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SOMMAIRE 

La transplantation est une intervention primordiale pour conserver la fonction 

physiologique d'un organe défaillant afin de maintenir la vie du patient ou d'améliorer son état de 

santé. Malgré les nouvelles stratégies immunosuppressives et l'amélioration des techniques de 

transplantation d'organes solides, il est connu que les causes majeures d'échec en 

transplantation sont le phénomène du rejet aigu (60% des cas) et les complications dues aux 

effets indésirables d'un traitement immunosuppresseur souvent basé sur la cyclosporine A et la 

prednisone. 

L'association d'agents immunosuppresseurs efficaces est une stratégie visant à 

augmenter leur efficacité à prolonger la survie du greffon tout en minimisant leurs effets 

indésirables puisqu'ils seront utilisés à des doses réduites. L'association du tacrolimus et du 

sirolimus devient alors une avenue intéressante puisque ce sont des immunosuppresseurs 

efficaces contre le rejet aigu. Des données obtenues in vitro suggèrent que l'association du 

tacrolimus et du sirolimus ne possède pas d'effets immunosuppresseurs additifs, mais plutôt des 

effets antagonistes. Cependant, très peu d'études in vivo évaluant l'effet de cette association 

ont été réalisées. Nous avons donc évalué, dans un modèle de transplantation hétérotopique 

cardiaque chez le rat, les effets du tacrolimus et du sirolimus, seul ou en association, sur la 

survie du greffon. 

Des rats receveurs adultes Lewis ont reçu une allogreffe cardiaque hétérotopique de rats 

donneurs Brown Norway. Pour évaluer la prévention du rejet aigu, des rats receveurs ont été 

traités dès le jour de transplantation, pendant 14 jours, avec de faibles doses de tacrolimus seul 

(0.01 — 0.04 mg/kg/jour), avec de faibles doses de sirolimus seul (0.02 - 0.04 mg/kg/jour) ou 
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avec l'association du tacrolimus et du sirolimus (respectivement, 0.01 mg/kg/jour + 0.02 

mg/kg/jour; 0.02 mg/kg/jour + 0.02 mg/kg/jour; 0.04 mg/kg/jour + 0.04 mg/kg/jour). Dans une 

deuxième série d'expériences visant à évaluer le renversement du rejet aigu installé, des rats 

Lewis receveurs ont été traités avec de faibles doses de tacrolimus seul (0.01 et 0.02 

mg/kg/jour), de sirolimus seul (0.02 mg/kg/jour) ou de leur association, quatre jours après la 

transplantation, et par la suite pour une période de 14 jours. La survie des allogreffes 

cardiaques a été évaluée quotidiennement par palpations transabdominales et le rejet aigu est 

considéré omniprésent lorsqu'il y a cessation des contractions cardiaques. 	L'interaction 

(additivité, synergie et antagonisme) entre le tacrolimus et le sirolimus est déterminée à l'aide du 

principe de l'effet-médian et de la méthode d'index d'association. 

Nos résultats se divisent en deux parties. Dans la prévention du rejet aigu, le tacrolimus 

seul et le sirolimus seul se sont avérés efficaces (survie 	12.3 ± 2.3 jours) et cette efficacité 

immunosuppressive est dose-dépendante. Par ailleurs, il a été bénéfique d'utiliser l'association 

du tacrolimus et du sirolimus puisque celle-ci apporte un effet immunosuppresseur additif voire 

même synergique, et ce pour les différentes doses étudiées. Dans le cas du renversement du 

rejet aigu installé, l'association du tacrolimus et du sirolimus a été également bénéfique puisque 

la survie des allogreffes cardiaques a été significativement supérieure à celle des allogreffes 

cardiaques traités avec un seul des deux agents. L'interaction entre ces deux agents est 

demeurée synergique à toutes les doses utilisées. 

En conclusion, nos résultats démontrent l'efficacité de l'association du tacrolimus et du 

sirolimus pour prolonger la survie d'allogreffes cardiaques hétérotopiques, voire même lorsque 

le processus de rejet aigu est déjà installé Dans notre étude, le tacrolimus et le sirolimus se 

comportent vraisemblablement comme des agents synergiques. 
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1.1 HISTORIQUE DE LA TRANSPLANTATION D'ORGANE 

Un mythe devenu réalité 

La transplantation d'organe a vu le jour depuis plus de trois millénaires. Bien que cet art 

soit considéré de nos jours comme une pratique médicale acceptée, elle n'a été au départ 

qu'une simple médecine mythologique. Cependant, réel ou utopique, le remplacement 

d'organe a toujours véhiculé des valeurs tel que l'acquisition d'une meilleure performance 

physique, l'amélioration de la qualité de vie ou tout simplement la recherche d'une meilleure 

longévité. Quoi de mieux que de traiter un organe défaillant en le remplaçant totalement! C'est 

ainsi que dans chaque pays, dans chaque culture, naissait un bon nombre de divinités ou de 

héros chimériques. Ganesha, dieu de la sagesse et grand combattant, a été sans doute le 

premier mais aussi le plus connu du genre humain à recevoir une xénogreffe animale. Ce jeune 

garçon a vu sa vie se métamorphoser lorsque Shiva, une divinité indienne, lui a greffé une tête 

d'éléphant (Kahan, 1989). 

Plusieurs autres récits faisant allusion à la transplantation ont, par la suite, vu le jour. Tel 

est le cas de la célèbre histoire de Pien Ch'iao, un chirurgien chinois du temps de Socrate, qui a 

amélioré la vie de deux malheureux hommes en interchangeant leur coeur. L'un avait un esprit 

faible mais une grande volonté tandis que l'autre possédait peu de volonté mais un esprit fort. 

En remplaçant le coeur de chacun, Pien Ch'iao a voulu rétablir l'équilibre énergétique chez ces 

deux hommes (Kahan, 1988). En Occident, vers le quatrième siècle, les frères jumeaux Saint 

Cosmas et Saint Damian étaient reconnus comme étant des guérisseurs émérites utilisant des 

pratiques chirurgicales (Kahan, 1983). 	Enfin, vers l'an 348, la première allusion à la 

transplantation utilisant un donneur cadavérique a été recencée. Le classique Leggenda Aurea 

of Jacopo da Varagine raconte l'histoire d'un homme atteint de gangrène à une jambe qui a vu 
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sa vie s'améliorer après qu'il se soit fait transplanter la jambe d'un gladiateur africain récemment 

décédé (Kahan, 1991). 

Les grandes époques de l'évolution chirurgicale 

Les premières transplantations à être effectuées et décrites remontent au deuxième siècle 

avant J.-C., où la pratique d'autogreffes cutanées en rhinoplastie se faisait couramment jusqu'au 

seizième siècle. À cette époque, le chirurgien italien Gaspare Tagliacozzi semblait être un des 

seuls hommes de science à reconnaître le principe de l'individualité des transplantations de type 

autogreffe et à réfuter la possibilité des greffes entre individus ou entre espèces (Kahan, 1991). 

L'idée de transplanter l'organe d'un individu dans un autre individu voire même dans un 

animal n'a été explorée que vers le dix-huitième siècle où John Hunter, surnommé le père de la 

chirurgie expérimentale, a transplanté une molaire humaine dans un coq (Flye, 1989). Non 

seulement, la transplantation de type allogreffe a été envisageable mais la xénogreffe était 

devenue une réalité. À cette époque, on a cru que la dent implantée s'était adaptée à son 

nouvel environnement. 

Le domaine de la chirurgie a pris un tournant en 1905, lorsque Alexis Carrel en 

collaboration avec Charley Claude Guthrie, a développé une technique d'anastomose vasculaire 

(Carrel, 1902; dans Kahan, 1991). Cette méthode opératoire révolutionnaire lui a valu le Prix 

Nobel de physiologie et de médecine en 1912. Dorénavant, la transplantation d'un organe 

vascularisé était possible et une nouvelle ère essentiellement consacrée à ce type de 

transplantation a débuté. Les greffes humaines utilisant des organes cadavériques vascularisés 

étaient réalisables (Hamilton et Reid, 1984) tout comme le développement des nouvelles 

techniques de transplantation comme la transplantation hétérotopique (Kahan, 1991). 
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Depuis le début du vingtième siècle jusqu'à aujourd'hui, les techniques de transplantation 

n'ont cessé de s'améliorer. Les transplantations rénale (Hamilton et Reid, 1984), cardiaque 

(Lower et coll., 1961), pulmonaire (Hardy et coll., 1963), hépatique (Starzl et coll., 1964), 

pancréatique (Lillehei et coll., 1969) et cardio-pulmonaire (Reitz et coll., 1981) sont devenues 

une réalité pour l'homme. Cependant, malgré les nouvelles techniques chirurgicales et les 

nombreuses stratégies explorées en transplantation, l'essor du domaine de la transplantation se 

voit freiner par des problèmes comme le rejet aigu et les complications associées à l'utilisation 

des immunosuppresseurs. Ces problèmes et complications sont observés dans plus de 60% 

des cas de transplantation d'organe et demeurent l'une des principales causes d'échec des 

transplantations. 

Des développements dans le domaine de l'immunosuppression sont essentiels pour 

approfondir nos connaissances et nous permettre de découvrir de nouvelles stratégies plus 

efficaces. 	Il faut également développer des protocoles qui mettent l'emphase sur une 

immunosuppression plus spécifique. 
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1.2 PHÉNOMÈNE DU REJET AIGU 

Les types de greffes : barrières génétiques à la transplantation 

En transplantation d'organe, il existe quatre types de greffe selon la nature des donneurs 

et des receveurs (Roitt et coll., 1996). L'autogreffe est une intervention chirurgicale qui consiste 

à implanter un greffon chez le même individu. Le receveur devient alors son propre donneur, tel 

dans les cas de patients brûlés qui reçoivent une greffe de peau provenant d'une autre partie de 

leur corps. Comme la compatibilité entre donneur et receveur est intégrale, il n'y a pas de 

phénomène de rejet de l'autogreffe qui se produise, mais des phénomènes d'inflammation due 

aux interventions chirurgicales. Bien que le taux de réussite de l'autogreffe soit très élevé, il est 

impossible d'envisager une transplantation d'organe. La syngreffe est une pratique beaucoup 

plus rare puisque le donneur et le receveur sont des jumeaux identiques monozygotes. Encore 

ici, la compatibilité des tissus est totale et il n'y a donc pas de rejet qui se produise suite à une 

transplantation. Le taux de réussite demeure élevé, par contre le choix des organes à greffer 

est très limité. L'allogreffe est de loin le type de greffe que l'on rencontre le plus fréquemment 

en clinique. Le donneur et le receveur sont deux individus distincts, mais de même espèce. 

Bien que l'on essaie de trouver un donneur le plus compatible possible avec le receveur, afin de 

limiter la sévérité des phénomènes de rejet, ceux-ci sont inévitables. 	L'utilisation d'une 

immunosuppression devient nécessaire afin d'éviter la destruction de la greffe. Dans le cas 

d'allogreffe venant de donneur décédé, il est pratiquement possible de transplanter toutes les 

organes disponibles. L'accessibilité des organes à greffer est supérieure à celle de l'isogreffe ou 

de l'autogreffe. Cependant, le grand inconvénient demeure l'attente d'un organe provenant d'un 

individu où le taux de compatibilité est acceptable : le temps d'attente étant souvent beaucoup 

trop long. Le taux de réussite en est aussi réduit dû au rejet aigu et aux effets secondaires 

associés à l'utilisation des immunosuppresseurs. Le dernier type de greffe est sans doute 
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l'avenir de la transplantation. La xénogreffe, qui consiste en la transplantation d'un organe 

provenant d'une espèce différente de celle du receveur. C'est une nouvelle avenue qui 

permettrait d'augmenter le nombre de greffons disponibles et ainsi réduire le temps d'attente 

pour les receveurs en attente. Bien que la xénogreffe soit une réalité, elle suscite beaucoup de 

controverses notamment à caractère éthique. Il faudra réaliser des progrès dans plusieurs 

domaines avant de bénéficier pleinement de ce type de greffe. 

Concepts de base en immunologie 

Le corps humain est muni d'un système immunitaire qui veille à sa défense et qui le 

protège contre des agents pathogènes, des microbes ou des virus, voir de tous corps étrangers 

y compris une allogreffe. Le système immunitaire permet la distinction entre le soi et le non-soi 

à l'aide d'un réseau complexe de récepteurs cellulaires et de molécules solubles incluant le 

complexe majeur d'histocompatibilité qui représente la structure repère pour le soi (Robinson et 

Kindt, 1989). Les récepteurs lymphocytaires et les anticorps reconnaissent une vaste gamme 

de structures chimiques présentées par des toxines, des allergènes, des micro-organismes de 

même que celles présentes sur des tissus néoplasiques ou des greffons. La surveillance 

immunitaire est assurée par des cellules effectrices et régulatrices, par des facteurs de 

sécrétion, des anticorps et des lymphokines (molécules régulatrices). Le système immunitaire 

se divise en deux parties : l'immunité cellulaire et l'immunité humorale. 	Dans l'immunité 

cellulaire, la défense de l'organisme se fait essentiellement par des cellules. Elle regroupe les 

lymphocytes T et B, les cellules cytotoxiques (cellules K, cellules NK, éosinophiles), les 

cellulaires phagocytaires (monocytes, neutrophiles, éosinophiles) et les cellules auxiliaires 

(basophiles, mastocytes). Ces cellules participent à l'immunité cellulaire initiée par les 

infections, l'inflammation, les tumeurs immunitaires, l'auto-immunité et le greffon. L'immunité 

humorale résulte en la production d'anticorps dans le sang, les fluides corporels et les 
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sécrétions. L'objectif de la réponse humorale est de maintenir l'homéostasie à travers un 

processus d'élimination des substances et des organismes étrangers (Roitt et coll., 1996). 

Calmodulin 

Calcin„erin 	Imrnunophillin 

NF-AT 	NF-ea 
1L-2 promu:nes Ramon 

Tiré de Suthanthiran M. et al. lmmunosupressants: cellular and molecular 
mechanisms of action. Am. J. Kidney Dis. 28: 159. 

FIGURE 1-1. Le rejet aigu 
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Le rejet aigu 

Lors d'une transplantation d'organe, le rejet aigu survient dans plus de 60% des cas et 

représente la cause principale d'échec. Il existe d'autres types de rejet (hyperaigu, chronique, 

accéléré) mais celui-ci est le processus le plus fréquemment observé en transplantation (Roitt et 

coll., 1996). Le rejet aigu se manifeste après quelques jours ou quelques semaines et perdure 

jusqu'à une période de plus de trois mois. Il est principalement dû à l'activation primaire des 

lymphocytes T et des nombreux mécanismes effecteurs conséquents. Bien que la 

transplantation d'organe représente un traitement bénéfique aux yeux des cliniciens, l'organe 

transplanté n'est simplement qu'un corps étranger pour le système hôte. Dans les cas de 

l'allogreffe ou de la xénogreffe, le système immunitaire du receveur perçoit le greffon comme 

étant non-soi, il initie alors une cascade d'événements dans le but de détruire l'organe greffé, 

c'est-à-dire de le rejeter (Figure 1-1). 

Les antigènes principalement responsables du rejet de tissus différentiés génétiquement 

sont communément appelés antigènes d'histocompatibilité, ils représentent la cible du rejet. 

Ces antigènes sont présentés aux lymphocytes T sous une forme reconnaissable par le 

complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) et les réactions qui en résultent sont vives. Les 

molécules du CMH sont exprimées sur des tissus transplantés et elles peuvent être induites par 

des cytokines comme l'interféron (IFN)-7 et le facteur de nécrose tumorale (TNF). 

Les lymphocytes T jouent un rôle majeur dans le phénomène de rejet (Tilney et coll., 

1990). Les lymphocytes T qui sont impliqués dans ce processus de défense reconnaissent, via 

leur récepteur TCR (T cell receptor), les antigènes provenant du donneur et qui sont associés 

avec le CMH. La structure du récepteur TCR fait en sorte que le lymphocyte T ne peut capter 

les antigènes peptidiques que s'ils sont associés avec les molécules du CMH (Cantrell et coll., 
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1994). Les différences qui existent entre les molécules du CMH du donneur et celles du 

receveur affectent le niveau d'antigènes présentés au récepteur TCR du receveur. Dans le cas 

d'une transplantation de tissus génétiquement différents, un très grand nombre d'antigènes 

étrangers sont exprimés et reconnus par les lymphocytes T auxiliaires du receveur. 

L'association du complexe peptides antigéniques-molécules du CMH et du récepteur TCR du 

lymphocyte T auxiliaire inactivé amène l'activation de ce dernier. Le lymphocyte T auxiliaire 

activé sécrète, suite à une cascade d'événements intracellulaires, des lymphokines dont 

principalement l'interleukine (IL)-2. Ces lymphokines qui vont provoquer la stimulation des 

lymphocytes T cytotoxiques, celle des lymphocytes B et celle des macrophages (Bjorkman et 

coll., 1987). 

