,017 0,050
ar;)zi;e de régression - formule 1 0,046 0,154
ar;;;e de régression - formule 2 0,004 0,112

L’estimation de la LOQ par dilutions successives des CQl a donné un résultat
2 a 3 fois inférieur a ceux obtenus en utilisant les droites de régression.

Les résultats d’analyses obtenus avec cette concentration (0,05 mg/l) étant
difficilement reproductibles d’un opérateur a I'autre, nous avons écarté les valeurs
des LOQ et LOD obtenues avec cette approche.

La méthode de calcul des LOD et LOQ, basée sur l'utilisation des droites de
régression et utilisant la moyenne des ordonnées a I'origine, a donné une LOD
inférieure a la premiére et une LOQ proche de 0,1 mg/l, concentration qui avait
également été difficile a reproduire d’un opérateur a I'autre, en intra-laboratoire,
lors de I'étape de mise au point. Ces valeurs ont donc également été écartées.

Nous avons finalement retenu les résultats issus de I'autre équation qui utilise la
droite de régression, a savoir LOD a 0,046 mg/l et LOQ a 0,154 mg/I. Cette LOQ est
proche du point de gamme le plus bas (0,2 mg/I).

Les limites de quantification les plus basses décrites dans la littérature
correspondent le plus souvent a des techniques ayant appliqué une extraction en
phase solide (SPE). Cette derniére présente I'avantage de concentrer les analystes,
et d’obtenir ainsi de meilleurs signaux. Mais elle n’est pas a la portée des tous les
laboratoires en raison de son co(t élevé. A titre d’exemple, Miura et al. ont
obtenu une LOQ de 0,01 mg/I (147), Pirro et al. Davies et al., ainsi que Widmer et
al. ont obtenu des LOQ de 0,05 mg/I (146, 165, 162).

Ces LOQ correspondent toutefois a la LOQ que nous avons obtenue
expérimentalement et que nous avons écartée en raison du manque de
reproductibilité de la méthode a cette valeur.
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11.3.3. Fidélité
Les résultats de I'étude de fidélité sont résumés dans le tableaux XXXI. Le CV: qui
exprime I'erreur de répétabilité et le CVr qui représente la fidélité intermédiaire y sont
présentés.

Les résultats détaillés de I'étude de fidélité sont présentés en annexe 7.

Pour tous les niveaux de CQl, les CV: et CVy répondent au critere d’acceptabilité
de £ 15 %.

Tableau XXXI : Résultats de I'étude de fidélité

Niveau cqQll caQi2 caQi3 cQla caQils
Concentration 0,2 0,5 1 ) 4
(mg/l)

CV: (%) 4,87 3,35 2,44 4,18 3,31
CVr (%) 11,52 4,46 2,62 4,18 3,73
Limite 15 %

d’acceptabilité

Résultat CV, et CVf Valides Valides Valides Valides Valides

Les CV, et CVr répondent au critéere d’acceptabilité pour tous les niveaux de CQl.

lIs sont, en outre, inférieurs a 5 % pour tous les niveaux de CQl, hormis le CVg du CQl le
plus bas, qui dépasse les 10 %, tout en restant acceptable. Cela concorde avec les
données précédentes, relatives la difficulté a reproduire les plus petites concentrations.

Pour tous les autres niveaux de CQl, les CV, et les CVg sont trés proches I'un de 'autre.
Des résultats proches de ces 2 niveaux de fidélité, a savoir répétabilité et fidélité

intermédiaire, constituent une manifestation de la robustesse de la méthode.

Nous pouvons donc considérer notre méthode comme fidele et robuste.
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11.3.4. Justesse (biais)

Le tableau XXXII présente les résultats de I’étude de justesse. Pour tous les niveaux de
concentration des CQl, le biais relatif se situe dans les limites d’acceptabilité.

Les résultats détaillés de I’étude de fidélité sont présentés en annexe 7.

Tableau XXXII : Résultats de I’étude de justesse

Niveau Com(::;ngt;lz;tion Biais(;;latif Condition Résultat
cai 0,2 -1,01 Valide
cal2 0,5 -2,09 Valide
cai3 1 -1,90 +15% Valide
cql4a 2 8,64 Valide
cals 4 3,74 Valide

L’estimation de la justesse a donné des valeurs de biais relatif, répondant aux
criteres d’acceptabilité pour tous les niveaux de concentration.

Pour le CQl4, la valeur du biais relatif était relativement plus importante que pour
les autres niveaux de CQl, mais remplissant toutefois les conditions

d’acceptabilité.

Notre méthode de dosage peut donc étre considérée comme juste.

11.3.5. Incertitude de mesure

A partir des résultats de fidélité, I'incertitude de mesure a pu étre calculée pour
chaque niveau de concentration, le tableau XXXIIl en présente les résultats.

Le détail des résultats est présenté en annexe 7.

Tableau XXXIII : Résultats du calcul de I'incertitude de mesure

Niveau cQll caQi2 cai3 caia cais
Concentration (mg/I) 0,2 0,5 1 2 4

Incertitude (U) pout tis%, 13) (mg/l) 0,026 | 0,020 | 0,017 | 0,049 | 0,114
U exprimée en pourcentage (%) 13 4 1,7 2,45 2,85
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Les incertitudes de mesure, déterminées pour chaque niveau de concentration, ont
donné des valeurs relativement basses, comprise entre + 1,5 % et £+ 4 % pour la
majorité des niveaux de CQl, sauf, de maniére prévisible, pour le point le plus bas
(0,2 mg/l) pour lequel I'incertitude est de + 13 %. Ceci reste cependant tout a fait
acceptable, notamment pour un niveau de concentration proche de la LOQ.

11.3.6. Rendement d’extraction - Effet matrice

Les droites de la gamme matrice (GM) et celle, préparée dans la phase mobile (GPM),
ont été superposées afin de visualiser d’éventuelles différences (figure 41).

Il existe une différence significative entre les pentes des 2 droites, qui ne sont pas
superposables, alors que les ordonnées a I'origine ne différent pas, significativement,
au risque a = 5% (tableau XXXIV).

Le détail de ces résultats est présenté en annexe 7.

Cette différence dans les pentes signe I'existence d’un effet matrice et impose de
toujours travailler avec une gamme étalon préparée dans une matrice biologique.

Nous avions déja décidé de préparer systématiquement nos gammes étalons en
matrice biologique, avant de faire ce constat.
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Figure 41 : Superposition des droites moyennes de la gamme matrice et de celle dans la phase mobile
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Tableau XXXIV : Comparaison des données des deux gammes : matrice et phase mobile

Equation de la courbe moyenne
Phase mobile

y=0,1786 x - 0,0077

Equation de la courbe moyenne

y=0,2725x-0,0115

I'origine (Student)

matrice
Tests statistiques comparatifs
Test Valeur obtenue Condition de validité Résultat

Différence

Comparaison des pentes (Fisher) texp= 27 < tuable (5%, 26) = 2,05 | significative entre
les pentes

Différence non
Comparaison des ordonnées a significative entre
paral tep=| 0,53 | <tube (5%, 26) = 2,05 | S Bniicativ

les ordonnées a
I'origine

Les résultats des calculs des rendements d’extraction sont présentés dans le

tableau XXXV.

Les résultats détaillés sont présentés en annexe 7.

Tableau XXXV : Rendements d’extraction de I'imatinib et de la clozapine

Rendement d’extraction (RE)
Niveau de (%)
Molécule concentration
(mg/l) RE relatif RE absolu
0,5 83 84
Imatinib 1 82 81
4 80 78
Clozapine 6,452 48 47

Pour I'imatinib, les rendements d’extraction, aussi bien absolus et relatifs, avoisinent
les 80 %, pour les 3 niveaux étudiés. llIs restent comparables, donc stables, entre les
différents niveaux de concentration.
notamment en ce qui concerne la phase d’extraction.

Ceci

rend notre technique acceptable,
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Les rendements d’extraction de la clozapine (étalon interne) sont plus faibles,
avoisinant les 50 %. Cette différence par rapport au RE de l'imatinib devrait, a

premiere vue nous dissuader d’utiliser la clozapine comme étalon interne.

Cependant, le fait que le rendement de la clozapine, méme plus faible, soit stable
dans le temps, nous permet de l'utiliser quand méme, au regard de ses avantages
(temps de rétention et de ce fait temps d’analyse relativement courts, bonne
résolution, disponibilité, co(t, ...).

11.3.7. Contamination

Le pourcentage de contamination inter-échantillons, présenté dans le tableau XXXVI,
est tres faible, avoisinant 0 %.

négligeable.

La contamination

Tableau XXXVI : Résultats de I’étude de contamination inter-échantillons

inter-échantillons est donc

Signal Différence | Moyenne .
. . . N Critére de ,
(surface du pic des signaux | des signaux | Contamination validite Résultat
d’imatinib) (B1-B3) (H)
H1 487606
H2 486524
H3 488782
104 487637 0,021% =0 Valide
B1 22379
B2 22127
B3 22275

H1, H2, H3 : signaux correspondant aux 3 passages successifs du CQl élevé (4 mg/l).
B1, B2, B3 : signaux correspondant aux 3 passages successifs du CQl bas (0,2 mg/l).
H : moyenne de H1, H2 et H3.

La contamination inter-échantillons étant négligeable, il n’y a donc aucune
contrainte a vérifier et a organiser rigoureusement le passage des échantillons, ou
a prévoir des échantillons blancs entre les patients.

11.3.8. Stabilité

Les tableaux XXXVII et XXXVIII présentent un résumé des données de stabilité de

I'imatinib.

Le détail des résultats de stabilité est exposé en annexe 7.
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Pour ce qui est de la stabilité en solution dans du méthanol, les biais relatifs, en valeur
absolue, sont généralement inférieurs a 5 % pour les différents niveaux de
concentration, sachant que les étapes de dilution et de préparation des échantillons
vont chacune apporter un biais. Les solutions filles d’imatinib sont donc stables, selon
les critéres prédéfinis, jusqu’a 6 mois au moins, apres préparation. Leur stabilité est,
également, confirmée aprés 3 cycles de congélation-décongélation et aprés une
semaine de conservation de la gamme intermédiaire, a une température < -20°C. La
congélation de la gamme intermédiaire est donc possible sur une durée d’'une semaine
au moins.

Tableau XXXVII : Résultats de I’étude de stabilité de I'imatinib en solution

Biais Critere

Conditions I::"e;;l relatif de Résultat
& (%) | validité

0,5 -0,96 Valide

Solution fl!le d m.matlmb (SF) 1 261 +159% Valide
a 3 mois

4 -4,79 Valide

0,5 -4,73 Valide

Solution fl‘lle d |rf1at|n|b (SF) 1 1,75 +159% Valide
a 6 mois

4 -2,09 Valide

0,5 -0,03 Valide

Solution fille d’imatinib (SF)
apreés 3 cycles de congélation- 1 -0,56 +15% Valide
décongélation

4 -1,68 Valide

0,5 -1,93 Valide

Gar"nme mterm.edlalre d |m’at|r?|b 1 4,05 +15% Valide
apres une semaine de congélation

4 10,37 Valide

De méme, I'imatinib est stable a long terme dans les échantillons de patients, donc
dans une matrice biologique, avec des biais relatifs moyens inférieurs a 2 %, aux
différents temps de conservation a des températures < - 20 °C et apres 3 cycles de
congélation-décongélation.

Nous avons déterminé les concentrations d’imatinib jusqu’a 6 mois apres la premiére
évaluation mais, nos résultats laissent penser que ces concentrations auraient
certainement continué a étre de stables a des temps plus éloignés. Ceci a d’ailleurs été
démontré par plusieurs équipes qui ont conclu a une stabilité de I'imatinib jusqu’a
12 mois, voire plus, lorsqu’il est congelé dans le plasma (73,162,165).
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Tableau XXXVIII : Résultats de I’étude de stabilité de 'imatinib au sein de la matrice biologique

Biais relatif .
- Critere de ,
Conditions moyen s e s Résultat
o validité
(%)
Echantillons de patients .
Congelés, 24 h 0,75 Valide
Echantill i
chanti o’ns de patl.ents 0,75 Valide
Congelés, 1 semaine
Echantlllonls de pat.lents 163 Valide
Congelés, 1 mois
. . +15%
Echantnllon’s de pat'lents 0,04 Valide
Congelés, 3 mois
Echantnllonls de pat.lents 1,59 Valide
Congelés, 6 mois
Echantillons de patients
apreés 3 cycles -0,02 Valide
de congélation-décongélation

Les données de stabilité de I'imatinib sont donc trés rassurantes.
Les variations de concentrations sont en effet trés stables dans les différentes
conditions de conservation.

Ces données de stabilité nous laissent une marge assez large lors de nos
manipulations, surtout en y ajoutant les autres données retrouvées dans la littérature :
stabilité des échantillons sans décantation, a température ambiante pendant au moins
72 h, au moins 3 semaines a température ambiante pour les sérums ou plasmas
décantés et 5 mois a + 4°C (73), stabilité jusqu’a 3 jours a température ambiante apres
extraction (162).

Par ailleurs, et selon les données du tableau XXXIX, la clozapine en solution, répond
aux critéres de stabilité fixés, lorsqu’elle est conservée, a long terme, dans le méthanol
a des températures < -20 °C. Elle est, également, stable en matrice biologique, apres
extraction, a I'abri de I'air et de la lumiere ; par contre, elle montre une instabilité
importante, avec une diminution conséquente des signaux, lorsqu’elle est conservée,
en solution aqueuse, a température ambiante, méme a court terme.

Par ailleurs, et selon les données du tableau XXXIX, la stabilité de la solution mere de
clozapine, congelée a des températures < - 20 °C est bonne, au moins jusqu’a 12 mois.
Les variations moyennes des signaux sont inférieures a 4 %, en valeur absolue, sachant
que, la encore, les étapes de dilution de la SM et de préparation des échantillons, vont
apporter leur part dans le biais retrouvé.
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La solution fille de clozapine semble par contre moins stable, avec des variations de
signaux, apres 2 heures de congélation, semblables a celles de la SM aprées 12 mois de
conservation a la méme température, et ce apres traitement des échantillons dans les
mémes conditions.

Aprés 2 heures de conservation a température ambiante, les surfaces des pics de la
clozapine chutent considérablement, avec une diminution avoisinant les 40 %. Ceci
impose de préparer les SF de maniere extemporanée.

La clozapine est par contre trés stable, jusqu’a au moins 8 heures, aprés extraction de
lorsqu’elle est conservée dans la matrice biologique extraite a +15 °C, a I’abri de I'air et
de la lumiére.

La clozapine en solution, répond donc aux criteres de stabilité fixés, lorsqu’elle est
conservée, a long terme, dans le méthanol a des températures < -20 °C. Elle est,
également, stable en matrice biologique, aprés extraction, a I'abri de I'air et de Ila
lumiére ; par contre, elle montre une instabilité importante, avec une diminution
conséquente des signaux, lorsqu’elle est conservée, en solution aqueuse, a
température ambiante, méme a court terme.

Tableau XXXIX : Résultats de I’étude de stabilité de la clozapine

Conditions Biais relatif | Critére de Résultat
Solutions de clozapine moyen (%) validité
Solution mére (SM) -1,04 Valide
a 3 mois
Solution mére (SM) -3,68 Valide
a 6 mois
Solut!on mer.e (SM) -3,97 Valide
a 12 mois
. . +15%
) Solutl?n fille (SF) . -38,99 Non valide
2 h, a température ambiante
‘Solutlon fille (?F) ‘ -3,56 Valide
aprés 2 h de congélation
Solution fille (SF)
6-8 h, dans matrice biologique, -0,70 Valide
aprés extraction
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11.3.9. Spécificité - Sélectivité
11.3.9.1. Spectres d’absorption
Les spectres de référence de I'imatinib et de la clozapine, en milieu aqueux, ont été

présentés en figures 21 et 27. Leurs spectres, dans la matrice biologique, sont
représentés par les figures 42 et 43.
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Figure 42 : Spectre d’absorption UV de I'imatinib dans un sérum lyophilisé reconstitué
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Figure 43 : Spectre d’absorption UV de la clozapine dans un sérum lyophilisé reconstitué
Les spectres d’absorption de I'imatinib en milieu aqueux et a l'intérieur de la
matrice biologique sont quasiment superposables. Les longueurs d’ondes

maximales différent tres légerement entre les deux milieux.

Pour la clozapine, les longueurs d’ondes maximales sont identiques entre les deux
milieux.

Page 170



Partie Pratique Chapitre Il - Validation analytique

11.3.9.2. Mélange de médicaments

Le chromatogramme résultant de I'analyse du mélange de médicaments, a montré un
seul pic supplémentaire, en plus de celui de I'imatinib et de la clozapine. Ce pic
n’interfére avec aucune de ces 2 molécules (figure 44).

Les pics d’imatinib et de clozapine ont été confirmés par la confrontation des spectres
correspondants aux spectres de référence de ces 2 molécules. De plus, leurs temps de
rétention respectifs correspondent bien a ceux de l'imatinib et de la clozapine
(3,419 mn pour I'imatinib et environ, 5,04 mn pour la clozapine).

Le temps de rétention relatif au troisieme analyte est d’environ 3,02 mn.
Ce pic a été identifié par la librairie spectrale comme étant celui de la lamotrigine.

Les chromatogrammes individuels de la lamotrigine, a faible et a forte concentration,
sont présentés en figure 45. L'analyse de ces chromatogrammes confirme qu’il s’agit
de la lamotrigine puisque la préparation individuelle contenant cette molécule a
également donné un pic au méme temps de rétention et avec un spectre identique.

De plus, la variation de concentration de lamotrigine est visible aussi bien sur le
chromatogramme obtenu avec le mélange de médicaments qu’avec celui obtenu avec
la lamotrigine seule, avec une modification de la surface du pic correspondant, comme
le montre les figures 46 (a et b).

Ce pic n‘interfére cependant pas avec celui de I'imatinib ou de la clozapine, aussi bien

a faible qu’a forte concentration de lamotrigine, comme le montre les
figures 47 (a,b et c). Les 3 composés sont en effet élués a des temps de rétention
différents, ne donnant lieu a aucune interférence.

Aucun pic n’a été enregistré avec les préparations individuelles correspondant aux
autres molécules.
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Figure 44 : Chromatogrammes obtenus avec le mélange de médicaments additionnés d’imatinib et de
clozapine
(a) avec une faible concetration de lamotrigine - (b) zoom sur (a) - (c) avec une forte concentration de
lamotrigine

Page 172



Partie Pratique Chapitre Il - Validation analytique

0.10
0.08 .
5 ] 0.10- 2
A g 2 " =
gﬁ 004*: N ?—: Tg 1 g
0 g & 005 5
— ™ © 4
0.02+ /—' 1
] 0.00—
0007 ‘; I I ‘ I I ‘ I I ‘ I
\ R e e e e I 0.00 2.00 4.00 6.00
0.00 2.00 4.00 6.00
Temps (minutes) Temps (minutes)
(a) (b)

Figure 45 : Chromatogrammes obtenus avec la lamotrigine seule
(a) a faible concetration - (b) a forte concentration

11.3.9.3. Echantillons de patients

Les chromatogrammes des échantillons de patients traités par divers médicaments et
chargés en imatinib et en clozapine, ne montrent aucun pic, en dehors de ceux de
I'imatinib et de la clozapine (identifiés par leurs spectres et leurs temps de rétention),
hormis pour 2 malades parmi les 9.

Les chromatogrammes de ces 2 patients ont montré, chacun, un pic supplémentaire,
n’interférant, cependant pas avec les pics de I'imatinib ou de la clozapine. Leurs temps
de rétention étaient de 2,644 mn, pour le premier malade et 2,725 mn, pour le second.

La consultation de la bibliotheque spectrale n’a fait ressortir aucun spectre
correspondant a ces 2 pics.

Ces patients étaient traités par de I'azithromycine et du paracétamol pour le premier,
et par du paracétamol, de la céfotaxime, de la gentamicine, du métronidazole, du

valproate de sodium, de la ranitidine et de la vigabatrine pour le second.

Les chromatogrammes de ces 2 patients sont représentés en figures 46 et 47.
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Figure 46 : Chromatogramme obtenu avec I’échantillon du premier patient dans le cadre de I’étude de
sélectivité
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Figure 47 : Chromatogramme obtenu avec I’échantillon du second patient dans le cadre de I'étude de
sélectivité

Au vu de toutes ces données, nous pouvons conclure que notre méthode de dosage
présente une bonne sélectivité pour I'imatinib.
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11.3.10. Résumé des performances de la méthode de dosage de I'imatinib

L’étude des différents criteres de performance de notre méthode, un a un, montre qu’ils
satisfont tous aux conditions exigées pour la validation analytique.

Le Tableau XL résume les résultats de la validation de la méthode de dosage de I'imatinib.

Il ressort de I'étude de validation que notre méthode est linéaire sur l'intervalle de
dosage 0,2 a 4 mg/I.

Elle est de plus sensible, sélective, juste, fidele et robuste.

Méme si nous n’avons pas opté pour les LOD et LOQ les plus basses, les valeurs retenues
restent tout a fait compatibles avec I'application au STP de I'imatinib.

Les résultats étant accompagnés de leurs incertitudes de mesure, cela fournit au
prescripteur une aide précieuse a leur interprétation.

L’étude de contamination inter-échantillons étant concluante, cela facilite la procédure
de passage des échantillons de patients.

Les données de stabilité sont trés rassurantes et permettent d’octroyer une large marge
de manceuvre a l'investigateur.
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Tableau XL : Tableau récapitulatif des résultats de la validation selon I'approche classique

Critere de performance Résultat

Linéarité - Domaine d'analyse 0,2 -4 mg/l v
Limite de détection (LOD) 0,046 mg/I v
Limite de quantification (LOQ) 0,154 mg/I v
Justesse (biais relatif) -2,09 a 8,64 % v

Répétabilité (CVy) 2,44 3 4,87 % v
Fidélité

Fidélité intermédiaire (CVs) 2,62 a 11,52 % v
Incertitude de mesure 1,73 a 13,13 % v

Absolu 78 4 84 % v

Imatinib
Rendement Relatif 80 a 83% v
d'extraction Absolu 47 % J

Clozapine

Relatif 48 % v

Contamination inter-échantillons 0,021 % v
Effet matrice v
Stabilité v
Spécificité v
Robustesse v

11.4. Résultats de la validation par le profil d’exactitude

Les résultats de la validation par le profil d’exactitude,

le tableau XLI.

sont exposés dans

Les données introduites pour la construction du profil d’exactitude, sont présentées en

annexe 7.

Le profil d’exactitude relatif a notre méthode de dosage, est exprimé par le biais relatif

(figure 48).
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Tableau XLI : Dosage chromatographique de I'imatinib. Résultats de la validation par le profil d’exactitude

Probabilité B (espérance) 80%

Limite d'acceptabilité (A) +20%

Critéres de validation Niveau 1 Niveau 2 | Niveau3 | Niveau4 | Niveau5
Concentration introduite (mg/l) 0,200 0,500 1,000 2,000 4,000
Concentration moyenne calculée (mg/I) 0,197 0,490 0,989 2,152 4,107
Biais absolu (mg/1) -0,003 -0,011 -0,011 0,152 0,107
Biais relatif (%) -1,38% -2,10% -1,07% 7,58% 2,69%
Recouvrement (%) 98,63% 97,90% 98,93% 107,58% | 102,69%
Ecart type de répétabilité 0,006 0,016 0,017 0,088 0,108
Ecart type de fidélité intermédiaire 0,018 0,018 0,022 0,088 0,141
CV: de répétabilité (%) 3,17% 3,33% 1,69% 4,10% 2,62%
CVii de précision intermédiaire (%) 9,18% 3,60% 2,20% 4,10% 3,43%
Limite de tolérance 80% inférieure (mg/l) 0,165 0,464 0,956 2,026 3,893
Limite de tolérance 80% supérieure (mg/I) 0,229 0,515 1,022 2,277 4,322
Limite de tolérance 80% inférieure (%) -17,27% -7,21% -4,37% 1,31% -2,67%
Limite de tolérance 80% supérieure (%) 14,52% 3,01% 2,22% 13,85% 8,04%
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Figure 48 : Dosage de I'imatinib. Profil d’exactitude exprimé par le biais relatif

Pour chacun des niveaux de concentration étudiés, le biais relatif est situé dans les
limites d’acceptabilité. Il en est de méme pour les coefficients de variation de
répétabilité et de fidélité intermédiaire.

Les intervalles de tolérance sont tous compris entre les limites d’acceptabilité
inférieure et supérieure.

Le point de rencontre de la limite de tolérance et de la limite de d’acceptabilité
représente la valeur de la limite de quantification (LOQ).

Il est a noter qu’aux faibles concentrations d’imatinib, suivant la tendance de
I’évolution de la limite de tolérance inférieure, cette derniére devrait croiser la limite
d’acceptabilité a un point trés proche de la LOQ que nous avons déterminée par calcul
a partir de la droite de régression (0,154 mg/I).
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Les résultats de la seconde approche de validation, par le profil d’exactitude,
rejoignent ceux obtenus avec la méthode classique. Les données de fidélité et de
justesse sont, en effet, trés proches de celles décrites avec la premiére méthode. Les
petites différences de résultats s’expliquent par le fait que seulement 4 répétitions, au
lieu de 5 avec la premiére approche, ont été utilisées pour les calculs, en accord avec
les exigences de la feuille de calcul utilisée.

Au terme de cette premiere partie de notre travail pratique, nous pouvons donc
considérer notre méthode comme validée et pouvant étre utilisée, en toute confiance,
pour analyser les échantillons de patients.
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Chapitre 1l

Résultats de I’étude de stratégie diagnostique

Cette partie de notre travail pratique consiste en une étude de stratégie diagnostique
multicentrique pour la détermination du seuil d’efficacité de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib chez des patients algériens atteints de leucémie
myéloide chronique (LMC) en phase chronique.

I1l.1. Diagrammes de flux

Les figures 49 et 50 représentent les diagrammes de flux relatifs au déroulement global
de I’étude de stratégie diagnostique et a la réalisation de I'objectif principal.
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Figure 49 : Diagramme de flux de I’étude de stratégie diagnostique
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Figure 50 : Diagramme de flux de la réalisation de I’objectif principal
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111.2. Résultats de I’étude de stratégie diagnostique
Le détail des données de I'étude de stratégie diagnostique est présenté en annexe 8.
111.2.1. Analyse descriptive de I’échantillon

L’analyse descriptive de I’échantillon porte sur les 139 patients inclus dans I’étude.

111.2.1.1. Répartition selon le centre

La figure 51 montre la répartition des patients selon le service au niveau duquel ils sont
suivis pour LMC.

100 -~
77
(55,4%)
75 -
2
c
2
End
a
o 20 1
o
o
s 23
£ 16,5%)
S 25 - (16,5%) 12
= (10 1/) 10
’ (8,6%) (7,2%) 3
H B m =
0
Hématologie Hematologle Hematologle Hématologie CTS CHU Benl— Medecme
CAC Blida (B) CHU Beni- CHU Tizi-Ouzou CHU Blida (G) Messous (C) interne EPH
Messous (D) (E) Rouiba (F)
Service

Figure 51 : Répartition des patients selon le service de suivi
111.2.1.2. Répartition selon la wilaya

La figure 52 montre la répartition des 139 patients inclus dans I'étude, selon leur wilaya
de résidence.

Notre population est répartie dur 16 wilayas au total.
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Figure 52 : Répartition des patients selon la wilaya

111.2.1.3. Répartition selon le type de cas

La figure 53 montre la répartition des 139 patients selon gqu’il s’agisse de cas incidents ou

prévalents.

55
(39,6%)

84 m |ncident
(60,4%) m Prévalent

Figure 53 : Répartition des patients selon le type de cas
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111.2.1.4. Répartition selon le sexe

La figure 54 montre la répartition des 139 patients selon leur sexe.

61

(43,9%) 78 B Masculin

(56,1%)

B Féminin

Figure 54 : Répartition des patients selon le sexe

Le sex-ratio (H/F) est égal a 1,28.

111.2.1.5. Age des patients
Le tableau XLII résume les données liées a I'age des 139 patients.

La répartition des patients par tranches d’age est présentée par la figure 55.

Tableau XLII : Données relatives a I’age des patients

Sexe Effectif | Valeurs extrémes* | Moyenne* | Médiane* f;:;t; Quartiles*
Hommes 78 18283 47,51 47,00 13,55 40,0; 54,0
Femmes 61 21a84 48,34 48,00 15,84 36,0; 58,0
Total 139 18284 47,88 47,00 14,55 38,0; 57,0

* Données exprimées en nombre d’années.
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Figure 55 : Répartition des patients par tranches d’age

L'existence d’un lien significatif a été mise en évidence entre la classe d’age et le

sexe (p =0,025).

111.2.1.6. Caractéristiques anthropomeétriques

Les données anthropométriques des patients sont résumées par le tableau XLIII.

La répartition des patients en fonction de la classe de BMI (Body Weight Indice ou Indice
de Masse Corporelle) est présentée au niveau de la figure 56.

L'information relative au poids et a la taille n’a pas été précisée chez 2 hommes.
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Tableau XLIII : Données relatives aux caractéristiques anthropométriques des patients

Valeurs Ecart- P
Sexe . Moyenne | Médiane Quartiles
extrémes type value
Hommes | 404107 73,28 71,00 13,80 64,5; 81
Poi
(k°g' ;j s 0,003
Femmes | 402150 66,74 64,00 17,63 57; 75
Hommes | 1502186 172,49 172,0 7,04 168 177,5
Taille <10°
(cm) .
Femmes | 1482176 160,26 160,0 6,69 155; 165
Hommes | 16,3a33,6 24,58 24,35 4,10 21,5; 27,6
BMI 0,382
(kg/m?) . ’
Femmes | 17,1a50,7 25,89 24,70 6,04 22,2; 29,7
80 -
@8
& 60 7 31
=}
[
o
2 40 -
] B Femmes
S
g 20 - a1 ® Hommes
2
0 T T
Normal Surpoids Obese
Classe de BMI

Figure 56 : Répartition des patients par classe de BMI

Il existe un lien significatif entre le sexe et le poids, de méme qu’entre le sexe et la taille
au sein de notre population d’étude, mais aucun lien significatif n’a été mis en évidence
entre la classe de BMI et le sexe (p = 0,120).
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111.2.1.7. Répartition selon le niveau d’instruction

La répartition des patients en fonction de leur niveau d’instruction est présentée au
niveau de la figure 57.
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Figure 57 : Répartition des patients par niveau d’instruction

Il n’a pas été mis en évidence de lien significatif entre le niveau d’instruction et le sexe, au
sein de notre population d’étude (p = 0,407).

111.2.2. Données diagnostiques
111.2.2.1. Nombre de globules blancs au diagnostic

L'information relative au nombre de globules blancs au diagnostic a été reportée chez 93
patients (Tableau XLIV).
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Tableau XLIV : Données relatives aux nombre de globules blancs au diagnostic

Effectif VaItAeurs Moyenne | Médiane Ecart- Quartiles
extrémes type
Nombre GB R 90590 ;
(éléments /mm?) 93 17480 a3 628000 | 173817 141600 | 116014 229000

111.2.2.2. Présence d’une splénomégalie

L'information relative a la présence d’une splénomégalie au diagnostic a été
chez 136 patients (Figure 58).

27
(19,85%)

109

(80,15%)

B Splénomégalie (+)

B Splénomégalie (-)

reportée

Figure 58 : Répartition des patients selon la présence de splénomégalie au diagnostic

111.2.2.3. Diagnostic spécifique

La répartition des patients selon que

les examens spécifigues de diagnostic

(cytogénétique et moléculaire) ont été effectués ou non, sont présentés par les

figures 59 et 60.
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36

(25,9%) 53
(38,1%)

86

(61,9%)
103

(74,1%)

M Diagnostic cytogénétique (+) M Diagnostic moléculaire (+)
M Diagnostic cytogénétique (-) M Diagnostic moléculaire (-)
Figure 59 : Répartition des patients selon le Figure 60 : Répartition des patients selon le
fait que le diagnostic cytogénétique ait été fait que le diagnostic moléculaire ait été
effectué ou non effectué ou non

111.2.2.4. Anomalies chromosomiques additionnelles

L'information relative a la présence ou non d’anomalies chromosomiques additionnelles
(ACA) au diagnostic a été reportée chez 102 patients parmi les 103 ayant bénéficié d’un
examen cytogénétique de diagnostic (Figure 61).

La répartition des patients présentant une ACA en fonction du type d’ACA est présentée
en figure 62.

9
L (75,0%)
e
g 87
“-BD
o 6 -
S
g 4 2
£ (16,7%) 1
s 2 (8,3%)
. : -
(88,2%) 0 ' '
Délétion  Double Ph+ Translocation
Der9 variante
Type d'anomalie chromosomique
H Oui ENon additionnelle
Figure 61 : Répartition des patients en Figure 62 : Répartition des patients en
fonction de la présence d’'une anomalie fonction du type d’anomalie
cytogénétique additionnelle au diagnostic chromosomique additionnelle
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111.2.2.5. Scores pronostiques

A. Score de Sokal

L'information relative au score de Sokal a été reportée chez 85 patients (Tableau XLV).

La répartition des patients en fonction de la classe du score de Sokal est présentée en

figure 63.

Tableau XLV : Données relatives aux valeurs du score de Sokal

Effectif

Valeurs extrémes

Risque lié au score de Sokal

Moyenne | Médiane | Ecart-type | Qquartiles
kal
Score de Soka 35 0,53 33,46 1,25 1,16 0,59 0,81; 1,47
37
(43,5%)
2 40 28
[s)
5 2 20 (32,9%)
e (23,5%)
o 20
©
g
< 10
£
o
2 0 T T
Faible Intermédiaire Elevé

Figure 63

B. Score EUTOS

: Répartition des patients selon le risque lié au score de Sokal

L'information relative au score EUTOS a été reportée chez 76 patients (Tableau XLVI).

La répartition des patients en fonction de la classe du score EUTOS est présentée en

figure 64.
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Tableau XLVI : Données relatives aux valeurs du score EUTOS

Effectif | Valeurs extrémes | Moyenne | Médiane | Ecart-type | Quartiles

Score EUTOS 76 03161 77,25 79,50 34,82 52; 98

60 - 50 (65,8%)

40 - 26

30 - (34,2%)

Nobre de Patients

10 -

Faible Elevé

Risque lié au score Eutos

Figure 64 : Répartition des patients selon le risque lié au score EUTOS

C. Score de Hasford

L'information relative au score de Hasford a été reportée chez 74 patients
(Tableau XLVII).

La répartition des patients en fonction de la classe du score de Hasford est présentée
en figure 65.

Tableau XLVII : Données relatives aux valeurs du score de Hasford

Effectif | Valeurs extrémes | Moyenne | Médiane | Ecart-type | Qquartiles

Score de

Hasford 74 8422213 1114,2 1067,5 494,48 709; 1475
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Figure 65 : Répartition des patients selon le risque lié au score de Hasford
D. Score ELTS
Le score ELTS a été déterminé chez un seul patient, avec une valeur de 1,35,
correspondant a un risque faible.
111.2.2.6. Pathologies et traitements associés
La répartition des patients en fonction de la présence de pathologies associées et de la

prescription d’autres traitements, liés aux pathologies associées est donnée en
figures 66 et 67.

58
(41,7%)

81
(58,3%)

M pathologie associée (+)

M Pathologie associée (-)

59
(42,1%)

80
(57,6%)

B Traitement associé (+)

B Traitement associé (-)

Figure 66 : Répartition des patients en Figure 67 : Répartition des patients en
fonction de la présence de pathologie(s) fonction d’éventuels traitements associés en
associée(s) lien avec d’autres pathologies
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111.2.3. Données liées au traitement et au suivi des patients

111.2.3.1. Durée de suivi

Selon le tableau XLVIII, la durée moyenne de suivi des patients dans le cadre de la
présente étude est de 16,4 mois.

Tableau XLVIII : Données relatives a la durée de suivi des patients

Effectif Valieurs Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
extrémes
Durée de 139 1324 16,4 18 6,7 11;23
suivi (mois)

111.2.3.2. Traitement par I'imatinib

A. Posologie initiale

La figure 68 expose la répartition des patients en fonction de la posologie initiale
d’imatinib qui leur a été prescrite.

Dans I'un des services de suivi, une posologie initiale de 300 mg/j est souvent prescrite
durant les premiers jours de traitement pour en surveiller la tolérance, avant que celle-ci
ne soit augmentée a 400 mg/j. Dans ce cas, c’est la posologie de 400 mg/j qui est

comptabilisée.

150 126
(90,7%)
@ 125
b
= 100
©
a
g 75
-
2 50
§ 12
25 1 (8,6%)
(0,7%)
0 T
200 mg 300 mg 400 mg
Posologie initiale d'imatinib (/j)
Figure 68 : Répartition des patients selon la posologie initiale d’imatinib prescrite
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B. Modification de posologie

Parmi les 139 patients inclus, 49 ont eu une modification de la posologie
d’imatinib (figure 69).

Dans un quart des cas, il s'agissait d’'une augmentation de dose, comme le montre la
répartition des patients ayant subi une modification de posologie (figure 70).

Les patients ayant entamé leur traitement a une posologie de 300 mg/j durant les
premiers jours pour en évaluer la tolérance et ayant ensuite vu leur posologie
augmentée a 400 mg, indépendamment de tout signe de non réponse au traitement,
n’ont pas été comptabilisés parmi ceux pour lesquels la posologie a été augmentée.

49
(35,3%)

90
(64,7%)

B Modification de posologie (+) = Augmentation de posologie (+)
B Modification de posologie (-) = Augmentation de posologie (-)
Figure 69 : Répartition des patients en Figure 70 : Répartition des patients en
fonction de la modification de la posologie fonction de I'augmentation ou non de la
initiale d’imatinib posologie d’imatinib

C. Interruption momentanée du traitement

La figure 71 montre la répartition des patients en fonction de I'interruption ou non
de leur traitement par imatinib (interruption momentanée).
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48
(34,5%) M Interruption du traitement (+)

91 M Interruption du traitement (-)
(65,5%)

Figure 71 : Répartition des patients en fonction d’une éventuelle interruption
momentanée du traitement par I'imatinib

D. Observance au traitement
Les patients ont été répartis en « observants » et « non observants » au

traitement, selon leur propre estimation (figure 72) et selon l'estimation de
I'investigateur (figure 73).

37
(26,6%)

102
(73,4%)

129
(92,8%)

B Observance selon le patient (+) B Observance selon l'investigateur (+)

B Observance selon le patient (-) B Observance selon l'investigateur (-)
Figure 72 : Répartition des patients en Figure 73 : Répartition des patients en
fonction de I'observance au traitement fonction de I'observance au traitement selon

selon leur propre estimation I'estimation de I'investigateur
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Il n’a pas été mis en évidence de lien significatif entre I'observance au traitement
selon l'investigateur et le sexe (p = 0,893), ni entre l'observance selon
I'investigateur et le niveau d’instruction (p = 0,371), ni entre I'observance selon
I'investigateur et la sortie de I'étude (p = 0,084). Cette derniére p-value passe a
0,064 lorsque le lien est recherché entre I'observance selon I'investigateur et la
sortie de I’étude, en excluant les déces.

E. Caractéristiques des patients sortis de I’étude et switchs

Le tableau xxx expose les données relatives a la durée de suivi des patients sortis
de I'étude.

La répartition des 31 patients sortis de I'étude, en fonction de la raison de cette
sortie est présentée en figure 74.

Parmi les 4 décés enregistrés au cours du déroulement de I'étude, seuls 3 d’entre
eux étaient liés a la LMC, les 3 autres étant dus a des pathologies associées et,
dans un cas, a une mort naturelle, chez une patiente avancée en age.

Tableau XLIX : Données relatives a la durée de suivi des patients sortis de I’étude

Val - .
Effectif 2 :eurs Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
extrémes
Délai 31 56 a 643 266,7 213 28,58 149; 427

30 -~
@ 20
= (64,5%)
s 20 A
(T
a
()
o
510 6
£ (19,4%) 4 L
3 (12,9%) (3,2%)
0 -
Echec du traitement Intolérance majeure Déces Evolution de la
a I'lmatinib maladie

Raison de la sortie de I'étude

Figure 74 : Répartition des patients en fonction de la raison de leur sortie de I'étude
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La figure 75 montre la répartition des patients en fonction du fait que le
traitement par imatinib ait été remplacé ou non (switch + ou switch -).

Les patients ayant vu leur traitement modifié sont ensuite répartis en fonction du
nouveau traitement introduit: inhibiteur de tyrosine kinase de seconde
génération ITK2, a savoir, nilotinib et dasatinib ou chimiothérapie (figure 76).

27
(19,4%)

B Switch (+)
B Switch (-)

112
(80,6%)

Figure 75 : Répartition des patients en fonction du remplacement du traitement par

I'imatinib
25 -+ 21
(77,8%)
) 20 -
c
2
®
515 -
(]
©
o 4
510 5
E (18,5%)
Z 5 - 1
(3,7%)
0
Nilotinib Dasatinib Chimiothérapie
Autre Traitement

Figure 76 : Répartition des patients en fonction du traitement de remplacement de
I'imatinib
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111.2.3.3. Réponses au traitement
A. Réponse hématologique

La répartition des patients en fonction de [I'‘obtention d’'une réponse
hématologique optimale, a savoir, une réponse hématologique compléte (RHC) a
3 mois du début du traitement (figure 77), porte sur 119 des 139 patients inclus.
Huit (08) patients ne sont pas concernés par cette évaluation car ils ont été sortis
de l'étude avant d’atteindre 3 mois de traitement, tandis que les données,
notamment la date d’obtention de la RHC, n’étaient pas reportées pour
12 patients qui n’ont donc pas été comptabilisés.

