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Liste des abréviation

7-OH-MTX: 7-hydroxy-méthotrexate.

ABCC: ATP-binding cassette.

ABL: Tyrosine-protein kinase.

ADME: Absorption, distribution, métabolisme et élimination.
ADN: Acide désoxyribonucléique.

AICAR: 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide.
AINS: Anti-inflammatoire non stéroidien.

ALAT: Alanine aminotransférase.

ANSM: Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé.
ASAT: Aspartate aminotransférase.

ATP: Adénosine triphosphate.

BCR: Breakpoint cluster region protein.

CBS: Cystathionine-p-synthase.

CEDIA: Cloned Enzyme Immuno Donor Assay.

CHU: Centre hospitalo-universitaire.

CyL: Cystathionine-y-lyase.

DAMPA: Acide 2,4 diamino-10 méthylptéroique.
DHF: Dihydrofolate.

DHFR: Dihydrofolate réductase.

dTMP: Acide désoxythymidyl-5’-monophosphate.
dUMP: Acide désoxyuridyl-5’-monophosphate.
EBV: Virus d'Epstein-Barr.

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid.

ELISA: Enzyme linked immuno sorbent assay.

EMIT: Enzyme multiplied immunoassay technique.
FAB: Franco-américano-britannique.

FDA: Food and Drug Administration.

FIA: Fluorescence Immuno- Assay.

FNS: Formule numération sanguine.

FPI1A: Fluorescence Polarization Immuno Assay.



FPGS: Folylpolyglutamyl synthase.

G6PDH: Enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase.
GB: globule blanc.

GGH: y-glutamyl hydrolase.

HB: Hémoglobine.

HPLC: High performance liquid chromatography.

IMC: Indice de masse corporelle.

IUPAC: Union internationale de chimie pure et appliquée.

IV: Intraveineuse.

LA: Leucémie aigue.

LAL: Leucémie aigue lymhoide.

LAM: Leucémie aigue myéloide.

LB: Lymphome de Burkitt.

LDGC: Lymphome diffus a grande cellules B.

LLC: Leucémie lymphoide chronique.

LMC: Leucémie myéloide chronique.

LNH: Lymphome non hodgkinien.

LPSNC: Lymphome primaire du systéeme nerveux central.

MRP: Multidrug Resistance Protein.

MTHFR: Méthyléne-tétrahydrofolate réductase.

MTX: Méthorexate.

MTX-HD: Méthotrexate hautes doses.

NAD: Nicotine adénine dinucléotide.

NADH: Nicotine adénine dinucléotide réduite.

NADP: Nicotine adénine dinucléotide phosphate.

OAT: Organic Anion Transporter.

OMEDIT: Observatoire du Médicament, des Dispositifs Médicaux et de I’Innovation
Thérapeutique.

OMS: Organisation mondiale de la santé.

PABA: Acide para-aminobenzoique.

PDH: Glucose-6-phosphate déshydrogénase.

PNN: polynucléaire neutrophile.

RCP: Résumé des caractéristiques du produit.



RFC: Reduced Folate Carrier.

SAH : S-adénosyl-L-homocysteine.

SC: surface corporelle

SHMT: Sérine hydroxyméthyltransférase.
SNC: Systéme nerveux central.

STP : Suivi thérapeutique pharmacologique.

TDM: Therapeutic Drug Monitoring.
THF: Tétrahydrofolate.
TS: Thymidylate synthase.

VIH: Virus de I'immunodéficience humaine.
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Introduction

Les hémopathies malignes désignent une catégorie générale de cancer du sang. Il s’agit d’un
cancer qui se développe a partir des cellules sanguines donnant des leucémies, des myélomes
ou des lymphomes. Le traitement de ces maladies repose sur la chimiothérapie, les thérapies

ciblées, la greffe des cellules de la moelle osseuse ou du sang et parfois la radiothérapie.

Le méthotrexate est une molécule appartenant a la classe pharmaco thérapeutique des

antimétabolites, la sous-classe des antifolates.

A haute dose (> lg/m?) il est largement utilisé depuis de nombreuses années pour le
traitement des hémopathies malignes telles que les leucémies aiglies lymphoides, certains
lymphomes non hodgkiniens et ostéosarcomes de haut grade de malignité ce qui a permis

d’améliorer notablement le pronostic de ces pathologies [1].

Malgré I’identification partielle des mécanismes de toxicité du méthotrexate et I’amélioration
des pratiques visant a réduire son incidence, une part non négligeable des patients la
développerait. Cette toxicité est le plus souvent benigne, mais peut également mettre en jeu le
pronostic vital. I1 n’est actuellement pas possible de prédire chez quels patients elle se

manifesterait.

Cette toxicité importante ainsi que la grande variabilité inter et intra individuelle de réponse
imposent un dosage plasmatique régulier du médicament d’ou I’intérét du suivi thérapeutique

et pharmacologique.

Notre travail vise a démontrer I’intérét du suivi thérapeutique pharmacologique du

méthotrexate haute dose chez les patients atteints d’hémopathies malignes.

La premiere partie consiste en une revue de la littérature concernant les hémopathies malignes
traitées par méthotrexate haute dose, nous aborderont ensuite une monographie du
méthotrexate ainsi que le principe de son suivi et les différentes techniques utilisées pour son

dosage.

La deuxiéme partie concerne 1’étude pratique qui consiste en une application du STP sur une

population de patients atteints d’hémopathies malignes traités par méthotrexate haute dose



afin de démontrer I'intérét du dosage du méthotrexate dans la surveillance et la prise en

charge des patients.



Objectifs

L’objectif de ce travail est de mettre en avant Dintérét du suivi thérapeutique
pharmacologique du méthotrexate haute dose chez les patients atteints d’hémopathies

malignes

L’objectif principal de notre étude est d’étudier la cinétique d’élimination du méthotrexate et

connaitre les concentrations présentes dans le compartiment sanguin.

Dans cette optique, nous nous sommes intéress€s a I’étude de la variabilité interindividuelle

ainsi qu’a la corrélation entre les concentrations sanguines et la dose administrée.
Nous nous sommes également intéresses en second lieu a :

— Déceler les patients chez qui 1’élimination du médicament est retardée et qui sont plus
sensibles a sa toxicité ;
— Adapter la posologie du sauvetage folinique ainsi que sa durée d’administration en

fonction des taux plasmatiques du methotrexate obtenu.



Partie
théorique




CHAPITRE I : LES HEMOPATHIES
MALIGNES
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1 Définition
Les hémopathies malignes sont I’ensemble des cancers développés aux dépens du tissu

hématopoiétique et des organes lymphoides [2].

Ce sont des proliférations anormales et anarchiques des cellules sanguines matures
(responsables d’hémopathies d’évolution lente ou chronique) ou immatures (entrainant les

hémopathies d’évolution rapide ou aigue) [3].

Selon le site initial du développement de la maladie, deux classes peuvent étre distinguées :

les leucémies et les lymphomes.

2 Les leucémies

Actuellement, la leucémie n’est plus considérée comme une maladie unique mais un groupe
de maladies [4]. On distingue des pathologies chroniques telles que la leucémie myéloide
chronique et la leucémie lymphoide chronique, et des pathologies aigues ; la leucémie aigué
myeéloide et la leucémie aiglie lymphoblastique. Cette derniere se subdivise en LAL T, qui
consiste en une prolifération de cellules immatures de la lignee lymphoide T, et en LAL B

lorsque ce sont des cellules immatures lymphoides B qui proliférent [5].

2.1 Leucémies aigles

Les leucémies aigués (LA) sont des proliférations malignes dans le sang, la moelle et
éventuellement d’autres organes (ganglions, foie, rate, systéme nerveux central...), de
précurseurs des cellules sanguines blogués a un stade précoce de leur maturation (blastes).
Ces blastes tumoraux vont progressivement envahir la moelle osseuse et vont étre retrouves

dans le sang. lls proliférent treés rapidement [6].

Selon les précurseurs concernes, les leucémies aigues se différencient en :

- Les leucémies aiglies lymphoide (LAL), si les précurseurs sont lymphoides.
- Les leucémies aigues my¢loide (LAM) s’il s’agit d’un précurseur myéloide.
Ils représentent entre 10 et 15% des hémopathies malignes (7).

Chez I’enfant, les leucémies aigués myéloides (LAM) sont rares et surviennent avant 1’age de

2 ans ou aprés 15 ans. A I’inverse, la leucémie aigué lymphoide (LAL) est le cancer le plus
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fréquent chez les enfants et représente environ un quart de tous les cancers chez les sujets de

moins de 15 ans [8].

Le diagnostic des LA repose avant tout sur des criteres cytologiques et immunophénotypiques

des blastes de la moelle osseuse [9].

2.1.1 Les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL)

La leucémie aigué lymphoblastique est une affection médullaire caractérisée par une
prolifération clonale de lymphoblastes malins. Il s'agit en effet d'un groupe hétérogene
d'affections hématologiques avec des sous-groupes de pronostic différent, I'évolution est
spontanée et rapidement mortelle dans des situations d'infections séveres ou d'hémorragies

importantes [10].

A. Classification Franco-Américano-britannique

— La Leucémie Aigué Lymphoide de type 1 (LAL1-FAB)

Presente des petites cellules leucémiques avec une chromatine nucléaire homogene et un
noyau de forme réguliére. La principale caractéristique des formes LAL1 est I'homogeéneité de
tous les caractéres précédemment décrits chez un méme malade Cette catégorie constitue la

majorité des cas de LAL pédiatriques [11].
— La Leucémie Aigué Lymphoide de type 2 (LAL2-FAB)

Les LAL 2 ont de plus larges cellules leucémiques avec une chromatine de distribution
variable et un noyau de forme plus irréguliere que les L1 (il y a parfois méme plusieurs
noyaux). Chez un méme malade, il existe habituellement une hétérogenéite de la taille
cellulaire et d'importantes irrégularités de la forme nucléaire Cette entité représente environ
25% des cas de LAL pédiatriques [12].

— La Leucémie Aigué Lymphoide de type 3 (LAL3-FAB) ou LAL de « Burkitt »

La variété L3 est le type « Burkitt » de LAL ; les cellules sont analogues a celles des malades
atteints de lymphome de Burkitt et qui évoluent vers une phase leucémique. Les cellules ont
un aspect a peu prés homogene d'un malade a l'autre et chez un méme malade : elles sont
volumineuses avec une chromatine nucléaire d'apparence «dense » finement ponctuée

présentant souvent d’importantes vacuoles dans le cytoplasme basophile.
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B. Selon OMS

La classification cytologique FAB en LAL 1,2 et 3 a laissé place a la classification OMS qui
integre les données cytogénétiques et moléculaires et non seulement cytologiques, permettant
la définition d’entités distinctes dont la valeur pronostique, en termes d’évolution et de

réponse au traitement, est mieux définie.

= LAL/LL de la lignée B (75 % des cas)

= Translocation (9;22) (g34;911) ou chromosome Philadelphie

C’est l'anomalie chromosomique la plus fréquente chez I'adulte (15-30 %) elle correspond a
une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 - (9:22) (g34;q11) - mettant en
contact les genes ABL et BCR conduisant a la formation donc des protéines BCR-ABL de
différents poids moléculaires (M-BCR/p210 ou m-BCR/p190) en fonction de la localisation
du point de cassure dans le géne BCR [11].

= Translocation (4;11) (q21;923)
La translocation (4;11) représente environ 3 a 8% des LAL de I’adulte.
= Translocation (1;19) (q23;p13)

La translocation (1;19) (q23;p13) est retrouvée avec une fréquence quasi-identique (5%) dans
les LAL de I’adulte et de I’enfant.

= LALJ/LL de la lignée T (25 % des cas)

2.1.2 Laleucémie aigtie myéloide (LAM)

Les leucémies aigues myéloides sont des proliférations néoplasiques de précurseurs
médullaires des cellules sanguines, associées a un blocage de maturation de ces précurseurs
au stade de blastes, qui s’accumulent dans la moelle, dans le sang, et éventuellement dans
d'autres organes. Par ailleurs, il existe un déficit de production de cellules matures, d'ou une

anémie, une neutropénie et une thrombopénie, et leurs conséquences cliniques [13].

Tout comme les LAL, il existe une classification OMS tenant compte des caracteres
cytogénétiques et une classification Franco-Américano-Britannique « FAB » basée sur les

caracteres cytologiques bien que c’est cette derniére qui est trés utilisée actuellement.
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2.2 Leucémies chroniques

2.2.1 La leucémie lymphoide chronique (LLC)

Est une prolifération lymphoide monoclonale responsable d’une infiltration médullaire,
sanguine parfois ganglionnaire constituée de lymphocytes matures de morphologie normale,
d’origine monoclonale et de phénotype B dans 95 % des cas ou T dans 5% des cas. Dans 30%

des cas, il n'y a aucun signe clinique et les anomalies sont uniquement biologiques [14].

Son évolution est chronique, mais avec une survie qui peut varier de moins de 1 an a plus de
20 ans, elle est incurable cependant une guérison peut étre obtenue par une greffe allogénique
[15].

2.2.2 Laleucémie myeloide chronique (LMC)
La leucémie my¢loide chronique (LMC) est un syndrome myéloproliferatif, 11 s’agit d’une

prolifération monoclonale prédominante sur la lignée granuleuse sans blocage de maturation.

La presentation clinique de la LMC comprend 3 phases évolutives :

Une premiere phase dite chronique, pauci symptomatique. Suivie d'une deuxiéme phase,
caractérisée par une accélération de la maladie, et enfin une troisieme phase, appelée
transformation aigué, prenant l'aspect d'une leucémie aigué secondaire, résistante ou

réfractaire au traitement, conduisant au déces du patient [15].

3 Leslymphomes

Les lymphomes sont des cancers du sang qui touchent le systeme lymphatique, principal
élément du systéeme immunitaire de l'organisme. Cette maladie du sang est caractérisée par
la prolifération maligne de lymphocytes qui tendent a infiltrer tout I'organisme et différents
organes contenant du tissu lymphoide, la plupart du temps aux ganglions, du foie et de la rate,
provoguant une augmentation de leur taille. Prés de la moitié des cancers du sang sont des

lymphomes.
Il s'agit essentiellement de :
o La maladie de Hodgkin qui concerne 20% des lymphomes ;

e Des lymphomes non hodgkiniens, dans 80% des cas, auxquels le lymphome primaire

du SNC, lymphome diffus a grande cellules B et lymphome de Burkitt sont rattachés.


https://www.doctissimo.fr/sante/sante-pour-tous/rester-en-bonne-sante/conseils-renforcer-defenses-immunitaires
https://www.doctissimo.fr/html/dossiers/maladies-sang-hemopathie.htm
https://www.doctissimo.fr/html/sante/encyclopedie/maladie-de-hodgkin.htm
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3.1 La maladie de Hodgkin
Ce type de lymphome est relativement rare. Il est caractérisé par la présence dans les organes

atteints de cellules reticulaires dystrophiques : les cellules de Sternberg [16] .

Le lymphome hodgkinien survient principalement chez les jeunes adultes, dans la majorité
des cas entre 20 et 30 ans, et chez les personnes agées de plus de 60 ans. Il peut également

atteindre les enfants et les adolescents (il est exceptionnel avant I'age de 5 ans).

En cas de maladie de Hodgkin, la prolifération de cellules anormales entraine une
augmentation de volume des ganglions lymphatiques. Les lymphocytes ne fonctionnent plus
correctement. L'organisme perd donc une partie de son systeme de défense contre les virus et

les bactéries et par conséquent, des infections surviennent plus aisément.

Vraisemblablement, la maladie apparait initialement en un endroit déterminé, habituellement
un ganglion lymphatique, parfois ailleurs dans le systéme lymphatique dans la rate, le foie ou

la moelle osseuse.

En raison de sa grande sensibilité aux traitements par chimiothérapie et par radiothérapie, le

lymphome hodgkinien peut étre guéri dans plus de 80 % des cas [16].

3.2 Lymphomes non hodgkiniens
Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) englobent un groupe hétérogéne de cancers. Ces
lymphomes ne contiennent pas de cellules de Sternberg. Ils étaient désignes autrefois sous les

termes de lymphosarcomes.

Dans les LNH, les lymphocytes sont produits en trop grande quantité et leur durée de vie est
plus longue que la normale. Ces lymphocytes anormaux sont a I’origine de tumeurs qui se
développent, au détriment des cellules saines, dans les ganglions lymphatiques (lymphome
ganglionnaire) ou dans le tissu lymphoide que 1’on trouve dans la plupart des organes
(lymphome extra ganglionnaire). La tumeur peut se disséminer dans 1’organisme par la

circulation des lymphocytes anormaux dans la lymphe [17].

Il existe plusieurs classifications des lymphomes malins non hodgkiniens, on distingue :

3.2.1 Classification d’Ann Arbor modifiée
On définit quatre stades différents selon le nombre d’aires ganglionnaires atteintes et leur

localisation par rapport au diaphragme ainsi que par la présence ou non d’atteinte extra-

ganglionnaires d’origine hématogene (Tableau 1) [17,18]
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Tableau 1: Classification de Ann Arbor modifiée

Stade Extension de la maladie
Stade | Un seul territoire ganglionnaire atteint.
Stade Il Plus de deux territoires ganglionnaires atteints mais

tous situés du méme cote de diaphragme.

Stade 111 Plus de deux territoires ganglionnaires atteints et situés
des deux cotés de diaphragme.

Stade IV Atteinte médullaire ou viscérale (d’origine hématogene)

Classification clinico-biologique

A Absence de signe clinique d’évolutivité

B Présence d’au moins un des singes cliniques d’évolutivité
a Absence de syndrome inflammatoire

b Présence d’un syndrome inflammatoire

X Présence d’une masse Bulky

E Présence d’une atteinte viscérale de contiguité

3.2.2 Classifications pronostiques

Schématiquement et sur le plan pratique, on distingue :
» lymphomes B (85 %) contre lymphomes T (15 %) ;
» lymphomes agressifs et lymphomes indolents :
¢ les lymphomes T sont tous considérés comme des lymphomes agressifs (sauf les
lymphomes T cutanés) ;
% les lymphomes B sont eux séparés en agressifs (ou de haut grade de malignité)
contre indolents (ou de bas grade de malignité)
» lymphomes localisés (de stades I-11) contre lymphomes disséminés (de stades I11-1V)

[17,19]
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3.2.3 Le lymphome primitif du systeme nerveux central

Le lymphome primitif du systéeme nerveux central (LPSNC) est un type de lymphome rare et
agressif qui touche uniquement le cerveau et qui peut s’étendre a la moelle épiniére, aux
méninges et aux yeux. Dans plus de 90 % des cas, les cellules cancéreuses a 1’origine de la
maladie sont des lymphocytes B. Cette maladie ne représente que 2% des lymphomes non

hodgkiniens.

Ce type de lymphome survient avec une fréquence accrue chez les personnes présentant un
déficit immunitaire, notamment chez les patients atteints de sida. Le nombre de cas de
LPSNC chez ces patients est toutefois en diminution depuis que les combinaisons

antirétrovirales efficaces sont disponibles.

La maladie peut survenir a tout age, le pic de fréquence étant autour de 60 ans. Elle se
manifeste par des symptomes divers, notamment des maux de téte avec nausées, des troubles
intellectuels ou de la parole, une faiblesse musculaire, des troubles de la marche et de

I'équilibre, des crises d'épilepsie ou des troubles visuels.

Le LPSNC est une maladie grave, mais habituellement trés sensible aux traitements, et
potentiellement curable. Le traitement repose sur une chimiothérapie a base de méthotrexate a
fortes doses. Chez les sujets jeunes, elle est susceptible d'étre complétée par de la

radiothérapie ou par une chimiothérapie intensive [19,21]

3.2.4 Lymphomes diffus a grandes cellules B

Les lymphomes diffus a grandes cellules B (LDGCB) représentent la forme la plus fréquente
des lymphomes non hodgkiniens (environ 40%). Leur diagnostic est réalisé par examen
anatomo-pathologique d’une biopsie. Ils sont caractérisés par une évolution spontanément
agressive ainsi qu’une prolifération diffuse de grandes cellules dans les ganglions ou les
autres organes touchés, d’ou le nom donné a cette maladie.

La plupart des LDFGB sont primitifs, mais ils peuvent également se développer durant
I’évolution d’un lymphome indolent (lymphome folliculaire, lymphome de la zone marginale
ou leucémie lymphoide chronique). Le stae de la maladie est déterminé en fonction de la
classification d’Ann Arbor (Tableau 1).

10
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Ce type de lymphome est & localisation ganglionnaire dans la majorité des cas sous la forme
d’adénopathies périphériques ou profondes mais atteint également de facon fréquente les
territoires extra-ganglionnaires (tube digestif, tissu cutané, systéme nerveux central, etc.)

Ce LNH peut survenir a tout age, mais reste rare chez les enfants. Le choix du traitement
repose sur une évaluation systématique des principaux criteres pronostiques de ses maladies
(age, état général au diagnostic, stade de la maladie, nombre de sites extra-ganglionnaires
envahis). La poly-chimiothérapie reste le traitement de référence dont le type et le nombre de

cycles dépendent du score pronostique [19,22,24].

3.2.5 Lymphome de Burkitt

Le lymphome de Burkitt (LB) est une sous-entité de lymphome & cellules B matures. Il s’agit
d’une pathologie assez agressive avec une évolution tres rapide [25]. C’est le lymphome non
hodgkinien le plus fréquent chez les enfants dans le monde et représente le premier cancer
pédiatrique en Afrique Sub-Saharienne. Chez les adultes, il ne représente que 2% de
I’ensemble des LNH [26].

Il est composé de 3 sous-types : la forme endémique, la forme sporadique et la forme liée a
I’immunodéficience.

Ces sous types différent par leur présentations cliniques et géographiques mais possédent tous
des réarrangements de 1’oncogéne c-myc, la caracteristique génétiqgue du lymphome de
Burkitt ce qui contribue a la prolifération massive des LB [27].

La forme endémique, appelée aussi la forme africaine est liée a la présence du virus Epstein
Barr. Elle se localise le plus souvent au niveau de la machoire mais peut atteindre certains
sites nodulaires, elle touche surtout les enfants africains. La forme sporadique quant a elle ou
forme non africaine, non endémique est retrouvée au niveau de différents sites extra
ganglionnaires, elle se localise majoritairement au niveau de I’abdomen et peut se propager a
d’autres organes tel que les ovaires, les testicules ou méme les reins. Cette forme domine chez
les enfants en occident mais peut également étre retrouvée chez les jeunes adultes. Enfin, la
forme liée a I’'immunodéficience qui se manifeste chez les personnes dont le systéme
immunitaire est affaibli, généralement atteints de VIH. C’est une forme qui n’est pas associée

APEBV [22,28,29]
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1  Définition
Le méthotrexate (MTX) est un médicament antinéoplasique, anti métabolite phase S

dépendant, analogue de l'acide folique.
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Figure 1: Schéma des différentes étapes du cycle cellulaire [30].

2  Structure et formule chimique
La structure de la molécule du méthotrexate est trés similaire a celle des folates naturels

(Figure 2).
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Figure 2: Structures de dihydrofolate (DHF) et du méthotrexate [31]
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« Dénomination commune internationale : Méthotrexate ;

e Dénomination chimique selon IUPAC : Acide (2S)-2-[[4-[(2,4-diaminopteridin-6-
yl)methyl-methylamino]benzoyl]amino]pentanedioique [32] ;

e Formule moléculaire brute et masse moléculaires : C20 H22 N8 O5 (454.45 g/mol).

3 Propriétés physico-chimiques
> Forme physique : poudre cristalline hygroscopique jaune ou orangée;
» C’est un acide faible et son pKa est 4.8-5.5 ;
> Solubilité :
- pratiquement insoluble dans 1’eau, I’éthanol (96%) et dichlorométhane ;
- soluble dans des solutions diluées d’acides minéraux, d’hydroxydes

alcalins et carbonates [2].

4  Stabilité et conservation

L’usage du méthotrexate a hautes doses est réservé exclusivement aux services hospitaliers,
avant la dilution, le produit doit étre stockeé dans un endroit a température contrélée (inférieure
a 25°C) et a I’abri de la lumiere dans ces conditions il peut étre conservé pendant 2 a 3
ans[33].

Le MTX est plus stable pour un pH compris entre 6 et 8.

La préparation des solutions injectables de MTX doit étre obligatoirement réalisée par un
personnel spécialisé et entrainé, dans des conditions assurant la protection de I'environnement
et surtout la protection du personnel qui manipule. Elle nécessite un local de préparation
réservé a cet usage. L'élimination des déchets contaminés se fait par incinération dans des
conteneurs rigides étiquetés a cet effet.

La dilution peut étre effectuée dans du sérum salé isotonique ou du serum glucosé a 5%.
Apres ouverture, le produit doit étre utilisé immédiatement. Une fois la dilution est effectuée,
la durée de stabilité varie entre 12 et 24h a température ambiante n’excédant pas 25°C.
Toutefois d'un point de vue microbiologique, le produit doit étre utilisé extemporanément.

Tout médicament non utilisé doit étre jeté.
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5 [Formes galéniques et posologiques

Tableau 2: Formes galéniques et posologiques du MTX

Nom commercial Formes galéniques
METHOTREXATE 2.5% Solution injectable a diluer
METHOTREXATE 10% Solution injectable a diluer
METHOTREXATE 2.5 mg Comprimé
METHOTREXATE 10 mg Comprimé sécable

6 Pharmacocinétique

6.1 Absorption

L’absorption de MTX administré par voie orale est incompléte, dose dépendante et trés
variable (biodisponibilité varie de 13-76%). Pour les doses inferieures & 30mg/m? I’absorption
est bonne (la biodisponibilité est de 42% ) avec un pic plasmatique qui est atteint dans 1 a 2h
[23], au-dessus de 40mg/m? une saturation de 1’absorption apparait ce qui diminue
significativement la biodisponibilité (approche les 18% approximativement), cela explique
I’utilisation de la voie IV pour des doses plus élevées [35].