Pour atténuer le phénomène du rejet et préserver le greffon de façon maximale, l'activité 

immunitaire du receveur doit être réduite. Il existe plusieurs traitements immunosuppresseurs, 

dont certains n'ont eu qu'une utilisation réduite alors que d'autres plus prometteurs sont utilisés 

à l'heure actuelle. 
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1.3 ÉVOLUTION DU TRAITEMENT IMMUNOSUPPRESSEUR 

Même si la notion de transplantation d'organe a vu le jour il y a plus de trois millénaires, 

les premières approches thérapeutiques pour éviter les phénomènes de rejet aigu, ne remontent 

qu'au début du vingtième siècle. L'immunosuppression a commencé à être utilisée pour 

préserver le greffon chez les sujets transplantés en même temps que s'est fait le développement 

de l'immunologie. Maintenant, l'évolution des traitements immunosuppresseurs se fait en 

parallèle avec le développement des connaissances en immunologie. 	L'évolution des 

traitements immunosuppresseurs se divise principalement en quatre étapes : 1) l'ère de la 

radiation et des agents chimiques et pharmacologiques, 2) l'immunosuppression par l'attaque 

des lymphocytes T, 3) les inhibiteurs des cellules régulatrices de la maturation des composantes 

immunitaires et 4) stratégies immunosuppressives de l'avenir (Kahan, 1991). 

L'ère de la radiation et des agents chimiques et pharmacologiques 

La radiation totale des sujets transplantés a été la première approche thérapeutique 

immunosuppressive utilisée. C'est en 1908 que la première expérience de radiation totale a été 

effectuée dans le but de réduire la réponse immunitaire (Benjamin et Sluka, 1908 : dans Kahan, 

1991). Les auteurs ont démontré à cette époque que la radiation totale chez des lapins traités 

au sérum de bovin les empêchaient de produire des anticorps. Ce n'est par contre que vers 

1960 que cette pratique a été utilisée dans le traitement du rejet de greffe de moelle osseuse 

(Mannick et coll., 1960; Rapaport, 1972). Avec la découverte de nouveaux agents chimiques et 

pharmacologiques, le traitement par radiation totale a été abandonné puisque cette stratégie, 

dont la réversibilité est très lente, comporte des effets secondaires graves rarement prévisibles 

et un taux de mortalité élevé à cause des infections. 



11 

C'est vers les années 1914 que Murphy (1914 : dans Kahan, 1991) et Hektoen (1916a; 

1916b : dans Kahan, 1991) ont étudié et documenté les effets immunosuppresseurs de 

composés organiques comme le benzène et le toluène. Les moutardes d'azote possèdent aussi 

des effets similaires (Baker et coll., 1952 : dans Kahan, 1991). Les substances antiprolifératives 

comme le 6-mercaptopurine et son dérivé, l'azathioprine, dont des études ont permis de 

démontrer qu'elles possédaient un profil immunosuppresseur en inhibant la production 

d'anticorps (Hitchings et Elion, 1954 : dans Kahan, 1991) prolongeaient la survie d'allogreffes 

cutanés chez le lapin et la survie d'allogreffes rénaux dans un modèle canin (Calne et coll., 1962 

: dans Kahan, 1991). 	L'utilisation d'azathioprine en association avec un glucocorticoïde 

(azathioprine-prednisone) a été la première thérapie d'associaton utilisée et elle est demeurée 

pendant plus d'une dizaine d'années la thérapie de choix pour prévenir le rejet d'un allogreffe. 

Cette association thérapeutique, bien que beaucoup moins aggressive que la radiation totale, 

comportait cependant des effets indésirables importants comme l'aplasie de la moelle osseuse, 

des perforations intestinales et des infections. Devant les limites de ces traitements, deux 

tentatives ont été effectuées afin d'améliorer l'efficacité du traitement azathioprine-prednisone : 

d'abord la radiation locale du greffon (Wolf et coll., 1969), puis le drainage thoracique (VVoodruff 

et Anderson, 1963 : dans Kahan, 1991). Elles ne furent pas bénéfiques. 

L'immunosuppression par l'attaque des lymphocytes T 

Puis est apparue l'ère de l'immunosuppression par l'attaque des lymphocytes T. Dans les 

années 1970, on a mis l'emphase sur les agents polyclonaux. Ceux-ci possédaient une forte 

immunosuppression, une grande efficacité et un large spectre mais malheureusement ils étaient 

non-spécifiques (Russell et Monaco, 1967 : dans Kahan, 1991). Avec le développement des 

biotechnologies, le traitement avec des anticorps monoclonaux est devenu envisageable. En 

plus d'éliminer les cellules portant des marqueurs spécifiques, ils étaient aptes à les neutraliser. 
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L'anticorps monoclonal OKT3 a été le premier anticorps spécifique à être utilisé en 

immunosuppression. Bien qu'il soit plus sélectif que les agents polyclonaux, l'administration 

d'OKT3 s'accompagne de réactions sérieuses même létales (Cosimi et coll., 1981). Elle peut 

également provoquer le développement de lymphômes lorsqu'il est associé à l'azathioprine, à la 

cyclosporine A ou à la prednisone. Les problèmes associés à l'immunosuppression actuelle 

expliquent le développement de nouveaux agents sélectifs : l'inhibiteur du récepteur du 

lymphocyte T de l'IgG2B  (Kurrle et coll., 1989), les anticorps anti-CD4 (Qin et coll., 1989), 

l'inhibiteur du récepteur de l'IL-2 (Cantarovich et coll., 1989) et les anticorps chimériques (Sweny 

et coll., 1991). 

Les inhibiteurs de la maturation du lymphocyte T 

Cette ère débute dans les années 1980 et on peut la qualifier d'ère de 

l'immunopharmacologie. Les nouvelles substances proposées peuvent être réparties en quatre 

classes selon leur site d'action : 1) les inhibiteurs de transcription, 2) les inhibiteurs de synthèse 

de nucléotides, 3) les inhibiteurs des facteurs de croissance du signal de transduction et 4) les 

inhibiteurs de la différenciation cellulaire. 

En plus d'être l'agent prototype le mieux connu et encore le plus utilisé dans le traitement du 

rejet de greffe, la cyclosporine A fait partie de la classe des inhibiteurs de transcription. Isolée 

pour une première fois en 1969 du champignon Tolypocladium inflatum pour son activité 

antibiotique, la cyclosporine A a vite été oubliée. Cependant, Borel et coll. (1976) ont ressuscité 

la cyclosporine A, en démontrant qu'elle possèdait un puissant effet immunosuppresseur. Même 

si les techniques de chirurgie pour une transplantation d'organe solide ont progressé 

significativement, le succès remarquable de la transplantation d'organe chez l'humain est surtout 

tributaire du développement d'immunosuppresseurs comme la cyclosporine A. 	Cet 
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immunosuppresseur a été le premier agent sélectif anti-lymphocyte T. Les avantages de la 

cyclosporine A incluent une grande efficacité, la réduction des infections post-opératoires, la 

diminution des épisodes de rejet et l'absence de myélotoxicité. Cependant, des cas de 

néphrotoxicité et d'hépatotoxicité et des désordres du système nerveux central ont été observés 

avec son utilisation. Pour ces raisons, la recherche de nouveaux immunosuppresseurs se 

poursuit. 

Dans la même classe que celle de la cyclosporine A, il y a le tacrolimus (FK506). Ce 

macrolide d'origine fongique, a été développé originairement pour son activité antibiotique et par 

la suite pour ses propriétés immunosuppressives (Kino et coll., 1987). Ces agents, bien que 

distincts, empêchent l'activation du lymphocyte T par des mécanismes similaires. De manière 

directe ou indirecte, la cyclosporine A et le tacrolimus inhibent l'expression de novo des 

protéines de régulation du noyau et des gènes activateurs du lymphocyte T, comme ceux 

encodant pour certains proto-oncogènes (ex. H-ras, C-myc), des cytokines (ex. IL-2) et des 

récepteurs pour les cytokines dont l'IL-2 (IL-2R). 

Le sirolimus (rapamycine; RAPA) se classe parmi les inhibiteurs du signal de transduction 

des facteurs de croissance. Compte tenu que ce macrolide antibiotique possède une structure 

chimique très similaire à celle du tacrolimus, des études (Calne et coll., 1989) ont été effectuées 

pour évaluer son profil immunosuppresseur. En effet, le sirolimus, actuellement en phase 1 1 1 du 

développement clinique, est un agent immunosuppresseur prometteur. Il inhibe le signal de l'IL-

2 et le signal de transduction d'autres facteurs de croissance (Seghal et coll., 1995). Le 

leflunomide qui agit en inhibant la synthèse de pyrimidine ainsi que le récepteur de facteur de 

croissance associé à la tyrosine kinase (Kahan, 1991) fait partie de la même classe 

d'immunosuppresseurs. 
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Dans la classe des inhibiteurs de la synthèse des nucléotides, on retrouve le 

mycophénolate de mofétil qui inhibe l'enzyme inosine monophosphate déhydrogénase et 

prévient la synthèse de novo de guanosine et déoxyguanosine. Le mizoribine qui inhibe la 

biosynthèse de purines et le bréquinar de sodium qui inhibe l'enzyme dihydroorotate 

déhydrogénase et prévient la synthèse de pyrimidines. 

L'autre classe d'immunosuppresseurs de nouvelle génération, les inhibiteurs de 

différenciation, ne comprend qu'un agent soit le 15-déoxyspergualin. Même si des études ont 

démontré que cet agent prévient la différenciation des lymphocytes T et B en cellules effectrices 

matures, son mécanisme d'action demeure jusqu'à ce jour inconnu. 

Stratégies immunosuppressives de l'avenir 

Le but majeur des recherches en immunosuppression est d'augmenter la sélectivité et la 

spécificité d'action des molécules. C'est l'activité médiée par les lymphocytes T et B plutôt que 

celle médiée par les cellules immunitaires non-spécifiques telles les granulocytes, les monocytes 

et les macrophages qui constitue la cible privilégiée. La compréhension du phénomène de 

stimulation induite par l'alloantigène, de la transduction du signal et/ou de la voie de maturation 

des lymphocytes T et B devient essentielle pour le développement d'une immunosuppression 

efficace et sécuritaire. 

Une seconde approche stratégique consiste à exploiter les associations 

d'immunosuppresseurs. Cette approche pourrait améliorer l'immunosuppression et minimiser la 

toxicité induite par les immunosuppresseurs en utilisant des doses plus faibles de chaque agent. 

Dans le présent travail, nous explorons la validité de cette stratégie. 
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1.4 STRATÉGIES D'ASSOCIATION D'IMMUNOSUPPRESSEURS 

Le but de l'utilisation d'immunosuppresseurs en association est d'obtenir des effets 

thérapeutiques plus favorables que l'utilisation d'un seul agent. Les bénéfices peuvent être soit 

une augmentation de l'efficacité thérapeutique, la diminution de la toxicité envers l'hôte, 

l'augmentation de la sélectivité de l'effet ou l'amélioration de l'index thérapeutique, voire la 

réduction ou le retard dans le processus de résistance à l'agent. Jusqu'à présent, il n'existe 

aucun agent immunosuppresseur idéal pour le traitement du rejet aigu de greffe. Le principe 

pharmacologique de la thérapie d'association demeure tout à fait indiqué dans la transplantation 

d'organe puisqu'il s'agit d'une stratégie qui vise à augmenter l'efficacité thérapeutique des 

agents mis en association tout en minimisant leurs effets secondaires. 

Limites des stratégies actuelles 

Les premières associations d'immunosuppresseurs pour traiter le rejet de greffe remontent 

au milieu des années 60. À l'époque, l'utilisation d'azathioprine-prednisone a permis aux 

patients d'avoir recours à une thérapie immunosuppressive beaucoup moins drastique que le 

traitement par radiation. Cette association a permis de diminuer l'incidence du rejet de greffe en 

même temps que de réduire le taux de mortalité dû aux infections et à la toxicité des 

médicaments. Avec l'arrivée de nouveaux agents immunosuppresseurs, que ce soit de 

molécules connues pour lesquelles on a découvert de nouvelles propriétés ou bien de nouvelles 

molécules, le principe de la thérapie d'association a pris beaucoup d'ampleur en 

immunosuppression. 

Très rapidement, l'association cyclosporine A et prednisone est apparue comme une avenue 

thérapeutique intéressante puisque ce traitement permet une inhibition de la production d'IL-2 en 



16 

plus d'une inhibition de l'expression génique des cytokines autres que l'IL-2 (IL-1, IL-6, INF-7 et 

TNF). Cependant, le manque de spécificité et de sélectivité des glucocorticostéroïdes et le 

besoin d'utiliser des doses élevées de cyclosporine A ont rendu cette association peu 

intéressante compte tenu des effets secondaires observés (Kahan, 1991). De nos jours, les 

cliniciens administrent la cyclosporine A et des glucocorticostéroïdes aux patients transplantés 

mais cette fois-ci en association avec l'azathioprine. 	L'azathioprine est un dérivé du 6- 

mercaptopurine, un anti-métabolite qui inhibe la biosynthèse de nucléotides. Cette triple 

association a permis l'utilisation de doses plus faibles de chaque agent permettant de minimiser 

les effets indésirables. 	L'administration de la triple thérapie cyclosporine A-azathioprine- 

prednisone est devenue le traitement immunosuppresseur standard contre le rejet de greffe. 

Bien que cette thérapie ait apporté d'excellents résultats en terme de diminution de l'incidence 

des crises de rejet, un traitement qui inclut l'utilisation de glucocorticostéroïdes n'est pas idéal 

puisque ceux-ci occasionnent des effets indésirables dans plusieurs systèmes. De plus, lorsque 

le patient répond moins bien aux effets immunosuppresseurs de la cyclosporine A et que par la 

suite les doses initiales administrées sont augmentées afin d'obtenir le même niveau 

d'immunosuppression, des effets secondaires importants peuvent survenir. 

Avec la découverte des propriétés immunosuppressives du tacrolimus, on a proposé des 

associations avec ce nouvel agent. Parmi celles-ci, l'association tacrolimus-cyclosporine A a 

apporté d'intéressants résultats. Le tacrolimus et la cyclosporine A sont des macrolides 

complètement différents mais qui agissent de la même façon, c'est-à-dire en bloquant l'activité 

phosphatase de Cn (Bruserud et Pawelec, 1993). Des études (Todo et coll., 1988) ont rapporté 

que l'association tacrolimus-cyclosporine A était plus efficace qu'une monothérapie au 

tacrolimus ou à la cyclosporine A pour prolonger la survie d'allogreffes cardiaques, rénales et 

hépatiques chez le rat. Cependant, aucune étude n'a évalué les effets secondaires de cette 
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association. Ce n'est que plus tard qu'on a démontré que les effets immunosuppresseurs et les 

effets secondaires du tacrolimus et de la cyclosporine A étaient explicables par leur mécanisme 

d'action (Dumont et coll., 1992). Non seulement les effets immunosuppresseurs étaient 

synergiques dans le cas de l'association tacrolimus-cyclosporine A, mais les effets indésirables 

également. Tanabe et coll. (1994) ont également démontré que l'association du tacrolimus et 

des agents anti-métaboliques (mizoribine, azathioprine et mycophénolate de mofétil) procure 

des effets immunosuppresseurs additifs (tacrolimus-mycophénolate de mofétil) ou synergiques 

(tacrolimus-mizoribine, tacrolimus-azathioprine). 	Récemment, l'association tacrolimus- 

mycophénolate de mofétil a montré des effets synergiques dans la prévention et le 

renversement du rejet aigu (Ahsan et coll., 1997; Antoniou et coll., 1996; Eckhoff et coll., 1998; 

Roth et coll., 1998; Taylor, 1997). 

Plusieurs autres associations incluant la cyclosporine A, le sirolimus et le mycophénolate 

de mofétil ont été évaluées expérimentalement et certaines d'entre-elles ont fait l'objet d'études 

cliniques multicentriques. Entre autre, l'association cyclosporine A-mycophénolate de mofétil a 

démontré une efficacité contre le rejet d'allogreffe tissulaire chez le rat (Benhaim, 1996). Kahan 

et coll. (1993) ont rapporté que des traitements combinant la cyclosporine A et des médicaments 

anti-métaboliques (6-mercaptopurine, mizoribine ou mycophénolate de mofétil) apportaient des 

effets additifs dans la prolongation de l'allogreffe cardiaque chez le rat. Le bréquinar de sodium 

associé à la cyclosporine A ou au sirolimus a des effets synergiques dans des modèles in vitro 

et in vivo. L'association cyclosporine A-sirolimus a été explorée par plusieurs chercheurs (Chen 

et coll., 1992; Kahan et coll., 1991; Stepkowski et coll., 1995, 1996; Wasowska et coll., 1997). 

Elle semblait synergique tant dans des études in vivo que in vitro. Certaines études (Chavin et 

coll., 1994; Takazawa et coll., 1996) évaluant l'association d'anticorps monoclonaux avec des 

agents immunosuppresseurs ont rapporté des effets synergiques pour la survie des allogreffes 
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cardiaques (anticorps monoclonal-mycophénolate de mofétil) et pour la tolérance (anticorps 

monoclonal-tacrolimus). 

Des triples thérapies ont également été évaluées. Celle du bréquinar de sodium-

cyclosporine A-sirolimus (Kahan et coll., 1993; Stepkowski et Kahan, 1993; Tu et coll., 1995) a 

procuré des effets synergiques in vitro et in vivo, celle de la cyclosporine A-prednisone-

mycophénolate de mofétil a procuré des effets cliniques significatifs (European Mycophenolate 

Mofetil Cooperative Study Group, 1995; Wiesel et Carl, 1998) et celle de la leflunomide-

cyclosporine A-mycophénolate de mofétil a été efficace dans le d'une xénogreffe (Wennberg et 

coll., 1997). 