Les patients ont également été répartis en fonction de I'obtention d’'une RHC quel
gu’en soit le moment (méme tardive) comme exposé dans la figure 78. Dans ce
second cas, les patients non comptabilisés sont les 8 patients sortis de I'étude
avant 3 mois et 4 patients pour lesquels cette donnée n’était pas précisée.

La répartition des patients en fonction de la perte de la RHC (figure 79) concerne
126 patients. Ne sont pas concernés les 12 patients cités ci-dessus et un treizieme
patient, sorti de I'étude a 3 mois pour non obtention de la RHC.

. , RHC
RHC a 3 mois (a n'importe quel moment)

114

0,
(95,8%) (99,2%)
M Oui H Oui
H Non H Non
Figure 77 : Répartition des patients en Figure 78 : Répartition des patients en fonction
fonction de I'obtention d’une réponse de I'obtention d’une réponse hématologique
hématologique compléte a 3 mois compléte a n‘importe quel moment
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Perte de la RHC

112
(88,9%)

m Oui

H Non

Figure 79 : Répartition des patients en fonction de la perte de la réponse hématologique

B. Réponse cytogénétique

compléte

Seuls 23 patients ont été répartis en fonction de lI'obtention d’une réponse
cytogénétique optimale, soit une réponse cytogénétique compléte (RCyC)
a 6 mois (figure 80), et ce en raison du trés faible nombre de patients évalués.

La perte de la RCyC n’a pas pu étre évaluée pour les mémes raisons.

11

RCyC a 6 mois

(47,8%)

M Oui

H Non

Figure 80 : Répartition des patients en fonction de I’obtention d’'une réponse cytogénétique
compléte a 6 mois
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C. Réponse moléculaire

La répartition des patients en fonction de I'obtention d’'une réponse moléculaire majeure
(RMM) a 12 mois (figure 81), considérée comme une réponse optimale par le réseau ELN
(European LeukemiaNet), porte sur 101 patients.

Trente-huit (38) patients ne sont pas inclus dans le décompte pour les raisons suivantes :
Sortie de I’étude et switch vers un ITK2 avant 12 mois : 16 patients.
Durée de traitement de 12 mois non encore atteinte au moment de la cléture de

v
v

AN N N NN

I’étude : 13 patients.

Evaluation non faite : 4 patients dont une perdu de vue.

Déces avant 12 mois : 2 patients.

Evolution de la pathologie vers la phase accélérée : 1 patient.
Préléevement rejeté par I'automate : 1 patient.

Incertitude sur le résultat : 1 patient.

La répartition des patients en fonction de I'obtention d’une réponse moléculaire majeure
(RMM) a 18 maois (figure 82), comme recommandé par le groupe de travail national GAT-
LMC, porte sur 79 patients. Soixante (60) patients ne sont pas inclus dans le décompte
pour les raisons suivantes :
Durée de traitement de 18 mois non encore atteinte au moment de la cléture de

v

AN

I’étude : 30 patients.

Sortie de I’étude et switch vers un ITK2 avant 18 mois : 25 patients.

Evaluation non faite : 2 patients.
Déces avant 12 mois : 2 patients.

Evolution de la pathologie vers la phase accélérée : 1 patient.

La répartition en fonction de la perte de la RMM (figure 83) porte sur les 67 patients

ayant précédemment acquis une RMM.

RMM a 12 mois

44
(43,6%)
57

(56,4%)

H Oui ®mNon

RMM a 18 mois

67
(84,8%)

E Oui ®Non

Figure 81 : Répartition des patients en fonction
de I'obtention d’une réponse moléculaire

majeure a 12 mois

Figure 82 : Répartition des patients en fonction
de I'obtention d’une réponse moléculaire
majeure a 18 mois
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Perte de la RMM

H Oui

H Non

66
(98,5%)

Figure 83 : Répartition des patients en fonction de la perte de la réponse moléculaire
majeure

I n"a pas été mis en évidence de lien significatif entre la RMM (aussi bien a 12
gu’a 18 mois) et le niveau d’instruction ou linterruption momentanée (p = 0,568,
p=0,185,p =0, 182 et p = 0,645).

Il na pas été mis en évidence de lien significatif entre la RMM a 18 mois et le sexe, ni
entre la RMM a 18 mois et I'existence d’un traitement associé (p = 0,144 et p = 0,228).

En revanche, un lien significatif ressort entre I'obtention d’'une RMM a 12 mois et le sexe
ainsi que I'existence d’un traitement associé (p = 0,038 et p = 0,043).

Un lien significatif a également été mis en évidence entre I'achevement de la RMM aussi
bien a 12 qu’a 18 mois et I'observance au traitement selon l'investigateur (p < 0,0001
dans les 2 cas).

1.2.3.4. Effets indésirables et toxicités

Les données de toxicité rapportées au sein de notre population d’étude sont présentées
dans le tableau L pour les effets indésirables et toxicités non hématologiques et dans le
tableau LI pour les effets indésirables et toxicités hématologiques.
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Tableau L : Effets indésirables et toxicités de I'imatinib rapportés dans la population d’étude

Nombre de patients Grade
Effet indésirable / Toxicité
Valeur Pourcen- Valeur absolue | Pourcentage
absolue tage
1+2 3+4 1+2 3+4

Myalgies / Crampes musculaires 57 41,0% 52 5 912% | 8,8%
Thrombopénie 49 353 % 30 19 61,2% | 38,8 %
Edéme /Rétention hydrique * 44 31,7% 44 0 100% | 0%
Neutropénie 41 29,5% 27 14 65,9% | 34,1%
Arthralgies/ Douleurs osseuses 35 25,2 % 30 5 85,7% | 14,3 %
Fatigue 26 18,7 % 26 0 100% | 0%
Prise de poids 26 18,7 % 20 / 76,9 % /
Leucopénie 17 12,2 % 15 2 88,2% |11,8%
Nausées 17 12,2 % 17 0 100% | 0%
Douleurs abdominales 17 12,2 % 17 0 100 % 0%
Vomissements 15 10,8 % 15 0 100 % 0%
Diarrhées 11 7,9% 11 0 100% | 0%
Perturbation du bilan hépatique 10 72 % 10 100 %
Anémie 8 5,8% 6 2 75,0% | 25,0 %
Dermatite / Rash cutané 8 5,8% 6 2 75,0% | 25,0%
Conjonctivite 8 5,8 % 8 0 100 % 0%
Augmentation des PAL 6 4,3 % 6 0 100 % 0%
Céphalées 4 2,9% 4 0 100 % 0%
Augmentation de la bilirubine 4 2,9% 2 2 50% | 50%
Hémorragie rétinienne ou 4 2.9% 4 100 %
conjonctivale
Hyperpigmentation cutanée / 3 22% 3 / 100 % /
Dyschromie
Augmentation des transaminases 3 2,2% 3 0 100 % 0%
Anorexie 2 1,4 % 2 0 100 0%
Perte de poids 2 1,4 % 2 0 100 % 0%
Diminution de I'acuité visuelle 2 1,4 % 2 0 100 % 0%
Pancytopénie 1 0,7% 0 1 0% | 100 %
Epanchement pleural 1 0,7% 0 1 0% 100 %
Disgueusie 1 0,7% 1 / 100 % /
Augmentation de la GGT 1 0,7% 1 0 100 % 0%
Augmentation de la LDH 1 0,7% 1 0 100% | 0%
Augmentation de la TSH 1 0,7% 1 100 %
Hypertension artérielle 1 0,7% 1 100 %
Impuissance sexuelle 1 0,7% 1 100 %
Perte de cheveux 1 0,7% 1 100 %
Etat fébrile 1 0,7% 1 100 %

* (Edéme de la face précisé dans 18 cas parmi lesquels 11 cas d’cedeme palpébral.
PAL : Phosphatases Alcalines - GGT: Gamma-Glutamyl-Transférase - LDH : Lactate Déshydrogénase -

TSH : Thyroid-Stimulating Hormone
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Tableau LI : Effets indésirables et toxicités hématologiques de I'imatinib répartis par grade dans
la population d’étude

Effet indésirable /

Nombre de

Grade

Toxicité patients (%)*
%% Qxx gk 4%*
Thrombopénie 49 (35,3 %) 9 (18,4 %) 21 (42,9 %) 10 (20,4 %) 9 (18,4 %)
Neutropénie 41 (29,5 %) 13 (31,7 %) 14 (34,1) 10 (24,4 %) 4 (9,8 %)
Leucopénie 17 (12,2%) | 15 (88,2 %) 0(0%) 1(5,9 %) 1(5,9 %)
Anémie 8 (5,8 %) 4 (50 %) 2 (25 %) 2 (25 %) 0(0 %)
Pancytopénie 1(0,7 %) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1 (100 %)

* Pourcentage calculé par rapport a I'effectif total (139 patients).

** Pourcentage calculé par rapport au nombre de patients ayant présenté chaque type de toxicité.

111.2.4. Résultats liés aux objectifs de I'étude

11.2.4.1. Objectif principal : détermination du seuil d’efficacité de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention d’'une réponse moléculaire optimale

A. Concentration plasmatique résiduelle d’imatinib et réponse moléculaire majeure a

12 mois

ALl. Inclusion de tous les patients

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib chez les patients ayant obtenu ou non une RMM a 12 mois (réponse
optimale selon les criteres ELN), sont présentés dans le tableau LIl. Ces résultats
portent sur 97 patients parmi les 139 inclus. Le diagramme de flux (figure 50)
explique I'exclusion des 42 autres patients pour répondre a cet objectif.

Les résultats de la comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques
résiduelle d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs font ressortir une
différence significative entre les 2 groupes, ce qui met en évidence I'existence
d’un lien significatif entre la réponse moléculaire a 12 mois et la concentration
d’imatinib, avec p < 0,0001) (tableau LIII).

La figure 84 permet de comparer la position des quartiles des groupes
« répondeurs » et « non répondeurs ».
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Tableau LIl : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib en
fonction de la réponse moléculaire a 12 mois (critéres ELN)

Nombre de Valeurs * s % -
patients (%) | extrémes* Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
RMM (+) 56(57,7) | 63032589 | 14633 1335,5 465,1 10%0,2;
1856,0
RMM (-) 41 (42,3) 0 a 2408 904,1 866,0 534,3 276,5;
’ ’ ’ ’ 1269,0
N 871,0;
Total 97 03 2589 1226,9 1220,0 565,6 15115

* Résultats exprimés en ng/ml.

Tableau LIl

Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs en fonction de la réponse
moléculaire a 12 mois (critéres ELN)

Test de Levene sur I'égalité des Test-t pour éqalité des movennes
variances P 9 y
} p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
0,426 0,516 5,492 95 < 0,0001

L'existence d’un lien significatif a été mise en évidence entre la concentration
plasmatique d’imatinib et I'observance au traitement selon [Iinvestigateur
(p =0,002).

Aucun lien significatif n’a été mis en évidence entre la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib et le sexe (p = 0,965), ni entre la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib et le niveau d’instruction (p = 0,691).

De méme, aucun lien significatif n’a été mis en évidence entre la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib et [linterruption temporaire de celui-ci
(p = 0,270), ni entre la concentration d’imatinib et un éventuel traitement associé,
lié a une autre pathologie (p = 0,455).

Chez ces patients (97) chez lesquels le résultat de I'imatinibémie ainsi que ceux de
I’évaluation moléculaire a 12, ont été obtenus :

v" Un lien significatif a été mis en évidence entre I'obtention d’'une RMM a
12 mois et I'observance au traitement (p < 0,0001).
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Un lien significatif a été mis en évidence entre I'obtention d’'une RMM a
12 mois et le sexe (p = 0,021).

Un lien significatif a été mis en évidence entre I'obtention d’'une RMM a
12 mois et un éventuel traitement associé, lié a une autre pathologie
(p =0,032).

Il n’a pas été mis en évidence de lien entre la concentration d’imatinib et
le niveau d’instruction (p = 0,483).

T T
Pas de RMM R

Réponse moléculaire a 12 mois

Figure 84 : Comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib chez les
répondeurs et non répondeurs pour la réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres

ELN

Le tableau ci-dessous (tableau LIV) expose les données de significativité de la courbe ROC
(Receiver Operating Characteristic) (figure 85) obtenue a 12 mois selon les critéres ELN,
avec notamment le seuil optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib
pour la différentiation des patients « répondeurs » et « non répondeurs ».

Tableau LIV : Données de significativité de la courbe ROC pour la détermination du seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention
d’une réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres ELN

Ai Intervalle de confiance
ire
95% i i g
sous la stEarr:Z:: d p-value 0 Sel;: o/r::lr)nal Sensibilité | 1-Spécificité
courbe Borne Borne &
inférieure | supérieure
0,784 0,048 |<0,0001 0,69 0,877 1167 0,732 0,317
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Courbe ROC -12 mois (1)

Sensitivité

I !
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Figure 85 : Courbe ROC pour la détermination du seuil d’efficacité optimal de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib pour I’obtention d’'une réponse moléculaire majeure
a 12 mois selon les critéres ELN

Le tableau de contingence 4x4 ci-dessous (tableau LV est issu du croisement des effectifs
de patients en fonction du résultat de I'évaluation de la réponse moléculaire par PCR
(Polymérase Chain Reaction), prise comme test diagnostic de référence, d’une part et des
résultats de notre test diagnostic (dosage de I'imatinibémie) considéré comme test de
diagnostic candidat, d’autre part.

A partir des données de ce dernier tableau, les principaux indicateurs de validité interne
et externe de notre test candidat sont déterminés et présentés (tableau LVI).
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Tableau LV : Tableau de contingence entre les résultats du suivi moléculaire par PCR et les
résultats du dosage de I'imatinibémie a 12 mois, selon les critéres ELN et le seuil d’efficacité
optimal obtenu a partir de la courbe ROC

PCR (RMM)
Positif Négatif Total
Positif (> 1167 ng/ml) 41 13 54
ﬁ‘:ﬁ::::;:::g de | Négatif (< 1167 ng/ml) 15 28 43
Total 56 41 97

Tableau LVI: Principaux indicateurs de validité du test diagnostic candidat selon le seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib obtenu a partir de la

courbe ROC (réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres ELN)

Parametre Estimation col:fti:‘:;a:: :se %
Sensibilité 73,2% (60,4 - 83,0)
Spécificité 68,3% (53,0-80,4)
Valeur prédictive positive (VPP) 75,9% (63,0 - 85,4)
Valeur prédictive négative (VPN) 65,1% (50,2 - 77,6)
Exactitude du diagnostic 71,1% (61,4 -79,2)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 2,309 (1,951 -2,732)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,3922 (0,3332-0,4617)
1/RV- 2,56 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 2,18 /
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Afin de se faire une idée de l'intérét que nous aurions a appliquer les seuils
d’efficacité rapportés dans la littérature, nous avons utilisé le seuil de de 1000
ng/ml, recommandé dans la plupart des publications (tableaux LVII et LVIII) puis le
seuil de 2158 ng/ml recommandé par les jordaniens (tableaux LIX et LX), et avons
déterminé les indicateurs de validité du test dans les 2 cas, afin de les comparer a
ceux que nous avons obtenus en appliquant le seuil déterminé a partir des
données issues de la population algérienne.

Tableau LVII : Tableau de contingence entre les résultats du suivi moléculaire par PCR et les
résultats du dosage de I'imatinibémie a 12 mois selon les critéres ELN en appliquant le seuil
d’efficacité optimal le plus souvent recommandé de 1000 ng/ml

PCR (RMM)
Positif Négatif Total
Positif (> 1000 ng/ml) 19 49 68
Détermination [,
de Négatif (< 1000 ng/ml) 22 7 29
I'imatinibémie
Total 41 56 97

Tableau LVIII : Principaux indicateurs de validité en appliquant le seuil d’efficacité optimal de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib le plus souvent recommandé de 1000 ng/ml
(réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéeres ELN)

Parametre Estimation Intervalle de
confiance a 95 %

Sensibilité 87,5% (76,3-93,8)
Spécificité 53,7% (38,7-67,9)
Valeur prédictive positive (VPP) 72,1% (60,4 - 81,3)
Valeur prédictive négative (VPN) 75,9% (57,9 - 87,8)
Exactitude du diagnostic 73,2% (63,6-81,0)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 1,888 (1,693 - 2,105)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,233 (0,163 - 0,3329)
1/RV- 4,3 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 3 /
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Tableau LIX : Tableau de contingence entre les résultats du suivi moléculaire par PCR et les
résultats du dosage de I'imatinibémie a 12 mois selon les critéres ELN en appliquant le seuil
d’efficacité optimal de 2158 ng/ml recommandé par une équipe jordanienne

PCR (RMM)
Positif Négatif Total
Positif (> 2158 ng/ml) 6 7
Détermination [
de Négatif (< 2158 ng/ml) 50 40 90
I'imatinibémie
Total 56 2 97

Tableau LX : Principaux indicateurs de validité en appliquant le seuil d’efficacité optimal de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib de 2158 ng/ml recommandé par une équipe
jordanienne (réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres ELN)

Parametre Estimation Intervalle de
confiance a 95 %

Sensibilité 10,7% (5,0-21,5)
Spécificité 97,6% (87,4- 99,6)
Valeur prédictive positive (VPP) 85,7% (48,7 -97,4)
Valeur prédictive négative (VPN) 44,4% (34,6 -54,7)
Exactitude du diagnostic 47,4% (37,8 -57,3)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 4,393 (0,04067 - 474,5)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,9152 (0,8789 - 0,9529)
1/RV- 1,1 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 1,54 /
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A2. Exclusion des non observants

Un lien significatif ayant été mis en évidence entre les concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib et I'observance au traitement, nous avons a
nouveau déterminé les parametres liés a I'objectif principal en excluant les
patients jugés non observants par I'investigateur.

L'effectif a donc été amené a 69 patients aprés avoir exclu les 28 non observants
(au nombre de 4 parmi les patients ayant obtenu une RMM et de 24 parmi les
patients n’ayant pas obtenu de RMM a 12 mois).

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib chez les patients restants sont présentés dans le tableau LXI.

Les résultats de la comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques
résiduelle d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs font ressortir une
différence significative entre les 2 groupes, ce qui met en évidence I'existence
d’un lien significatif entre la réponse moléculaire a 12 mois et la concentration
d’imatinib, avec p < 0,0001) (tableau LXII).

La figure 86 permet de comparer la position des quartiles des groupes
« répondeurs » et « non répondeurs ».

Tableau LXI : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib en
fonction de la réponse moléculaire a 12 mois apres exclusion des non observants (critéres ELN)

Nombre de Valeurs * i % ———
patients (%) | extrémes* Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
. 1090,2;
RMM (+) 52 (75,4) 771 a 2589 1468,4 1335,5 454,3
1856,0
. 755,0;
RMM (-) 17 (24,6) 201 a 1760 1014,2 1063,0 356,1
1251,5
s 1040,0;
Total 69 201 a 2589 1356,5 1263,0 472,8 1703,5

* Résultats exprimés en ng/ml.
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Tableau LXIlI: Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs en fonction de la réponse

moléculaire a 12 mois apres exclusion des non observants (critéres ELN)

Testde Levene sur I'égalite des Test-t pour égalité des moyennes
variances
} p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
2,474 0,12 3,756 67 <0,0001
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Figure 86 : Comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib chez les
répondeurs et non répondeurs pour la réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres

ELN apreés exclusion des non observants

Le tableau ci-dessous (tableau LXIIl) expose les données de significativité de la courbe
ROC (figure 87) obtenue a 12 mois selon les critéeres ELN, avec notamment le seuil optimal
de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour la différentiation des patients
« répondeurs » et « non répondeurs », aprés exclusion des non observants.
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Tableau LXIIl : Données de significativité de la courbe ROC pour la détermination du seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention
d’une réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres ELN aprés exclusion des non

observants
Ai Intervalle de confiance
ire
95% i i g s
sous la sti\rr:fj:: d p-value 0 Seu(u:: o/;::r)nal Sensibilité | 1-Spécificité
courbe Borne Borne &
inférieure | supérieure
0,781 0,062 | <0,001 0,659 0,903 1206 0,712 0,235
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Figure 87 : Courbe ROC pour la détermination du seuil d’efficacité optimal de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib pour I’obtention d’'une réponse moléculaire majeure

a 12 mois selon les critéres ELN aprés exclusion des non observants

Le tableau LXIV (de contingence) permet de croiser les données issues de notre test

diagnostic candidat et celles obtenues avec le test de référence.

Les principaux indicateurs de validité interne et externe de notre test candidat sont
présentés dans le tableau LXV.
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Tableau LXIV : Tableau de contingence entre les résultats du suivi moléculaire par PCR et les
résultats du dosage de I'imatinibémie a 12 mois selon les critéres ELN et le seuil d’efficacité
optimal obtenu a partir de la courbe ROC apreés exclusion des non observants

PCR (RMM)
Positif Négatif Total
Positif (> 1206 ng/ml) 37 41
Détermination ————
de Négatif (< 1206 ng/ml) 15 13 28
I'imatinibémie Total 57 69

Tableau LXV : Principaux indicateurs de validité du test diagnostic candidat selon le seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib obtenu a partir de la
courbe ROC apres exclusion des non observants (réponse moléculaire majeure a 12 mois selon

les critéres ELN)

Parametre Estimation col:ftiz:::a:e"ée ;I: %
Sensibilité 71,2% (57,7 -81,7)
Spécificité 76,5% (52,7-90,4)
Valeur prédictive positive (VPP) 90,2% (77,4 - 96,1)
Valeur prédictive négative (VPN) 46,4% (29,5 - 64,2)
Exactitude du diagnostic 72,5% (60,9 - 81,6)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 3,024 (1,813 - 5,043)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,3772 (0,316 - 0,4503)
1/RV- 2,7 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 1,68 /

A3. Prise en considération des critéres du groupe GAT-LMC

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib chez les patients ayant obtenu ou non la réponse moléculaire a
12 mois, tel que recommandé par le Groupe Algérien de Travail sur la Leucémie
Myéloide Chronique (GAT-LMC), a savoir un ratio BCR-ABL/ABL < 1 pour les
répondeurs et > 1 pour les non répondeurs sont présentés dans le tableau LXVI.
Ces résultats portent sur 97 patients.
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Les résultats de la comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques
résiduelle d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs font ressortir une
différence significative entre les 2 groupes, ce qui met en évidence I'existence
d’un lien significatif entre la réponse moléculaire a 12 mois attendue selon les
recommandations du groupe GAT-LMC, et la concentration d’imatinib, avec
p <0,0001) (tableau LXVII).

La figure 88 permet de comparer la position des quartiles des groupes
« répondeurs » et « non répondeurs ».

Tableau LXVI : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib en
fonction de la réponse moléculaire a 12 mois (critéres GAT-LMC)

Nombre de Valeurs . . .
patients (%) | extrémes* Moyenne* Médiane* | Ecart-type* | Quartiles*
1010,7;
RM (+) 74 (76,3) | 53742589 1368,7 1268 493,1
BCR-ABL>1% 1735,7
RM (-) N 202,0;
551,7
BCRABL < 1% 23 (23,7) 0 a 1856 770,9 784,0 , 1257.0
Total 97 0a 2589 1226,9 1220,0 565,6 871,0;
ot ! ! ! 1511,5

* Résultats exprimés en ng/ml.

Tableau LXVII: Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs en fonction de la réponse
moléculaire a 12 mois (critéres GAT-LMC)

Test de Levene sur I'égalité des

Test-t pour égalité des moyennes

variances
} p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
1,061 0,306 4,936 95 < 0,0001
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Figure 88 : Comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’'imatinib chez les
répondeurs et non répondeurs pour la réponse moléculaire optimale a 12 mois selon les critéres

GAT-LMC

Le tableau ci-dessous (tableau LXVIII) expose les données de significativité de la courbe
ROC (figure 89) obtenue a 12 mois selon les criteres GAT-LMC, avec notamment le seuil
optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour la différentiation des
patients « répondeurs » et « non répondeurs ».

Tableau LXVIII : Données de significativité de la courbe ROC pour la détermination du seuil
d‘efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention
d’une réponse moléculaire optimale a 12 mois selon les critéres GAT-LMC

Ai Intervalle de confiance
ire
E 95% i i g
sous la star;Z:: d p-value i Se"(': o/’:::')“al Sensibilité | 1-Spécificité
courbe Borne Borne &
inférieure | supérieure
0,767 0,058 |<0,0001 0,654 0,881 833,5 0,865 0,435
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Figure 89 : Courbe ROC pour la détermination du seuil d’efficacité optimal de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention d’une réponse moléculaire optimale
a 12 mois selon les critéres GAT-LMC

Le tableau de contingence 4x4 ci-dessous (tableau LXIX) est issu du croisement des
effectifs de patients en fonction du résultat de I’évaluation de la réponse moléculaire par
PCR (Polymérase Chain Reaction), prise comme test diagnostic de référence, d’'une part et
des résultats de notre test diagnostic (dosage de I'imatinibémie) considéré comme test de

diagnostic candidat, d’autre part.

A partir des données de ce dernier tableau, les principaux indicateurs de validité interne
et externe de notre test candidat sont déterminés et présentés (tableau LXX).
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Tableau LXIX : Tableau de contingence entre les résultats du suivi moléculaire par PCR et les
résultats du dosage de l'imatinibémie a 12 mois, selon les criteres GAT-LMC et le seuil
d’efficacité optimal obtenu a partir de la courbe ROC

PCR (Seuil BCR-ABL/ABL = 1%)

Positif Négatif Total
Positif (> 833,5 ng/ml) 64 10 74
Détermination de P
limatinibémie Négatif (< 833,5 ng/ml) 10 13 23
Total 74 23 97

Tableau LXX: Principaux indicateurs de validité du test diagnostic candidat selon le seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib obtenu a partir de la
courbe ROC (réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les criteres GAT-LMC)

Parameétre Estimation col:fti:‘:;a:: :se %
Sensibilité 86,5% (76,9-92,5)
Spécificité 56,5% (36,8-74,4)
Valeur prédictive positive (VPP) 86,5% (76,9 - 92,49)
Valeur prédictive négative (VPN) 56,5% (36,8 -74,4)
Exactitude du diagnostic 79,4% (70,3 - 86,2)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 1,99 (1,627 - 2,432)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,2391 (0,175 - 0,3266)
1/RV- 4,18 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 1,99 /
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B. Concentration plasmatique résiduelle d’imatinib et réponse moléculaire majeure
a 18 mois

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib chez les patients ayant obtenu ou non une RMM a 18 maois, tel que
recommandé par le Groupe Algérien de Travail sur la Leucémie Myéloide
Chronique (GAT-LMC), sont présentés dans le tableau LXXI. Ces résultats portent
sur 72 patients.

Les résultats de la comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques
résiduelle d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs ne font pas
ressortir de différence significative entre les 2 groupes (p = 0,133) (tableau LXXII).

La figure 90 permet de comparer la position des quartiles des groupes
« répondeurs » et « non répondeurs ».

Tableau LXXI : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib en
fonction de la réponse moléculaire a 18 mois (critéres GAT-LMC)

Nombre de Valeurs * P * N
patients (%) | extrémes* Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
. 1070,5;
RMM (+) 62 (87,3) 630 a 2589 1439,3 1318,5 455,3
1762,2
RMM (-) 10(13,9) 77 a 1811 1199,0 1375 513,7 928,7;
’ ’ ’ 1526,2
N 1065,5 ;
Total 72 77 a 2589 1405,9 1335,5 467,5 1719,2

* Résultats exprimés en ng/ml.

Tableau LXXIl: Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs en fonction de la réponse
moléculaire a 18 mois (criteres GAT-LMC)

Test de Levene sur I'égalité des

Test-t pour égalité des moyennes

variances
} p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
0,015 0,902 1,522 70 0,133
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Figure 90 : Comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib chez les
répondeurs et non répondeurs pour la réponse moléculaire a 18 mois selon les critéres GAT-

LMC

Le tableau ci-dessous (tableau LXXIII) expose les données de significativité de la courbe
ROC (Receiver Operating Characteristic) obtenue a 18 mois selon les critéres GAT-LMC
(figure 91).

L'aire sous la courbe de différe pas significativement de la valeur 0,5 (p = 0,416).

Les indicateurs de validité du test n’ont pas été calculés.

Tableau LXXIIl : Données de significativité de la courbe ROC pour la détermination du seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention
d’une réponse moléculaire majeure a 18 mois selon les critéres GAT-LMC

Ai Intervalle de confiance
ire
E 95% Seuil optimal i s
sous la starrrl::: d p-value i el;:‘ o/;:nllr)na Sensibilité | 1-Spécificité
courbe Borne Borne &
inférieure | supérieure
0,581 0,93 0,416 0,398 0,764 / /
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Figure 91 : Courbe ROC pour la détermination du seuil d’efficacité optimal de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib pour I’obtention d’'une réponse moléculaire majeure
a 18 mois selon les critéeres GAT-LMC

111.2.4.2. Objectifs secondaires

A. Détermination des seuils d’efficacité de la réponse hématologique et de la réponse
cytogénétique

Al. Réponse hématologique compléte (RHC) a 3 mois

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib chez les patients ayant obtenu ou non une RHC a 3 mois sont présentés
dans le tableau LXXIV.

Ces résultats portent sur 40 patients parmi les 139 inclus.

De nombreux patients ont été exclus pour cette partie du travail, en raison du
mangue de données complétes sur criteres de jugement de I'achévement ou non
de la RHC.
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Tous les patients considérés ont obtenu une RHC a 3 mois. Il n’y a donc aucun
effectif dans le groupe « non répondeurs ». Il n'est pas possible d’effectuer de
comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib entre
« répondeurs » et « non répondeurs ».

Il n"est donc pas non plus possible de comparer la position des quartiles des
groupes « répondeurs » et « non répondeurs », ni de tracer une courbe ROC.

Le seuil optimal d’efficacité des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib
pour la réponse hématologique ne peut donc étre déterminé.

Tableau LXXIV : Concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib en fonction de la
réponse hématologique a 3 mois

:;::2::: ((:) e):ﬁ:;:;i* Moyenne* Médiane* | Ecart-type* | Quartiles*
RHC (+) 44 (100) 412 a 2321 1209,6 1149 478,7 842 ; 1519
RHC (-) 0(0) - - - - -
Total 44 412 3 2321 1209,6 1149 478,7 842 ; 1519

*Parametres exprimés en ng/ml

RHC (+)

RHC (-) :

: Réponse hématologique compléete achevée au plus tard a 3 mois

Réponse hématologique compléte non achevée a 3 mois

A2. Réponse cytogénétique compléte (RCyC) a 6 mois

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib chez les patients ayant obtenu ou non une RCyC a 6 mois (réponse
optimale), sont présentés dans le tableau LXXV. Ces résultats portent sur 16
patients parmi les 139 inclus, les évaluations cytogénétiques étant de moins en
moins effectuées.

Les résultats de la comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques
résiduelle d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs ne font pas
ressortir une différence significative entre les 2 groupes (p = 0,071)
(tableau LXXVI). L'investigation a tout de méme été poursuivie.

La figure 92 permet de comparer la position des quartiles des groupes
« répondeurs » et « non répondeurs ».
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Tableau LXXV : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib
en fonction de la réponse cytogénétique a 6 mois

Nombre de Valeurs * Lk * T
patients (%) | extrémes* Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
N 1290,2;
RCyC (+) 8 (50) 943 3 2062 1481,0 1443,5 338,8 1740,7
RCyC (-) 8 (50) 0a2204 944,0 1014,0 700,8 255,5;
v ’ ’ ’ 12685
N 955,50;
Total 16 0a 2204 1212,5 1291,5 599,7 1507,2

* Résultats exprimés en ng/ml.
RCyC (+) : Réponse cytogénétique compléte achevée au plus tard a 6 mois
RCyC (-) : Réponse cytogénétique compléte non achevée a 6 mois

Tableau LXXVI: Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs en fonction de la réponse
cytogénétique a 6 mois

Test de Levene sur I'égalité des

Test-t pour égalité des moyennes

variances
} p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
1,910 0,189 1,951 14 0,071
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Figure 92 : Comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib chez les
répondeurs et non répondeurs pour la réponse cytogénétique a 6 mois

Le tableau ci-dessous (tableau LXXVII) expose les données de significativité de la courbe
ROC (figure93) obtenue avec les données cytogénétiques a 6 mois, avec notamment le
seuil optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour la différentiation
des patients « répondeurs » et « non répondeurs ». La courbe fait ressortir 2 seuils
optimaux (1205,5 ng/ml et 1328 ng/ml).

Tableau LXXVII : Données de significativité de la courbe ROC pour la détermination du seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention
d’une réponse cytogénétique compléte a 6 mois

Ai Intervalle de confiance
ire
E 95% Seuil optimal
sous la starrrl::: d p-value i el;:‘ o/r:nllr)na Sensibilité | 1-Spécificité
courbe Borne Borne &
inférieure | supérieure
1206,5 0,875 0,250
0,797 0,127 0,046 0,548 1,000 13280 0,750 0,125
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Figure 93 : Courbe ROC pour la détermination du seuil d’efficacité optimal de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention d’une réponse cytogénétique compléte
a 6 mois

La mise en évidence de 2 seuils optimaux d’efficacité nous améne a dresser 2 tableaux de
contingence 4x4 (tableaux LXXVIII et LXXX), chacun utilisant I'un de ces 2 seuils.

A partir des données des tableaux de contingence, les principaux indicateurs de validité
interne et externe de notre test candidat sont déterminés pour les 2 seuils et présentés
dans les tableaux LXXIX et LXXXI).
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Tableau LXXVIII : Tableau de contingence entre les résultats du suivi cytogénétique a 6 mois et
les résultats du dosage de I'imatinibémie avec le seuil d’efficacité optimal de 1206,5 ng/ml

Suivi cytogénétique (RCyC)
Positif Négatif Total
Positif (> 1206,5 ng/ml) 7 2 9
Diermination 9€ | Négatif (< 1206,5 ng/mi) 1 6 /
Total 8 8 16

Tableau LXXIX : Principaux indicateurs de validité du test diagnostic candidat selon le seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib de 1206,5 ng/ml
obtenu a partir de la courbe ROC de la réponse cytogénétique a 6 mois

Parameétre Estimation col:fti:‘:;a:: :se %
Sensibilité 87,50% (52,91 -97,76)
Spécificité 75,00% (40,93 -92,85)
Valeur prédictive positive (VPP) 77,78% (45,26 - 93,68)
Valeur prédictive négative (VPN) 85,71% (48,69 - 97,43)
Exactitude du diagnostic 81,25% (56,99 - 93,41)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 3,5 (1,262 - 9,706)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,1667 (0,0210-1,319)
1/RV- 6 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 5,44 /
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Tableau LXXX : Tableau de contingence entre les résultats du suivi cytogénétique a 6 mois et les
résultats du dosage de I'imatinibémie avec le seuil d’efficacité optimal de 1328 ng/ml

Suivi cytogénétique (RCyC)
Positif Négatif Total
Positif (> 1328 ng/ml) 6 1 7
D?,ti:;::ia:;or:iede Négatif (< 1328 ng/ml) 2 / 9
Total 8 8 16

Tableau LXXXI : Principaux indicateurs de validité du test diagnostic candidat selon le seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib de 1328 ng/ml
obtenu a partir de la courbe ROC de la réponse cytogénétique a 6 mois

Parameétre Estimation col:fti:‘:;a:: gse %
Sensibilité 75,00% (40,93 - 92,85)
Spécificité 87,50% (52,91 - 97,76)
Valeur prédictive positive (VPP) 85,71% (48,69 - 97,43)
Valeur prédictive négative (VPN) 77,78% (45,26 - 93,68)
Exactitude du diagnostic 81,25% (56,99 - 93,41)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 6 (0,758 - 47,5)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,2857 (0,1030-0,7923)
1/RV- 3,5 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 3,86 /
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B. Etude du potentiel prédictif de la détermination précoce des concentrations
plasmatique de I'imatinib pour la réponse moléculaire

B1. Inclusion de tous les patients a 12 mois (critéres ELN)

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib a 1 mois chez les patients ayant obtenu ou non une RMM a 12 mois, sont
présentés dans le tableau LXXXII. Ces résultats portent sur 32 patients pour lesquels
nous avons pu, d’une part mesurer les concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib a 1 mois, et d’autre part déterminer la réponse moléculaire a 12 mois par
PCR.

Les résultats de la comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques
résiduelle d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs ne font pas
ressortir de différence significative entre les 2 groupe (p = 0,052) (tableau LXXXIII).

L'investigation a tout de méme été poursuivie en tracant la courbe ROC
correspondant aux seuils d’efficacité des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib a 1 mois pour la réponse moléculaire a 12 mois selon les critéres ELN.

La figure 94 permet de comparer la position des quartiles des groupes
« répondeurs » et « non répondeurs ». Trois (03) valeurs extrémes ressortent dans
le groupe « non répondeurs ».

Tableau LXXXII : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib
obtenues a 1 mois en fonction de la réponse moléculaire a 12 mois (critéres ELN)

Nombre de Valeurs * % % -
patients (%) | extrémes* Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
RMM (+) 15 (46,9) | 507 42132 1431,1 1535,0 526,4 933,0;
’ ’ ’ ’ 1868,0
RMM (-) 17 (53,1) 77 22108 1071,2 1067,0 480,0 760,5;
) ’ ' ' ’ 1227,0
Total 32 77 22132 1239,9 1203,5 526,6 918,0;
o ’ ’ ’ 1683,5

* Résultats exprimés en ng/ml.
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Tableau LXXXIIl: Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib a 1 mois chez les répondeurs et les non répondeurs en fonction de la
réponse moléculaire a 12 mois (criteres ELN)

Testde Levene sur I'égalite des Test-t pour égalité des moyennes
variances
i p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
0,963 0,334 2,023 30 0,052
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Figure 94 : Comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib a 1 mois chez
les répondeurs et non répondeurs pour la réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les

criteres ELN

Le tableau ci-dessous (tableau LXXXIV) expose les données de significativité de la
courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) obtenue avec les concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib déterminées a 1 mois et les réponses
moléculaires a 12 mois selon les critéres ELN (figure 95).

L'aire sous la courbe de différe pas significativement de la valeur 0,5 (p = 0,062).

Les indicateurs de validité du test n’ont pas été calculés.

Page 228



Partie Pratique

Chapitre Il - Résultats de I’étude de stratégie diagnostique

1

0,8

Sensitivité

0o

i¥]

0,6

Courbe ROC - Prédiction 1 mois I 12 mois (1)

0o

0z

T
0,4

T
0,6

1 - Specificite

0

10

Figure 95 : courbe ROC pour la détermination du seuil d’efficacité optimal de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib a 1 mois pour I'obtention d’une
réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres ELN

Tableau LXXXIV : Données de significativité de la courbe ROC pour la détermination du seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib a 1 mois nécessaire a

I’obtention d’une réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres ELN

Intervalle de confiance

Aire o . .
sous la stirnrz';: 4| p-value 5% Set.(u::go/;::lr)nal Sensibilité | 1-Spécificité
courbe Borne Borne
inférieure | supérieure
0,694 0,099 0,062 0,5 0,888 / / /

B2. Exclusion des valeurs extrémes a 12 mois (critéres ELN)

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib a 1 mois chez les patients ayant obtenu ou non une RMM a 12 mois, en
excluant les 3 valeurs extrémes, mises en évidence dans la figure 93, sont
présentés dans le tableau LXXXV. Ces résultats portent sur 29 patients.
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Les résultats de la comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques
résiduelle d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs font ressortir une
différence significative entre les 2 groupes (p = 0,016) (tableau LXXXVI).

Les box plot des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib en fonction de
la réponse moléculaire (figure 96) permettent de comparer la position des
quartiles des groupes « répondeurs » et « non répondeurs ». Une nouvelle valeur
extréme ressort au sein du groupe « non répondeurs ».

Tableau LXXXV : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib

Y

obtenues a 1 mois en fonction de la réponse moléculaire a 12 mois (criteres ELN) apreés
exclusion des 3 valeurs extrémes

Nombre de Valeurs " P * T
patients (%) | extrémes* Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
RMM (+) 15 (51,7) 507 a 2132 1431,1 1535 526,4 933,0;
’ ’ ’ 1868,0
R 836,7;
RMM (-) 14 (48,3) 562 a 1694 1021,1 1049 297,9
1205,7
N 923,0;
Total 29 507 a 2132 1233,2 1199 472,5
1634,5

* Résultats exprimés en ng/ml.

Tableau LXXXVI: Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib a 1 mois chez les répondeurs et les non répondeurs en fonction de la
réponse moléculaire a 12 mois (criteres ELN) aprés exclusion des 3 valeurs extrémes

Test de Levene sur I'égalité des s
) Test-t pour égalité des moyennes
variances
} p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
6,411 0,017 2,603 22,412 0,016
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Figure 96 : Comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib a 1 mois chez
les répondeurs et non répondeurs pour la réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les
critéres ELN apreés exclusion des 3 valeurs extrémes

Le tableau ci-dessous (tableau LXXXVII) expose les données de significativité de la courbe
ROC obtenue avec les concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib déterminées
a 1 mois et les réponses moléculaires a 12 mois selon les critéres ELN, aprés exclusion des
3 valeurs extrémes (figure 97).

L’aire sous la courbe est significativement différente de 0,5 (p = 0,026) et 2 valeurs pour le

seuil d’efficacité optimal a 1 mois ressortent : 1203,5 ng/ml et 1235,5 ng/ml.