Pour la voie intraveineuse 1’absorption est rapide et compléte avec une biodisponibilité de
100% ainsi les concentrations sériques maximales surviennent dans un délai de 30 a 60

minutes [36].

6.2 Distribution

Apres administration intraveineuse, le MTX est distribué initialement avec un volume de 18%
(0,18 L/kg de poids corporel) et le volume de distribution a I’équilibre est de 40 a 80%
(0.4L/Kg a 0.8L/Kg de poids corporel), la phase initiale de distribution possede un ti, de 30 a
45 min [37].

Le MTX est un acide faible, non liposoluble, tres ionisé a pH physiologique, qui se lie aux
protéines plasmatiques, cette liaison implique majoritairement I’albumine a ’ordre de 50%
[38].
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Le méthotrexate se concentre particulierement dans les organes suivants : rein, rate, foie,
vésicule biliaire et peau ainsi que dans les liquides d’épanchement pleural et d’ascite
(troisiéme secteur) impliquant un relargage retardé vers le sang, augmentant ainsi son
exposition et donc sa toxicité, ce phénoméne est plus problématique lorsque des hautes doses
de MTX sont administrées [37].

En plus de la diffusion passive, le MTX utilise un systeme de transport transmembranaire
actif, le passage a travers la membrane cellulaire s’effectue en utilisant différentes protéines
de transports saturables telles que Reduced Folate Carrier (RFC) utilisé par les folates
endogénes et I’acide folinique avec qui le MTX entre donc en compétition [34].

Apres I’administration des hautes doses de MTX, les concentrations plasmatiques varient
entre 10 a 10 mol, pour ces concentrations le transport actif est saturé laissant place a la
diffusion passive qui serait alors majoritaire [37]

Le MTX administre a moyennes et hautes doses traverse la barriere hémato-encéphalique.

6.3 Meétabolisme

Le 7-hydroxy-méthotrexate (7-OH-MTX) est le principal métabolite du MTX, produit par
action de I’aldéhyde oxydase hépatique présente dans le foie .40% de la dose administrée de
MTX haute dose est métabolisée en 7-OH- MTX qui est néphrotoxique , moins hydrosoluble
et ne posséde pas d’action cytotoxique [39]. Le 7-OH-MTX représente moins de 10% du
médicament excrété et sa demi-vie est de 6h tout comme le MTX il peut également subir des
polyglutamylations.

Le second métabolite est I’acide 2,4 diamino-10 méthylptéroique (DAMPA) qui est
minoritaire et inactif, le MTX est hydrolysé aprés son excrétion biliaire dans le tractus
digestif, par les carboxypeptidases enzyme présente dans les bactéries de la flore intestinale
[34].

Le méthotrexate est transformé également en derivés polyglutamylés par ajouts successifs de
1 a 4 résidus glutamyl en position terminale, liés par des liaisons peptidiques. Cette réaction
est effectuée par la folylpolylglutamate synthase, enzyme ATP-dépendante. La forme

polyglutamylée lui permet de rester plus longtemps dans les cellules de fagcon croissante [37]
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Figure 3: MTX et ses principaux métabolites [40]

6.4 Elimination

L’élimination du MTX et du 7-OH MTX est essentiellement urinaire par filtration
glomérulaire et sécrétion tubulaire grace a différents transporteurs. Une petite partie subit un
cycle entérohépatique et est eliminée dans les feces [41].

Aprés administration unique, prés de 90 % du MTX est eliminé dans les urines en 48 h, la
majorité I’étant dans les 8 a 12 premieres heures. Une grande partie (80 %) est éliminée sous
forme inchangée et 10 % sous forme de 7-OH MTX.

La demi-vie plasmaticque est estimée entre 8 et 15 h pour des doses supérieures a 30 mg/m?
mais celle-ci ne traduit pas la demi-vie d’¢élimination du MTX de I’organisme car il reste
stocké dans les cellules [41].

Les principaux transporteurs impliqués dans 1’¢limination du MTX sont les Organic Anion
Transporter (OAT) qui sont des protéines de transport membranaire, dans le rein les OAT1 et
OATS3 sont situés sur la membrane basolatérale du tubule proximal alors que ’OAT4 se situe
sur la membrane apicale du tubule. Ces transporteurs sont inhibés compétitivement par
certains médicaments [42].

Les Multidrug Resistance Proteins (MRP) sont également impliqués, les MRP1, 2, 3 et 4
peuvent transporter le méthotrexate, mais pas sa forme polyglutamylée. MRP4 transporte

ainsi les folates [43].
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Figure 4: les transporteurs rénaux du MTX [35].

7  Les facteurs influengant la pharmacocinétique

7.1 Insuffisance rénale

Un dysfonctionnement rénal entraine un retard d’élimination ainsi 1’administration de MTX-
HD s’accompagne d’une altération précoce de la filtration glomérulaire, dés la 24°™ heure de
traitement [44] donc pour les patients ayant une insuffisance rénale, une surveillance
intensifiée doit étre recommandée pour des raisons de toxicité citant essentiellement I"’hépato-

toxicité, la myélosuppression et les mucites [45].

7.2 Variabilité interindividuelle

L’excrétion du méthotrexate au niveau des cellules tubulaires rénales fait intervenir les
transporteurs MRP2 et MRP4. L’analyse génétique d’un patient qui a présenté un surdosage
et une toxicit¢ rénale en l’absence d’anomalie initiale de sa fonction glomérulaire ou
d’interactions médicamenteuses a permis d’identifier une nouvelle mutation a [’état
hétérozygote dans le gene ABCC2 codant pour MRP2. Plusieurs auteurs ont depuis confirmé
le lien entre les variants génétiques du gene ABCC2 et le risque de toxicité [46].

En plus, un polymorphisme du gene de la méthylene-tétrahydrofolate réductase (MTHFR),
pourrait étre associé a un risque de toxicité hématologique accrue et une moindre efficacité du
MTX lorsque le génotype est homozygote 677 TT (mutation chez 15 % des Caucasiens
environ). La recherche de cette anomalie pourrait dans le futur devenir un outil intéressant

pour sélectionner les patients a risque nécessitant potentiellement une surveillance plus étroite
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et des précautions plus importantes dans la gestion du traitement par MTX voire de la

supplémentation en acide folique.

7.3 Interactions médicamenteuses

Beaucoup d’interactions pouvant modifier la pharmacocinétique du MTX sont décrites soit
par diminution de 1’élimination rénale du MTX citant le cas du triméthoprime, les AINS et
les inhibiteurs de la pompe a protons [47] en réduisant la filtration glomérulaire, ou bien par
le biais d’une liaison aux protéines plasmatiques avec des molécules fortement lices a
I’albumine telles que les AINS, les pénicillines, les sulfamides antibactériens et le
kétoconazole [48,50].

8 Meécanisme d’action pharmacologique

8.1 Folates : structure, apports et métabolisme

Le terme folate(s) désigne un ensemble de molécules qui ont pour structure de base I’acide
folique (ou acide ptéroylglutamique ou vitamine B9). Il s’agit d’une molécule composée de
trois parties bien distinctes : un noyau ptérine lié a un acide para-aminobenzoique (PABA) sur
lequel s’articule une chaine de glutamate dont le nombre de résidus varie de 1 a 14 (Figure 5)
[51]. Ce sont des vitamines hydrosolubles du groupe B. Leur principal role, dans le
métabolisme végétal et animal, est d’étre des donneurs de groupements monocarboneés [52].
Au niveau cellulaire, les formes actives sont les dérivés du dihydrofolate (DHF) et du

tétrahydrofolate (THF) qui sont les formes réduites de I’acide folique [53].

Cycle ptérine Acide para-aminocbenzoique Cueus polyglutamate

Figure 5: Structure chimique partagée par les différents dérivés de folates R et X indiquent
les sites de substitution possibles en fonction de la nature du dérivé [54].
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L’homme ne peut pas synthétiser ’acide folique et dépend donc des sources alimentaires [45].
La plus grande partie des folates alimentaires est apportée par les légumes verts et les fruits
(orange, fruits rouges, melon, banane...), mais tous les fromages en sont une bonne source,

ainsi que les ceufs, le foie et les graines en genéral.
Les apports alimentaires recommandés sont mentionnés dans le tableau suivant (Tableau 3)

Tableau 3: Apports nutritionnels conseillés en folates (ug/j) [55]

Population Dose recommandée (ng/j)
Nourrissons 70
Enfants 1-3 ans 100
Enfants 4-6 ans 150
Enfants 7-9 ans 200
Enfants 10-12 ans 250
Adolescent(e)s 13-15 ans 300
Adolescents 16-19 ans 330
Adolescentes 16-19 ans 300
Hommes adultes 330
Femmes adultes 300
Personnes agées > 75 ans 330/400
Femmes enceintes et allaitantes 400

Les folates alimentaires existent principalement sous forme de polyglutamates qui ne peuvent
pas traverser les membranes cellulaires et doivent étre hydrolysés enzymatiquement en forme
monoglutamate dans l'intestin pour étre absorbés [55] . Une fois que le folate a pénétre dans
I'entérocyte par un transport membranaire spécifique, la synthése intracellulaire de
polyglutamate se produit pour répondre aux besoins cellulaires du métabolisme du folate et

également pour maintenir un gradient de concentration en faveur de I'entrée du
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monoglutamate dans la cellule [56]. La polyglutamylation est assurée par la
folylpolyglutamate synthase, enzyme ATP-dépendante Les formes polyglutamate obtenues
sont préférentiellement retenues a l'intérieur des cellules et sont des cofacteurs plus efficaces

que les composés monoglutamate [18].

Les composés de folate doivent étre sous la forme réduite et polyglutamate pour fonctionner
comme coenzymes. La réduction de Ilacide foligue ou du dihydrofolate DHF en
tetrahydrofolate THF est catalysée par la dihydrofolate réductase DHFR. La conversion du
THF en 5,10-méthyléne THF est une premiére étape cruciale du cycle qui utilise le carbone 3
de la sérine comme principale source de carbone. Une partie du 5,10-méthylene-
tétrahydrofolate ainsi produit subit une réduction enzymatique en 5-méthyl-THF par la
méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) [57]. C’est sous la forme de 5-méthyle-THF
que les folates sont majoritairement présents dans I’organisme. Dans la syntheése des noyaux
pyrimidiques catalysée par la thymidylate synthase, 1’acide désoxythymidyl-5’-
monophosphate (dTMP) est synthétisé a partir de 1’acide désoxyuridyl-5’-monophosphate
(dUMP) et du 5,10-méthyléne-THF. Le produit de cette réaction est la dihydrofolate (DHF) (
Figure 6) [57,58].

Cycle de I'homocystéine f méthionine
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Figure 6: Métabolisme des folates et cycle de ’homocystéine/méthionine
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5,10-MTHF : méthyléne-tetrahydrofolate, 5-MTHF : méthyl-tetrahydrofolate, DHF:
dihydrofolate, dTMP : désoxythymidine monophosphate, dUMP : désoxyuridine
monophosphate, TS : thymidylate synthase, SAH : S-adénosyl-L-homocystéine, SHMT :
sérine hydroxyméthyltransférase, CBS : cystathionine-B-synthase, CyL : cystathionine-y-lyase
[58].

8.2 Meécanisme d’action du methotrexate

Apres absorption et pénétration intracellulaire, le MTX est métabolisé par la
folylpolyglutamyl synthase (FPGS) en un dérivé polyglutamate dont le temps de séjour dans
les cellules et la bioactivité sont nettement supérieurs a ceux de la forme initiale. Il s’agit
d’une étape pharmacocinétique clé qui détermine I’effet attribué a ce médicament, définissant
le MTX comme un promédicament qui subit une bioactivation a I’intérieur de la cellule [59].
La polyglutamylation réduit I’efflux du MTX hors de la cellule et augmente sa demie vie
intracellulaire [60]. Son effet antifolate provient de sa structure qui est similaire a celle de
’acide folique ce qui permet une inhibition compétitive de la dihydrofolate réductase (DHFR)
[61]. Cette enzyme catalyse la conversion du dihydrofolate en tetrahydrofolate (THF) et son

inhibition entraine 1’arrét de la synthése de novo des bases puriques et pyrimidiques [62].

Il induit également I’inhibition d’autres enzymes comme la thymidylate synthase (TS) qui
catalyse la réaction de production du nucléotide pyrimidine dTMP a partir de dUMP, cette
inhibition entraine une déplétion en thymidylate qui est toxique pour les cellules en division
active. L’inhibition de la DHFR conduit a un appauvrissement en 5-10-méthyléne-THF ce
qui peut contribuer a une inhibition indirecte de la TS par le MTX. De plus, Le MTX
polyglutamate est un puissant inhibiteur de I'AICAR transformylase qui est une enzyme
transformant le 10-formyl THF en THF et formyl-AICAR (FAICAR), une réaction qui est

essentielle pour la synthése de novo des nucléotides puriques [63].
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Figure 7: Transporteurs de méthotrexate (MTX), voies métaboliques et cibles enzymatiques

intracellulaires [60].

Le transport du MTX a travers les membranes biologiques est medié par le transporteur de
folate réduit (RFC1), le transporteur de folate couplé au proton (PCFT) (principalement
exprimé dans la partie proximale de l'intestin gréle au niveau de la membrane apicale des
entérocytes) avec une contribution limitée des récepteurs de folate (FR). Le MTX est exporté
hors de la cellule par les transporteurs de la famille ABCC (ATP-binding cassette). Dans la
cellule, le MTX est converti en formes polyglutamate dans une réaction réversible mediée par
la folylpolyglutamate synthétase (FPGS) et la y-glutamyl hydrolase (GGH). La forme
polyglutamate du MTX inhibe la dihydrofolate reductase (DHFR) et plusieurs enzymes
dépendantes des folates, telles que la thymidylate synthase (TYMS), la 5-amino-imidazole-4-
carboxyde ribonucléotide (AICAR) transformylase (ATIC) et la méthyléne tétrahydrofolate
réductase (MTHFR), diminuant les intermédiaires de la voie des folates en aval, nécessaires a
la synthese des nucléotides [60].

9 Interactions médicamenteuses
Environ 20 a 30 % des réactions indésirables liées aux médicaments sont dues aux

interactions médicamenteuses [64].

Les interactions du MTX avec d’autres médicaments peuvent résulter des modifications de la
pharmacocinétique ou de la pharmacodynamique ce qui pourrait modifier de facon

significative son efficacité ou sa toxicité [64].
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Plusieurs sites potentiels ont été proposés pour ces interactions : une augmentation de la
fraction non liée au MTX résultant de la compétition sur les sites de liaison a 1’albumine
(association avec AINS, les pénicillines), une inhibition de la sécrétion tubulaire du MTX ou

une action synergique sur ’inhibition de la DHFR [65].

9.1 Contre-indications
L’utilisation du méthotrexate est contre-indiquée en cas de :

- Insuffisance Rénale sévére ;

- Atteinte hépatique sévére ;

- Insuffisance Respiratoire Chronique ;
- Grossesse ;

- Allaitement ;

- Hypersensibilité au méthotrexate.

Les associations contre-indiquées mentionnées dans le Résume des Caractéristiques du
produit du Méthotrexate sont les suivantes :

- Probénicide: Majoration de la toxicité hématologique suite a I’inhibition de la
sécretion tubulaire rénale du MTX, il est decrit comme un inhibiteur puissant de
nombreux transporteurs des familles OAT notamment OAT1, OAT2, OAT3,des
OATP et MRP [66];

- Trimétoprime: Inhibition synergique de la DHFR et diminution de I’excrétion rénale
du MTX conduisant a une augmentation de la toxicité hématologique ;

- Acide acétylsalicylique: utilisé a des doses antalgiques, antipyrétiques ou anti
inflammatoires pour des doses de MTX supérieures a 20 mg : majoration de la toxicité
notamment hématologique par diminution de la clairance rénale ;

- Phénylbutazone : quel que soit la dose du MTX et pour toutes les formes de
phénylbutazone, y compris locales : augmentation de la toxicité hématoloroncgique du

MTX due a la diminution de la clairance rénale.

9.2  Associations déconseillées
- Ciprofloxacine: inhibition de la sécrétion tubulaire du méthotrexate ou altération de
la liaison aux protéines plasmatiques [67], par conséquent augmentation de sa
toxicité ;
- Pénicillines: augmentation des effets et de la toxicité hématologique par inhibition de

la sécrétion tubulaire du méthotrexate (inhibition des transporteurs OAT) [68] ;
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Acitrétine: risque de majoration de la toxicité hépatique d’ou la nécessité de renforcer
la surveillance du bilan hépatique en cas d’association nécessaire ;

Anti sécrétoires inhibiteurs de la pompe a proton: la prescription des IPP est
déconseillée avec le MTX a des doses supérieures a 20mg par semaine. De nombreux
cas d’altération de la clairance rénale du MTX ont été rapportés favorisant la survenue
des manifestations toxiques. Le mécanisme de cette interaction met en jeu une
inhibition des transporteurs BCRP, OAT1, OAT3 ou encore MRP par les IPP [33] ;
Kétoproféne: un intervalle d’au moins 12 hures entre l’arréte ou le début du
Kétoproféne et la prise de MTX est nécessaire (lors de 1’association avec du MTX a
des doses supérieures & 20 mg par semaine) ;

Les autres AINS sont déconseillés avec le MTX a des doses supérieures a 20 mg par

semaine.
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Tableau 4: Associations avec le méthotrexate faisant 1’objet de précautions d’emploi [69]

Meédicament associé

Conséquence de ’interaction

Précautions d’emploi

Sulfamides
antibactériens

1 de la toxicité hématologique du
MTX.

Dosage des concentrations de
MTX

Adaptation posologique si
nécessaire pendant
I’association et apres son
arrét.

Ciclosporine

1de la toxicit¢é du MTX et de la
ciclosporine.

Augmentation de la créatininémie

Diminution  réciproque  des
clairances des deux médicaments.

Dosage des concentrations
plasmatiques du MTX et de
la ciclosporine.

Adaptation posologique si
nécessaire pendant
I’association et aprés son
arrét.

Médicaments
nephrotoxiques : les
aminosides, les produits
de contraste iode, les
organoplatines, la
pentamidine, le foscarnet
avec le MTX-HD

1 du risque de néphrotoxicite.

renforcer la surveillance
biologique renale.

Protoxyde d’azote

Potentialisation de leffet du

MTX sur le métabolisme des
folates.

Toxicité accrue :
myélosuppression  sévere et
imprévisible, stomatite lors e
I’administration intrathécale,

neuretoxicité

Possibilité d’atténuer cette
toxicité par administration de
folinate de calcium

Cependant I’association doit
étre évitée

9.4

Autres associations

- Vaccin antiamarile (contre la fievre jaune): risque de maladie vaccinale généralisée

mortelle ;

- Phénytoine et par extrapolation fosphénytoine: risque de survenue de convulsions par

diminution de I’absorption digestive de la phénytoine ;

- Immunosuppresseures (ciclosporine, évérolimus, tacrolimus, sirolilmus): risque de

syndrome lymphoprolifératif suite a une immunosuppression excessive
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- Le furosémide: c’est un inhibiteur puissant des transporteurs OAT1 et OAT3, il inhibe
donc la sécérétion rénale [70]. De plus, les diurétiques favorisent I’apparition d’une
insuffisance rénale aigtie en diminuant la volémie, la co-prescription du furosémide avec le

MTX est donc un facteur de risque d’élimination retardée [66].

9.5 Interaction avec les anticancéreux

— Meéthotrexate et Mesna: parmi les effets indésirables du Mesna on retrouve les
éruptions cutanées. Cependant il n’affecte pas I’action et I’efficacité du MTX [71] ;

— Meéthotrexate et Rituxiamab : aucune interaction n’a été observée avec ces deux
médicaments, cela n’exclut pas la possibilit¢ de leur manifestation. 'EMA (Agence
européenne du médicament) et I'ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament
et des produits de santé), informe les professionnels de santé du risque de réactions
cutanées séveres, tels que des syndromes de Lyell et des syndromes de Stevens-
Johnson, associé a l'utilisation du Rituximab solution a diluer pour perfusion IV, Ces
effets indésirables graves sont survenus avec une fréquence trés rare [72].

Le Rituximab présente des effets secondaires cutanés de type prurit, éruption,
urticaire ;

— Meéthotrexate et cyclophosphamide: les éruptions cutanées, prurit, syndrome de
Stevens Johnson sont décrits comme effet indésirable associe au cyclophosphamide
[70] ;

— Meéthotrexate et doxorubicine: I’éruption cutanée et le prurit sont des effets
indésirables de la doxorubicine. Une toxicité additive peut survenir notamment pour

les effets meédullaires/hématologiques et gastro-intestinaux [73].

10 Facteurs de risque
Les différents facteurs de risque associés a une ¢limination retardée du MTX et a ’apparition

d’une toxicité ont été étudiés.

Ils sont évoqués par les auteurs par une connaissance préalable de la physiopathologie de la
toxicité rénale du MTX et par des études rétrospectives des patients traités par MTX. Le
nombre de patients et de cycles analysés varient d’une étude a 1’autre. Certains facteurs de

risque sont seulement issus d’observation sur un nombre limité de patients [66].
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Tableau 5: Facteurs de risque associés a une toxicité au MTX [66]

Liés au patient

Age > 50ans

Sexe masculin IMC > 25 kg/m?

3°Me secteur : ascite, cedéme, épanchement pleural, liquide intracranien

Antécédents de toxicité rénale

Biologiques / Génétiques

Clairance de la créatinine < 60 ml/min
Hypoalbuminémie, hyperhomocystéinémie
Anomalies hépatiques

Polymorphismes génétiques au niveau des transporteurs du MTX et la MTHFR

Liesau MTX
Exposition cumulative (a partir du 4éme cycle)
Dose de méthotrexate > 3,5 g / m?

Perfusion courte

Pendant la cure

Diarrhées / Vomissements

Infection a Clostridium difficile

Polyuries / Hypovolémie / Hypo perfusion rénale
Fiévre

pH urinaire < 7

Apport hydrique < 31/m?

Courte durée de pré-hydratation

Acide folinique par voie orale

Alimentation acidifiant les urines : Coca-cola, fromage, viande, riz blanc

Interactions médicamenteuses
Inhibiteurs de la pompe a proton
Furosémide

Pénicilline
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11 Toxicité

Les effets secondaires liés au MTX sont de fréquence et seévérité variable et peuvent survenir
a toutes les posologies et tout au long du traitement. La plupart des effets indésirables sont
réversibles s'ils sont détectés précocement .La moelle osseuse, la mugueuse gastro-intestinale
et les cheveux sont particulierement vulnérables a ces effets, en raison de leur taux élevé de

renouvellement cellulaire [33,74].

11.1 Toxicité rénale

La néphrotoxicité causée par ’'MTX-HD est due a une néphropathie a cristaux, entrainant une
diminution modérée et transitoire du débit de filtration glomérulaire. La solubilité du MTX est
faible dans un environnement a pH acide, de plus, celle de son métabolite, le 7-OH-MTX, est

six a dix fois plus faible induisant ainsi leur précipitation dans les tubules rénaux [75,76].

Le méthotrexate peut également agir comme un toxique directe sur les cellules tubulaires
proximales en donnant une necrose aigie [77] , ainsi qu’une vasoconstriction de I’artériole
afférente [75] .

En raison de I'absence de symptomes cliniques d'altération de la fonction rénale a un stade
précoce, une surveillance quotidienne de la concentration de MTX dans le plasma et la
créatinine sérique est nécessaire des le début du traitement afin de prédire le développement

d'un dysfonctionnement rénal [77].

11.2 Neurotoxicité

Le MTX est généralement associé a des effets neurologiques néfastes. Les manifestations
cliniques rapportées comprennent les cephalées, la confusion, les crises, la désorientation et
peu fréquemment une leuco encéphalopathie qui peut se présenter sous deux formes :

- Aigués : leuco-encéphalopathie débutant par une insomnie puis pouvant conduire vers la
confusion, stupeur, agitation et peut aller jusqu’a la crise comitiale généralisée ;

- Retardées : leuco-encéphalopathie nécrosante pouvant apparaitre plusieurs mois aprées le
traitement [75].

Les méecanismes de cette toxicité ne sont pas encore pleinement connus, mais de nombreuses
hypotheses peuvent I’expliquer, comme l'interférence de MTX avec le métabolisme des
protéines, de lipides et de la myéline, diminution du taux de méthionine ainsi qu’une

augmentation des taux d’homocystéine qui est neurotoxique [78,79].
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11.3 Toxicité héematologique

La toxicité hématologique est une complication grave souvent observée avec le MTX-HD
[80]. La toxicité médullaire est la principale complication [81], elle consiste en une
thrombocytopénie suivie d'une leuco neutropénie rapidement progressive [75]. En résultent
principalement des risques hémorragiques et infectieux [18]. Des hémogrammes réguliers

permettent de poser I’indication d’éventuelles transfusions [75].

11.4 Toxicité cutanéomuqueuse

Le MTX est occasionnellement associé a des réactions cutanées cytotoxiques séveres parfois
fatales, telles que le syndrome de Stevens-Johnson, nécrolyse épidermique toxique (syndrome
de Lyell) et érythéme polymorphe qui ont été observés dans les jours suivant son
administration. La destruction de 1’épiderme et des muqueuses est due a 1’inhibition de la
synthése d’ADN qui affecte les tissus a renouvellement rapide ce qui explique 1’incidence des

mucites [18,75,82,83].

