i

*Irset UMR_S 1085, EHESP, Inserm,
service de pharmacologie bio-
logique, CHU de Rennes, université
de Rennes; Inserm CIC 1414, Rennes;
FHU SUPORT, Rennes.

116

F. Lemaitre*

utilisation de dispositifs de microprélévement

et la mesure des quantités d'analytes sur une

matrice de type “sang séché”, dried blood
spot (DBS), en anglais, n'est pas une nouveauté. En
effet, depuis les années 1960, le test de Guthrie, qui
vise a détecter des pathologies congénitales chez le
nouveau-né, utilise trés exactement ce type d'ap-
proche. Les 17 approches couplant la mesure de
concentration d'un échantillon a une détection par
spectrométrie de masse remontent, quant a elles, a
plus de 40 ans. Pour autant, ce n'est que trés récem-
ment que ces approches ont commencé a étre plus
largement utilisées pour la mesure de la concentra-
tion de médicaments et ['adaptation subséquente
de leur posologie. Le suivi thérapeutique pharmaco-
logique (STP), a l'aide de dispositifs de micro-
préléevement, offre des perspectives originales en
pharmacologie biologique, et son déploiement dans
toutes les aires thérapeutiques a déja commencé.
Il permet en effet d'imaginer une biologie hors les
murs, d'évaluer l'exposition compléte aux médica-
ments de maniére mini-invasive et, finalement, il est
une occasion unique de réévaluer la relation exposi-
tion-effet de certains médicaments, afin de sécuriser
en amont 'utilisation du médicament et d'améliorer
l'efficacité des traitements. Le STP des immuno-
suppresseurs en transplantation d’organe solide est
sans doute le domaine qui a le plus bénéficié de cette
innovation technologique. Et l'objectif de cette mise
au point est, apres avoir présenté les principes du
STP par microprélévements, leurs avantages et leurs
limites, de détailler les principales utilisations qui
peuvent étre faites de cette approche innovante.

Un microprélévement est un prélevement dont le
volume est faible. Il est généralement admis que
celui-ci doit étre inférieur a 50 pL pour répondre a
cette définition. Le recueil peut se faire par diffé-
rents moyens, mais, le plus souvent, une incision est
réalisée au bout du doigt du patient afin de recueillir
une goutte de sang qui servira de matrice pour effec-
tuer le dosage du médicament. Cette goutte de sang
peut é&tre collectée sur un simple papier buvard ou
au travers de dispositifs plus élaborés limitant les
biais lors de la quantification . Le sang est
ensuite séché et peut étre stocké jusqu'a l'analyse,
autorisant, pour les médicaments les plus stables, un
transport du lieu de prélévement vers le laboratoire
de pharmacologie qui réalisera l'analyse. L'analyse
en tant que telle nécessite une phase d'élution du
sang depuis le dispositif de microprélévement, mais
peut généralement étre conduite par la suite avec les
mémes procédures que celles utilisées pour l'analyse
de préléevements sanguins standard.

Le principal avantage des approches par micro-
prélévement est la réduction du volume prélevé.
En effet, contrairement aux prélevements sanguins
usuels, la mesure de concentration des médica-



+

Points forts T

» Cette mise au point présente le principe de I'utilisation de microprélévements pour le suivi thérapeutique
pharmacologique.
» Les limites et les avantages sont présentés et discutés, et |'application des approches par micro-

prélévements au suivi thérapeutique pharmacologique est détaillée.

» Cette mise au point explore en particulier |utilisation du suivi thérapeutique pharmacologique des
immunosuppresseurs par microprélevements pour le suivi biologique a domicile et l'intérét de la réali-
sation d‘aires sous la courbe des concentrations chez le patient ayant eu une transplantation d'organe.