Tableau LXXXVII : Données de significativité de la courbe ROC pour la détermination du seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib a 1 mois nécessaire a
I’obtention d’une réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres ELN aprés exclusion
des 3 valeurs extrémes

Ai Intervalle de confiance
ire
E 95% i i (g s
sous la star;Z:: d p-value i Se"(': o/;::llr)nal Sensibilité | 1-Spécificité
courbe Borne Borne &
inférieure | supérieure
1203,50 0,733 0,214
0,743 0,099 0,026 0,549 0,937 1235.50 0,667 0,071
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Figure 97 : Courbe ROC pour la détermination du seuil d’efficacité optimal de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib a 1 mois pour I'obtention d’une réponse moléculaire majeure
a 12 mois selon les critéres ELN aprés exclusion des 3 valeurs extrémes

Deux tableaux de contingences ont été dressés, chacun tenant compte de l'une des
valeurs seuils mises en évidences par la courbe ROC (tableaux LXXXVIII et XC).

A partir des données de ces tableaux, les principaux indicateurs de validité interne et
externe de notre test candidat sont déterminés et présentés (tableaux LXXXIX et XCl).
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Tableau LXXXVIII : Tableau de contingence entre les résultats du suivi moléculaire par PCR
a 12 mois en excluant les 3 valeurs extrémes et les résultats du dosage de I'imatinibémie
a 1 mois selon les critéres ELN en tenant compte du seuil d’efficacité de 1203,5 ng/ml

PCR (RMM)
Positif Négatif Total
Positif (> 1203,5 ng/ml) 11 3 14
Détermination de | Négatif (< 1203,5 ng/ml) 4 11 15
l'imatinibémie
Total 15 14 29

Tableau LXXXIX : Principaux indicateurs de validité du test diagnostic candidat obtenus avec le
seuil d’efficacité optimal de 1203,5 ng/ml déterminé aprés exclusion des 3 valeurs extrémes
pour I'obtention d’une réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les critéres ELN

Parametre Estimation col:fti::nvcae": ;Ise %
Sensibilité 73,3% (48,0 -89,1)
Spécificité 78,6% (52,4 -92,4)
Valeur prédictive positive (VPP) 78,6% (52,4 -92,4)
Valeur prédictive négative (VPN) 73,3% (48,0-89,1)
Exactitude du diagnostic 75,9% (57.9 -87,8)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 3,422 (1,669 — 7,018)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,3394 (0,1981 - 0,5816)
1/RV- 2,95 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 2,95 /
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Tableau XC : Tableau de contingence entre les résultats du suivi moléculaire par PCR a 12 mois
en excluant les 3 valeurs extrémes et les résultats du dosage de I'imatinibémie a 1 mois selon
les critéres ELN en tenant compte du seuil d’efficacité de 1235,5 ng/ml

PCR (RMM)
Positif Négatif Total
Positif (> 1235,5 ng/ml) 10 1 11
Détermination de | Négatif (< 1235,5 ng/ml) 5 13 18
I'imatinibémie
Total 15 14 29

Tableau XCI : Principaux indicateurs de validité du test diagnostic candidat obtenus avec le seuil
d’efficacité optimal de 1235,5 ng/ml déterminé aprés exclusion des 3 valeurs extrémes pour
I’obtention d’une réponse moléculaire majeure a 12 mois selon les criteres ELN

Parametre Estimation Intervalle de
confiance a 95 %
Sensibilité 66,7% (41,7 - 84,8)
Spécificité 92,9% (68,5-98,7)
Valeur prédictive positive (VPP) 90,9% (62,3-98,4)
Valeur prédictive négative (VPN) 72,2% (49,1 - 87,5)
Exactitude du diagnostic 79,3% (61,6 -90,1)
Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) 9,3 (1,192-73,1)
Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) 0,359 (0,2398 - 0,5375)
1/RV- 2,8 /
Coefficient k (équivalent risque relatif) 3,3 /
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B3. Inclusion de tous les patients a 18 mois (critéres GAT-LMC)

Les résultats relatifs aux moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib a 1 mois chez les patients ayant obtenu ou non une RMM a 18 mois
(selon les criteres GAT-LMC) sont présentés dans le tableau XCIl. Ces résultats
portent sur 19 patients pour lesquels nous avons pu, d’'une part mesurer les
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib a 1 mois, et d’autre part
déterminer la réponse moléculaire a 18 mois par PCR.

Les résultats de la comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques
résiduelle d’imatinib chez les répondeurs et les non répondeurs ne font pas
ressortir une différence significative entre les 2 groupes (p = 0,618) (tableau XClII).

L'investigation a tout de méme été poursuivie en tracant la courbe ROC
correspondant aux seuils d’efficacité des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib a 1 mois pour la réponse moléculaire a 18 mois selon les critéres GAT-
LMC.

La figure 98 permet de comparer la position des quartiles des groupes
« répondeurs » et « non répondeurs ».

Tableau XCIl : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib
obtenues a 1 mois en fonction de la réponse moléculaire a 18 mois (critéeres GAT-LMC)

Nombre de Valeurs * P y * T
patients (%) | extrémes* Moyenne Médiane Ecart-type Quartiles
. 832,0;
RMM (+) 17(89,5) | 50742132 | 13612 1462 537,2 P
RMM (-) 2(10,5) | 608231694 | 1151,0 1151 543,0 608,0 ; -
731,0;
Total 19 50732132 | 1339,1 1462 541,9
1777,0

* Résultats exprimés en ng/ml.
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Tableau XCIll : Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib a 1 mois chez les répondeurs et les non répondeurs en fonction de la
réponse moléculaire a 18 mois (critéres GAT-LMC)

Testde Levene sur I'égalite des Test-t pour égalité des moyennes
variances
i p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
0,209 0,653 0,508 17 0,618

2500

2000

13004

10007

Concentration plasmatique d'imatinib a 1 mois (ng/ml)

500

T
Pas de RhM

Réponse moléculaire a 18 mois

T
R

Figure 98 : Comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib a 1 mois chez
les répondeurs et non répondeurs pour la réponse moléculaire majeure a 18 mois selon les

critéres GAT-LMC

Le tableau ci-dessous (tableau XCIV) expose les données de significativité de la courbe
ROC (Receiver Operating Characteristic) obtenue avec les concentrations plasmatiques
résiduelles d’'imatinib déterminées a 1 mois et les réponses moléculaires a 18 mois selon

les critéres ELN (figure 99).

L’aire sous la courbe ne différe pas significativement de 0,5 (p = 0,690).

L'investigation n’a pas été poursuivie.
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Tableau XCIV : Données de significativité de la courbe ROC pour la détermination du seuil
d’efficacité optimal de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib a 1 mois nécessaire a

I’obtention d’une réponse moléculaire majeure a 18 mois selon les criteres GAT-LMC

Ai Intervalle de confiance
ire
95% i i g s
sous la stirr:fj:: d p-value 0 Seu(': o/;:rt‘llr)nal Sensibilité | 1-Spécificité
courbe Borne Borne &
inférieure | supérieure
0,588 0,225 0,690 0,147 1 / /
Courbe ROC potentiel prédictif 1 mois / 18 mois
10
0,8
@ DET
=
=
]
W
c
@
w
0,4
0.2
00 T T T T
00 0,2 04 06 08 10
1 - Specificité

Figure 99 : Courbe ROC pour la détermination du seuil d’efficacité optimal de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib a 1 mois pour I’obtention d’une réponse moléculaire majeure

a 18 mois selon les critéres GAT-LMC
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C. Détermination de la variabilité inter-individuelle de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatihib

Les résultats de la détermination de la variabilité inter-indviduelle des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib, représentée par le
coefficient de variation (CV) de la concentration plasmatique moyenne, sont
présentés dans le tableau XCV.

Ces résultats portent sur le nombre de patients pour lesquels les
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib ont pu étre déterminées,
et ce a différents moments :

v" 1 mois,
v" 3 mois,
v' 12 mois,
v' 18 mois.

La variabilité inter-individuelle de la concentration plasmatique résiduelle de
I'imatinib a été déterminée :

v atous les moments pour la posologie de 400 mg/j,
v' a3 moments pour la posologie a 300 mg/j,

mais n’a été déterminée a aucun moment pour les posologies de :

v’ 200 mg,
v' 600 mg.

A ces 2 derniéres posologies, nous ne disposions que des concentrations d’un
seul patient et pour certains temps seulement.
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Tableau XCV : Résultats de la détermination des coefficients de variation inter-individuels de la

concentration plasmatique résiduelle d’imatinib

Nombre Ecart CV inter-
Moment | Posologie de Moyenne* | Minimum* | Maximum* tvpe* individuel
patients P (%)
200 mg 0 / / / / /
300 mg 2 1069,5 913 1226 221,3 20,7%
1 mois

400 mg 27 1494,7 451 5083 871,0 58,3%

600 mg 1 / / / / /

200 mg 0 / / / / /

300 mg 6 1307,2 1009 1567 205,6 15,7%
3 mois

400 mg 44 1184,3 201 2788 550,1 46,5%

600 mg 1 / / / / /

200 mg 1 / / / / /

300 mg 5 1042,8 0 1418 587,3 56,3%
12 mois

400 mg 72 1284,4 0 2433 547,4 42,6%

600 mg 1 / / / / /

200 mg 0 / / / / /

300 mg 1 / / / / /
18 mois

400 mg 42 1331,2 77 2622 517,7 38,9%

600 mg 1 / / / / /

* Résultats exprimés en ng/ml, relatifs aux concentrations plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib.

A la posologie de 400 mg/j, le coefficient de variation de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib semble diminuer dans le temps, selon une
tendance linéaire (figure 100).
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Figure 100 : Graphique représentant la tendance de I’évolution de la variabilité inter-
individuelle de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib au cours du temps a la
posologie de 400 mg/j

D. Détermination de la variabilité intra-individuelle de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatihib

Pour répondre a cet objectif, les données de concentration plasmatique des
patients répondant aux critéres de calcul du coefficient de variation (CV) intra-
individuel des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib ont été
utilisées.

Les résultats sont présentés dans le tableau XCVI.
Au total, les données de 72 patients ont été utilisées pour 73 déterminations
de CV, réparties de la maniére suivante :
v Posologie de 300 mg/j :
- 4 prélevements pour 1 patient.
- 5 prélevements pour 2 patients.

- 6 prélevement pour 1 patient.
- 7 prélevements pour 1 patient.
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v Posologie de 400 mg/j :

- 4 prélevements pour 8 patients.
- 5 prélevements pour 5 patients.
- 6 prélevements pour 16 patients.
- 7 prélevements pour 10 patients.
- 8 prélevements pour 11 patients.
- 9 prélevements pour 8 patients.
- 10 prélevements pour 3 patients.
- 11 prélevements pour 4 patients.
- 13 prélevements pour 1 patient.

v Posologie de 600 mg/;j :

- 8 déterminations pour 1 patient.
- 4 déterminations pour 1 patient.

La variabilité intra-individuelle de la concentration plasmatique résiduelle
d’imatinib n’a pas été déterminée pour la posologie de 200 mg, a laquelle un
seul patient était traité. Nous n’avons pu effectuer qu’une seule mesure de
concentration plasmatique pour ce patient.

Les box plot (figure 101) permettent de comparer les CV intra-individuels
médians correspondant aux diverses posologies et d’apprécier I'étendue et Ia
répartition des CV intra-individuels des différents patients pour une méme
posologie.

Des points extrémes, au nombre de 3, ressortent pour la posologie de
400 mg/j, et au nombre d’un pour la posologie de 300 mg/j. Ces 4 points
correspondent aux CV de 4 patients différents dont 3 ont été classés comme
non observants selon I'estimation de I'investigateur.

A la posologie de 300 mg, les moyennes des CV des observants et des non
observants (tableau XCVII) ne different pas significativement entre elles, la p-
value étant égale a 0,526 (tableau XCVIII).

A la posologie de 400 mg, les moyennes des CV des observants et des non
observants (tableau XCIX) different significativement entre elles, avec
p = 0,038 (tableau C).

Etant donné le lien significatif établi entre les concentrations plasmatiques
résiduelles d’imatinib et I'observance au traitement, et ces points extrémes
mis en évidence, la variabilité intra-individuelle a été également été
déterminée en en excluant les patients non observants. Les résultats sont
également reportés dans le tableau XCVI.

lls concernent 2 des 4 posologies (300 et 400 mg/j).
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Les box plot comparant les CV intra-individuels des patients observants pour
les différentes posologies (figure 102) fait a nouveau ressortir un point
extréme qui correspondant au patient ayant donné le quatrieme point
extréme lors de la premiére détermination.

Tableau XCVI : Résultats de la détermination des coefficients de variation intra-individuels de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib

Moyenne 95% I_ntervalle de
Nombre des CV confiance de CV
Posologie R . . . .
de intra- Minimum Maximum | Ecart-type Quartiles
(Remarque) X L
patients | individuels Borne Borne
(%) inférieure | supérieure
10,5
300 mg* 5 57,5 0 164,5 7,8 210,6 86,1 22,1
122,2
7,8
* %k ’
300 mg 3 21,2 0 53,6 7,8 33,8 13 22,1
(observants) .
12,7
400 mg* 66 21,6 18 25,3 6,2 104,9 14,9 18,2
26,1
12,0
* %k ’
400 mg 55 18,5 16 20,9 6,2 51,5 8,9 16,3
(observants)
24,2
7,7
600 mg* 2 8,7 0 21,4 7,7 9,7 1,4 8,7

* Inclusion de tous les patients pour lesquels les données complétes étaient disponibles.
** Exclusion des patients non observants.
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Figure 101 : Répartition des coefficients de variation intra-individuels d’imatinib en fonction de
la posologie et mise en évidence des quartiles chez tous les patients

Tableau XCVII : Répartition des coefficients de variation intra-individuels des concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib en fonction de I’observance a la posologie de 300 mg/j

Nombre de

M * E . *
patients (%) oyenne cart-type

Observants 3(60) 21,2 13,0
N

on 2 (40) 111,9 139,5
observants
Total 5 57,5 86,1

* Valeurs exprimées en pourcentage (%)
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Tableau XCVIII : Résultats de la comparaison des coefficients de variation intra-individuelle des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib des observants et des non observants a la
posologie de 300 mg/j

Test de Levene sur Iégalite des Test-t pour égalité des moyennes
variances
i p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
294,0 < 0,0001 0,917 1,012 0,526

Tableau XCIX : Répartition des coefficients de variation intra-individuels des concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib en fonction de I’observance a la posologie de 400 mg/j

Nombre de

M * | E - *
patients (%) oyenne cart-type

Observants 55 (83,3) 18,5 8,9
Non 11(16,7) 37,4 26,1
observants

Total 66 21,6 14,9

* Valeurs exprimées en pourcentage (%)

Tableau C: Résultats de la comparaison des coefficients de variation intra-individuelle des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib des observants et des non observants a la
posologie de 400 mg/j

Test de Levene sur I'égalité des s
) Test-t pour égalité des moyennes
variances
} p-value
F p-value t ddl (bilatérale)
16,7 < 0,0001 2,379 10,471 0,038
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Figure 102 : Répartition des coefficients de variation intra-individuels d’imatinib en fonction de
la posologie et mise en évidence des quartiles chez les patients observants

E. Corrélation entre lintensité de la réponse moléculaire et les concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib

Un total de 121 préléevements, correspondant a 97 patients, ont été exploités
pour tenter de mettre en évidence une éventuelle corrélation entre la
concentration plasmatique d’imatinib et I'intensité de la réponse moléculaire.

Le nombre d’observations par patient est le suivant :

v" 1 observation pour 76 patients.
v' 2 observations pour 18 patients.
v" 3 observations pour 3 patients.

La répartition des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib en
fonction de l'intensité de la réponse moléculaire obtenue et les données
relatives a ces concentrations, sont présentés dans le tableau Cl.

La figure 103 permet d’apprécier cette répartition et de comparer la position
des quartiles pour chaque niveau de réponse.
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Tableau Cl : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib en fonction de
I'intensité de la réponse moléculaire

Intensité de Nombre Ecart-
laréponse | ; Moyenne* +« | Médiane* | Minimum* | Maximum*|  Quartiles*
> >~ | d'observations type
moléculaire
631,0;
<RM3 43 965,3 | 546,3 | 1046,0 0 2408 1305,0
1053,5;
RM3 40 1428,9 | 455,1 | 1334,0 630 2589 17865
1173,0;
RM4 24 1481,8 | 4473 | 13185 | 922 2433 1867,5
RM4,5 8 1220,4 | 269,1 | 1204,0 900 1563 978,0;
, y L] ! 1468,0
1270,0;
RM5 6 1651,2 | 424,0 | 1653,5 1220 2062 2048.0
959,0;
Total 121 1271,9 | 529,1 | 1257,0 0 2589 15555

* Données exprimées en ng/ml

Concentration plasmatique d'imatinib (ng/ml)
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Figure 103 : Répartition des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib en fonction de

I'intensité de la réponse et mise en évidence des quartiles
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La comparaison des moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib obtenues pour les différents niveaux de réponse moléculaire fait

ressortir une différence significative avec p = 0,000018 (tableau ClI).

Les résultats de la recherche d’une tendance linéaire significative entre les
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib confirment I’existence de
cette tendance linéaire avec p < 0,000001 (tableau Cll).

La figure 104 permet de visualiser cette tendance linéaire.

Tableau CIl: Résultats de la comparaison des concentrations plasmatiques résiduelles
moyennes d’imatinib pour les différents niveaux de réponse moléculaire

Test d'homogénéité des variances de Bartlett

Khi2 de Bartlett

ddl

p-value

5,224

0,265

Comparaison de moyennes par ANOVA

F de Snedecor

ddl

p-value

7,594

0,000018

Test du coefficient de corrélation r pour vérifier ’existence d’une

tendance linéaire significative

t de Student

ddl

p-value

4,894

120

< 0,000001
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Figure 104 : Graphique représentant la tendance linéaire de I’évolution des concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib en fonction de I'intensité de la réponse moléculaire.

F. Concentration plasmatique résiduelle d’imatinib et toxicité hématologique

Il na pas été possible de déterminer les concentrations plasmatiques
résiduelles d’imatinib chez les patients présentant des effets indésirables et
toxicités importantes. Lors de la survenue de ces effets, les patients, résidant
souvent dans des wilayas éloignées, s’orientaient vers des médecins locaux ou
se présentaient au niveau des services de suivi en dehors des jours
consultations, et souvent en arrét de traitement.

I n"est donc pas possible d’étudier de facon formelle les liens entre Ia
survenue de toxicités de grades élevés et les concentrations plasmatiques
résiduelles d’imatinib.

Nous avons donc décidé de restreindre cette partie de notre travail, qui ne
peut étre que descriptive, a rapporter les concentrations plasmatiques
résiduelles d’imatinib que nous avons pu mesurer chez les patients présentant
des toxicités hématologiques de grades 3 et 4 (tableau CllI).
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Tableau Clll: Résultats des mesures des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib chez les patients présentant des toxicités hématologiques de grades 3 et 4

Toxicité

Nombre total
de cas pour
les grades 3+4

Cas ou l'imatinibémie a été

mesurée

Grade

Concentration
d’imatinib
(ng/ml)

Thrombopénie

19

1609

1375

5614*

1544

562

1193

1205

1238

Neutropénie

5614*

1205

1868

Anémie

5614*

Leucopénie

5614*

Pancytopénie

APl WlLW W lIWLWIWIWIW W | | PPW|D>

5614*

* Méme patient
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Chapitre IV

Discussion

Notre étude de stratégie diagnostique multicentrique a été menée sur 139 patients,
recrutés au niveau de 6 services, répartis sur 5 établissements hospitaliers. Parmi eux, 97
ont participé a la réalisation de I'objectif principal : 56 dans le groupe des « répondeurs »
et 41 dans le groupe des « non répondeurs ».

La taille minimale de I’échantillon requise, calculée a priori, était de 82 patients répartis
en 2 groupes : 41 pour les « répondeurs » et 41 pour les « non répondeurs ».

Le nombre de patients que nous avons inclus répond donc aux exigences de précision.

Plus de la moitié des patients inclus ont été recrutés au niveau du service d’hématologie
du CLCC (Centre de Lutte Contre le Cancer) Zabana de Blida. Il s’agit en effet d’'un
établissement hospitalier qui recueille des patients issus de nombreuses wilayas
(8 wilayas dans le cadre de notre étude), limitrophes de Blida ou non. Ceci s’explique par
la localisation géographique de la Wilaya de Blida d’une part, et par I'ancienneté de cet
établissement d’autre part.

Par ailleurs, le plus grand nombre de patients inclus provient de la wilaya d’Alger, ce qui
s’explique par le fait que 3 des 6 services de recrutements sont situés dans la capitale.

Plus de 60 % des patients recrutés sont des cas incidents, ce qui permet une meilleure
récolte des données.

Le sex-ratio (H/F) de notre population est de 1,28. Cette valeur est supérieure a celle de
1,1 rapportée par Djouadi-Lahlou en 2009 pour la population algérienne (116) mais
comparable a celle relative a la population algéro-tunisienne, rapportée par I'équipe de
cette méme auteure en 2017 et égale a 1,2 (117).

Cette valeur reste toutefois inférieure a celle retrouvée en France qui est comprise entre
1,5et 2,1(52).
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L’age moyen au diagnostic est de 48 ans et celui médian est de 47 ans dans notre
population, avec un pic de fréquence dans la tranche d’age de 40 a 49 ans. Ces données
sont légérement supérieures a celles décrites par Djouadi-Lahlou en 2009 (age médian :
43,5 ans et tranche d’age: 36 a 45 ans) mais similaires a celles rapportées dans la
population algéro-tunisienne en 2017 (age médian : 48 ans et pic dans la tranche d’age :
45 a 49 ans). Il est inférieur a I’age médian de 59 ans retrouvé en France (49).

Les patients ont été diagnostiqués, en plus grand nombre, entre 40 et 49 ans chez les
hommes et entre 50 et 59 ans chez les femmes, ce qui conforte le lien significatif mis en
évidence entre la classe d’age et le sexe.

Le lien significatif retrouvé entre le sexe et le poids des patients, de méme que celui
retrouvé entre le sexe et la taille de ces derniers, sont cohérents étant donné la
constitution génétique naturellement différente entre les 2 sexes, les hommes étant plus
lourds et plus grands que les femmes. Logiquement, cette différence entre les 2 sexes
disparait pour le BMI dont le calcul fait intervenir ces deux grandeurs
[ BMI = Poids en Kg / (Taille en m)?1].

La répartition des patients en en fonction du niveau d’instruction montre une minorité
d’universitaires parmi les patients et une répartition plus homogéne des patients entre
les autres niveaux d’instruction, sans pour autant qu’une différence significative n’ait été
mise en évidence entre le niveau d’instruction et le sexe.

Au diagnostic, le taux de globules blancs moyen est comparable a celui retrouvé dans la
population algéro-tunisienne (117): 173817 éléments /mm?3 dans notre population et
171223 éléments/mm?3 dans la population algéro-tunisienne. Il est également comparable
aux taux rapporté par Abdennebi et al. (3) dans la population algérienne:
155000 éléments /mm?.

La splénomégalie au diagnostic est quasi-constante, avec un taux dépassant légérement
les 80 %, comparable a celui rapporté par Djouadi et al. en 2017 (117) et supérieur a celui
donné par Abdennebi et al. la méme année (3) : 81,5 % et 70 %.

Un examen de diagnostic cytogénétique a été pratiqué chez prés de % des patients. Dans
85 % des cas, il s’agit de patients suivis au niveau de I'un des 2 services d’hématologie de
Blida pour lesquels le diagnostic a été fait au niveau du CLCC.

Un diagnostic moléculaire a été pratiqué chez plus de 60 % des patients, parmi lesquels
9 % seulement sont suivis a Blida, ce qui concorde avec le fait que les patients de Blida
sont majoritairement diagnostiqués par des examens cytogénétiques.

Des anomalies cytogénétiques additionnelles (ACA) sont retrouvées chez prés de 12 %
des patients. Cette valeur est quasiment 3 fois supérieure a celle ressortie de I'étude
algéro-tunisienne, qui était de 3,8 % (117) mais inférieure a celle décrite par Abdennebi
et al., qui est de 16 % (54).
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Il s’agit d’'une délétion du Der 9 dans 75 % des cas. C'est en effet I'anomalie la plus
souvent mise en évidence dans la population générale.

La répartition des patients en fonction des scores pronostics fait ressortir une majorité de
patients ayant un score de Sokal élevé, une majorité de patients ayant un score EUTOS
faible, et une majorité de patients ayant un score de Hasford intermédiaire. Le score ELTS
n’'a été déterminé que pour un seul patient (risque faible) étant donné qu’il a été plus
récemment proposé. Une répartition différente des effectifs en fonction des risques liés
au score de Sokal et au score EUTOS est retrouvée dans I'étude nationale de
Djouadi et al. (104).

Environ 58 % des patients inclus dans notre étude présentaient une pathologie associée
et recevaient d’autres médicaments, en plus de I'imatinib, dans le cadre du traitement de
ces autres pathologies.

La durée moyenne de suivi de nos patients, dans le cadre de la présente étude, est de
16,4 mois, avec une médiane de 18 mois, ce qui représente une durée de suivi
relativement longue en tenant compte de la proportion élevée de cas incidents, recrutés
au fur et a mesure du déroulement de I'étude et de la durée totale de I'étude qui s’est
étalée sur 24 mois.

Plus de 9 patients sur 10 se sont vus prescrire la posologie standard de 400 mg en une
prise quotidienne.

Un patient, insuffisant rénal, a été traité a la posologie du 200 mg/j, depuis le diagnostic
et jusqu’a son déces, qui, faut-il le préciser, ne semble pas lié¢ a la LMC mais a
I'insuffisance rénale. Ce patient avait en effet achevé une réponse moléculaire majeure
(RMM). La concentration plasmatique résiduelle de ce patient était [égerement inférieure
a la moyenne des concentrations plasmatiques de tous les patients confondus.

Douze patients (8,6 %) ont entamé leur traitement a la posologie de 300 mg/j.
Aucun patient ne s’est vu prescrire de posologie supérieure a 400 mg/j au diagnostic.

Il faut noter que 5 patients se sont vus prescrire des posologies d’imatinib de 400 mg, a
raison d’une prise tous les 2 jours, d’une prise tous les 3 jours ou d’une prise tous
les 4 jours, et ce sur des périodes allant de quelques jours a plusieurs mois. Ce rythme
d’administration impactant les concentrations plasmatiques d’imatinib, a certainement
empéché ces derniéeres de se maintenir au-dessus du seuil d’efficacité.

Le patient pour lequel ce rythme d’administration n’a duré que quelques jours a achevé
sa RMM.
Les 4 autres patients, pour lesquels ce rythme d’administration s’est étalé sur la durée
n’ont pas obtenu de RMM. Pour 3 d’entre eux, I'imatinib a été remplacé par un ITK2 : le
nilotinib.
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En plus de I'impact de ce rythme d’administration inhabituel sur la pharmacocinétique de
I'imatinib (exposition a I'imatinib), la question se pose de savoir si la survenue d’un autre
type de résistance, d’origine pharmacodynamique, tel que des mutations au niveau du
domaine kinase de la protéine BCR-ABL, n’est pas favorisée.

Des études complémentaires sont nécessaires pour répondre a cette question.

Parmi les 139 patients inclus, 49 (35,3 %) ont vu leur posologie modifiée. Il s’agit d’une
diminution de la posologie dans % des cas. Cette démarche est due a la manifestation
d’effets indésirables, le plus souvent de grades 3 et 4.

Les patients pour lesquels la posologie a été augmentée, au nombre de 12, présentaient,
pour 11 d’entre eux, une réponse insuffisante, mise en évidence au cours des diverses
évaluations. Pour le douziéme, les scores pronostics de Sokal (1,56), EUTOS (93) et de
Hasford (1649) le classaient parmi la catégorie « risque élevé ».

Un seul patient a vu sa posologie augmentée a 800 mg/j, tandis que les 11 autres se sont
vus prescrire une posologie de 600 mg/j, en une seule ou en 2 prises (pour des raisons de
tolérance), selon le cas.

Parmi ces 12 patients, 7 ont achevé une RMM apres augmentation de la posologie,
3 n’avaient pas achevé leur RMM lors de I'évaluation de 18 mois et les 3 derniers
n’avaient pas encore eu de nouvelle évaluation moléculaire au moment ou I'étude a été
cléturée.

Il y a lieu de préciser que pour I'évaluation de 18 mois, évoquée ci-dessus, I'intervalle a
été calculé par rapport au début du traitement pas imatinib et non pas par rapport au
moment de I'augmentation de la posologie.

Par ailleurs, prés de 35 % des patients ont connu une ou plusieurs interruption(s) de
traitement, le plus souvent a la demande du prescripteur, en raison de toxicités de grades
3etd.

Dans certains cas, les patients avaient arrété leur traitement sans I'avis du médecin. Il
s’agissait soit de patients non observants, soit de patients étant tombé en panne de
traitement.

Il n"a cependant pas été mis en évidence de lien entre l'interruption temporaire du
traitement et 'achévement de la réponse moléculaire majeure.

La proportion de patients jugés « non observants » par l'investigateur est quasiment
4 fois supérieure a celle des patients ayant reconnu I'étre.

Méme si les critéres de jugement de I'investigateur peuvent contenir une certaine part de
subjectivité, il n’en demeure pas moins qu’un lien significatif a été mis en évidence entre
I'observance (estimée par le prescripteur) et la réponse moléculaire d’une part et entre
I’observance et la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib d’autre part.

Ce point impose donc de considérer sérieusement ce facteur.

Un effectif de 31 patients sur les 139 inclus, soit 22,3 % d’entre eux, se sont vus sortir de
I’étude. La raison principale en est I'échec du traitement par I'imatinib (20 patients),
suivie d’une intolérance majeure a celui-ci (6 patients) puis du décés (4 patients) et enfin,
de I’évolution de la maladie vers la phase accélérée (1 patient).
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Il faut noter que parmi les patients sortis de I'étude pour échec, prés de la moitié
présentaient en paralléle au moins un effet indésirable de grade 3 ou 4.

Ainsi, prés d’'un cinquiéme des patients ont vu leur traitement par imatinib définitivement
interrompu et remplacé par un inhibiteur de tyrosines kinase de seconde
génération (ITK2). Le nilotinib a été prescrit a la place de I'imatinib 4 fois plus souvent que
le dasatinib. Il représente pourtant I'lTK le plus contraignant en termes de modalités
d’administration et, de ce fait, le plus a risque de faire I'objet d’'une mauvaise observance
de la part des patients. En effet, son administration est non seulement bi-quotidienne
mais elle impose, en plus, de ne consommer aucun aliment pendant les 2 heures
précédant sa prise du nilotinib et pendant une heure au moins apres celle-ci.

Il reste cependant I[égérement moins onéreux que le dasatinib.

D’un point de vue effets indésirables et toxicités, la vigilance est nécessaire aussi bien
avec le nilotinib (risque d’accidents artériels et de perturbation du bilan hépatique,
notamment) qu’avec le dasatinib (notamment risque d’épanchement pleural et
d’insuffisance cardiaque congestive dues a une rétention hydrique plus marquée qu’avec
les autres ITK).

A ce niveau déja, la question se pose de savoir si la connaissance du seuil d’efficacité de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib dans la population algérienne, aurait pu
éviter ces échecs et ces switchs vers ITK2 dont le traitement revient 30 a 35 fois plus cher
gue celui de I'imatinib.

Une réponse hématologique compléte (RHC) a été achevée chez plus de 95 % des
patients a 3 mois. Ce taux est ramené a 99,2 % en ne tenant pas compte de la limite de
temps de 3 mois.

Ces résultats sont comparables a ceux rapportés dans la littérature nationale, avec un
taux de RHC de 90,1 % a 3 mois rapporté par Djouadi et al. (104). lls sont également
comparables a ceux obtenus lors de I'étude IRIS (International Randomized Study of
Interferon and STI1471) : 96 % de RHC a 12 mois et 98 % a 60 mois (105).

Le taux de rechute hématologique dans notre population a été estimé a environ 11 %, ce
qui est supérieur a celui rapporté par Abdennebi et al. (3).

Une réponse cytogénétique compléete (RCyC) a été observée chez un peu plus de la moitié
(52,2 %) des patients ayant bénéficié d’un suivi cytogénétique a 6 mois. Ce taux est
comparable a celui rapporté par Djouadi et al. (104), sur une période pourtant élargie a
12 mois mais reste inférieur aux taux observés lors de I’étude IRIS (69 % a 12 mois et 87 %
a 60 mois). Cette différence peut s’expliquer par le faible nombre de patients ayant
bénéficié d’'un examen cytogénétique de suivi d’'une part (23 patients) et par le fait que
cette évaluation était le plus souvent effectuée en cas de doute quant a la réponse au
traitement, et concernait de ce fait, une population non représentative de I'ensemble des
patients.
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D’un point de vue moléculaire, une RMM a été achevée chez 56,4 % des patients a
12 mois et chez 84,8 % des patients a 18 mois.

Le cumul de patients ayant obtenu une RMM entre 12 et 18 est notable.

Abdennebi et al. ont rapporté des taux de RMM de 65 % a 12 mois et de 80 % a
24 mois (3). Djouadi et al. ont décrit un taux de RMM de 85 % en 24 mois (104). Enfin, un
taux de RMM de 80 % a été enregistré lors de I'étude IRIS (105).

Un seul patient a perdu sa RMM durant la période de déroulement de notre étude.

Un lien significatif a été mis en évidence entre la RMM a 12 mois et le sexe (p = 0,038).

Le sex-ratio (H/F) des répondeurs a 12 mois, égal a 0,84 (26 hommes pour 31 femmes),
est en effet inférieur a celui de I'’ensemble des répondeurs et non répondeurs a ce méme
moment, qui est égal a 1,20 (55 hommes et 46 femmes). Il faut préciser que ce dernier
sex-ratio est comparable a celui de la population de départ, qui était égal a 1,28.

En démarrant d’'un échantillon majoritairement masculin, les RMM sont finalement
majoritairement féminines, avec un sex-ratio qui s’inverse.

Nous pourrions expliquer cela par le fait que les femmes seraient plus observantes que
les hommes. Cependant, le fait qu’aucun lien significatif n’ait été mis en évidence entre
I’'observance au traitement et le sexe va a I'encontre de cette théorie.

Une différence génétique entre les genres pourrait expliquer ce lien significatif.

Le lien significatif qui ressort entre la réponse moléculaire a 12 mois et I'existence d’un
traitement associé pourrait étre expliqué par des interactions médicamenteuses en
faveur, peut-étre, d’'une augmentation de I'exposition a I'imatinib.

Nous ne pouvons par contre expliquer la disparition de ce lien significatif entre le sexe et
la RMM a 18 mois, ou de celui entre I'existence d’un traitement associé et la réponse
moléculaire a 18 mois, en dehors peut-étre de la faible taille échantillonnale a 18 mois,
notamment dans le groupe des non répondeurs, qui pourrait avoir impacté la puissance
du test statistique.

Le lien entre la réponse moléculaire, aussi bien a 12 qu’a 18 mois, et I'observance au
traitement est, par contre, sans équivoque avec une p-value < 0,0001 dans les 2 cas.

Les observations liées aux effets indésirables et a la toxicité de I'imatinib dans notre
population d’étude font ressortir 3 types d’effets, retrouvés chez plus de 30 % des
patients.

Les myalgies et crampes musculaires occupent la premiéere place du podium avec un taux
de 41 %, comparable a celui observé dans I'étude IRIS mais largement supérieur a celui
rapporté par Djouadi et al. (24 %). Elles sont suivies de la thrombopénie dans plus de 35 %
des cas (versus 62 % selon Abdennebi et al. et 25,5 % selon Djouadi et al.) et des cedemes
et rétentions hydriques chez pres de 32 % des patients. Ce dernier effet indésirable s’est
manifesté a un taux deux fois supérieur dans I'étude IRIS.
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La neutropénie est la seconde toxicité hématologique qui ressort et la 4°™¢ parmi toutes
les toxicités avec un taux de 29,5 % (contre 85 % selon Abdennebi et al. et 62 % selon
Djouadi et al.) .

Divers troubles digestifs sont enregistrés chez 7,9 a 12,2 % des patients, selon le type
d’effet indésirable. Ils ont comparables a ceux rapportés par Djouadi et al. (8,3 a 14 %)
mais nettement inférieurs a ceux mis en avant lors de I'étude IRIS (nausées: 50 %,
diarrhées : 41 %, douleurs abdominales : 37 %).

La prise de poids, rapportée chez 18,7 % de notre effectif, occupe la premiere place des
effets indésirables rapportés par Djouadi et al., avec un taux de 35 % mais n’est pas citée
parmi les effets indésirables ayant été observés a des taux supérieurs a 10 % lors de
I’étude IRIS.

La plupart des effets indésirables rapportés lors de notre étude sont de grades 1 et 2.

Les effets indésirables de grades 3 et 4 concernent principalement les toxicités
hématologiques, avec notamment un taux de 38 % pour les thrombopénies et de 34,1 %
pour les neutropénies, qui dominent les toxicités hématologiques. Ces taux (toxicités de
grades 3 et 4) sont de 17 % pour les neutropénies et 9 % pour les thrombopénies, selon
les données de I'étude IRIS, de 18,5 % pour les neutropénies et 9,2 % pour les
thrombopénies, selon les résultats de I'étude de Djouadi et al., et de 35 % pour les
neutropénies et 9,2 % pour les thrombopénies, selon les données de Abdennebi et al.

La répartition des effets indésirables apparait donc assez disparate par rapport aux
données retrouvées dans la littérature, qui different aussi notablement entre elles.

Il faut noter que, pour les 6 patients sortis de I'étude suite a I'arrét définitif de I'imatinib
pour intolérance majeure a celui-ci, les toxicités observées et les grades correspondants
étaient les suivants :

- Epanchement pleural de grade 4 pour un patient.

- Toxidermie bulleuse de grade 4 pour un patient.

- Dermatite sous forme de fievre éruptive de grade 3 pour un patient.

- Thrombopénie de grade 4 pour un patient.

- Neutropénie de grade 4 pour un patient.

- Pancytopénie avec anémie de grade 3, neutropénie de grade 3, thrombopénie
de grade 4, lymphopénie de grade 4 et leucopénie de grade 4 pour un patient.
Il faut noter que la concentration plasmatique d’imatinib chez ce patient a été
mesurée a 5614 ng/ml. Il s’agit de la valeur la plus élevée que nous avons
enregistrée au cours de notre étude. Cette valeur est 5 fois supérieure au seuil
d’efficacité recommandé par les études occidentales.

A ce niveau, la question se pose de savoir si la connaissance du seuil de toxicité de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib dans la population algérienne, aurait pu
éviter ces intolérances majeures (hormis celles liées a des réactions allergiques) qui ont
motivé I'arrét de I'imatinib et le switch vers des ITK2, bien plus chers et parfois plus
contraignants d’un point de vue rythme et modalités d’administration (nilotinib).
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Il faut préciser que pour une molécule comme l'imatinib, il est bien plus difficile de
déterminer le seuil de toxicité que le seuil d’efficacité, car il existe plusieurs types de
toxicités et il devrait donc y avoir plusieurs seuils de toxicité.

S’il est déja difficile de recruter des patients dans le cadre de la détermination d’un seuil
d’efficacité unique (réponse moléculaire) pour une maladie rare comme la LMC, La
détermination de ces seuils de toxicité nécessite de mener des études portant sur un plus
grand nombre de patients pour assurer un minimum de précision et obtenir une bonne
puissance.

Pour avoir un sens en pratique courante, les seuils devraient effectivement concerner les
effets indésirables et toxicités de grades élevés (grades 3 et 4). Or, les résultats de I'étude
descriptive de toxicité indiquent que les taux de patients ayant présenté des effets de
grades élevés sont relativement faibles pour la majorité des toxicités.

Lors de I'étape de détermination du seuil d’efficacité de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib, pour obtenir une réponse moléculaire majeure (objectif principal de
notre étude), nous avons démarré avec 139 patients recrutés et n’avons pu exploiter les
données de 97 patients seulement, pour de multiples raisons, citées lors de la
présentation des résultats.

L’analyse des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib a 12 mois chez nos
patients fait ressortir une moyenne de 1226,9 + 565,6 ng/ml avec des valeurs extrémes
allant de 0 a 2589 ng/ml.

En excluant les non observants, la concentration moyenne augmente, passant a
1365,6 + 472,8 ng/ml, avec des valeurs extrémes comprises entre 201 et 2589 ng/ml.

De fagon logique, le manque d’observance entraine donc une diminution des
concentrations plasmatiques d’imatinib.

Il ne faut cependant pas perdre de vue que chez certains patients non observants, nous
avons eu la surprise de retrouver parfois des concentrations plasmatiques d’imatinib tres
élevées, laissant penser que ces derniers pouvaient ne pas prendre leur traitement
correctement ou ne pas le prendre du tout a certains moments et consommer des
guantités excessives la veille ou le jour-méme de la consultation, sachant qu’un
prélevement sera effectué pour mesurer I'imatinibémie, afin de ne pas attirer notre
attention sur leur défaut d’observance.

Les concentrations obtenues chez nos patients, en incluant ou non les non observants,
sont supérieures a celles rapportées suite a une étude francaise : 1058 + 557 ng/ml apres
au moins 12 mois de traitement a 400 mg/jour, avec des valeurs extrémes de 181 ng/ml
et 2947 ng/ml (406 Picard 2007). Il faut noter que les concentrations plasmatiques
obtenues lors de notre étude peuvent avoir été mesurées avant 12 mois, lorsque la RMM
a été achevée précocement, et qu’elles concernent les patients recevant différentes
posologies d’imatinib (400 mg/j pour plus de 90 % d’entre eux). Notre but était en effet
d’établir un lien entre la concentration plasmatique et la réponse et non pas entre la
concentration plasmatique et la posologie.
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En tenant compte des résultats de I'étude de variabilité inter-individuelle des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib a 12 mois, les concentrations
moyennes obtenues chez nos patients a 12 mois sont de 1284,4 + 547,4 ng/ml. Elles
restent supérieures aux valeurs présentées par I'’équipe francaise.