11.5 Toxicité gastro-intestinale
Le MTX peut induire une variété de troubles gastro-intestinaux. Les patients qui présentent
cette toxicitée se plaignent souvent de douleurs abdominales qui peuvent s'accompagner de

vomissements et de diarrhée [74].

11.6 Toxicité hépatique

La toxicité hépatique du MTX-HD est bien décrite. Elle est caractérisé par une cytolyse
réversible et transitoire en une a deux semaines, se traduisant par une augmentation brutale et
réversible des enzymes hépatiques [75]. Ces atteintes hépatiques répétées peuvent étre la voie
vers une maladie chronique du foie, caractérisee par une fibrose ou une cirrhose qui peut se

développer en une insuffisance hépatocellulaire [76,83].

Le degré de [Iatteinte hépatique augmente avec la dose cumulée, la fréquence
d’administration étant un facteur favorisant des Iésions hépatiques. Enfin, la voie

d’administration n’a pas d’impact sur I’hépatotoxicité [84].

11.7 Toxicité pulmonaire
La toxicité pulmonaire secondaire au méthotrexate est peu fréquente[85]. Des pneumopathies

immunoallergiques pouvant évoluer vers la fibrose pulmonaire peuvent étre observées [74].
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12 Prévention de la toxicité du MTX-HD
Pour prévenir la toxicité de MTX-HD, le suivi des patients traités par MTX-HD requiert des

précautions strictes et doit étre réalisées en milieu spécialise.
12.1 Hyperhydratation et alcalinisation des urines

12.1.1 L’hyperhydratation
L’hyperhydratation permet d’optimiser 1’élimination rénale du MTX et de ses métabolites en

augmentant le débit de filtration glomérulaire et éviter leur précipitation intra tubulaire [86].

De nombreux protocoles pédiatriques recommandent au moins 2 heures d'hyperhydratation
d'un minimum de 100 - 200 mI/m? par heure commengant 4 & 12 heures avant le début de la
perfusion du méthotrexate et se poursuivant pendant 24 a 48 heures ou plus si le patient a des
antécédents de toxicité du méthotrexate ou développe une élimination retardée du
méthotrexate [86].

12.1.2 L’alcalinisation
Le MTX et ses métabolites sont des acides faibles, peu solubles dans l'urine acide.
L’augmentation, par exemple, du pH urinaire de 6 a 7 multiplie par un facteur de 5 a 8 fois la

solubilité du MTX et de ses métabolites [87].

L’alcalinisation est impérative pour réduire la formation des cristaux intra tubulaire (

précipitation ) [86].

L’hyperhydratation alcaline est généralement composée de deux tiers de chlorure de sodium
0,9% et d’un tiers de bicarbonate de sodium a 1,4% [65].

12.1.3 Maintien du pH et du débit urinaire

Il est important de vérifier les valeurs du pH urinaire régulierement pendant la perfusion afin
de ne pas détecter de longues périodes de temps avec une urine acide, ce qui pourrait
augmenter le risque de précipitation, de néphrotoxicité et délimination retardée du
méthotrexate[87]. Une valeur inférieure a 7 devrait imposer I’administration d’une dose
supplémentaire de bicarbonate de sodium et la cure devrait étre différée jusqu’a ce que cette

valeur soit atteinte[76].
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12.2 Drainage des fluides du troisiéme espace

Les liquides du troisieme espace comme les épanchements pleuraux, cedémes ou une ascite
conduisent & une demi-vie plasmatique prolongée du MTX, donc une exposition prolongée au
MTX et risque de toxicité. Le drainage des fluides du troisieme espace avant la cure de MTX-

HD est recommandé pour éviter cette toxicité [88].

12.3 Eviter les interactions médicamenteuses
La toxicité avec le MTX-HD peut étre augmentée en cas de co-administration de
médicaments ayant le potentiel de déplacer le MTX des protéines sériques , de réduire la

clairance du MTX ou une modification de son élimination [89].

12.4 Sauvetage a I’acide folinique
L’acide folinique reconstitue la réserve cellulaire de folates réduits. C’est le dérivé formyle de
I’acide tétrahydrofolique, c'est-a-dire la forme active de 1’acide folique. Il existe deux stéréo-

isomeres de I’acide folinique : la forme L- active et la forme D- inactive [90].

L’acide folinique et le MTX partagent le méme transporteur membranaire (RFC-1) et entrent
en compétition pour le transport a I’intérieur des cellules. Apres entrée dans la cellule, ’acide
folinique est activé via le métabolisme intracellulaire en 5-méthyltétra- hydro folate en
contournant I’enzyme DHFR donc il protege les cellules des effets de MTX en restaurant le

pool de folates réduits[86].
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Figure 8: Mécanisme d’action de ’acide folinique [83].

La dose et la durée du sauvetage folinique dépendent principalement du type de protocole et
du dosage de MTX, de la survenue de symptdmes de toxicité, et de la capacité individuelle
d'excrétion du MTX. Les posologies usuelles citées dans la littérature vont de 10 & 30 mg/m?

toutes les 6 heures et la supplémentation est débutée 24 a 36 heures aprés le début de la

perfusion [90].

A noter que l’administration d’acide folique est inefficace chez des patients traités par

méthotrexate, sa réduction en acide folinique étant bloquée par I’inhibition de la DHFR.
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12.5 Surveillance de la concentration plasmatique de MTX

La surveillance du MTX plasmatique est un élément essentiel de la thérapie MTX-HD. Elle
vise a identifier les patients présentant le risque le plus élevé de toxicité du MTX (voir
chapitre III) [44,74].

13 Conduite a tenir devant une toxicité au MTX-HD
De nombreux cas de surdosage au MTX sont décrits et définis par une méthotrexatémie a 24h
supérieure ou égale a 10 pmol/l ou a 1 pmol/l a 48h ou a 0.2 umol/l & 72h associée ou non a

une augmentation d’au moins 1,5 fois la valeur de la créatinine de base [44,92].

En présence de concentrations trés supérieures aux valeurs attendues a un temps de
prélevement donné ou d’altération précoce de la fonction rénale, plusieurs stratégies peuvent

étre mises en ceuvre selon I’intensité de la surexposition.

13.1 Prolongation de ’hyperhydratation alcaline
Dans le cas de toxicité au MTX-HD, I’hyperhydratation alcaline doit étre maintenue jusqu’a

ce que le taux plasmatique du MTX revienne a la normale au moment du prélevement.

13.2 Intensification du sauvetage par acide folinique
Plusieurs abaques existent afin d’adapter la dose d’acide folinique en fonction de la
méthotréxatémie. La conduite a tenir décrite par le RCP américain du méthotrexate est

présentée dans le tableau suivant:
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Tableau 6: Conduite a tenir en cas d'élimination retardée du méthotrexate décrite dans le

RCP de la FDA

Situation clinique

Résultats biologiques

Administration d’acide
folinique

Elimination normale du
MTX

MTXémie < 10umol/L a
H24
<lumol/L & H48
<0,2umol/L a H72

15mg per os,
intramusculaires ou
intraveineux toutes les 6
heures pour 10 doses en
commencant 24 heures apres
le début de la perfusion de
MTX

Elimination retardée tardive
du MTX

MTXémie > 0,2 umol/L a
H72
>0,05umol/L a H96

Continuer le schéma ci-
dessus jusqu’a ce que la
MTXémie soit inférieure a
0,05umom/L

Elimination retardée précoce
du MTX et/ou preuve
d’Insuffisance Rénale Aigue

MTXémie > 50 umol/L a
H24
>5Sumol/L a H48

ou
Doublement de la
créatininémie a H24 par
rapport a la valeur de base

150mg IV toutes les 3heures
jusqu’a ce que MTXémie <
1umol/L, puis 15mglV
toutes les 3heures jusqu’a ce
que MTXémie< 0,05
pmol/L

13.3 Elimination du méthotrexate circulant

Pour les surdosages séveres, il est possible d’avoir recours a des techniques visant a éliminer
le méthotrexate circulant. En effet, il a ét¢é montré que pour des méthotrexatémies tres

importantes, de hautes doses d’acide folinique ne suffisaient pas a contrer les effets toxiques.

13.3.1 Dialyse

L’hémodialyse a haut débit semble étre la méthode d’épuration extracorporelle la plus
efficace en cas de méthotrexatémies toxiques, avec une diminution des concentrations de
MTX de 42 a 94 % en un temps de 4 a 12 heures [90,93] .

Cependant, I’efficacité n’est que partielle car on observe souvent un effet rebond qui peut
aller jusqu’a une augmentation de 90 a 100 % de la concentration avant dialyse. Il est di a
une redistribution du MTX a partir des compartiments tissulaires et intracellulaires vers le

compartiment sanguin [44].
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13.3.2 Carboxypeptidase G2

Un traitement enzymatique des surdosages au MTX a pu étre envisagé suite a la découverte et
I’isolement de la carboxypeptidase G1 extraite de Pseudomonas stutzeri dans les années 1970.
Cette enzyme bactérienne hydrolyse le glutamate en position terminale du MTX conduisant a
la formation d’un métabolite non toxique (n’inhibant pas la dihydrofolate réductase et non
cytotoxique sur cellules leucémique), I’acide 4-désoxy-4- amino-N10-méthylptéroique
(DAMPA) [93]. Une enzyme recombinante aux propriétés similaires a été développée, la

carboxypeptidase G2 ou glucarpidase, obtenue aprés clonage dans Escherichia coli [94].

Les études ont montré qu’aprés I’administration intraveineuse de glucarpidase en 5 minutes,
une hydrolyse rapide du MTX circulant conduisant & une diminution de plus de 95 % de la

méthotrexatémie dans les 15 minutes[95].

En 2012, la glucarpidase a obtenu une autorisation de mise sur le marché américain par la
Food and Drug Administration dans le cadre des retards d’élimination associ¢é a une
insuffisance rénale, avec concentrations toxiques de MTX de plus de 1 mmol/l. En France et
dans les autres pays européens, ce médicament reste utilisable dans le cadre d’une autorisation

temporaire d’utilisation nominative.

Enfin, I1 est noté qu’en cas d’utilisation de glucarpidase, ’administration d’acide folinique
doit étre décalée d’au moins 2 heures (en raison d’un risque de compétition avec le MTX
comme substrat de I’enzyme) et les doses d’acide folinique ajustées au taux de MTX avant

I’administration de glucarpidase pendant 48 heures.

Les méthodes standard de dosage immunoenzymatique ne permettent pas de distinguer le
MTX du DAMPA, produit par le clivage induit par la glucarpidase (surestimation des taux
circulants de MTX pendant une durée supérieure a 5 jours), il est recommandé de surveiller
les méthotrexatémies aprés le traitement par chromatographie en phase liquide a haute

performance (HPLC) en laboratoire spécialise.

L’Observatoire du Médicament, des Dispositifs Médicaux et de I’Innovation Thérapeutique
(OMEDIT) de la région Centre proposait en 2008 le tableau décisionnel suivant et précisait
qu’il est possible d’administrer la Carboxypeptidase G2 jusqu’a 96 heures apres le début de la

perfusion de méthotrexate [96].
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Tableau 7: Tableau décisionnel en cas de surdosage au méthotrexate — OMEDIT Centre 2008

Chapitre 11

[96]

Monographie du méthotrexate

Meéthotexatémie
a H48

3umol/L< <10pmol/L MTXémie > 10umol/L
MTXémie

Créatininémie <1,5 x valeur >1,5 x valeur Non prise en compte
basale basale

Interprétation Retard Surexposition

d’élimination

Surveillance

Conduite a tenir rapprochee

Intensification des Administration

mesures de de

sauvetage Carboxypeptidase
(hydratation, G2

alcalinisation, acide

folinique)

14 Résistance au méthotrexate

La résistance au MTX peut étre un probleme clinique important et reste 1’'un des principaux
obstacles a I’efficacité clinique de ce médicament. A de fortes doses de MTX, elle peut se
développer en trois ou quatre périodes répétées d’exposition. Dans de nombreux cas plusieurs

mécanismes de résistance sont connus [97]:

- Diminution du transport membranaire intracellulaire en raison de I’altération du
systéme d’absorption actif. En effet les cellules tumorales deviennent résistantes
suite a une diminution de l'affinité du transporteur pour le méthotrexate. Ce
mécanisme s’explique par la diminution de I’expression ou mutation du gene du
RFC ou une augmentation de l'activité des mécanismes d'efflux. Dans ce cas, les
concentrations intracellulaires de MTX sont beaucoup plus faibles que prévu ;

- Diminution des concentrations intracellulaires de MTX polyglutamylé. Cela se
produit via une diminution de l'activité de la FPGS ou une augmentation de

Pactivit¢ de la gamma glutamyl hydrolase, enzyme catalysant la réaction
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réversible. En conséquence, une proportion plus élevée de MTX intracellulaire
n'est pas polyglutamée, ce qui permet une diffusion passive hors de la cellule ;

- Une inhibition réduite de la DHFR qui se produit en raison d'une surexpression de
cette enzyme due a une amplification du gene ou des mutations entrainant une

diminution de I'affinité pour la liaison du MTX et de ses polyglutamates.

15 Utilisations actuelles du méthotrexate haute dose

Le méthotrexate haute dose est indiqué dans le traitement de ’ostéosarcome, de certains
Lymphomes Non Hodgkiniens (LNH) et des Leucémies Aigués Lymphoblastiques (LAL).

Sa posologie est exprimée par rapport a la surface corporelle.

Celle-ci est une mesure approximative de la surface extérieure du corps humain. C’est une
variable extrémement délicate a mesurer de facon reproductible, elle est estimée comme une

fonction mathématique du poids combiné a la taille.

Tableau 8: Liste des différentes formules de calcul de la surface corporelle.

Auteurs Formules

Dubois et Dubois SC (m?)=0.20247 x taille(m) °"2° x poids (kg) %4%°

[98]

Mosteller [99] SC (m?)= [(taille (cm) x poids (kg)]/3600)*?

Haycock [100] SC (m?)=0.24265 x taille (cm) %394 x poids (kg) %5378

Gehan et George SC (m?)=0.0235 x taille (cm) %4224 poids (kg) °>14¢

[101]

Boyd [102] SC (m?)=0.0003207 X taille (cm) %2 x poids(g) ©-7265-(0-0188 xlog (poics))

La formule la plus utilisée est celle de Mosteller mais une formule plus simplifiée est
adaptée, celle-ci est utilisée chez la population adulte et pédiatrique [103]:
SC (m?) = [4 x Poids (kg) +7] / [Poids (kg) + 90]
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Partie théorique Chapitre III Suivi thérapeutique pharmacologique
du MTX

1  Définition
Le suivi thérapeutique pharmacologique ou Therapeutic Drug Monitoring (TDM) est une
spécialité clinique de la pharmacologie visant a améliorer la prise en charge du patient en
ajustant individuellement la dose des médicaments pour lesquels le bénéfice clinique du suivi
thérapeutique a été démontré dans la population générale ou dans une population particuliere
[104].
Il repose a priori sur des informations pharmacogénétiques, démographiques et cliniques et/ou
a posteriori sur la mesure des concentrations sanguines du médicament (suivi
pharmacocinétique) ou de parametres biologiques d’effet (suivi pharmacodynamique).
Il s’agit du dosage dans les milicux biologiques du patient (généralement dans le sang) de
certains médicaments afin d’optimiser le traitement curatif ou préventif.
Il fait partie des outils de personnalisation du traitement qui a un double objectif :
- Diminuer le taux d’échecs thérapeutiques li€és a une mauvaise observance ou a une
dose insuffisante de médicament ;
- Diminuer la fréquence des effets indésirables et/ou toxiques des médicaments liés a
une dose ou une posologie excessive [105].
Le STP ne peut pas étre appliqué a tous les médicaments, seul un nombre restreint sont
éligibles au titre du STP. Ces molécules répondent a la fois aux conditions suivantes [105] :
- Relation concentration-effet du médicament est meilleure que la relation dose/effet ;
- Relation dose-concentration du médicament présente une importante variabilité
interindividuelle ;
- Une zone thérapeutique étroite ;
- Une réponse pharmacologique difficilement accessible par une mesure directe de

l'effet et donc absence d’outils cliniques ou biologiques de surveillance du traitement.

2 Intérét du suivi thérapeutique

La relation concentration-effet clinique (efficacité ou toxicité) est meilleure que la relation
dose-effet clinique pour de nombreux médicaments. Comme 1’effet pharmacologique dépend
de la quantité ou de la concentration en principe actif au niveau des sites d’action, et qu’il est
impossible de la déterminer a ce niveau, il convient de mesurer la concentration sanguine du

médicament [106].
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Les variations interindividuelles de la relation dose-effet et la relative difficulté a les anticiper
justifient la réalisation d’une mesure de la concentration. De ce fait, il n’est pas rare qu’une
posologie normale puisse s’avérer inefficace, de méme, cette posologie peut s’avérer trop
élevée. En effet, il faut tenir compte des multiples sources de variabilités interindividuelles
des phases du devenir du médicament dans 1’organisme, ou ADME (Absorption, distribution,
meétabolisme et élimination) [106].
Une variation intra-individuelle peut exister au-dela d’une variabilité interindividuelle des
relations dose-concentration et dose-effet. Ainsi, pour une méme dose maintenue au cours du
temps chez un méme patient, une fluctuation de I’exposition et donc de I’effet peut étre

observee [106].

3 Suivi thérapeutique du méthotrexate
Le suivi therapeutique du méthotrexate est recommandé en raison de I'importante variabilité
inter individuelle de la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de cette molecule. Il
permet de veérifier que la posologie est efficace, sans atteindre la zone de toxicité, et de
déceler précocement les patients chez qui I’¢limination du médicament est retardée et qui
présentent de ce fait un risque accru de toxicité.
Un suivi thérapeutique pharmacologique est recommandé parmi les horaires suivants : h 24, h
36, h 48, h 72 depuis le début de la perfusion. Des prelevements supplémentaires sont
proposes si le seuil de non-toxicité n’est pas atteint a h 72. Dans ce cas, un contrdle est répété
toutes les 24 h jusqu’a atteinte d’un seuil considéré comme non toxique [44].
Le suivi thérapeutique pharmacologique trouve son intérét dans :

- La détermination du surdosage ;

- L’adaptation de la posologie de 1’acide folinique ;

- Le suivi de la cinétique d’élimination du MTX.

3.1 Détermination du surdosage

Le STP du méthotrexate administré a haute dose est unanimement recommandé, cette
pratique repose sur un ensemble d’arguments cliniques montrant un lien entre des
concentrations élevées et le risque de toxicité [44].

La réalisation systématique du dosage sanguin du méthotrexate au décours de son
administration permet également d'objectiver ou de confirmer une surexposition franche,

situation nécessitant une prise en charge particuliere immédiate [44] .
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3.2 Adaptation de la posologie de I’acide folinique

L’acide folinique permet de rétablir la synthése des nucléotides et prévenir ainsi les risques de
toxicité potentiellement grave du MTX-HD en fournissant une source de tétrahydrofolates
intracellulaires qui entrent dans le cycle des folates en aval du DHFR enzyme inhibée par le
MTX [107].

L'administration d'acide folinique débute généralement 24 a 36 heures aprés le début de la
perfusion de méthotrexate et ne doit pas dépasser les 48h et doit étre poursuivie jusqu'a
I'obtention d'une méthotrexatémie inferieure a 0,05 pmol/I [108,109].

La dose de I’acide folinique ainsi que le temps du début d’administration sont les deux
criteres a considérer lors du sauvetage puisque une administration précoce pourrait altérer
I’efficacité anti tumorale du MTX par contre un retard d’administration pourrait induire une

toxicité sévéere [110].

4  Processus du suivi thérapeutique et pharmacologique

4.1 Collecte d’informations

La récolte des informations du patient est d'une importance capitale pour pouvoir prendre en
compte leur contribution a la variation interindividuelle de la pharmacocinétique et de la
pharmacodynamique du MTX [111]. Ces détails doivent étre communiqués de maniere
efficace par le clinicien lors d'une demande d'analyse du MTX et ce, en remplissant une fiche
de renseignement qui accompagne le prélevement.

Parmi ces informations on retrouve :

- Les médicaments associés utilisés en prophylaxie ou dans le cadre du protocole de
chimiothérapie. En effet il existe une multitude d’interactions médicamenteuses
qui s’accompagnent d’une influence significative sur la pharmacocinétique du
MTX et par conséquent une augmentation de sa toxicité. 1l est donc important de
les déceler afin d’interpréter les résultats du dosage et d’expliquer d’éventuelles
manifestations toxiques (voir section 9 du chapitre II);

- Les antécédents pathologiques du patient dans le but de mieux interpréter sa
réponse au traitement ainsi que la cinétique d’élimination du MTX. L’élimination

du médicament est prolongée chez les patients souffrants d’insuffisance rénale, de
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meéme, I’insuffisance hépatique diminue le métabolisme du MTX et augmente sa
concentration sous forme inchangée [106] ;

- Bilans biologiques avant et apres administration du MTX (FNS, bilan rénal, bilan
hépatique, ionogramme, albuminémie,...) ce qui va permettre une comparaison
entre I’état initial du patient et son état aprés 1’administration, détecter
précocement la perturbation des différentes fonctions et prévenir 1’apparition
d’une toxicité ;

- Heure et quantité¢ de ’hyperhydratation alcaline ainsi que le pH urinaire qui doit
étre supérieur a 7 avant le début de la perfusion de MTX-HD et doit étre maintenu
a ce niveau jusqu'a ce que la concentration plasmatique de MTX tombe en dessous
du seuil de toxicite [112] ;

- Schéma posologique du sauvetage foliniqgue auquel des modifications seront
apportées en fonction de la concentration plasmatique du MTX. Tout retard
d’élimination justifie I’adaptation du sauvetage par ’acide folinique afin de limité
la cytotoxicité engendrée par le MTX [44] ;

- Donnés cliniques avant administration notamment la présence d’un troisi¢me
secteur qui entraine une rétention du MTX, une clairance plus lente et une demie
vie plus longue, ce qui nécessite un sauvetage plus long avec ’acide folinique
[38].

Les autres informations fournies sont résumées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 9: Informations collectées avant le dosage du methotrexate.

Informations liées au patient Informations liées au médicament
Identité du patient Voie d’administration et dose administrée par m?
Age et sexe Protocole actuel et schéma posologique du MTX
Poids, taille, surface corporelle Rythme d’administration du MTX
Tolérance a la cure actuelle Date et heure exacte du début de la perfusion
Antécédents de traitement au MTX Date et heure exacte de la fin de la perfusion
Antécédents de toxicité au MTX Durée de la perfusion
Les signes cliniques de la toxicité | Date et heure exacte de la derniere administration
antérieure du MTX
Date et heure exacte du prelévement Indication du dosage (contrdle, toxicité)

4.2 Prélevement

Le MTX sous forme inchangée est le paramétre le plus recherché en STP. L’analyse de la
littérature confirme qu’il existe des valeurs seuils a différents moments de prélévement au-
dela desquels il existe un risque éleve de toxicité. Le temps en heure étant compte a partir du
début de la perfusion, les temps de mesure sont le plus souvent fixés parmi les horaires
suivants, h24, h36, h48, h72 (selon le protocole). Des prélévements supplémentaires sont
proposés si le taux plasmatique normal n’est pas atteint a h72 [44,111].

Le MTX est contrdlé dans le sang veineux, le dosage peut étre fait sur sérum ou plasma

[112]. Les anticoagulants acceptables sont I’héparine, ’EDTA et I’oxalate (voir Annexe III).

4.3 Transport et conservation

Le méthotrexate est un paramétre instable a la lumiére et a la chaleur, de ce fait, 1’échantillon
sanguin doit étre rapidement transporté au laboratoire et maintenu a une température comprise
entre 2 et 8° C a I’abri de la lumiére [113].
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4.4 Prétraitement

Une fois recu, accompagné de la fiche de renseignements, le préléevement sanguin subit deux

traitements essentiels : la centrifugation et la dilution (elle n’est pas systématique).

L’échantillon récupéré sera ensuite analysé.

5 Méthodes analytiques de dosage du méthotrexate
Différentes méthodes ont été décrites pour la détermination du méthotrexate dans le plasma et
d'autres liquides biologiques; 'y compris les techniques immunologiques et

chromatographiques [114].
5.1 Techniques immunologiques

Les methodes de dosage immunologique sont le plus souvent réalisées par techniques
immuno enzymatiques : EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay Technic), CEDIA (Cloned
Enzyme Immuno Donor Assay) ou immunofluorescentes : FPIA (Fluorescence Polarization

Immuno Assay), ELISA et FIA (Fluorescence Immuno- Assay).
EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay Technic)

Le dosage Emit est une technique d'immunodosage enzymatique en phase homogene utilisee
pour I'analyse de composés spécifiques dans les fluides biologiques. Cette technique est basée
sur I’activité enzymatique d’une enzyme marquée au médicament, la glucose-6-phosphate
déshydrogenase (PDH), modulée par des anticorps dirigés contre le médicament. L’activité
enzymatique (en présence de glucose-6-phosphate) entraine la conversion de la nicotine
adénine dinucléotide (NAD) en la forme réduite NADH et ’augmentation subséquente de

I’absorbance a 340 nm est surveillée par spectrophotométrie.