Les stratégies actuelles impliquent l'administration de doses relativement élevées d'agents 

immunosuppresseurs efficaces. Cependant, le prix à payer pour obtenir une réelle efficacité 

immunosuppressive demeure la présence d'effets secondaires importants. Il est, en outre, 

important d'éviter une innmunosuppression excessive qui favorise les infections. Une alternative 

intéressante vise à utiliser une association synergique d'immunosuppresseurs à des doses 

individuelles sous-thérapeutiques et dépourvues d'effets secondaires. Le concept d'interactions 

synergiques a été proposé par Hitchings en 1973 (Kahan, 1995); il a démontré que l'utilisation 

concomitante de sulfaméthoxazote et de triméthroprime procurait un effet thérapeutique 

significatif en plus de permettre la réduction des doses individuelles des deux antibiotiques. 

La formule de l'effet-médian a été démontrée comme étant très utile pour déterminer les 

interactions entre agents immunosuppresseurs. Parmi les substances les plus connues en 

immunosuppression, l'association cyclosporine A-sirolimus représente celle qui a démontré la 

plus forte synergie (Kahan, 1995) et ce tant dans des études in vitro de prolifération et de 
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cytotoxicité que dans des études in vivo de modèles d'allogreffe cardiaque, rénale et 

pancréatique (Kahan, 1991). 

Stratégies potentielles 

L'association cyclosporine A-sirolimus a été démontrée comme étant synergique dans le 

rejet aigu. Bien que cette association semble la plus efficace, il n'en demeure pas moins que la 

cyclosporine A entraîne des effets secondaires tel que la néphrotoxicité, la neurotoxicité, 

l'hyperglycémie et une hypertension; même à doses faibles. 

L'association tacrolimus-sirolimus est une stratégie potentiellement intéressante puisque le 

tacrolimus et la cyclosporine A possèdent un mécanisme d'action similaire. 	Il est alors 

envisageable de prévoir que l'association tacrolimus-sirolimus aura des effets synergiques à 

doses réduites, tout comme celle de cyclosporine A-sirolimus. 	Comme ces agents 

immunosuppresseurs possèdent des mécanismes d'action différents et qu'ils inhibent le cycle 

cellulaire à des stades différents, il est possible d'envisager une interaction immunosuppressive 

synergique. 
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1.5 MÉCANISMES D'ACTION 

Le tacrolimus et le sirolimus sont deux agents immunosuppresseurs qui possèdent des 

structures chimiques semblables et qui se lient au même récepteur. Cependant, leurs 

mécanismes d'action sont distincts l'un de l'autre et les voies de signalisation qu'ils inhibent sont 

différentes. De plus, le tacrolimus et le sirolimus affectent le cycle cellulaire à des stades 

différents. Il est possible que l'association de ces deux agents puisse être bénéfique (additivité 

ou synergie) et prolonger la survie d'allogreffe cardiaque. Cette association pourrait aussi 

renverser le rejet aigu présent dans un modèle de transplantation hétérotopique cardiaque chez 

le rat. 

Tacrolimus 

Le tacrolimus a été découvert et isolé pour la première fois en 1984 par des chercheurs 

japonais à partir d'un échantillon de terre à Tsukuba. Tacrolimus est produit par le champignon 

Streptomyces tsukubaensis qui diffère des autres lignées de Streptomyces connues, de par ses 

caractéristiques morphologiques et physiologiques (Kino et coll., 1987). Les caractéristiques 

pharmacocinétiques du tacrolimus ont été évaluées et présentées dans l'ouvrage de lwasaki et 

coll. (1991). Son profil pharmacocinétique comprend les points suivants : 1) le tacrolimus 

possède une clairance métabolique élevée; 2) il est hautement métabolisé; 3) il ne possède pas 

de métabolite sans effet immunosuppresseur; 4) à de faibles concentrations, il se distribue 

préférentiellement dans les cellules sanguines; 5) il se lie hautement aux protéines 

plasmatiques; 6) il est excrété par la bile principalement. De plus, comme le tacrolimus est un 

agent hydrophobe, les solutions aqueuses sont difficiles à préparer (Goto et coll., 1991). Le 

développement d'une nouvelle formulation émulsive comprenant tacrolimus et l'hydroxypropyl 
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methylcellulose a été introduite par Honbo et coll. (1987) afin de permettre l'administration par 

voie orale sans nuire à la stabilité du produit. 

Me Me 
Me 	0 Me 
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(a) cyclosporine A 

Pw4e Cl Me Me Me 

(b) tacrolimus (FK506) 

(c) sirolimus (rapamycine) 

Tiré de BIERER B.E. Cyclosporin A, FK506, and rapamycin 
binding to immunophilins and biological action. Chem. lmmunol. 59 : 128, 1994. 

FIGURE 1-2. Structures chimiques (a) de la cyclosporine A, 
(b) du tacrolimus et (c) du sirolimus 



22 

Ochiai et coll. (1987) ont rapporté que le macrolide tacrolimus possède de puissantes 

propriétés immunosuppressives. Le tacrolimus a démontré des résultats très positifs dans la 

réaction mixte du lymphocyte sans toutefois inhiber de manière universelle la prolifération 

cellulaire (Goto et coll., 1991). 	Le tacrolimus a suscité beaucoup d'intérêt et il est considéré 

comme un agent immunosuppresseur très prometteur. Depuis son introduction, le tacrolimus a 

été évalué dans plusieurs types de greffe d'organe. Les premières études (Peters et coll., 1993) 

du tacrolimus effectuées chez l'homme ont trait au traitement du rejet aigu d'allogreffes rénales 

et hépatiques. Plusieurs études nnulticentriques ont été menées afin d'évaluer l'efficacité de 

tacrolimus comparativement à celle de la cyclosporine A. Ces études ont démontré que le 

tacrolimus est tout aussi efficace que la cyclosporine A dans la greffe rénale ou hépatique (The 

U.S. Multicenter FK506 Liver Study Group, 1994; Williams et coll., 1996). Il y a des évidences 

que le tacrolimus soit efficace dans d'autres indications comme la maladie de la greffe versus 

l'hôte suite à une transplantation de la moelle osseuse, la transplantation des organes 

thoraciques ou la transplantation pancréatique (Gruessner, 1997). 

Les effets du tacrolimus sont similaires à ceux de la cyclosporine A (Bruserud et Pawelec, 

1993), bien que ces deux agents possèdent des structures chimiques différentes (Figure 1-3). 

Les effets cellulaires du tacrolimus sont maintenant bien définis (Peters et coll., 1993; Spencer 

et coll., 1997). Comme la cyclosporine A, le tacrolimus est un macrolide fongique et il exerce 

des effets inhibiteurs puissants sur l'activation du lymphocyte T. Il se lie spécifiquement aux 

immunophilines, appelées protéines de liaison (FKBP), qui sont présentes dans le cytoplasme. 

Ces protéines de liaison fonctionnent comme des isonnérases cis/trans peptidyl/prolyl. Leur 

liaison au tacrolimus inhibe leur activité enzymatique. Même si la formation d'un complexe 

immunosuppresseur-immunophiline est primordiale pour déclencher une action 

immunosuppressive, l'inhibition de l'activité isomérase cis/trans peptidyl/prolyl ne semble pas 
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essentielle. En effet, l'inhibition de l'activité rotamase des immunophilines n'est pas suffisante 

pour expliquer l'effet immunosuppresseur du tacrolimus et du sirolimus (Bierer et coll., 1990). La 

formation du complexe immunosuppresseur-immunophiline résulte plutôt en un gain de fonction, 

c'est-à-dire que le complexe module l'activité d'autres cibles spécifiques intracellulaires (Bierer, 

1994; Schreiber et coll., 1991). Morris (1996) a rapporté que FKBP-12 est jusqu'à date 

l'isoforme connu le plus impliqué dans l'activité immunosuppressive du tacrolimus. À des 

concentrations in vitro de 10 à 100 fois inférieures à celles de la cyclosporine A, le tacrolimus 

inhibe la transcription des gènes de l'activation pour la production de IL-2 et d'autres promoteurs 

de croissance de cytokines comme IL-3, IL-4, IFN-y, le facteur de stimulation du macrophage et 

du granulocyte (GMCSF) et TNF-a; en plus des proto-oncogènes tels ras, myc et rel. 

Tacrolimus inhibe aussi l'expression de IL-2R et IL-7R (Morris, 1993; 1996; Thomson et coll., 

1995). Le tacrolimus inhibe préférentiellement les cytokines produits par les lymphocytes T 

auxiliaires de type 1 ou TH1 (comme IL-2, TNF-a et IFN-y) par rapport aux cytokines produites 

par des lymphocytes T auxiliaires de type 2 ou TH2 (comme IL-4, IL-5 et IL-10, qui sont plus 

impliquées dans l'activation du lymphocyte B et dans la production d'anticorps) (Thomson et 

coll., 1995). De plus, Peters et coll. (1993) ont rapporté que le tacrolimus inhibe la réaction 

lymphocytaire mixte, démontrant ainsi l'effet du tacrolimus sur l'activation du lymphocyte T 

cytotoxique et l'activation du lymphocyte B dépendante du Ca2±. Cependant, le tacrolimus ne 

semble pas inhiber la prolifération secondaire au lymphocyte T activé en réponse à IL-2, ni 

interférer avec des antigènes de présentation, des mononucléaires phagocytaires, ou des 

cellules NK (Manez, et coll., 1995). La production de IL-2 et d'autres cytokines par les 

lymphocytes T auxiliaires est essentielle dans la réponse immunitaire et elle est impliquée dans 

le processus de rejet de greffe. En effet, des biopsies hépatiques effectuées chez des patients 

ayant reçu une transplantation démontrent une surexpression de IL-2 et IL-4 durant les stades 
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de rejet aigu (Gavveco et coll., 1994). De plus, le tacrolimus inhibe la migration lymphocytaire in 

vitro en réponse à plusieurs facteurs chémotactiques. 11 existe aussi des effets additionnels qui 

contribuent au effets du tacrolimus comme l'inhibition d'autres activités cellulaires comme 

l'activation de la synthétase de l'oxyde nitrique, l'apoptose et la dégranulation cellulaire 

(Thomson et coll., 1995). Contrairement à la cyclosporine A qui augmente les taux du facteur de 

croissance tumorale (TGF)-p dans le greffon, le tacrolimus prévient l'augmentation de TGF-p. 

FKBP-12 est associé à l'isoforme de type I du récepteur TGF-p et le tacrolimus bloque 

sélectivement la fonction de ces récepteurs puisque le TGF-p est impliqué dans la fibrinogénèse 

et la prolifération des cellules musculaires lisses, et dans le développement du rejet chronique 

(Spencer et coll. 1997). Son inhibition demeure essentielle. 

Tacrolimus et stimulation antigénique. Lors du rejet aigu, sur les plans intracellulaire et 

moléculaire, le signal de transduction et l'activation du lymphocyte T sont contrôlés par 

l'expression de cytokines (Halloran et coll., 1993; Hutchinson, 1991; Mason, 1986). Lorsqu'une 

cellule présentatrice d'antigène présente des peptides antigéniques au lymphocyte T auxiliaire 

qui a préalablement reconnu les antigènes à l'aide de son récepteur TCR, une cascade 

d'événements en découle (Figure 1-3). Les tyrosines kinases stimulent plusieurs voie de 

signalisation et de composantes liées à l'activation du lymphocyte T, incluant ras et les protéines 

G, la phospholipase (PL)C-81, les protéines kinases, le phosphatidyl inosito1-3-kinase, et bien 

d'autres (Cantrell et coll., 1994). Le récepteur TCR est couplé à une protéine tyrosine kinase 

(TK) qui phosphoryle et stimule la PLC-81. La PLC-61 phosphorylée permet ensuite la formation 

du diacylglycérol (DAG) et de l'inositol triphosphate (IP3) à partir de la dissociation de l'inositol 

phosphate situé dans la membrane cellulaire. Par la suite, la voie de signalisation diverge vers 

le DAG qui active la protéine kinase C. Une des voies de signalisation de la protéine kinase C 
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initie la transcription des gènes qui encodent les facteurs de transcription des gènes de 

cytokines (e.g. myc, fos, jun), comme la composante nucléaire du facteur nucléaire du 

lymphocyte T activé (NFAT). Du côté de la voie de signalisation de l'IP3, l'IP3  se lie aux 

récepteurs situés sur le réticulum endoplasmique pour stimuler le relargage du calcium (Ca2+) 

dans le cytoplasme. L'augmentation du Ca2+  intracellulaire permet l'activation de la calcineurine 

(Cn) qui est une enzyme dépendante du Ca2+. L'association du Ca2÷  et de Cn, qui est aussi une 

phosphatase dépendante de la calmoduline, agit sur des substrats encore inconnus qui vont 

permettre la translocation de la composante cytoplasmique du facteur nucléaire du lymphocyte T 

activé (NFAT,) vers le noyau. Des études (Flanagan et coll., 1991) montrent que lors d'une 

augmentation du Ca2+  intracellulaire, NFAT, demeure inactivé mais passe du cytoplasme au 

noyau. Lorsque NFATn  et NFAT n  s'associent pour former le complexe du facteur nucléaire du 

lymphocyte T activé (NFAT), la transcription de l'ARN messager (ARNm) de l'IL-2 débute. Bien 

que la majorité de l'expression de l'IL-2 se manifeste au site du NFAT, d'autres sites nucléaires 

peuvent être également importants comme les sites NFK13 et octamère. Le comportement 

caractéristique des gènes de l'IL-2 requiert l'interaction de plusieurs facteurs de transcription 

liant ces sites nucléaires (Gaulton et VVilliamson, 1994). L'IL-2 produit par le lymphocyte T est 

ensuite relâchée et va se lier à ses récepteurs distribués sur plusieurs types cellulaires. Les 

cellules deviennent alors aptes à la différentiation, à la mitose et éventuellement à l'expansion 

clonale. Les lymphocytes T cytotoxiques, les lymphocytes B et les macrophages activés 

contribuent ainsi à l'expression du rejet de la greffe. 

Suite à l'administration du tacrolimus, le complexe tacrolimus-FKBP se forme et celui-ci se 

lie à Cn et inhibe son activité (Figure 1-3). Les voies de signalisation de la transduction pour les 

lymphocytes T sont interrompues. En présence de signaux co-stimulants, la liaison d'un 

antigène au complexe TCR-CD3 sur la surface des lymphocytes T inactivés induit la prolifération 
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d'autres lymphocytes T et les fonctions effectrices telles la cytotoxicité et la production de 

lymphokines. L'activation du lymphocyte T résulte en plusieurs événements permettant la 

transcription de gènes. Le tacrolimus est un agent liposoluble qui traverse la membrane 

cellulaire des lymphocytes T pour aller se lier à son récepteur FKBP, qui est en abondance dans 

le cytoplasme. Le tacrolimus devient efficace seulement en présence de son récepteur 

intracellulaire. 	Le tacrolimus inhibe plusieurs processus d'activation dépendants du Ca2+, 

incluant l'activation de la transcription des gènes de lymphokines, l'induction de l'apoptose et la 

dégranulation. Le tacrolimus inhibe la voie de transduction du signal, caractérisée par une 

augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2+. Liu et coll. (1991) ont démontré que le 

tacrolimus-FKBP se lie à Cn, une phosphatase sérine/thréonine dépendante de la calmoduline 

et du Ca2+, confirmant que le complexe médicament-immunophiline est la composante 

biologique active. Cn est une protéine hétérodimère à deux sous-unités : l'une catalytique, CnA, 

et l'autre régulatrice, CnB. 	L'identification de Cn comme une cible sensible à certains 

immunosuppresseurs suggère que cette phosphatase est une composante essentielle dans les 

voies de transduction de signal permettant la production de lymphokines. 

Des recherches effectuées pour identifier des substrats de Cn dans les lymphocytes T ont 

mis l'emphase sur les éléments essentiels de l'activation transcriptionnelle du promoteur de IL-2 

(Crabtree, 1989). L'activité du facteur de transcription appelé NFAT est primordiale pour la 

transcription de IL-2, TNFŒ et d'autres gènes de lymphokines. NFAT est une phosphoprotéine 

hétérodimère qui possède des composantes cytoplasmiques appelées NFATc  et fos et jun, des 

éléments de la famille de facteurs de transcription AP-1 (Jain et coll., 1992; Northrop et coll., 

1993). La translocation de NFAT, du cytoplasme au noyau se produit suite à l'activation du 

lymphocyte T. Cette translocation est dépendante du Ca2+  et peut être inhibée par le tacrolimus 

et la cyclosporine A (McCaffrey et coll., 1993). 11 a d'ailleurs été rapporté que des ARN, 
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encodant NFAT ont été identifiés dans les splénocytes, les thymocytes, les lymphocytes T et B, 

les cellules NK et les mastocytes. NFAT, a aussi été identifiée comme substrat de Cn (Jain et 

coll., 1993). La modulation de la phosphorilation de NFATc, et donc l'activité de NFAT,, explique 

la sensibilité aux immunosuppresseurs pour la transcription de IL-2, IL-3, IL-4, GMCSF et TNF-

a. Il s'avère que les sites NFATc  existent dans d'autres promoteurs de lymphokines, mais leur 

caractérisation n'a pas encore été détaillée. Le tacrolimus ne module pas seulement l'activité du 

facteur de transcription NFATc. Il y a des évidences qui suggèrent que l'activité des facteurs 

Oct-1/0AP et NFKI3 y soit sensible (O'Keefe et coll., 1992). 	NFKI3 est une protéine 

hétérodimère qui subit une translocation du cytoplasme au noyau lors de son activation. Dans le 

cytoplasme, NFKI3 est stabilisée par sa liaison à une troisième protéine IKB qui semble être 

phosphorilée sous sa forme liée. La déphosphorylation de IKB permet le relâchement de NFKB 

et sa translocation vers le noyau ainsi que la dégradation de IKB. On a émis l'hypothèse que Cn 

catalyse la déphosphorilation de IKB. Il existe également d'autres substrats de Cn. La 

synthétase de l'oxyde nitrique a été récemment identifiée comme un substrat de Cn, mais son 

rôle dans les lymphocytes T n'a pas encore été élucidé (Dawson et coll., 1993). Des substrats 

de Cn qui régulent la dégranulation des lymphocytes T cytotoxiques et mastocytes et l'exocytose 

ont également été rapportés dans la littérature. 