Si nous nous intéressons aux concentrations plasmatiques résiduelles moyennes
d’imatinib en fonction de la réponse moléculaire a 12 mois chez nos patients, toutes
posologies confondues, il ressort une différence significative entre les moyennes des
répondeurs et des non répondeurs, comme rapporté par plusieurs études étrangeres :
1463,3 + 465,1 ng/ml pour les répondeurs et 904,1 + 534,3 ng/ml pour les non
répondeurs.

En excluant les non observants, ces valeurs passent a 1468,4 ng/ml + 54,3 ng/ml, avec des
valeurs extrémes de 771 et 2589 ng/ml chez les répondeurs et a 1014,2 + 356,1 ng/ml
chez les non répondeurs.

Les concentrations plasmatiques moyennes sont donc quasi-identiques chez les
répondeurs, avec ou sans exclusion des non observants, mais diminuent chez les non
répondeurs lorsque les non observants sont exclus. Ceci concorde avec le fait que les non
observants sont majoritairement retrouvés parmi les non répondeurs.

La comparaison des concentrations plasmatiques moyennes de nos patients des
2 groupes (avec ou sans RMM) avec celles rapportées par I'étude francaise de réponse :
groupe avec RMM : 1452 + 649 ng/ml - groupe sans RMM : 869 + 427 ng/ml (6), les
différences sont moins marquées.

Par ailleurs, les concentrations plasmatiques moyennes de nos patients, toutes réponses
moléculaires confondues, sont comparables a celles obtenues lors d’étude coréenne :
1378 + 725 ng/ml, chez des patients traités a la dose standard d’imatinib de 400 mg/jour
depuis au moins 6 mois, avec des valeurs extrémes de 203 et 4980 ng/ml (144).

La valeur extréme supérieure est tres grande par rapport a celle rapportée dans notre
effectif mais elle se rapproche de la concentration observée chez le patient chez lequel le
traitement par imatinib avait été précocement interrompu et remplacé, suite a la
pancytopénie développée.

Les concentrations plasmatiques de nos patients sont, par contre, nettement inférieures a
celles obtenues chez les jordaniens, au regard des concentrations obtenues dans les
groupes avec RMM et sans RMM : respectivement 2766 =+ 811 ng/ml
et 1777 + 624 ng/ml (143).

La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) que nous avons construite, a une allure
générale qui la différencie de la diagonale.

L'analyse des données de significativité de cette courbe montre une aire sous la courbe
intéressante de 0,784, qui differe significativement de la valeur 0,5, ce qui permet de
tenir compte des données qui ressortent de cette courbe.
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Pour rappel, cette courbe vise a déterminer le seuil d’efficacité optimal de Ia
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib pour I'obtention d'une réponse
moléculaire majeure a 12 mois, en référence aux critéres du réseau ELN (European
LeukemiaNet).

La surface que nous avons obtenue est comparable a celles décrites dans la littérature :
0,775 (175), 0,7386 a 0,8209 (63) et 0,849 (143).

Cette courbe ROC fait ressortir la concentration de 1167 ng/ml comme seuil optimal, avec
une sensibilité de 73,2 % et une spécificité de 68,3 %.

Dans notre cas, la sensibilité de notre test est sa capacité a identifier les répondeurs ; sa
spécificité est sa capacité a identifier les non répondeurs.

Cela signifie que 73,2 % des répondeurs (RMM achevée) auront une concentration
supérieure ou égale au seuil optimal de 1167 ng/ml. Autrement dit, la probabilité qu’un
malade ait une concentration supérieure a 1167 ng/ml s’il est répondeur, est égale a
73,2 %.

Parallelement a cela, 68,3 % des non répondeurs (RMM non achevée) auront une
imatinibémie inférieure a 1167 ng/ml. Autrement dit, la probabilité qu’un sujet ait une
concentration inférieure a 1167 ng/ml s’il est non répondeur est égale de 68,3 %.

Dans le cadre de notre étude qui vise a déterminer un seuil d’efficacité, il est plus
important pour nous de pouvoir détecter les non répondeurs. C'est pourquoi nous
devons accorder une importance particuliere a la spécificité.

Picard et al. ont rapporté une sensibilité de 77 % et une spécificité de 71 %, avec un seuil
optimal de 1002 ng/ml (175).

Ishikawa et al. (63) ont recommandé la valeur seuil de 1000 ng/ml, aprés avoir obtenu :

- Une sensibilité de 63,2 % et une spécificité de 68,2 % a 12 mois, avec un seulil
optimal de 974 ng/ml, aprés que 5 patients, ayant une variabilité intra-
individuelle importante, aient été exclus.

- Une sensibilité de 80,8 % et une spécificité de 75 % lorsque la RMM a été
obtenue a n’importe quel moment du suivi, avec un seuil optimal de
1002 ng/ml.

- Une sensibilité de 62,5 % et une spécificité de 64 % a 12 mois, avec un seulil
optimal de 1002 ng/ml, en incluant tous les patients.

Awidi et al. ont fait ressortir une valeur seuil de 2158 ng/ml, sans préciser les valeurs de
sensibilité et de spécificité (143).
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Les sensibilités et spécificités que nous avons obtenues sont donc comparables a celles
rapportées dans la littérature. Notre seuil optimal est supérieur mais proche des seuils
recommandés par les équipes francaise et japonaise, mais est bien en deca de celui
proposé par I'équipe jordanienne.

Méme si les sensibilités et spécificités généralement recherchées devraient étre
idéalement supérieures a 80 %, il faut rappeler qu’en pratique, I'introduction de notre
test diagnostic (mesure des concentrations plasmatiques) n’a pas pour but de remplacer
un test existant, a savoir la PCR qui nous sert de référence dans I’évaluation de notre test,
mais de compléter ce dernier en apportant un supplément d’information au prescripteur,
afin d’optimiser la prise en charge des patients atteints de LMC. D’autant plus que nous
savons que la variabilité des concentrations plasmatiques d’imatinib peut, en partie,
expliquer les résistances au traitement, mais que d’autres facteurs, liés a la cellule
leucémique peuvent également intervenir.

Or, la difficulté de mettre en évidence ces facteurs de résistance pharmacodynamique,
tels que les mutations du domaine kinase de la protéine BCR-ABL, notamment dans notre
pays olU les examens biologiques ne sont pas disponibles dans la quasi-totalité des
services de suivi ou des laboratoires dont ils dépendent, est connue. De méme que le
manque de moyens, ne permettant pas que tous les patients soient régulierement suivis
par PCR.

La stratégie consiste donc, en cas d’échec thérapeutique, a éliminer en premier lieu une
cause de non observance, puis en second lieu, une exposition insuffisante a I'imatinib, qui
sont tous deux considérés comme des facteurs de variation pharmacocinétique. Ces deux
facteurs peuvent étre mis en évidence par la mesure des concentrations plasmatiques de
I'imatinib. La marche a suivre serait alors d’envisager ou d’optimiser I’éducation
thérapeutique des patients en cas de mauvaise observance, ou d’individualiser la
posologie, en I'adaptant au contexte, en cas d’exposition insuffisante.

C’est seulement aprés que la recherche d’éventuelles mutations trouve sa place.

Dans ce contexte, les valeurs de surface, de sensibilité et de spécificité que nous avons
obtenues, qui sont, en plus, comparables a celles rapportées dans la littérature, sont tout
a fait convenables.

Les autres indicateurs de validité de notre test diagnostic sont également intéressants,
gu’il s’agisse des indicateurs de validité interne (sensibilité, spécificité, rapports de
vraisemblance ou RV) ou des indicateurs de validité externe (valeur prédictive positive et
valeur prédictive négative). En effet :

- La valeur prédictive positive (VPP) montre que 75,9 % des malades ayant une
concentration supérieure ou égale au seuil de 1167 ng/ml seront
effectivement répondeurs (vrais positifs).
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- Lavaleur prédictive négative (VPN) montre que 65,1 % des malades ayant une
concentration d’imatinib inférieure au seuil de 1167 ng/ml seront
effectivement non répondeurs (vrais négatifs).

- Exactitude ou validité interne : 71,1 %. C’est 'aptitude de notre test diagnostic
a identifier la réponse moléculaire.

- Rapport de vraisemblance du test positif (RV+) : nos patients ont 2,3 fois plus
de chances d’avoir une concentration supérieure au seuil de 1167 ng/ml s'ils
sont répondeurs que s’ils ne le sont pas.

- Rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) et (1/RV-) : nos malades
ont 2,6 fois plus de chances d’avoir une concentration inférieure au seuil de
1167 ng/ml s’ils sont non répondeurs que s’ils sont répondeurs.

- Coefficient k (équivalent du risque relatif - RR) : les malades ayant une
concentration supérieure au seuil de 1167 ng/ml ont 2,18 fois plus de chances
d’étre répondeurs que ceux ayant une concentration plasmatique inférieure a
ce seuil.

Lors de notre recherche bibliographique, nous n’avons trouvé aucun article ou étude
rapportant les valeurs de ces indicateurs pour pouvoir y comparer nos résultats.

L’application, a notre population d’étude, des seuils d’efficacité recommandés dans la
littérature étrangeére montre que :

- Avec le seuil de 1000 ng/ml, la sensibilité est améliorée mais la spécificité
chute, ne permettant de détecter que la moitié des non répondeurs environ.
La valeur prédictive négative est améliorée.
La valeur prédictive positive et I’exactitude ne different pas sensiblement de
celles que nous avons obtenues avec le seuil propre a notre population.
Le rapport de vraisemblance négative et le coefficient k sont plus intéressants.
La faible valeur de spécificité, critere auquel nous devons accorder une
importance particuliere, nous ameéne a penser que cette valeur seuil, ne
devrait pas étre appliquée dans notre population.

- Avec le seuil de 2158 ng/ml, le gain en terme de spécificité est notable mais la
sensibilité chute a une valeur a peine supérieure a 10 % qui n’est pas une
valeur acceptable pour un test diagnostic. D’autre part, n’ayant pas d’idée
précise sur le ou les seuils de toxicité de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib, il ne parait pas raisonnable de chercher a atteindre
systématiqguement cette valeur chez les non répondeurs. En effet, méme si a
I’heure actuelle, il n'y a pas de consensus quant a la valeur de la limite
supérieure de l'intervalle thérapeutique, le seuil de tolérance de 1500 ng/ml,
qui est bien en deca des 2158 ng/ml, a été proposé (138).

Un autre seuil de tolérance, situé autour de 3000 ng/ml, proposé par une
équipe occidentale, est toutefois utilisé (154).
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L'exclusion des patients non observants, au motif qu’un lien significatif a été mis en
évidence entre les concentrations plasmatiques résiduelles d’'imatinib et I'observance au
traitement, fait également ressortir une différence significative entre les concentrations
plasmatiques moyennes des répondeurs et des non répondeurs a 12 mois.

L’analyse des donnés de significativité de la courbe ROC tracée dans ces conditions
(exclusion des non observants), fait ressortir une aire sous la courbe intéressante de
0,781 qui differe significativement de la valeur 0,5, ce qui permet de tenir compte des
données qui ressortent de cette courbe.

La surface que nous avons obtenue est quasiment similaire a celle retrouvée sans
I’exclusion des non observants et est, de ce fait, elle aussi comparable a celles décrites
dans la littérature : 0,775 (175), 0,7386 a 0,8209 (63) et 0,849 (143).

Cette courbe ROC fait ressortir un seuil optimal lIégérement supérieur a celui obtenu en
incluant tous les patients. Ce seuil prend la valeur de 1206 ng/ml.

Avec cette courbe ROC, nous enregistrons une trés légere perte de sensibilité, qui passe
de 73,2 % a 71,2 %.

En parallele, la spécificité est sensiblement améliorée, passant de 68,3 % a 76,5 %,
augmentant ainsi la capacité de notre test a identifier les non répondeurs. Ainsi, plus de %
des non répondeurs auront une imatinibémie inférieure a 1206 ng/ml.

Ceci est particulierement intéressant au vu de l'importance particuliere que nous
accordons a la spécificité dans le cadre de la présente étude.

Ces 2 indicateurs de validité interne restent comparables a ceux rapportés dans la
littérature.

En revanche, notre seuil optimal s’éloigne un peu plus du seuil de 1000 ng/ml
communément recommandé, tout en restant trés éloigné de celui de 2158 ng/ml mis en
avant par Awidi et al. (143).

Les autres indicateurs de validité de notre test diagnostic sont également intéressants,
gu’il s’agisse des indicateurs de validité interne (sensibilité, spécificité, rapports de
vraisemblance ou RV) ou des indicateurs de validité externe (valeur prédictive positive et
valeur prédictive négative). En effet :

- La VPP montre que 90,2 % des malades ayant une concentration supérieure ou
égale au seuil de 1206 ng/ml seront effectivement répondeurs (vrais positifs).
Cette valeur gagne donc prés de 15 % par rapport a la premiere courbe ROC.

- La VPN chute, montrant que seulement la moitié des malades ayant une
concentration inférieure au seuil de 1206 ng/ml seront effectivement non
répondeurs (vrais négatifs).

Cela ne devrait pas poser de probleme, surtout si le répondeur est identifié
comme tel, il ne sera donc pas nécessaire de modifier sa posologie.
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Dans la situation oU un répondeur ne serait pas identifié comme tel et se
verrait prescrire « inutilement » une posologie plus élevée, en visant une
concentration située autour de 1200 ng/ml, le probléme de toxicité ne devrait
pas se poser, hormis pour la minorité de patients hypersensibles. Pour cette
catégorie de patients, il faudra de toute évidence étre vigilant qu’il s’agisse de
répondeurs ou de non répondeurs.

- L’exactitude ou validité interne augmente tres légerement passant de 71,1 %
a72,5%.

- Le rapport de vraisemblance du test positif passe de 2,3 a 3, montrant qu’il un
patient aura 3 fois plus de chances d’avoir une concentration supérieure au
seuil de 1206 ng/ml s’il est répondeur que s’il ne I'est pas.

- Le rapport de vraisemblance du test négatif est quasiment identique au
précédent (il y a 2,7 fois plus de chances d’avoir une concentration inférieure
au seuil de 1206 ng/ml si le malade est non répondeur que s’il est répondeur).

- Le coefficient k (RR) augmente légérement, montrant que les malades ayant
une concentration supérieure au seuil de 1206 ng/ml ont 1,68 fois plus de
chances d’étre répondeurs que ceux ayant une concentration plasmatique
inférieure a ce seuil.

L’exclusion des non observants a donc modifié le seuil d’efficacité optimal en faisant
légeérement augmenter sa valeur. Elle permet, une meilleure estimation de ce que
devraient étre les concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib dans notre
population, en faisant abstraction du facteur « observance », méme si cela ne refléte
finalement pas la réalité des choses puisqu’il est quasiment impossible de ne pas avoir de
non observants dans un échantillon de malades issus de la population générale. Le seuil
déterminé dans ce contexte est celui qui devrait servir de base pour le suivi
thérapeutique pharmacologique (STP) des patients atteints de leucémie myéloide
chronique (LMC) sous imatinib, et les éventuelles individualisations de posologie. En effet,
ce seuil ne devrait idéalement pas étre faussé par les concentrations fluctuantes des
malades qui font des impasses sur la prise de leur traitement et qui, pour certains,
doublent la posologie juste avant leur rendez-vous de consultation pour dissimuler leur
mauvaise observance.

L’analyse des indicateurs de validité obtenus avec la courbe ROC de 12 mois, en excluant
les patients non observants, est également en faveur de ce second seuil d’efficacité de
1206 ng/ml.

Lors de I'étape suivante, nous avons tenu compte des criteres de réponse moléculaire,
recommandés par le groupe algérien de travail sur la leucémie myéloide chronique (GAT-
LMC) a 12 mois, a savoir un ratio BCR-ABL/ABL < 1 % (réduction d’au moins 2 Logs) pour
les répondeurs et > 1 % (réduction de moins de 2 Logs) pour les non répondeurs.
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La concentration plasmatique résiduelle moyenne d’imatinib, répondeurs et non
répondeurs confondus, garde logiquement la valeur de 1226,9 + 565,6 ng/ml retrouvée
en tenant compte des critéres ELN, puisque qu’il s’agit ici des mémes patients.

En nous intéressant de plus prés aux répondeurs et aux non répondeurs séparément, les
concentrations moyennes de chaque groupe sont respectivement
de 1368,7 +493,1 ng/ml et de 770,9 + 551,7 ng/ml.

Ces concentrations apparaissent plus basses que celles obtenues en tenant compte des
critéres ELN, aussi bien en incluant tous les patients qu’en excluant les non observants :
1463,3 + 465,1 pour les répondeurs et 904,1 + 534,3 ng/ml pour les non répondeurs (tous
les patients) ; 1468,4 + 454,3 ng/ml pour les répondeurs et 1014,2 + 356,1 ng/ml pour les
non répondeurs (exclusion des non observants).

Les critéres de GAT-LMC étant moins stricts par rapport a l'intensité de la réponse
moléculaire que ceux de I'ELN, et un lien significatif ayant été mis en évidence entre la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib et la réponse moléculaire, cette
différence de concentration trouve donc son explication. D’autant plus que, comme nous
le verrons plus bas, une relation linéaire significative a été mise en évidence entre la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib et I'intensité de la réponse moléculaire.

La encore, une différence significative est mise en évidence entre les concentrations
plasmatiques résiduelles moyennes d’imatinib des répondeurs et des non répondeurs.

La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) que nous avons construite prend
également dans ce cas une allure générale qui la différencie de la diagonale.

L'analyse des données de significativité de cette courbe montre une surface de 0,767 qui
reste, elle aussi, intéressante et qui différe significativement de la valeur 0,5, ce qui
permet de tenir compte des données qui ressortent de cette courbe.

Cette surface est légerement plus basse que celles obtenues en tenant compte des
critéres ELN (0,784 et 0,781), mais reste acceptable et comparable a celles retrouvées
dans la littérature : 0,775 (175), 0,7386 a 0,8209 (63) et 0,849 (143).

Cette courbe ROC fait ressortir la concentration de 833,5 ng/ml comme seuil optimal,
avec une sensibilité de 86,5 % et une spécificité de 56,5 %.

La encore, la diminution du seuil d’efficacité optimal s’explique par le fait que les critéres
GAT-LMC sont moins stricts que ceux de I'ELN pour l'intensité de la réponse moléculaire
a 12 mois.

Nous enregistrons un gain de sensibilité notable par rapport aux deux premiéres courbes
ROC, qui est d’environ 15%. La sensibilité était de 73,2% en incluant tous les patients et
71,2 % en excluant les non observants.

Ainsi, 86,5 % des patients ayant un ratio BCR-ABL/ABL < 1 % auront une concentration
supérieure ou égale au seuil optimal de 833,5 ng/ml. Autrement dit, la probabilité qu’un
malade ait une concentration supérieure a 833,5 ng/ml s’il est répondeur, est égale
a 86,5%.
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Parallelement a cela, la spécificité diminue notablement, ramenant a peine a plus de la
moitié la proportion des non répondeurs probablement détectés au seuil de 833,5 ng/ml.

Nous ne pouvons véritablement comparer ces données, notamment le seuil d’efficacité
optimal a celles publiées, étant donné que les critéres de réponse sont différents de ceux
utilisés par les auteurs (ratio BCR-ABL / ABL limite égal a 1 % dans notre cas et 0,1 % dans
la littérature). Cette valeur seuil reste néanmoins plus basse que la majorité des seuils
proposés.

L’analyse des autres indicateurs de validité de ce test diagnostic fait ressortir que :

- La valeur prédictive positive (VPP) montre que 86,5 % des malades ayant une
concentration supérieure ou égale au seuil de 833,5 ng/ml seront
effectivement répondeurs selon les criteres GAT-LMC (vrais positifs).

- Lavaleur prédictive négative (VPN) montre que 56,5 % des malades ayant une
concentration d’imatinib inférieure au seuil de 833,5 ng/ml seront
effectivement non répondeurs selon les criteres GAT-LMC (vrais négatifs).

- L’exactitude ou validité interne est égale a 79,4 %.

- Selon le rapport de vraisemblance du test positif (RV+), nos patients ont 2 fois
plus de chances d’avoir une concentration supérieure au seuil de 833,5 ng/ml
s’ils sont répondeurs que s’ils ne le sont pas, selon les criteres GAT-LMC.

- Selon le rapport de vraisemblance du test négatif (RV-) et (1/RV-) : nos
malades ont 4,2 fois plus de chances d’avoir une concentration inférieure au
seuil de 833,5 ng/ml s’ils sont non répondeurs que s’ils sont répondeurs.

- Coefficient k (RR) : les malades ayant une concentration supérieure au seuil de
833,5 ng/ml ont 2 fois plus de chances d’étre répondeurs que ceux ayant une
concentration plasmatique inférieure a ce seuil.

Un test possédant ces valeurs de spécificité et de VPN ne peut étre recommandé dans le
contexte qui est le notre, au vu de l'importance donnée a la détection des non
répondeurs.

De plus, partant du principe que les critéres de réponse moléculaire de GAT-LMC
rejoignent a 18 mois ceux recommandés par I'ELN, il nous parait bien plus intéressant et
bénéfique pour nos patients, de tenir compte d’emblée, et de recommander a ce stade
de nos investigations le seuil de concentration issu de la courbe ROC qui a été construite a
partir des données calquées sur les recommandations ELN.

L'application de ce seuil devrait permettre aux patients d’atteindre une RMM plus
précocement.
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En nous intéressant a la réponse moléculaire a 18 mois selon les critéres du groupe GAT-
LMC, qui rejoignent les criteres de I'ELN a 12 mois, a savoir la nécessité d’obtention
d’'une réponse moléculaire majeure pour que la réponse soit considérée comme
optimale, il ressort ce qui suit :

- La concentration plasmatique résiduelle moyenne d’imatinib, répondeurs et

non répondeurs confondus (1405,9 + 467,5 ng/ml), est la plus élevée de toutes
celles que nous avons obtenues jusqu’a présent (1226,9 + 565,6 ng/ml en
tenant compte de tous les patients, selon les criteres ELN et GAT-LMC
a 12 mois et 1356,5 + 472,8 ng/ml selon 'ELN a 12 mois en excluant les non
observants).
L’explication réside probablement dans le fait qu’un certain nombre de
patients ayant obtenu une réponse moléculaire insuffisante a 12 mois (quels
que soient les criteres appliqués : ELN ou GAT-LMC), et qui n’ont pas connu de
switch vers un ITK2, ont fait I'objet d’une augmentation de posologie de
I'imatinib, avec un impact logique sur la concentration plasmatique de ce
dernier .

La variabilité intra-individuelle de la concentration plasmatique résiduelle
d’imatinib, méme si elle est décrite comme mineure dans la littérature,
pourrait également expliquer cela.

I ne faut pas négliger par ailleurs, le fait que l'effectif soit réduit avec
notamment 10 patients seulement dans le groupe des non répondeurs, ce qui
pourrait étre insuffisant pour faire ressortir une différence visible.

- En regardant de plus prés les données des répondeurs et des non répondeurs
séparément, les concentrations moyennes de chaque groupe sont
respectivement de 1439,3 + 455,3 ng/ml et de 1199,0 + 513,7 ng/ml.

La valeur moyenne des répondeurs est comparable a celles que nous avons
jusque-la obtenues dans les groupes de répondeurs ayant achevé une RMM
(1463,3 £ 465,1 ng/ml selon les criteres ELN a 12 mois en incluant tous les
patients et 1468,4 + 454,3 ng/ml selon les critéres ELN a 12 mois en excluant
les non observants).

Il nous faut rappeler ici que ce groupe est majoritairement composé de
patients ayant achevé une réponse moléculaire majeure a 12 mois ou plus tot,
auxquels s’ajoutent 6 patients qui ont fini par obtenir leur RMM a 18 mois,
parmi lesquels 2 seulement avaient fait I'objet d’une augmentation de
posologie. Ceci explique le faible impact sur la moyenne des concentrations
plasmatiques d’imatinib.

Pour les non répondeurs, la moyenne des concentrations plasmatiques
résiduelles d’imatinib est également plus élevée que toutes celles que nous
avons obtenues jusque-la dans les groupes de répondeurs ayant achevé une
RMM (904,1 + 534,3 ng/ml selon les critéres ELN a 12 mois en incluant tous les
patients et 1014,2 * 356,1 ng/ml selon les critéres ELN a 12 mois en excluant
les non observants).
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En effet 2 parmi les 10 non répondeurs ont fait I'objet d’'une augmentation de
posologie, survenue cependant plusieurs mois apres que la PCR de 12 mois ait
montré l'absence de RMM. Les concentrations de ces 2 patients sont
certainement a l'origine de 'augmentation de la concentration moyenne du
groupe, vu le faible effectif de ce groupe.

Le fait que les modifications de posologie soient intervenues tardivement
pourraient expliquer I'absence de RMM.

La comparaison des concentrations plasmatiques moyennes des répondeurs et
des non répondeurs ne fait cependant apparaitre aucune différence
significative. Ceci peut étre di au fait que les posologies ont été modifiées peu
de temps avant I’évaluation de 18 mois, ne permettant pas concentrations
d’imatinib de se maintenir pendant un temps suffisant aux concentrations
requises. Ceci suivant I’hypothése selon laquelle la concentration d’imatinib
devrait non seulement atteindre une certaine valeur mais également se
maintenir un certain temps a cette valeur pour que l'effet sur le ratio
BCR-ABL/ABL soit visible.

Une autre explication pourrait résider dans le fait que l'effectif de notre
population d’étude a cette étape de l'investigation, était trop faible dans le
groupe des non répondeurs, impactant négativement la puissance du test
statistique.

- La poursuite de linvestigation malgré I'absence de différence significative
entre les moyennes des concentrations plasmatiques d’imatinib des groupes
répondeurs et non répondeurs, a abouti a une courbe ROC dont I'allure ne
correspond pas a celle attendue. En effet, notre courbe croise la médiane en
plein milieu de son ascension. De plus, I'analyse de ses données de
significativité fait ressortir une aire sous la courbe de 0,581 qui est non
seulement éloignée des valeurs habituellement obtenues, mais qui en plus, ne
differe pas significativement de la valeur 0,5.

Au vu de ces éléments, nous ne pouvons avancer, avec certitude, de valeur seuil qui
garantisse un meilleur taux de réponses moléculaires majeures applicable a 18 mois
(suivant les criteres GAT-LMC).

De toute évidence, en cas d’échec a ce moment du suivi, méme le groupe GAT-LMC
recommande le remplacement de I'imatinib.

A ce stade de linvestigation, pour la réponse moléculaire, le seuil d’efficacité de
1206 ng/ml obtenu en appliquant les criteéres ELN a 12 mois en excluant les patients non
observants, reste celui que nous considérons le plus fiable et le plus convenable pour
notre population, en I'absence de données supplémentaires.

Nous pouvons éventuellement recommander d’atteindre ce seuil, chez des patients non
répondeurs a 18 mois, lorsqu’il est impossible de switcher vers un ITK2 pour une raison
donnée, bien que nous recommandons de déterminer les concentrations plasmatiques
d’imatinib plus précocement, et de procéder au changement de posologie si les
concentrations s’avérent étre en dessous de ce seuil chez un non répondeur ou chez un
patient n’ayant pas fait I'objet d’'une investigation par PCR.
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Le seuil d’efficacité que nous avons retenu pour notre population est prés de 2,5 fois
supérieur au seuil d’efficacité optimal nécessaire a la mort des cellules Bcr-Abl in vitro :
493,6 ng/ml (67). La complexité de I'organisme humain et les multiples facteurs qui
peuvent interférer avec la réponse de ce dernier aux divers médicaments auxquels il est
exposé, explique cette différence.

Dans le cas présent, des facteurs impactant la pharmacocinétique de I'imatinib peuvent,
en partie, expliquer cette différence, parmi lesquels I'intervention des pompes d’efflux :
ABCB2 (ATP Binding Cassette B1), également appelée PGP (GlycoProtéine P) et ABCG2
(ATP Binding Cassette G2), également appelée BCRP (Breast Cancer Resistant Protein) ou
MXR (MultiXenobiotic Resistance Protein), des pompes d’influx (h-OCT1 ou Human
Organic Cation Transporter ou encore transporteur de cations organique humain), du
CYP450 (cytochrome P450), de I'albumine et de I’AGP (al-glycoprotéine acide).

Pour ce qui est de la réponse hématologique, la moyenne des concentrations
plasmatiques résiduelles des patients ayant achevé une réponse hématologique compléte
(RHC), au plus tard a 3 mois, représente la moyenne de tous les patients parmi ceux pour
lesquels nous disposons des données complétes puisque tous les patients inclus pour
cette étape ont obtenu une RHC. Cette concentration moyenne de 1209,6 + 478,7 ng/ml
est quasi-identique au seuil d’efficacité optimal que nous avons déterminé pour la
réponse moléculaire.

Le seuil d’efficacité optimal des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib pour
la réponse hématologique n’a donc pas pu étre déterminé.

Ceci n’a pas d'impact puisque la RHC semble la plus facile a atteindre parmi
les 3 principaux criteres de suivi. Nous n’avons pas trouvé, lors de notre recherche
bibliographique, d’étude ayant déterminé un seuil d’efficacité pour la réponse
hématologique. Les raisons que nous avons avancées en sont probablement la cause.

Dans le cadre de la détermination du seuil d’efficacité optimal de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib liée a la réponse cytogénétique, les concentrations
plasmatiques d’imatinib ont été analysées chez les patients ayant obtenu ou non, une
réponse cytogénétique compléete (RCyC) a 6 mois.

La moyenne des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib, retrouvée a ce
moment du suivi était, chez tous les patients éligibles, égale a 1212,5 + 599,7 ng/ml, avec
des valeurs extrémes allant de 0 a 2204 ng/ml.

Ces valeurs obtenues chez 16 patients parmi lesquels 8 répondeurs et 8 non répondeurs,
sont comparables a celles obtenues a 12 et 18 mois (déterminées lors de I'étude de la
réponse moléculaire), mais inférieures aux moyennes obtenues en excluant les non
observants.

Nous n’avons pas déterminé les concentrations en excluant les non observants car
I’effectif total était déja trop réduit. Cependant, il faut savoir que parmi les 8 répondeurs,
7 patients étaient considérés comme observants par l'investigateur, et que parmi les 8
non répondeurs 5 patients étaient considérés comme non observants.
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La comparaison des concentrations plasmatiques moyennes des répondeurs et des non
répondeurs ne montre pas de différence significative entre les 2 groupes (concentrations
a 1481,0 + 338,8 ng/ml pour les répondeurs et a 944,0 + 700,8 ng/ml pour les non
répondeurs), méme si visuellement elles apparaissent différentes. L’étendue de la série
des répondeurs est plus petite que celle de la série des non répondeurs, signant une plus
grande dispersion des valeurs chez ces derniers.

Les box plot permettent de visualiser nettement cette dispersion, qui peut expliquer ce
résultat statistique, ainsi que la position des médianes I'une par rapport a l'autre.

Le faible effectif peut avoir joué un réle dans cette différence.

Ceci nous incite a la prudence lors de l'interprétation des données émanant de cette
série.

Picard et al. ont mis en évidence une différence significative entre les concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib a 12 mois et plus, chez les répondeurs et les non
répondeurs d’un point de vue cytogénétique (Réponse Cytogénétique Compléte ou non).
Les concentrations moyennes qu’ils ont obtenues sont de 1123 * 617 ng/ml chez les
répondeurs et de 694 + 556 ng/ml chez les non répondeurs (175). Comme pour la
réponse moléculaire, les moyennes des deux groupes sont inférieures a celles que nous
avons obtenues chez notre population.

Dans le cadre d’une actualisation des résultats de I’étude IRIS, Larson et al. (80) ont établi
une corrélation entre la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib a un mois et la
réponse cytogénétique ultérieure (sur 5 ans). Une différence significative a été mise en
évidence entre les moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib des
répondeurs (1009 * 544 ng/ml) et des non répondeurs (835 +524 ng/ml). La valeur seuil
de 1000 ng/ml a été proposée (aussi bien pour la réponse cytogénétique que pour la
réponse moléculaire).

Les concentrations moyennes d’imatinib dans notre population (aussi bien pour les
répondeurs que pour les non répondeurs) apparaissent plus élevées que celles décrites
par Larson et al., quoi que cette comparaison des concentrations plasmatiques a des
moments différents du suivi pourrait étre entachée par la variabilité intra-individuelle des
concentrations d’imatinib, aussi minime soit-elle.

La courbe ROC, que nous avons quand méme construite, présente une allure générale
acceptable, bien que faisant ressortir le faible effectif.

L'analyse des données de significativité de cette courbe montre une aire sous la courbe
appréciable de 0,797, qui differe significativement de la valeur 0,5.

Cette courbe ROC fait ressortir 2 seuils de concentration optimaux: 1206,5
et 1328 ng/ml.

En appliquant le premier seuil de 1206,5 ng/ml, les indicateurs de validité de notre test
diagnostic sont appréciables, avec :
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- Une valeur de sensibilité trés intéressante, qui montre que 87,5 % des
répondeurs auront une concentration supérieure ou égale au seuil optimal de
1206,5 ng/ml. Autrement dit, la probabilité qu’'un malade ait une
concentration supérieure a 1206,5 ng/ml s’il est répondeur est égale a 87,5 %.

- Une valeur de spécificité intéressante elle aussi, qui montre que 75 % des non
répondeurs auront une imatinibémie inférieure a 1206,5 ng/ml. Autrement dit,
la probabilité qu’un sujet ait une concentration inférieure a 1206,5 ng/ml s’il
est non répondeur est égale a 75 %.

- Une valeur prédictive positive qui montre que 77,8 % des malades, ayant une
concentration supérieure ou égale au seuil de 1206,5 ng/ml, seront
effectivement répondeurs (vrais positifs).

- Une valeur prédictive négative qui montre que 85,7 % des malades ayant une
concentration d’imatinib inférieure au seuil de 1206,5 ng/ml seront
effectivement non répondeurs (vrais négatifs).

- Une excellente exactitude ou validité interne, égale a 81,2 %.

- Un rapport de vraisemblance du test positif (RV+) qui montre que nos patients
ont 3,5 fois plus de chances d’avoir une concentration supérieure au seuil de
1206,5 ng/ml s’ils sont répondeurs que s’ils ne le sont pas.

- Un rapport de vraisemblance du test négatif (RV- et 1/RV-) qui montre que
nos malades ont 6 fois plus de chances d’avoir une concentration inférieure au
seuil de 1206,5 ng/ml s’ils sont non répondeurs que s’ils sont répondeurs.

- Un coefficient k (RR) qui montre que les malades ayant une concentration
supérieure au seuil de 1206,5 ng/ml ont 5,4 fois plus de chances d’étre
répondeurs que ceux ayant une concentration plasmatique inférieure a ce
seuil.

En appliquant le second seuil de 1328 ng/ml, les indicateurs de validité de notre test
diagnostic sont toujours appréciables, avec :

- Une valeur de sensibilité intéressante, qui montre que 75 % des répondeurs
auront une concentration supérieure ou égale au seuil optimal de 1328 ng/ml.
Autrement dit, la probabilité qu’un malade ait une concentration supérieure a
1328 ng/ml s’il est répondeur est égale a 75 %.

- Une excellente valeur de spécificité qui montre que 87,5% des non répondeurs
auront une imatinibémie inférieure a 1328 ng/ml. Autrement dit, la probabilité
gu’un sujet ait une concentration inférieure a 1328 ng/ml s’il est non
répondeur est égale a 87,5 %.

- Une trés bonne valeur prédictive positive qui montre que 85,7 % des malades
ayant une concentration supérieure ou égale au seuil de 1328 ng/ml seront
effectivement répondeurs (vrais positifs).

- Une valeur prédictive négative qui montre que 77,8 % des malades ayant une
concentration d’imatinib inférieure au seuil de 1328 ng/ml seront
effectivement non répondeurs (vrais négatifs).

- Une excellente exactitude ou validité interne, égale a 81,2 %.

- Un rapport de vraisemblance du test positif (RV+) qui montre que nos patients
ont 6 fois plus de chances d’avoir une concentration supérieure au seuil de
1328 ng/ml s’ils sont répondeurs que s’ils ne le sont pas.
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- Un rapport de vraisemblance du test négatif (RV- et 1/RV-) qui montre que nos
malades ont 3,5 fois plus de chances d’avoir une concentration inférieure au
seuil de 1328 ng/ml s’ils sont non répondeurs que s’ils sont répondeurs.

- Un coefficient k (RR) qui montre que les malades ayant une concentration
supérieure au seuil de 1328 ng/ml ont 3,9 fois plus de chances d’étre
répondeurs que ceux ayant une concentration plasmatique inférieure a ce
seuil.

Méme si tous les indicateurs de validité sont trés bons avec les deux valeurs seuil,
rappelons que ces données doivent étre interprétées avec prudence étant donné le petit
effectif et la dispersion importante des concentrations dans le groupe des non
répondeurs.

Si la spécificité est meilleure avec le seuil de 1328 ng/ml, bien que déja trés bonne avec le
premier seuil, la valeur prédictive négative et le rapport de vraisemblance du test négatif
restent plus intéressants avec le seuil de 1206,5 ng/ml.

Nous recommandons donc, avec prudence toutefois, de chercher a atteindre la valeur de
1206,5 ng/ml (similaire au seuil optimal que nous avons déterminé pour la réponse
moléculaire) en cas d’absence de réponse cytogénétique, et de maintenir la
concentration plasmatique a une valeur supérieure. Plus cette valeur se rapprochera du
second seuil de 1328 ng/ml, et plus le nombre de réponses cytogénétiques complétes
sera élevé, mais le nombre de patients qui risquent d’atteindre le seuil de tolérance de
1500 ng/ml augmentera en conséquence.

Il est en effet difficile de trancher tant que les données resteront insuffisantes pour
obtenir un consensus quant au seuil de tolérance : 1500 ou 3000 ng/ml ?

L'étude du potentiel prédictif de la détermination précoce de la concentration
plasmatique d’imatinib quant a la réponse moléculaire a été menée pour les moments de
suivi de 12 et de 18 mois.

Les concentrations mesurées a 1 mois chez les patients ayant obtenu ou non une réponse
moléculaire majeure a 12 mois (1239,9 + 526,6 ng/ml) sont comparables a celles
obtenues jusqu’a présent a 12 mois.

La comparaison de la moyenne des concentrations des groupes répondeurs
(1431,1 £ 526,4 ng/ml) et non répondeurs (1071,2 + 480,0 ng/ml) ne fait cependant pas
ressortir de différence significative entre les deux groupes.

La p-value étant trés proche de 0,05 (0,052), la courbe ROC visant a déterminer le seuil
d’efficacité optimale de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib a 1 mois par
rapport a la réponse moléculaire a 12 mois, a tout de méme été tracée.

L'aire sous la courbe qui en résulte ne différant pas significativement de la valeur 0,5, les
autres données de significativité n’ont pas été déterminées.

Les box plot représentant les concentrations en fonction de la réponse moléculaire ayant
fait ressortir 3 points extrémes chez les non répondeurs (parmi lesquels 2 non
observants), nous avons reconsidéré nos données en excluant les non observants,
connaissant le lien significatif mis en évidence entre I'observance au traitement et les
concentrations plasmatiques d’imatinib.
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Les concentrations plasmatiques moyennes (1233,2 + 472,5 ng/ml) restent comparables a
celles que nous avons jusque- la obtenues a 12 mois.

La comparaison de la concentration plasmatique moyenne des répondeurs
(1431,1 + 526,4 ng/ml) et des non répondeurs (1021,1 + 297,9 ng/ml) montre, cette fois,
une différence significative, méme si une nouvelle valeur extréme apparait chez les non
répondeurs.

Cela démontre l'existence d’un lien entre la concentration plasmatique résiduelle
d’imatinib obtenue a 1 mois et la réponse moléculaire a 12 mois.

La courbe ROC, construite selon ces derniéres données, présente une allure acceptable.
L’analyse des données de significativité de cette courbe fait ressortir une surface de 0,743
qui differe significativement de la valeur 0,5.

Cette courbe ROC fait émerger 2 seuils de concentration optimaux: 1203,5
et 1235,5 ng/ml, qui restent assez proches I'un de l'autre.

En appliquant le premier seuil de 1203,5 ng/ml, les indicateurs de validité de notre test
diagnostic sont intéressants, avec :

- Une valeur de sensibilité de 73,3 % qui signifie que cette proportion de
répondeurs aura une concentration supérieure ou égale au seuil optimal de
1203,5 ng/ml. Autrement dit, la probabilité qu’'un malade ait une
concentration supérieure a 1203,5 ng/ml s’il est répondeur est égale a 73,3 %.

- Une valeur de spécificité qui montre que 78,6 % des non répondeurs auront
une imatinibémie inférieure a 1203,5 ng/ml. Autrement dit, la probabilité
gu’un sujet ait une concentration inférieure a 1203,5 ng/ml s’il est non
répondeur est égale a 78,6 %.

- Une valeur prédictive positive qui montre que 78,6 % des malades ayant une
concentration supérieure ou égale au seuil de 1203,5 ng/ml seront
effectivement répondeurs (vrais positifs).

- Une valeur prédictive négative qui montre que 73,3 % des malades ayant une
concentration d’imatinib inférieure au seuil de 1203,5 ng/ml seront
effectivement non répondeurs (vrais négatifs).

- Une exactitude ou validité interne égale a 75,9 %.

- Un rapport de vraisemblance du test positif (RV+) qui montre que nos patients
ont pres de 3,5 fois plus de chances d’avoir une concentration supérieure au
seuil de 1203,5 ng/ml s’ils sont répondeurs que s’ils ne le sont pas.

- Un rapport de vraisemblance du test négatif (RV- et 1/RV-) qui montre que nos
malades ont preés de 3 fois plus de chances d’avoir une concentration
inférieure au seuil de 1203,5 ng/ml s’ils sont non répondeurs que s’ils sont
répondeurs.