L’addition de Dl’anticorps anti-médicament entraine la liaison a 1’enzyme marquée par le
médicament, ce qui réduit efficacement I’activité enzymatique. Tout médicament dans
I’échantillon entre en compétition avec ’enzyme marquée par le médicament en se liant a
I’anticorps, ce qui permet a I’enzyme non liée de devenir active et augmente ainsi
I’absorbance a 340 nm. Par conséquent, des quantités croissantes de médicament dans
I’échantillon produisent une activité enzymatique accrue et donc une augmentation de la

vitesse de variation de I’absorbance a 340 nm [107,115].

L’utilisation de la PDH bactérienne, qui utilise le NAD comme coenzyme, évite I’interférence

de la PDH endogene, qui utilise la nicotine adénine dinucléotide phosphate (NADP).
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Figure 9: Principe de la methode EMIT.

5.2 Techniques chromatographiques

Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie en phase liquide est une méthode de séparation des constituants d'un
mélange méme tres complexe. Elle a permis de réaliser des analyses qui n'étaient auparavant
pas possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse. A l'origine elle se
faisait sur des colonnes en verre. Le liquide traversait la phase stationnaire par gravité ou sous
faible pression. Puis pour augmenter le debit, des manipulations ont été réalisées sous
pression plus forte. C'est ce que I'on a appelé la chromatographie liquide sous haute pression
(HPLC) [116].
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Tableau 10: Comparaison entre les méthodes immunologiques et les méthodes
chromatographiques [114,117]

Méthode Emit Méthode HPLC
- Convient aux laboratoires cliniques qui - Elle convient aux laboratoires de
traitent un grand nombre d'échantillons. recherches.
- Permet de mesurer I’ensemble de MTX - Permet de séparer le MTX de ses
et ses metabolites. métabolites,
- Les kits sont assez chers et que les - Un haut degré de spécificité et de
enzymes ont des dates de péremption. sensibilité.

Cela peut entrainer un gaspillage .
P gaspitiag - Rapide
important lorsque I'on ne traite qu'un

petit nombre d'échantillons.

- Moins spécifique : elle mesure la
concentration totale de MTX (avec ou
sans liaison aux protéines plasmatiques)

- Sensibilité limitée

- Risque de Réactions croisées (ex : avec

aminopteérine).
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1 Typedel’ étude

C’est une étude prospective descriptive

2 Population de I’étude
L’étude porte sur des patients adultes et enfants atteints des hémopathies malignes,
hospitalisés au niveau du service hématologie et hémato-pédiatrie du CHU de TIZI-OUZOU

et traités par méthotrexate a fortes doses.

2.1 Criteres d’inclusion
Tous les patients adultes et enfants, des deux sexes traités par méthotrexate a haute dose,

administré par voie intraveineuse, dans le cadre d’un traitement des hémopathies malignes.

2.2 Critéeres de non inclusion

- L’administration du méthotrexate par voie intra thécale ou intra musculaire.

- Patients traités par méthotrexate pour d’autres pathologies (Psoriasis, maladie de Crohn)

3 Période de I’étude

L’étude a été réalisée sur une période de 4 mois allant de Mars 2021 a Juin 2021.

4 Recueil des renseignements
Le recueil des informations est réalis¢é au moyen d’une fiche de renseignements préétablie
spécifique au dosage du methotrexate a hautes doses et qui doit accompagner chaque

prélevement (voir Annexe III).
Cette fiche fournit des informations concernant :

- Informations concernant le patient : nom et prénom, sexe, poids, surface corporelle,
pathologie (ou motif de prescription) ;

- Information concernant I’administration du MTX : posologie, le rythme et la voie
d’administration, date de début de la perfusion, heure de début et la fin de la perfusion,
les médicaments associés (noms des spécialités, posologies) ;

- Information concernant le sauvetage folinique et la diurese alcaline : posologie de
I’acide folinique, date de début et de fin de sauvetage ;

- Les données clinique et biologiques du patient : la tolérance vis-a-vis du traitement,
bilan biologique (FNS, urée, créatinine, pH urinaire, ASAT, ALAT...) ;
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- Les modalités du prélévement : date et heure du prélévement.

Une mention importante figure & la fin de la fiche, qui rappelle au personnel soignant la

procédure de prélevement et conservation :

Prélevement sur tube hépariné: centrifuger rapidement et mettre le plasma a I’abri de lumiére
entre 2° et 8°C, cette température est a respecter durant le transport du prélévement vers le

laboratoire. En cas d’analyse différée congeler le sérum a — 20° C.

5 Matériel
5.1 Echantillonnage

5.1.1 Moment des prélévements

Le suivi thérapeutique repose sur des mesures de concentration réalisées a des intervalles
périodiques, le temps (en heures) étant compté a partir du début de la perfusion. Les modalités
précises du suivi, en particulier les horaires des contrbles, sont généralement decrites par le

protocole clinique dans lequel le patient est inclus [44].

Ces temps de mesure sont le plus souvent fixés parmi les horaires suivants : H24, H48, H72.
Des prélevements supplémentaires sont proposés si le seuil de non toxicité n’est pas atteint a
h72. Dans ce cas, un contréle est répété toutes les 24 heures jusqu’a atteinte d’un seuil
considéré comme non toxique. Les protocoles prévoient également des abaques
d’interprétation des concentrations mesurées et de conduite a tenir en fonction des résultats
[118].

5.1.2 Précautions a prendre pour le prélevement

Les prélevements sanguins sont effectués sur un tube hépariné qui porte ’identité du patient,
et acheminés immédiatement vers le laboratoire de toxicologie du CHU de Tizi Ouzou. Une
fois recu, accompagné de la fiche de renseignements, le prélévement sanguin est aussitot
centrifugé a 3000 tours/minute durant 5 minutes. Le plasma récupéré sera ensuite analysé.

L’échantillon est protégé de la lumiére depuis son prélévement jusqu’a I’analyse.

5.2 Appareillage
L’analyse a été réalisée par méthode immunoenzymatique automatisée (systeme EMIT®) sur

automate VIVA —E (siemens)
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SIEMENS

Figure 10: Automate Viva E® SIEMENS.

5.3 Consommable et petit matériel

-Tube sec et embouts.

-Centrifugeuse.

5.4 Réactifs

Les réactifs joints avec le coffret de MTX sont indiqués dans le tableau

Tableau 11: Les différents constituants du kit de dosage du Méthotrexate

Produits Volume

Réactif A anticorps/substrat :

Anticorps de mouton positifs au meéthotrexate (88ug/ml), glucose-6- | 03 ml
phosphate (66mM), nicotinamide adénine dinucléotide (40mM), tampon
TRIS, agents volumiques, stabilisateurs et conservateurs (azide de sodium).

Réactif B enzymatique :

Méthotrexate marqué au glucose-6-phosphatedéshydrogénase bactérien | 03 mli
(0.22U/ml), tampon TRIS, agents volumiques, stabilisateurs et
conservateurs.

Sous forme lyophilisée reconstituée par 3ml H20.

Tampon concentré pour le dosage de la substance Emit® :

Lorsqu’il est dilué, contient du tampon TRIS, un agent de surface et un | 13.3 ml
conservateur.

Calibrateurs du méthotrexate Emit® 0, 0.2, 0.5, 1, 1.5, 2. Six flacons de

. , . . . 06 ml
Méthotrexate, serum, humain, conservateurs (azide de sodium).
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Solution tampon Réactif A Réactif B

Figure 11: Flacons de la solution tampon et des réactifs A et B

Figure 12: Flacons des calibrants du méthotrexate Emit® 0, 0.2, 0.5, 1, 1.5, 2.

6 Méthode d’analyse
6.1 Pré traitement

A. Centrifugation
Une fois regu, accompagné de la fiche de renseignements, le prélevement sanguin est aussitot

centrifugé a 3000 tours /min durant 5 minutes. Le plasma récupéré sera ensuite analysé.

B. Dilution
En ce qui concerne les prélévements pour lesquels nous nous attendons a des taux
plasmatiques dépassant la plage de mesure de notre analyseur (>2umol/l), des pré-dilutions a
l'aide d'une solution tampon TRIS phosphate (fournie avec le kit Méthotrexate assay Emit)
sont procédés selon les taux attendus en fonction de la cure de chimiothérapie instaurée, les
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antécédents de toxicité, la présence ou non d’un troisiéme secteur, les bilans biologiques ainsi

que des horaires de prélevement.

> Protocole de dilution

La dilution du plasma se fait par le tampon TRIS préparé, elle doit se faire rapidement a fin
d’éviter la photo-décomposition du cytotoxique.
La quantité requise du tampon est pipetée et déposée dans un tube ependorf, puis la quantité

de plasma est déposée, et I’embout de la pipette est rincé plusieurs fois par le surnageant.
6.2 Technique analytique

v" Principe du dosage
C’est une technique d’immunodosage enzymatique en phase homogeéne utilisée pour I’analyse
des composes specifiques dans les fluides biologiques. Le dosage est basé sur la compétition
entre la substance présente dans I’échantillon et la substance marquée a 1’enzyme glucose-6-

phosphate déshydrogénase (G6PDH) pour les sites de liaison des anticorps.

L’activité enzymatique diminue lors de la liaison a un anticorps; par conséquent, la
concentration de la substance dans I’échantillon peut étre mesurée en termes d’activité
enzymatique. L’enzyme active convertit le nicotinamide adénine nucléotide (NAD) oxydé en

NADH, ce qui entraine une modification de I’absorbance mesurable par spectrophotométrie.
v’ Spécificité

Le dosage de méthotrexate EMIT mesure la concentration totale (avec et sans liaison aux

protéines) de méthotrexate dans le sérum ou le plasma. Les composés dont la structure

chimique ou [lutilisation thérapeutique concomitante suggerent une réactivité croisée

éventuelle ont été testés.

+ L’aminoptérine (un agent antinéoplasique, antagoniste de l'acide folique, qui n’est
pas administré en méme temps que le méthotrexate) et I’acide 4-amino-4-désoxy-N10-
méthylptéroique, un métabolite mineur du méthotrexate produisent une réaction croisée

importante avec ce dosage.

Les composés suivants n’interférent pas avec le dosage du méthotrexate EMIT a des
concentrations pharmacologiques ou physiologiques maximales lorsqu’ils sont testés en

présence de 1pg/ml de méthotrexate :
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+ Composés non liés structurellement

- Cyclophosphamide ;

- Doxorubicine ;

- 5-fluorouracile ;

- Vinblastine ;

- Vincristine.

+ Composés liés structurellement

- Acide dihydrofolique ;

- Acide folique ;

- 7-hydroxyméthotrexate ;
- Leucovorine ;

- Méthoptérine ;

- Trimétoprime.

+ Substances endogénes

Aucune interférence cliniquement significative n’a été constatée dans les échantillons
auxquels 800mg/dl d’hémoglobine, 1000mg/dl de triglycérides ou 30mg/dl de bilirubine ont
été ajoutés pour simuler des échantillons hémolytiques, lipémiques ou ictériques (voir
Annexe IV)

6.3 Mode opératoire

A. Préparation des réactifs (voir AnnexelV)

e Calibrants

Ajouter 1ml d’H20 a chacun des six flacons de calibrateurs (lyophilisat), agiter par rotation

entre les mains, et laisser reposer durant 1 heure.

e Solution tampon

Verser la totalité du tampon concentré fourni dans le coffret du test Méthotrexate Emit® soit
13.3ml dans une éprouvette graduée en verre, y ajouter de I’eau distillée en évitant la
formation de mousse par versement au contact des parois de I’éprouvette jusqu’a un volume
final de 200ml, mélanger la solution par retournement apres fermeture de 1’éprouvette a ’aide

de parafilm, laisser reposer a I’abri de la lumiere durant 60 minutes.

e Réactifs

Ajouter 3ml d’H20 a chacun des réactifs A et B, mélanger délicatement par retournement.
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- Préparation du réactif 1 : mélanger des 3ml du réactif A + 24ml de tampon TRIS ;

- Préparation du réactif 2 : mélanger de 1.5ml du réactif B + 12ml de tampon TRIS.
Aprés la préparation, laisser les solutions de travail s’équilibrer a la température de
I’analyseur pendant une heure avec retournement.

Les réactifs en cours d’utilisation peuvent étre conservés dans I’analyseur pendant 28 jours

maximum ou tant que les résultats du controle qualité restent dans les limites acceptables.

Lorsqu’ils sont conservés fermés entre 2 et 8 °C, les solutions de travail peuvent étre utilisées

pendant 12 semaines.
e Contréle qualité interne

On utilise le controle Lyphochek Therapeutic Drug Monitoring Control (TDM) BIO-RAD
(les niveaux 1, 2 et 3) pour valider la courbe de calibration. Ce contrdle est passé avant

chaque échantillon plasmatique.

Tableau 12: Cibles et plages d’acceptabilité des contrdles qualité internes BIO-RAD®.

Valeur cible Fourchette tolerée

(umol/l) (umol/l)
BIO-RAD TDM 01 0.373 <0.300 - 0.468
BIO-RAD TDM 02 1.18 0.841-1.52
BIO-RAD TDM 03 9.31 5.51-13.1

Figure 13: Les contr6les Lyphochek Therapeutic Drug Monitoring Control (TDM) BIO-
RAD®.
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B. Domaine d’analyse :

La présente procédure s’applique au dosage du méthotrexate a haute dose et a faible dose

dans le sang.

6.4 Procédure de dosage du méthotrexate par Siemens VIVA E
e Calibration

v’ Calibration méthotrexate hautes doses
Calibrants Méthotrexate EMIT® : 0, 0.2, 0.5, 1, 1.5, 2 : 6 flacons de 1ml

v' Calibration méthotrexate basses doses
Calibrants Méthotrexate EMIT® : 0, 0.02, 0.05, 0.2, 0.5, 1.

Faire des dilutions des calibrateurs 0.2 et 0.5 fournis par le fournisseur au 1/10°™ avec le

tampon tris ou avec le calibrateur O pour avoir les deux points 0.02 et 0.05 respectivement.

Etalonner a chaque fois qu’un nouveau lot de réactifs est utilis¢é ou selon les résultats des

contréles.
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1 Présentation de la population d’étude
Durant la période de notre étude, 11 patients adultes et 04 enfants ont bénéficié d’un suivi

thérapeutique pharmacologique du méthotrexate administré & hautes doses.

Il s’agit des patients adultes et enfants hospitalisés respectivement au niveau du service

hématologie et hémato pédiatrie du CHU de Tizi Ouzou.

1.1 Données principales des patients
Tableau 13: Données principales des patients

Sexe | Initial | Age | Pathologie | Protocole de | Motif de | Toxiciteé Nombre
es du chimiothéra | dosage imputée au | de
patie pie MTX dosages
nt réalisés

M K.L 37 Leucémie R-MTX Suspicio | Toxicité 05

aiglie n de | cutanée

lymphoide toxicité

LAL 3 RCOPADEM | Contréle | Pas de | 03
toxicité

F B.L 58 Lymphome | R-MTX- Contréle | Pas de | 01

non Aracytine toxicité
Hodgkinien -2 Nrx- Controle | Toxicité | 03
cerebral Aracytine digestive
primitif
MTX Controle | Pas de | 02
toxicité

M AM |55 Lymphome | R-CALGB Contréle | Pas de | 03
non toxicité
hodgkinien
LNH
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F B.F 32 Leucémie MTX Controle | Pas de | 03
aigue toxicité
myéloide
LAM
M BM |36 Lymphome | R-MTX Contrble | Pas de | 03
non toxicité
hodgkinien
a cellules B
LNH B
M HA |34 Lymphome | MOGAD Contréle | Pas de | 03
non toxicité
hodgkinien
acellules T
LNHT
F HT 62 Lymphome | MTX Contréle | Pas de | 03
non toxicité
hodgkinien
cérébral
F H.Z 33 Lymphome | RACVBP Contréle | Pas de | 02
non Consolidatio toxicité
hodgkinien | n
médiastinal
MTX Contréle | Pas de | 02
toxicité
F H.Z 62 Lymphome | R-MTX Contréle | Pas de | 03
non toxicité
hodgkinien
de type
Burkitt
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10 | H B.L 22 Lymphome | MTX Contrble | Pas de | 02
non toxicité
Hodgkinien
LNH

11 | F B.F 66 Leucémie R-MTX Controle | Pas de | 02
lymphoide toxicité
chronique

12| M KA |9 Leucémie - suspicion | Réaction 01
aigle de allergique
lymphoide toxicité | cutanee
pré T

13 | M H.R 14 Leucémie - Contréle | Toxicité 10
aigle et cutaneomuq
lymphoide suspicion | ueuse

de
pré T
toxicité

14 | F R.R 06 Leucémie - Controle | Pas de | 01
aigle toxicité
lymphoide
b

15| F A.L 02 Leucémie - Controle | Pas de | 01
aigle toxicité
lymphoide
3préT

56




Partie pratique Chapitre 11 Résultats

1.21

30% A

25%

20%

15%

10%

5%

0%

1.2 Profil de la population étudiée

Répartition selon ’age

27%

20% 20%
| 13%
| 7% | 7% 7%

0-15ans 16-25ans 26-35ans 36-45ans 46-55ans 56-65ans > 65ans

Figure 14: Répartition des patients selon les tranches d’age

W 0-15 ans
W 16-25 ans
W 26-35 ans
M 36-45 ans
46-55 ans
W 56-65 ans

> 65 ans

n=15

L’age moyen de notre population et de 35 £21 ans avec des extrémes de 02 et 66 ans.

73 % des patients sont des adultes dont 1’dge est compris entre 16 et 66 ans avec un age

moyen est de 45 +15 ans, ils sont majoritairement atteints de lymphome.

La population pédiatrique est estimée a 27 %, leur age est compris entre 2 et 15 ans avec une

moyenne de 8 +5 ans, sont tous atteints de LAL.
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1.2.2 Répartition des patients selon le sexe

B Masculin

B Féminin

n=15

Figure 15: Répartition des patients selon le sexe

B Masculin
B Masculin
B Féminin
B Féminin
n=11
n=4
Figure 17: Répartition des patients Figure 16: Repartition des patients du
du service hématologie selon le service hémato pediatrie selon le sexe

Sexe

Un sexe ratio (Homme/Femme) de 7/8 caractérise notre population, et qui révele une
majorité féminine.
Pour la population pédiatrique le sexe ratio (Homme/Femme) est égal a 1, quant aux adultes

on a une prédominance féminine avec un sexe ration (H/F) de 5/6.
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1.2.3 Repartition selon la pathologie

LNH —53-33%

e | (s o " LAL

" LAM
- mLLC
LAM ;6-66%
® LNH
LAL 33.30%
n=15

0.00% 10.00% 20.00% 30.00% 40.00% 50.00% 60.00%

Figure 18: Répartition des patients selon la pathologie

Plus de la moiti¢ des patients de notre population d’étude (53,3%) sont atteints de

lymphomes, tous de type non Hodgkinien.

Plus d’un tiers (33%) sont atteints de leucémie aigiie lymphoide contre 6,6% de leucémie

aigiie myéloide. Le reste (6,6%) présente une leucémie lymphoide chronique.

1.2.4 Répartition des patients selon les signes de toxicité présentés

M Patients ne présentant
pas une toxicité

M Patients présentant
une toxicité

n=15

Figure 19: Répartition des patients selon I’apparition de la toxicité
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Toxicité digestive

50.00%

Tosicite muquese -

J B Toxicitée cutanée

 Toxicité digestive

M Toxicité muquese

Toxicitée cutanée

50.00% h=4

0.00% 20.00% 40.00% 60.00%

Figure 20: Répartition des patients selon les signes de toxicité

La majorité de la population d’étude (77%) ne présente pas de signes de toxicité.

Parmi les 27% de patients qui présentent une toxicité, 25% présentent une toxicité digestive.

Les toxicités cutanée et muqueuse sont présentes a un taux égal qui est de 50%.

1.2.5 Répartition selon la variation des bilans biologiques

M Patients ayant une
perturbation

B Patients n'ayant pas une
perturbation

n=15

Figure 21: Répartition des patients selon les perturbations du bilan biologique

La majorité de notre population (87%) a présenté une perturbation du bilan biologique (FNS,
bilan rénal et /ou bilan hépatique).
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92.30%

Perturbation hématologique

Perturbation hématologique
Perturbation hépatique 30.76%
patig - ° M Perturbation hépatique

B Perturbation rénale

Perturbation rénale

_ 38.46% n=13

0.00% 20.00%40.00% 60.00% 80.00%100.00%

Figure 22: Répartition des patients selon le type de perturbation biologique

Presque la totalité de nos patients ayant présenté une perturbation biologique ont présenté une

perturbation du bilan hématologique (92,30%).

Moins de la moitié (30,76%) ont presenté une perturbation du bilan hépatique et 38,46% ont

présenté une perturbation du bilan rénal.

2  Suivi thérapeutique pharmacologique du MTX
Nous avons effectué au total 53 dosages du méthotrexate, dans le cadre du suivi thérapeutique

pharmacologique des patients de notre population.

2.1 Démarche analytique
Pour chaque demande de dosage du MTX, on procéde soit par une analyse directe de
I’échantillon soit par une dilution du plasma par le tampon TRIS, cela en tenant compte des
données cliniques du patient, la posologie du méthotrexate administré, la durée de la

perfusion, le moment du prélevement ainsi que le taux attendu.
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2.2 Reésultats de méthotrexatémie et interprétation des résultats
Le tableau 14 les résultats de méthotrexatémie des patients a différents moments de

prélévement pour chaque cure et I’adaptation de la posologie de I’acide folinique.
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Tableau 14: Résultats des méthotrexatémie des patients.

N° | SC Numéro de | Posologie | Durée de la | Délai post | Méthotrexatémie | Toxicité imputée au | Adaptation de I’acide
(m?) | lacure perfusion (heure) | perfusion MTX folinique (mg/6h)
(heure)
1 |1,79 |Curen°01 |[5370 mg |4 H192 0,16 Toxicité cutanée 45
(3g/m?) H216 0,121 45
H240 0,07 45
H312 0,0295 50
H360 <0.02 50
1,82 | Curen°02 |5460mg |4 H24 1,77 Pas de toxicité 50
(3 g/m?) H72 0,1496 50
H96 Non conforme 50
H120 Non conforme 50
H192 0,048 50
2 | 1,75 |Curen°02 |5250mg |4 H24 Non conforme Pas de toxicité 44
(3 g/m?) H48 Non conforme 44
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H72 0,08 44
Curen®03 |[5190 mg | 4 H24 6,45 Toxicité digestive 43
1,73 (3 g/m?) H48 2,10 43
H72 0,039 43
Cure n°04 5010mg |4 H24 8,75 41
1,67 (3 g/m?) H48 0,78 41
3 | 1,77 |Curen°0l |2655mg |4 H24 1,72 Pas de toxicité 50
(1.5g/m?) H48 0,1148 50
H72 <0,02 50
4 1183 |Curen°0l |5490mg |4 H24 0,53 Pas de toxicité 46
(3 g/m?) H48 0,0178 46
H72 <0.02 46
5 |1,72 |Curen°02 |5100mg |4 H24 0,5403 Pas de toxicité 43
(3 g/m?) H48 0,06 43
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H72 0,0348 43
6 |1,70 |Curen°0l |5100mg |4 H24 1,41 Pas de toxicité 43
(3 g/m?) H48 0,032 43
H72 0,022 43
7 11,79 |Curen°0l |5370 mg |4 H24 0,94 Pas de toxicité 44
(3 g/m?) H48 0,1840 44
H72 0,0948 44
8 |151 |Curen°0l |[4530mg |4 H24 0,93 Pas de toxicité 38
(3 g/m?) H48 0,0971 38
H72 Non conforme 38
Curen®02 |4530mg |4 H24 0,93 Pas de toxicité 38
(3 g/m?) H72 0,067 38
9 |2 Cure n°01 6000mg |4 H24 3,51 50
(3 g/m?) H48 0,217 50

65




Partie pratique Chapitre II Résultats
H72 0,09 50
10 [ 1,63 |Curen®0l [4900mg |4 H24 1,2 Pas de toxicité 41
(3 g/m?) H48 0,13 41
11 | 1,75 |Curen°01 |[5250mg |4 H24 3,1 Pas de toxicité 45
(3 g/m?) H48 0,11 45
12 11,2 Cure n°03 6000 mg | 24 H48 0,54 Réaction allergique | 14,7
(5g/m?) cutanée
13 116 Curen®05 |[8000mg |24 H48 1,95 Toxicité 19,2
(59/m?) H72 0.77 cutanéomuqueuse 19.2
H96 Non conforme 19,2
H120 0,297
H144 0,12 19,2
H168 Non conforme 19,2
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H192 0,0596 19,2
H268 0,0374 19,2
H292 0,0506 19,2
H320 0,348 19,2
19,2
14 11,29 |Curen°0l |6450mg |24 H48 Non conforme Pas de toxicité -
(5 g/m?) H72 0,16
15 10,55 |Curen®0l |[2750mg |24 H48 0.54 Pas de toxicité 6,6
(59/m?)
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Pour I’interprétation de nos résultats et ’adaptation de la posologie de I’acide folinique, nous

nous sommes référés aux seuils de toxicité décrits dans le RCP de la FDA (voir Chapitre III)
Les seuils de sécurité :

- A 24H: Méthotrexatémie < 10 umol/I
- A 48H: Méthotrexatémie < 1pumol/I
- A 72H: Méthotrexatémie < 0,2umol/I

Les patients n°1 (deuxiéme cure), 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 et 11 ont recu du méthotrexate a
haute dose (>1g/m?) et ont bénéficié des dosages de MTX dans un cadre de suivi

thérapeutique.