Par ailleurs, il existe des controverses concernant l'effet du tacrolimus sur l'apoptose. 

Migita et coll. (1995) ont démontré que le tacrolimus augmente l'apoptose exclusivement dans 

les thymocytes et les lymphocytes T activés par une stimulation antigénique, chez la souris. Les 

auteurs (Migita et coll, 1997) ont également démontré que le tacrolimus augmente l'effet 

apoptotique des glucocorticoides dans les thymocytes. Thonnpson et coll. (1995), quand à eux, 

rapportent que l'activation de Cn induit l'apoptose et puisque le tacrolimus bloque l'activité de 
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Cn, le phénomène de mort programmée serait inhibé. Or, une étude récente (Asada et coll., 

1998) suggère que l'induction de l'apoptose dans les thymocytes par les glucocorticoïdes est 

régulée par l'activation d'une nouvelle protéine kinase calcium-indépendante tandis que 

l'activation de la protéine kinase calcium-dépendante et l'activité de Cn induisent l'inhibition de 

l'apoptose et semblent contribuer à la régulation du phénomène de mort programmée dans les 

thymocytes et les lymphocytes T. On ne sait pas s'il existe une relation entre l'effet apoptotique 

du tacrolimus et l'activation de cette nouvelle protéine kinase calcium-indépendante. 
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Le sirolimus (rapannycine). Sirolimus est un macrolide antibiotique produit par 

Streptomyces hygroscopicus (Figure 1-2). Découvert en 1975 à partir d'un échantillon de sol de 

l'île de Pâques, sirolimus a été isolé à l'origine pour ses propriétés antifongiques. Aujourd'hui, il 

est reconnu comme un puissant agent immunosuppresseur et antiprolifératif. Sa capacité à 

inhiber le rejet aigu dans des modèles animaux a suscité un grand intérêt pour des fins 

cliniques. Son mécanisme d'action unique fait de cet agent un immunosuppresseur très 

particulier : sirolimus agit principalement en inhibant la prolifération cellulaire et le signal des 

cytokines tandis qu'il n'a que très peu d'effet sur la production des cytokines. 

Le sirolimus est un puissant inhibiteur de la prolifération cellulaire médiée par des facteurs 

de croissance et des cytokines (Sehgal et coll., 1995). Il inhibe, entre autre, la prolifération du 

lymphocyte T induite par des stimuli calcium-dépendant et calcium-indépendant (Sehgal et coll., 

1994; Wood et Bierer, 1994). Aagaard-Tillery et Jelinek (1994) ont démontré que le sirolimus 

inhibe la prolifération dépendante- et indépendante de IL-2, dans lymphocytes B. De plus, Kim 

et coll. (1994) ont décrit le sirolimus comme étant un agent qui prévient la différenciation, induite 

par IL-2 ou IL-6 et de là, résulte une diminution de la production d'immunoglobulines (Ig)M, IgG 

et IgA. Néanmoins, l'activité anti-prolifératrice du sirolimus n'est pas seulement limitée aux 

cellules normales du système immunitaire. Il joue un rôle antiprolifératif dans plusieurs lignées 

cellulaires tumorales (hépatiques, rénales, ostéoblastiques, nnyogéniques, mélanocytiques, 

lymphoïdiennes, nerveuses) et de même que sur les lignées cellulaires tumorales des 

lymphocytes T et B (Molnar-Kimber et coll., 1994). Un autre fait intéressant a été rapporté par 

Shi et coll. (1995). Le sirolimus induit l'apoptose (mort cellulaire programmée) dans des cellules 

tumorales. Il a également été rapporté (Cao et coll., 1995; Marx et coll., 1995) que le sirolimus 

inhibe la prolifération des cellules musculaires lisses, après une stimulation avec des facteurs de 

croissance BFGF et PDGF. Le sirolimus joue aussi un rôle important dans la réponse aux 
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cytokines. Par exemple, il bloque les réponses prolifératives d'une variété de cytokines telles IL-

2, IL-3, IL-4, IL-6, le facteur de croissance de l'insuline, BFGF et PDGF (Sehgal et coll., 1994; 

Wood et Bierer, 1994) et IL-12 (Bertagnolli et coll., 1994). Cependant, bien que le sirolimus ait 

des effets antiprolifératifs et des effets inhibiteurs sur les cytokines, son activité est limitée quant 

à la production de cytokines, contrairement au tacrolinnus dont l'effet est ciblé sur l'inhibition de 

la production de cytokines. Des études in vivo ont rapporté que le sirolimus bloque seulement la 

production de cytokines inflammatoires comme IL-18, IL-6, IL-8 (Schmidbauer et coll., 1994) et 

IL-10 (Zheng et coll., 1994). 

D'après des études in vivo, le sirolimus prolonge la survie d'allogreffes dans plusieurs 

modèles animaux allant des rongeurs aux primates (Sehgal et coll., 1994). Des études de 

pharmacocinétique et toxicologie ont démontré qu'une concentration du sirolimus de 5 à 60 

ng/ml permet un prolongement maximal de la survie de l'allogreffe chez le rat, le lapin, le chien 

et le porc, et ce sans effet secondaire significatif (Fluhler et coll., 1994; Fryer et coll., 1993; 

Granger et coll., 1994). De plus, le sirolimus est très efficace pour prévenir et pour réduire la 

gravité des maladies auto-immunes chez l'animal (Carlson et coll., 1993). Tout comme le 

tacrolimus, le sirolimus requiert la liaison à une protéine FKBP (en particulier FKBP-12) pour 

exercer ses effets immunosuppresseurs. Cependant, à la suite d'une stimulation antigénique, le 

sirolimus va plutôt agir sur la réponse à IL-2, c'est-à-dire durant les phases G1-S du cycle 

cellulaire. Des études in vitro (Liu et coll., 1991) ont démontré que le complexe sirolimus-FKBP 

n'inhibe pas l'activité phosphatase de Cn. 

Sirolimus et stimulation antigénique. Le mécanisme d'action du sirolimus est unique et 

il implique l'association du complexe sirolimus-FKBP aux cibles de RAPA appelées TOR (target 

of rapamycin), des protéines effectrices impliquées dans l'activité biologique du sirolimus. De 
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par son mécanisme d'action, le sirolimus influence plusieurs voies de signalisation, dont trois 

voies majeures (Figure 1-4) : Tout d'abord, suite à une stimulation antigénique impliquant 

CD28, il s'ensuit une cascade d'événements qui emprunte la voie de la protéine kinase p70s6 et 

qui résulte en la synthèse de protéines. Lorsque le sirolimus est lié à FKBP, il exerce son 

activité en inhibant la kinase p70s6. La phosphorylation de la protéine ribosomale s6 est ainsi 

inhibée et la translation d'importantes protéines de régulation du cycle cellulaire est inhibée 

(Chung et coll., 1992; Kozma et Thomas, 1994; Sehgal et coll., 1994; Terada et coll., 1994). 

Une autre voie de signalisation peut être impliquée lors d'un stimulus antigénique impliquant 

CD28. Cette voie implique IKBŒ et résulte en une augmentation de la transcription de gènes de 

lymphokines. Le sirolimus activé va inhiber la sous-régulation de licBcc . Il s'ensuit une inhibition 

de la translocation au noyau du facteur de liaison de l'élément de réponse de CD28, c-rel, et 

donc l'expression du gène de IL-2 est inhibée (Lai et Tan, 1994). Enfin, lorsque IL-2 se lie à IL-

2R, il s'ensuit une cascade d'événements qui résulte en la transcription de plusieurs protéines 

régulatrices du cycle cellulaire. L'activité de ces protéines peut être modulé par le sirolimus. Il 

en résulte de l'inhibition de l'activité kinase de p34cdc2, de la production de cycline A, de l'activité 

de p33cdk2  et de l'association cycline D1-cdk. Le sirolimus semble aussi réduire l'activité et la 

phosphorylation de cycline E, une enzyme dont l'activité est augmentée durant la phase G1. Il 

semble qu'une molécule TOR commune soit responsable de toutes ces modulations (Bierer, 

1994). 
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FIGURE 1-4. Mécanisme d'action du sirolimus 
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Effets secondaires du tacrolimus et du sirolimus 

Tacrolimus. Bien que des études antérieures aient suggéré que le tacrolimus induit la 

néphrotoxicité de façon limitée, il existe des études plus récentes (McCauley; 1993; Randhawa 

et coll., 1996) qui démontrent le contraire : le tacrolimus possède un profil néphrotoxique 

comparable à celui de la cyclosporine A. La néphrotoxicité induite par le tacrolimus, tout comme 

la cyclosporine A, se caractérise principalement par une diminution du taux de filtration 

glomérulaire, une réduction de la perfusion rénale (vasoconstriction), une altération tubulaire et 

une hypomagnésémie (Bennett et coll., 1994). Il a été démontré qu'une déficience en 

magnésium (Mg2+) est impliquée dans la physio-pathologie de la neurotoxicité et l'hypertension 

(Al Khursany et coll., 1992). En effet, une hypomagnésémie entraîne des convulsions résultant 

d'une sur-stimulation des nerfs et une augmentation des contractions musculaires (Guthrie et 

Picciano, 1995). Nozue et coll. (1992) ont également proposé que l'hypomagnésémie soit un 

facteur important dans la pathogénèse de la néphrotoxicité de la cyclosporine A. En outre, Lea 

et coll. (1994) ont rapporté que le tacrolimus et la cyclosporine A, mais pas le sirolimus, 

réduisent l'activité de la pompe Na+/K+  ATPase rénales par l'inhibition de Cn. Il s'en suit une 

diminution du Mg2+  dans les tubules rénaux, puisque la pompe Na+/K+  ATPase est impliquée 

dans la réabsorption par transport actif du Mg2+  dans le rein. Le Mg2+  est un cation essentiel 

impliqué dans plusieurs réactions enzymatiques et il agit comme co-facteur à l'adénosine 

triphosphatase (Al Ghamdi, et coll., 1994). Ceci suggère que le sirolimus ne possède pas 

d'effets délétères rénaux puisqu'il n'agit pas directement sur Cn. L'inhibition de la biosynthèse 

de l'oxyde nitrique fait aussi partie des explications des dysfonctions rénales. D'ailleurs, Andoh 

et coll. (1996) ont rapporté dans une étude récente qu'une diminution des médiateurs 

vasorelaxants, particulièrement l'oxyde nitrique, joue un rôle important dans la pathogénèse de 

la vasoconstriction rénale induisant la néphrotoxicité du tacrolimus et de la cyclosporine A. 

L'oxyde nitrique est produit par la synthétase de l'oxyde nitrique qui est un substrat de Cn 
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(Dawson et coll., 1993). Bien que le mécanisme précis de la vasoconstriction induite par le 

tacrolimus et la cyclosporine A n'est pas complètement élucidé, il semble que cette 

vasoconstriction soit la principale cause d'une dysfonction glomérulaire rénale (Bennett, 1995). 

Des études (Dumont et coll., 1992) ont démontré que les effets immunosuppresseurs et les 

effets secondaires du tacrolimus soient liés à leur mécanisme d'action. Il semble que l'inhibition 

de l'activité de Cn engendre une diminution de IL-2 mais aussi les effets délétères rénaux. Par 

ailleurs, une étude récente (Shihab et coll., 1997) a suggéré le processus de développement de 

fibrose comme étant la cause de néphrotoxicité du tacrolimus. Il semble qu'un dérèglement 

dans l'activité de TNF-13 provoque un processus continu de réparation tissulaire. Il a aussi été 

rapporté que le tacrolimus induit une hyperglycémie (Bennett, 1995). Enfin, il est important de 

mentionner qu'en raison de la propriété très hydrophobe du tacrolimus et que sa 

biotransformation se fait par le métabolisme hépatique impliquant le cytochrome P-450, la prise 

concomitante d'inhibiteurs du cytochrome P-450 à un traitement au tacrolimus (e.g. proadifène, 

cinnétidine, kétoconazole) doit être évitée puisque le tacrolimus est beaucoup plus puissant que 

son métabolite. 

Sirolimus. Le sirolimus ne semble pas avoir d'effet néphrotoxique puisque cet agent 

n'agit pas sur l'activité phosphatase de Cn. En effet, Ryffel et coll. (1994) ont démontré que le 

taux de filtration glomérulaire chez des rats normaux traités au sirolimus n'est pas altéré et que 

la morphologie du rein est normale. Chez le rat hypertendu, des doses thérapeutiques de 

sirolimus n'ont aucun effet sur la fonction rénale, la tension artérielle et le poids de l'animal. Par 

contre, à des doses 10 fois supérieures aux doses thérapeutiques, le sirolimus cause des 

dysfonctions rénales et des altérations histopathologiques (e.g. vasculopathie nécrosante et 

atrophie tubulaire) chez ces rats hypertendus (DiJoseph et coll., 1994). Dans un modèle 

porcin, aucune altération sur la fonction rénale n'a été observée autant à des doses 
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thérapeutiques qu'à des doses supra-thérapeutiques (Golbaekdal et coll., 1994). 	Ces 

observations suggèrent que le sirolimus ne possède pas de profil néphrotoxique chez l'humain. 

Par contre, Hartner et coll. (1995) ont rapporté que le sirolimus a des effets secondaires chez le 

singe et le porc, en plus d'être particulièrement toxique chez le chien (fièvre, anorexie, 

vomissement, perte de poids, ulcères gastro-intestinales, vasculite) à des doses de 0.25 mg/kg/j. 

En outre, de récentes études cliniques (Kahan et coll., 1995; Murgia et coll., 1996) ont démontré 

que le sirolimus est bien toléré, qu'il ne présente aucun effet néphrotoxique ni d'effet délétère 

sur la tension artérielle. Cependant, chez ces patients traités avec le sirolimus, on a observé 

une diminution des plaquettes sanguines (thronnbocytopénie) et une augmentation du 

cholestérol (hyperlipidémie). Ces effets secondaires semblent diminués après la réduction des 

doses administrées. 
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1.6 INTERACTION ENTRE IMMUNOSUPPRESSEURS: SYNERGIE, ADDITIVITÉ OU 

ANTAGONISME? 

Dans cette étude, nous avons évalué les effets de l'association tacrolimus-sirolimus, deux 

immunosuppresseurs distincts, dans le traitement du rejet aigu. Comme notre but principal est 

de savoir si cette association est bénéfique, il est alors primordial de bien définir le type 

d'interaction entre ces immunosuppresseurs. Lorsque chaque agent produit un effet, il existe 

notamment trois manières pour qualifier l'effet associatif de ces agents : une synergie, une 

additivité et un antagonisme. Dans le cas où un des agents ne produit pas d'effet en soi mais 

augmente l'effet thérapeutique des autres agents, on parle alors de potentialisation. 

Malheureusement, encore beaucoup trop d'auteurs définissent ces termes de façon confuse. 

Par définition, la synergie est un effet plus grand de celui prévu pour l'effet additif et 

l'antagonisme est un effet moindre de ce qu'on s'attend de l'effet additif. Il va sans dire que 

l'additivité prévue se doit d'être clairement définie afin de ne pas induire une confusion. 

Il existe plusieurs méthodes pour quantifier la synergie et l'antagonisme. Certaines sont 

de toute évidence erronées et d'autres possèdent des limites. La simple addition mathématique 

des effets de deux ou de plusieurs agents est une mauvaise façon de calculer l'effet additif 

prévu ou de conclure à la synergie ou à l'antagonisme. Cette mauvaise habitude de représenter 

l'addivité comme étant 0.5 + 0.5 = 1, la synergie, 0.5 + 0.5 > 1, et l'antagonisme, 0.5 + 0.5 < 1, 

demeure une méthode biaisée dans des études d'association. Dans une situation où deux 

agents produisent chacun un effet inhibiteur de 60%, l'effet additif prévu doit être de 120%, ce 

qui est théoriquement impossible (Figure 1-5). L'utilisation de la simple addition mathématique, 

lorsque chaque agent est utilisé pour des études d'association, demeure l'erreur la plus 
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fréquente. La difficulté à prédire la synergie et l'antagonisme est liée à plusieurs facteurs. Ces 

facteurs doivent être tenus en compte lors de l'analyse d'interaction entre deux agents. Chaque 

agent en association possède ses propres effets donc sa propre puissance et sa propre courbe 

dose-réponse. Ces effets sont également reliés à l'affinité (e.g. Km  et Ki  ) et l'efficacité (e.g. 