- Un coefficient k (RR) qui montre que les malades ayant une concentration
supérieure au seuil de 1203,5 ng/ml ont prés de 3 fois plus de chances d’étre
répondeurs que ceux ayant une concentration plasmatique inférieure a ce
seuil.
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En appliquant le second seuil de 1235,5 ng/ml, les indicateurs de validité de notre test
diagnostic sont toujours appréciables, avec :

- Une valeur de sensibilité diminuée par rapport au premier seuil, montrant que
66,7 % des répondeurs auront une concentration supérieure ou égale au seuil
optimal de 1235,5 ng/ml. Autrement dit, la probabilité qu’un malade ait une
concentration supérieure a 1235,5 ng/ml s’il est répondeur est égale a 66,7 %.

- Une excellente valeur de spécificité qui montre que 92,9 % des non
répondeurs auront une imatinibémie inférieure a 1235,5 ng/ml. Autrement dit,
la probabilité qu’un sujet ait une concentration inférieure a 1235,5 ng/ml s'il
est non répondeur est égale a 92,9 %.

- Une excellente valeur prédictive positive qui montre que 90,9 % des malades
ayant une concentration supérieure ou égale au seuil de 1235,5 ng/ml seront
effectivement répondeurs (vrais positifs).

- Une valeur prédictive négative qui montre que 72,2 % des malades ayant une
concentration d’imatinib inférieure au seuil de 1235,5 ng/ml seront
effectivement non répondeurs (vrais négatifs).

- Une bonne exactitude ou validité interne, égale a 79,3 %.

- Un rapport de vraisemblance du test positif (RV+) qui montre que nos patients
ont 9,3 fois plus de chances d’avoir une concentration supérieure au seuil de
1235,5 ng/ml s’ils sont répondeurs que s'ils ne le sont pas.

- Un rapport de vraisemblance du test négatif (RV- et 1/RV-) qui montre que nos
malades ont 2,8 fois plus de chances d’avoir une concentration inférieure au
seuil de 1235,5 ng/ml s’ils sont non répondeurs que s’ils sont répondeurs.

- Un coefficient k (RR) qui montre que les malades ayant une concentration
supérieure au seuil de 1235,5 ng/ml ont 3,3 fois plus de chances d’étre
répondeurs que ceux ayant une concentration plasmatique inférieure a ce
seuil.

Tous les indicateurs de validité sont bons et méme excellents pour certains, et ce avec les
deux valeurs seuil. La spécificité, qui a une importance particuliére dans le cadre de notre
étude, est cependant exceptionnellement bonne en tenant compte du second seuil de
1235,5 ng/ml, avec lequel un gain de spécificité de prés de 15 % est observé. Ce constat
nous pousse a recommander cette derniere valeur comme seuil d’efficacité optimal qu’il
est recommandé d’atteindre, au premier mois de traitement, pour maximiser les chances
d’obtenir une RMM a 12 mois.

L'étude du potentiel prédictif de la détermination précoce de la concentration
plasmatique d’imatinib quant a la réponse moléculaire a 18 mois n’a pu étre menée que
sur 19 patients.

Les concentrations mesurées a 1 mois chez les patients ayant obtenu ou non une réponse
moléculaire majeure a 18 mois (1339,1 + 541,9 ng/ml) sont légérement inférieures a
celles que nous avons précédemment obtenues jusqu'a présent a 18 mois
(1405,9 + 467,5 ng/ml). La variabilité intra-individuelle de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib, bien que faible, pourrait expliquer cette légere différence.
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La comparaison des moyennes de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib des
répondeurs (1361,2 * 537,2) et des non répondeurs (1151 = 543 ng/ml) ne fait pas
ressortir de différence significative entre les 2 groupes.

Cela est tres probablement diO au faible effectif inclus dans le groupe des non
répondeurs : 2 patients seulement et, de surcroit, non observants.

La poursuite de l'investigation a abouti, sans surprise, a une courbe ROC dont I'allure ne
correspond pas a celle attendue, croisant la médiane a plus d’une reprise et ayant une
surface de 0,581 qui est non seulement éloignée des valeurs habituellement obtenues,
mais qui en plus, ne differe pas significativement de la valeur 0,5.

Au vu de ces éléments, nous ne pouvons que recommander le seuil de 1235,5 ng/ml,
comme prédictif de la réponde moléculaire a 12 mois. Tout patient ayant une
concentration plasmatique résiduelle a 1 mois, inférieure a ce seuil, devra faire I'objet
d’une augmentation de posologie afin d’amener sa concentration plasmatique a une
valeur au moins égale a celui-ci.

L’étude de la variabilité inter-individuelle de la concentration plasmatique résiduelle
d’imatinib, représentée par son coefficient de variation (CV), aux différents temps de
suivi, fait ressortir ce qui suit :

- Ala posologie de 300 mg/j, le coefficient de variation est faible et stable entre
le premier et le troisieme mois (entre 15 et 21 %), mais présente une valeur
bien plus élevée a 12 mois (56,3 %).

Cette variabilité apparait comme faible a 1 et 3 mois et élevée a 12 mois, la
variabilité étant considérée comme élevée lorsqu’elle dépasse 30 %.

Ces données sont a interpréter avec prudence au regard du faible effectif
ayant servi a son calcul d’'une part, et de la mise en évidence d’une valeur de
concentration plasmatique nulle chez I'un des patients, particulierement
connu pour sa non observance au traitement. La détermination du coefficient
de variabilité intra-individuelle de la concentration plasmatique résiduelle
d’imatinib chez ce patient, déterminé sur 4 prélévements, a d’ailleurs donné
un résultat de 211 %, avec 3 concentrations nulles, une concentration
a 77 ng/ml et une concentration a 1143 ng/ml.

- Ala posologie de 400 mg, la variabilité inter-individuelle apparait tres élevée a
1 mois, frolant les 60 %. Il s’agit d’'une valeur intermédiaire, parmi celles
rapportées dans la littérature, qui varient entre 40 % a 90 % et peuvent méme
dépasser les 100 %.

Ce coefficient de variation diminue sensiblement entre le premier et le
troisiéme mois, puis plus discrétement entre le 32 et le 12™® mois et entre le
128me et e 18%™¢ mois, prenant les valeurs respectives de 46,5, 42,6 et 38,9 %
et se rapprochant alors des valeurs les plus basses rapportées dans la
littérature.
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La différence des CV inter-individuels entre le premier mois et les autres
moments s’explique par le fait qu’au début du traitement, les patients n’étant
pas toujours habitués a la prise de traitements chroniques, peuvent avoir
besoin d’un certain temps pour s’adapter a cette nouvelle situation et étre
réguliers quant a sa prise. L'éducation thérapeutique joue un réle majeur a ce
moment du processus. Certains patients peuvent aller jusqu’a faire un déni de
leur maladie ou mettre de coté le traitement qui leur a été prescrit, et le
remplacer par des préparations a base de plantes, qui sont parfois a |'origine
de toxicités, notamment hématologiques, de grades 3 et 4.

Il faut tenir compte du fait que les prélevements sanguins des patients, en vue
de mesurer leurs concentrations plasmatiques d’imatinib, sont étalés sur un
intervalle de temps assez large allant de 6 heures avant a 6 heures aprés
I’heure théorique de prise. Les concentrations comprises entre 1 3 1 et 16 |
heures sont alors corrigées selon I'algorithme de Wang (152) et les autres sont
prises telles quelles. Bien que nous nous soyons arrangés pour éviter le plus
possible de prélever les patients en deca de - 3 h et au-dela de + 3 h, ces
situations se sont quand méme produites, méme si cela est resté rare. Ces
différences relatives aux temps de prélevement peuvent entrainer une
surestimation de la variabilité inter-individuelle.

Pour ce qui est de la variabilité intra-individuelle de la concentration plasmatique
résiduelle de I'imatinib, les coefficients de variation calculés dans un premier temps ont
fait ressortir ce qui suit :

- A la posologie de 600 mg/j, un CV de variabilité intra-individuelle trés bas, de
8,7 + 1,4 % a été retrouvé, avec des valeurs extrémes de 7,8 et 210,6 %. Cette
valeur qui concorde avec ce qui est annoncé dans la littérature, et qui est
méme plus basse que les valeurs généralement rapportées, est trés
intéressante pour une variabilité intra-individuelle.

Il faut cependant préciser qu’elle a été déterminée a partir des données de 2
patients seulement, tous deux jugés observants au traitement.

- Ala posologie de 300 mg/j, une valeur tres élevée (57,5 + 86,1 %), inhabituelle
pour une variabilité intra-individuelle est retrouvée, avec un écart-type
(86,1 %) largement supérieur a la moyenne et des valeurs extrémes de 7,8 et
210,6 %.

Selon la littérature, les coefficients de variation intra-individuelle de I'imatinib
ne dépassent généralement pas les 30 % (5) bien qu’une valeur de 35 % ait été
rapportée (74).

Il faut noter que cette posologie a été calculée sur un effectif de 5 patients
seulement, parmi lesquels 2 patients non observants, dont I'un avait un
coefficient de variation intra-individuelle de 210,6 %, avec 3 résultats de
concentration plasmatique nuls parmi les 5 ayant servi au calcul du CV.
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Cette valeur extréme est d’ailleurs ressortie lors de la représentation des CV
intra-individuels sous forme de box plot.

C’est donc le résultat de ce patient qui est a I'origine d’'un CV intra-individuel
moyen aussi élevé.

La comparaison des moyennes des CV intra-individuels des groupes observants
et non observants montre une différence non significative (p = 0,309). Il n’est
cependant pas possible de conclure quant a I'existence ou non d’un lien entre
le coefficient de variation intra-individuel de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib et I'observance au traitement car I'effectif est trop faible
(3 dans le groupe observants et 2 dans le groupe non observants).

- Ala posologie de 400 mg/j, le CV intra-individuel moyen prend une valeur de
21,6 + 14,9 %, avec des valeurs extrémes de 6,2 et 104,9 %. Cette valeur
moyenne concorde avec les données de la littérature.

La box plot a cependant fait ressortir 3 valeurs extrémes : 51,5 %, 60,5 % et
104,9 %, parmi lesquelles 2 appartienant a des patients non observants.

La comparaison des moyennes des CV intra-individuels des groupes observants
et non observants montre une différence significative (p = 0,038), ce qui signe
I’existence d’un lien significatif entre le coefficient de variation intra-individuel
de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib et I'observance au
traitement a la posologie de 400 mg/j.

Au vu de éléments sus-cités, les CV intra-individuels des concentrations plasmatiques
résiduelles d’imatinib ont été a nouveau déterminés, en excluant les patients non
observants.

- A la posologie de 300 mg/j, la valeur du CV intra-individuel moyen a été
réduite de plus de 60 %, passant a 21,2 + 13 %, avec des valeurs extrémes de
7,8 et 33,8 %, et entrant ainsi dans l'intervalle annoncé dans la littérature. La
valeur extréme supérieure est donc réduite.

- A la posologie de 400 mg/j, le CV intra-individuel moyen n’a pas été
sensiblement modifié, prenant la nouvelle valeur de 18,5 + 8,9, avec des
valeurs extrémes de 6,2 et 51,5 %. La valeur extréme supérieure est la aussi
réduite.

Il faut, a ce niveau également, tenir compte du fait que les prélévements sanguins des
patients, en vue de mesurer les concentrations plasmatiques d’imatinib, sont étalés sur
un intervalle de temps assez large (+ 6 heures par rapport a I’heure théorique de prise).
Ces différences relatives aux temps de prélévement peuvent impacter I'estimation de la
variabilité inter-individuelle lorsque les concentrations plasmatiques utilisées pour son
calcul, sont issues de préléevements effectués a des moments différents sur cet intervalle
de temps large.
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Nous pouvons donc considérer que le la variabilité intra-individuelle de I'exposition a
I'imatinib, exprimée par sa concentration plasmatique, est basse dans notre population
d’étude. Les patients non observants font exception puisqu’ils présentent généralement
des CV individuels plus élevés.

Une fois de plus, une attention particuliere doit étre portée au facteur « observance au
traitement ».

En effet, chez ces patients présentant une importante variabilité intra-individuelle des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib, nous pourrions étre tentés d’évoquer
I’existence d’un polymorphisme génétique (qui peut concerner par exemple le CYP450, la
h-OCT, la PGP, 'ABCG2, ...) pour expliquer cela. Or I'existence d’'un polymorphisme
génétique de ce type devrait certes entrainer une variation des concentrations
plasmatiques d’un patient a l'autre, en donnant chez les patients concernés des
concentrations plus basses ou plus élevées que celles habituellement retrouvées. Les
concentrations plasmatiques devraient par contre étre stables chez le méme patient, d’un
moment a I'autre.

L'impact de ce polymorphisme génétique, pouvant concerner la pharmacocinétique du
médicament, devrait donc toucher la variabilité inter-individuelle plutét que celle intra-
individuelle.

Chez les patients présentant une variabilité intra-individuelle importante, il convient
plutot d’évoquer d’autres causes, telles qu’'un défaut d’observance ou d’éventuelles
interactions médicamenteuses.

En analysant les moyennes des concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib en
fonction de l'intensité de la réponse moléculaire, une différence significative ressort entre
les différentes classes (p = 0,000018), confirmée par la mise en évidence d’une tendance
linéaire significative entre les moyennes des différents niveaux de réponse.

Il ressort cependant une moyenne de concentration plus basse pour la RM*>. Le hombre
d’effectif plus faible, dans les classes de réponse les plus profondes, pourrait expliquer
cette valeur.

A partir de ce résultat, il parait intéressant de se pencher, dans le futur, sur les éventuels
seuils de concentration devant étre atteints pour obtenir une réponse moléculaire
profonde. Ce point est particulierement important, sachant que I'obtention d’une
réponse moléculaire profonde et son maintien dans le temps sont des conditions sine qua
non a l'arrét du traitement par ITK2.

Sur le plan de la toxicité de I'imatinib, il faut rappeler qu’il n’existe pas, a I’'heure actuelle,
de consensus formel sur un seuil de toxicité a adopter.

Un lien entre les concentrations résiduelles d’imatinib et la fréquence de certains
événements indésirables, notamment hématologiques, a certes été mis en évidence. La
valeur de 3000 ng/ml a alors été proposée comme seuil de toxicité (134).
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Ce seuil a été remis en cause par une autre équipe qui a suggéré un seuil de tolérance de
1500 ng/ml (138).

Il est effectivement difficile d’établir un seuil unique de toxicité, sachant qu’il existe
plusieurs toxicités pour I'imatinib, qui ne sont certainement pas toutes dépendantes de la
concentration d’imatinib (exemple des réactions d’hypersensibilité).

Au vu du faible nombre d’observations pour lesquelles nous avons pu mesurer les
concentrations plasmatiques, nous ne pouvons prétendre a rechercher un quelconque
seuil de toxicité.

L’analyse des toxicités hématologiques de grades 3 et 4 fait ressortir, chez la majorité des
patients concernés, des concentrations plasmatiques, au moment de la manifestation de
I’effet toxique, proches de la moyenne de la population générale et méme inférieure pour
I"'une d’entre elles (562 ng/ml).

Une valeur a particulierement attiré notre attention. Cette valeur de 5614 ng/ml a été
obtenue chez un patient qui a présenté une pancytopénie avec, notamment, une
thrombopénie de grade 4, une neutropénie de grade 3 et une anémie de grade 3. Il s’agit
de la valeur la plus élevée de toutes celles que nous avons eues a mesurer.

En attendant que des seuils de toxicités propres a notre population soient déterminés, au
moins pour les toxicités les plus graves telles que les toxicités hématologiques, nous
devons recommander la prudence et ce malgré le fait qu’aucune toxicité de grade élevé
n’ait été rapportée chez plusieurs patients, ayant eu des concentrations d’imatinib
relativement hautes, devrait nous rassurer.

Nous devons donc tenir compte, pour émettre nos recommandations, du fait que nos
résultats confirment ['existence d’un lien significatif entre la réponse moléculaire
notamment et la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib et mettent en évidence
le potentiel prédictif de la mesure précoce des concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib ; et que des seuils d’efficacité optimaux ont été mis en évidence au cours de
notre étude, notamment ceux a :

- 1206 ng/ml obtenu, dans notre population, aprés analyse des réponses
moléculaires évaluées au plus tard a 12 mois, en fonction des concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib mesurées en paralléle chez les patients
observants.

- 1235,5 ng/ml obtenu, dans notre population, aprés analyse des réponses
moléculaires évaluées au plus tard a 12 mois de traitement, en fonction des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib mesurées en excluant
3 valeurs extrémes chez les non répondeurs, a un mois du début du
traitement.
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Ces 2 seuils étant proches, nous retenons I'arrondi immédiatement supérieur au seuil le
plus élevé des 2, pour ajuster la posologie a tout moment du traitement, afin de ne pas
créer de confusion et de permettre une meilleure mémorisation de cette valeur. La valeur
de 1250 ng/ml est donc choisie.

Nous recommandons, en outre, de :

- Mesurer les concentrations plasmatiques d’imatinib chez tous les patients a un
mois de traitement.

v’ Si la concentration plasmatique résiduelle est inférieure a 1250 ng/ml :
augmenter la posologie jusqu’a atteindre cette valeur.

v Si la concentration plasmatique résiduelle est supérieure ou égale a
1250 ng/ml : ne pas modifier la posologie.

v Si la concentration plasmatique résiduelle est largement supérieure a
1250 ng/ml, sans dépasser les 3000 ng/ml: ne pas modifier la
posologie mais étre particulierement vigilant quant a la survenue
d’éventuelles toxicités.

v Si la concentration plasmatique résiduelle est supérieure a
3000 ng/ml : diminuer la posologie et rester particulierement vigilant
guant a la survenue d’éventuelles toxicités.

Nous recommandons de contréler la concentration plasmatique 15 jours apres
I"application de la nouvelle posologie.

- Dans la mesure du possible, mesurer les concentrations plasmatiques
résiduelles d’imatinib a 3 mois, 6 mois et 12 mois, en parallele aux différentes
évaluations cytogénétique et/ou moléculaire.

- Mesurer la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib a chaque fois
gu’un patient est en échec au traitement ou en situation de « warning » qui
impose la vigilance.

- Mesurer la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib a chaque fois
gu’une toxicité de grade 3 ou 4 se manifeste.

- Mesurer la concentration plasmatique d’imatinib a chaque fois qu’il y a un
doute sur I'observance au traitement.
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- Mesurer la concentration plasmatique d’imatinib a chaque fois qu’il y a
suspicion d’un risque d’interaction médicamenteuse impactant de fagon
significative la concentration plasmatique d’imatinib.

- Mesurer, le plus régulierement possible, la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib chez les enfants, bien que cette catégorie de patients
n’aie pas fait partie de notre population d’étude.
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Conclusion générale et perspectives

A I'ére de médecine personnalisée, le réle pivot du suivi thérapeutique pharmacologique
parait indiscutable mais insuffisamment mis en avant dans notre pays, notamment, dans
le domaine de la cancérologie.

L'imatinib, inhibiteur de tyrosine kinases, auquel nous nous sommes intéressés,
représente un candidat idéal au suivi thérapeutique pharmacologique et a I'adaptation de
posologie.

Les échecs thérapeutiques parfois constatés chez certains patients traités par I'imatinib,
menent les hématologues a prescrire des molécules de seconde génération,
économiquement bien moins intéressantes, en remplacement de celle-ci. Si ces switchs
sont incontournables dans certaines situations, ils peuvent tout de méme étre évités dans
d’autres contextes, par une simple mesure de la concentration plasmatique résiduelle
d’imatinib.

Le but de ce travail était de fournir les conditions nécessaires a l'introduction du suivi
thérapeutique pharmacologique de l'imatinib afin de mettre a la disposition des
prescripteurs, un outil supplémentaire, les aidant a optimiser la prise en charge des
patients atteint de LMC.

Pour atteindre cela, nous avons dans un premier temps optimisé une méthode de dosage
de I'imatinib, en nous appuyant sur les publications y afférentes. Nous avons choisi de
travailler par chromatographie liquide a haute pression ou performance, couplée a un
détecteur a barrettes de diode (HPLC-DAD), en raison des performances analytiques
satisfaisantes de ce type de techniques, de la simplicité de leur mise en ceuvre et du codt
de I'analyse a la portée de notre systeme de santé.

Une fois optimisée, la technique a été validée. Cette étape est essentielle au vu de I'essor
qgue prend I'accréditation dans notre pays.

En plus d’avoir déterminé les criteres de performance classiques (spécificité, linéarité,
limites de détection et de quantification, justesse, fidélité, incertitude de mesure,
contamination inter-échantillons, stabilité, effet matrice et rendement d’extraction), nous
avons également construit un profil d’exactitude. L'étude des différents critéres de
performance de notre méthode montre qu’ils satisfont tous aux conditions exigées pour
la validation analytique.
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Une étude de stratégie diagnostique multicentrique a été menée pour répondre aux
objectifs de notre travail dont le principal était de déterminer le seuil d’efficacité optimal
de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib chez le patient algérien.

Nous avons favorisé la réponse moléculaire car elle constitue le critere de suivi de la LMC
le plus important de nos jours.

Le protocole d’étude que nous avons mis en place, devant nous permettre d’atteindre
notre objectif principal comme nos autres objectifs, a consisté a mesurer les
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib chez nos patients en paralléle au suivi
de la réponde au traitement et a confronter ces concentrations aux réponses obtenues.

Cent-trente-neuf (139) patients, provenant de 16 wilayas, ont été recrutés au niveau
de 6 services hospitaliers, répartis sur 5 centres de la région centre et suivis sur une durée
moyenne de 16,4 mois.

Les réponses au traitement (hématologique, cytogénétique et moléculaire) de nos
patients, traités a la posologie de 400 mg/j d’imatinib dans leur majorité, se sont avérées
globalement comparables aux données de la littérature.

Une réponse hématologique compléete (RHC) a été observée chez 95 % de nos patients
a 3 mois et chez plus de 99 % d’entre eux en ne tenant pas compte de la variable temps.

Une réponse cytogénétique compléte (RCyC) a été achevée chez plus de la moitié des
patients qui ont pu étre évalués a 6 mois.

La réponse moléculaire majeure (RMM), a laquelle nous avons accordé une importance
particuliere étant donné qu’elle est au coeur de notre objectif principal, a été achevée
chez 56,4 % de nos patients, a 12 mois ou plus t6t, et chez prés de 85 % des patients a 18
mois. Les femmes se sont avérées meilleures répondeuses que les hommes avec un lien
significatif mis en évidence entre la réponse moléculaire a 12 mois et le sexe.

Un lien significatif a également été mis en évidence entre la réponse moléculaire et
I'observance au traitement d’une part et entre la concentration plasmatique résiduelle
d’imatinib et I'observance d’autre part. A partir de 13, une importance particuliere a été
accordée au facteur « observance au traitement ».

Les effets indésirables et toxicités développés par nos patients sont majoritairement de
grades 1 et 2. Il s’agit globalement d’effets similaires a ceux décrits dans la littérature
mais avec des fréquences d’apparition différentes. Une attention particuliére doit étre
portée a certains types de toxicité, notamment celles hématologiques pour lesquelles les
proportions de grades 3 et 4 étaient relativement élevées.

Dans le cadre de la détermination du seuil d’efficacité optimale de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib permettant d’obtenir une réponse moléculaire
optimale, un lien significatif a été mis en évidence entre la réponse moléculaire au
traitement et la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib dans un premier temps,
confirmant les données déja publiées par différentes équipes de chercheurs.
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Dans un second temps, plusieurs seuils d’efficacité ont pu ressortir des courbes ROC que
nous avons tracées, dans différentes conditions d’étude. Deux seuils d’efficacité
optimaux, que nous avons estimé étre les plus probablement a méme de répondre a
notre objectif principal, ont particulierement retenu notre attention :

- 1206 ng/ml obtenu, dans notre population, aprés analyse des réponses
moléculaires achévées au plus tard a 12 mois, en fonction des concentrations
plasmatiques résiduelles d’imatinib, mesurées en parallele, chez les patients
observants.

- 1235,5 ng/ml obtenu, dans notre population, aprés analyse des réponses
moléculaires achévées au plus tard a 12 mois de traitement, en fonction des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib mesurées aprées exclusion
de 3 valeurs extrémes chez les non répondeurs, a un mois du début du
traitement. En appliquant ce seuil, les indicateurs de validité de notre test
diagnostic sont appréciables avec, notamment, une sensibilité de 66,7 %, une
excellente spécificité de 92,9 %, une excellente valeur prédictive positive de
90,9 % et une valeur prédictive négative de 72,2 %. La surface de la courbe
ROC correspondante est de 0,743.

Finalement, la valeur de 1250 ng/ml a été choisie comme le seuil d’efficacité optimal a
atteindre quel que soit le moment de |'évaluation.

Ces indicateurs permettent de valider notre test diagnostic qui consiste en la mesure de
I'imatinibémie résiduelle et au classement des patients en répondeurs et non répondeurs
en fonction du seuil de 1250 ng/ml retenu.

Ce test diagnostic devrait constituer un excellent complément aux tests de suivi habituels
des patients atteints de LMC, et apporter une aide précieuse a I’'hématologue pour lui
permettre une meilleure prise en charge de ses patients.

Son application devrait permettre d’éviter dans beaucoup de cas, des switchs inutiles vers
des inhibiteurs de tyrosine kinase de seconde génération, qui en multipliant le codt du
traitement de 30 a 35 fois, perturbent profondément I’équilibre pharmaco-économique.

Par ailleurs, I'application de ce test diagnostic devrait permettre d’éviter aux patients
sous imatinib, de basculer vers des toxicités de grades élevés.

La concentration retenue comme seuil d’efficacité dans notre population se rapproche du
seuil d’efficacité recommandé par les occidentaux (1000 ng/ml) mais reste trés éloignée
de celui avancé par les chercheurs jordaniens (2158 ng/ml).

Nous recommandons par ailleurs ce test diagnostic (avec ce seuil de 1250 ng/ml) quel que
soit le type de réponse a évaluer (hématologique, cytogénétique et moléculaire).
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Parallelement a cela, nos multiples investigations nous ont permis de :

v' Démontrer le potentiel prédictif de la détermination précoce (a 1 mois) des
concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib pour la réponse
moléculaire.

v' Déterminer la variabilité inter-individuelle de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib a 1, 3, 12 et 18 mois pour les différentes posologies. A
la posologie standard de 400mg/j , la variabilité inter-individuelle décroit a
travers le temps, démarrant de la valeur de 58,3 % a 1 mois, pour atteindre
celle de 38,9 % a 18 mois, plus basse mais toujours considérée comme
élevée.

v' Déterminer la variabilité intra-individuelle de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib, aux différentes posologies de 300, 400 et 600 mg/j. En
faisant abstraction des non observants, cette variabilité intra-individuelle
varie de 8,7 3 21,2 %, et est considérée comme basse.

v' Mettre en évidence un lien significatif entre lintensité de la réponse
moléculaire obtenue et les concentrations plasmatiques résiduelles
d’imatinib.

v' Consigner tous les renseignements récoltés, relatifs aux patients et les
résultats de dosage de chacun d’entre eux afin d’exploiter ultérieurement
ces données dans le cadre d’études complémentaires.

Au regard de tous ces éléments, nous pouvons considérer, au terme de cette étude qui
s’est déroulée dans un cadre pluridisciplinaire, avoir répondu aux objectifs initialement
fixés et d’avoir mis a la disposition de nos hématologues et oncologues, les instruments
pour une prise en charge optimale de leurs patients.

Dans le contexte de la prise en charge de la LMC, il serait intéressant de compléter ce
travail par d’autres études portant sur le métabolite actif de I'imatinib, ainsi que sur les
autres inhibiteurs de tyrosine kinases prescrits et utilisés en Algérie. De la méme fagon, la
méme étude devrait étre menée sur les patients algériens sous imatinib, dans le cadre du
traitement des tumeurs stomales gastro-intestinales (GIST).

De plus, des études comparatives devraient étre menées pour déterminer un shéma
précis d’adaptation de posologie de I'imatinib dans le cas de la LMC , et permettre son
adoption consensuelle par les prescripteurs.

Pour développer cela, nous plaidons en faveur de la mise en place dans nos structures
hospitaliéres, de laboratoires de pharmacologie dotés des équipements nécessaires pour
permettre d’élargir le suivi thérapeutique pharmacologique a un plus grand nombre de
médicaments et toucher plus de pathologies.
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Annexe 1
Procédure générale d’enregistrement des médicaments en Algérie

L’enregistrement des spécialités, a base d’imatinib, est calqué sur celui de la majorité des
médicaments importés.

Une fiche de soumission est d’abord transmise par le laboratoire demandeur a la
Direction Générale de la Pharmacie et des Equipements de Santé du MSPRH (Ministére de
la Santé, de la Population et de la Réforme Hospitaliere), plus précisément a la Sous-
Direction de I'Enregistrement. La demande est soumise a I'approbation de la Commission
Nationale de Nomenclature (CNN), commission consultative jouant un réle clef dans
I'octroi des décisions d’enregistrement (DE); la décision d’approbation est notifiée au
demandeur qui dépose, alors, son dossier d’enregistrement.

Jusqu’au début de 2017, date d’entrée en activité de I’Agence Nationale des Produits
Pharmaceutiques (ANPP), les dossiers d’enregistrement étaient déposés au niveau du
MSPRH. Une version plus détaillée était transmise au Laboratoire National de Contréle
des Produits Pharmaceutiques (LNCPP). Depuis 2017, c’est ’ANPP qui est chargée de
délivrer les décisions d’enregistrement des médicaments.

Les spécialités d’imatinib ont été enregistrées avant cette date, leur enregistrement a
donc emprunté le premier circuit. C'est donc ce cheminement qui sera décrit.

Il est a noter que le LNCPP, qui avait été créé en 1993 par le décret exécutif n°® 93-140 du
14 juin 1993 portant création, organisation et fonctionnement du Laboratoire National de
Controle des Produits Pharmaceutiques (176), a officiellement été dissout par I'article 30
du décret exécutif n° 19-190 du 3 juillet 2019 fixant les missions, |'organisation et le
fonctionnement de I'Agence Nationale des Produits Pharmaceutiques (177). L’activité du
LNCPP a officiellement pris fin a la date du 6 juillet 2020 en tant qu’institution
indépendante. Sa structure a été rattachée a I’ANPP dont elle constitue le bras technique.

Le dossier pharmaceutique constitue la base du dossier d’enregistrement des
médicaments. Il est aujourd’hui harmonisé a I’échelle internationale sous le format CTD
(Common Technical Document ou document technique commun), commun a la plupart
des autorités de santé dans le monde. Cing modules forment le dossier, parmi lesquels le
premier, renfermant la partie administrative, n’est pas commun mais propre a chaque
pays ou région.

Pour les médicaments génériques comme pour les princeps, le module 2 est présenté
sous forme d’un résumé des modules 3, 4 et 5 tandis que le module 3 renferme les
données liées a la qualité du produit. La différence entre princeps et génériques réside
dans les modules 4 (données pré-cliniques) et 5 (données cliniques). En effet, pour le
médicament générique, le module 4 ne peut étre appliqué et est constitué de données
bibliographiques uniquement tandis que le module 5 englobe les études de
bioéquivalence.

Les dossiers des médicaments candidats a I'enregistrement, étaient auparavant déposés
au niveau du LNCPP, plus précisément au niveau du département technico-reglementaire,
accompagnés d’échantillons des médicaments et des matieres premiéres ainsi que de
standards.
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En effet, les produits importés sont soumis a des contréles de conformité qui, jusqu’a
juillet 2020, étaient effectués par le LNCPP. En parallele a I'évaluation technico-
réglementaire du dossier et a la validation des articles de conditionnement, les
échantillons de médicaments étaient transmis au niveau de département des laboratoires
qui, en fonction de la faisabilité technique, les répartissait aux divers services spécialisés
concernés, a savoir les services de chimie | (pour les matiéres premiéres) et chimie Il
(pour le produit fini), le service de pharmacotechnie, le service de microbiologie et le
service de pharmaco-toxicologie. Le service de bioéquivalence était chargé de I'évaluation
des dossiers de bioéquivalence des médicaments génériques importés.

Les services de Chimie | et Il étaient en charge du controle physico-chimique des matiéres
premieres et des produits finis : caractéres organoleptiques, identification et dosage du
principe actif, uniformité de masse, recherche et dosage des impuretés, ...

Le service de pharmacotechnie s’occupait principalement des contrbles relatifs a la
dissolution et a la désintégration. Lorsqu’il s’agissait de médicaments destinés a
I’'administration per os, |'évaluation de la qualité microbiologique se résumait en un essai
de propreté. Le service de pharmaco-toxicologie quant a lui, intervenait le plus souvent
pour les formes injectables et les formes locales.

Cependant, les spécialités a base d’imatinib faisant partie des anticancéreux, les analyses
n’étaient pas réalisées au niveau du LNCPP mais sur site, une équipe du LNCPP se
déplagant sur le lieu de fabrication.

Une fois les dossiers étudiés et les certificats d’analyses validés, il était alors statué sur la
conformité du produit et un certificat de conformité était transmis par le service
technico-administratif du LNCPP au MSPRH, le cas échéant.

L’étape suivante dépend du fait qu’une spécialité contenant le principe actif objet de la
demande d’enregistrement ait déja été enregistrée en Algérie ou non, qu’il s’agisse d’un
générique ou d’un princeps. Si aucune spécialité contenant le principe actif n’a été
enregistrée en Algérie, la demande passe par la commission des experts cliniciens qui
évalue le service médical rendu (SMR). Au regard des données d’enregistrement des
5 spécialités a base d’imatinib ayant été enregistrées en Algérie, cela devrait donc étre le
dossier du Glivec® en comprimé a 100 mg qui a été soumis au comité des experts
cliniciens.

L'intervention du comité économique constitue la derniere étape de l'enregistrement.
Comme pour le reste des médicaments, les prix de ces spécialités importées, proposés
par les demandeurs de DE, ont été validés par la commission des prix - qui siege au niveau
du Ministere du Travail et des Affaires Sociales - avant que la DE ne soit émise par le
MSPRH. Les certificats de prix sont généralement annexés a la DE et peuvent étre revus a
la hausse ou a la baisse pendant la durée de validité de la DE.

Il faut noter que ces spécialités contenant de I'imatinib sont exonérées de taxe sur la
valeur ajoutée (TVA).

Les changements récemment opérés dans le secteur du médicament, avec la
promulgation de I'ordonnance N° 20-02 du 30 Aolt 2020 modifiant et complétant la loi
18-11 du 02 Juillet 2018 relative a la Santé (178), auront certainement pour conséquence
une modification radicale de la procédure d’enregistrement décrite ci-dessus.

Page XVII



Annexes

Annexe 2

Courrier d’approbation de I’étude par le comité d’éthique du CHU Béni-Messous

CENTRE HOPITALO-UNIVERSITAIRE
CHU BENI MESSOUS

COMITE D'ETHIQUE POUR LES ESSAIS CLINIQUES

Pr M.T. NOURI : Président du Comité d’Ethique
Service d’Ophtalmologie Béni-Messous le 28-2-2018
Pr. M.S. NEKKAL : chef de service CTS/Hématologie
Pr. H. DOUAGUI : Service de Pneumo- Allergologie
Dr. Y. HAMDI PACHA : Médecin Cénéralistz
en ophtalmologie
Pr R. DJIDJIK : Chef de Service Laboratoire
d’Immunologie
Pr. N. CHERIF : Chef de service de Pédiatrie
Pr. S. AYOUB : Chef de Service Médecine Interne
Mme S. MESSAOUDI : directrice Ecole de formation
des Sciences Paramédicales
Mile N. CHERDOUH: Association DAQUIA
Maitre S. KHENNICHE : Avocat

AVIS DU COMITE D’ETHIQUE
(Réunion du 28-2-2018)

2

Le comite d’éthique donne un avis favorable au projet de thése de D.E.S.M du
Dr KARINE REGGABI maitre assistante en Pharmaologie a la faculté de

Meédecine de BLIDA /Département de phérmacie /CHU Frantz Fanon de Blida
intitulé : « Etude de strategie diagnostique multicentrique pour la détermination
du seuil d’efficacité de la concentration plasmatique résiduelle d’imatinib chez

des patients algériens atteints de Leucemie Myeloide Chronique en phase

chronique »

Pr.M.T. NOURI.
PRESIDENT DU COMITE D’ETHIQUE
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Annexe 3

Formulaire de consentement destiné aux patients

Formulaire de consentement

Je soussigné(e) Mlle, Mme, Mr,
déclare accepter, librement, et de fagon éclairée, de participer comme sujet a I'étude intitulée :

“ Etude de stratégie diagnostique multicentrique pour la détermination du seuil d’efficacité de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib chez des patients algériens atteints de Leucémie
Myéloide Chronique en phase chronique ”

Effectuée dans le cadre de la réalisation d’une thése de DESM intitulée :

« Introduction du Suivi Thérapeutique Pharmacologique de I'Imatinib chez des Patients Atteints de
Leucémie Myéloide Chronique dans la Pratique Courante en Algérie »

Promoteur : Département de Pharmacie / Faculté de Médecine de Blida

Investigateur principal : Dr K.REGGABI

But de I'étude et intervention : I'étude va consister a mesurer les concentrations plasmatiques
d’imatinib en parallele au suivi de la réponse au traitement initié par le Médecin prescripteur afin de
déterminer principalement le seuil d’efficacité de ce médicament au sein d’un échantillon de patients
atteints de leucémie myéloide chronique issu de la population algérienne.

Cette étude n’est pas interventionnelle. Votre prise en charge ne sera pas modifiée.

Lors des prélevements sanguins régulierement effectués dans le cadre du suivi de routine de la
réponse au traitement, un tube de sang sera prélevé le réaliser le dosage plasmatique de I'imatinib.

Le but de cette étude est d'aider le prescripteur afin d’améliorer la prise en charge des patients atteints
de leucémie myéloide chronique en introduisant le dosage sanguin du médicament (imatinib) dans le
cadre du suivi de cette maladie.

Engagement de linvestigateur : Iinvestigateur s’engage a mener cette recherche selon les
dispositions éthiques et déontologiques et a assurer la confidentialité des informations recueillies.

Confidentialité des informations : toutes les informations concernant les participants resteront
anonymes et confidentielles. Seuls les investigateurs auront acces a ces données, strictement dans le
cadre de I'étude.

La transmission des informations concernant le participant pour la rédaction du rapport, la
présentation du travail ou la publication scientifique sera elle aussi anonyme.

Liberté du participant : le participant peut, a tout moment retirer son consentement pour poursuivre
la recherche sans donner de raison et sans que la prise en charge de sa maladie ne soit affectée.

Engagement du participant : Je déclare avoir lu et compris le présent formulaire.

J'accepte, librement, et de fagon éclairée, de participer a cette étude, de faire I'objet d’un prélevement
sanguin dans ce cadre, que les données enregistrées me concernant soient conservées dans une base
de données et fassent I'objet d’un traitement informatisé par I'investigateur, et de contribuer ainsi a
I'avancement des connaissances scientifiques.

PRI AP o tisiinastants ainbessabtitan {2 O T I ok - SO
Signature Signature
Le participant L'investigateur

Nom et prénom :
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Annexe 4
Questionnaire

Questionnaire

Etude de stratégie diagnostique multicentrique pour la
détermination du seuil d’efficacité de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatinib chez des patients
algériens atteints de Leucémie Myéloide Chronique en

phase chronique

Coordinatrice et principale investigatrice : Dr Karine REGGABI
Maitre-Assistante en Pharmacologie
Département de Pharmacie de Blida / CHU Frantz Fanon de Blida
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Questionnaire

« Etude de stratégie diagnostique multicentrique pour la détermination du seuil d’efficacité de la
concentration plasmatique résiduelle d’imatinib chez des patients algériens atteints de Leucémie
Myéloide Chronique en phase chronique »

Date consultation (1) : ....... A [ et Date consultation (4) : ........ R [ e
Date consultation (2) : oo [ /o Date consultation (5) @ ........ S Lo
Date consultation (3) : .. feens Date consultation (6) :

Section 1 : Données générales

NOM et Prénom de FINVESTIZAEEUN T ..ot st es e e ses e et s s st e s s es et ses e as e b st eem s
Etablissement hospitalier 1 ..o e seneeessneeenees COOB T e
Numéro du patient © .....coeeercnenns

Numéro de I"échantillon : (1) e 22 [

Date d’inclusion du sujet : ...........

Section 2 : Identification du patient

NOM 2 s rensre s sssssssasensessensrenssaesmsasssassssassereess . PTEMOMI{S) 1 otiitirerierieireessresssassee e sensseesesessnssassensenssessenssens
Date de naissance : .../ oo/ vevisieciierieiienne. SBXE G Masculin Féminin

POIAS & ooeoeeeeeeeeceeee e e e sensenrnen e en e KE TAIIE & et e sneaesnanan e CIT)
Adresse (Wilaya A& FESIAENECER) © ...t ettt ce et se s e s se £ s ehme s bt s em s st sen s snt s
CoOrdonNEES TEIEPRONMIGUES .. oeieieeeeeieee ettt ees e et ee s ses e e e as et ses et eea a2 s 2s et eas i e et et s eesensas
INIVEAU A INSTIUCTION = 1ot ee s et as s st s Em S eEehaSb £t 128 £ h s E e et e ca e s ems sttt

Le patient a-t-il déja été prélevé dans le cadre de cette étude ? | Oui Non

Section 3 : Critéres d’éligibilité

v Population d’étude :

Patients atteints de Leucémie Myéloide Chronique sous imatinib - cas:  prévalents et | incidents

v Critéres d'inclusion :
- Age=18ans: Oui Non
- Ethnie algérienne : Oui Non
- Chromosome Philadelphie + : Oui Non
- Début de I'imatinib < 12 mois : | Oui Non

- Phase de la maladie : Chronique Accélérée Blastique

v" Critéres de non inclusion :
- Autre traitement de fond de la LMC gue I'imatinib en cours : Oui Non

- Maladie ancienne ayant évolué vers la phase accélérée ou blastique : _ Oui Non

v" Critéres de sortie de I'étude :
- Sortied’étude: © Oui Non Si oui, préciser date : .......... / coeeeee. S,

Préciser cause : Evolution de la pathologie vers la phase accélérée ou vers la phase blastique.
Intolérance majeure a I'imatinib.