Tandis que les dosages réalisés pour les patients n°1 pour sa premiére cure et le patient n° 12

ont éte effectués suite a une suspicion de toxicité.

Pour le patient n°13, les dosages effectués a 48h et 72h du début de la perfusion ont été fait
dans le cadre d’un contrdle. Alors que le reste des dosages ont été réalisés suite a une

élimination tardive du MTX.

Le dosage du MTX chez ces patients a permis d’une part, de connaitre les concentrations
présentes dans le compartiment sanguin et d’apprécier la cinétique d’élimination du MTX et
d’autre part d’adapter la posologie de I’acide folinique a administrer et la poursuite de
I’hyperhydratation alcaline jusqu’a atteindre une concentration plasmatique normale au

moment du prélevement.
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3 Etude de la cinétique d’élimination

2.3 Cinétique d’élimination normale du méthotrexate (RCP de la FDA)

12

10 10

Concentration de MTX ( pumol/I)
(e)}

4
2
1 0.2
0
24 48 72

Temps ( heures)

Figure 23: Cinétigue d'élimination normale du méthotrexate

+ Calcul du taux de variation
Pour calculer le taux de variation on calcule les pentes de la courbe.
Pentes 01 = - 0,375
Pente 02 = -0,033
On remarqgue que les taux de variations ( ou pentes) sont tres différents.
La pente 01, nous indique une élimination rapide.
La pente 2 tend vers zéro, ce qui indique une élimination tres faible
Les pentes sont négatives, indiquant une courbe décroissante

Le taux de variation sert a déceler les variations cinétiques de MTX qui a une cinétique

d’élimination biphasique.
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2.4 Cinétique d’élimination du méthotrexate chez les patients du service hématologie

+ Patient 1

Concentration de MTX (umol/l)

0.18 -
0.16 A
0.14 -
0.12 -
0.1 -
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 ~

D.16

192

216

240

312 360

Temps (Heures)

Figure 24: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°1 aprés la premiére cure.

1.8
1.6
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Concentration de MTX (ug/l)

1.77

0.149

0.048

—e

24

72

192

Temps (Heures)

PO1 :
Pente
-0,033
-0,0008

Figure 25: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°1 apres la deuxieme cure.
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1.8 -
1.6 -
1.4 -
1.2 -
=¢=Cure 1
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

0 T T T T T T ‘_l
24 72 192 216 240 312 369 360

== Cure 2

Concentration de MTX en( pmol/I)

Temps (Heures)

Figure 26: Comparaison entre les cinétiques d’élimination du méthotrexate de la 1€ et 2™

cure du patient n° 1.

+ Patient 2

7 6.45 PO0O2:
— pente
=6
2 -0,18125
25 -0,07125
x
-
S 4
s
[ =
g3 21
i
*g 2
51 0.39
(&)

0

24 48 72

Temps ( Heures)

Figure 27: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°2 apres la deuxiéme cure.
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>3 ] Pente : -0.33
g5 | 875

= 8 A
375 -
E 7 -
265 -
.6
S 5.5 -
3,2
S 45 -
S 4 -
® 3.5 1
£ 3
g 23
S 15 -

1] 0.78

0.5 - '
0 T T 1
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Figure 28: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°2 aprés la troisieme cure.

8.75

7 6.45

2.1

Concentration MTX (numol/1)

== Cure 2
== Cure 3

Temps (Heures)

Figure 29: Comparaison entre les cinétiques d’élimination du méthotrexate de la 2°™ et la

3°Me cure du patient n° 2.
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+ Patient 3
2 P03 :
1.8 pente
S 1. -0,066
=3
< 14 - -0,0039
[~
S 12
()
T 1
S
B 08 -
c 06 -
S 04 -
C o2 <0,02
0.1148
0 ; e
24 48 72
Temps (Heures)
Figure 30: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°3.
+ Patient 4
0.6 - P04 :
= 0.53 pente
3 -0,019
g -0,002
x 0.4 A
'—
S
()
T
Eo2 -
S
g
o
o 0.0718 <0.02
0
24 48 72
Temps(Heures)

Figure 31: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°4 aprés la premiére cure.
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<+ Patient5
0.6 - 0.5403 PO5 :
£ pente
TED -0,02
2 04 - -0,001
x
[~
=
(]
e
§ 02 -
E 0.06
S ' 0.0348
(8]
c
8 0 T T 1
24 48 72
Temps (Heures)
Figure 32: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°5.
4+ Patient 6
1.6 - P06 :
1.41
L4 pente
= ' -0,057
g 12 - -0,0004
2
- 11
=
S 08 -
c
.0
‘é’ 0.6 -
=
S 04 -
c
S
2 - 0.032
0.2 0.022
0 . . =4
24 48 72
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Figure 33: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°6.
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4+ Patient 7
17 Pente 01 :
= 0.94 ’
< -0,031
€08 - Pente 02 :
E -0,0037
S 06 -
[
@
8§04 -
<
€
0.2 A
S 0.184 0.0948
o]
(&)
0 T T 1
24 48 72
Temps (Heures)
Figure 34: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°7.
4+ Patient 8
1 -
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Figure 35: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°8 apreés la premiére cure.
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0.4 -

0.2 -
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0 T T 1
24 72 Temps (Heures)

Figure 36: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°8 apres la deuxiéme cure.

Le dosage a H48 n’est pas réalisé, de ce fait, la courbe biphasique ne peut pas étre mise en

évidence dans ce cas.

+ Patient 9

3.8
3.6

P 09:
34 Pente
3.2 -0,13

3 7 -0,005
2.8

3.51

2.4 -
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1.4 ~
1.2 ~

Concentration de MTX (pug/l)
N

0.8
0.6 -
0.4 -
0.2 - 0.217 0.09

24 48 72
Temps (Heures)

Figure 37: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°9 apres la premiere cure
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4+ Patient 10
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Figure 38: La cinétique d’élimination du méthotrexate chez le patient n°10.
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Figure 39: La cinétique d’¢élimination du méthotrexate chez le patient n°11.
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2.5 Cinétique d’élimination du MTX chez les patients du service hémato pédiatrie

+ Patient 13

1.95

=R N
BN BR O ONN
1

.297

Concentration de MTX (umol/l)

© o o o
oN PO ®
1

0.12 4 0596 0.0649 0.0693 g 0374 0.0506 0 0348

48 72 120 144 192 216 240 268 292 320

Heures

Figure 40: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°13.

3 Etude des variabilités

3.1 Etude de la variabilité interindividuelle
L’étude des variations interindividuelles consiste a évaluer les fluctuations des concentrations
sanguines du MTX entre les patients a la méme heure du préléevement et sous la méme

posologie et méme durée de perfusion.
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3.1.1 Population adulte
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Figure 41: Variabilité interindividuelle de la concentration du méthotrexate chez la population
adulte

La courbe montre les variations des concentrations du MTX chez les adultes a la méme

posologie (3 g/m?) & H24, H48, H72 avec la méme durée de la perfusion qui est de 4 H

Le coefficient de corrélation R? est trés faible (<<1), ce qui indique que la relation entre la

dose administrée et la méthotrexatémie est faible.

3.1.2 Population pédiatrique
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Figure 42: Variabilité interindividuelle de la concentration de méthotrexate chez la

population pédiatrique
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La courbe montre les variations des concentrations du MTX chez la population pédiatrique a

la méme posologie (5 g/m?) a H48, H72 avec la méme durée de la perfusion qui est de 24 H

Le coefficient de corrélation R? est trés faible (<<1), ce qui indique que la relation entre la

dose administrée et la méthotrexatémie est faible.
3.2 Etude des variations biologiques

3.2.1 Fonction rénale

A. Evolution de la créatininémie chez les patients qui ont deux cures.

Patient 1 Patient 2

12 ~

10 10 10
10 -

6 M Avant

H Apreés

Curel Cure 2 Curel Cure 2 Cure 3

Figure 43: Créatininémies des patients n°1 et 2 avant et apres les cures

Le patient n°1 présente une augmentation de la créatininémies apres la premiere cure, cela a
cause de I’effet du méthotrexate sur la fonction rénale. Cependant aucune modification n’a

été signalée aprés la 2°™ cure.

Tandis que chez la patiente n°2, I’augmentation de la créatininémie a été observée apres les

trois cures.

Néanmoins, I’augmentation de la créatinine chez ces deux patients ne semble pas dépasser la

limite supérieure de I’intervalle de la normale.
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B. Evolution de la créatininémie chez les patients qui ont une cure
18 17
16
14
12

10
M Avant

W Apres

Patient 3 Patient 5 Patient 7

Figure 44: Creéatininémies des patients 3,5 et 7 avant et aprés la cure

Le patient 3 présente une augmentation significative de la créatinine apres la cure de MTX-
HD.

Pour les patients 5 et 7, la variation est tres faible et reste toujours dans les normes.

3.2.2 Fonction hépatique
Les patients ayant présenté une perturbation du bilan hépatique représentent 30,76% dont les
patients n° 3, 5, 8 et 15.
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Figure 45: Variation du bilan hépatique avant et apreés les deux cures du patient n° 8

Le patient 8 présente une élévation des enzymes hépatiques, mais qui reste toujours autours de la
normale.
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Figure 46: Variation du bilan hépatique avant et apres la cure des patients n°3, 5 et 15
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Les patients n° 3, 5 et 15 présentent une légere élévation mais reste toujours autours de la

norme

3.2.3 Bilan hématologique

Presque la totalité de nos patients (92,30%) ont présenté une variation du bilan hématologique
(Hémoglobine, globules blancs, et plaquettes) dont les patients n °1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
12 et 14.

16 - Cure 01 Cure 02
13.8

m Hb(g/dl)
H GB (elm/pl)

Avant Apres Avant Apres

Figure 47: Variation du taux de I’hémoglobine et des globules blancs avant et apres les deux

cures du patient n° 1

Légére diminution de I’hémoglobine, avec une baisse importante des globules blancs avant et

apres la cure pour les deux cures.
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Cure 1 Cure 3
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H GB(elm/ul)

Avant Aprés Avant Apres

Figure 48: Variation du taux de I’hémoglobine et des globules blancs avant et apres la
premiere et la troisiéme cure du patient n ° 2

Diminution de I’hémoglobine juste avec la premiére cure, et 1égére diminution des globules

blancs.

Patient 8 Patient 14 Patient 3

11.8
12 ~

10.7 103 101

m Hb (g/dl)
H GB (elm/pl)

Avant Apres Avant Aprés Avant  Apreés

Figure 49: Variation du taux de I’hémoglobine et des globules blancs avant et aprés la cure

des patients n° 3, 8 et 14
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On remarque une nette diminution des globules blancs
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Figure 50: Variation du taux de plaquettes avant et aprés la cure des patients 6, 7, 8, 9, 10, 12

et 14
350000
300000
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Curel Cure 2
B Avant M Aprés

Figure 51: Variation du taux de plaguettes avant et apres les deux cures du patient n °1
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Figure 52

: Variation du taux de plaquettes avant et aprés la cure des patients 3 et 4
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4  Etude de cas

Observation numéro 1

Initiales du patient : K.L

Numéro d’enregistrement (tableau) :01
Age : 37 ans

Sexe : Masculin

Surface corporelle : 1,79 m?

I1 s’agit du patient K.L 4gé de 37 ans, atteint d’une leucémie aigiie lymphoide 3 LAL3. Il a

bénéfici¢ d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour deux cures de MTX-HD.
La cure numéro 1 : le 10/03/2021
Le patient est sous chimiothérapie selon le protocole R-MTX : Rituximab, Méthotrexate.

Il a recu une dose de 3 g/m?soit 5370 mg par voie intra veineuse, la durée de la perfusion était
de 4h.

L’hyper hydratation alcaline a ét¢ administrée avant le début de la perfusion, sa posologie n’a

pas été mentionnée.

L’administration du sauvetage folinique a débuté & la 6°™ heure du début de la perfusion, &

raison de 44 mg en IV toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Le patient a bénéficié¢ d’un bilan biologique avant et aprés 1’administration du MTX
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Tableau 15: Les bilans biologiques avant et apres la premiére cure du patient n°1.

Avant la cure

24h apres la cure

48h apres la cure

72h apres la cure

Hb (g/dl) 9,3 9,2 - 8,3
Plaquettes/mm?® | 258000 351000 - 396000
GB/mm? 5600 4600 - 3100
Créatinine 6 8 7 10
(mg/l)

Urée (g/1) 0,14 0,2 0,16 0,16
ASAT/ALAT 17/11 25/10 - -

(uin

Le patient a présent¢ une augmentation de la créatinine sans dépasser I’intervalle

physiologique ainsi qu’une diminution du taux de globules blancs L’hémoglobine diminue au

3°™Me jour qui suit la perfusion (72h). On observe également une perturbation des enzymes
hépatiques ASAT et ALAT.

Les dosages du MTX & la 24°™ | 48°™ et 72°™ n’ont pas été faits a cause de I’absence de

réactif.

Le patient a commencé a présenter des signes de toxicité de type cutané (syndrome de Lyell)

apres 7 jours de ’administration du MTX.

Des méthotrexatémie ont été effectuées pour les jours suivant ’apparition de la toxicité.
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Figure 23 : La cinétique d’¢élimination du méthotrexate du patient n°1 apres la premiere cure

- La méthotrexatémie a la 192°™ heure (jour 8) était de 0,16 umol/l ce qui indique un
retard d’¢élimination tardif qui nécessite I’instauration du sauvetage folinique de

nouveau a une posologie de 45 mg chaque 6h ;

- La méthotrexatémie a la 216°™ heure (jour 9) était de 0,121 umol/I ce qui explique la

poursuite du sauvetage folinique a la méme posologie ;

- La méthotrexatémie a la 240%™ heure (jour 10) était de 0,07 pmol/Il. Ce dosage
montre une élimination du MTX qui n’est pas totale d’ou la continuité du sauvetage

folinique ;

- La méthotrexatémie a la 312°™ heure (jour 13) était de 0,0295 umol/l. Elle montre
que le MTX n’est toujours pas ¢liminé, cela suscite une augmentation de la dose de

’acide folinique a 50 mg/6h pour lutter contre les effets toxiques ;

- La méthotrexatémie & la 360°™ heure (jour 15) <0,02 umol/I ce qui explique la
poursuite du sauvetage folinique pour ce dernier jour au méme rythme qui est
50mg/6h.
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Des bilans biologiques ont été effectués en méme temps que le dosage de MTX

Tableau 16: Les bilans biologiques pour les jours suivant 1’apparition de toxicité aprés la
premiére cure du patient n°1.

Jour 8 Jour 9 Jour 10 Jour 13 Jour 15
Hb (g/dl) 8,7 8 7,5 8,5 8,9
Plaquettes/mm?® | 291000 114000 102000 14000 8000
GB/mm?® 2100 1100 900 1400 1100
Créatinine 6 - 6,4 - 6
(mg/l)
Urée (g/l) 0,23 - 0,18 - 0,13
ASAT/ALAT | 30/90 - - 15/45 11/21
iy

On observe une diminution du taux d’hémoglobine dans les trois jours qui suivent les
manifestations toxiques pour augmenter a nouveau sans se normaliser. De méme pour les

globules blancs. Ainsi qu’une thrombopénie sévere.

Il n’y a cependant pas de modification du bilan rénal.

La cure numéro 2 le 21/04/2021:

Le patient a recu une dose de 3g/m? soit 5460 mg pour une durée de perfusion de 4h dans le

cadre du protocole R-COPADEM: Rituximab, Vincristine,  Méthotrexate,

Cyclophosphamide, Doxorubicine, Prednisone.

Pour cette cure la dose en mg a été légérement augmentée de 5370 a 5460 mg. Ceci a cause de
la surface corporelle qui est passée de 1,79 m? pour la premiére cure & 1,82 m? lors de la

deuxiéme cure.

L’hyper hydratation alcaline a été administrée avant le début de la perfusion, sa posologie n’a

pas été mentionnée.
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L’administration de I’acide folinique a débuté & la 6™ heure du début de la perfusion, a

raison de 50 mg en 1V toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Tableau 17: Les bilans biologiques avant et apreés la deuxieme cure du patient n°1

Avant la cure | 24h apreés la cure | 72h apres la cure
Hb (g/dl) 10,2 10,1 9,3
Plaquettes/mm? 305000 337000 284000
GB/mm? 13800 6100 4800
Créatinine (mg/l) | 7 7 6,2
Urée (g/l) 0,1 0,17 0,13
ASAT/ALAT 25/23 22/16 -
iy

Lors de la 2°™ cure, on observe également une diminution du taux de globules blancs et de
I’hémoglobine qui diminue au bout de 3éme jour aprés la perfusion sans perturbation du bilan

rénal et hépatique.

18 1 1.77
1.6 -
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0 .
24 72 192

Concentration MTX (pg/l)

Temps (Heures)

Figure 24: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°1 apres la deuxiéme cure
Pour cette cure, le patient a bénéficié d’un controle de la méthotrexatémie a 24h et 72h.

- La méthotrexatémie & la 24°™ heure était de 1,77 umol/l (<10 pmol/l) ;
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- La méthotrexatémie a la 72°™ heure était de 0,149 pumol/I (<0,2 pmol/l)

Le sauvetage folinique n’a pas été arrété jusqu’au 4°™ jour suivant I’administration du MTX a

une posologie de 50mg/6h.

Le patient n’a pas présenté de signes de toxicité mais d’autres dosages ont été demandés a
96h, 120h et 192h pour détecter un éventuel retard d’élimination tardif en vue des antécédents

de toxicité tardive chez ce patient.

- Les prélevements effectués a H96 et H120 n’ont pas été dosés car il s’agit de
préléevements non conformes ;
- La méthotrexatémie a la 192°™ heure était de 0,048 umol/l ce qui indique un retard

d’élimination.

1.8 -
1.6 -
1.4 -
1.2 -
=¢=Cure 1
0.8 -
0.6 -
0.4 -

== Cure 2

Concentration de MTX en( pmol/l)

O T T T T T
24 72 192 216 240 312 369 360

Temp (Heures)

Figure 25: Comparaison entre les cinétiques d’élimination du méthotrexate de la 1°"®

et 2°™ cure du patient n° 1
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Observation numéro 2

Initiales du patient : B.L

Numéro d’enregistrement (tableau) :02
Age : 58ans

Sexe : Féminin

Surface corporelle : 1,75 m?

Il s'agit de la patiente B.L agée de 58 ans, atteinte d'un lymphome non Hodgkinien cérébral
primitif, elle est sous chimiothérapie selon le protocole R-MTX-Aracytine : Rituximab,

Méthotrexate, Aracytine

Elle a bénéficié d'un suivi thérapeutique pharmacologique pour trois cures de traitement

MTX-HD, et d'un bilan biologique avant et aprés les cures.
Cure numéro 1: le 11/03/2021

La patiente a recu une dose de 3g/m? soit 5250 mg pour une durée de perfusion de 4 heures.
L’hyperhydratation alcaline a été administrée par voie veineuse avant le début de perfusion,

dont la posologie n'a pas été mentionnée.

L'administration du sauvetage folinique a débuté 6 heures apres la perfusion a raison de 44mg

toutes les six heures pendant 4 jours

- La méthotrexatémie des 72 heures était de 0.08 pmol/I.

93



Partie pratique

Chapitre 11

Résultats

Tableau 18: Les bilans biologiques avant et aprés la premiere cure du patient n°2

Avant la cure | 24h aprés la cure | 48h apres la cure | 72h aprés la cure
Hb (g/dl) 11,9 10,8 - 9,4
Plaquettes/mm® | 192000 177000 - 177000
GB/mm3 6240 - - 5300
Creatinine (mg/l) | 7,5 6,9 10 7
Urée (g/l) 0,21 0,16 0,19 0,18
ASAT/ALAT 21/21 - - 24/20
(Ui

Les bilans montrent une diminution de I’hémoglobine et des globules blancs.

Le patient n'a rien présenté comme signe clinique de toxicité.

Cure numéro 2 : le 04/04/2021

La patiente est sous chimiothérapie a base de MTX selon le méme protocole que la premiere
cure : R-MTX-Aracytine. Elle a recu une posologie de 3 g/m? (5190 mg) par voie intra
veineuse, la durée de la perfusion était de 4h. La diminution de la dose de MTX est due a la

diminution de la surface corporelle qui est passée de 1,75 m? a 1,73 m?.

L’hyper hydratation alcaline a ét¢ administrée avant le début de la perfusion, sa posologie n’a

pas été mentionnée.

L’administration du sauvetage folinique a débuté & la 6°™ heure du début de la perfusion, &

raison de 43 mg en IV toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Un dosage du MTX a été effectué dans le cadre d’un controle.
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Figure 26 : La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°2 aprés la deuxieme cure

- La méthotrexatémie a la 24°™ heure était de 6,45 umol/L (< 10 mol/l)

- La méthotrexatémie a 48°™ heure était de 2,10 pmol/L (< 1 umol/l).

- La méthotrexatémie a 72°™ heure était de 0.39 umol/l (< 0,2 pmol/l)

Tableau 19: Les bilans biologiques avant et aprés la deuxieéme cure de la patiente n°2

Avant la cure

24h apres la cure

48h apres la cure

72h apres la cure

Hb (g/dl) 11,6 - 11,4 11,6
Plaquettes/mm?® 176000 - 177000 202000
GB/mm?® 7690 - 10100 9250
Créatinine (mg/l) | 7 6 10 11
Urée (g/l) 0,24 0,22 0,22 0,41
ALAT/ASAT 13/14 14/16 22/16 21/17
i

Cliniquement, la patiente a présenté des vomissements apres I’administration de MTX

On observe une légére augmentation des enzymes hépatiques ainsi que de la créatinine.
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La cure numéro 3 le 17/06/2021:

La patiente est encore une fois sous chimiothérapie a base de MTX. Elle a recu la méme
posologie avec le méme rythme d’administration soit 3 g/m? (5000 mg) par voie intra

veineuse, la durée de la perfusion était de 4h.

L’hyper hydratation alcaline a ét¢ administrée avant le début de la perfusion, sa posologie n’a

pas été mentionnée.

L’administration du sauvetage folinique a débuté a la 6™ heure du début de la perfusion, &

raison de 41 mg en IV toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Tableau 20: Les bilans biologiques avant et apreés la troisieme cure du patient n°2

Avant la cure 24h apres la cure | 72h aprés la cure
Hb (g/dl) 11,8 - 11,1
Plaquettes/mm? 32700 - 204000
GB/mm?® 6080 - 4400
Creatinine (mg/l) 5,2 4 7
Urée (g/l) 0,12 0,08 0,10
ASAT/ALAT (UI/l) | 12/10 31/45

Les globules blancs diminuent.
La créatinine et les enzymes hépatiques ASAT et ALAT augmentent.

Deux dosages du MTX ont été fait.
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Figure 27: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°2 aprés la troisiéme cure

- La méthotrexatémie & la 24°™ heure était de 8,75 pmol/l (<10 pmol/l) ;
- La méthotrexatémie & la 48°™ heure 0,78 umol/I (<1 pmol/l).
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Figure 28 : Comparaison entre les cinétiques d’élimination du méthotrexate de la 2°™°

et la 3°™ cure du patient n° 2
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Observation numéro 3

Initiales du patient : A.M

Numéro d’enregistrement (tableau) :03
Age : 55 ans

Sexe : Masculin

Surface corporelle : 1,77 m?

Il s'agit du patient A.M &gée de 55 ans, atteint d'un lymphome non Hodgkinien, il est sous
chimiothérapie selon le protocole R-CALGB qui comprend: Rituximab, Endoxan,
Adriamycine, Vincristine, Méthotrexate et Déxamethasone. Il est atteint également d’une

hépatite B.

Il a bénéficie d'un suivi theérapeutique pharmacologique pour une cure de traitement MTX-

HD, et d'un bilan biologique avant et apres la cure.

Le patient a recu une dose de 1.5 g/m? soit 2655 mg, dose diminué par rapport a son atteinte

hépatique par voie intra veineuse pour une durée de perfusion de 4 heures.

L'hydratation alcaline a été administrée par voie veineuse avant le debut de perfusion, sa

posologie n'a pas été mentionnee.

L'administration du sauvetage folinique a débuté 6 heures aprés la perfusion a raison de 50

mg toutes les six heures pendant 4 jours.

Un dosage du MTX a été effectué dans le cadre d’un contrdle
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Figure 29 : la cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°3

- La méthotrexatémie a la 24eme heure était de 1.72 pmol/l (< 10 mol/l) ;
- La méthotrexatémie a 48eme heure était de 0.1148 pmol/l (< 1 pmol/l) ;

- La méthotrexatémie & 72eme heure était inférieure a 0.02 pmol/I (<0,2 pmol/l).

Le patient présente une cinétique d'élimination biphasique, aucun signe de toxicité détecté.

Tableau 21: Les bilans biologiques avant et aprés la cure du patient 3

Avant la|24h aprés la|48h apres la| 72hapres la cure
cure cure cure
Hb (g/dl) 11.8 12.1 - 11.1
Plaquettes/mm?® 104000 119000 - 91000
GB/mm3 2900 3200 - 1900
Créatininémie (mg/l) | 12 17 14.9 13
Urée (g/l) 0.46 0.44 0.49 0.55
ASAT/ALAT (UI/l) | 21/17 35/22 - 31/33

Le patient présente une augmentation de la créatininémie et une légére augmentation de

I’'urémie, avec une augmentation marquée des enzymes hépatiques ASAT/ALAT.
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Observation numéro 4 :

Initiales du patient : H.Z

Numéro d’enregistrement (tableau) :08
Age : 33 ans

Sexe : Féminin

Poids : 52 Kg

Surface corporelle : 1,51m?