Vmax). De plus, la complexité biologique intrinsèque des agents ne permet habituellement pas 

d'obtenir ces informations, surtout lorsque des facteurs de régulation (e.g. rétroactions 

négatives) voire des facteurs spatial, temporel et microenvironnemental (e.g. température, force 

ionique et pH) sont impliqués. Il existe d'autres méthodes mathématiques pour déterminer la 

synergie et l'antagonisme lors d'associations comme la méthode du produit fractionnel (Webb, 

1963: dans Chou, 1991) ou la méthode d'isobologramme classique (Loewe, 1953 : dans Chou, 

1991). Ces méthodes de quantification, bien qu'utilisées par plusieurs auteurs, comportent des 

limites d'utilisation. Le problème majeur de la méthode du produit fractionnel est que celle-ci ne 

tient pas compte de la forme (hyperbolique ou sigmoïdale) des courbes dose-effet. De plus, la 

méthode du produit fractionnel n'est pas applicable dans un système d'ordre plus grand que 1 ni 

dans un système d'agents mutuellement exclusifs (modes d'action similaires). Cette méthode 

n'est valide que dans 1 des 4 modèles de systèmes enzymatiques importants pour des études 

d'association (Tableau 1-1). La méthode d'isobologrannme classique comporte également des 

limites d'utilisation. Elle n'est pas applicable pour des systèmes d'agents mutuellement non-

exclusifs de premier ordre ou d'ordre plus grand. Une analyse de deux agents mutuellement 

non-exclusifs avec cette méthode ne peut que surestimer la synergie ou sousestimer 

l'antagonisme puisqu'on assume que ces deux agents sont mutuellement exclusifs. La méthode 

de l'isobologramme classique n'est valide que dans 2 des 4 modèles de systèmes (Tableau 1- 

1). 
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Nature des courbes dose-effet 
et de l'interaction des agents 

Agents mutuellement exclusifs Agents mutuellement non- 
(mécanisme d'action similaire) 	exclusifs (mécanisme 

d'action différent)  

ler  ordre 	> 1er ordre 1 er  ordre 	> 1 er  ordre 

La méthode du produit fractionnel 
(Webb, 1963) 

La méthode d'isobologramme 
classique (Loewe, 1957) 

L'équation de multiples agents-effet 
(Chou et Talalay, 1984) 

Non 	 Non 	Oui 	 Non 

Oui 	 Oui 	Non 	 Non 

Oui 	 Oui 	Oui 	 Oui 

TABLEAU 1-1. Comparaison de la validité des différentes méthodes 
d'analyse d'une association d'agents 
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Dans notre étude d'association où nous avons étudié l'interaction entre le tacrolimus et le 

sirolinnus, la méthode de l'index d'association (combination index, CI) (Chou et Talalay, 1983; 

1984) a été utilisée afin de déterminer l'additivité, la synergie ou l'antagonisme. Cette méthode 

semble être la meilleure procédure puisqu'elle tient compte de plusieurs paramètres 

biochimiques en plus de ne pas posséder de limites d'utilisation : elle est valide dans les 4 

systèmes enzymatiques (Tableau 1-1). C'est par une approche physico-chimique impliquant la 

loi d'action de masse que l'auteur a amené le principe de l'effet médian et le concept de l'index 

d'association. La loi d'action de masse est la loi de base qui forme la dynamique de l'équilibre 

chimique, le phénomène d'absorption physique de Langmuir, la théorie des récepteurs 

biologiques et la cinétique enzymatique. 	Contrairement aux approches empiriques et 

statistiques, cette approche physico-chimique permet des modèles bien définis pour des 

déviations mathématiques lors d'analyses de dose-effet en biologie. Chou a dérivé et rapporté 

plusieurs centaines d'équations pour différents substrats, produits, types d'inhibition et 

séquences de réaction (Chou, 1974; 1976; 1977; 1980), dont l'équation de l'effet-médian par 

l'utilisation de la méthode d'induction et de déduction mathématique (Chou, 1976; Chou et 

Talalay, 1977). Il a ensuite démontré que cette équation de l'effet-médian peut être facilement 

utilisée pour dériver quatre grandes équations en biochimie (Figure 1-6) : 1) l'équation de 

Michaelis-Menten, une équation du ratio de la catalyse enzymatique; 2) l'équation de Hill, 

représentant la liaison des ligands primaires aux récepteurs biologiques, par exemple 

l'interaction oxygène-hémoglobine; 3) l'équation de Hendersen-Hasselbach qui définit le pH 

d'une solution en terme de pKa d'un acide faible et le logarithme du ratio de la concentration 

d'une base conjuguée sur la concentration d'un acide faible; 4) et l'équation de Scatchard qui 

représente l'association et la dissociation du ligand à son récepteur (Chou, 1977; 1987; Chou et 

coll., 1991). En dérivant les équations pour plus d'un inhibiteur dans le but d'inhiber différents 

mécanismes de réactions enzymatiques, l'équation et le graphique de l'effet-médian sont passés 
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d'un premier ordre à un ordre plus élevé, à une équation de distribution (Chou, 1974; 1976) et à 

une équation générale d'agent-effet (Chou et Talalay, 1981). C'est en 1981 que le concept de 

l'index d'association, incluant l'équation et le graphique Fa-CI, a été introduit (Chou T.C., Talalay 

P., 1981; 1983; 1984; 1987). Depuis 1985 jusqu'à aujourd'hui, les équations d'effet-médian et 

de Cl ont été publiées dans plus de centaines de journaux biomédicaux mondiaux et de plus en 

plus de textes scientifiques en font mention. 

Tiré de CHOU T.C., RIDEOUT D.C., eds. Synergism and Antagonism in chemotherapy. 
Academic Press, San Diego, 1991. 

FIGURE 1-6. Relation entre l'équation de l'effet-médian (Chou, 1976) 
et d'autres équations biochimiques majeures 
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Le principe de l'effet-médian comprend l'équation et le graphique. L'équation générale de 

la relation dose-effet a été dérivé par Chou (Chou, 1974; 1976), par l'induction mathématique et 

avec l'utilisation d'une centaine de modèles de cinétique enzymatique. La corrélation dose et 

effet se fait dans la forme la plus simple : 

falfu = (D/Dm)m, 

où D représente la dose de l'agent; Dm, la dose de l'effet-médian c'est à dire l'efficacité; fa, la 

fraction affectée par la dose; fu, la fraction non-affectée (fu = 1 — fa); et m, la sigmoïdicité de la 

courbe dose-effet qui est déterminée par la pente du graphique. Le graphique de l'effet-médian 

a été introduit en 1976 (Chou, 1976; 1991) et il est basé sur la forme logarithmique de l'équation 

de l'effet-médian : 

log (falfu) = m log (D) — m log (Dm). 

A 

 

C7,  

 

log (D) 
(D) (p_M) 

 

Tiré de CHOU T.C., RIDEOUT D.C., eds. Synergism and Antagonism in chemotherapy. 
Academic Press, San Diego, 1991. 

FIGURE 1-7. Exemple d'un graphique de l'effet-médian 
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Or, cette équation a la forme d'une ligne droite et la pente de la droite donne la valeur m 

tandis que les valeurs en abscisse donnent les valeurs de log (Dm) et donc Dm. Une corrélation 

linéaire du coefficient r du graphique représente une bonne correspondance des valeurs selon 

l'équation de l'effet-médian. 	Habituellement, les valeurs expérimentales de système de 

récepteurs ou d'enzymes ont un r > 0.96, de cultures de tissu, un r > 0.90, et de systèmes 

animaux, un r> 0.85. 

Le principe de l'index d'association inclut l'équation qui est basée sur l'équation de multiples 

agents-effet de Chou et Talalay, ainsi que le graphique en forme d'isobologramme. Un 

isobologramme est un graphique démontrant des doses équipotentes (à effet égal) pour un effet 

donné. L'équation de l'index d'association ne détermine que l'effet additif et non la synergie ou 

l'antagonisme. Par ailleurs, les auteurs définissent la synergie comme étant un effet plus grand 

que l'effet additif et l'antagonisme, un effet moindre que l'effet additif. Chou et Talalay (1983) 

ont proposé la signification Cl égale à 1 (Cl = 1) comme étant un effet additif. Ainsi, selon 

l'équation de concentration de deux agents, on obtient la forme : 

Cl = gni  + 
(D.)1 	(D.)2 

pour des agents mutuellement exclusifs qui ont des modes d'action semblables ou similaires, et 

la forme : 

Cl = IÇ.U1  + (D)2  + ail 	(D)2 

(Dx)1 	(Dx)2 	(D.)1 (D.)2 

pour des agents mutuellement non-exclusifs qui ont des modes d'action totalement 

indépendants et différents. Dans ces équations, l'agent 1 (D)i et l'agent 2 (D)2  en association 

inhibent un certain pourcentage (X%) dans l'expérience, le pourcentage d'inhibition ainsi 
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observé expérimentalement n'est pas un chiffre rond mais plutôt une fraction décimale; et (Dx)i 

et (D),)2  sont respectivement les doses de l'agent 1 seul et l'agent 2 seul qui ont un effet 

inhibiteur X°/0 (Chou T.C., Talalay P., 1984; 1987; Chou T.C. 1991). 

( D1) 

o 
( D2)0.4 

Tiré de CHOU T.C., RIDEOUT D.C., eds. Synergism and Antagonism in chemotherapy. 
Academic Press, San Diego, 1991. 

FIGURE 1-8. Exemple d'un graphique en forme d'isobologramme 
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Dans cette étude, nous avons évalué l'association de combinaisons 

d'immunosuppresseurs de ratio non-constant. Même si le choix le plus efficace pour un 

protocole expérimental demeure un ratio équipotent pour l'association d'agents, l'association 

des médicaments à un ratio non-constant est également permise. Aussi longtemps que les 

paramètres m et Dm pour chaque agent seul sont disponibles, les valeurs de Cl pour chaque 

point de résultat de l'association de ratio non-constant peuvent être calculées. 
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1.7 TRANSPLANTATION CARDIAQUE HÉTÉROTOPIQUE 

Historique 

La transplantation cardiaque a été effectuée pour la première fois, en 1905, chez le chien. 

Les auteurs Carrel et Guthrie ont proposé, à cette époque, une technique de transplantation 

cardiaque hétérotopique qui consistait en l'anastomose entre la veine jugulaire externe du 

receveur et la veine cave du cœur du donneur et celle de la carotide du receveur et une veine 

pulmonaire du cœur du donneur. Vers les années 1933, le groupe de Mann a simplifié ces 

techniques en procédant à une anastomose reliant l'aorte à la carotide interne et l'artère 

pulmonaire à la veine jugulaire externe (Sueda et coll., 1990). En 1964, Reemtsma (1964 : dans 

Shumway, 1989) a effectué la transplantation en disposant le cceur hétérotopique dans un circuit 

en parallèle avec le cœur du donneur. La transplantation cardiaque hétérotopique voyait alors 

le jour. Ce n'est que deux ans plus tard que McGough et coll. (1966 : dans Shumway, 1989) ont 

découvert que le rejet de l'allogreffe cardiaque n'entraînait pas nécessairement le décès du 

receveur. 

Le premier modèle de transplantation cardiaque hétérotopique chez le rat a été décrit par 

Abbott et coll. (1964 : dans Chen et Daloze, 1995). Ce modèle comportait beaucoup trop de 

dissections et d'altérations de l'anatomie et de la physiologie du receveur. Il consistait en 

l'anastomose de l'artère pulmonaire du coeur du donneur à la veine cave inférieure du receveur 

et l'anastomose de l'aorte du coeur du donneur à l'aorte du receveur. En 1969, un modèle plus 

pratique a été introduit par Ono et Lindsey (1969), et il demeure de nos jours la technique de 

transplantation cardiaque hétérotopique la plus utilisée chez le rat. Par ailleurs, notre groupe 

effectue les transplantations cardiaques selon cette technique, mais avec quelques 

modifications (Chen et Daloze, 1995). 
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Physiologie du cœur hétérotopique 

Le modèle de transplantation cardiaque hétérotopique est une technique de microchirurgie 

qui consiste à anastomoser respectivement l'aorte et l'artère pulmonaire du coeur du donneur à 

l'aorte et la veine cave inférieure du receveur (Figure 1-9). L'allogreffe cardiaque est implantée 

dans la cavité abdominale du receveur. Le cœur hétérotopique est placé en circuit parallèle 

avec le cceur du receveur de façon à ce qu'il soit perfusé par le système circulatoire du 

receveur. Durant la perfusion, les valves cardiaques du cœur hétérotopique demeurent fermées 

et les cavités cardiaques vides. La physiologie du cœur hétérotopique est sensiblement la 

même que celle d'un cceur isolé et perfusé de Langendorff (Dbring, Denhnert, 1988) 

Modèle d'étude 

La transplantation cardiaque hétérotopique est un modèle d'étude de plusieurs champs et 

domaines biomédicaux. Minanov et coll. (1997) décrivent la méthode de transplantation 

cardiaque hétérotopique comme étant un excellent modèle pour l'étude de l'immunopathologie 

du rejet de l'allogreffe et de la xénogreffe. 	Chen et Daloze (1995) affirment que la 

transplantation cardiaque chez le rat est probablement le modèle le plus utilisé pour des études 

de transplantation d'organes et de recherche. De plus, cette méthode de transplantation 

cardiaque hétérotopique peut être très utile dans l'évaluation des immunosuppresseurs. Des 

études d'ischémie-reperfusion (Manneschi et coll., 1996; Perrault et coll., 1997) et de 

cardioprotection (Duguay, et coll., 1996) ont également été effectuées avec ce modèle de 

transplantation cardiaque hétérotopique. Bien que les expériences de transplantation cardiaque 

hétérotopique se fassent chez des rats ou des souris, il existe une technique modifiée qui 

permet l'utilisation de ce modèle chez des primates et des chiens (Minanov et coll., 1997). 
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Tiré de CHEN H., DALOZE P. Heart transplantation in the rat. 
Dans ed. ZHANG F., LINEAVVEAVER W.C, KAO S.D., WALKER R., TONKEN H.P. 

Manual of experimental muscle flap and organ transplantation models in the rat. 
Sharpoint. 89, 1995. 

FIGURE 1-9. Transplantation cardiaque hétérotopique chez le rat 
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1.8 BUT DU PROJET DE RECHERCHE 

Le rejet aigu est un phénomène immunologique qui survient dans plus de 60% des cas de 

transplantations d'organe et il demeure l'une des principales causes d'échec. Un traitement 

immunosuppresseur s'avère primordial afin de préserver l'intégrité du greffon. L'association de 

différents agents immunosuppresseurs est une stratégie visant à augmenter la survie du greffon 

tout en minimisant leurs effets secondaires. 	Bien qu'il a été rapporté que l'association 

tacrolimus-sirolimus possède, in vitro, des effets antagonistes à des doses pharmacologiques, 

nous ne connaissons pas l'effet in vivo de cette association. L'évaluation de cette association 

en utilisant de faibles doses de chaque agent demeure une avenue intéressante puisque le 

tacrolimus et le sirolimus sont des agents immunosuppresseurs très prometteurs. Nous avons 

donc étudié, in vivo, les effets de l'association tacrolimus-sirolimus chez des rats receveurs 

d'allogreffes cardiaques hétérotopiques. 

Des transplantations cardiaques sont effectuées selon le modèle de transplantation 

hétérotopique (Figure 1-9). Des rats adultes Brown Norway (BN, RT1n) et Lewis (LEVV, RT1I) 

ont été utilisés comme donneur et receveur, respectivement. 	La survie des allogreffes 

cardiaques a été évaluée quotidiennement par palpation trans-abdominale et le rejet confirmé 

par la cessation de la contraction cardiaque . 

Ce travail comporte deux volets. Dans un premier temps, nous avons évalué, in vivo, 

l'effet de l'association tacrolimus-sirolimus sur le rejet des allogreffes cardiaques. Pour ce faire, 

les rats receveurs sont traités dès l'implantation, c'est-à-dire du jour 1 jusqu'au jour 14 

inclusivement. Le second volet de notre étude à consisté à évaluer, in vivo, l'effet de cette 

même association sur le rejet aigu présent dans des allogreffes cardiaques. Cette fois-ci, les 
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rats transplantés reçoivent le traitement seulement au jour 4, c'est-à-dire 4 jours après 

l'implantation. Le rejet aigu est déjà présent de ce cas. Les traitements se terminent au jour 18 

post-transplantation. 

Dans les deux volets, nous privilégions le traitement avec des doses sub-thérapeutiques 

(0.01-0.04 mg/kg/jour). 	L'utilisation de faibles doses permet d'évaluer l'efficacité de cette 

association à des doses correspondant à celles utilisées cliniquement. De plus, cela permet 

d'éviter que la survie du greffon ne soit indéfinie ce qui rendrait impossible la comparaison de 

l'effet du tacrolimus ou du sirolimus seul versus l'effet de l'association tacrolimus-sirolimus. 

Cette étude nous permettra de déterminer l'efficacité de l'association tacrolimus-sirolimus dans 

le rejet aigu. De plus, nous pouvons évaluer le type d'interaction (synergie, additivité ou 

antagoniste) entre ces deux agents selon le principe de l'effet-médian et celui de la méthode 

d'index d'association. 