Arrét définitif de I'imatinib et/ou introduction d’un autre traitement de fond.
Déces du patient

1sur5
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Section 4 : Questions liées a I’'étude

1. Diagnostic :

- Date du diagnosticde laLMC : .../ oo/ eeeireeninnns

- Criteres de diagnostic :

- Laps de temps écoulé a I'inclusion : ............ mois

v splénomégalie : © Oui Non ¥ Diagnostic cytogénétique : Oui Non
¥v" Hémogramme : | Oui Non Stauls Car.yr)type bt
v Myélogramme : oui Non Chromosome th+ : Ow- Non
Autres anomalies : Oui Non
Translocation Ber-Abl : - Oui Non
v Diagnostic moléculaire : Qui Non -  Sioui, évaluée par : RT-PCR RTQ-PCR
Type de transcrit : b2a2 b3a2 [ Autre. Préciser @ .....vinencnercenees
- Mise en évidence d’autres anomalies chromosomiques : Oui Non
Si oui, type d’anomalie : - .
- Recherche de mutations : Oui Non
Si OUI, PréCiSer tYPe & = e ese s sessnsnssssssssnsssnssssnssssssnsssessnsnens DALE o] v/ v
- e Date ) s
- Scores pronostics : - SOKAL : .....cccceeeveeweee. Risque : Faible Intermédiaire Elevé
- EUTOS : .....cccceeoveeeeee. Risque : Faible Elevé
- Hasford : .......cc......... Risque: Faible Intermédiaire Elevé
-ELTS : .ooieiieeveveee.. Risque : Faible Intermédiaire Elevé
- Pathologies associées : - -
2. Traitement :
- Traitement par imatinib : Oui Non - Nom commercial @ ....coomieoeceee e
- Date de début du traitement : ........./ ccecee/ vovrieeieeee. - Laps de temps écoulé : ..................... MOIS.
- Posologie initiale : D0S@ : oo ME = FrEQUENCE oo X [ jOUT.
- Modification de posologie : Oui Non
- Posologie actuelle : DOSE : ..ccccoccvvvccicceiccieeecee. ME = FFEQUENCE © oo X [ jOUT.
Date de changement de posologie : ........./ e/ v
Laps de temps écoulé : ......coricivinenernencene. MOIS
- Observance selon le patient : Oui Non Préciser fréquence d'oubli : .......... x / mois
- Observance selon I'investigateur : © Qui Non
- Autre traitement utilisé : Oui Non
Sioui, MOIECUIR (S) : oo eeeene = PEFOO@ & ettt
- connveennee = PETIOAE T o e
3. Suivi de la réponse au traitement :
o Réponse hématologique (RH) :
- RHC (compléte) obtenue : Oui Non v Leucocytes <10 G/l : I Oui Non
v Absence de splénomégalie :  Oui Non v Plaguettes <450 G/l : " Oui Non
¥ Absence de myélémie : Oui Non v Basophiles < 5% : Oui Non
- Dated'obtentiondelaRHC: ........ A A
- Laps de temps écoulé entre début du traitement par imatinib et RHC : ..................... mois
- Réponse optimale (3 mois) : Oui Non
- RHC maintenue : Oui Non - DatedepertedelaRHC: .../ e/ e

2sur5
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o_Réponse cytogénétique (RCy) : Evaluée par: Caryotype FISH
Cocher les cases correspondantes du tableau et préciser le pourcentage de cellules Ph+ :
Moment Date RCyM [Majeure) RCym RCy minime Aucune RCy
(Laps de temps RCyC RCyP (mineure)
écoulé / début (compléte) (partielle)
kmatink) Ph+: 0% | Ph+:1-35% | Ph+#:36-65% | Ph+:66-95% | Ph+: >95%
3 mois fod
6 mois fod
9 mois fod
12 mois fod
Autre :
..................... N O J—
..................... o
..................... [ S A—
Date d'obtention de laRCyC : ....../ .../ wcccceee... - Réponse optimale : . Oui Non
Laps de temps écoulé entre début du traitement / imatinib et RCyC : ..................... Mois

o Réponse moléculaire (MR) : Cocher les cases correspondantes et préciser le pourcentage de transcrits BCR-ABL

Moment Date RMM Undetectable molecular leukemia
(Laps de temps MR MR? (Majeure)
écoulé / début MR? MR? MRS MRS
imatinib) dllog:10% | L 2log:1% | 4 3log:01% | L dlog:0,01% 4 4,5 log: L5 log:
0,0032 % 0,001 %
3 mois IO
6 mois I
9 mois wsafusinf
12 maois el
Autre :
Date d'obtention de laRMM : .../ .../ ........... - Réponse optimale : _ Oui MNon
Laps de temps écoulé entre début du traitement / imatinib et RMM : ................ mDis
o Type de réponse obtenue selon les critéres ELN 2013 : Cocher les cases correspondantes
Moment Réponse optimale () Warning (alerte) 1= Echec (=)
début y B
%:‘:i:ibi Reponse Réponse Reponse Réponse Réponse
moléculaire cytogénétigue moléculaire cytogénetique
Baseline NA NA
3 mois - MR etfou RCyM Aucune RCy
(Ph+ = 35 %) {Ph+ =95 %)
36 I 2 %) f
etfou Pasde RHC
6 mois > MR? etfou RCyC (Ph+0 %) MR? 3 MR! etfou RCyP 1 < MR! etfou | < RCyP [Ph+>35%)
12 mois *MR3- = RMM R? & MR < MR? etfou | < RCyC [Ph+» 0 %)
/
Apres 12 mois MR- = RMM CCA/ Ph Perte de RHC et/ou
{Anomalies chromosomiques clonales Perte de RCyC etfou
Date sur cellules Ph-] Perte de RMM etfou
/ Mutations etfou
W N S— CCA/Ph+ [Anomalies
chromosomigues clonales sur
cellules Ph+)

Isurs
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4. Effets indésirables observés : compléter le tableau et indiquer le grade

0 Absent

1 Léger (ne nécessitant pas de traitement ; asymptomatique ou symptdmes légers ; basé uniquement sur des observations cliniques ou biologiques ; activité quotidienne non affectée)
2 Modéré (nécessitant un traitement minimal, local ou non invasif ; généralement traitement médical ambulatoire sans interruption du traitement ; interfére avec les activités

instrumentales de la vie quotidienne).

3 Sévere (nécessitant une hospitalisation mais ne mettant pas en jeu le pronostic vital dans 'immeédiat ; invalidant ; interférant avec les activités élémentaires de la vie guotidienne)
4 Trés sévére - Mettant en jeu le pronostic vital (nécessitant une prise en charge en urgence).

Effet indésirable

Autre moment, préciser date

Anémie

4

Date:....[.... ..

Neutropénie

Thrombocytopénie

Nausées

Vomissements

Diarrhées

Douleurs abdominales

o|o

Edémes /Rétention Hydr.

Myalgies

Crampes musculaires

Arthralgies

Céphalées

Etat fébrile

Fatigue

Dermatite / Rash cutané

Réactions lichénoides

Dyschromies

Disgueusies

Anorexie

Prise de poids

T Enz. Hépatiques :
- ASAT (valeur)
- ALAT (valeur)
- GGT (valeur)

o|o

ol

o|o

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

Autre. Précise

1

1

34
3.4

21374 1 [2
2134 1 2

o

§ans

Annexer au tableau les résultats des bilans hémobiologique et biochimique lorsque c’est possible.
Commentaires / Remarques :

Nom et Prénom(s) du patient :

5. Détermination des concentrations plasmatiques résiduelles d'imatinib : Compléter le tableau

- Heure habituelle de prise d'imatinib : 1 prise / Jour & .eoeeeeeceenens 2 prises / jour : = O
(Préciser si changement d’heure de prise entre les prélevements)
- Le traitement a-t-il été interrompu dans les 5 derniers jours ? Oui Non Si oui, Préciser :
Le patient a-t-il consommé de la Clozapine (LEPONEX®) dans les 6 jours précédant le prélevement ? | Oui Non. Si oui, préciser date en remargue.
Moment Echantillon / Prélé P Derniére prise d’imatinib x Concentration Remarques
‘;‘:‘:;;'::: N® Date Heure Date Heure Dose = plasmatique
imatinib) (H2) * (H1) (mg) H2 - H1 d'imatinib (Cp)
= heure de (valeur + ou-) (ng/ml)
la prise **
suivante
1 mois Y SO
3 mois
6 mois S SO
9 mois SO SO
12 mois RN Y
Autre :
............... ¥ [ RO— S -
............... ¥ [ RO— [ —
............... ¥ [ RO— B —

* Le prélévement doit &tre effectué avant la prise d'imatinib. Idéalement a I'heure prévue de la prise suivante (24h ou 12h aprés prise selon fréquence d'administration, 1 ou 2 prises/j).

A défaut, il doit s’en rapprocher au maximum (H2 = H1 + 3 h ; au plus H2 = H1 + 6 h) tout en étant réalisé, dans tous les cas, avant la prise d’imatinib.

** | At | doit étre<6 h

Préciser la date des derniéres nouvelles : ......... / ...

Commentaires éventuels :

**5i:-3 h<At<+3h-> Garder les Cp telles quelles

**Si:-6h<At<-3hou+3h<At<+6h - Corriger les valeurs des Cp.

Ssurs
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Annexe 5
Certificats de qualité de I'imatinib et de la clozapine

Page 172

) ) Distributed by :
) e
7 r J {

(@) @)

P YLICHL SLAIIDRRD SULLLRas

Imatinib Reference Material
Product code: H77P100 o -
Batch # 1177A190104 o : 3“ I A "
Expiration date: January 4th 2022 | "
Recommended Storage: 4°C£4°C in the dark i
Weight/Vol: 100mg )
Operator: MS N
Name Purity % CAS Raw Material Quantity*
1 Imatinib 99.3 £1% 152459-95-5 205728 101.05mg +0.2mg
Chemistry data Analysis
Name : Imatinib : 1y-
Formula: C29H3IN7O :{;'LRC g;w-
N / 1 493.62 2. 3 ’
lolecular Weight: 493.62 gmol GC-FID:

State: Powder
Color: White
Melting Point: 209°C Safety Data :

Boiling Point: NA
Density: NA @

PANECTNA Xn:Harmful Xi:Imritating
Hazard statements: H315-H319-H361{d

Precautionary statements: P201-P264-P280-
P302+P352+P338+P337+P313-P308+P313

A2S is a brand of Analytical Standard Signature Miss VIGIER
Solutions company distributed by Q.C. Manager
Edition Date
A2S - Analytical Standard Solutions January 4th 2019
284, ruc Blaisc Pascal -
33127 Saint Jean d'llac Certificate Number {.;;.,-« e

FRANCE 1547209211 >
T: +33(0)9.66.95.05.49 P -
F: +33(0)5.57.80.05.49 <

www a-2-s com

Qualitd

Y N°2012/51356.1

125 is certified to ISO 9007 - 200X for all ity activities an dugwst 200k, 20)2 re
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GENERAL & QUALITY INFORMATION

1- General Information: Analytical Standard Solutions — A25 is a producer of Reference Materials in neat, pure in
solution amd mixture forms. A25 is located in France, 284, rue Blaise Pascal 33127 SAINT JEAN DFILLAC.
2-  Quality Standards and Documentation:

A25 is certified 150 9001: 2008 Quality Management System — Requirements AFNOR
Certification Mumber N*2012/51356 2.

2

3- Intented Use: The product covered by this certificate is designed for calibration or for use in quality control
procedures for the specified chemical compound listed on the first page. This product can be used for
guantification and/or identification. This product can also be used as a reference material to validate analytical
procedures, subject to the conditions under Section 11. For neat products guantities sold are integrate in a range
between the guantity request and 5% more. If dilution is required, use only Class A glassware and diluents
compatible with all certified amalytes in this preparation. All selutions should be thoroughly mixed prior to use.
Concentration is corrected for chromatographic purity, residual water, residual selvent and residual inorganics.
No adjustment required before use.

4- Raow Materials: Reference standards are prepared from the highest quality starting materials with defined
purities. All anakytes and solvents are obtained from pre-qualified vendors and then analyzed or evaluated prior
to use.

% Monufacturing: All the weighing and wolumetric equipment is controlled and calibrated either by internal
procedure or by 150/IEC 17025 accredited calibration laboratory.

Equipment Frequency Quality Norms
Weight Annually (150 17025 Lab) OIML R76-1
Balances .ﬂf.nnuall'.l (150 17025 Lab) & daily NF EN 45501
(imternal procedure)
A Ity (IS0 17025 Lab) & thil
Micropipettas nnually [ ab) & monthly | e eniso 8sss

(imternal procedure)

6- Homogeneity Assessment: Homogeneity of the finished product is assessed by analyzing sample batches or by
other method consistent with the intended use of the product and by procedures that comply with the
appropriate Quality System requirements, and 150 Guide 35 §7.

7-  Stobility Assessment: The manufacturer guarantees the stability of this solution through the espiration date
stated on the label, when handled and store according to the conditions stated on the label. To ensure a uniform
solution, mix the comtents of the sealed container thoroughly prior to use. Care should be taken not to
contaminate the contents of the original container.

B- Analyticol Quality Control: All products sold are tested by validated analytical methods specified in the
manufacturer’s quality system. Spectrums and/or chromatograms are supplied in the way to assure the quality
(identification, purity, concentration) of the MR.

9-  LUwncertainty Stotistics and Confidence Limits: Uncertainty of the concentration is expressed as an expanded
uncertainty in accordance with 150 Guide 34 at the approximate 35% confidence interval using a coverage factor
of k=2 and has been calculated by statistical analysis of our production system and incorporates uncertainty of
the mass balamce, purity factor, material density, balance, micropipettes volume uncertainty.

10- Woarranties: The manufacturer warrants that its products shall conform to the description of such products as
provided in its catalog or on the specific product label. This warranty is exclusive, and the manufacturer makes no
other warranty, express or implied, including any implied warranty of merchantability of fitness for any particular
purpose.

11- Legal Notice and Limit of Liability: This uct is for routine laboratory analysis and research
Due to the hazardous nature, only trained personnel should handle this product. The company's liability will be
limited to the replacement of the product or refund of purchase price. Notice of claims must be made within
thirty {30) days from the date of delivery.
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Distributed by :

HPCJ 28
| @ | (@]

ANALYGICAL SGANDARD SOLUGIONS

Clozapine Reference Material
Product code: C088P025 CHa
Batch # CO88A 190104 (:N)
Expiration date: January 4th 2022 N
Recommended Storage: 4°C+4°C in the dark ol =
Weight/Vol: 25mg \Q\N
Operator: MS H
Name Purity % CAS Raw Material Quantity*
1 Clozapine 99.9 £1% 5786-21-0 205722 25.53mg +0.2mg
Chemistry data Analysis
o OO v ‘
g 4 HPLC-DAD: /
Molecular Weight: 326.82 gmol )
State: Solid GC-FID:
Color: Yellow
Melting Point: 183-184 °C Safety Data :
Boiling Point: NA
Density: NA @
BINBCS221-a 17 T:Toxic Xn:Harmful

Hazard statements: H301-H341-H361
Precautionary statements: P281-P301+P310

A2S is a brand of Analytical Standard Signature Miss VIGIER
Solutions company distributed by Q.C. Manager
Edition Date
A2S - Analytical Standard Solutions January 4th 2019
284, rue Blaise Pascal
33127 Saint Jean d'lllac Certificate Number S e A
FRANCE 1547130415 /i/; -

T: +33(0)9.66.95.05.49 =

F: +33(0)5.57.80.05.49

h outine laboratory a
* For all details of uncertainty see below

I1SO 9001

Qualité

A2S is certified to ISO 9001: 2008 for all its activities on August 20th, 2012 ref N°2012/51356.1.
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GENERAL & QUALITY INFORMATION

General Information: Analytical Standard Solutions — A2S is a producer of Reference Materials in neat, pure in
solution and mixture forms. A2S is located in France, 284, rue Blaise Pascal 33127 SAINT JEAN D’ILLAC.
Quality Standards and Documentation:

A25 is certified 1SO 9001: 2008 Quality Management System — Requirements AFNOR
Certification Number N°2012/51356.2.

Intented Use: The product covered by this certificate is designed for calibration or for use in quality control
procedures for the specified chemical compound listed on the first page. This product can be used for
quantification and/or identification. This product can also be used as a reference material to validate analytical
procedures, subject to the conditions under Section 11. For neat products quantities sold are integrate in a range
between the quantity request and 5% more. If dilution is required, use only Class A glassware and diluents
compatible with all certified analytes in this preparation. All solutions should be thoroughly mixed prior to use.
Concentration Is corrected for chromatographic purity, residual water, residual solvent and residual inorganics.
No adjustment required before use.

Raw Materials: Reference standards are prepared from the highest quality starting materials with defined
purities. All analytes and solvents are obtained from pre-qualified vendors and then analyzed or evaluated prior
to use.

Manufacturing: All the weighing and volumetric equipment is controlled and calibrated either by internal
procedure or by ISO/IEC 17025 accredited calibration laboratory.

Equipment Frequency Quality Norms

Weight Annually (SO 17025 Lab) OIML R76-1

Annually (1SO 17025 Lab) & daily

NF EN 45501
(internal procedure)

Balances

Annually (1SO 17025 Lab) & monthly

NF EN 1SO 8655
(internal procedure)

Micropipettes

10

11-

Homogeneity Assessment: Homogeneity of the finished product is assessed by analyzing sample batches or by
other method consistent with the intended use of the product and by procedures that comply with the
appropriate Quality System requirements, and 1SO Guide 35 §7.

Stability Assessment: The manufacturer guarantees the stability of this solution through the expiration date
stated on the label, when handled and store according to the conditions stated on the label. To ensure a uniform
solution, mix the contents of the sealed container thoroughly prior to use. Care should be taken not to
contaminate the contents of the original container.

Analytical Quality Control: All products sold are tested by validated analytical methods specified in the
manufacturer’s quality system. Spectrums and/or chromatograms are supplied in the way to assure the quality
(identification, purity, concentration) of the MR.

Uncertainty Statistics and Confidence Limits: Uncertainty of the concentration Is expressed as an expanded
uncertainty in accordance with 1SO Guide 34 at the approximate 95% confidence interval using a coverage factor
of k=2 and has been calculated by statistical analysis of our production system and incorporates uncertainty of
the mass balance, purity factor, material density, balance, micropipettes volume uncertainty.

Warranties: The manufacturer warrants that its products shall conform to the description of such products as
provided in its catalog or on the specific product label. This warranty is exclusive, and the manufacturer makes no
other warranty, express or implied, including any implied warranty of merchantability of fitness for any particular
purpose.

Legal Notice and Limit of Liability: This product is for routine laboratory analysis and research purposes only.

Due to the hazardous nature, only trained personnel should handle this product. The company’s liability will be
limited to the replacement of the product or refund of purchase price. Notice of claims must be made within
thirty (30) days from the date of delivery.
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Analytical data

Page 3/4

2000- T C088 CLOZAPINE #29 [manually integrated] UV_VIS_1 55.0- Apex Clozapine 100% at 2.37 min
: % 20@29.31 Clozapine 50% at 2.34 min: 999.86
50.0+ Clozapine 50% at 2.47 min: 999.96
40.0
NI0O o |30.0
1000 %C: 0.0 %
FTTTTTTTTTTTTTTTT 200
500 voio]
%B: 20.0-%
1 Flow.Nominal: 0.500000 mmin e | 1007
~100- (s T T T T T . -5.0- T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 190 250 300 350 400
Chromatographic information:
HPLC-DAD: ThermoFisher Scientific Ultimate 3000, DAD
Column: Acclaim Polar Advantage 150*2.1
Gradient ramp:  H20+5Mm H3PO4/ACN 20 to 90% ACN in 12min
Flow: 0.5ml/min
Sequence:C088 CLOZAPINE
5/12/2018 11:26 AM Chromeleon (c) Dionex 1996-2006
Version 7.2.4.8179
Page 4/4
CLOZAPINE 18-12-27 CD TC 5
L 80
2
[=]
Parameter Value et
1 Ttle CLOZAPINE 18-12-27 CDTC 3 75
2 Instrument picoSpin-80 8 7
T
3 Solvent cocLs 2 2z 2 5 o= 70
4 Number of Scans 128 T "'\'? T | -‘* T
5 Acquisition Date  2018-12-27T12:21:48+0000 65
60
f 55
I-50
/ 45
N
/ > 40
N 135
n— 30
25
20
15
10
5
o
-5
i — 1 T T
8 8 g g
- 2 + ~ L-10
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.0 11.5 11.0 105 10.0 95 90 85 80 75 70 65 6. 0 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05

0 55 5
f1 (ppm)
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Annexe 6

Liste des molécules utilisées pour I’étude de sélectivité-spécificité

Molécules / Patients

Principes actifs utilisés
pour surcharger le blanc
matrice

Paracétamol
tramadol
Tramadol

Codéine

Pholcodine

Lamotrigine

Lévétiracétam

Sotalol
Patient 1 Patient 2 Patient 3
Paracétamol Acide acétylsalicylique Lévodopa
Azithromycine Citicoline Trihexyphénidyle
Candésartan
Patient 4 Patient 5 Patient 6
Metformine Ciprofloxacine Imipénem
Allopurinol Lévétiracétam Cilastatine
Fexofénadine Valproate de sodium Dexaméthasone
Atorvastatine Paracétamol Extrait de lierre
Prinicipes actifs Patient 7 Patient 8 Patient 9
°°'f"f°sa"t les Lévothyroxine Oméprazole Paracétamol
médicaments
administrés aux patients Amlodipine Ibuproféne Céfotaxime
Acide acétylsalicylique Clomipramine Gentamicine
Atorvastatine Diclofénac Métronidazole
Diltiazem Baclofene Valproate de sodium
Oméprazole Bromazépam Ranitidine
Lévodopa Hydroxyzine Vigabatrine
Trihexyphénidyle Paracétamol

Lanzoprazole
Céfalexine
Dompéridone
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Annexe 7
Résultats de la validation analytique
7.1. Etude de linéarité

Données brutes

Point de gamme G1 G Gs Gs Gs
00 00 000 000 4000
Concentration théorique d'imatinib (ng/mi)
(mg/l) 0,2 0,5 1 2 4
ik ace Imatinib 376 0 08804 45636 01998
Rappo de ace 0,046 0 /i 0,24 0 4 04
Concentration calculée d'imatinib (ng/ml) 200 499 963 2056 3980

Point de gamme

. L. L 1000 p10[0]0]
Concentration théorique d'imatinib - T 1 - 1

IPY Surface Imatinib (IM) 15720 42543 108827 236440 467562

Rapport des surfaces (IM/EI) 0,041 0,112 0,265 0,577 1,088
Concentration calculée d'imatinib (ng/ml)

Point de gamme

(ng/ml) 1000 2000 4000

m--

IEY Surface Imatinib (IM) 16580 51272 105724 232988 479332

Concentration théorique d'imatinib

Rapport des surfaces (IM/EI) 0,038 0,117 0,263 0,547 1,083
Concentration calculée d'imatinib (ng/ml)
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Calculs par la méthode classique [signal = f°(concentration introduite)

Concentra- . n - 12 - 13

romsesamme | 8% | ot [ion | e | “ion™ | o | Sorcn

(mg/1) des calculée des calculée des (mg/l)

surfaces) (mg/l) surfaces) (mg/1) surfaces)
G, 0,2 0,046 0,200 0,041 0,194 0,038 0,194
G, 0,5 0,124 0,499 0,112 0,446 0,117 0,478
Gs 1 0,247 0,963 0,265 0,995 0,263 1,007
G, 2 0,534 2,056 0,577 2,116 0,547 2,039
Gs 4 1,041 3,980 1,088 3,951 1,083 3,982
Equation de la droite y=0,2632x-0,0069 | y=0,2784x-0,0125 | y=0,2758 x - 0,0151
Pente a 0,2632 0,2784 0,2758
Ordonnée a I'origine (b) -0,0069 -0,0125 -0,0151
R? 0,9995 0,9980 0,9986
r 0,9997 0,9990 0,9993
Equation courbe moyenne y=0,2725x-0,0115
Moyenne de a 0,2725
Moyenne de b -0,0115
ca 0,0081
ob 0,0042
R? courbe moyenne 0,9993
r courbe moyenne 0,9997
Comparaisons et tests statistiques
Condition de
Test Valeur obtenue validité Résultat

Homogénéité des variances (Cochran) Cexp=| 0,52 < Ctab'i (z‘ﬁé 3,10) Valide
Validité des ajustements (Fisher) Fep=| 1,92 < Ftab'i(iﬁ; 3,10) Valide
:E:ii::z:l)ce d'une pente significative Foo=| 6738 >> Ftab|=e (45":;3, 3,10) Valide
gser?:%a{:;zz::s I'ordonnée a I'origine terp = 1,67 < ttab|e2(’51°/;, 13) = Valide
r 0,9990 >0,9959 Valide
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Calculs selon la méthode SFSTP [concentration calculée = f°(concentration introduite)]

Concentration calculée (mg/l)
J1 J2 J3
0,2 0,200 0,194 0,194
Concentration 0,5 0,499 0,446 0,478
théorique (mg/I) 1 0,963 0,995 1,007
2 2,056 2,116 2,039
4 3,980 3,951 3,982
Pente a 0,9997 1 1,0001
m, 0,9999
sZ, 4,33333E-08
Ca 0,0002
n 3
Erreur type de m, 0,00012
to,05,2 2,92
Limite inférieure IC 0,9996
Limite supérieure IC 1,0003
Limite inférieure IC (%) 99,97 > 85 Valide
Limite supérieure IC (%) 100,04 <115 Valide
7.2. LOD et LOQ
Approche 1
Concentration théorique (mg/1) 0,2 0,1 0,075 0,05
Moyenne (mg/l) 0,20 0,096 0,073 0,060
Ecart-type 2,48 2,96 2,56 3,28
CV (%) 1,24 3,10 3,51 5,44
EMVT (%) 0,17 -4,46 -2,83 20,57
Valeur limite CV ou EMTV (%) +20%
LOQ (mg/1) 0,050
LOD (mg/l) 0,017
Approches 2 et 3
Rapport des surfaces
J1 J2 13
G1-0,2 0,046 0,041 0,038
Point de gamme / G;-0,5 0,124 0,112 0,117
concentration théorique G3-1 0,247 0,265 0,263
(mg/l) Gyg-2 0,534 0,577 0,547
Gs-4 1,041 1,088 1,083
Pente (a) 0,2632 0,2784 0,2758
Ordonnée a l'origine (b) -0,0069 -0,0125 -0,0151
m, 0,2725
mp -0,0115
Op 0,0042
LOD (mg/1) (172) 0,046
LoQ (mg/l) (172) 0,154
LOD (mg/1) (173) 0,004
LoQ (mg/l) (173) 0,112
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7.3. Fidélité
Série j1 j2 i3
i 0,210 0,191 0,172
iz 0,243 0,199 0,186
is 0,219 0,191 0,173
i 0,218 0,208 0,177
S s 0,211 0,189 0,183
E |m 0,220 0,196 0,178
3|8 0,000174 0,000063 0,000035
1] m 0,198
8‘ S2 0,000093
O |sg 0,000427
S 0,000520
o, 0,00964
or 0,02280
CV, (%) 4,87 Valide
CVr (%) 11,52 Valide
Série j1 12 13
iy 0,510 0,484 0,467
i2 0,523 0,478 0,502
is 0,499 0,474 0,495
i 0,479 0,483 0,461
S s 0,530 0,493 0,467
E |m 0,508 0,482 0,478
2|8 0,000409 0,000051 0,000349
1] m 0,490
% 2 0,000270
O |sg 0,000208
S 0,000477
o, 0,01643
o 0,02184
CV, (%) 3,35 Valide
CVr (%) 4,46 Valide
Série i1 12 13
i 0,991 0,990 0,956
iz 0,995 1,008 0,975
is 0,959 0,953 0,993
is 0,945 1,019 0,967
= |is 1,009 1,008 0,946
g |m 0,980 0,996 0,967
- |s? 0,000713 0,000675 0,000325
- |m 0,981
o |s? 0,000575
O sz 0,000086
S 0,000662
o 0,0240
OFl 0,0257
v, (%) 2,44 Valide
CVr (%) 2,62 Valide
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Série j1 J2 J3
iy 2,221 2,162 2,092
iy 2,089 2,181 2,279
is 2,179 2,235 2,248
ia 2,287 1,965 2,200
= i 2,260 2,115 2,078
g |m 2,207 2,132 2,179
~ s 0,006028 0,010522 0,008243
& |m 2,173
o |S? 0,008270
O [sg2 0
S 0,008270
o 0,0909
OFl 0,0909
v, (%) 4,18 Valide
CVr (%) 4,18 Valide
Série j1 12 13
iy 3,987 3,902 4,238
i 4,050 4,306 4,182
is 4,045 3,897 4,198
ia 4,288 4,101 4,357
= |is 4,305 4,122 4,283
g |m 4,135 4,066 4,252
< |8 0,022385 0,029354 0,004999
o [m 4,151
o |s2 0,018940
O sz 0,005057
Sk 0,023997
o 0,1376
OF| 0,1549
v, (%) 3,31 Valide
CVr (%) 3,73 Valide
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7.4. Justesse (biais)

. Valeur cible Concentration calculée (mg/l) Moyenne | Biais relatif -, ,
Niveau (me/1) Sériel | Série2 | Série3 | (mg/l) (%) Condition | Résultat
0,210 0,191 0,172
0,243 0,199 0,186
cqQil 0,2 0,219 0,191 0,173 0,198 -1,01 Valide
0,218 0,208 0,177
0,211 0,189 0,183
0,510 0,484 0,467
0,523 0,478 0,502
cal2 0,5 0,499 0,474 0,495 0,490 -2,09 Valide
0,479 0,483 0,461
0,530 0,493 0,467
0,991 0,990 0,956
0,995 1,008 0,975
cai3 1 0,959 0,953 0,993 0,981 -1,90 +15% Valide
0,945 1,019 0,967
1,009 1,008 0,946
2,221 2,162 2,092
2,089 2,181 2,279
cala 2 2,179 2,235 2,248 2,173 8,64 Valide
2,287 1,965 2,200
2,260 2,115 2,078
3,987 3,902 4,235
4,050 4,306 4,180
cails 4 4,045 3,897 4,195 4,150 3,74 Valide
4,288 4,101 4,352
4,305 4,122 4,279
7.5. Incertitude de mesure
Niveau cQil caQi2 cai3 cQla cails
Concentration théorique (mg/l) 0,2 0,5 1 2 4
Concentration calculée moyenne (mg/l) 0,198 0,490 0,981 2,173 4,151
s.2 0,000093 | 0,000270 | 0,000575 | 0,008270 0,018940
S¢2 0,000427 | 0,000208 | 0,000086 0 0,005057
k 3 3 3 3 3
n 5 5 5 5 5
Incertitude (U) pout t(s, 1) (mg/l) 0,026 0,020 0,017 0,049 0,114
Incertitude (U) pout t(s, 1s) (%) 13% 4% 1,7% 2,45% 2,85%

Page XXXVII



Annexes

7.6. Rendement d’extraction - Effet matrice

Effet matrice

J1 J2 J3
) Concentration Signal Conf:entra Signal Conc‘en- Signal Concentration
Point de gamme L (rapport tion (rapport tration (rapport )
théorique (mg/I1) . p calculée
des calculée des calculée des
surfaces) (mg/1) surfaces) (mg/1) surfaces) (me/1)
G1 0,2 0,032 0,218 0,033 0,218 0,030 0,224
G2 0,5 0,084 0,510 0,084 0,505 0,082 0,511
Gs 1 0,166 0,973 0,168 0,971 0,163 0,970
Ga 2 0,346 1,985 0,353 2,000 0,343 1,979
Gs 4 0,706 4,010 0,714 4,006 0,706 4,015
Equation de la droite y=0,1779 x - 0,0072 y=0,1798 x - 0,0064 y=0,1781 x - 0,0095
Pente a 0,1779 0,1798 0,1781
Ordonnée a l'origine (b) -0,0072 -0,0064 -0,0095
R? 0,9998 0,9999 0,9998
r 0,9999 0,9999 0,9999
Equation courbe moyenne y=0,1786 x - 0,0077
Moyenne de a 0,1786
Moyenne de b -0,0077
oa 0,0010
cb 0,0016
R? courbe moyenne 0,9997
r courbe moyenne 0,9999
Equation courbe moyenne dans matrice | y=0,2725x-0,0115
Comparaisons et tests statistiques
Test Valeur obtenue Condition de validité Résultat
Différence
Comparaison des pentes (Fisher) texp = 27 < trable (5%, 26) = 2,05 significative
entre les
pentes
Différence non
Comparaison des ordonnées a l'origine significative
texp = 0,53 < tuable (5%, 26) = 2,05 entre les
(Student) P
ordonnées a
I'origine
Rendement d’extraction
Signal RE (%)
’Slgn.a'l (+) / matrice ’Sllgrja'l (-) / matrice Slg’nafl .(-.)/ phase mobile RE relatif | RE absolu
/ répétition | Moyenne | /répétition | Moyenne | /répétition | Moyenne
1 58962 69445 70715
. 2 57439 71413 68700
Imatinib
0,5 mg/l 3 57274 57560 68021 69366 67395 68928 83 84
4 56086 69209 68153
5 58041 68742 69677
1 123524 148163 151669
. 2 120373 150869 152709
'Tan:'g"/'lb 3 | 124632 123130 151930 150878 152054 151955 82 81
4 122516 151894 151964
5 124607 151533 151378
1 509457 646351 654843
. 2 502785 640762 657970
IT:I;/IIb 3 516897 510802 632018 635273 651201 651898 80 78
4 511842 633590 646590
5 513031 623644 648884
1 436057 917483 940955
3 2 445835 921025 932370
Clozapine
6,452 mg/| 3 436640 442518 907858 916355 931673 938805 48 47
4 444723 911235 943884
5 449333 924175 945142
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7.7. Stabilité

Imatinib en solution

Biais Critére
) Jo 3 mois relatif de Résultat
Niveau (%) validité
Cp (ng/ml) | Moyenne | Cp (ng/ml) | Moyenne
520 518
0,5 534 529 Valid
2 ’ 548 540 -0,96 anae
€ 1039 1008
1 1058 1031 +159 Valid
o 1077 1053 2,61 % anae
LL 4363 4005
2] 4 4279 4074 Valid
4195 4143 -4,79 anae
Biais Critére
) Jo 6 mois relatif de Résultat
Niveau (%) validité
Cp (ng/ml) | Moyenne | Cp (ng/ml) | Moyenne
520 492
0,5 534 509 Valide
2 548 525 4,73 !
€ 1039 1003
1 1 104 +159 Vali
- 1077 058 1077 040 1,75 >% alide
LL 4363 4254
2] 4 4279 4189 Valid
4195 4124 -2,09 anae
Apres 3 cycles de Biais Critere
Ni Jo congélation- relatif de Résultat
lveau décongélation (%) | validité
Cp (ng/ml) | Moyenne | Cp (ng/ml) | Moyenne
c 510 507
. 0,5 509 509 Valide
nes5s 508 511 0,03 '
e ] 1038 1017
[T 1 1025 1019 +159 Valid
g g,g 1011 1021 0,56 % aliae
w >c
0n © o 8 4205 4257 .
. 4 4241 4169 Valid
°3s 4276 4081 -1,68 anae
Apres une semaine de Biais Critere
Ni Jo P congélation relatif de Résultat
veau & (%) | validité
Cp (ng/ml) | Moyenne | Cp (ng/ml) | Moyenne
519 501
o 0,5 512 502 Valid
g4 7 504 503 -1,93 alide
8 ¢ g :
E3T S d 980 969
Y ow S 1 962 1001 +159 Valid
E £EL 944 1033 4,05 % alide
©58g 3618 3037
g ° 2 4 i
4 3685 365 4124 030 10,37 Valide
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Imatinib dans la matrice biologique (plasmas patients)

Cpalo Cp a 24h Biais relatif | Biais relatif | Critére de
(ng/ml) (ng/ml) (%) moyen (%) validité Résultat
M1 760 743 -2,24
M2 1434 1460 1,81 0,75 +159% Valide
M3 1350 1368 1,33
M4 1442 1472 2,08
Cp a une
Cpalo semaine Biais relatif | Biais relatif | Critére de
(ng/ml) (ng/ml) (%) moyen (%) validité Résultat
M1 920 1001 8,80
M2 1431 1439 0,56
: 0,75 +15% Valide
M3 1824 1758 -3,62
M4 399 388 -2,76
Cpalo Cp a 1 mois | Biais relatif | Biais relatif | Critére de
(ng/ml) (ng/ml) (%) moyen (%) validité Résultat
M1 2070 2049 -1,01
M2 22 4 -3,04
9 8 3,0 -1,63 +15% Valide
M3 1237 1242 0,40
M4 805 782 -2,86
Cpalo Cp a 3 mois | Biais relatif | Biais relatif | Critére de
(ng/ml) (ng/ml) (%) moyen (%) validité Résultat
M1 3198 3150 -1,50
M2 1421 1462 2
6 89 0,04 +15% Valide
M3 2623 2364 -9,87
M4 834 906 8,63
Cpalo Cp a 6 mois | Biais relatif | Biais relatif | Critére de
(ng/ml) (ng/ml) (%) moyen (%) validité Résultat
M1 3198 3091 -3,35
M2 981 948 -3,36
. -1,59 +15% Valide
M3 1192 1147 -3,78
M4 1427 1486 4,13
Cp 3 cycles
Cpalo congélation | Biais relatif | Biais relatif | Critére de
(ng/ml) (ng/ml) (%) moyen (%) validité Résultat
M1 3198 3091 -3,35
2 142 1 1
M 427 486 4,13 -0,02 +15% Valide
M3 1096 1046 -4,56
M4 622 645 3,70
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Etalon interne

JO 3 mois 6 mois 12 mois
1 431565 422421 414611 413764
2 417171 427300 413146 412578
3 420328 425788 406164 427907
4 445621 427871 409811 405327
5 431565 420532 423445 401575
Moyenne 429250 424782 413435 412230
Biais relatif (%) / -1,04 -3,68 -3,97
Critere de validité +15%
Résultat / ‘ Valide Valide Valide
Stabilité SF a T° ambiante Congélation SF2 h Stabilité dans vial 6-8h
Signal initial Signal final Signal initial Signal final Signal initial Signal final
1 413794 256048 417616 413245 425978 428558
2 431917 276130 424565 403198 444756 439491
3 463383 300095 422839 409905 415546 410745
4 442958 280615 435631 432285 423126 417766
5 444296 227168 443438 409057 413255 411285
Moyenne 439270 268011 428818 413538 424532 421569
Biais relatif (%) -38,99 -3,56 -0,70
Validité si +15% +15% +15%
Résultat Non valide Valide Valide
7.8. Profil d’exactitude
Concentration introduite moyenne 0,200 Concentration introduite moyenne 0,500
Concentrations Concentrations
calculées Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3 | Répétition 4 calculées Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3 | Répétition 4
Série 1 0,21 0,219 0,218 0,211 Série 1 0,51 0,523 0,499 0,479
Série 2 0,192 0,199 0,191 0,208 Série 2 0,484 0,478 0,483 0,493
Série 3 0,186 0,173 0,177 0,183 Série 3 0,467 0,502 0,495 0,461
Niveau de concentration n°3 Niveau de concentration n°4
Ci ation introd Y 1,000 Concentration introduite moyenne 2,000
e ot Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3 | Répétition 4 e s Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3 | Répétition 4
calculées épétition épétition épétition épétition calculées épétition épétition épétition épétition
Série 1 0,991 0,995 0,959 1,009 Série 1 2,221 2,088 2,179 2,287
Série 2 0,99 1,008 1,02 1,008 Série 2 2,162 2,182 1,966 2,116
Série 3 0,956 0,975 0,993 0,967 Série 3 2,092 2,248 2,2 2,078
Niveau de concentration n°5 Niveau de concentration n°6
Ci duif Y 4,000 Concentration introduite moyenne
Concentrations P P s PP Concentrations s P s P
calculées Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition3 | Répétition 4 calculées Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3 | Répétition 4
Série 1 3,987 4,049 4,044 4,288 Série 1
Série 2 3,903 3,897 4,101 4,122 Série 2
Série 3 4,237 4,182 4,197 4,282 Série 3
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8.1. Caractéristiques des patients inclus