Il s’agit de la patiente H.Z agée de 33 ans, atteint d’un lymphome non Hodgkinien a cellules
B médiastinal. Elle a bénéficié d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour deux cures de
MTX-HD.

La cure numéro 1 : le 22/04/2021

La patiente est sous chimiothérapie selon le protocole R-ACVBP: Rituximab,

Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vindésine, Blémoycine, Prednisone, Méthotrexate.

Elle a recu une dose de 3 g/m? soit 4530 mg par voie intra veineuse, la durée de la perfusion
était de 4h.

L’hyper hydratation alcaline a ét¢ administrée avant le début de la perfusion, sa posologie n’a

pas été mentionnée.

L’administration du sauvetage folinique a débuté a la 6™ heure du début de la perfusion, &

raison de 38 mg en IV toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Des bilans biologiques ont été effectués avant et apres la cure de MTX.
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Tableau 22: Les bilans biologiques avant et aprés la premiere cure du patient n°8

Avant la cure

24h apres la cure

48h apres la cure

72h apres la cure

Hb (g/dl) 10,5 - 10,2 10
Plaguettes/mm?® 194000 - 186000 199000
GB/mm?® 3400 - 3900 3900
Creatinine (mg/l) | 7 6 54 6

Urée (g/1) 0,16 0,16 0,12 0,12
ASAT/ALAT 39/31 - - 44/45
iy

La patiente présente une augmentation d’ASAT et ALAT.

Aucun signe de toxicité clinique n’a été présenté.

Le dosage de MTX été fait systématiquement dans le cadre du contrble des concentrations

plasmatiques.
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Figure 34 : La cinétique d’¢limination du méthotrexate du patient n°8 aprés la premiére cure

- La méthotrexatémie a la 24°™ heure était de 0,93 pmol/I (<10 pmol/l) ;

- La méthotrexatémie a la 48°™ heure était de 0,0971 pmol/l (< 1 pmol/l) ;

- La méthotrexatémie a la 72°™ heure n’a pas été faite car le résultat de la 48°™ heure

était dans les normes.
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L’administration de 1’acide folinique est poursuivie a la méme posologie jusqu’au 4™ jour de

I’administration du MTX.

La cure numéro 2 le 18/04/2021:

La patiente est sous chimiothérapie a base de MTX. Elle a recu la méme posologie avec le

méme rythme d’administration soit 3 g/m? (4530 mg) par voie intra veineuse, la durée de la

perfusion était de 4h.

L’hyper hydratation alcaline a ét¢ administrée avant le début de la perfusion, sa posologie n’a

pas été mentionnée.

L’administration du sauvetage folinique a débuté a la 6°™ heure du début de la perfusion, &

raison de 38 mg en IV toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Tableau 23: Les bilans biologiques avant et aprés la deuxieme cure du patient n°8

Avant la cure

48h apres la cure

Hb (g/dl) 10,7 10,3
Plaquettes/mm? 212000 193000
GB/mm? 6400 1700
Creatinine (mg/l) 6 5

Urée (g/l) 0,17 0,08
ASAT/ALAT (UI/) 29/16 31/34
Albumine (g/1) 41 38

- La méthotrexatémie a la 24°™ heure était de 0,93 pmol/I (<10 pmol/l) ;

- La méthotrexatémie a la 72°™ heure 0,067 pmol/I (<0,2 umol/l)
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Figure 35: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient
n°8 aprés la deuxieme cure

Le dosage a H48 n’a pas ¢té réalisé, de ce fait, la courbe biphasique ne peut pas étre mise en

évidence dans ce cas.
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Observation numéro 5 :

Initiales du patient : B.L

Numéro d’enregistrement (tableau) :10
Age : 22 ans

Sexe : Masculin

Surface corporelle : 1,63 m?

Il s'agit de la patiente B.L &gé de 22 ans, atteint d'un lymphome non hodgkinien, il est sous

chimiothérapie a base de MTX : Méthotrexate.

Il a bénéficié d'un suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de traitement MTX-
HD.

Le patient a recu une dose de 3g/m? soit 4900 mg pour une durée de perfusion de 4 heures.
L’hyperhydratation alcaline a été¢ administrée par voie veineuse avant le début de perfusion,

dont la posologie n'a pas été mentionnée.

L'administration du sauvetage folinique a débuté 6 heures aprés la perfusion a raison de 41mg

toutes les six heures pendant 4 jours.

Un dosage du MTX a ét¢é effectué dans le cadre d’un controle
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Figure 37: La cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°10 apres la cure.
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- La méthotrexatémie & la 24°™ heure était de 1,2 pmol/I (<1 pmol/I)
- La méthotrexatémie & la 48°™ heure était 0,13 umol/I (<0,02 pumol/l)

Chapitre 11

Résultats

La cinétique d'élimination de MTX est linéaire, aucun signe de toxicité n’a été remarqué.

Le patient a bénéficié d'un bilan biologique avant et apres la cure.

Tableau 24: Les bilans biologiques avant et aprés la premiere cure du patient n°10

Avant  la | 24h apres la | 48hapres la cure 72h apreés la cure
cure cure
Hb (g/dI) 14,1 14,8 - -
Plaguettes/mm?® 227000 269000 - -
GB/mm?® 4090 4900 - -
Créatinine (mg/l) 7,9 6,8 - 7
Urée (g/l) 0,3 0,19 - 0,15
ASAT/ALAT 13/7 14/15 - 17/17
iy
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Observation n° 6

Initiales du patient : K.A

Numéro d’enregistrement (tableau) :12
Age : 9 ans

Sexe : H

Surface corporelle : 1,2 m?

Il s’agit du patient K.A agé de 9 ans, atteint d’une leucémie aigiie lymphoide pré T classé
VHR (EORTC). Le protocole de chimiothérapie n’a pas été mentionné. Il a bénéficié d’un
suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de MTX-HD et des bilans biologiques

avant et apres la cure.

Le patient a recu une dose de 5g/m? soit 6000 mg pour une durée de perfusion de 24 heures,
repartie en 500mg/m? durant la premiére heure de perfusion et le reste (4500mg/m?) pendant
23 heures. L’hyperhydratation alcaline a été administrée par voie veineuse 24h avant le début

de perfusion, sa la posologie n'a pas été mentionnée.

L'administration du sauvetage folinique a débuté apres la perfusion a raison de 14,4mg toutes

les six heures pendant 4 jours. L’heure d’administration n’a pas été mentionnée

Tableau 25: Les bilans biologiques avant et aprés la premiere cure du patient n°12

Avant la cure 48h apres la cure
Hb (g/dI) 11,5 10
Plaquettes/mm?® 345000 281000
GB/mm3 2400 3700
PNN/mm? 1300 2770
Creéatinine (mg/l) - 5
Urée (g/1) - 0,12
ASAT/ALAT (UIN) - 41/63
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Le bilan montre une diminution de I’hémoglobine et plaquettes.

Dés le 4°™ jour aprés la cure, le patient a présenté des signes allergiques marquées par

I’apparition d’une éruption maculo-papuleuse au niveau du tronc, dos, cuisses et des mains

prurigineuses avec des mucites de grade 2.

Un dosage de MTX a été fait dans le cadre d’une susception d’une toxicité :

- La méthotrexatémie & la 48°™ heure était de 0,88 pmol/l (< 1umol/I).
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Observation n°7

Initiales du patient : H.R.

Numéro d’enregistrement (tableau) : 13
Age : 14 ans.

Sexe : Masculin

Poids : 60 Kg

Surface corporelle : 1.6 m?

Il s’agit du patient H.R. 4gé de 14 ans, atteint d’une leucémie aigué lymphoide pré T classé
VHR (EORTC) en intervalle thérapie.

Il a bénéficié d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour la cinquiéme cure de traitement

méthotrexate haute dose.
Date de la cure : 02/04/2021

Le patient a recu une dose de 5g/m? soit 8 g de méthotrexate, la durée de perfusion était de
24h.

Le sauvetage folinique de 76.8 mg par jour a raison de 19.2mg chaque 6h a été entame a la

36¢™ heure du début de la cure.

L’hyperhydratation a été effectuée par voie veineuse a raison de 3L/m? soit 4.8L divisé entre

sérum glucosé a 5%, sérum salé isotonique et une solution de CaCl..

Le patient a bénéficié d’un bilan biologique comprenant : une formule numération sanguine

avant et apres la cure ainsi qu’un bilan hépatique aprés la cure.
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Tableau 26: Les bilans biologiques avant et apres la cure du patient n° 13

Bilan

HB Plaquettes/ |PNN/ | ASAT |ALAT |GGT PAL
GB/mm?®
(g/dl) | mm? mm® (UKl {uil Ui ol

Avant la cure | 3800 95 177000 2200 |- - - -

Apres lacure | 9540 9.7 256000 8520 |39 40 20 184

Le patient a présenté une augmentation des GB ainsi que les PNN.

Le total de 10 prélevements ont été envoyés au laboratoire de toxicologie dont 8 ont été

effectués alors que 2 prélévements n’étaient pas conforme (H96 et H168).

La méthotrexatémie a 48 heures était de 1.95 umol/l ()1 pmol/l a H48) ce qui indique
une adaptation du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures ;
La méthotrexatémie a 72 heures était de 0.77 umol/l ()0.2 umol/L & H72) ce qui

indique une adaptation du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures.

Le patient présente un retard d’élimination raison pour laquelle plusieurs dosages

supplémentaires ont été effectués.

La méthotrexatémie a 120 heures était de 0.297 umol/l ce qui indique une adaptation
du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures ;

La méthotrexatémie a 144 heures était de 0.12 umol/l ce qui indique une adaptation du
sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures ;

La méthotrexatémie a 192 heures était de 0.0596 umol/l ce qui indique une adaptation
du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures ;

La méthotrexatémie a 216 heures était de 0.0649 umol/l ce qui indique une adaptation
du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures ;

La méthotrexatémie a 240 heures était de 0.0693 umol/l ce qui indique une adaptation
du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures ;

La méthotrexatémie & 268 heures était de 0.0374 umol/l ce qui indique une adaptation
du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures ;

La méthotrexatémie a 292 heures était de 0.0506 umol/l ce qui indique une adaptation

du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures ;
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Chapitre 11

Résultats

— La méthotrexatémie a 320 heures était de 0.0348 umol/l ce qui indique une adaptation

du sauvetage folinique de 19.2mg chaque 6 heures.

L’administration de 1’acide folinique a été toujours maintenue a la méme posologie, méme

si un retard d’élimination existe.
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Figure 39: cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n °13

Le patient a présenté une toxicité cutanéomuqueuse type mucite grade 1 aprés 6 jours de

I’administration de la cure.
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Observation n°8

Initiales du patient : R.R.

Numéro d’enregistrement (tableau) : 14
Age : 06 ans.

Sexe : Féminin

Poids : 20 Kg

Surface corporelle : 1.29 m?

Il s’agit du patient R.R. &gé de 06 ans, atteint leucemie aigiie lymphoide biphénotypée.
Le protocole de chimiothérapie n’a pas été mentionné. Elle a bénéficié d’un suivi

thérapeutique pharmacologique pour la deuxieme cure de traitement méthotrexate haute dose.
Date de la cure : 25/03/2021

La patiente a recu une dose de 5g/m? soit 6450 mg de méthotrexate, la durée de perfusion était
de 24h.

Le sauvetage folinique n’était pas mentionné par le clinicien.

L’hyperhydratation a été effectuée par voie veineuse a raison de 3L/m? soit 4.8L divisé entre

sérum glucosé a 5%, sérum salé isotonique et une solution de CaCl,.

Le patient a bénéficié d’un bilan biologique comprenant : une formule numération sanguine

avant et apres la cure ainsi qu’un bilan hépatique et un bilan rénal aprés la cure.
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Tableau 27: Les bilans biologiques avant et aprés la cure du patient numéro 14

Avant la cure 24H apres la cure 72H apres la cure
GB / mm? 7050 2750 2290
HB (g/dl) 10.1 8.3 9.1
PNN/ mm?® 4250 1420 1420
Plaguettes/mm?® 423000 285000 270000
Creatinine(mg/l) - 3.3 4
ASAT/ALAT (UI/L) - -1106 355(8*N)/281(5*N)
PAL/GGT (UI/L) - 23.01/246.85 -
BT/BD (umol/L) - 4.1/1.2 6/3

La patiente a présenté une diminution du nombre des GB, des PNN ainsi que des plaquettes.

Une perturbation du bilan hépatique est a signaler a savoir le taux d’ALAT atteignant 8 fois la

normale, le taux d’ASAT 5 fois la normale et une augmentation de la GGT.

Dans le cadre d’un controle systématique la patiente a bénéfici¢ de 3 dosages dont 2 n’ont pas

¢été fait la H24 et la H48 car les prélévements n’étaient pas conformes.

- La méthotrexatémie a la 72°™ heure était de 0,16 pmol/I.

La patiente n’a présenté aucun signe de toxicité.
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Le suivi thérapeutique et pharmacologique du méthotrexate est indiqué chez les patients
atteints d’hémopathies malignes qui sont sous chimiothérapie dont le protocole indique une
posologie de MTX >1g/m?. 1l consiste a effectuer des dosages plasmatiques a différents délais

post perfusion afin d’évaluer son élimination.

A cet effet, nous avons mené une étude prospective descriptive portant sur 15 patients atteints
d’hémopathies malignes, 11 adultes et 4 enfants hospitalisés respectivement au service
d’hématologie et hémato pédiatrie au CHU de Tizi Ouzou et traités par méthotrexate a haute
doses. Cette étude a été réalisée sur une période de quatre mois allant de Mars 2021 jusqu’a
Juin 2021. Son objectif est de montrer I’intérét du suivi thérapeutique pharmacologique du

méthotrexate qui fait partie intégrante du suivi des patients.

Nous avons effectué au niveau du laboratoire de toxicologie du CHU de Tizi Ouzou les
dosages plasmatiques du méthotrexate en utilisant une méthode de dosage
immunoenzymatique (EMIT) validée (gamme basse) qui offre une analyse simple et rapide de
ce medicament a des concentrations plasmatiques a partir de 0,02 pmol/l. la communication
de ces résultats au médecin contribue a la prise en charge rapide et efficace concernant

I’adaptation de la posologie de I’acide folinique .

Concernant les dosages des parametres biochimiques, ces derniers ont été effectués au niveau
du laboratoire de biochimie du CHU de Tizi Ouzou a la demande du médecin traitant pour

pouvoir évaluer toute éventuelle perturbation apres la cure.

La moyenne d’age de notre population et de 35 +21 ans avec des extrémes de 02 et 66 ans.
La population de notre étude est hétérogene avec 73 % d’adultes agés entre 16 et 66 ans

contre 27% d’enfants agés entre 2 et 16 ans.

La population est a majorité féminine avec un sexe ration (Homme/Femme) de 0,87. La
majorité féminine est retrouvée chez les adultes avec un sexe ratio (Homme/Femme) de 0,83

alors que chez la population pédiatrique il n’y a pas de prédominance.

La prédominance masculine des hémopathies malignes retrouvée par la plupart des auteurs
[3,119,120] n’a pas été constatée dans notre étude car elle concerne uniquement les patients

atteints d’hémopathies malignes traités par des protocoles incluant le MTX-HD.

Plus de la moitié de la population (53,33%) sont atteints de lymphome de type non

Hodgkinien ceci concorde avec une étude épidémiologique faite au CHU de Marrakeche qui
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révéle que les lymphomes sont majoritaires [121] . La population pédiatrique est
exclusivement atteinte de leucémie aiglie lymphoide comme I’indique une étude menée par
Bellec et al en France qui a montré une prédominance des LAL chez la population pédiatrique
[122].

Prés de 27% de notre population a présenté différents signes de toxicité qui peuvent étre dii au
méthotrexate. Parmi ces patients, 25% ont présenté une toxicité digestive, il s’agit de la
patiente n°2 qui a eu des vomissements apres sa troisieme cure, ces atteintes gastro-
intestinales sont peu fréquentes selon les données du RCP francgais. 50% ont présenté une
toxicité cutanée, cas du patient n °12 qui a présenté des signes allergiques cutanés généralisés,
ainsi que le patient n°1 qui a présenté un syndrome de Lyell qui est un effet indésirable peu
fréquent selon le dictionnaire Vidal 2019. De méme, 50% ont présenté une toxicité muqueuse
de type mucite, et ce, chez les patients n°12 et 13, ce type d’effets secondaires est confirmé

par les travaux de Del Pozo et al [122].

Notre population a bénéficie de bilans biologiques de base (avant la cure) et de contréle (apres

la cure) incluant la FNS, bilan rénal et bilan hépatique.

Il est impératif de réaliser ces bilans vu les perturbations biologiques que la chimiothérapie

peut engendrer comme recommande par le RCP francais.

La perturbation des bilans biologique est présente chez la majorité des patients (87%), elle est
de type hématologique, hépatique et rénal. Elle est la conséquence de I’effet cytotoxique du
méthotrexate [75].

Les patients qui ont présenté des manifestations toxiques ont une méthotrexatémie supérieure
au seuil de toxicité sauf le patient n°12 qui a présenté une toxicité cutanéomuqueuse alors que
la concentration du MTX est dans les normes. Ceci s’applique également aux bilans
biologiques. C’est le cas des patients n° 5 et 15 qui présentent une augmentation des enzymes
hépatiques (ASAT et ALAT) sans perturbation de la méthotrexatémie. L’atteinte hépatique
est confirmée par la littérature, ’augmentation des transaminases est observée dans 20% des
cas de facon réversible [68] . De méme pour les patients n° 3, 8 et 14 qui montrent une nette
diminution des globules blancs. L’apparition de ces toxicités est confirmé par la littérature,
notamment les travaux de Isacoff et al [123] . Concernant le bilan rénal, on observe une
augmentation de la créatinine sans dépasser 1’intervalle normal chez les patients n°2, 3, 5 et 7.
Cependant, chez le patient n°1, la perturbation du bilan rénal est observée en paralléle au

retard d’élimination du MTX. L’atteinte rénale survient dans 2 a 4% des cas comme le
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montrent les travaux de [118]. Celle-ci est redoutable et peut entrainer jusqu’a 6 % de déces si

’on ne prend pas de précautions particuliéres [124].

Le STP du méthotrexate a permis d’observer une variabilité d’élimination interindividuelle
pour la méme dose administrée du MTX chez les deux populations comme démontré par Le
Guellec et al [44].

Il est & noter que pour un méme patient, la cinétique d’élimination peut varier, c’est le cas du
patient n°2 qui a présenté une différence dans la cinétique d’élimination du MTX pour deux
différentes cures. Dans ce cas on a pu comparer uniqguement la premiére phase d’élimination
vu D’absence du dosage a H72 pour la deuxieme cure. Ceci confirme que le suivi
thérapeutique pharmacologique du méthotrexate est important apres chaque cure chez le
méme patient. De plus, afin d’estimer la cinétique d’élimination du MTX, un seul dosage

n’est pas suffisant, il faut donc plusieurs dosages a différents delais post-perfusion [44].

Le STP a permis également de détecter les retards d’élimination, c’est le cas du patient n°1
chez qui la méthotrexatémie était supérieure au seuil de sécurité a 8 jours post perfusion ce
qui confirme que les signes de toxicité cutanée sont dus au méthotrexate et justifie la demande
de dosages supplémentaires permettant ainsi de suivre I’élimination totale de la dose
administrée. Selon une étude rétrospective, une toxicité significative a été observée chez les
patients ayant présenté une elimination retardée du MTX, avec néanmoins une récupération

totale pour tous les patients [90].

Egalement, le patient n °13 a présenté un retard d’élimination avec une méthotrexatémie a
H48 > 2 pumol/l ce qui a suscité le controle des concentrations plasmatiques jusqu’a
élimination totale. De ce fait, le sauvetage folinique ainsi que I’hyperhydratation ont été
maintenus. Ces mesures représente une étape nécessaire de la prise en charge d’un surdosage
au MTX et permettent de conserver et d’optimiser la fonction rénale du patient tout en

limitant les effets cytotoxiques du MTX [21,88].

Le STP du MTX permet I’adaptation du sauvetage folinique dans le but de minimiser les
effets secondaires. C’est le cas du patient n °1 chez qui ’acide folinique a été instauré de
nouveau suite a ’apparition d’une toxicité due a un retard d’élimination tardif. Sa posologie a
été augmentée. Concernant les autres patients présentant une toxicité aucune adaptation

posologique de I’acide folinique n’a été faite, juste un prolongement d’administration.
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Certains patients lors de certaines cures ont présenté une diminution des plaquettes et de fagcon
moins prononcée de ’hémoglobine apres la cure ce qui peut étre expliqué par I’effet

hématotoxique du MTX ainsi que des autres molécules utilisées en chimiothérapie.
Les difficultés rencontrées :
Nous avons été confrontés durant notre étude a certaines limites décrites comme suit :

e La taille réduite de la population, qui nous a privés d’établir une étude statistique a
large spectre ;

e Recueil des informations a partir des dossiers médicaux, en conséquence, les données
qui concernent 1’état physiopathologique des patients et les effets indésirables peuvent
étre manquant ce qui rend difficile I’analyse du profil de chaque patient ;

e [’indisponibilit¢ de certains bilans biologiques ce qui a limité I'interprétation de
certains dosages et I’explication de quelques effets toxiques ;

e La difficulté d’accés aux données d’hyperhydratation alcaline ;

e Manque de reactif ce qui a empéché la réalisation des dosages systématiques chez les
patients qui ont eu des cures supplémentaires, ou méme un suivi rigoureux de la
cinétique d’élimination, ce qui a empéché d’établir les études de variabilité intra-
individuelle ;

e La non-conformit¢ de certains prélévements qui n’ont pas été conservé

convenablement.
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Le méthotrexate est un cytotoxique de la famille des anti-métabolites qui fait partie intégrale
de l'arsenal thérapeutique des hémopathies malignes ou il est administré a de fortes doses
(>1g/m?). Sa toxicité est de fréquence variable d’un patient & un autre et qui peut induire une

morbidité importante.

Le suivi thérapeutique pharmacologique représente une des approches les plus intéressantes
susceptible de maitriser le risque toxique et fait I’objet d’un consensus général car il permet
d’adapter les mesures correctives mises en ceuvre d’un patient a un autre ou méme d’une cure

a une autre chez un méme patient dés qu’une surexposition est objectivée.

A travers notre étude, nous avons évalué le profil de tolérance clinique et biologique des
patients de notre population en notant tout signe de toxicité survenu apres administration du
MTX, nous avons egalement apprécié la cinétique d'élimination du médicament pour tous les
patients par le dosage plasmatique du MTX a différents délais post-perfusion jusqu'a

obtention des taux considérés comme non-toxiques.

Pour notre part, nous avons dosé le méthotrexate par une méthode immuno-enzrymatique
(EMIT) fiable et rapide qui nous a permis de rendre le résultat et le discuter au clinicien a

temps.

Les résultats de notre travail montrent I’importance du suivi thérapeutique pharmacologique
du MTX-HD dans la prise en charge des pathologies onco hématologiques en détectant les
patients les plus vulnérables a développer une toxicité. Il permet également une meilleure
adaptation du sauvetage folinique et des mesures d’hydratation alcaline en améliorant ainsi

leur pronostic vital, sans entrainer une inefficacité thérapeutique.