Jusqu'à ce jour, c'est la triple thérapie (cyclosporine A-azathioprine-prednisone) qui 

demeure la thérapie immunosuppressive administrée aux transplantés. Cependant, bien 

qu'efficace, la cyclosporine A et la prednisone demeurent des agents possédant des effets 

secondaires non-négligeables aux doses thérapeutiques. L'association tacrolimus-sirolimus 

pourrait constituer une alternative intéressante en immunosuppression. 
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ABSTRACT 

Combined use of tacrolinnus (FK506) with sirolimus (rapannycin, RAPA) was examined in a 

model of vascularized heart allograft in the rat. For prevention of acute rejection, three different 

combinations of low doses of FK506 and RAPA from day 1 up to day 14 after transplantation 

produced significantly longer cardiac allograft survival than each agent alone (P<0.05). ldentical 

results were observed in a model of reversai of ongoing acute rejection, where two combinations 

of low doses of FK506 and RAPA from day 4 up to day 18 after surgery also demonstrated 

significantly longer graft survival than each immunosuppressant alone (P<0.05). All the low-

dose-treated groups in these two models presented significantly longer heart graft survival than 

naive controls (P<0.05), confirming that both agents are potent immunosuppressants in the 

models chosen. These results also indicate that, in contrast with in vitro studies, the combined 

use of FK506 and RAPA in vivo did not produce antagonisnn, but rather had synergistic effect in 

prolonging the allograft survival as compared with each agent alone. lt appears likely that the 

abundance of FKBP-12 available for binding in vivo prevents inhibitive competition of the two 

agents for their receptor. 
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INTRODUCTION 

Tacrolimus (FK506) was first isolated by Fujisawa Pharmaceutical Co. Ltd. from the culture 

broth of a soil sample at Tsukuba, Japan, in May 1984. The tacrolimus-producing strain 

subsequently named Streptomyces tsukubaensis differed from previously described 

Streptomyces strains on the basis of its morphological, cultural, and physiological 

characteristics. Ochiai and colleagues reported in 1987 (Ochiai et al, 1987) that FK506, a 

macrolide, is a new potent immunosuppressive agent of potential great interest. 	Like 

cyclosporine (CsA), which is a fungal metabolite, FK506 inhibits the T-lymphocyte immune 

response via blockade of the calcium-dependent signaling pathway at a step imrnediately before 

the induction of interleukin (IL)-2, thus inhibiting IL-2 gene transcription. However, it has been 

demonstrated that CsA and FK506 have a different cytosolic receptor binding pattern, resulting 

in somewhat different intracellular biochemical effects. FK506 is capable of inhibiting immune 

responses with a potency 10- to 100-fold greater than CsA (Chou, 1991; Steptowski et al, 1996). 

Currently, FK506 is used for prevention and treatment of graft rejection in ongoing clinical 

studies throughout the world. 

Rapamycin (RAPA) is also a macrolide antibiotic, produced by Streptomyces 

hygroscopicus isolated from an Easter Island soil sample in 1975 (Sehgal, 1975) that was 

originally described as an antifungal agent. However, interest in this molecule was rekindled 

with the discovery of FK506, which displays many structural similarities with RAPA. RAPA is 

also a strong immunosuppressant that is 10- to 100-fold more potent than CsA in preventing 

rejection of vascularized allografts in animal models. lt is also effective in alleviating ongoing 

rejection of kidney, pancreas, and heart allografts in the rat. RAPA has a strong antiproliferative 

effect on T cells stimulated via the T cell receptor/CD3 pathway. VVe have reported previously 
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that RAPA also acts directly on B cells and effectively inhibits Ig production in vitro and in vivo. 

An interesting feature of RAPA is that its short-term administration can induce long-term 

vascularized allograft survival in the rodent, with the surviving organ including heart, kidney, 

pancreas, and small bowel. VVe have also shown that RAPA-induced long-term allograft 

tolerance depends on the persistence of the alloantigen. ln spite of its chemical similarity with 

FK506, RAPA has been shown to act by a different intracellular pathway, which is calcium-

independent. 

The strategy of multiple immunosuppressive therapy for organ transplantation is to enhance 

therapeutic efficacy while minimizing the toxicity of individual drugs used in the regimen. The 

side effects of FK506 and RAPA therapy are indeed the greatest limitation to wider use of these 

drugs, particularly in autoimmune diseases where prolonged administration may be anticipated. 

The acute nephrotoxicity of FK506 is similar in prevalence to CsA, whereas neurotoxicity and 

hyperglycemia are greater. RAPA appears synergistic with CsA for imnnunosuppressive 

efficacy. RAPA produces no acute renal dysfunction in the rat; it has been associated in some 

specific models with vasculitis in dogs, and with myocardial necrosis in rats, which is not the 

drug effect but has been attributed to preexisting parvovirus in that species. 

The structurally related macrolides FK506 and RAPA are both potent immunosuppressants. 

However, in the same system of in vitro study, RAPA acted as a potent antagonist of FK506 

suppression (Dumont et al, 4). The present study was initiated to evaluate the combined effect 

of FK506 and RAPA in vivo, providing scientific support for extension of these findings into upper 

mammal and ultimately to the man. 
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MATERIALS AND METHODS 

Adult (9 to 11 weeks old) male Brown Norway (BN, RT1n), and Lewis (LEVV, RT1I) rats 

were purchased from Charles River Laboratories (Quebec, Canada). The rats were housed in 

controlled light/dark cycles and allowed free access to water and rat chow. FK506 was donated 

by Fujisawa USA Inc. (Deerfield, IL). After initial dissolving in 100% ethanol (10 mg/mi), FK506 

was then diluted in Cremophor EL (0.1 mg/mi), a derivative of castor oil and ethylene oxide. 

Final FK506 doses were diluted in normal saline according to the recipient's weight. FK506 was 

administered intramuscularly daily for 14 days. RAPA was obtained from VVyeth-Ayerst 

Research (Rouses Point, NY) and diluted in a vehicle containing polyethylene glycol 400 (70%), 

N,N-dimethylacetamide (20%), and Tween 80 (10%). The drug was delivered intravenously via 

a 14-day 2002 osmotic pump (Alzet, Palo Alto, CA) filled with RAPA. The pumps were always 

primed for 2-3 hr in sterile saline at 37°C and were then inserted into a recipient lunnbar vein 

immediately after finishing the operation of transplantation. Heterotopic heart transplants were 

placed intra-abdominally by a method described by Ono and Lindsey with some modifications. 

End-to-side anastomoses of the donor aorta to the recipient aorta and the donor pulmonary 

artery to the recipient vena cava were performed. The function of the transplanted heart was 

evaluated by daily abdominal palpation. The time of rejection was defined as last day of 

palpable cardiac contraction, and the rejection was confirmed histologically after laparotomy. 

Animais that lost palpable activity of the graft within 3 days after surgery were classified as 

technical failures (less than 3%) and were omitted from data analysis. ln prevention of acute 

cardiac rejection model, LEVV recipient rats received BN heart and were treated with FK506 

intramuscularly and/or RAPA intravenously at different doses from day 1 after transplantation for 

up to 14 days. Nine groups (n?_6) were involved in this part of study (Table 2-1). ln reversal of 
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ongoing acute cardiac rejection model, LEVV recipient rats received BN heart, and were treated 

with FK506 intramuscularly and/or RAPA intravenously at different doses from day 4 after 

transplantation for up to 14 days. Six groups (n=6) were involved in this part of study (Table 2- 

2). 

For statistical analysis, heart allograft survivais are presented as a mean survival time (MST 

± SD) with comparison among groups performed by Gehan's survival test. The median-effect 

principle (Chou, 1991: Steptowski et al, 1996) is based on the premise that the effect of each 

agent is related to its dose and therefore be calculated using the following equation: 

(fa/fu) = (D/Dm)m 	 (1) 

where fa and fu represent the fractions of the system that are affected (% inhibition or rather 

days of survival beyond controls) and unaffected (1 - fa), respectively, by the drug at dose D. 

Full protection (fa = 1) is defined at least a 60-day survival of heart allograft. Dm is the dose 

required for 50% inhibition (ED50), the median-effect; m is a coefficient that describes the 

sigmoidicity of the dose-effect curve. 	The interaction between two drugs, synergism, 

summation, or antagonism is assessed by the combination index (CI), 

Clx  = Di  combined + D2  combined + (131  combined)(D2 	combined) 	 (2) 

01  alone 	02 alone 	(Dl  alone)(D2  alone) 

where D1  combined and 02 combined represent the amount of drug 1 and drug 2, respectively. 

D1  and 02 each display x% inhibition for the mutually exclusive case where both drugs have 
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different modes of action. According to Chou's interpretation, CI values less than 1.0 (<1) 

suggest synergism, whereas those equal to 1.0 (=1) indicate summation, and those above 1.0 

(>1) show antagonism. A computer software program was used to assess the dose-effect 

parameters (Dm, m and r) and CI values (Calcusyn, Biosoft). 



60 

RESULTS 

ln untreated LEW recipient rats receiving BN heart allografts, a mean graft survival time of 

6.5 ± 0.6 days was observed. LEW recipients treated with low dose of FK506 (0.01 mg/kg/day 

i.m.) or low dose of RAPA (0.02 mg/kg/day i.v.) for up to 14 days had a significantly prolonged 

BN heart allograft survival with an MST of 12.3 ± 2.3 and 14.0 ± 3.4 days, respectively, 

compared with naive controls. When low doses of FK506 (0.01 mg/kg/day) and RAPA (0.02 

mg/kg/day) were combined for 14 days, nearly additive interaction of FK506 and RAPA was 

observed with an MST of 28.0 ± 7.5 days (P<0.001; CI=1.027, Table 2-1). Furthermore, 

combined use of FK506 (0.02 mg/kg/day) and RAPA (0.02 mg/kg/day) produced synergistic 

interaction when compared with FK506 (0.02 mg/kg/day) or RAPA (0.02 mg/kg/day) used alone 

(P<0.001; CI=0.643). Moderate synergism was observed in combined use of FK506 (0.04 

mg/kg/day) and RAPA (0.04 mg/kg/day), which maintained the BN allograft survival for an MST 

of 49.0 ± 4.3 days (P<0.001; CI=0.755) when compared with FK506 or RAPA used alone. The 

results of graft survival after treatment with low doses of FK506 and/or RAPA starting from day 4 

after transplantation until day 18 are detailed in Table 2-2. The MST of BN cardiac allograft was 

28.8 ± 2.9 days in LEW recipients treated with combined low dose of FK506 (0.01 mg/kg/day) 

and RAPA (0.02 mg/kg/day) produced nnoderate synergistic interaction than that in individual 

immunosuppression groups (P<0.001; CI=0.710). Furthermore, FK506 (0.02 mg/kg/day) and 

RAPA (0.02 mg/kg/day) in combination prolonged heart graft survival to an MST of 38.2 ± 11 

days which represented synergistic interaction compared with monotherapy of FK506 or RAPA 

(P<0.001; CI=0.684). All the treated groups had a significantly longer MST than the controls 

(P<0.05). 
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DISCUSSION 

ln this study, we evaluated whether concomitant use of FK506 with RAPA would result in a 

synergistic or antagonistic effect in prolonging vascularized heart allograft survival. Our results 

clearly indicate that combined use of FK506 and RAPA in vivo did not produce antagonism, but 

synergistically prolonged allograft survival compared with each agent alone. This was observed 

in preventing acute allograft rejection and in reversai of ongoing acute rejection. Our results are 

well in agreement with Morris early report (Morris, 1991) in which combinations of RAPA plus 

CsA or RAPA plus FK506 interacted synergistically to prolong the survival of mouse heart tissue 

allografts (Morris, 1991). These preliminary in vivo results are in contrast with in vitro studies 

detailed by Dumont et al (1990; 1992). 

Dumont et al (1990) first dennonstrated that a 50-100 molar excess of RAPA antagonized 

the immunosuppressive effects of FK506 when added to T-cell cultures. RAPA blocked FK506-

but not CsA-mediated inhibition of IL-2 mRNA induction. VVhen splenic T cells were stimulated 

with IL-2 + phorbol myristate acetate, FK506, but not CsA, reversed the suppressive effect of 

RAPA on proliferation. FK506 also antagonized RAPA-mediated inhibition of the induction of Ly-

6E Ag expression by IFN in YAC cells. They further explored the competition between these two 

agents. Both FK506 and RAPA, but not CsA, inhibited the binding of the probe in YAC cells. 

They demonstrated that FK506 and RAPA antagonized each other's biologic activity and 

physically interacted with a comnnon receptor in T cells, FKBP-12 (Dumont et al, 1992; Bierer et 

al, 1990a). They also documented the ability of RAPA to block the effects of FK506 in many 

systems in vitro, e.g., T- and B-cell proliferation (Bierer et al, 1990a); T-cell IL-2 production, IL-

2Rct expression, exocytosis, nuclear factor of activated cell (NFAT)-dependent transcription, and 

apoptosis (Bierer et al, 1990a); and exocytosis of human neutrophils and basophils (De Paulis et 
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al, 1991). Dumont et al (1992) also used L-685,818, the C18-hydroxy, C21-ethyl derivative of 

FK506 to explore further the role of FKBP-12 in the immunosuppressive action of FK506. They 

proved that L-686,818 is a potent antagonist of the immunosuppressive activity of both FK506 

and RAPA. 

VVhy do the immunosuppressive macrolides FK506 and RAPA, acting as antagonists in 

vitro, result in synergistic effect in preventing allograft rejection in vivo ? First, both FK506 and 

RAPA interact with FKBP-12, which is abundant and ubiquitous in vivo. It is a member of a 

larger family of FKBPs, and this abundance in vivo could prevent inhibitive competition (Sigal 

and Dumont, 1992; Bierer et al, 1990b). Second, only a small fraction of the cellular pool of 

FKBP needs to be occupied by the drugs in order to achieve maximal immunosuppression (De 

Paulis et al, 1991). ln addition, although FK506 and RAPA both bind to and inhibit the 

isomerase activity of FKBP-12, such an interaction with FKBP-12 is not sufficient to explain 

inhibition of T-cell function (Bierer et al, 1990b; Sigal et al, 1991) and to mediate 

immunosuppression (Dumont et al, 1992). This suggests that the complex formed by the drugs 

and their major binding proteins affects cell function by other mechanisms that could be different 

for each drug. 

Actually, RAPA was shown to block p70s6k  and to modulate the stability of some cytokine 

mRNAs during the G0-G1  stage. RAPA's major inhibitory effects on the proliferation of T cells is 

from the G1  to S phase of the cell cycle, and blocks both IL-2R signaling and growth-factor-

nnediated signal transduction (Morris, 1996)). RAPA is known to influence several biochemical 

events and the activity of a number of proteins that are critical in cell-cycle regulation (Sehgal et 

al, 1995). RAPA also inhibits the Ca2+-independent CD28/B7 costimulatory pathway. The CD28 

pathway participates in down-regulation of I„Ba; down-regulation of 1,,B, promotes the 
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translocation of c-Rel into the nucleus, where it is implicated in the transcriptional activation of 

several lymphokine genes. The kinase activity of additional cell-cycle regulatory proteins, the 

cyclin-dependent kinases-2 and -4, is also inhibited by RAPA (Sehgal, 1995). 

On the other hand, FK506 and CsA have similar mechanisms (including same side-effects) 

despite their striking structural differences (Morris, 1996; Sehgal, 1995). They mediate their 

action in the G0-G1  phase of the cell cycle during activation of T cells, principally via inhibition of 

cytokine production. FK506 and CsA inhibit transcription of the IL-2 gene in T cells induced by 

Ca2+-dependent stimulant such as antigen. FK506 and CsA, when complexed with their 

respective immunophillins, appear to sequester and inhibit calcineurin ability to dephosphorylate 

peptide substrates and the cytoplasmic subunit of NFAT, which is required for efficient 

translocation and activation of the transcription factors NFAT. NFAT induces the transcription of 

cytokine genes, such as IL-2 gene (Sehgal, 1994). ln contrast, RAPA has no effect on 

calcineurin activity. 

In conclusion, we have shown that, in contrast with in vitro studies, the combined therapy 

of FK506 and RAPA in vivo does not produce antagonism but rather has synergistic effects in 

prolonging vascularized allograft survival as compared with each agent alone. This initial study 

appears to warrant further evaluation of different doses combinations to assess pharmacokinetic 

interaction effects in primates and potentially in phase I human trial. 
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CHAPITRE III 

DISCUSSION ET CONCLUSION 
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3.1 CRITIQUE DE LA MÉTHODOLOGIE 

Tacrolimus et sirolimus sont des macrolides antibiotiques qui possèdent des effets 

immunosuppresseurs dans divers modèles in vitro (e.g. réaction du lymphocyte mixte) et 

in vivo (e.g. allogreffes). Cependant, certaines études in vitro (Dumont et coll., 1990) ont 

mis en doute l'efficacité de l'association de ces deux agents pour inhiber certaines 

cytokines (e.g. IL-2) responsables de la stimulation de cellules immunitaires causant le 

rejet aigu. 	Bien que les études in vitro demeurent très utiles pour évaluer 

l'immunosuppression, ils ne peuvent représenter la réalité in vivo. Dans un contexte 

social où le nombre de patients ayant reçu ou en attente d'une transplantation d'organe 

ne cesse de s'accroître, il s'avère primordial d'utiliser un modèle expérimental in vivo 

qui nous permet de reproduire le plus fidèlement les phénomènes, tel le rejet aigu. Notre 

projet de recherche consiste donc à évaluer, in vivo, les effets immunosuppresseurs de 

l'association du tacrolimus et du sirolimus dans des allogreffes cardiaques. 