Annexe 8
Données de I’étude de stratégie diagnostique

Date de Sortie Date Dc
Cen |Date début du Date de Age au Poids | Taille Niveau de Datede |Raisondela| derniéres | cytogé-
tre |d'inclusion traitement Cas Naissance |Dc (ans)| Sexe| (kg) | (em) Wilaya |d'instruction | I'étude sortie sortie nouvelles | nétique
B | 01/04/2018] 24 OT7 [Prevalent | 53 T | 69 | 176 [laghouat 7 T[ 3170172019[Infolerance | 3170172019] T
B | 01/04/2018 O17 [Prévalent | 7T F 53 | 158 |Tipaza 0 0 31/03/2020] T
B | 01/04/2018 01/2018 |Prévalent 1971 46 ™ 53 | 160 |Djeffa 0 0 31/03/2020] T
B | 01/04/2018| 23 O17 |Prévalent | 2471171075 42 ™ 83 | 165 |Laghouat 7 0 31/03/2020] T
B[ 01/04/2018| 30/03/2017 [Prévalent | _01/05/1977] 40 M | 65 | 164 [Chlef 0 2 3170372020, T
B__| 05/04/2018| 02/08/2017 [Prévalent | _16/04/1952] 65 F | 60 | 157 [Tiaret 0 0 31/03/2020] T
B__| 25/04/2018| 18/03/2018 [Incident 22/10/1965] 53 M | 50 | 160 [Blida 3 T| 30708/2018|Echec 30/08/2018 T
B_ | 10/04/2018| 10/04/2018 [Incident 1944 74 F | 47 | 155 [Amn-Della 0 T| 21/10/2018|Intolérance | 21/10/2018, T
B[ 05/04/2018[ 24 017 [Prévalent | 1370171957 &5 M | 54 [ 172 [Djelfa 0 T 31710/2018|Infolérance | 317107201 T
B[ 05/04/2018[ 0170272018 [Prévalent | 02/01/1945[ 72 F [ 50 | 150 [Blida 0 T 3170372020 T
B[ 05/04/2018[ 01/06/2017 [Prévalent | F [ 85 | 165 [Blida 7 T 3170372020 T
B__| 05/04/2018| 08/02/2018 [Prévalent | 18/02/1985] 33 F | 52 | 168 [Chlef 0 2 3170372020 T
B[ 05/04/2018| 05/03/2018 [Tncident 05/03/1% 37 F | 88 | 168 Ilgll%r_e( 3 T 0471172018[Echec O47T172018( T
B | 08/04/2018| 08/03/2018 [Incident PETETHL 70 M | 77 | 174 [Elida 3 2 3170372020, T
B | 08/04/2018 0172018 [Prévalent | _27/09/1970] 47 M | 97 | 180 [Medéa T T[ 13709/2018|Echec 137057201 T
B[ 08/04/2018 0172018 [Prévalent | T 53 M [ 75 [ 174 [Blda T T 22/01/2019|Echec
B | 12/04/2018| 06/07/2017 |Prévalent | 13/05/1963] 54 M | 65 | 162 Igjrelfa 3 2 31/03/2020] 1
B | 12/04/2018| 26/11/2017 [Prévalent | 31/05/1960] 57 F | 61 | 155 |Blida 1 2 31/03/2020] 1
B | 12/04/2018| 06/07/2017 |Prévalent | 17/03/1976] 41 M | 69 | 165 [Médéa 2 2 31/03/2020] 1
B[ 12/04/2018[ 30 017 [Prévalent | 05/08/1979] 38 F [ 64 | 164 [AinDefla 3 T 26/07/2018[Echec 26/07/2018] T
B 09/2017 [Prévalent | 3171071971 46 M [ 66 [ 175 [Tissemsiit 0 2 3170372020 T
B 0 017 [Prévalent | 08/06/1955| 62 F [ 75 | 155 [Blida T 2 3170372020 T
B 1370372018 [Incident T3/03/1578] 40 F | 53 | 167 [Chlef 7 2 3170372020 T
B 1770472018 [Incident T 30 F [ 43 [ 152 |Djelfa 0 T 27/09/201§:|:meerance 27/05/201 T
B | 15/04/2018] 16 017 [Prévalent | 12/10/T F [ 150 | 172 [Tipaza 7 T[ 07702/2019|Fchec 077027201 T
B | 26/04/2018| 26/04/2018 [Incident 12703/ T M | 65 | 158 [Ain-Defla T 2 3170372020, T
B | 19/04/2018| 1970472018 |Tncident 26/03/1973] 44 T | 58 | 158 |Chler T 0 31703/2020] T
B[ 26/04/2018| 02/03/2017 [Prevalent | 05/08/1957] 60 ™M | 48 [ 168 [BNda T 4 31703/2020] T
B__| 30/04/2018[ 30/04/2018 [Incident 1975 43 F | 74 | 164 [Ain-Defla 7 0 31/03/2020] 1
B | 10/05/2018| 30/11/2017 [Prévalent | 11/01/1970] 47 M | 81 | 170 [Ain-Defla 1 0 31/03/2020] 1
B 06/05/2018 [Tncident 16/04/1997| 21 M [ 57 [ 178 [Chlef 7 0 31/03/2020] T
B Bf05/2017 [Prévalent | 17/11/1973] 38 M [ 75 [ 176 [Djelfa 7 2 3170372020 T
B 0272018 |Prevalent | 15/0171952] 66 ™M | 100 | 175 [Chlet 0 T 3T703/2020] T
B 3070472018 [Tncident 097017198137 T | 62 | 150 |Djelfa 0 T 3T703/2020] T
B 2570472018 [Tncident O77TI71967] 51 M | 96 | 170 |Laghouat 3 T 31703/2020] T
3 B/05/2017 [Prévalent | 37 M | 90 | X [GE] T T 31703/2020] T
3 2070572018 |Tncident T6/12/1951 67 T | 63 | 168 |Tipaza T T 0771272018]tchec 07/12/2018] T
B 2770572018 |Tncident 2071271901 27 T 99 | 168 |An-Della 7 0 3170372020 T
B 06/07/2017 |Prevalent | 2070471961 56 T T8 | 168 |Chlef 0 0 31703/2020] T
B[ 03/06/2018] 03/06/2018 [Tncident 23/03/1982] 36 ™M | 97 [ 176 [AnDefla 7 4 31703/2020] T
B__| 07/06/2018| 18/01/2018 [Prévalent 1971 46 M | 75 | 179 [Tissemsit T T| 30709/2018|Echec 30/09/2018] T
B__| 28/06/2018| 18/01/2018 [Prévalent 1967] 50 F | 73 | 165 |laghouat 0 0 31/03/2020] T
B[ 08/07/2018 072017 [Prévalent | M | 54 | 168 |An-Defla 3 T 1770972019|Déces |
B[ 01/0772018| 0170772018 [Tncident T2709/1988] 34 T | 54 | 165 |Delfa 7 T 06/09/2018[Intolerance | 06/09/201 T
45[B146 |B 22/07/2018] 27/07/2017 |Prévalent 19/02/1961] 56 M 66 166 |Djelfa 3 0] 31/03/2020 1
76|B147 |B | 26/07/2018| 26/07/2018 |incident 13/01/1956| 62 F | 40 | 153 [Ain-Dells 0 1| 31/01/2015|Echec 31/01/2019 1
77|B148_|B | 02/08/2018| 02/08/2018 |incident 06/05/1960] 58 F | 66 | 158 |Bld= 1 0 31/03/2020 1
73[B140 |B | 09/08/2018| 09/09/2018 |incident 15/02/1943] 63 | M | 75 | 170 |Mdea 0 0 31/03/2020 T
49|B150 B 03/09/2018[ 03/09/2018 [incident 1975 43 M B0 178 |Tipaza 4 0 310372020 1
S0|B1s1 B 12/06/2018[ 12/06/2018 [incident 1933 84 F 70 165 |Blida 0 1| 22/02/2019|Déces 22]02/2019| i
ti|BlsZ |B 24/09/2018| 24/09/2018 [incident 13/01/2000] 18 ™ 60 183 |Blida 2 0 31/03/2020 i
SZ|Bls3 B 24/09/2018| 24/09/2018 [incident 18/06/1992| 26 ™ 69 171 |Medea a3 1| 17/12/2018|Evolution ma| 17/12/2018 i
S3|B1s2 B 15/11/2018[ 15/11/2018 [incident 01/01/1958| 60 F 75 155 |Tipaza 0 0 31/03/2020 i
54|B155 B 04/11/2018| 04/11/2018 [incident 1a4/06/1987| 29 7] 77 170 |Tipaza [ 0 31/03/2020 1
55|B15e  |B 29/11/2018| 08/02/2018 |Prévalent | 05/10/1985] 31 ™M Chlef 1| 15/08/2015|DécEs 15/08/2019 1
56|B157 |B 29/11/2018| 29/11/2018 [incident 21/07/1967| 51 M 65 160 |Tipaza 1 0| 31/03/2020 1
57|B158 B 23/10/2018| 23/10/2018 [incident 1938 80 F 70 158 [Ain-Defla 0 0 31,/03/2020 1
58|B159 B 30/04/2018] 01/04/2018 [incident 24/06/1983] 35 M 68 168 |Tiaret 3 0 31,/03/2020 0
59|B160 B 13/12/2018| 13/12/2018 [incident 19,/08/1990| 28 M 67 182 |Chlef 2 0 31,/03/2020 1
E0|B161 |B | 04/07/2018| 04/07/2018 |incident 15/03/1977| 41 ™M | 68 | 184 |Blda 3 1| 13/01/2015|Echec 13/01/2019| 1
E1|B162 B | 27/12/2018| 27/12/2018 |incident 16/11/1965| 53 F | 62 | 162 [Chier 1 0 31/03/2020 1
B2|B163 |B | 03/02/2019] 03/02/2015 |incident 10/11/1954| 65 ™M | 63 | 170 |[Medea 3 0 31/03/2020 T
E3|B164 |B | 06/02/2019] 06/02/2015 |incident 34/04/1970] 43 | M | 84 | 175 |Bhda T 0 31/03/2020 T
64|B165 |B 14/02/2019| 14/02/2019 [incident 11/01/19a1| 77 F S0 150 |Ain-Defla 0 0 05/05/2019] i
65|B166 |B 15/02/2019| 15/02/2019 [incident 29/08/1966| 53 F 105 | 168 |Blida 2 0 31/03/2020 i
[EHEE B 13/02/2019| 13/02/2019 [incident 1983 36 F 70 160 |Djelfa 0 0 310372020 1
67|B168 |B 31/03/2019| 31/03/2019 [incident 20/01/1974| 45 ™ 63 180 |Blida 2 0 31/03/2020 i
68|B169 |B 07/04/2019| 07/04/2019 [incident 19/11/1976| 43 7] 66 170 |Tipaza 1 0 31/03/2020 1
69|B170 B 14/04/2019| 14/04/2019 [incident 17/02/1967| 52 F 87 162 |Ain-Defla 3 0 31/03/2020 1
70|B171 B 21/04/2019| 21/04/2019 [incident 11/10/1977| 42 M 95 180 |Chlef 1 0 31/03/2020 1
71|B172 B 12/05/2019| 12/05/2019 [incident 17/03/1972] 47 M 68 170 [Tissemsilt 2 1| 07/07/2019]Intolérance 07/07/2019| 1
72|B173 B 01/08/2019] 06/11/2018 [incident 01/08/2001] 18 M 50 175 |Médéa 2 0 31,/03/2020 1
73|B174 _[B | 30/05/2019] 30/05/2019 |incident 15/07/1952] 67 | ™M | B3 | 177 |Chlef 3 0 31/03/2020 0
73|B175 |B | 26/04/2019] 28/04/2015 |incident 30/09/1948| 71 ™M | 60 | 177 |[Medea 0 0 31/03/2020 1
758176 |B | 23/06/2019] 23/06/2015 |incident 24/11/1987] 32 ™M | 68 | 185 |Dielfa 3 0 31/03/2020, 1
76|B177 |B | 29/05/2019] 29/05/2018 |incident 23/10/1981] 38 | ™M | 62 | 175 |chler 3 0 31/03/2020, T
77|B178 _|B_| 25/07/2019] 25/07/2015 |incident oz;os,flgsﬂ E1 ™ Olela T 0 31/03/2020, T
78C201 |C_|08/05/2018 | 01/03/2018 |incident 31/11/1959] 59 F | 70 | 169 |Alger 7 0 31/03/2020 0
79|C202 C 08/05/2018 10/12/2017 |Prevalent 19/06/1994] 23 M B0 185 |Boumerdes 2 0 310372020 0
BO|C203 |C |08/05/2018 | 19/03/2017 |Prévalent 09/08/1981| 36 F 65 160 |Alger 2 0 31/03/2020 0
81|C204 |C [08/05/2018 | 22/05/2017 |Prévalent 18/11/1950] &7 F 90 158 |Alger 1 0 31/03/2020 [
82|C205 |C [04/05/2018 | 04/05/2018 [incident 30/12/1947] 71 7] 90 181 |Alger 4 0 31/03/2020 [
83|C206 |C [06/D3/2018 | 0&/03/2018 [incident 27/11/1975| 43 7] 85 175 |Tipaza 2 0 31/03/2020 []
84|C207 |C [14/10/2018 | 14/10/2018 [incident 12/07/1973] as F 75 159 |Alger 4 1| 17/07/2019|Echec 17/07/2019 0
85|C208 |C [17/07/2018 | 17/07/2018 [incident 11/09/1946] 72 ™M 66 169 |Alger 4 0 31/03/2020 0
86/C209 |C |05/05/2019 | 05/05/2019 |incident 13/04/1971] a8 ™M 81 182 |Alger 2 0| 31/03/2020 1
B7]C210 [C_ |14/05/2019 | 17/05/2019 |incident 16/08/1961] 58 | M | 79 | 165 |Boumerdes 0 0 31/03/2020 0
B8|p301 |D | 03/04/2018| 31/10/2017 |Prevalent | 25/04/1965] 52 ™ | 84 | 178 |Alger 3 0 31/03/2020 0
B9|p302 |D | 03/04/2018| 11/07/2017 |Prevalent | 14/01/1966] 51 F | 70 | 160 |Alger T 0 31/03/2020, T
S0|D303 |D | 03/04/2018] 12/09/2017 |Prevalent | 22/02/1971] 46 | ™M | 73 | 165 |Medea T 1| 04/06/2015| Echec 04/06/2019 0
S1lp30a |D | 03/04/2018| 28/03/3018 |incident 10/08/1975] 39 | ™ | 95 | 184 |Alger 3 1| 16/07/2015|Echec 16/07/2019] 0
52305 |D | 10/04/2018| 27/03/2017 |Prevalent | 04/10/1963] 54 F | 76 | 151 |Alger T 0 31/03/2020] 0
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93[p306 |D 17/04/2018] 05/12/2017 |Prévalent | 15/05/1964] 53 ™M 63 | 173 |Alger 3 0] 31/03/2020 0
94|p3p7 |D | 17/04/2018| 01/07/2017 |Prévalent | 28/04/1956] 51 F B5 | 163 |Alger 7 0| 31/02/2020 [
95|p308  |D 17/04/2018| 110472017 |Prévalent | 24/01/1971] 46 ™ 73 | 166 [Tipaza 3 5] 31/03/2020 [
96|D309  |D 17/04/2018| 20/02/2018 |Prevalent | 20/01/1952| 66 ™ B2 | 165 |Alger T 0 31/03/2020 ]
97|p310 |D 73]04/2018| 18/04/2017 |Prevalent | 22/01/1973] 44 F B0 | 169 [Tipaza 3 0 31/03/2020 ]
98|p311 |D | 08/05/2018| 0B/08/2017 |Prevalent | 03/12/1992] 25 F 32 | 152 [Tipaza 3 1| 30/08/2019|Echec 30/05/2019 0
99]p312 |D 30/04/2018] 30/04/2018 [Incident 18/12/1963) 35 F 64 161 |Alger 2 0] 31/03/2020 0
100[p313 |D 03/05/2018[ 03/05/2018 [incident 22/08/1939| 79 F B0 150 |Alger [ 0] 31/03/2020 0
101]p314 |D 20/05/2018] 20/05/2018 [Incident 13/12/1970] 48 M 79 185 |Alger 1 0| 31/03/2020 0
102|p315 |D | 31/03/2018| 31/03/2018 [Incident 15/04/1985] 33 F 35 | 160 |Tipaza 3 1| 30/09/2019] Echec 30/09/2019 [
103|p317 |D | 20/05/2018| 20/05/2018 [Incident 24/05/1976] 42 ™M | 107 | 186 |Boussaada 3 1| 16/10/2018| Déces 16/10/2018 0|
104|p318 |D | 18/09/2018| 18/09/2018 [Incident 19/03/1968] 50 F 57 | 148 |Alger 3 0| 31/03/2020 0|
105|p319 |D 25/08/2018| 25/09/2018 [Incident 05/04/1986] 22 F 25 | 154 |Adrar 2z 5] 31/03/2020 0]
106|p320 |D | 09/10/2018| 09/10/2018 |incident 15/03/1993| 25 F 57 | 160 |Alger 3 0| 31/03/2020 0]
107|p321  |D 21/11/2018| 21/11/2018 [incident 03/09/1958] 60 ™M 20 | 150 |Alger 2 0| 31/03/2020 0
108|p322 |D | 09/04/2019| 09/04/2019 |incident 10/05/1005| 62 ™ 70 | 175 |Alger 7 3] 31/03/2020 [
109|p323  |D 12/03/2019| 12/03/2018 [incident 73/11/1965] 53 ™ B0 | 170 |Alger Z 0 31/03/2020 ]
110|p32a4 |D 15/01/2019| 15/1072012 [incident 78/05/1970] 48 ™ 75 | 172 |Ghardaia 7 0 31/03/2020 ]
111|ca01  |E 03/04/2018| 01/12/2017 |Prévalent | 05/07/1956] &1 ™ 86 | 175 3 0| 31/03/2020 T
112[E402 E 03/04/2018] 13/12/2017 |[Prévalent 03/03/1966| 51 M B85 168 1 0] 31/03/2020 1]
113[E403 E 10/04/2018 09/11/2017 |Prévalent 03/06/1972] 45 M 104 176 4 0] 31/03/2020 1]
114]E404 E 10/04/2018] 13/04/2017 |Prévalent 07/06/1976] 41 M B0 175 0] 31/03/2020 1]
115|405 |E 17/04/2018| 11/01/2018 |Prévalent | 14/12/1981 37 F B2 | 160 3 0| 31/03/2020 1
116|406 |E 10/04/2018| 18/04/2017 |Prévalent | 24/01/1996] 21 F 55 | 165 3 0| 31/03/2020 1
117[ca07 |[E 04/04/2018] 25/10/2017 |Prévalent 12/06/1967] 50 M 72 168 [Bouira 3 1| 01/03/2019]Echec 01/03/2019 1]
118|408 E 24/04/2018] 18/02/2018 [Prévalent 04/04/1953] &5 M 62 170 |Bouira [1] 1] 31/03/2020 1|
119|fap9 E 24/04/2018| 06/02/2017 |Prévalent 24/02/1958] 49 M 55 165 |Boumerdes 1 0| 31/03/2020 1|
120|210 |E 24/04/2018| 27/02/2018 |Prévalent | 06/02/1968] 50 ™M 80 1 1| 19/06/2018(Echec 19/06/2018 1
131|411 |E 25/04/2018| 29/04/2018 |incident 08/11/1975| 43 F | &8 3 0 31/03/2020 1
122412 |E 12/06/2018| 12/06/2018 |incident 10/11/1948] 69 ™M | 76 0 0 31/03/2020 T
123[E413 E 04/06/2018] 04/06/2018 [incident 26/01/1984 34 M 58 165 |Boumerdes 1 ] 31/03/2020 1]
124[E414 E 20/11/2018] 01/10/2017 [Prévalent 24]02/1985 32 F 59 160 |Tizi-Ouzou [} 1] 31/03/2020 1]
125[F501 F 11/02/2019| 19/02/2018 |Prevalent 30/03/1976] 42 M 70 171 [Bouira 2 0] 31/03/2020 0
126[F502 F 15/10/2018] 15/10/2018 [Incident 28/05/1935] 83 M 53 173 |Alger 2 0] 31/03/2020 0
127[F503 F 18/03/2018] 18/03/2019 [Incident 06/11/1966| 53 F 87 170 |Alger 2 0] 31/03/2020 0
128|Geol |G | D8/04/2018| UB/04/2018 [incident |1963 53 ™M | 70 | 172 |Djelfa [ 0| 31/03/2020 il
129|Ggo2 |G | 18/11/2018| 18/1172018 [incident |25/01/1981 37 ™M | 60 | 170 |Ain-Defla 1 0| 31/03/2020 1]
130|Geo3 |G | 04/04/2019| 0470472019 [incident |10/06/1981 38 F 85 | 167 |Médea 1 0| 31/03/2020 1
131]Gena |G 19/02/2019| 1970272019 |incident |21/04/1971 28 F 75 | 160 |Tipaza 3 3] 31/03/2020 1
132|Geos |G 20/02/2019| 26/02/2019 |incident |1976 43 F 70 | 150 |Djelfa 1 0| 31/03/2020 1
133|Ge0s |G 11/07/2018| 11/07/2018 [incident |19/03/1963 55 F 75 | 160 |Chlef 2 0| 31/03/2020 1
134[Ge07__ |G 29/11/2018| 29/11/2018 [incident |30/10/1991 27 F 45 | 160 |Alger 2 0| 31/03/2020 1
135|Geos_ |G 11/06/2018| 11/06/2018 [incident | 14/10/1992 77 F 37 | 160 |An-Defla 3 1| 15/03/2020|Echec 15/03/2020 T
136|Geog |G 16/01/2019| 16/01/2019 [incident |18/08/1948 70 F 52 | 155 |Ain-Defla [1] 1] 31/03/2020 T
137|610 |G 75/06/2018| 25/06/2018 [incident |12/10/1978 4 ™ S0 | 178 [Tipaza 3 0] 31/03/2020 T
138[Ge11 |G 05/09/2018| 05/09/2018 |Incident [18/08/1973 45 F 75 150 [Medea 1 1] 15/01/2020]Echec 15/01/2020 1]
139[Ge12 |G 06/12/2018] U6/12/2018 [incident [14/06/1979 39 F 54 154 [Ain-Defla 2 1] 20/02/2020]Echec 20/02/2020 1]
Autres
Dc |Tauxde anomalies Score Posologie Observance | Observance |Interruption
molécu{ GBau choromo- Type de Score [Score de| Score | Pathologies | Traitements| initiale | Modification selon selon du
laire Dc SPMG | somiques | d'anomalie | Sokal | EUTOS | Hasford| ELTS associées associés (mg) de logi patient i trai Switch
0] 113400 1 0] 0] =17 >B7 1 1 400 0) 1 1 1| Nilotinib
0 0] 0] 0| 1 1] 400! 0] 1 1 0| 0
1] 1 1 2 1,16 81 637 1) 0 400! 0| 1 1 0| 0
0] 107250 1 1 2 0,86 94 556 [1) 0 400! [4 1 1 1] 0
0 1 0] 0| 1 0 400 0) 1 1 0] 1]
1 1 0] 0| 1] 76 1280 1] 1] 400! 0| 1 1 1] 0
0 1 0] 0| 3,03 52 2122 1] 1] 400! 1] 1 1 1|Nilotinib
1] 322730 1 0] [4 1,6 [51 1879 0) 0 400! 1] 1 [1] 1|Dasatinib
0 0| 0 0| 0,85 35 912 [1] 0 400! 0| 1 0 1| Nilotinib
1 1 1 2 191 115 1475 1 1] 400 0| 1 0 1] 0
o 0] 0] 0| 0,75 70 262 1 1 400 0| 1 1 0 0
0 1 0| 0] 077 60 681 0 [1) 400 0 1 o 0| 1]
0 1 0| 0| 0,59 47 413 [1) 0 400 0| 1 1 0| Nilotinib
1] 1 0| 0| 0,69 79 914 1) 0 400 ] 1 1 0| 0
0 1 0 0| 1,48 131 1258 [1) 0 400! 1] 1 0 0[Nilotinib
0| 102260 1 0] 0| 2,03 122 1944 1) 0 400! 0| 1 0 O[Nilotinib
0] 234180 1 0] 0] 1586 93 1649 0 0 400 1 1 1 0| 1]
0 [ 1 2 1,11 14 725 1 1| 400! 0} 1 1 1] [1]
0| 173230| 1 0] 0| 0,87 128 831 1) 0 400! 0| 1 1 0| 0
0] 123520 1 0] [4 2,56 100 1466 [1) 0 400! [4 1 1 1[Nilotinib
0] 135040 1 0] 0] 0,64 22 B4 0 0 400 0) 1 [1] 0] 1]
0 1 0 0| 1,77 60 1557 1] 1] 400! 1] 1 1 0| 0
0f 247470 1 0] 0| 1] 136 BOB| 1 1] 400 0| 1 1 0 0
o 1 0] 0| 0,81 52 614 0 0 400 1 1 1 1|Dasatinib
0 1 0 0| 1,09 160 1250 [1] 0 400 0| 1 0 1| Nilotinib
i} 1 0| 0| 1,72 120 1416 [1) 0 400 0| 0 0 1 0
0 0| 0| 0| 1 1 300 0| 1 0 1 0
0 0] 0] 0| 0,9] 14 725 1) 0 400! 0| 1 1 1] 0
0 1 0] 0| 0,67 32 387 [4 0 400 0] 1 1 [ 0
0 1 0] 0| 1,17 81 781 [ 0 400! 0| 1 1 0| 0
0 1 1 2 1,74 110 981 [1 0 300 1] 1 0 1] 0
0] 367030 1 0] 0| 2,7 24 1816 [1) 0 400! [4 1 1 [1] 0
0] 74500 1 0] 0),8al2 =87}1a 1480 1 1 400 0) 1 1 0] 1]
0| 68370 1 0] 0| 0,73 57 623 1 1] 400! 0] 1 1 0| 0
1] 1 0] 0| 0,71 11 709 1] 1] 400! 1] 1 1 1] 0
0 1 T Bl 899 0 0 300 7 T 0 0 0
0] 261930 1 1) 0] 2,85] 62 1878 1 1 400 0 1 1 1|Nilotinib
0 1 0| 0| 1,82 79 1233 1 1] 400 0| 1 1 0| 0
[i] 1 0] 0| 148 118 1670 [ 0 400 1 1 1 0 0
0f 180110 1 0| 0| 1,2 42 352 0 0 400 0| 1 1 0|
0 1 0| 0| 3,46 108 1910 [1] 0 400 0| 1 0 0| Nilotinib
0] 115030 1 1 2 >1,2] <B7| =1480| 1 1 400 0) 1 1 0|
0 0] 0 0| 161 1] 1] 300 1] 1 1 0| 0
0 0] 0] 0| 1) 0 400! 1] 1 1 1|Nilotinib
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8.2. Réponses au traitement

RMM Augmenta-
RMM 12 RHC3 | Perte 12 | RMM 18 Perte RCyC 6 tion de
N° Code patient mois RHC mois RHC | mois mois RMM mois posologie

T BI01 il i 0 il 0

2 B102 1 1 1 [4] 1 1 0 0

3 B103 0 1 1 0 0 9] 0

4 B104 1 1 1 0 1 1 0 1 0

5 BI105 0 1 1 0 0 9] 0

3 B106 1 1 1 0 1 1 0 0 0

7 B107 1 1 0 0

8 BI08 0

9 BI09 0
10 B110 0 1 1 [4] 0 4] 0 0
11 BI1T T il i 0 T i 0 0
12 B112 [¢] 1 1 0 0 0 0
13 B114 1 1 0 0 0
14 BI15 0 il 1 0 0 1 0 0 0
15 Blle 1 1 [4] 0 0
16 BIT7 0 1 i 0 0 0 0
17 B118 1 1 1 0 1 1 0 1 1
18 B119 1 1 1 0 1 1 0 1 0
19 B120 0 1 1 0 0 1 0 1 0
20 B121 1 1 0 0 0
21 B122 0 1 1 [4] 0 ] 0 0
27 BIZ3 T il i 0 T i 0 il 0
23 B124 1 1 1 [4] 1 1 0 1 0
27 BIZ5 0
25 B126 0 1 1 1 [4] 0 0
26 B127 0 1 1 0 0 9] 0
27 B128 0 0 0
28 B129 1 1 1 [4] 1 1 0 0
29 BI30 1 1 1 0 1 1 0 0
30 B131 1 1 1 0 1 1 0 0
31 B132 1 1 1 0 1 1 0 1 0
37 BI33 T il i 0 T i 0 il 0
33 B134 0 1 1 [4] 0 1 0 1 0
37 BI35 T il i 0 T i 0 il 0
35 B136 1 1 1 0 1 1 0 0
36 B137 0 1 1 1 0 9] 0 0
37 BI38 1 i 0 0
38 B139 1 1 1 [4] 1 1 0 0
39 BI40 T 1 i 0 T i 0 il 0
40 B141 0 1 1 0 0 1 0 0
41 B142 1 1 0 0
a2 BI43 T il i 0 T i 0 0
43 B144 1 0 1 0 0
44 B145 0
45 B146 T il i 0 T i 0 0
46 B147 1 1 1 0
a7 BI48 T il i 0 T i 0 0
48 B149 0 1 1 0 0
49 B150 1 1 1 0 1 1 0 0
50 B151 1 0 0
51 B152 0 1 1 0 0 0
52 B153 0
53 B154 0 1 1 0 0 0
54 BI155 0 1 1 1 0 0
55 BI56 T il 0 T i 0 0
56 B157 0 1 [4] 0 0
57 BI58 0 il i 0 0 0
58 BI59 1 1 1 0 1 1 0 0
59 B160 1 1 1 0 1 1 0 0
60 BI61 il i 0 0
b1 Blb2 1 1 1 [4] 1 1 0 0
62 B163 1 i 0 0
63 B164 1 1 1 0
64 B165 0
65 B166 il i 0 0
b6 B167 1 1 1 0 1 1 0 0
b/ B1e8 1 1 0 0
68 B169 il i 0 0
b9 B1/0 1 1 1 [4] 1 1 0 0 0
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70 BI71 il 1 T 0
71 B172 0
72 B173 0 1 1 0 0 0
73 B174 1 1 0 0
74 B1/5 [4]
75 B176 1 1 1 0 1 1 0 0
76 B177 1 1 0 0
77 B178 1 1 1 0 1 1 0 0
78 C201 T T T 0 1 il 0 0
79 C202 0 1 1 0 0 j 0 1
80 C203 T 1 1 0 1 1 0 0
81 C204 i 1 1 0 1 1 0 0
82 C205 i 1 1 0 1 1 0 0
83 C206 1 1 1 0 1 1 0 0
84 C207 1 1 0
85 C208 1 1 0 1 0 0
86 C209 1 1 0 0
87 C210 1 1 0 0
88 D301 1 1 1 0 1 1 0 0
89 D302 T 1 1 0 1 1 0 0
90 D303 0 1 1 0 0 0 1
91 D304 0 1 1 0 0 0
92 D305 T 1 1 0 1 1 0 0
93 D306 0 1 1 0 0 1 0 1
94 D307 i 1 1 0 1 1 0 0
a5 D308 1 1 1 0 1 1 0 4]
B[ D309 0 1 0 1 0 1
97 D310 1 1 1 0 1 1 0 0
98 D311 0 0 0
99 D312 1 1 1 0 1 1 0 0
100 D313 1 1 1 0 1 1 0 0
10T D314 T 1 il 0 1 1 0 0
102 D315 0 0 0
103 D317 0
104 D318 i 1 1 0 1 1 0 0
105 D319 0 il 0 0 il
106 D320 0 1 1 1 0 1
107 D321 0 1 1 0 0 0
108 D322 1 1 0 0
109 D323 1 1 0 [4]
110 D324 0 1 1 0 0 0
111 E401 1 1 1 0 1 1 0 0
117 E402 0 1 1 0 0 1 0 1
113 E403 T il il 0 T i 0 0
114 EA04 T il il 0 1 T T 0
115 EA05 T 1 1 0 1 1 0 0
116 E406 0 1 1 0 0 0 0 1
117 E407 0 1 1 0 0 9]
118 E408 0 1 1 0 0 0 1
119 E409 1 1 1 0 1 1 0 0
120 E410 0 0 0
121 E411 0 1 1 0 0 1 0 1
122 E412 0 1 1 0 0 1 0 1
173 E413 T 1 1 0 1 ji 0 0
124 EA14 1 1 [4] 1 1 [4] 0
125 F501 0 1 1 0 0 0 0
176 F502 T 1 1 0 1 1 0 0
127 F503 1 0 0
128 Ge0T i 1 1 0 1 1 0 0
129 G602 0 1 0 0 0 0
130 G603 1 1 1 0 1 1 0 [4]
131 Ge04 1 1 0 0
132 Gb05 1 1 0 0
133 G606 1 1 1 0 1 1 0
134 G607 1 1 1 0 1 1 0 0
135 G608 0 1 il il 0 0
136 G609 T 1 1 0 1 1 0 0
137 G610 0 1 0 0 0 0
138 GeIT 0 1 1 1 0 0
139 Ge12 0 1 1 1 0 0
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icités

8.3. Effets indésirables et tox

Céphalées

Douleurs

Myalgies / |Arthralgies/

crampes

es

pleural

Edemes

Hydr.

Douleurs

/Do |/
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8.4. Données relatives a la détermination du seuil d’efficacité de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib pour I’obtention d’une réponse moléculaire optimale selon I'ELN a 12 mois
12 mois ELN - Tous les patients / 12 mois ELN - Exclusion des non observants

Réponse Réponse
. . Observance optimale a 12 | Observance
N°® Co_de cp opt_lmale a1z selon N°® Co.de cp maois ou avant selon
patient | (ng/ml) | mois ou avant . patient | (ng/ml) .
selon ELN Investigateur selon ELN Investigateur
(RMM)
1] B102 960 1 1] 57| D301 1738 1 1
2| B103 1203 0 1] 58| D302 630 1 0
3| B104 2273 1 1] 59| D303 801 0 1
4] B105 1133 0 1 60| D304 1155 0 1
5| B106 1988 1 1] 61| D305 1142 1 1
6] B110 1452 0 0] 62| D306 663 0 1
7| B111 1735 1 1] 63| D307 1217 1 1
8] B112 1456 0 0] 64| D308 1263 1 1
9| B115 754 0 1] 65| D309 399 0 0
10| B117 631 0 0] 66] D310 1331 1 1
11| B118 1672 1 1 67| D311 1281 0 0
12| B119 2062 1 1] 68| D312 1001 1 1
13| B120 727 0 1 69| D313 1416 1 1
14| B122 1242 0 0] 70| D314 1014 1 1
15| B123 2182 1 1 71| D315 201 0 1
16| B124 1425 1 1] 72| D318 2007 1 1
17| B126 0 0 0] 73] D319 866 0 0
18| B127 1343 0 0] 74| D320 0 0 0
19| B128 0 0 0] 75| D321 1856 0 0
20| B129 2167 1 1] 76| D324 1063 0 1
21| B130 923 1 1] 77| E401 1034 1 1
22| B131 1001 1 1 78] E403 1877 1 1
23| B132 2229 1 0] 79| E405 1179 1 1
24| B133 1220 1 1 80| E407 1300 0 1
25| B134 1046 0 1] 81| E408 1100 0 0
26| B135 1209 1 1 82| E409 1345 1 1
27| B136 771 1 1] 83| E412 540 0 0
28| B137 537 0 0] 84| E413 1516 1 1
29| B139 1657 1 1| 85| E414 1063 1 1
30| B140 1306 1 1] 86] F501 2408 0 0
31| B141 1080 0 1] 87| F502 1983 1 1
32| B143 2433 1 1] 88| G601 2038 1 1
33| Bl46 1340 1 1 89| Ge02 0 0 0
34| B148 1442 1 1] 90| G603 1835 1 1
35| B149 756 0 1 91| G606 1306 1 1
36| B150 1242 1 1] 92| GeO7 900 1 1
37| B152 1305 0 1 93| G608 367 0 0
38| B154 1418 0 1] 94| Ge09 1459 1 1
39| B155 731 0 0] 95| G610 613 0 0
40| B156 1181 1 0] 96| Ge11 763 0 0
41| B157 876 0 1] 97| Gel12 202 0 0
42| B158 1257 0 0
43] B159 2083 1 1
44| B160 957 1 1
45| Bl162 1507 1 1
46| Ble7 1548 1 0
47| B170 2589 1 1
48| B173 1760 0 1
49| B176 1233 1 1
50| B178 1863 1 1
51| C201 1262 1 1
52| C202 784 0 0
53| C203 1060 1 1
54| C204 1073 1 1
55| C205 785 1 1
56| C206 1273 1 1
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Positif si Positif si
Superieurou | gensipilite | 1 - Speécificité | SUPECUT OU | gensibilite | 1 - Spécificité
égal a égal a
(ng/ml) (ng/ml)

-1,0 1 1 1249,5 0,607 0,268
100,5 1 0,902 1259,5 0,607 0,244
201,5 1 0,878 1262,5 0,589 0,244
284,5 1 0,854 1268,0 0,571 0,244
383,0 1 0,829 1277,0 0,554 0,244
468,0 1 0,805 1290,5 0,554 0,22
538,5 1 0,78 1302,5 0,554 0,195
576,5 1 0,756 1305,5 0,554 0,171
621,5 1 0,732 1318,5 0,518 0,171
630,5 0,982 0,732 1335,5 0,5 0,171
647,0 0,982 0,707 1341,5 0,482 0,171
695,0 0,982 0,683 1344,0 0,482 0,146
729,0 0,982 0,659 1380,5 0,464 0,146
742,5 0,982 0,634 1417,0 0,446 0,146
755,0 0,982 0,61 1421,5 0,446 0,122
759,5 0,982 0,585 1433,5 0,429 0,122
767,0 0,982 0,561 1447,0 0,411 0,122
777,5 0,964 0,561 1454,0 0,411 0,098
784,5 0,964 0,537 1457,5 0,411 0,073
793,0 0,946 0,537 1483,0 0,393 0,073
833,5 0,946 0,512 1511,5 0,375 0,073
871,0 0,946 0,488 1532,0 0,357 0,073
888,0 0,946 0,463 1602,5 0,339 0,073
911,5 0,929 0,463 1664,5 0,321 0,073
940,0 0,911 0,463 1703,5 0,304 0,073
958,5 0,893 0,463 1736,5 0,286 0,073
980,5 0,875 0,463 1749,0 0,268 0,073

1007,5 0,839 0,463 1797,5 0,268 0,049
1024,0 0,821 0,463 1845,5 0,25 0,049
1040,0 0,804 0,463 1859,5 0,25 0,024
1053,0 0,804 0,439 1870,0 0,232 0,024
1061,5 0,786 0,439 1930,0 0,214 0,024
1068,0 0,768 0,415 1985,5 0,196 0,024
1076,5 0,75 0,415 1997,5 0,179 0,024
1090,0 0,75 0,39 2022,5 0,161 0,024
1116,5 0,75 0,366 2050,0 0,143 0,024
1137,5 0,75 0,341 2072,5 0,125 0,024
1148,5 0,732 0,341 2125,0 0,107 0,024
1167,0 0,732 0,317 2174,5 0,089 0,024
1180,0 0,714 0,317 2205,5 0,071 0,024
1192,0 0,696 0,317 2251,0 0,054 0,024
1206,0 0,696 0,293 2340,5 0,036 0,024
1213,0 0,679 0,293 2420,5 0,036 0
1218,5 0,661 0,293 2511,0 0,018 0
1226,5 0,643 0,293 2590,0 0 0
1237,5 0,625 0,293

Coordonnées de la courbe ROC - Réponse moléculaire - 12 mois - Critéres ELN - Tous les patients
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Coordonnées de la courbe ROC - Réponse moléculaire - 12 mois - Critéres ELN - Exclusion des
non observants

Positif si Positif si
Superieurou | gengipilité | 1 - speécificité | SUPE"CUT OU | sensibilite | 1 - Spécificité
égal a égal a
(ng/ml) (ng/ml)

200,0 1 1 1286,5 0,558 0,235
432,0 1 0,941 1302,5 0,558 0,176
695,0 1 0,882 1305,5 0,558 0,118
7405 1 0,824 1318,5 0,519 0,118
755,0 1 0,765 1335,5 05 0,118
7635 1 0,706 13425 0,481 0,118
778,0 0,981 0,706 1380,5 0,462 0,118
793,0 0,962 0,706 1417,0 0,442 0,118
838,5 0,962 0,647 1421,5 0,442 0,059
888,0 0,962 0,588 1433,5 0,423 0,059
911,5 0,942 0,588 1450,5 0,404 0,059
940,0 0,923 0,588 1483,0 0,385 0,059
958,5 0,904 0,588 1511,5 0,365 0,059
980,5 0,885 0,588 1586,5 0,346 0,059
1007,5 0,846 0,588 1664,5 0,327 0,059
1024,0 0,827 0,588 17035 0,308 0,059
1040,0 0,808 0,588 1736,5 0,288 0,059
1053,0 0,808 0,529 1749,0 0,269 0,059
1061,5 0,788 0,529 17975 0,269 0
1068,0 0,769 0,471 1849,0 0,25 0
1076,5 0,75 0,471 1870,0 0,231 0
1106,5 0,75 0,412 1930,0 0,212 0
1137,5 0,75 0,353 1985,5 0,192 0
1148,5 0,731 0,353 1997,5 0,173 0
1167,0 0,731 0,294 2022,5 0,154 0
1191,0 0,712 0,294 2050,0 0,135 0
1206,0 0,712 0,235 2072,5 0,115 0
1213,0 0,692 0,235 2125,0 0,096 0
12185 0,673 0,235 21745 0,077 0
1226,5 0,654 0,235 22275 0,058 0
1237,5 0,635 0,235 2353,0 0,038 0
1252,0 0,615 0,235 2511,0 0,019 0
1262,5 0,596 0,235 2590,0 0 0