ments peut se faire sur des volumes 10 a 100 fois
plus faibles, occasionnant une géne minime pour
le patient et réduisant, de fait, le caractére invasif
du prélévement en lui-méme. La simplicité et la
praticité de cette approche permettent de la subs-
tituer de maniére quasi compléete a un prélevement
sanguin et offrent de nouveaux avantages dans le
cadre du STP. Par exemple, elle permet, en raison
de la faible expertise requise pour utiliser les dispo-
sitifs de microprélévement, de faire réaliser l'acte
de préléevement par le patient lui-méme apres une
courte formation. Ainsi, le STP par micropréléevement
permettra d'économiser du temps infirmier. Le fait
que le patient puisse réaliser lui-méme ce STP offre
aussi la possibilité de le lui faire faire chez lui, en
dehors de toute structure de soins. Dans la plupart
des cas, le stockage des prélévements sous forme
de DBS augmente la stabilité des échantillons et
en autorise donc une conservation plus longue. Le
trés faible caractére invasif des approches de micro-
prélévement autorise également la répétition de
ces prélévements, ce qui permet un suivi rapproché
des médicaments ou la réalisation de prélévements
répétés sur un méme intervalle de prise, et cela, afin
de mesurer l'aire sous la courbe (ASC) des concentra-
tions des médicaments d'intérét. Ce type d’approche
ouvre alors l'acces a l'exposition globale aux médi-

caments (mesure de l'ensemble des concentrations
d’un médicament entre 2 intervalles d'administra-
tion) et donc a des informations pharmacocinétiques
individuelles complétes permettant un ajustement
thérapeutique extrémement fin chez les patients.
En ce qui concerne les limites, le faible volume de
prélévement entraine de fait une réduction des
quantités de médicaments présentes dans l'échan-
tillon et nécessite l'utilisation d’équipements de
sensibilité élevée pour la mesure des concentra-
tions. Par exemple, le passage d'une prise d’essai
de 100 pL a une prise d'essai d'un micropréleve-
ment de 10 pL induit une diminution de la quan-
tité de médicaments mesurable dans 'échantillon
d'un facteur 10. L'autre écueil majeur provient du
biais de quantification potentiellement introduit
par les variations de volume des échantillons ou
'hématocrite du patient. En effet, selon le volume
de la goutte de sang prélevée et la fluidité du sang du
patient, une quantité différente d'analyte peut étre
prélevée. Cela peut induire un biais de quantification
majeur si, par exemple, le niveau d’hématocrite est
différent entre la matrice qui a servi a l'élabora-
tion de la gamme de calibration et la matrice du
patient. Il s'agit de ['une des problématiques les plus
fréquentes avec les approches de STP par micro-
prélévement. Toutefois, ce biais peut étre partiel-
lement ou complétement résolu par l'utilisation
de dispositifs de microprélévement volumétriques.
Ceux-ci, contrairement aux approches DBS standard,
vont prélever un volume précis de matrice, limitant,
de fait, les différences de quantités prélevées entre
les matrices différentes .

L'un des paradigmes majeurs de l'évolution du STP
classique vers le STP par microprélévement est la
nature différente de l'échantillon. En effet, dans la
plupart des cas, la matrice utilisée en pharmaco-
logie biologique est le plasma (ou le sérum), mais la
collection de sang périphérique obtenue a l'aide d'un
dispositif de microprélévement entraine donc l'utili-
sation du sang total. Si ce n'est pas nécessairement un
probléme pour les médicaments dont le STP se fait
sur sang total ou pour ceux pour lesquels aucune zone
thérapeutique n'est disponible (médicaments nouvel-
lement mis sur le marché, par exemple), les médica-
ments dont les relations concentration-effet ont été
établies a partir de mesures plasmatiques doivent
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versus STP par microprélévements

versus STP par micropréléevements

faire 'objet d'une réévaluation pour cette matrice. La
préparation d'échantillons d'un prélevement issu d'un
microprélevement nécessite également des étapes
de traitement supplémentaires (séchage, désorption,
sonication, etc.) qui vont allonger son temps. Les
méthodes analytiques faisant appel a 'utilisation
de microprélévements requierent une méthodologie
de validation distincte des méthodes analytiques
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traditionnelles, avec des étapes supplémentaires et
la vérification de paramétres propres [7]. Enfin, ces
dispositifs ont un co(it qui va faire augmenter le prix
de l'analyse, méme si le remboursement qui lui est
attaché n'est pas affecté par cette augmentation.