Pour conclure, nous rappellerons que le nombre réduit de patients suivis, la courte durée du
suivi ainsi que le manque de réactif nous ont retenus de faire un travail plus enrichi, plus
approfondi et plus étalé dans le temps. Néanmoins, notre étude confirme I’importance du STP
du méthotrexate qui est une pratique indissociable du protocole de chimiothérapie, alors nous
recommandons une collaboration étroite entre médecins cliniciens et toxicologues analystes
dans le but d’éviter les toxicités imputables a ce médicament et d’une meilleure adaptation du
sauvetage folinique qui doit étre faite en fonction des méthotrexatémie afin de gérer les

toxicités et de maximiser Pefficacité du traitement.
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Annexes

Annexe [

Indications et posologie du méthotrexate dans le traitement des hémopathies malignes
selon le référentiel régional onco-occitanie 2020

1 Lymphomes non hodgkinien

4.1 Lymphomes Primitifs du Systéeme Nerveux Central
Le méthotrexate a permis d’améliorer significativement le pronostic des lymphomes primitifs

du Systeme Nerveux Central : la survie globale médiane, de 1,5 mois sans traitement, passe a
25-55 mois avec une monothérapie a base de méthotrexate a une dose supérieure a 3 g/m2,
L’association avec d’autres molécules anticancéreuses permet d’améliorer I’efficacité du
traitement.
La base du traitement d’induction de 1ére ligne des Lymphomes Primitifs du Systéme
Nerveux Central est ’association du MTX a une dose comprise entre 3 et 4 g/m? pour au
moins 4 cycles avec un intervalle de 2 a 3 semaines a un agent alkylant et le rituximab.
(112)
Les schémas thérapeutiques suivants sont proposes pour la phase d’induction selon le
référentiel des lymphomes du réseau ONCO-OCCITANIE de I’année 2020 (référentiel des
lymphomes 2020)
o Age <60 ans en premiére ligne : 2 COPADEM ou R-MBVP + 2 R-CYM, avec rajout
possible de cycles de méthotrexate en cas de réponse partielle.
o Entre 60 et 70 ans en 1ere ligne : 3 (R-MPV + VP16) puis 2 R-1fosfamide-Cytarabine,
ou 3 R-MPV puis 3 R-Cytarabine.
o Age > 70 ans en lére ligne : 3 R-MPV sans VP16 puis 2 R-Cytarabine ou
Méthotrexate-Témozolomide chez les patients les plus fragiles.
o Rechute : le méthotrexate est indiqué seulement si la rechute a lieu plus d’un an aprés
le traitement de 1% ligne et si le Sujets est non éligible pour une autogreffe
Les protocoles impliquant I’administration du MTX-HD sont :
= R-MPV +/- VP 16 (J1 = J28)

o RITUXIMAB 375 mg/m? IV J1 et J15
o VINCRISTINE 1,4 mg/m? IV J2 et J16 (max. 2 mg ou 1 mg si > 70 ans)
o METHOTREXATE 3500 mg/m? IV en 2 heures J2 et J16



o PROCARBAZINE 100 mg/m? per os (PO) J1 & J7

o VP16 (ETOPOSIDE) 100 mg/m? IV J3

o Si patients > 70 ans : pas de VP 16 a J3 ni de Rituximab Méthotrexate-Vincristine a
J15 et J16

R-MBVP (J1 = J28)

RITUXIMAB 375 mg/m? IV J1

METHOTREXATE 3000 mg/m? en 3 heures 1V J1 et J15
BCNU (CARMUSTINE) 100 mg/m? 1V J3

VP16 100 mg/m? IV J2

PREDNISONE 60 mg/m2 PO J1 a J5

0O O O O O

R-COPADEM (J1 = J21)

RITUXIMAB 375 mg/m? IV J1 et J7

VINCRISTINE 1,4 mg/m? IV J2 (max. 2 mg)
METHOTREXATE 3000 mg/m? 1V en 3 heures J2
CYCLOPHOSPHAMIDE 250 mg/m? x 2/J IV J3-J4-J5
DOXORUBICINE 60 mg/m? 1V J3

PREDNISONE 60 mg/m? PO de J2 a J7

0 O O O O O

R-CYM (J1 = J21)

RITUXIMAB 375 mg/m2 1V J1
METHOTREXATE 3000 mg/m? IV en 4 heures J1
CYTARABINE 100 mg/m? IVVSE de 24h de J2 a J5

= O O O O

M-Témozolomide (J1 = J30)

METHOTREXATE 3500 mg/m? en 2 heures 1V J1 et J15
TEMOZOLOMIDE 150 mg/m2 PO J1 & J5

o O

4.2 Lymphomes B Diffus a Grandes Cellules
Le méthotrexate est indiqué en 1% ligne en prophylaxie de la diffusion méningée, chez les

patients a risque ou dont le lymphome siége au niveau d’une localisation a risque (rein,
surrénale, testicule, sein, espace épidural, sinus), Il est associé au traitement conventionnel qui
est le R-CHOP ou R-ACVBP, pour 2 & 4 cycles a la dose de 3 g/m?.
L’addition de MTX-HD chez les patients traités pour un Lymphome B Diffus a Grandes
Cellules ne prévenait pas les rechutes au niveau du systeme nerveux central, mais augmentait
significativement la survie.(125)
Les protocoles sont les suivants :

» R-ACVBP (J1=J14)

o RITUXIMAB 375 mg/m2 IV J1



CYCLOPHOSPHAMIDE 1200 mg/m? IV J1
DOXORUBICINE 75 mg/m2 1V J1
VINDESINE 2 mg/m2 IV J1 et J5
BLEOMYCINE 10 mg IV J1 et J5
PREDNISONE 60 mg/m?2 per os J1 a J5
METHOTREXATE 15mg IT J1

0O O O O O O

R-CHOP (J1 = J21)

RITUXIMAB 375 mg/m? IV J1

CYCLOPHOSPHAMIDE 750 mg/m? 1V J1

DOXORUBICINE 50 mg/m? 1V J1

VINCRISTINE 1,4 mg/m2 IV J1 (max. 2 mg ou 1 mg si > 70 ans)
PREDNISONE 40 mg/m? PO J1 & J5

0 O O O O

* METHOTREXATE HAUTE DOSE (J1 = J15)
o METHOTREXATE 3000 mg/m? IV en 3 heures J1

4.3 Lymphomes de Burkitt

Selon le reférentiel du traitement des lymphomes Edition 2020 ONCO-OCCITANIE, les
schémas thérapeutiques suivants sont recommandeés :
o Age <60 ans : traitement selon I’essai LMBAO2
o Entre 60 et 70 ans : traitement selon I’essai LMBAO2 ou 4 cycles R-CHOP-METHO
puis 4 cycles R-CHOP
o Entre 70 et 80 ans : 4 cycles R-CHOP-METHO puis 4 cycles R-CHOP
o Age >80 ans: 6 cycles de R-miniCHOP avec 4 méthotrexates a dose adaptée

Les protocoles sont comme suit :

= R-CHOP-METHO (J1 =J21)

0 METHOTREXATE 1500 mg/m2 1V J1

0 RITUXIMAB 375 mg/m2 1V J2

0 CYCLOPHOSPHAMIDE 750 mg/m2 1V J2

0 DOXORUBICINE 50 mg/m2 IV J2

0 VINCRISTINE 1,4 mg/m2 IV J2 (max. 2 mg ou 1 mg si > 70 ans)
0 PREDNISONE 40 mg/m2 PO J1 a J5

= R-miniCHOP (J1 = J21)

0 RITUXIMAB 375 mg/m? 1V J1
0 CYCLOPHOSPHAMIDE 400 mg/m? 1V J1
0 DOXORUBICINE 25 mg/m? IVD J1



0 VINCRISTINE 1 mg IV J1
0 PREDNISONE 40 mg/m2 PO J1 & J5

Traitement selon 1’essai LMBAO2: les patients sont classés en groupes de risque selon la
classification de Murphy, I’age et I’atteinte neuroméningée ou du Systéme Nerveux Central
(SNC)
v" Groupe B : Pas d’atteinte neuroméningée, Murphy 1 a 3 : R-COPADEM1 + R-
COPADEM2 + 2 CYM + Cycle de fin de traitement.
v" Groupe C : Envahissement médullaire. Stratification en 6 groupes selon I’Age (< 40
ans, entre 40 et 60 ans, plus de 60 ans) et ’envahissement du SNC.
Chez les patients de moins de 40 ans avec atteinte du SNC, la dose de MTX est portée a 8
g/m?. Chez les patients de plus de 60 ans, la dose de MTX est limitée a 2 g/m? lorsqu’il n’y a
pas d’atteinte du SNC, et est de 3 g/m? lorsqu’il est atteint.

Les protocoles sont les suivants :

R-COPADEM 1 (J1 = J18)

RITUXIMAB 375 mg/m2 1V JO et J6

PREDNISOLONE 60 mg/m2 PO ou IV J1 & J5

VINCRISTINE 1,4 mg/m2 IV J1 (max. 2 mg)
METHOTREXATE 3000 mg/m? IV en 3 heures J1
CYCLOPHOSPHAMIDE 500 mg/m2 1V J2, J3, J4
DOXORUBICINE 60 mg/m2 1V J2

METHOTREXATE ET HYDROCORTISONE 15 mg IT J2 et J6

© O O O O O O

R-COPADEM 2 (J1 = J21)

RITUXIMAB 375 mg/m2 1V JO et J6

PREDNISOLONE 60 mg/m2 PO ou IV J1 & J5

VINCRISTINE 1,4 mg/m2 IV (max. 2 mg) J1 et J6
METHOTREXATE 3000 mg/m? IV en 3 heures J1
CYCLOPHOSPHAMIDE 1000 mg/m2 1V J2, J3, J4
DOXORUBICINE 60 mg/m2 1V J2

METHOTREXATE ET HYDROCORTISONE 15 mg IT J2 et J6

O 0O O O O O O

CYM (J1=J21)

METHOTREXATE 3000 mg/m? IV en 4 heures J1
CYTARABINE 100 mg/m2 IVSE J2 a J6
METHOTREXATE ET HYDROCORTISONE 15 mg IT J2
CYTARABINE ET HYDROCORTISONE 40 mg IT J7

= O O O O O

FIN DE TRAITEMENT
PREDNISOLONE 60 mg/m? PO ou IV J1 & J5
VINCRISTINE 2 mg IV J1

o O



METHOTREXATE 3000 mg/m2 IV en 3 heures J1
CYCLOPHOSPHAMIDE 500 mg/m2 1V J1 et J2
DOXORUBICINE 60 mg/m2 1V J2

METHOTREXATE ET HYDROCORTISONE 15 mg IT J2

o O O O

CYVE (J1 = J28)

CYTARABINE 50 mg/m2/12h en perfusion IV continue J1 a J5
CYTARABINE 3000 mg/m2 1V J2 a J5

ETOPOSIDE 200 mg/m2 1V J2 a J5

o O O

ENTRETIEN A (J1 =J28)

PREDNISOLONE 60 mg/m2 PO J1 a J5
METHOTREXATE 3000 mg/m? IV en 3 heures J1
CYCLOPHOSPHAMIDE 500 mg/m2 1V J2 et J3
DOXORUBICINE 60 mg/m2 IV J3
VINCRISTINE 2 mg IV J1

0 O O O O

ENTRETIEN B (J1 = J28)
CYTARABINE 50 mg/m?/12h SC J1 a J5
o ETOPOSIDE 150 mg/m? 1V J1 aJ3

O

5 Leucémie aigue lymphoblastique
Le MTX-HD est primordialement utilisé dans le traitement des LAL.

= Protocole GRAALL 2014 : Le méthotrexate est utilisé en phase de consolidation a la
dose de 5 g/m? (3 g/m? pour les patients de plus de 45 ans) en perfusion de 24 heures
avec un bolus initial de 500 mg/m? en 30 minutes. Il est également administré a la
dose de 1,5 g/m? en perfusion 24 heures durant les éventuels blocs d’attente pré-
allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, pour les patients de 15 a 59 avec une
LAL sans chromosome Philadelphie.
= Protocole GRAAPH 2014 le méthotrexate est administré a la dose de 1 g/m2 en 24
heures durant la phase initiale de traitement, pour les patients de 15 a 59 ans avec LAL
a chromosome Philadelphie positif.
= EWALL: le méthotrexate est administré a la dose de 1 g/m2 en 24 heures (500 mg/m?2
pour les patients de plus de 70 ans) durant la phase de consolidation, pour les patients
de 55 ans et plus.
Les molécules associées sont les suivantes :
Prednisone, Vincristine, Daunorubicine, Cyclophosphamide, L-Asparaginase, cytarabine,

Etoposide, Granocyte.



Annexe 1I:

Normes biologiques usuelles

Analyse Sexe Valeurs de Unité
reférence

Créatinine Homme 7- 14 mg/I
Femme 6- 11

Urée 0,15- 0,45 o/l

ASAT 13- 39 ul/i

ALAT Homme 10- 39 ul/l
Femme 8- 31

Hémoglobine Homme 13- 17 g/dl
Femme 12-16

Plaquettes 150000- 450000 /mm3

Globules blancs

4000- 10000

/mm3




Annexe 111

Fiche de renseignement : dosage du méthotrexate

CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE DE T1Z1-OUZOU

Service de Toxicologie

Chef de service : Pr L.R. Mekacher

Tel : 026.19.75.08

Adresse mail : toxicologiechuto@gmail.com

DOSAGE DU METHOTREXATE

(Fiche de renseignement clinique a remplir obligatoirement par le médecin prescripteur et doit étre
jointe a chaque prélevement)

Les pages 1 et 2 doivent étre remplies lors du premier prélevement ; pour les prélévements a suivre,
seule la page 2 sera remplie.

Identification :

Identification du Patient :

Nom : Prénoms :

Date de naissance : /A Sexe: Masculin [] Féminin[_]
Poids : Age : Taille : Surface corporelle :

N° de téléphone : Hopital : Service :

Adresse :

Hospitalisé [_] depuis le : T Non hospitalisé : []

Identification du Médecin Traitant

Docteur : Spécialiste en :

N° de téléphone : Service :

Adresse email :

Rendez-vous prochain le :

Indication :
Motif de prescription (pathologie) :
Pathologies associées :
Signes associés : 3°™ secteur : [ ] fievre L]
Protocole utilisé :
Antécédents de toxicité au MTX [ OUI [] NON[]

Si oui, lesquels :

Meéthotrexate :




Nom commercial: Voie d’administration :

Posologie : Rythme d’administration :

Date de la 1°"® cure de méthotrexate : / /

Cure N°:

Date du debut de perfusion : / / Heure du début de perfusion : H
Date de la fin de perfusion : / / Heure de la fin de perfusion : H

Médicament(s) associé(s)

Nom commercial/ nom de spécialité Posologie et voie d’administration

Sauvetage folinigue et diurese alcaline :

Posologie de I’acide folinique : Rythme d’administration

Date du début de sauvetage :  / / Heure du début de sauvetage

Date de la fin de sauvetage : [ Heure de la fin de sauvetage
Hyperhydratation alcaline : IV [] Per 0s L]

Date du début de I’hyperhydratation: / / Posologie du bicarbonate :

Tolérance :

[] Pas d’effet indésirables [ ] Toxicité digestive [] Toxicité cutanéo —mugueuse
[ ] Toxicité hépatique [ ] Toxicité pulmonaire [ ]Toxicité rénale

[] Toxicite hématologique [ ] Neurotoxicité [] Autre toxicités...............

Bilan biologique :

GB: Urée ASAT : Alb :
GR: Créatinine : ALAT :

Plaquettes : pH urinaire PAL :

Hb : Clairance & la créat : Bili T: D:

Prélévement :




Date de prélévement : Heure de prélevement Prélévement ala ..... . Hdu début de
perfusion
/ /
Date : / / Signature du médecin traitant
Espace réservé au laboratoire :
Résultat (x le facteur de dilution): méthotréxatemie a ............... H= e umol/I

Facteur de dilution :

Les normes :

Important

» Préléevement sur tube hépariné : centrifuger rapidement et mettre le plasma a ’abri de
lumiere entre 2° et 8°C cette température est a respecter durant le transport du prélévement
vers le laboratoire. En cas d’analyse différée congeler le sérum a — 20°c.

» En cas de perfusion courte : le prélévement sera fait a la 24 H aprés le début de la perfusion,
puis des contrbles a H48, H72 si nécessaire.

» Pour les perfusions de 24 H : le premier prélevement sera fait a 36 H apres le début de la
perfusion (ou 12 H aprés la fin de la perfusion), puis des contrdles a 24 H d’intervalle




Annexe IV : Fiche technique du réactif EMIT ® Methotrexate Assay

SIEMENS

Syva®

Emit® Methotrexate Assay

Voir [es sections ombrées : C ®
Informations mises a jour a partir de ) 3 6L184UL.11DS_D
I'édition de 2010-01.

Dosage du méthotrexate

1 Utilisation

Le dosage du méthotrexate Emit® est un i ique en phase
destiné a I'analyse quantitative du méthotrexate dans le sérum ou le plasma humain.

2 Résumé et explication du test

L'utilisation du « ge » par la | ine permet d’ de maniére

shre des doses trés élevées de méthotrexate pour obtenir une activité antinéoplasique optimale.
Le degré de cytotoxicité du méthotrexate étant lié & la concentration de la substance et a la durée
d’exposition, les dosages de sauvetage par la leucovorine doivent étre suffisamment élevés
et durer suffi pour la toxicité du méthotrexate. Le contrdle
des concentrations de méthotrexate et la vitesse de diminution dans le sérum pendant le

4  Réactifs
Description du produit

6L119UL  Dosage du méthotrexate Emit®
Réactif A anticorps/substrat 3ml*
Anticorps de mouton positifs au méthotrexate (88 pg/ml)T,
glucose-6-phosphate (66 mM),
nicotinamide adénine dinucléotide (40 mM),tampon Tris,
agents volumiques, stabilisateurs et conservateurs

Quantité/Volume

Réactif B enzymatique 3ml*
Méthotrexate marqué au

glucose: é ien (0,22 U/ml)t,

tampon Tris, agents volummues

stabilisateurs et conservateurs

Tampon concentré pour le dosage de la substance Emit® 13,3 mi
Lorsqu'il est dilué, contient du tampon Tris, un agent de
surface et des conservateurs

Calibrateurs du méthotrexate Emit® six
0,0,2,05,1,15,2 flacons
Méthotrexate, sérum humain et conservateurs de 1 ml*

(voir les concentrations ci-dessous)

*Les réactifs A et B et les calibrateurs sont fournis sous forme lyophilisée. Le volume
indiqué est celui requis pour la reconstitution.

tLe titre d’anticorps et I'activité du conjugué d’enzyme peuvent varier d'un lot a I'autre.
Remarque : Les réactifs A et B et les calibrateurs sont fournis dans un méme coffret. lls
ne doivent pas étre échangés avec des composants de coffrets ayant des numéros de lot
différents.

traitement a forte dose sont essentiels pour déterminer les dosages du ge par
la leucovorine pour plusieurs raisons :'

«  Des concentrations extracellulaires élevées d

= 3
le transport intracellulaire de Ta ieucovorine et amsu?ﬁuue son e%lcacng en tant qu'agent

de sauvetage.

« Lorsque I'élimination du méthotrexate est retardée par une maladie rénale, une ascite, un
épanchement pleural, une obstruction gastro-intestinale, un pH urinaire inadéquat ou la
prise d'autres substances, les concentrations toxiques peuvent persister au-dela de I'action
habituelle du sauvetage par la leucovorine. Dans ces situations, le dosage de leucovorine
peut &tre modifié mais il est nécessaire d’agir rapidement car la toxicité du méthotrexate est
difficile  neutraliser si le sauvetage adéquat n'est administré qu'aprés 42-48 heures.

Lorsqu'ils sont itués, les cali du méth Emit® { les
de méth indiquées ci-dessous :

Calibrateurs 0 0,2 0,5 1 15 5 2 &

m‘;%e"“‘e 0 02 05 1 15 2

o g 2x107  5x107  1x106  15x105  2x10%

Pour un usage diagnostic in vitro.

Chez les patients qui éliminent correctement le méthotrexate, le dosage de ne
doit pas étre trop élevé pour ne pas réduire I'efficacité de la substance contre les tumeurs.

Les méthodes conventionnelles de contréle des concentrations de méthotrexate dans le
sérum sont le radioimmunodosage (RIA), le dosage de liaison de la réductase par compétition
ou dosage radio-enzymatique (REA), le dosage d'inhibition enzymatique (DHFR) et la

chromatographie liquide haute per (CLHP) avec détection par

ou fluorescence.’

3 Principe

Le dosage Emit® est une technique d'i ique en phase utilisée

pour I'analyse de composés spécifiques dans les fluides blologlques 2 Le dosage est basé sur la
competmon entre la substance présente dans I'échantillon et la substance marquée a I'enzyme
glucose-6 déshydrog (GBPDH) pour les sites de liaison des anticorps. L'activité
enzymatique diminue lors d=I 1a liaison 2 un anticorps : par conséquent, la concentration de
la substance dans I'échantillon peut étre mesurée en termes d’activité enzymatique. L'enzyme
active convertit le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) oxydé en NADH, ce qui entraine une
modification de I'absorbance mesurable par spectrophotométrie. Le GBPDH sérique endogéne ne
produit pas d'interférence puisque le coenzyme fonctionne uniquement avec I'enzyme bactérien
(Leuconostoc mésentéroides) utilisé dans le dosage.

P
« Léchantillon source de sang humain utilisé pour préparer ce produit a été testé avec des
réactifs sous licence et déterminé négatif aux virus de I'immunodéficience humaine de
types 1 et 2 (VIH-1 et VIH-2), a I'antigéne de surface du virus de I'hépatite B (AgHBs)
et aux anticorps du virus de I'hépatite C (anti-VCH). Aucune méthode de test connue ne
permettant de garantir totalement que les produits dérivés du sang humain ne contiennent
pas d'agents pathogénes, manipuler tous les prélévements d'origine humaine comme s'ils
étaient potentiellement infectieux. Si I'utilisateur est exposé a des solutions cnntenant des
prélevements d’origine humaine, il doit suivre les ions de I'OSHA (Ox

Safety and Health Administration) américaine.®*

Contient de I'azide de sodium comme conservateur. L'azide de sodium peut réagir avec les
tuyaux d ‘évacuation en cuivre ou en plomb et former des composés explosifs. L'évacuer

aux ré ions locales.

Préparation et conservation des composants du dosage

Pour reconstituer le réactif A ou B ou les salibrateurs, retirer la capsule métallique et marquer
ie bouchon en caoutchouc pour I'associer & son flacon d'origine. Retirer le bouchon et ajouter
la quantité d'eau distillée ou désionisée indiquée dans le tableau 1. Remettre le bouchon et
remuer délicatement le fiacon pour dissoudre le contenu. Aprés la reconstitution, laisser les
réactifs et les calibrateurs s’équilibrer & une température ambiante de 20 a 25°C pendant
la durée indiquée dans le tableau 1. Sinon, reconstituer les réactifs et les calibrateurs la veille
de leur utilisation et les placer au réfrigérateur durant la nuit entre 2 et 8°C. Aprés la période
d'équilibration, toujours conserver les réactifs au réfrigérateur entre 2 et 8°C lorsqu'ils ne sont
pas utilisés et les laisser revenir a température ambiante avant de les utiliser. lls doivent étre
conservés en position verticale aprés la reconstitution. Ne pas les congeler ni les exposer a des
températures supérieures a 32°C.

Pour préparer la solution tampon, transférer la totalité du contenu du flacon de tampon
concentré dans un récipient gradué propre (en plastique ou en verre). Rincer le flacon de
solution concentrée plusieurs fois & I'eau distillée ou désionisée pour s'assurer d'un transfert
complet du produit. Diluer précisément jusqu'a 200 mi avec de I'eau distillée ou désionisée.
Retourner i fois pour




Tableag 1 — Préparatior, conservation et stabilité des composanis du dosage

Tatleaw 2 — Configurations de tubes et lacteurs de dilution

Délai de recon.

Temp. de Votume  rainimum entrs 20 Stabifilg~
Composant stotkage roctns. et25°C Fermé Prépar
Réactifs Ant B 238G Imi T Drate de péremption 12 sam.
Calihratgurs 248°C tmi 1h [rale da péremption 12 sem
Tampon fermé {tuer Aucsn Date e pérsmption 12 em
2ag°C ustrd
Biiud - 200 mi
206425°C
*La slabilité dépend i respect des ] e i ion des du dasage.

5  Prélévement ¢f préparation des dchantillons

+  Chague dosags nécessite du sérum ow du plasma, Le sang total na peut pas tre uiifisé. Les
anticoagulants acceptabies sont Ihéparine, FEDTA ef Foxalate,

* Le voiume d'échantilion dépend de Pinstrument. Consulfer je protocole dapplication de

Tinstrument pour connaitre s volumes spécifiques,

Des facteurs pharmacocinétiques influencent le moment du préiévament de féchantillon

apras a #erniare dose de la substance. Cas facteurs incluend fa forme posalogicue, 2 mede

Lk istration, ies p DiES © tes et les variafions biologi qui

Plage d'Schantillons iniliate (Emoin}
6.3-2 182 16,8-72 §5-428 3962500

Prolacols
(intégration de
fechasmtillor LUing
dans la plage de Protarole dHuton
quantificationy  pringioal

Qualre difutions

Echantiion  Tove prineipal Tube A Tim g Tube § Tube &
{lube Ay

Vel. 5% 5t 5 i ot Sapl

Eshantitien

Tamaon Aucus 250 o 258 i £50 ui 250 4

fiquette du A ) o b £

tube final

Fatleur de

serectien” fon requis 3 6 g 1296

= Lo fableay mankre Ja disposition des tulies dans fe support de travaif dy dosage

affectent la éuspusztma de {2 substance,

+ Conserver lg sérum ou [e plasma au réfrigérateur entra 2 6t 8°C at & fabri de ia lumidee
{ie méthotraxate en solition est photosensibie). Pendant ie ransport. maintenir {'éehantifion
a une termpérature comprise eatrg 2 gt 8°C.

§  Procédure

Matériel lourai

Uns fois prépars, Te kit da dosage du mathotrexate Emit® contient ©
Réactif A anticorps/sibstrat
Réactit 8 enzymatique
Tamgon concentré pour e doszge 0e fa substanca Emit®
Calibrateurs du méthotrexate Emit™

Matériel requis, mais nos fourai

Contrdles
Pipettes volumétrigues de catégorie A
Eau distilide ou désionisds

instruments

Siemans Hepithcare Diggnostics fournit des instruetions pour uliliser ce dosage sur plusieurs
analyseurs chimiques. Confacter b Centre (assistance fechnique aux Erars-Unis ou le
représentant focal 4¢ Siemens pour obtenir fes protoscies d'application,

Les analyseurs doivant dtre en mesure de maintenir une temp de réaction de
peglever les Echantifians et fes réactifs & Faice d'une pipetts, de mesurer les taux enzymatigues
avec pracision. de chronométrer i réaction de ranire axacte ot de meélanger soigneusement
s réantifs,

La procédure de réalisation manuste du dosage du mathotrexate Emi® sur fe svstims Syva® Lad
est dgcrite ci-¢essous.