1268,0 0,577 0,235
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8.5. Données relatives a la détermination du seuil d’efficacité de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib pour I'obtention d’une réponse moléculaire optimale selon GAT-LMC

a 12 mois
Réponse Réponse
attendue au | Observance attendue au | Observance
Code Cp N Code Cp N
N° . plus tard a 12 selon N° . plus tard a 12 selon
patient | (ng/ml) . . patient | (ng/ml) . .
mois selon | Investigateur mois selon | Investigateur
GAT-LMC GAT-LMC
I B102 960 T T 8] D312 1001 T T
2| B103 1203 0 1] 69 D313 1416 1 1
3| B104 2273 1 1] 70l D314 1014 1 1
4] B105 1133 0 1] 71 D315 201 0 1
5] B106 1988 1 1] 72] D318 2007 1 1
6] B110 1452 0 0 73] D319 866 1 0
7] B111 1735 T il 74] D320 0 0 0
8] B112 1456 1 0 75| D321 1856 4] 0
9 B115 753 T T 76[ D324 1063 0 T
101 B117 631 0 [1] T7| Eao1 1034 T T
11 B118 1672 T T 78] Eao3 1877 T T
121 B119 2062 1 1] 791 Ea05 1179 i i
13 B120 727 1 1] 80 Ea07 1300 0 i
141 B122 1242 1 0 81 Fao8 1100 1 0
I5] B123 2182 1 1] 82| E409 1345 1 1
16] B124 1425 1 1] 83| E4a12 540 0 0
171 B126 0 0 0 84| Ea13 1516 1 1
18] B127 1343 0 0 85| E414 1063 1 1
19 B128 0 0 0 86] F501 2408 1 0
20 B129 2167 1 1 3/| F502 1983 1 1
211 B130 923 1 1 38| Ge01 2038 1 1
22| B131 1001 1 1 39| Ge02 0 0 0
23] B132 2229 1 0 901 Ge03 1835 1 1
24] B133 1220 1 1 91| Geos 1306 1 1
25| B134 1046 1 1 92| Ge07 900 1 1
26] B135 1209 1 il 93] Geo8 367 4] 0
271 B136 771 1 il 941 Ge09 1459 il il
28] B137 337 1 0 951 G610 613 i 0
29| B139 1657 1] 1] 96| G611 763 0 0
30] B140 1306 1 1] 97] G612 202 0 0
31 B141 1080 T T
32| B143 2433 1 il
33| B146 1340 1 1
34| B148 1442 1 1
35] B149 756 1 1
36| B150 1242 1 1
37 B152 1305 T T
38| B154 1418 1 1
39 B155 731 1 0
40| B156 1181 1 0
41| B157 876 1] 1]
42 B158 1257 0 0
43 B159 2083 T T
441 B160 957 1 1]
451 B162 1507 1 1]
46] B167 1548 1 0
471 B170 2589 T T
I8 B173 1760 T T
491 B176 1233 1 1
TO| Bi78 1363 T T
51| c201 1262 1 1
52| c202 784 0 0
53] c203 1060 1] 1]
54 c204 1073 1] T]
551 c205 785 1 1]
56| c206 1273 1 1]
571 D301 1738 1 1]
58] D302 630 1 0
T3 D303 801 0 T
60| D304 1155 0 1]
61| D305 1142 1 1]
62| D306 663 1 1]
63| D307 1217 1 1]
64] D308 1263 1) 1
B5] D309 399 0 [1]
b6l D310 1331 1 1
67 D311 1281 1] [1]
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Coordonnées de la courbe ROC - Réponse moléculaire - 12 mois - Critéres GAT-LMC

Positif si Positif si
SUPETeUrou | genginilite | 1 - Spécificité | SUPEEUTOU | gensibilité | 1 - Spécificité
égal a égal a
(ng/ml) (ng/ml)

-1,0 1 1 1249,5 0,527 0,261
100,5 1 0,826 1259,5 0,527 0,217
201,5 1 0,783 1262,5 0,514 0,217
284,5 1 0,739 1268,0 0,5 0,217
383,0 1 0,696 1277,0 0,486 0,217
468,0 1 0,652 1290,5 0,486 0,174
538,5 0,986 0,652 1302,5 0,486 0,13
576,5 0,986 0,609 1305,5 0,473 0,13
621,5 0,973 0,609 1318,5 0,446 0,13
630,5 0,959 0,609 1335,5 0,432 0,13
647,0 0,959 0,565 1341,5 0,419 0,13
695,0 0,946 0,565 1344,0 0,419 0,087
729,0 0,932 0,565 1380,5 0,405 0,087
742,5 0,919 0,565 1417,0 0,392 0,087
755,0 0,905 0,565 1421,5 0,378 0,087
759,5 0,892 0,565 1433,5 0,365 0,087
767,0 0,892 0,522 1447,0 0,351 0,087
777,5 0,878 0,522 1454,0 0,351 0,043
784,5 0,878 0,478 1457,5 0,338 0,043
793,0 0,865 0,478 1483,0 0,324 0,043
833,5 0,865 0,435 1511,5 0,311 0,043
871,0 0,851 0,435 1532,0 0,297 0,043
888,0 0,838 0,435 1602,5 0,284 0,043
911,5 0,824 0,435 1664,5 0,27 0,043
940,0 0,811 0,435 1703,5 0,257 0,043
958,5 0,797 0,435 1736,5 0,243 0,043
980,5 0,784 0,435 1749,0 0,23 0,043

1007,5 0,757 0,435 1797,5 0,216 0,043
1024,0 0,743 0,435 1845,5 0,203 0,043
1040,0 0,73 0,435 1859,5 0,203 0
1053,0 0,716 0,435 1870,0 0,189 0
1061,5 0,703 0,435 1930,0 0,176 0
1068,0 0,689 0,391 1985,5 0,162 0
1076,5 0,676 0,391 1997,5 0,149 0
1090,0 0,662 0,391 2022,5 0,135 0
1116,5 0,649 0,391 2050,0 0,122 0
1137,5 0,649 0,348 2072,5 0,108 0
1148,5 0,635 0,348 2125,0 0,095 0
1167,0 0,635 0,304 21745 0,081 0
1180,0 0,622 0,304 2205,5 0,068 0
1192,0 0,608 0,304 2251,0 0,054 0
1206,0 0,608 0,261 2340,5 0,041 0
1213,0 0,595 0,261 2420,5 0,027 0
1218,5 0,581 0,261 2511,0 0,014 0
1226,5 0,568 0,261 2590,0 0 0
1237,5 0,554 0,261
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8.6. Données relatives a la détermination du seuil d’efficacité de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib pour 'obtention d’'une réponse moléculaire optimale selon GAT-LMC

a 18 mois
Réponse Réponse
optimale b attendue au b
Code Cp attendue au Observance Code Cp plustard a 18 Observance
N° . .\ selon N°® . . selon
patient (ng/ml) plus tard a 18 . patient (ng/mil) mois selon .
mois selon Investigateur GAT-LMC Investigateur
GAT-LMC (RMM)
1| B102 960 1 1 61] E405 1179 1 1
2| B103 1119 0 1 62| E408 1811 0 0
3| B104 2273 1 1 63| E409 1345 1 1
4] B105 1369 0 1 64] E413 1516 1 1
5[ B106 1988 1 1 65| E414 1063 1 1
6[ B110 1409 0 0 66| F501 1671 0 0]
71 B111 1735 1 1 67| F502 1983 1 1
8] B112 1381 0 0 68] G601 2038 1 1
9[ B115 1149 1 1 69] G603 1835 1 1
10| B118 1672 1 1 70| Ge06 1306 1 1
11 B119 2062 1 1 711 G607 900 1 1
121 B120 958 1 1 72 G609 1459 1 1
13| B122 77 0 0
14| B123 2182 1 1
15[ B124 1425 1 1
16 B127 1020 0 0
171 B129 2167 1 1
18[ B130 923 1 1
19 B131 1001 1 1
20| B132 2229 1 0
21| B133 1220 1 1
22 B134 1132 1 1
23| B135 1209 1 1
24 B136 771 1 1
25( B137 655 0 0
26 B139 1657 1 1
27| B140 1306 1 1
28| B141 922 1 1
29| B143 2433 1 1
30| Bil4e 1340 1 1
31| B148 1442 1 1
32| B150 1242 1 1
33| B156 1181 1 0
34 B159 2083 1 1
35[ B160 957 1 1
36| B162 1507 1 1
37| Bi1e7 1548 1 0
38| B170 2589 1 1
39 B176 1233 1 1
40 B178 1863 1 1
41 c201 1262 1 1
42 202 1636 1 0
43 €203 1060 1 1
44 C204 1073 1 1
45| C205 785 1 1
46| €206 1273 1 1
47( D301 1738 1 1
48 D302 630 1 0
49 D303 1478 0 1
50| D305 1142 1 1
51| D306 1492 1 1
52| D307 1217 1 1
53| D308 1263 1 1
54 D310 1331 1 1
55| D312 1001 1 1
56 D313 1416 1 1
57| D314 1014 1 1
58| D318 2007 1 1
59| E401 1034 1 1
60| E403 1877 1 1
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Coordonnées de la courbe ROC - Réponse moléculaire - 18 mois - Critéeres GAT-LMC

Positif si Positif si
SUPENEUrou | gonginilite | 1 - Spécificité | SUPEMEUTOU | gensibilité | 1 - Spécificité
égal a égal a
(ng/ml) (ng/ml)

76,0 1 1 1357,0 0,452 0,6
353,5 1 0,9 1375,0 0,452 0,5
642,5 0,984 0,9 1395,0 0,452 0,4
713,0 0,984 0,8 1412,5 0,452 0,3
778,0 0,968 0,8 1420,5 0,435 0,3
842,5 0,952 0,8 1433,5 0,419 0,3
911,0 0,935 0,8 1450,5 0,403 0,3
922,5 0,919 0,8 1468,5 0,387 0,3
940,0 0,903 0,8 1485,0 0,387 0,2
957,5 0,887 0,8 1499,5 0,371 0,2
959,0 0,871 0,8 1511,5 0,355 0,2
980,5 0,855 0,8 1532,0 0,339 0,2

1007,5 0,823 0,8 1592,0 0,323 0,2
1017,0 0,806 0,8 1646,5 0,306 0,2
1027,0 0,806 0,7 1664,0 0,29 0,2
1047,0 0,79 0,7 1671,5 0,29 0,1
1061,5 0,774 0,7 1703,5 0,274 0,1
1068,0 0,758 0,7 1736,5 0,258 0,1
1096,0 0,742 0,7 1774,5 0,242 0,1
1125,5 0,742 0,6 1823,0 0,242 0
1137,0 0,726 0,6 1849,0 0,226 0
1145,5 0,71 0,6 1870,0 0,21 0
1164,0 0,694 0,6 1930,0 0,194 0
1180,0 0,677 0,6 1985,5 0,177 0
1195,0 0,661 0,6 1997,5 0,161 0
1213,0 0,645 0,6 2022,5 0,145 0
1218,5 0,629 0,6 2050,0 0,129 0
1226,5 0,613 0,6 2072,5 0,113 0
1237,5 0,597 0,6 2125,0 0,097 0
1252,0 0,581 0,6 2174,5 0,081 0
1262,5 0,565 0,6 2205,5 0,065 0
1268,0 0,548 0,6 2251,0 0,048 0
1289,5 0,532 0,6 2353,0 0,032 0
1318,5 0,5 0,6 2511,0 0,016 0
1335,5 0,484 0,6 2590,0 0 0
1342,5 0,468 0,6
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8.7. Données relatives aux réponses hématologiques a 3 mois

cp RHC Optimale cp RHC Optimale
N° Code patient (nefirl) (au plus tard N°® Code patient (ng/mi) (au plus tard
a 3 mois) a 3 mois)
1 B101 834 1 23 B154 2305 1
2 B102 412 1 24 B155 450 1
3 B103 1182 1 25 B158 1143 1
4 B104 1783 1 26 B160 541 1
5 B110 1251 1 27 B163 669 1
6 B112 1255 1 28 B164 1151 1
7 B114 1018 1 29 B166 936 1
8 B115 726 1 30 B169 993 1
9 B116 2068 1 31 B170 1994 1
10 B117 468 1 32 B171 1717 1
11 B124 1321 1 33 B174 1003 1
12 B127 2321 1 34 B176 1362 1
13 B130 732 1 35 B178 1702 1
14 B132 1345 1 36 C205 700 1
15 B134 1560 1 37 D304 1028 1
16 B135 1527 1 38 D312 858 1
17 B136 826 1 39 D313 1535 1
18 B138 1219 1 40 D314 837 1
19 B139 1489 1 41 D318 1082 1
20 B148 1147 1 42 D320 1172 1
21 B150 1144 1 43 D322 1971 1
22 B152 1495 1 44 D323 951 1
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8.8. Données relatives a la détermination du seuil d’efficacité de la concentration plasmatique
résiduelle d’imatinib pour I’obtention d’une réponse cytogénétique optimale (RCyC) a 6 mois

N i Cp RCyC au plus tard
N Code patient (ng/mi) 2 6 mois
1 B101 1448 1
2 B110 2204 0
3 B114 1311 0
4 B115 993 0
5 B117 791 0
6 B118 1812 1
7 B119 2062 1
8 B121 1035 0
9 B122 1141 0
10 B123 1272 1
11 B124 1439 1
12 B126 0 0
13 B128 77 0
14 B132 1345 1
15 B134 943 1
16 B135 1527 1

Coordonnées de la courbe ROC - Réponse cytogénétique - 6 mois

Positif si
SUPENeUrou | sensibilité | 1 - Spécificité

égal a

(ng/ml)
-1,0 1 1
38,5 1 0,875
4340 1 0,75
867,0 1 0,625
968,0 0,875 0,625
1014,0 0,875 0,5
1088,0 0,875 0,375
1206,5 0,875 0,25
1291,5 0,75 0,25
1328,0 0,75 0,125
1392,0 0,625 0,125
1443,5 0,5 0,125
1487,5 0,375 0,125
1669,5 0,25 0,125
1937,0 0,125 0,125
2133,0 0 0,125
2205,0 0 0

Page LVIII



Annexes

8.9. Données relatives a I’évaluation du potentiel prédictif de la détermination précoce des
concentrations plasmatiques résiduelles de I'imatinib pour la réponse moléculaire a 12 mois

(criteres ELN)

Inclusion de tous les patients / Exclusion des valeurs extrémes

Réponse Réponse
. Cp a 1 mois | optimale a 12 . Cp 321 mois | optimale a 12

Code patient p(ng;mlj mois selon ELN Code patient r;ng;mlj mois selon ELN
N° (RMM) N° (RMM)
1 B112 608 0117 B155 1199 0
2 B115 598 0]18 B157 1031 0
3 B124 1777 1[19 B158 913 0
4 B127 1694 0]20 B160 933 1
5* B128 77 0]21 B162 1617 1
6 B130 507 122 B170 2019 1
7 B132 2083 1123 C205 700 1
8 B135 1652 1[24 D304 1028 0
9 B136 731 125 D309 1090 0
10 B139 1462 1]26 D313 1535 1
11 B141 1075 0]27 D314 1208 1
12 B148 2132 128 D318 1868 1
13 B149 1226 0f29* D319 2108 0
14 B150 1243 1[30 D320 1067 0
15 B152 562 0]31 D321 1228 0
16* B154 1730 0]32 E408 976 0

* Valeurs extrémes

Coordonnées de la courbe ROC - Potentiel prédictif 1 mois / 12 mois - Réponse moléculaire -
Critéres ELN - Inclusion de tous les patients

Positif si Positif si
SUPENEUroU | gongibilite | 1 - Spécificité | SUPEMEUTOU | gensibilité | 1 - Spécificité
égal a égal a
(ng/ml) (ng/ml)

76,0 1 1 1217,0 0,667 0,294
292,0 1 0,941 1227,0 0,667 0,235
534,5 0,933 0,941 1235,5 0,667 0,176
580,0 0,933 0,882 1352,5 0,6 0,176
603,0 0,933 0,824 1498,5 0,533 0,176
654,0 0,933 0,765 1576,0 0,467 0,176
715,5 0,867 0,765 1634,5 0,4 0,176
822,0 0,8 0,765 1673,0 0,333 0,176
923,0 0,8 0,706 1712,0 0,333 0,118
954,5 0,733 0,706 1753,5 0,333 0,059

1002,0 0,733 0,647 1822,5 0,267 0,059
1029,5 0,733 0,588 1943,5 0,2 0,059
1049,0 0,733 0,529 2051,0 0,133 0,059
1071,0 0,733 0,471 2095,5 0,067 0,059
1082,5 0,733 0,412 2120,0 0,067 0
1144,5 0,733 0,353 2133,0 0 0
1203,5 0,733 0,294
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Coordonnées de la courbe ROC - Potentiel prédictif 1 mois / 12 mois - Réponse moléculaire -
Critéres ELN - Exclusion des valeurs extrémes

Positif si
SUpErieurou | - gengipilité | 1 - Spécificité
égal a
(ng/ml)

506,0 1 1
534,5 0,933 1
580,0 0,933 0,929
603,0 0,933 0,857
654,0 0,933 0,786
7155 0,867 0,786
822,0 08 0,786
923,0 08 0,714
954,5 0,733 0,714
1002,0 0,733 0,643
1029,5 0,733 0,571
1049,0 0,733 05
1071,0 0,733 0,429
1082,5 0,733 0,357
1144,5 0,733 0,286
1203,5 0,733 0,214
1217,0 0,667 0,214
1227,0 0,667 0,143
12355 0,667 0,071
1352,5 0,6 0,071
1498,5 0,533 0,071
1576,0 0,467 0,071
1634,5 0,4 0,071
1673,0 0,333 0,071
1735,5 0,333 0
1822,5 0,267 0
19435 0.2 0
2051,0 0,133 0
2107,5 0,067 0
2133,0 0 0
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8.10. Données relatives a I’évaluation du potentiel prédictif de la détermination précoce des
concentrations plasmatiques résiduelles d’'imatinib pour la réponse moléculaire a 18 mois

(critéres GAT-LMC)

Inclusion de tous les patients

N° Code Cp a 1 mois |Réponse optimale N Code Cp a 1 mois |Réponse optimale
patient (ng/ml) a 18 mois selon patient (ng/ml) a 18 mois selon

GAT-LMC (RMM) GAT-LMC (RMM)

1| B112 608 0| 11| B148 2132 1
2 B115 598 1 12 B150 1243 1
3| Bl124 1777 1| 13| B160 933 1
4| B127 1694 0| 14] Bi162 1617 1
5| B130 507 1{ 15] B170 2019 1
6] B132 2083 1| 16| (€205 700 1
7| B135 1652 1| 17| D313 1535 1
8| B136 731 1| 18] D314 1208 1
9] B139 1462 1{ 19] D318 1868 1

10| B141 1075 1

Coordonnées de la courbe ROC - Potentiel prédictif 1 mois / 18 mois - Réponse moléculaire -
Critéres GAT-LMC - Inclusion de tous les patients

Positif si
superieurou - sensibilité | 1 - Spécificité
égal a
(ng/ml)

506,0 1 1
552,5 0,941 1
603,0 0,882 1
654,0 0,882 0,5
715,5 0,824 0,5
832,0 0,765 0,5
1004,0 0,706 0,5
11415 0,647 0,5
12255 0,588 0,5
1352,5 0,529 0,5
1498,5 0,471 0,5
1576,0 0,412 0,5
1634,5 0,353 0,5
1673,0 0,294 0,5
1735,5 0,294 0
1822,5 0,235 0
1943,5 0,176 0
2051,0 0,118 0
2107,5 0,059 0
2133,0 0 0
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8.11. Données relatives a la détermination de la variabilité inter-individuelle de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatihib

Variabilité inter-individuelle 1 mois - 300 mg/j

Cp a 1 mois
N° {ng/ml)
Code patient (300 mg)
1 B149 1226
2 B158 913

Variabilité inter-individuelle 1 mois - 400 mg/j

Variabilité inter-individuelle 3 mois - 300 mg/j

Cp a 3 mois
N° (ng/ml)
Code patient (300 mg)
1 B132 1296
2 B149 1364
3 B151 1464
4 B152 1567
5 B158 1143
6 C207 1009

Cp 4 1 mois Cp a4 1 mois

N° (ng/ml) N (ng/ml)

Code patient (400 mg) Code patient (400 mg)
1 B11S 598 15 B164 1598
2 B124 1777 16 B166 1066
3 B125 5083 17 B169 853
4 B127 1694 18 B170 2019
5 B138 995 19 c207 1617
6 B139 1462 20 D312 989
7 B141 1075 21 D313 1769
8 B148 2132 22 D318 1868
9 B150 1243 23 D319 2108
10 B154 1730 24 D320 1067
11 B155 1199 25 D322 1971
12 B160 933 26 E411 475
13 B162 1617 27 E412 451

14 B163 969
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Variabilité inter-individuelle 3 mois - 400 mg/j

Cp a 3 mois Cp a 3 mois
N° (ng/ml) N° (ng/ml)
Code patient (400 mg) Code patient (400 mg)
1 B101 834 23 B160 541
2 B102 412 24 B164 1151
3 B103 1182 25 B166 936
4 B109 201 26 B167 957
5 B110 1251 27 B168 1188
6 B112 1255 28 B169 993
7 B114 1018 29 B170 1994
8 B115 726 30 B171 1717
9 B117 468 31 B176 1362
10 B124 1321 32 B178 1702
11 B127 2321 33 C206 1347
12 B130 732 34 D306 1118
13 B134 1560 35 D312 858
14 B136 562 36 D313 1658
15 B138 1620 37 D317 1238
16 B139 1489 38 D318 1443
17 B147 546 39 D321 2788
18 B148 1147 40 D322 1991
19 B150 1144 a1 D323 988
20 B154 2305 42 E401 946
21 B155 450 a3 E405 531
22 B157 1170 44 E410 949
Variabilité inter-individuelle 12 mois - 300 mg/j
Cp a 12 mois
N° (ng/ml)
Code patient (300 mg)
1 B128 0
2 B140 1306
3 B149 1233
4 B154 1418
5 B158 1257
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Variabilité inter-individuelle 12 mois - 400 mg/j

. Cp a 12 mois R Cp a 12 mois
N Code patient (ng/ml) (400 mg) N Code patient (ng/ml) (400 mg)
1 B101 1388 37 B160 957
2 B102 2227 38 B162 2032
3 B103 1203 39 B173 1819
4 B104 2048 40 c201 1262
5 B105 1133 a1 €202 784
6 B106 1988 42 €203 1060
7 B110 1452 43 €205 791
8 B111 1735 44 €206 1099
9 B112 1456 45 D301 1738
10 B115 754 46 D302 501
11 B117 631 47 D303 801
12 B119 2206 48 D305 1142
13 B120 727 49 D306 663
14 B122 1242 50 D307 1327
15 B123 2182 51 D308 1263
16 B124 1425 52 D310 1396
17 B126 0 53 D311 1281
18 B127 1343 54 D312 1001
19 B129 2167 55 D313 1416
20 B130 923 56 D314 1014
21 B131 1001 57 D315 201
22 B132 2229 58 D318 2007
23 B133 873 59 E401 1148
24 B134 1046 60 E403 1541
25 B135 1209 61 E405 1179
26 B137 537 62 E407 1300
27 B139 1657 63 E408 1100
28 B141 1080 64 E414 1063
29 B143 2433 65 F501 2408
30 B146 1340 66 F502 1983
31 B148 1442 67 G601 2038
32 B150 1059 68 G602 0
33 B152 1328 69 G606 1306
34 B155 731 70 G607 900
35 B157 876 71 G609 1459
36 B159 1816 72 G610 613
Variabilité inter-individuelle 18 mois - 400 mg/j
N Cp (ng/ml) - Cp (ng/ml)
Code patient (400 mg) Code patient (400 mg)
1 B102 844 22 B137 684
2 B103 1119 23 B139 2109
3 B104 1860 24 B141 922
4 B105 1782 25 B143 2622
5 B106 1921 26 B146 1456
6 B110 2489 27 B159 2157
7 B111 1648 28 €201 1198
8 B112 1564 29 €203 1260
9 B115 1149 30 €205 962
10 B119 2153 31 C206 1059
11 B120 958 32 D301 1584
12 B122 77 33 D302 630
13 B123 1520 34 D303 536
14 B124 1439 35 D305 1392
15 B127 1020 36 D307 1448
16 B129 1368 37 D308 1435
17 B130 1167 38 D310 1094
18 B131 1211 39 D312 1006
19 B133 955 40 D313 1318
20 B134 1132 41 D314 792
21 B135 1200 42 F501 1671
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8.12. Données relatives a la détermination de la variabilité intra-individuelle de la concentration
plasmatique résiduelle d’imatihib : 400 mg/j, 300 mg/j, 600 mg/j

400 mg/j
B126* | BI137* | Ble2 Bl64 B166 €208 D322 405 Bl52 | BI67* | D304 | D306 403
1123 537 1617 1598 1066 876 1971 531 1689 957 1028 1118 1052
0 783 1507 1151 936 898 1991 650 1430 1629 548 1160 1486
837 684 1723 1206 976 768 1821 1113 1222 1548 1206 1007 1541
800 655 2032 787 853 706 1706 1179 1305 1551 1155 663 1969
m (ng/mi) | 690 665 1720 1186 958 812 1872 868 1328 1838 1218 1854 1877
& 4175 87,7 1958 | 2875 76,6 78,5 1163 | 2819 [m (ng/mi)| 1397 1505 111 1160 1585
[V (%) 60,5 13,2 1.4 24,2 8,0 9,7 5,2 32,5 o 1800 | 3281 | 1182 | 4341 | 3635
B10L | B117* | BI123 B129 B130 B133 BI136 | B1S5* | BIs7 B159 B163 B170 €205 D303 D307 D308
834 468 1272 2167 507 873 731 1199 1031 1620 969 2019 700 717 1217 1263
1131 360 1155 1073 732 1220 562 1085 1229 1949 930 1748 785 923 1327 1191
1448 714 2507 2399 842 955 775 837 2002 1816 943 1994 791 1038 1448 1435
1311 791 1633 2352 923 1020 1067 985 970 2083 584 1789 642 801 1732 1809
1668 470 1242 1368 1225 986 771 627 1291 1744 991 1952 796 580 1472 1368
1388 631 2182 2227 1167 1270 781 731 976 2157 1136 1702 962 536 1343 1244
m (ng/mi) | 1297 572 1665 1031 899 1054 781 911 1250 1805 992 1867 779 766 1423 1385
& 7867 | 1660 | 5605 | 5644 | 2696 | 1566 | 1627 | 2178 | 3022 | 2057 74,3 137,10 | 1086 | 1048 | 1770 | 2258
oV (%) 22,1 29,0 33,7 29,2 30,0 14,9 20,8 23,0 31,4 10,9 7.5 73 13,9 254 12,4 163
B141 B143 B146 B148 B150 B154 D301 D305 D312 D318
1075 2364 1340 2132 1243 1730 1356 1142 989 1868
988 2203 1063 1147 1144 2009 1598 1072 858 1082
753 2433 1112 1123 1229 2305 1713 1392 869 1443
915 2031 779 1264 1242 1816 1738 962 760 1249
1080 2622 1456 1242 1048 1558 1948 1395 1001 1824
1100 2631 1185 1884 1144 1755 1584 109 740 1752
922 2733 1237 1342 1059 2090 1751 1210 1006 2007
m (ng/mi) | 976 2431 1167 1362 1158 1895 1670 1181 830 1604
& 1242 | 2530 | 2172 | 3935 833 7536 | 1833 | 1632 | 1120 | 3481
[V (%) 12,7 104 18,6 26,9 7.2 13,4 15,0 13.8 12,7 21,7
B119 B120 B131 | BI32* | BI3S B139 B160 C201_| D302* | D310 D314
1238 727 1063 1337 1652 1462 933 1307 630 1396 1208
2062 634 1094 2083 1527 1489 711 990 436 1689 837
2018 1075 1581 2366 1296 1332 541 885 501 1494 956
1412 958 1001 2129 1661 1678 567 895 0 1331 684
2206 1121 1136 2262 1473 2727 749 1262 326 1307 1001
1755 1000 1211 2883 1425 1621 1025 1263 77 1089 1014
2153 959 1298 2310 1209 1657 805 905 2117 1562 938
1792 1541 799 2229 1200 2109 957 1198 1336 1094 792
m (ng/mi) | 1830 1002 1148 2212 1430 1759 786 1088 678 1370 929
o 3520 | 2738 | 2292 | 4318 | 1827 | 4534 | 1786 | 1861 | 7112 | 2122 | 1596
oV (%) 19,0 273 20,0 19,5 12.8 25,8 22,7 17,1 104,9 155 17,2
B104 B105S B111 B115 B122* B124 B127* C206 B103 B134 D313
1783 1133 1305 598 1141 1777 1694 1347 1182 1560 1769
2358 1684 1735 726 1189 1635 2321 1030 1176 977 1535
2259 1782 1825 744 1242 1321 1390 1273 1030 943 1658
2353 1369 1490 993 1375 1224 1325 1036 1308 899 2253
2048 1420 1648 827 1872 1439 1013 1099 1441 1403 2298
2372 1329 1649 753 77 1262 1343 1058 1203 817 1512
2436 1661 1566 754 1406 1425 1524 1167 1186 1046 2526
1860 1438 1698 1253 1099 1746 1193 1059 1119 1254 1434
1876 1066 1514 1037 1691 1439 1020 1118 1458 1132 1416
m (ng/ml) 2149 1431 1603 854 1232 1474 1425 1132 1665 550 1318
o 257,8 244,1 154,4 202,2 504,1 202,3 401,6 111,3 m (ng/ml) 1277 1058 1772
CV (%) 12,0 17,1 9,6 23,7 40,9 13,7 28,2 9,8 o 191,5 293,7 429,5
CV (%) 15,0 27,8 24,2
B102 B106 Bl12* €203 B8110*
412 1285 608 1060 1568
432 2451 | 1255 | 1192 1251
960 1988 1370 1014 3565
938 1996 1361 1260 2250
756 2282 853 792 1942
756 1921 1456 917 693
756 1887 1614 892 1422
756 2020 | 1274 930 1452
756 1938 1564 1458 1674
756 1904 1381 1036 2489
756 1702 1662 1083 1409
m (ng/ml) 756 1943 1309 1058 1220
B 756 296,6 319,3 188,8 3371
Cv (%) 756 15,3 24,4 17,8 m(ng/ml)| 1870
o 845,0
CV (%) 45,2 600 mg/j
B118 D306
300 mg/j 1812 1252
B149 B140 B128* B158* C204 1649 1492
1226 1306 77 913 1073 1637 1313
1364 709 1544 1143 1247 1711 1318
933 1174 0 1150 1200 1488 m (ng/ml) | 1344
850 1563 0 954 1070 1907 -] 103,3
929 2001 0 1257 m (ng/ml)| 1148 2000 CV (%) 7,7
1233 1083 m (ng/ml) 324 1083 a 89,8 1628
756 m (ng/ml)| 1306 o 682,7 144,6 cV (%) 7,8 m (ng/ml)| 1725
m (ng/ml) 1042 o 441,1 CV (%) 210,6 13,3 o 167.1
o 230,0 Vv (%) 338 cv (%) 5,7
v (%) 22,1 * Non observants
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8.13. Données relatives a la recherche d’un lien significatif entre I'intensité de la réponse

moléculaire et les concentrations plasmatiques résiduelles d’imatinib

Cod Cp au moment Cp au moment
N°® a::)ieit de laréponse | Intensité RM N°® Code patient| delaréponse | Intensité RM
P (ng/mi) (ng/mi)
il B102 960 3 62 B159 2157 3
2 B103 1203 15 63 B160 957 3
3 B104 2273 4 64 B162 1507 3
4 B104 2048 5 65 B167 1548 3
5 B105 1133 15 66 B170 2589 3
6 B105 1661 1,5 67 B173 1760 1,5
7 B106 1988 3 68 B176 1233 3
8 B110 1452 15 69 B178 1863 3
9 B111 1735 [:! 70 C201 1262 3
10 B112 1456 15 71 c202 784 1,5
11 B115 754 15 72 c202 1636 3
12 B115 1149 3 73 C203 1060 4
13 B117 631 1,5 74 c204 1073 3
14 B118 1672 3 75 C205 785 3
15 B118 2000 i 76 205 962 !
16 B119 1238 L] L C206 1273 3
17 B119 2062 5 78 C206 1059 4
18 B120 727 15 79 D301 1738 3
19 B120 958 3 80 D302 630 3
20 B120 1541 L} 31 D303 801 1,5
71 B122 1242 1,5 82 D303 1478 1,5
P B123 1272 [:! 83 D304 1155 1,5
73 B123 1520 15 1! D305 1335 3
24 B124 1425 [:! 85 D306 b63 1,5
25 B126 0 15 36 D306 1492 3
26 B127 1343 15 8/ D307 1217 4
27 B128 0 15 88 D308 1263 3
28 B129 2167 4 89 D309 1698 1,5
29 B130 923 3 90 D310 1331 4
30 B130 1167 ] 91 D311 1281 15
31 B131 1001 3 92 D312 1001 45
32 B131 12598 [:! 93 D313 1416 45
33 B132 2229 3 BL D314 1013 3
37 B133 1220 1Y a5 D315 201 1,5
35 B133 955 15 96 D318 2007 3
36 B133 1270 5 a7 D319 866 1,5
37 B134 1046 15 98 D320 0 15
38 B134 1132 3 99 D321 1856 1,5
39 B135 1209 3 100 D324 1063 1,5
40 B136 171 3 101 E4D1 1034 3
41 B137 537 1,5 102 E403 1877 3
42 B139 1657 3 103 E405 1179 4
43 B140 1306 4 104 E407 1300 1,5
44 B140 1563 45 105 EA08 1100 1,5
45 B140 2001 5 106 E409 1345 45
46 B141 1080 15 107 E412 540 1,5
a7 B141 922 q 108 E413 1516 3
48 B143 1974 3 109 E414 1063 4,5
49 B143 2433 4 110 F501 2408 1,5
50 B146 1340 4 111 F502 1983 3
51 B148 1442 3 112 G601 2038 4
52 B149 756 1,5 113 G602 0 15
53 B150 1242 3 114 G603 1835 3
Y] B150 1059 q 115 G606 1306 5
TS B152 1305 15 116 G607 900 45
56 B154 1418 15 117 G608 367 1,5
57 B155 /31 15 118 G609 1459 4
58 B156 1181 3 119 G610 013 15
58 B157 876 1,5 120 G611 763 1,5
60 B158 1257 15 121 G612 202 15
&1 B159 2083 !
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8.14. Codification

Hematologie CLCC Blida

CTS Beni-Messous

Hématologie Beni-Messous

Contre Hématologie Tizi-Ouzou
Médecine Interne Rouiba
Hématologie CHU Blida
Féminin

Sexe Masculin
Non scolarisé
Primaire

Niveau d'instruction Moyen
Secondaire
Universitaire

Sortie de I'étude Oui
Non

Dc (diagnostic) cytogénétique Oul
Non

. . . . QOui

Dc (diagnostic) moléculaire Non

SPMG (présence de splénomégalie au Oui

diagnostic) Non

Autres anomalies chromosomiques Qui

(présence d'ACA) Non

Type d'anomalie (type d'ACA)

Non applicable

Donnée manguante

Délétion Der 9

Double Ph
Tr variante
Pathologies associées (présence) cl\ljgln
Traitements associés (liés a d'autres Qui
pathologies) Non
e . . Oui
Modification de posologie
P € Non
. Oui
Observance selon patient
Non
. . Oui
Observance selon investigateur
Non
. . . Oui
Interruption du traitement (momentanée) Non
Non

OOHOHOHOHOHOH#L\JMHOOHOHOHOHOwaMHOg—nG\—anﬁm

Switch (vers inhibiteur de 2éme génération |Switch vers nilotinib Nilotinib
ou chimiothérapie) Switch vers dasatinib Dasatinib
Introduction d'une chimiothérapie Chimio
Réponses au traitement : réponses oul 1
hématologique compléte (RHC),
cytogénétique compléte (RCyC) ou
moléculaire majeure (RMM), selon le cas Non 0
Absence 0
Effets indésirables et toxicités : Grade, Grade 1 1
Grade 2 2
selon le cas Trade s 3
Grade 4 4
Concentration plasmatique résiduelles d'imatinib (ng/ml)
<RMM 1,5
. . . , RM3 atteinte 3
Intensité .RM (intensité de la réponse VA 3Teite T
moléculaire) RV 45 atteinte 75
RM 5 atteinte 5
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Résumé

Résumé

Introduction : Le cancer constitue une cause majeure de déces dans le monde avec
8,8 millions de déces en 2015. En Algérie la Leucémie Myéloide Chronique (LMC) occupe
la 5°™¢ place des cancers. L’introduction des thérapies ciblées, avec I'imatinib en téte de
liste, a révolutionné son traitement. La variabilité de la concentration plasmatique de
I'imatinib peut étre a l'origine d’échecs thérapeutiques. Le suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) de l'imatinib, largement répandu dans d’autres pays, n’est
malheureusement pas pratiqué en Algérie.

Objectifs : Le but de ce travail est d’introduire le STP de I'imatinib en Algérie. Pour cela, la
mise au point d’une méthode d’analyse et la détermination du seuil d’efficacité de Ila
concentration plasmatique résiduelle de I'imatinib dans notre population, sont des
préalables indispensables. Ils constituent le principal objectif de cette étude.

Matériels et méthodes : Une étude de stratégie diagnostique multicentrique a été menée
sur une population constituée de 139 patients provenant de 16 willayas de la région
centre. Les patients ont été prélevés, en paralléle au suivi de la réponse au traitement,
pour dosage de I'imatinibémie qui a été réalisé par HPLC-DAD.

Résultats : Les réponses hématologique, cytogénétique et moléculaire des patients
concordent avec les données de la littérature. Une importance particuliére a été accordée
a la réponse moléculaire, pour laquelle un seuil d’efficacité compris entre 1200
et 1250 ng/ml a été mis en évidence, aprés qu’un lien ait été établi entre les
concentrations d’imatinib et la réponse moléculaire majeure. Un lien significatif a
également été mis en évidence entre la réponse moléculaire et I'observance au
traitement.

Conclusion : Le seuil déterminé au cours de nos investigations se rapproche plus du seuil
de 1000 ng/ml, recommandé par les occidentaux que de celui proposé par les chercheurs
jordaniens, qui dépasse les 2000 ng/ml.

L'introduction du STP de I'imatinib devrait permettre d’aider les prescripteurs a optimiser
la prise en charge des patients atteints de LMC.

Mots clés: Imatinib - Suivi thérapeutique pharmacologique - Thérapie ciblée -
Imatinibémie - Leucémie myéloide chronique - Inhibiteur de tyrosine kinases - Algérie
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Résumé

Abstract

Introduction : Cancer is a major cause of death in the world with 8.8 million deaths in 2015. In
Algeria, Chronic Myeloid Leukemia (CML) ranks 5™ among cancers. The introduction of targeted
therapies, with imatinib at the top of the list, has revolutionized its treatment. Variability in the
plasma concentration of imatinib may cause treatment failure. Therapeutic Drug Monitoring
(TDM) of imatinib, widely used in other countries, is unfortunately not practiced in Algeria.

Objectives : The aim of this work is to introduce the TDM of imatinib in Algeria. For this, the
development of an analysis method and the determination of the threshold of effectiveness of
the residual plasma concentration of imatinib in our population are essential prerequisites. They
constitute the main objective of this study.

Materials and methods : A multicentre diagnostic strategy study was conducted on a population
of 139 patients from 16 willayas (departments) in the central region. We took blood samples from
the patients, in parallel with the monitoring of the response to treatment, for determination of
imatinibemia that was carried out by HPLC-DAD

Results : The haematological, cytogenetic and molecular responses of the patients agree with the
data in the literature. Particular importance was given to the molecular response, for which an
efficacy threshold of between 1200 and 1250 ng / ml was demonstrated, after a link was
established between the concentrations of imatinib and the major molecular response. A
significant link was also highlighted between molecular response and treatment compliance.

Conclusion: The threshold determined during our investigations is closer to the threshold
of 1000 ng / ml, recommended by Westerners than to that proposed by Jordanian researchers,
which exceeds 2000 ng / ml.

The introduction of TDM is expected to help prescribers optimize the management of patients
with CML.

Keywords : Imatinib — Therapeutic Drug Monitoring - Targeted therapy - Imatinibemia - Chronic
myeloid leukemia - Tyrosine kinase inhibitor - Algeria
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Résumé

Introduction : Le cancer constitue une cause majeure de déces dans le monde avec
8,8 millions de déces en 2015. En Algérie la Leucémie Myéloide Chronique (LMC) occupe
la 5°™¢ place des cancers. L'introduction des thérapies ciblées, avec I'imatinib en téte de
liste, a révolutionné son traitement. La variabilité de la concentration plasmatique de
I'imatinib peut étre a l'origine d’échecs thérapeutiques. Le suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) de limatinib, largement répandu dans d’autres pays, n’est
malheureusement pas pratiqué en Algérie.

Objectifs : Le but de ce travail est d’introduire le STP de I'imatinib en Algérie. Pour cela, la
mise au point d’une méthode d’analyse et la détermination du seuil d’efficacité de la
concentration plasmatique résiduelle de l'imatinib dans notre population, sont des
préalables indispensables. Ils constituent le principal objectif de cette étude.

Matériels et méthodes : Une étude de stratégie diagnostique multicentrique a été menée
sur une population constituée de 139 patients provenant de 16 willayas de la région
centre. Les patients ont été prélevés, en paralléle au suivi de la réponse au traitement,
pour dosage de I'imatinibémie qui a été réalisé par HPLC-DAD.

Résultats : Les réponses hématologique, cytogénétique et moléculaire des patients
concordent avec les données de la littérature. Une importance particuliere a été accordée
a la réponse moléculaire, pour laquelle un seuil d’efficacité compris entre 1200
et 1250 ng/ml a été mis en évidence, aprés qu’un lien ait été établi entre les
concentrations d’imatinib et la réponse moléculaire majeure. Un lien significatif a
également été mis en évidence entre la réponse moléculaire et I'observance au
traitement.

Conclusion : Le seuil déterminé au cours de nos investigations se rapproche plus du seuil
de 1000 ng/ml, recommandé par les occidentaux que de celui proposé par les chercheurs
jordaniens, qui dépasse les 2000 ng/ml.

L'introduction du STP de l‘imatinib devrait permettre d’aider les prescripteurs a optimiser
la prise en charge des patients atteints de LMC.

Mots clés: Imatinib - Suivi thérapeutique pharmacologique - Thérapie ciblée -
Imatinibémie - Leucémie myéloide chronique - Inhibiteur de tyrosine kinases - Algérie
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