L'utilisation de dispositifs de microprélévement se
préte particuliérement au suivi des médicaments
immunosuppresseurs. En effet, pour les inhibiteurs
de calcineurine et ceux de mTOR, le STP se fait sur
sang total et la transposition des valeurs usuelle-
ment utilisées avec le sang total liquide est directe.
Comme pour les méthodes de prélévement de sang
total, celles des microprélévements peuvent étre
multiplexées et permettre la mesure des concentra-
tions sanguines de l'ensemble des médicaments du
traitement du patient (tacrolimus ou ciclosporine,
évérolimus ou sirolimus, acide mycophénolique)
simultanément a partir d'un unique prélévement
capillaire de quelques millilitres [2]. Le patient
transplanté va en effet bénéficier d’'un STP fréquent
et continu de ses traitements immunosuppresseurs
qui nécessiteront de nombreux prélévements, a la
fois dans un contexte d'hospitalisation, de suivi
en consultation, mais aussi a domicile. Dans ce
contexte, le caractere tres peu invasif et flexible de
l'approche par microprélévements présente d'évi-
dents avantages. Elle permet ['épargne du capital
veineux du patient en limitant les effractions au
pli du coude ainsi qu'un gain de temps infirmier en
consultation, elle autorise les autoprélévements par
le patient a son domicile, méme sans recours a une
structure de soins, et, le cas échéant, la réalisation
de prélevements multiples sur un méme intervalle
de prise. Ce sont ces 2 derniers points qui seront
développés dans les parties suivantes.

Comme décrit précédemment, les approches de suivi
biologique par microprélévements se prétent parti-
culiérement a un suivi biologique délocalisé. En effet,



il est possible, et simple, de former le patient a la
réalisation des autoprélévements. Celui-ci réalisera
le prélevement a domicile grace a un kit contenant
tous les éléments nécessaires (lancette pour l'ef-
fraction cutanée, dispositifs de microprélévements,
compresses, pansements, contenant pour le stoc-
kage des dispositifs apres recueil du sang capillaire,
dessiccant pour assurer la stabilité du prélévement
et matériel pour l'envoi des prélévements). Il pourra
ensuite adresser ce prélevement au service de
pharmacologie réalisant le STP des immunosuppres-
seurs le plus proche. Ce processus de biologie hors
les murs permet une véritable couverture territo-
riale de la zone géographique du centre de greffe
de référence. Ainsi, les patients habitant a distance
du centre de greffe peuvent bénéficier de l'exper-
tise pharmacologique de leur centre hospitalier de
référence sans avoir a se déplacer ni méme a se
rendre dans leur laboratoire de biologie médicale de
proximité. Cette stratégie de STP délocalisé présente
donc plusieurs avantages.

Premiérement, elle autorise la centralisation du STP
des immunosuppresseurs au niveau du centre de
greffe, permettant a chaque patient de bénéficier
de 'expertise pharmacologique la plus élevée sur le
territoire, voire méme de celle du laboratoire de réfé-
rence du STP des immunosuppresseurs, comme c'est
le cas de 2 centres en France. En effet, lorsque les
prélévements sont effectués dans les laboratoires de
biologie médicale de proximité, les analyses ne sont
pas faites sur place et sont envoyées sur des plate-
formes. Ce circuit induit des délais d'analyse et de
retour des résultats vers le prescripteur qui peuvent
étre longs et, par ailleurs, l'interprétation des résul-
tats de mesure d’exposition des immunosuppresseurs
est faite par des biologistes non spécialistes, dont
la valeur ajoutée postanalytique est limitée. Enfin,
la multiplicité des méthodes analytiques utilisées
au niveau de ces plateformes (immunoanalyses ou
spectrométrie de masse) induit un risque de variabi-
lité non négligeable pour des médicaments a marge
thérapeutique trés étroite. Les approches par micro-
prélevements permettent une centralisation des
analyses dans les services de pharmacologie des
centres de greffe avec une homogénéité des tech-
niques analytiques, des délais courts d'analyse et de
rendu de résultats ainsi qu'une interprétation et une
prestation de conseil proposées par des spécialistes
du domaine.

Ensuite, la mise a disposition de kits d’auto-
prélevement avec ce type de dispositifs permet en
outre une trés grande réactivité, dans les cas ol une
mesure de concentration des immunosuppresseurs

doit étre effectuée rapidement, comme en cas de
signes d'événements indésirables (signes de rejet
ou d'effets indésirables) ou en cas de suspicion ou
de prise en charge d'une interaction médicamen-
teuse [3]. Dans ce contexte d'urgence, le patient
peut immédiatement réaliser lui-méme son préleve-
ment et l'envoyer au laboratoire de pharmacologie
du centre de greffe avec un délai de réponse qui
peut étre, selon notre expérience, aussi court que
48 h. Cela permet un pilotage de 'immunosuppres-
sion de maniere rapprochée et a distance. Ce type
d'approche a, par ailleurs, été utilisé pour éviter
la venue a I’hopital dans un contexte d'épidémie
infectieuse, période pendant laquelle on ne veut pas
exposer ces patients immunodéprimés a un risque
d'infection acquise lors d'un recours a des soins,
sans pour autant les exposer a une diminution de
la fréquence de leur STP des immunosuppresseurs,
ce qui pourrait constituer, pour eux, une perte de
chances [3].