Modèle expérimental 

Le modèle expérimental que nous avons utilisé dans cette étude est la 

transplantation cardiaque hétérotopique. Ainsi, la transplantation cardiaque 

hétérotopique chez le rat constitue une méthode simple et économique. De plus, le 

cœur est un organe qui possède une moins forte réactivité envers les agents étrangers 

que celle des organes du système digestif, excréteur ou circulatoire puisque son 

environnement ne l'expose pas à des microorganismes extérieurs. Le rejet aigu 

demeure alors plus lent : l'infiltration cellulaire est modérée et la nécrose progressive, ce 

qui donne plus de temps aux agents immunosuppresseurs pour agir. 
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Le modèle hétérotopique cardiaque offre plusieurs avantages comparativement au 

modèle orthotopique, qui consiste à une excision complète du cœur du receveur et un 

remplacement par le coeur du donneur. Ce dernier n'est pas réalisable dans des petits 

animaux. Les avantages du modèle utilisé incluent une mortalité chirurgicale réduite 

pour le receveur; une réduction considérable des coûts et une augmentation du taux de 

survie du receveur après un rejet de greffe (Minanov et coll., 1997). Une étude (Sueda 

et coll., 1990) a démontré que l'oedème pulmonaire causé par une circulation 

extracorporelle, nécessaire dans un modèle orthotopique, est la cause majeure de 

mortalité chez des chiens receveurs qui ont subi une transplantation cardiaque 

orthotopique. Dans des études animales, la transplantation cardiaque hétérotopique 

comporte d'autres avantages, tel l'utilisation non obligatoire d'une circulation 

extracorporelle, et donc une réduction des coûts et une homéostasie normale sans 

héparine. 

Dans la transplantation hétérotopique, même si le cœur transplanté ne contribue 

pas au système circulatoire du receveur, ceci n'est pas critique pour des études qui 

évaluent la nature du rejet et les effets des immunosuppresseurs. Comme ce modèle 

est un modèle de transplantation cardiaque non-fonctionnelle, on serait porté de croire 

que le processus de rejet aigu peut être différent du modèle de transplantation 

cardiaque orthotopique. Néanmoins, une comparaison entre les résultats d'une étude de 

transplantation cardiaque orthotopique (Billingram et coll., 1973) et de transplantation 

cardiaque hétérotopique (Sueda et coll., 1990) a démontré que la pathologie des 

allogreffes cardiaques de chien dans ces deux modèles est semblable. 

La transplantation cardiaque hétérotopique chez le rat demeure un excellent 

modèle d'étude pour l'évaluation du rejet aigu et des agents immunosupprésseurs. Dès 
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que la chirurgie est terminée, le cœur du donneur bat normalement et la fonction du 

cœur peut être détectée de façon simple et efficace par une palpation trans-abdominale 

du coeur et des enregistrements électrocardiographiques (Chen et Daloze, 1995). 

L'animal est rétabli peu de temps après l'intervention et l'administration des 

immunosuppresseurs peut se faire dès le jour de la transplantation. La transplantation 

cardiaque hétérotopique intra-abdominale a été rapportée par plusieurs groupes. Pour 

être utile et efficace en temps et en coûts, une procédure chirurgicale doit être 

relativement simple et rapide à réaliser et techniquement possible. La transplantation 

cardiaque hétérotopique rencontre toutes ces conditions. 

Bien que la méthode de transplantation cardiaque hétérotopique soit bien indiquée 

pour l'étude du rejet aigu et des effets de l'association tacrolimus-sirolimus, elle 

comporte toutefois des inconvénients. Tout d'abord, lors de la vérification quotidienne 

de la fonction cardiaque, la méthode de palpations trans-abdominales est simple et 

adéquate. Cependant, elle ne fournit pas de données histopathologiques ni de données 

physiologiques (e.g. données électrophysiologiques) de l'allogreffe cardiaque. L'arrêt de 

la fonction contractile cardiaque n'est qu'une interprétation du rejet intégral de 

l'allogreffe, et l'évolution réelle du processus de rejet aigu ne peut être évaluée. 

En général, la palpation trans-abdominale est une méthode simple et efficace pour 

déterminer le jour du rejet terminal de l'allogreffe, lorsque la différence du temps de 

survie des allogreffes est évidente. Cependant, lorsqu'on s'attend à ce que la différence 

soit moins prononcée, des méthodes plus objectives sont requises. Il existe beaucoup 

de controverses dans la littérature concernant l'évaluation adéquate du rejet aigu dans 

un modèle de cœur hétérotopique. Mottram et coll. (1988) ont étudié le rôle de 

l'électrocardiographie pour déterminer le temps de rejet chez le cœur hétérotopique 
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transplanté chez la souris et ils ont conclu qu'une évaluation électrocardiographique 

combiné à une palpation et à l'histologie demeure la méthode la plus efficace pour 

définir le rejet de greffe. 	Néanmoins, Voiglio et coll. (1995) ont rapporté que 

l'électrocardiographie n'est pas un bon moyen d'évaluation car l'examen clinique ne 

corrèle avec aucun des paramètres électrocardiographiques qui ont été évalués. De 

plus, l'électrocardiographie est une technique difficile à effectuer et elle requiert une 

anesthésie quotidienne. 	Plusieurs études histopathologiques (Billingham, 1981; 

Hammond et coll., 1991; Herskowitz et coll., 1987) ont démontré l'utilité de cette 

méthode d'évaluation pour définir le rejet de greffe cardiaque chez des patients. Par 

contre, une étude menée par les départements de pathologie et de chirurgie de 

l'Université d'Utah (Xu et coll., 1992) ont démontré que les études histologiques ne sont 

pas utiles comme méthode d'évaluation du rejet de greffe cardiaque hétérotopique 

puisque les résultats ont démontré que l'allogreffe cardiaque possédait toujours une 

fonction contractile détectable bien que les données histologiques révélaient un rejet 

avancé. 

Enfin, il faut mentionner que l'allogreffe cardiaque vascularisée ne subit pas de 

stress mécanique relié à la fonction contractile et donc ne travaille pas autant qu'un 

coeur transplanté de façon orthotopique. 	Les paramètres hémodynamiques de 

l'allogreffe cardiaque hétérotopique sont différents de ceux de l'allogreffe cardiaque 

orthotopique. Il faut aussi préciser que la dénervation de l'allogreffe cardiaque est un 

facteur qui est inévitable dans les 2 modèles. Ainsi, l'utilisation du modèle hétérotopique 

pour des études de cardioprotection doit tenir compte de ce fait, sachant que certains 

agents cardioprotecteurs peuvent jouer un rôle sur la composante nerveuse. Dans le 

cadre de notre étude, le modèle de transplantation cardiaque hétérotopique constitue 
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donc un moyen adéquat pour vérifier l'efficacité de l'association tacrolimus et sirolimus 

pour prévenir et pour renverser le rejet aigu. 
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Méthode d'évaluation d'une interaction synergique, additive ou antagoniste. 

Dans notre étude où nous évaluons l'interaction entre tacrolimus et sirolinnus, le 

principe de l'effet-médian et la méthode d'index d'association sont utilisés afin d'en 

déterminer la synergie, l'additivité ou l'antagonisme. Cette méthode d'index 

d'association semble être la meilleure procédure puisqu'elle tient compte de plusieurs 

paramètres biochimiques en plus de ne pas posséder de limites d'utilisation. 

Contrairement aux approches empiriques et statistiques, cette approche physico-

chimique permet des modèles bien définis pour des déviations mathématiques lors de 

l'analyse de courbes dose-effet en biologie. 	La formule de l'effet-médian a été 

démontrée comme étant très utile pour déterminer les interactions entre agents 

immunosuppresseurs. Parmi les substances les plus connues en immunosuppression, 

l'association cyclosporine A-sirolimus représente celle qui a démontré la plus forte 

synergie (Kahan, 1995) tant dans des études in vitro de prolifération et de cytotoxicité 

que dans des études in vivo de modèles d'allogreffe cardiaque, rénale et pancréatique 

(Kahan, 1991). 

Un point important à souligner est de savoir à quelle intensité de synergie est la 

relation synergique. Pour répondre à cette question, plusieurs points doivent être 

considérés : l'exactitude des mesures, la viabilité biologique et les conditions 

expérimentales (e.g. la température, la pression d'oxygène, le pH) peuvent affecter les 

résultats et les conclusions. Un tableau descriptif (Tableau 3-1) du niveau de synergie, 

d'additivité et d'antagonisme a été élaboré afin de déterminer de façon adéquate la 

relation qui existe entre les agents associés (Chou, 1991). 



TABLEAU 3-1. Interprétation du degré de synergie 
et d'antagonisme dans des études d'association de médicaments 

selon la méthode d'index d'associationa  

Intervalle d'index d'association 	 Description 

<0.10 	 Très forte synergie 

	

0.10 - 0.30 	 Forte synergie 

	

0.30 - 0.70 	 Synergie 

	

0.70 - 0.85 	 Synergie modérée 

	

0.85 - 0.90 	 Légère synergie 

	

0.90- 1.10 	 Plutôt additif 

	

1.10 - 1.20 	 Léger antagonisme 

	

1.20 - 1.45 	 Antagonisme modéré 

	

1.45 - 3.30 	 Antagonisme 
3.30 - 10 	 Fort antagonisme 

>10 	 Très fort antagonisme 

a. La méthode d'index d'association est basée sur les descriptions de 
Chou et Talalay (1977, 1981), le logiciel informatique de Chou et Chou 
(1987) et Calcusyn (1996). Cl<1, CI=1 et Cl>1 indiquent respective-
ment la synergie, l'additivité et l'antagonisme. 
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3.2 	DISCUSSION DES RÉSULTATS 

Prévention du rejet aigu 

Dans la présente étude, nous avons évalué si l'utilisation concomitante de 

tacrolimus et de sirolimus induisait des effets additifs ou bien antagonistes dans la 

prolongation de la survie et le renversement de rejet aigu présent dans des allogreffes 

cardiaques de rat. 	Mais auparavant, il a fallu vérifier l'efficacité de ces agents en 

monothérapie dans ce modèle expérimental. Les allogreffes de rats n'ayant reçu aucun 

traitement immunosuppresseur ont un temps de survie moyen de 6.5 ± 0.6 jours et 

constituaient le groupe témoin. 

Tacrolimus. Lorsqu'un traitement à faible dose de tacrolimus seul (0.01 mg/kg/j) 

est administré pendant une période de 14 jours, le temps de survie moyen des 

allogreffes a augmenté significativement jusqu'à 12.3 ± 2.3 jours comparativement au 

groupe témoin (Figure 3-1). Par ailleurs, nous avons augmenté les doses de tacrolimus 

à 0.02 mg/kg/j et 0.04 mg/kg/j et le temps de survie moyen des allogreffes ont augmenté 

davantage jusqu'à 29.8 ± 2.2 j et 34.0 ± 12.7 j, respectivement (Figure 3-1). Ces 

résultats suggèrent que tacrolimus semble efficace pour prévenir le rejet des allogreffes. 

De plus, l'efficacité immunosuppressive de tacrolimus est dose-dépendante et cet agent 

semble efficace même à de très faibles doses (0.01 mg/kg/j). La courbe dose-réponse 

(Figure 3-2) de tacrolimus est sigmoïdale. La pente de la courbe est très prononcée 

entre les doses 0.01 mg/kg/j et 0.02 mg/kg/j, tandis que l'effet de tacrolimus à prolonger 

la survie semble plafonnée (autour de 30 jours) avec les plus fortes doses (0.02 et 0.04 

mg/kg/j). Tacrolimus semble efficace à faible dose et les doses élevées n'offrent pas 

d'avantages. 
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Sirolimus. Par ailleurs, lorsqu'un traitement à faible dose de sirolimus seul (0.02 

mg/kg/j) est administré pendant une période de 14 jours, le temps de survie moyen des 

allogreffes a augmenté de façon significative jusqu'à 14.0 ± 3.4 jours comparativement 

au groupe témoin (Figure 3-3). De même que le traitement des rats à une dose 

supérieure de sirolimus (0.04 mg/kg/j) a démontré des allogreffes cardiaques 

vascularisées avec un temps de survie moyen prolongé, soit 25.5 ± 6.1 jours (Figure 3-

3). Ces résultats suggèrent que sirolimus semble également efficace pour prévenir le 

rejet des allogreffes. En outre, l'efficacité immunosuppressive de sirolimus est dose-

dépendante et il semble efficace même à de très faibles doses (0.02 mg/kg/j). La 

courbe dose-réponse (Figure 3-4) de sirolimus possède une pente moins prononcée que 

celle de tacrolimus. Sirolimus semble moins efficace que tacrolimus à prolonger la 

survie des allogreffes cardiaques aux mêmes doses. Cependant, il ne semble pas y 

avoir de plafonnement de l'effet dans l'écart de doses utilisées. L'évaluation de doses 

plus élevées de sirolimus serait nécessaire pour déterminer les doses correspondantes 

au plafonnement de l'effet. 

Dans notre étude, nous avons utilisé des doses faibles de tacrolimus (0.01 — 0.04 

mg/kg/j) et de sirolimus (0.02 et 0.04 mg/kg/j). Nous voulions, dans un premier temps, 

être capable de démontrer une possible interaction synergique ou additive entre ces 

agents. En utilisant de faibles doses de tacrolimus ou sirolimus, nous voulions observer 

le phénomène du rejet dans les allogreffes. Comme le temps de survie est mesuré 

jusqu'à un maximum de 60 jours, il ne fallait pas que les doses de tacrolimus et de 

sirolimus soient trop élevées. Il était alors possible de vérifier la synergie ou l'additivité 

entre ces agents sur une période de temps inférieure à cette limite. 
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Association tacrolimus-sirolimus. Par ailleurs, lorsque les rats receveurs LEW 

sont traités pendant 14 jours avec une association de faibles doses de tacrolimus et 

sirolimus de ratio 1:2 (tacrolimus 0.01 mg/kg/j + sirolimus 0.02 mg/kg/j), le temps de 

survie moyen des allogreffes a augmenté significativement jusqu'à 28.0 ± 7.5 jours 

(P<0.01), lorsque comparé aux groupes traités à tacrolimus 0.01 mg/kg/j (12.3 ± 2.3 

jours ) ou sirolimus 0.02 mg/kg/j (14.0 ± 3.4 jours) (Figure 3-5). Selon le principe de 

l'effet-médian et la méthode d'index d'association, l'interaction entre tacrolimus et 

sirolimus à ces faibles doses de ratio 1 :2 est additive (Index d'association, combinaison 

index; Cl= 1.027). Par contre, lorsque les rats ont reçu un traitement de ratio 1:1 à des 

doses plus élevées, l'interaction entre tacrolimus et sirolimus est synergique. En effet, 

un traitement de tacrolimus (0.02 mg/kg/j) combiné à sirolimus (0.02 mg/kg/j) a prolongé 

la survie des allogreffes jusqu'à 46.3 ± 3.3 jours comparativement à chaque agent seul 

(P<0.001, Cl= 0.643) (Figure 3-6). De même, un traitement de tacrolimus (0.04 mg/kg/j) 

et sirolimus (0.04 mg/kg/j) a prolongé davantage le temps de survie moyen des 

allogreffes cardiaques à 49.0 ± 4.3 jours (P<0.01, Cl= 0.755) (Figure 3-7). Le temps de 

survie moyen est également prolongé de façon significative comparativement aux 

traitements seuls de tacrolimus et sirolimus. 

Lorsqu'on compare les droites de régression dose-réponse (Figure 3-8) du 

tacrolimus, du sirolimus et de l'association tacrolimus-sirolimus, on peut voir que 

l'association tacrolimus-sirolimus permet de prolonger significativement la survie 

comparativement aux agents seuls. Cependant, lorsqu'on regarde la pente des droites, 

on remarque que les pentes de tacrolimus et sirolimus sont plus prononcées que celle 

de l'association tacrolimus-sirolimus. Comme la survie des allogreffes est évaluée 

jusqu'à un maximum de 60 jours, les valeurs de survie des groupes d'association sont 
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plafonnées. Ceci expliquerait sans doute pourquoi la pente de l'association tacrolimus-

sirolimus est plus faible que celle de tacrolimus ou sirolimus seul. En outre, il est à noter 

que le nombre limité de points de mesure (2 ou 3) peut également être une source 

d'explication. 
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FIGURE 3-1. Effet dose-dépendant de tacrolimus en prévention contre le rejet aigu d'allogreffe 
ardiaque chez le rat. Différentes doses de tacrolimus sont administrées par voie intramusculaire 
endant 14 jours. Tous les groupes traités possèdent un temps de survie moyen significativement 
lus long que celui du groupe témoin (P<0.001, test de Student t). 
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FIGURE 3-2. Courbe dose-réponse du tacrolimus en prévention 
du rejet aigu d'allogreffe cardiaque chez le rat 
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FIGURE 3-3. Effet dose-dépendant de sirolimus en prévention du rejet aigu d'allogreffe cardiaque 
ez le rat. Différentes doses de sirolimus sont administrées par voie intraveineuse pendant 14 jours. 