Provédure

Le fosage du mélthetrexale Emit™ seut Bire ulilisé pour analyser des fchantiions oo
snire .3 et 26808 [molit de méthotrexate | la guantification des concentrations inféreures 2
0.3 pmoll r'est pas recommandée. Les échantillons de patients ef fes calihratesrs contenant
entre 8.3 et 2 smold de méthotrexate sont dosés conformément au profocole priscipal. 1| est
ossibie de faire concorder les chantillons conterant plus ge 2 pmab de méthotrexals avec la
plage e fa courde standard sn utilisant une pipette calinrée pour les difver en sére au 1:6 avee
fg solution tampon {voir e protocote complémentaire},

Le tableau 2 monire ies configurations de tubes at tes facteurs de gilulion requis pour qug iss
dchantifions & cancentration elevee soient compris dans la plage du dosage

correspondant & chague élape dg diiwtion. Les tubes peovenf Bire dfsposés pour faciiter

Iz conirdie du nomire de diltions effsciuées. Par exemple, si un échantiffon requicrt

frafs dilations supplémeniaires pour £lre compris dans fa plage d¢ quaniification, ia

conliguralion résuilanle des luhes permetl de se ragpeler o uliliser un lacteur de correction

de 218 paur ie caicul des résuﬂars Lss rubes sont étiguetés par ordre alphabétique pour
du

faciliter Pexpli
*8i des dituti é v$ sani uliliser le facigur de correclion pour
calouter Iz réelle de dans {6 i 8¢ Irais

suppldmentairas soni requises pour qu'un dchaniiflon sait compris dans fa pfage de
quantificalion, la concentration quanlifide & partir de 13 courbe standard est multinlide par

6% oir 216 poar premire en comple les lrois difulions supplémentaires sy 1.6,

Gonfiguration
1. Préparer los dchantifons et les réactifs, arsr taus ks rdactfs conformément aux
mstructions ds ia sacticn 4. Laisser tous tes réactifs, échantillons et produits attgindre
une température ambiante de 20 @ 25°C. Agiter lous les récipients pour mélanger
seigneusement fes réaclifs juste avant leur utilisation,

2. Préparer les inst t5. Configurer {instrurnent conformdment au m

Pour empécher oute contamination croisée des échantilians et rosirdles, doser chaque
dchantitlon individuellement et effectaer toutes les étapes de diltion el de dosage
négessaires avant de passer a i'échantiller swivant.

uel dtilisation

1. Contigurer les tubes. Configurer quatrs tubes jalables de 2 mi dang fe support de travail
o Lant aux ;:osnmns B, C. O et Ecomme indigué dans ¥ tableau 2. Avec une pips
caiiprde. sfouter 250 i de tampon dans chague tube,

. Difwer Ugchantillan, Aves 7 pipetie calibrée, aspd
d'gchantiion o1 les aiutar dans ls tube 3 {qui con

. Reboucher ie tebe 0u aves wn paraftm of mélangsr delicalemant sn e retournant,

. Giluer & nowveayu |'échantiflon. Avec 12 piperte calibrée, aspirer 50 il d'échangiflon dileé
{tuba B) et les ajouter dans & tube O (qul contient 250 pl de tampan}.

- Rehoucher e tubs ou aves un parafiln ot mélanger délicatemem en e retoumart,

Diluer & nnuvﬂau {'dchantillon. Aves 12 pip fnrée, aspirer 50 1 d'dchantilion diju
{tiuhs £} ef les ajouter dans le tube O (goi contiznt 250 pf de tampen;

Raboucher le tube ou aves un parafile et mél

. DiHuer & nouveay {"échantilion, Avsc la pipette calitwée, aspirer 88 gl d'échantition dilué
tibe D) et les ajouter dans & tube £ {qui contient 259 1l de tampon).

9. feboucher ls tube ou aves un parafilm et méianger délicatemant en e retournant.

10, Transfdrer les gchantilions des tubes A 2 £ dans ie godet & &chantilions approprié de
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Contrdle de qualité

Maintenance quotidienne
Pour obtenir les instructions de maintenance, consulter les manuels d'utilisation de I'instrument.

7 Résultats

* Les résultats sont calculés automatiquement par les analyseurs. Aucune manipulation
supplémentaire des données n'est requise.

* Ce dosage utilise le n° de modéle math 2.

+ Les résultats de ce test doivent toujours étre interprétés en rapport avec les antécédents
médicaux du patient, les signes cliniques et autres constatations.

« Siemens a validé I'utilisation de ces réactifs sur plusieurs analyseurs afin d’optimiser les
performances du produit et de répondre a ses spécifications. Les modifications apportées par
I'utilisateur ne sont pas sous la responsabilité de Siemens dans la mesure ol elles peuvent
affecter les performances du systéme et les résultats des dosages. L'utilisateur est tenu de
valider toutes les modifications apportées a ces instructions ou a l'utilisation des réactifs sur
des analyseurs autres que ceux mentionnés dans les protocoles d'application Siemens ou
dans la présente notice d'utilisation.

« Laconcentration de méthotrexate dans le sérum ou le plasma dépend de I'heure de la dernigre
dose de la substance, du mode d'administration, des pharmacothérapies concomitantes, de
I'état de I'échantillon, de I'heure de prélévement de I'échantillon et des variations d'absorption,
de distribution, de biotransformation et d'élimination de chaque individu. Ces paramétres
doivent étre pris en compte lors de I'interprétation des résultats.’

Tableau 3 — Composés non interférents

Composés non liés structurellement
Cyclophosphamide

Doxorubicine (adriamycine)
S-fluoro-uracile

Vinblastine

Vincristine

Composés liés structurellement
Acide dihydrofolique

Acide folique
7-hydroxyméthotrexate
Leucovorine (facteur citrovorum)
Méthoptérine

Triméthoprime

Pour plus d'informations, le Centre d

Substances endogénes

Aucune interférence cliniquement significative n'a été constatée dans les échantillons auxquels
800 mg/dl d’hémoglobine, 1000 mg/dl de triglyoéndes ou 30 mg/dl de bilirubine ont été ajoutés
pour simuler des échantillons hémolytiq ou

Précision

Les valeurs de précision et d'exactitude indiquées ci-dessous ont été obtenues & partir d'une
procédure de test classique. Elles n'ont pas pour objectif de représenter les performances dans
tous les laboratoires.

Tableau 4 — Précision

Nombre de Moyenne
L réplicats (umol/l) Coefficient de ion (%)
8 Limitations ioiraatTies
+ La quantification des échantillons avec des ions de méth i a 1 20 1 53
0,3 pmol/l (3 x 107 mol/l) n'est pas recommandée (voir la section 6, Procédure) 2 20 1 3'2
« L'aminoptérine, un agent antiné ique qui nest é) pas en méme ;

temps que le méthotrexats, et I'acide-
métabolite mineur du méthotrexate, produisent une réaction croisée importante avec ce
dosage.

9  Valeurs attendues

Le dosage du méthotrexate Emit® quantifie avec de méth
dans le sérum ou le plasma humain qui contient entre 0,3 et 2600 pmol/1(3x107-2,6x 10 mol/l)
de méth Une ion de méth dans le sérum supérieure @ 5 pmol/l

3 20 1 638

Exactitude

Les échantillons de patients recevant du méthotrexate ont été analysés avec le
dosage du méthotrexate Emit® et au moins une des deux méthodes de référence, le
radlonmmunodosage (RIA) ou une technique enzymatique basée sur [inhibition de la
Les résultats ont fait I'objet d’une comparaison.

(5x 10 mol/l) 24 heures aprés I'administration du traitement a forte dose indique
un risque de toxicité.' Ce niveau maximum est fourni uniquement pour référence et les résultats
de chaque patient doivent 8tre interprétés en tenant compte des autres signes et symptomes
cliniques.

Tableau 5 — Analyse comparative

Lab1 Lab 2 Lab3
(RIA) (RIA) (enzymatique)
10 Caractéristiques spécifiques de performance Pente 0,96 0,98 0,97
nnée a l'origine (umi -0,04 -0,07 -0,
Les caractéristiques de performances du dosage du méthotrexate Emit® sont affectées par tous Ordannée 2 arigina (umolf) ) e
les paramétres de la mesure. Les if les per totales Moyenne (umol/1)
du systéme et ne doivent pas étre interprétées comme spécifiques des réactifs. Emit® 9 56 45
Spécificité Méthode de comparaison 33 6.8 45
Le dosage du méthotrexate Emit® mesure la concentration totale (avec et sans liaison aux Coefficient de corrélation 0,991 0,996 0,997
protéines) de méthotrexate dans le sérum ou le plasma. Les composés dont la structure . ;
chimique ou I'utilisation thérapeutique concomitante Suggarent une réactivité croisée Nombre d'échantillons 104 98 100
ont été testés.

L'ami ine, un agent qui n'est généralement pas administré en méme
temps que le méthotrexate, et’ 'acide 4-amino-4-désoxy-N'"-méthylptéroique (APA), un
métabolite mineur du méthotrexate produisent une réaction croisée importante avec ce dosage.

Les composés répenonés dans le tableau 3 n Interférent pas avec le dosage du méthotrexate
Emit® & des lorsqu'ils sont
testés en présence de 1 pmol/l de méthotrexate.

6L184UL.11DS_D




11 Risque et sécurité

Toxique. Contient de I’azide de sodium ; 2-méthyl-2H-isothiazol-3-one.
Toxique en cas d’ingestion.

Le:

T R36/38: Irritant pour les yeux et la peau.

R43: Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la peau.

R52/53 :  Nocif pour les organismes aquatiques, peut entrainer des effets
néfastes a long terme pour I'environnement aquatique.

S24: Eviter le contact avec la peau.

§37: Porter des gants appropriés.

$45: En cas d’accident ou de malaise, consulter immédiatement un
médecin (si possible lui montrer I'étiquette).

s fiches de sécurité sont di sur www.siemens. diagnostic
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Annexe V :

Le profil médical du reste des patients

Observation numéro 9

Initiales du patient : B.F

Numéro d’enregistrement (tableau) :04
Age : 32 ans

Sexe : Féminin

Surface corporelle : 1,83 m?

Il s’agit de la patiente B.F &gée de 32 ans, atteinte d’une leucémie aigiie myéloide. Elle a

bénéfici¢ d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de MTX-HD
Date de la cure 21/03/2021
La patiente est sous chimiothérapie sous Méthotrexate seul.

Elle a recu une dose de 3 g/m? soit 55490 mg par voie intra veineuse, la durée de la perfusion
était de 4h.

L’hyper hydratation alcaline a été¢ administrée avant le début de la perfusion, sa posologie n’a

pas été mentionnée.

L’administration du sauvetage folinique a débuté a la 6°™ heure du début de la perfusion, &

raison de 46 mg en IV toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Des bilans biologiques ont été effectués avant et apres la cure de MTX



Avant la cure | 24h aprés lacure | 48h apres lacure | 72h aprés la cure
Hb (g/dI) 10,1 7.1 6,8 8,2
Plaquettes/mm?® 5000 1000 - 3000
GB/mm3 36900 23100 4500 3800
Creatinine (mg/l) |5 5 - 5
Urée (g/1) 0,3 0,2 - 0,16
Albumine (g/) 11 32 - 38

La patiente présente une diminution de I’hémoglobine pendant les deux jours qui suivent
I’administration du MTX, puis elle augmente 1égérement au troisiéme jour.

On observe également une diminution des plaquettes et des globules blancs ainsi que

[’albumine.

Le dosage du méthotrexate a été fait dans le cadre du contréle des concentrations

plasmatiques

Concentrations de MTX (umol/l)

0.6 -
0.53
0.4 -
0.2 -
0.0718 <0,02
O T T
24 48 72

Temps (Heures)

- La méthotrexatémie a la 24°™ heure était de 0,53pmol/I (< 10 mol/l) ;

- La méthotrexatémie a 48°™ heure était de 0,0718 pmol/I (< 1 pmol/l) ;

Cinétique d’¢limination du méthotrexate chez le patient n°4

- La méthotrexatémie & 72°™ heure était inférieure a 0.02 umol/I (<0,2 pmol/).




La patiente n’a présenté aucun signe de toxicité.



Observation numéro 10

Initiales du patient : B.M

Numéro d’enregistrement (tableau) :05
Age : 36 ans

Sexe : Masculin

Surface corporelle : 1,7 m?

Il s’agit du patient B.M &gé de 36 ans, atteint d’un lymphome B diffus a grandes cellules. Il a

bénéfici¢ d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de MTX-HD.
Date de la cure : le 12/04/2021
Le patient est sous chimiothérapie selon le protocole R-MTX : Rituximab, Méthotrexate.

Il a recu une dose de 3 g/m? soit 5100 mg par voie intra veineuse, la durée de la perfusion
était de 4h.

L’hyper hydratation alcaline a été¢ administrée avant le début de la perfusion, sa posologie n’a

pas été mentionnée.

L’administration du sauvetage folinique a débuté a la 6°™ heure du début de la perfusion, &

raison de 43 mg en IV toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Le patient a bénéficié d’un dosage du MTX pendant trois jours apres la cure et d’un bilan

biologique avant et aprés I’administration du MTX.
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Cinétique d’élimination du méthotrexate du patient n°5

- La méthotrexatémie & la 24°™ heure était de 0,54 pmol/l (<10 pmol/l) ;

- La méthotrexatémie a la 48°™ heure était de 0,06 pmol/L (< 1 pmol/l) ;

- La méthotrexatémie a la 72°™ heure était de 0,0348 pmol/l (<0,2 pumol/l).

Les bilans biologiques avant et aprés la premiere cure du patient n°5

Avant la cure

24h apres la cure

48h apres la cure

72h apres la cure

Hb (g/dl) 12,5 12,4 12,7 11,8
Plaquettes/mm?® | 177000 197000 220000 221000
GB/mm3 3700 4700 3600 3400
Créatinine 7 9 7 9
(mg/1)

Urée (g/1) 0,21 0,18 0,14 0,5
ASAT/ALAT 14/24 20/27 41/50 29/36
(uin

On observe une diminution de I’hémoglobine au 3eme jour (72h), une augmentation de 1’urée,

ainsi qu’une ¢élévation des enzymes hépatiques dans les 24 et 48h qui suivent I’administration

du méthotrexate.

Aucune manifestation clinique de toxicité n’est a signaler.




Observation numéro 11

Initiales du patient : H.A

Numéro d’enregistrement (tableau) :06
Age : 34 ans

Sexe : Masculin

Surface corporelle : 1,70 m?

Il s’agit du patient H.A &gé de 34 ans, atteint d’un lymphome non Hodgkinien a cellules T. Il

a bénéficié¢ d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de MTX-HD.
Date de la cure : 05/04/2021

Le patient est sous chimiothérapie selon le protocole MOGAD : Methotrexate, Oxaliplatine,

Gemcitabine, Asparginase, Dexametasone.
Le patient a recu une dose de 3 g/m? soit 5100 mg, la durée de la perfusion était de 4h.

L’administration du sauvetage folinique a débuté a la 6eme heure de début de la perfusion, a

raison de 43 mg toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Des méthotrexatémie ont été effectuées a H24, H48 et H72.

1.6
141
1.4 ~
1.2

1 -
0.8 -
0.6 -

0.4 -

Concentration de MTX (umol/I)

0.2 - 0.032
0.022

0 T T 4* 1
24 48

72
Temps (Heures)

Cinétique d’¢élimination du méthotrexate du patient n°6 apres la cure



- La méthotrexatémie a la 24°™ heure était de 1,41 pmol/I (<10 pmol/l) ce qui indique
la poursuite du sauvetage folinique avec une administration de 43 mg chaque 6h ;

- La méthotrexatémie a la 48°™ heure était de 0,032 umol/I (<1 pmol/l) ;

- La méthotrexatémie a la 72¢™ heure était de 0,022 umol/I (<0,2 pmol/I).

Les dosages ont été faits dans le cadre du contrdle d’élimination. Le patient n’a présenté

aucun signe de toxicité.

Il a également bénéficié d’un bilan biologique avant et apres la cure

Tableau : Les bilans biologiques avant et aprés la premiere cure du patient n°6

Avant la cure | 48h aprés lacure | 72h apres la cure
Hb (g/dI) 11,9 11,4 10,7
Plaquettes/mm? 117000 116000 108000
GB/mm?® 3900 10200 9000
Creatinine (mg/l) 8 - 7
Urée (g/l) 0,14 - 0,26

Le patient présente une diminution de I’hémoglobine, et une augmentation de I'urée



Observation numéro 12

Initiales du patient : H.T

Numéro d’enregistrement (tableau) :07
Age : 62 ans

Sexe : Féminin

Surface corporelle : 1,79 m?

Il s’agit de la patiente H.T &gée de 62 ans, atteinte d’un lymphome non Hodgkinien cérébral.

Elle a bénéficié¢ d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de MTX-HD.
Date de la cure : 11/04/2021

La patiente est sous chimiothérapie a base de méthotrexate seul. Elle a recu une dose de 3
g/m? soit 5370 mg, la durée de la perfusion était de 4h.

L’administration du sauvetage folinique a débuté a la 6eme heure de début de la perfusion, a

raison de 44 mg toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Trois dosages du méthotrexate ont été fait dans le cadre du contréle d’élimination.
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Cinétique d’¢limination du méthotrexate du patient n°7 apres la cure

- La méthotrexatémie a la 24°™ heure était de 0,94 umol/l (<10 pmol/l) ce qui indique

la poursuite du sauvetage folinique avec une administration de 44 mg chaque 6h ;



- La méthotrexatémie a la 48°™ heure était de 0,1840 umol/I (<1 umol/l) ;

- La méthotrexatémie a la 72°™ heure était de 0,0948 pumol/I (<0,2 pmol/l).

Des bilans biologiques avant et aprés la cure ont également été effectués

Tableau :

Les bilans biologiques avant et aprés la premiére cure du patient n°6

Avant la cure

24h apres la cure

48h apres la cure

72h apres la cure

Hb (g/d) 12 12,2 12,1 11,6
Plaquettes/mm?® | 199000 181000 159000 162000
GB/mm? 5700 6300 5500 5100
Creatinine 5 - 6 -
(mg/l)

Urée (g/l) 0,2 - 0,29 -
ASAT/ALAT | 27/91

(Uil




Observation numéro 13

Initiales du patient : H.Z

Numéro d’enregistrement (tableau) :09
Age : 62 ans

Sexe : F

Surface corporelle : 2 m?

Il s’agit de la patiente H.Z &gée de 62 ans, atteinte d’un lymphome non Hodgkinien de type

Burkitt. Elle a bénéficié¢ d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de MTX-
HD.

Date de la cure : 15/04/2021

La patiente est sous chimiothérapie selon le protocole R-MTX. Elle a re¢u une dose de 3
g/m? soit 6000 mg, la durée de la perfusion était de 4h.

L’administration du sauvetage folinique a débuté a la 6eme heure de début de la perfusion, a

raison de 50 mg toutes les 6 heures pendant 4 jours.

Trois dosages du méthotrexate ont été fait dans le cadre du contrdle d’élimination.
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Cinétique d’¢limination du méthotrexate du patient n°9 apres la premicre cure



- La méthotrexatémie a la 24°™ heure était de 3,51 pmol/I (<10 pmol/l) ce qui indique

la poursuite du sauvetage folinique avec une administration de 50 mg chaque 6h ;

- La méthotrexatémie a la 48°™ heure était de 0,217 umol/I (<1 pmol/I) ;

- La méthotrexatémie a la 72™ heure était de 0,09 pmol/l (<0,2 umol/I).

Les dosages ont été faits dans le cadre du contrdle d’élimination.

Des bilans biologiques ont été effectués avant et apres la cure

Avant la cure

24h apres la cure

48h apres la cure

72h apres la cure

Hb (g/dl) 10,1 - 10,3 10,6
Plaquettes/mm?® | 317000 281000 278000 277000
GB/mm? 9500 - 5900 5200
Créatinine (mg/l) | 6 5,7 5 7

Urée (g/l) 0,18 0,16 0,13 0,14
ASAT/ALAT 23/22 - 28/18 16/26

La patiente présente ne diminution des plaquettes et des globules blancs, ainsi qu’une

augmentation des enzymes hépatiques (ASAT et ALAT) a la 48°™ heure. Cependant aucun

signe de toxicité n’a été cliniquement manifesté.




Observation numéro 14

Initiales du patient : B.F

Numéro d’enregistrement (tableau) :11
Age : 66 ans

Sexe : Féminin

Surface corporelle : 1,75 m?

Il s'agit de la patiente B.F agée de 66 ans, atteinte d'une leucémie lymphoide chronique, elle

est sous chimiothérapie selon le protocole R-MTX : Rituximab, Méthotrexate.

Elle a benéficié d'un suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de traitement MTX-

HD.

La patiente a recu une dose de 3g/m?soit 5250 mg pour une durée de perfusion de 4 heures.
L’hyperhydratation alcaline a ét¢ administrée par voie veineuse avant le début de perfusion,

dont la posologie n'a pas été mentionnée.

L'administration du sauvetage folinique a débuté 6 heures apres la perfusion a raison de 45mg

toutes les six heures pendant 4 jours.

Un dosage du MTX a été effectué dans le cadre d’un controle
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Cinétique d’¢élimination du méthotrexate du patient n°11 apres la cure.

- La méthotrexatémie a la 24°™ heure était de 3,1pumol/I (<10pmol/l) ;

- La méthotrexatémie a la 48°™ heure était 0,11 pumol/l (<0,02 pumol/l).

Le patient a bénéficié d'un bilan biologique avant et apres la cure.

Tableau : Les bilans biologiques avant et apres la premiére cure du patient n°11

Avant la cure | 24h apreés la cure

Hb (g/dl) 9,3 -

Plaquettes/mm?® | 183000 -

GB/mm? 7700

Creéatinine (mg/l) |7 7

Urée (g/l) 0,17 0,10




Observation numéro 15

Initiales du patient : A.L

Numéro d’enregistrement (tableau) :15
Age : 2ans

Sexe : F

Surface corporelle : 0,55 m?

Il s'agit de la patiente A.L &gée de 2 ans, atteinte d'une leucémie aigiie lymphoide.

Elle a bénéficié d'un suivi thérapeutique pharmacologique pour une cure de traitement MTX-
HD.

La patiente a recu une dose de 5g/m?soit 2750 mg pour une durée de perfusion de 24 heures.
L’hyperhydratation alcaline a été administrée par voie veineuse avant le début de perfusion,

dont la posologie n'a pas été mentionnée.

L'administration du sauvetage folinique a débuté 6 heures apres la perfusion a raison de

6,6mg toutes les six heures pendant 4 jours.
Un dosage du MTX a été effectué dans le cadre d’un controle :

- La méthotrexatémie a la 48°™ heure était de 0,54umol/l (<1 pumol/l).

Le patient a bénéficié d'un bilan biologique avant et aprés la cure.

Tableau : Les bilans biologiques avant et apres la premiére cure du patient n°15

Avant la cure | 24h aprés la cure | 48h apres la cure
Hb (g/dI) 8,1 15,1 -
Plaquettes/mm?® 138000 151000 -
GB/mm?® 2730 5950 -
Creéatinine (mg/l) | 4 - 3
Urée (g/l) 0,16 - 0,05
ASAT/ALAT 34/26 - 46/29




Résumé

Le suivi thérapeutique du méthotrexate est un outil essentiel dans la prise en charge des
patients aprés chimiothérapie des hémopathies malignes. L’objectif de cette étude est de
mettre en avant I’intérét du STP du MTX-HD dans I’adaptation posologique de I’acide
folinique dans différentes situations cliniques de toxicité chez 15 patients suivis au sein du
service d’hématologie et d’hémato pédiatrie au CHU Nedir Mohamed de Tizi Ouzou par le
biais d’une étude prospective descriptive réalisée durant une période de 4 mois. Ce suivi a
permis d’étudier les variations des concentrations sanguines du MTX en fonction de la dose et
en fonction des patients notamment la variabilité interindividuelle et intra-individuelle.
L’étude est basée sur le dosage du MTX par une technique immunoenzymatique EMIT,
secondairement sur I’évaluation des bilans biologiques. Les résultats montrent que la
cinétique d’élimination est biphasique pour des dosages réalises en H24. H48 et H 72. Une
grande variabilité intra et interindividuelle a été démontrée. Pour le suivi biologique, les
concentrations sanguines des différents parametres €taient comprises dans les normes et n’ont
pas présenté de grandes altérations a 1’exception de quelques variations de la fonction rénale
et hématologique chez quelques patients et pour qui elles étaient probablement dépendantes
de I’effet cytotoxique du MTX. Notre suivi a donc clairement prouvé la nécessité de sa
réalisation dans le but d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients sous MTX-
HD.

Mots clés : Méthotrexate haute dose, Hémopathies malignes, Suivi thérapeutique,
Cytotoxicité, Sauvetage folinique.

Abstract

The therapeutic drug monitoring of methotrexate is an essential tool in the management of
patients after chemotherapy of hematological malignancies. The objective of this study is to
put forward the interest of therapeutic drug monitoring of HD-MTX in the dose adjustment of
folinic acid in different clinical situations of toxicity for 15 patients followed within the
department of hematology and hemato pediatrics at CHU Nedir Mohamed of Tizi Ouzou
through a prospective descriptive study carried out during a period of 4 months. This
monitoring allowed the study of variations of MTX blood levels according to the dose and
patients, in particular the inter-individual and intra-individual variability. The study is based
on the determination of MTX blood levels by an Enzyme Multiplied Immunoassay Technic
(EMIT), secondarily on the evaluation of biological profiles. The results show that the
elimination Kinetics is biphasic for assays performed in H24, H48 and H72. A large intra and
inter-individual variability was demonstrated. For the biological monitoring, the blood
concentrations of the different parameters were within the norms and did not show great
alterations except for some variations of the renal and hematological function in some patients
and for which they were probably dependent on the cytotoxic effect of MTX. Our TDM has
thus clearly proved the necessity of its realization in order to improve the therapeutic
management of patients under HD-MTX.

Keywords: High dose methotrexate, Hematological malignancies, Therapeutic drug
monitoring, Cytotoxicity, Folinic rescue.
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