Finalement, dans un contexte de ressources médi-
cales, paramédicales et de santé publique, au sens
large, extrémement contraintes, le recours a la stra-
tégie de suivi biologique hors les murs permet un
gain de temps médecin et infirmier. En réduisant
le nombre de trajets nécessaires du patient vers le
centre de greffe ou un autre centre de prélévement,
le suivi a domicile présente également un fort poten-
tiel d'économies de santé pour la Sécurité sociale.

Mais 'opportunité principale apportée par les
approches de STP par microprélévements est la
possibilité de réaliser de multiples prélevements
sur un méme intervalle d'administration des médi-
caments immunosuppresseurs. Le c6té extrémement
peu invasif des microprélévements rend la mesure de
'ASC d'immunosuppresseurs, qui était peu accessible
avec la ponction veineuse au pli du coude, bien plus
réalisable et acceptable pour le patient. En effet,
effectuer plusieurs ponctions veineuses le méme jour
présente un caractere traumatique, lequel disparaft
presque complétement avec les microprélevements.
Il devient alors possible de réaliser jusqu'a 8 préle-
vements d'une goutte de sang au bout du doigt du
patient sur un méme intervalle de prise afin d'évaluer
'ASC, qui est le meilleur marqueur de 'exposition
aux médicaments. La démonstration de la supériorité
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d'un suivi par ASC comparativement a un suivi par
concentrations résiduelles a été mise en évidence
pour le tacrolimus et l'acide mycophénolique [4-6]
et est suggérée pour l'ensemble des médicaments.
En effet, pour le tacrolimus, notamment, d’'impor-
tantes discordances entre concentration résiduelle et
ASC ont été rapportées chez le patient transplanté.
Ainsi, une méme concentration résiduelle peut étre
associée a différentes ASC et ces concentrations en
point unique ne reflétent pas nécessairement 'ex-
position compléete en tacrolimus. Considérant une
différence de 20 % entre 'ASC, estimée et attendue
pour une concentration résiduelle donnée, et 'ASC
réelle mesurée par microprélévements, on estime
que prés de 40 % des patients présentent une telle
discordance [7]

Ces discordances pourraient expliquer les effets
pharmacologiques non attendus chez les patients
dont les concentrations résiduelles sont pourtant
en zone thérapeutique. Ainsi, le STP par mesure de

'ASC, rendu possible par ces approches innovantes
utilisant des microprélévements, a le potentiel de
complétement révolutionner le suivi thérapeutique
des médicaments immunosuppresseurs en rééva-
luant leur relation exposition-effet et en proposant
de nouvelles cibles d’exposition, plus directement
reliées a l'effet réel des immunosuppresseurs. Enfin,
la mesure d'ASC peut étre utilisée dans un certain
nombre d'autres situations: sécurisation du risque
d'interactions médicamenteuses ou encadrement
d’autres procédures a risque, comme un changement
de formulation par exemple [8, 9].

Le suivi thérapeutique pharmacologique est,
grace a l'avénement des mesures de concentra-
tions mini-invasives par microprélévements, sans
doute a un carrefour de son évolution. La réduction
du volume de prélévement, la possibilité d'auto-
prélévements et ['opportunité d'accéder a des
prélevements multiples, en particulier sur un méme
intervalle d’administration, offrent des potentialités
nouvelles. C'est notamment vrai pour les médica-
ments immunosuppresseurs qui peuvent bénéficier
du STP par microprélévements. Le suivi biologique
de la greffe peut alors se faire hors des murs de I'h6-
pital, a domicile, par le patient lui-méme, ce qui le
simplifie, le rend potentiellement plus s(ir pour lui et
moins onéreux. La réalisation d’ASC doit également
permettre de faire passer un nouveau cap, en termes
d'impact clinique du STP des immunosuppresseurs,
avec des gains potentiels en termes de survie du
greffon et de survie du patient, ainsi que de sécurité
en limitant la survenue d'effets indésirables.
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