, us les groupes traités possèdent un temps de survie moyen significativement plus long que celui 
groupe témoin (P<0.001, test de Student t). 
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FIGURE 3-4. Courbe dose-réponse du sirolimus en prévention 
du rejet aigu d'allogreffe cardiaque chez le rat 
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FIGURE 3-5. Effet additif de l'association tacrolimus et sirolimus dans la prévention du rejet aigu 
'allogreffe cardiaque chez le rat. Différentes doses de tacrolimus ettou sirolinius sont administrées 
3 r voies intramusculaire et intraveineuse respectivement, pendant 14 jours. Tous les groupes 
aités possèdent un temps de survie moyen significativement plus long que celui du groupe témoin 
<0.001, test de Student t). Le groupe d'association, de ratio 1:2, a une survie significativement 

lus longue (effet additif, CI=1.027) que celui des groupes de monothérapie aux doses correspon- 
antes (P<0.01). 
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FIGURE 3-6. Effet synergique de l'association tacrolimus et sirolimus dans la prévention du rejet 
aigu d'allogreffe cardiaque chez le rat. Différentes doses de tacrolimus et/ou sirolimus sont adminis-
trées par voies intramusculaire et intraveineuse respectivement, pendant 14 jours. Tous les groupes 
traités possèdent un temps de survie moyen significativement plus long que celui du groupe témoin 

(P<0.001, test de Student t). Le groupe de combinaison, de ratio 1:1, a une survie significativement 
plus longue (effet synergique, CI=0.643) que celui des groupes de monothérapie aux doses corres-
pondantes (P<0.01). 
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FIGURE 3-7. Effet synergique de l'association tacrolimus et sirolimus dans la prévention du rejet 
aigu d'allogreffe cardiaque chez le rat. Différentes doses de tacrolimus et/ou sirolimus sont adminis-
trées par voies intramusculaire et intraveineuse respectivement, pendant 14 jours. Tous les groupes 
traites possèdent un temps de survie moyen significativement plus long que celui du groupe témoin 

(P<0.001, test de Student t). Le groupe de combinaison, de ratio 1:1, a une survie significativement 
plus longue (effet synergique, CI=0.755) que celui des groupes de monothérapie aux doses corres-
pondantes (P<0.01). 
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FIGURE 3-8. Droites de régression du tacrolimus ( • ), du sirolimus ( l ) ou de 

l'association tacrolimus-sirolimus ( A). Les droites sont tracées et calculées à partir de 

l'équation de régression Y = a + bX, où a et b représentent respectivement l'intercepte et la 

pente de la droite. Les valeurs des coefficients de corrélation (r2) des droites sont r2  = 

0.744 (tacrolimus), r2  = 1 (sirolimus) et r2 = 0.547 (association tacrolimus-sirolimus). 
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Renversement du rejet aigu installé 

Pour vérifier si l'association tacrolimus-sirolimus est efficace pour renverser un 

rejet aigu déjà présent, nous avons traité des rats receveurs LEW 4 jours après la 

transplantation, et ce pendant 14 jours, c'est-à-dire jusqu'au jour 18. Nous pouvions 

ainsi déduire que le processus de rejet est à un stade modéré au jour 4, compte tenu 

que les allogreffes du groupe témoin possédaient un temps de survie moyen de 6.5 ± 

0.6 jours. Les allogreffes de rats receveurs ayant reçu un traitement à faibles doses de 

tacrolimus seul (0.01 mg/kg/j et 0.02 mg/kg/j) ou sirolimus seul (0.02 mg/kg/j) avaient un 

temps de survie moyen augmenté de façon significative jusqu'à 7.2 ± 0.4 jours 

(P<0.038), 26.0 ± 12.7 j (P<0.01) et 20.7 ± 8.3 j (P<0.01), respectivement (Figure 3.9). 

Les allogreffes cardiaques traités à l'association de ces deux agents (tacrolimus 0.01 

mg/kg/j + sirolimus 0.02 mg/kg/j et tacrolimus 0.02 mg/kg/j + sirolimus 0.02 mg/kg/j) 

possédaient un temps de survie moyen prolongé significativement jusqu'à 28.8 ± 2.9 

jours et 38.2 ± 2.9 jours, comparativement à chaque agent seul. Dans les deux 

groupes, l'interaction entre tacrolimus et sirolimus est synergique comme le témoignent 

respectivement les valeurs de Cl= 0.710 et Cl= 0.684. 

À un traitement de 0.02 mg/kg/j de sirolimus, le groupe de prévention du rejet aigu 

semble avoir une survie moins grande que celle du groupe de renversement du rejet 

aigu installé (14.0 ± 3.4 jours vs 20.7 ± 8.3 jours, respectivement). Cependant, cette 

différence n'est pas statistiquement significative (P=0.10). 

L'efficacité de l'association tacrolimus-sirolimus pour prolonger la survie des 

allogreffes cardiaques a été démontrée dans notre étude. De plus, cette association est 

efficace pour prolonger la survie des allogreffes même si le processus du rejet aigu est 
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déjà présent. Tacrolimus et sirolimus se sont comportés comme des agents 

synergiques ou du moins additifs, selon les doses utilisées. 
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Nous avons évalué si l'association de tacrolimus et sirolimus apporte un effet 

synergique, additif ou antagoniste dans la prolongation de la survie d'allogreffes 

cardiaques et dans le renversement du rejet aigu. Nos résultats démontrent clairement 

que cette association tacrolimus-sirolimus n'a pas produit d'effet antagoniste mais a 

plutôt prolongé la survie des allogreffes comparativement à celle observée avec chaque 

agent seul. Ceci est observé tant dans la prévention du rejet aigu que dans le 

renversement du rejet aigu. Nos résultats vont dans le même sens que l'étude de 

Morris et coll. (1991) dans laquelle, les associations sirolimus-cyclosporine A ou 

sirolimus-tacrolimus interagissent de manière synergique pour prolonger la survie des 

allogreffes. Cependant, les résultats in vivo de notre étude sont en contradiction avec 

les études in vitro de Dumont et coll. (Dumont et coll., 1990 ; 1992). 

Jusqu'à ce jour, très peu d'associations d'immunosuppresseurs induisant des 

effets antagonistes ont été rapportées. Des études in vitro (Vathsala et coll.,1990) ont 

rapporté que la cyclosporine A en association avec l'enisoprost (un analogue méthyl 

ester des prostaglandines) ou le tacrolimus démontre des effets antagonistes dans 

l'inhibition de l'incorporation du 3H-thymidine dans l'ADN par des lymphocytes T 

stimulés par des mitogènes. Vathsala et coll. (1991) ont également rapporté que 

l'association tacrolimus-cyclosporine A comporte des effets antagonistes dans la 

production de IL-2 et dans la prolifération des lymphocytes T suite à une réaction 

lymphocytaire mixte ou à une stimulation avec un anticorps anti-CD3. Le groupe a, de 

plus, vérifié cette association antagoniste dans un modèle d'allogreffe cardiaque chez le 

rat. Enfin, des études in vitro (Schultz et coll., 1991) ont rapporté que la cyclosporine A 

en association avec son métabolite M17 permet un effet antagoniste dans la prolifération 

lymphocytaire induite par la phytohémagglutinine. 
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Dumont et coll. (1990) ont été les premiers à démontrer qu'un excès de 50-100 M 

de sirolimus inhibe les effets immunosuppresseurs du tacrolimus dans les cultures de 

lymphocytes T. Sirolimus empêche l'inhibition de l'induction d'ARNnn de IL-2 par 

tacrolimus sans toutefois empêcher cette inhibition lorsqu'elle est induite par la 

cyclosporine A. Lorsque les cellules thymiques sont stimulées avec IL-2 et l'acétate de 

phorbol de myristate, le tacrolimus et non pas la cyclosporine A renverse l'effet inhibiteur 

du sirolimus sur la prolifération des lymphocytes T. De plus, il a été démontré que le 

tacrolimus empêche le sirolimus d'inhiber l'expression de l'antigène Ly-6E induit par IFN 

dans des cellules YAC. Ce groupe a, en outre, étudié la compétition existant entre ces 

deux agents. Autant le tacrolimus que le sirolimus, mais pas la cyclosporine A, 

compétitionne pour lier leurs cellules-cibles. 	Ceci est observé par le fait que le 

tacrolimus et le sirolimus inhibent la liaison de la sonde H-dihydro-tacrolimus dans les 

cellules YAC. Ils ont démontré que le tacrolimus et le sirolimus inhibent mutuellement 

leur activité et interagissent physiquement avec le même récepteur dans le lymphocyte 

T, soit le FKBP-12 (Dumont et coll., 1990; Bierer et coll., 1990a). Dans leur étude, 

Dumont et coll. ont également mentionné la propriété du sirolimus de bloquer l'effet du 

tacrolimus sur plusieurs systèmes. 	Par exemple, le sirolimus peut bloquer la 

prolifération des lymphocytes T et B (Bierer et coll., 1990), la production de IL-2 par les 

lymphocytes T, l'expression du gène IL-2R,„ l'exocytose, la transcription dépendante de 

NFAT, l'apoptose (Bierer et coll., 1990a), voire l'exocytose des neutrophiles et 

basophiles humains (De Paulis et coll., 1991). Dans une étude subséquente (Dumont et 

coll., 1992), les auteurs ont utilisé le L-685,818, un dérivé de FK506 C18-hydroxy C21- 

éthyl, pour étudier davantage le rôle de FKBP-12 dans l'effet immunosuppresseur de 

tacrolimus. Ils ont démontré que L-685,818 est un antagoniste efficace contre l'activité 

immunosuppressive du tacrolimus ou du sirolimus. 
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Mécanismes impliqués 

En tenant compte des résultats de notre étude et des données existantes sur 

l'association du tacrolimus et du sirolimus, une question primordiale se doit d'être 

posée : pourquoi les macrolides immunosuppresseurs tacrolimus et sirolimus se 

comportent-ils comme des antagonistes réciproques in vitro et comme des agents 

synergiques in vivo ? Une des hypothèses permettant d'expliquer ce paradoxe est que 

le tacrolimus et le sirolimus interagissent avec FKBP-12, lequel est présent 

abondamment in vivo et de façon universelle. FKBP-12 fait partie de la grande famille 

des FKBP et son abondance in vivo pourrait prévenir la compétition inhibitrice entre le 

tacrolimus et le sirolimus observée in vitro (Sigal et coll., 1992; Bierer et coll., 1990b). 

Un autre fait pourrait appuyer et expliquer ce phénomène paradoxal : il suffit 

qu'une faible fraction du pool cellulaire de FKBP soit occupée par les agents 

pharmacologiques pour observer une immunosuppression maximale (De Paulis et coll., 

1991). De plus, même si le tacrolimus et le sirolimus se lient tous les deux à FKBP-12 

et qu'ils inhibent son activité isomérase, une telle interaction physique avec FKBP-12 

n'est pas suffisante pour expliquer l'inhibition de la production des cytokines (Bierer et 

coll., 1990b; Sigal et coll., 1991) et l'immunosuppression (Dumont et coll., 1992). Ceci 

indique que le complexe formé par les agents immunosuppresseurs et leurs principales 

protéines de liaison affecte la cellule immunocompétente par des mécanismes distincts. 

Le sirolimus bloque l'enzyme kinase p70s6 et module la stabilité des ARN,„ de 

certaines cytokines durant la phase Go—G, du cycle cellulaire. Les principaux effets 

inhibiteurs du sirolimus sur la prolifération des lymphocytes T se produisent durant la 

période comprise entre les phases G, et S du cycle cellulaire. Le sirolimus bloque 

autant la transduction du signal induite par IL-2R que celle induite par des facteurs de 
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croissance (Morris, 1996). Le sirolimus est reconnu comme un agent qui influence 

plusieurs événements biochimiques et qui module l'activité d'une multitude de protéines 

qui sont importantes dans la régulation du cycle cellulaire (Sehgal et coll., 1995). Le 

sirolimus inhibe également la voie de signalisation CD28 indépendante de Ca2+. Cette 

voie de signalisation participe à la sous-régulation de IKI3K. La sous-régulation de IKI3K 

provoque la translocation de c-rei dans le noyau, lequel est impliqué dans l'activité 

transcriptionnelle de plusieurs gènes de lymphokines. 	L'activité kinase d'autres 

protéines de régulation du cycle cellulaire, les kinases-2- et -4-dépendantes de la 

cycline, sont aussi inhibées par le sirolimus (Sehgal et coll., 1995). 

D'un autre côté, le tacrolimus et la cyclosporine A possèdent des mécanismes 

d'action communs malgré leur structure chimique différente (Morris, 1990; Sehgal et 

coll., 1995). Ces agents agissent dans la phase G0-G1  du cycle cellulaire principalement 

par l'inhibition de la production de cytokines. Le tacrolimus et la cyclosporine A inhibent 

la transcription du gène de IL-2 dans les lymphocytes induite par un stimulus empruntant 

une voie dépendante du Ca2+  (e.g. antigène). Le tacrolimus et la cyclosporine A, 

lorsqu'ils sont liés à leurs immunophilines respectives semblent empêcher l'activité de la 

calcineurine à déphosphoryler des substrats peptidiques et NFAT,, nécessaires à la 

translocation et l'activation des facteurs de NFAT. En effet, NFAT est responsable de la 

transcription des gènes de cytokines, comme celui de IL-2 (Sehgal et coll., 1994). Le 

sirolimus, contrairement au tacrolimus et à la cyclosporine A, n'a pas d'effet sur l'activité 

de la Cn. 

En conclusion, nous avons démontré que l'association tacrolimus-sirolimus ne 

produit pas d'effets antagonistes mais plutôt des effets synergiques dans un modèle de 

greffe cardiaque hétérotopique. Cette étude démontre l'importance et la pertinence des 
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études in vivo. Bien que les études in vitro sont importantes, leurs résultats doivent être 

vérifiés par des études chez l'animal puisque l'environnement in vitro ne reflète pas la 

réalité in vivo. Par rapport aux autres associations couramment utilisées, l'association 

tacrolimus-sirolimus ne se situe encore qu'au stade préclinique. Cette étude démontre 

l'intérêt d'une évaluation supplémentaire de l'association de différentes doses de 

tacrolimus et de sirolimus chez les primates et chez l'homme. 
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3.3 PERSPECTIVES 

Dans la présente étude, nous avons exploré une nouvelle stratégie pour le 

traitement du rejet aigu. Contrairement aux études in vitro qui n'accordaient aucune 

conclusion favorable à l'association tacrolimus-sirolimus, nos résultats suggèrent que le 

tacrolimus et le sirolimus en association prolongent la survie de l'allogreffe et renversent 

le rejet aigu. Les perspectives d'avenir de cette association sont nombreuses. 

Ce traitement immunosuppresseur novateur peut être une thérapie alternative en 

clinique. Comme le traitement immunosuppresseur de base demeure la triple thérapie 

(cyclosporine A-azathioprine-prednisone) et qu'un bon nombre de patients transplantés 

ne la tolèrent pas ou font face à de nombreux effets secondaires, une thérapie 

additionnelle sans cyclosporine A et glucocorticostéroïde est indiquée. Cette thérapie 

doit être au moins aussi efficace et elle doit comporter moins d'effets secondaires. 

L'association tacrolimus-sirolimus apparaît comme une alternative intéressante. Nous 

avons, en premier lieu, étudié l'effet immunosuppresseur du tacrolimus et du sirolimus 

dans un modèle de transplantation cardiaque hétérotopique. 	Il serait approprié 

d'évaluer cette association pour d'autres organes transplantés et dans d'autres espèces. 

Notre équipe a d'ailleurs rapporté, depuis, que cette association procure des effets 

additifs sur la survie dans un modèle de transplantation de l'intestin grêle chez la souris 

(Chen et coll., 1998). De plus, il demeure primordial d'étudier l'effet de cette association 

chez des primates avant d'initier des études cliniques; notre équipe a récemment 

effectué des recherches dans ce domaine. Les résultats (non publiés) montrent que le 

tacrolimus et le sirolimus en association induisent une tolérance chez des primates 

traités avec de faibles doses de chaque agent. Des études additionnelles pour évaluer 
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le mécanisme de tolérance de l'allogreffe rénale induit par cette association doivent être 

effectuées afin de promouvoir son utilisation chez l'homme. 

Il existe, en outre, un point important à vérifier. Bien que les résultats de la 

présente étude aient démontré un bénéfice à utiliser le tacrolimus et le sirolimus en 

association, il demeure qu'on ne connaît pas le type d'interaction (additive, synergique 

ou antagoniste) pour leurs effets secondaires. 	De ce fait, il apparaît prématuré 

d'affirmer que cette association est sécuritaire dans le traitement du rejet aigu. En effet, 

une récente étude effectuée par Andoh et coll. (1998) rapporte que l'addition du 

sirolimus au traitement avec le tacrolimus amplifie les effets néphrotoxiques de ce 

dernier. Les auteurs ont suggéré que la néphrotoxicité induite par le tacrolimus résulte 

d'un mécanisme qui ne requiert pas l'inhibition de Cn mais que ce mécanisme serait 

amplifié par le sirolimus. On suggère aussi la possibilité que les doses de sirolimus ne 

seraient pas suffisantes pour déplacer le tacrolimus de son site de liaison intracellulaire. 
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