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SOMMAIRE 

Nous avons évalué les effets de l'association d'un nouvel analogue du sirolimus, le SDZ RAD, et une 

nouvelle formulation de la CsA, le Néoral, sur la survie d'allogreffe dans le modèle de transplantation 

orthotopique de l'intestin grêle chez le rat. 

Les huit groupes (n=6) inclus dans cette étude comprenaient deux groupes témoins, des allogreffes et des 

isogreffes, et trois combinaisons pour l'évaluation des réactions immunes HVG [Lewis (LEW) x Brown 

Norway (BN) (LBN)-F1--›LEW], GVH (LEW--›F1), et GVH et HVG combinés (BN-->LEW). Les deux 

médicaments étaient administrés par voie orale pour une période allant jusqu'à 90 jours. Deux tests de 

fonction servaient à évaluer l'état fonctionnel de l'allogreffe: le test de perméabilité au 51Cr-EDTA et le test 

d'absorption du maltose. Pour le modèle HVG, le groupe contôle naïf démonte un temps de survie moyen 

(MTS) de 9.5 ± 1.0 jours. Les groupes traités avec le SDZ RAD ne démontrent pas une réponse relative à la 

dose: 1.0 mg/kg/j, MST 17.3 ± 5.4 jours (p=0.001); 2.5 mg/kgfj, MTS 19.2 ± 4.8 jours (p=0.001); il en est de 

même avec les groupes traités avec le Néoral: 2.0 mg/kg/j, MTS 15.0 ± 1.7 jours (p=0.001); 5.0 mg/kg/j, MTS 

28.8 ± 5.7 jours, (p=0.001). Comparée aux résultats de la monothérapie avec chaque médicament, leur 

association démontre une interaction synergique forte ou très forte: SDZ-RAD 1.0 mg/kg/j + Néoral 2.0 

mg/kg/j, MTS 57.8 ± 6.7 jours, (p=0.001, index de combinaison (IC)=0.095); SDZ RAD 2.5 mg/kg/j + Néoral 

5.0 mg/kg/j, MTS 70.5±12.8 (p=0.001, CI=0.112). Les mêmes types de résultats sont obtenus dans le 

modèle de GVH: SDZ RAD 1.0 mg/kg/j + Néoral 2.0 mg/kg/j, MTS 48.5 ± 6.4 jours, (p=0.001, IC=0.027); 

SDZ-RAD 2.5 mg/kg/j + Néoral 5.0 kg/mg/j, MTS 63.0 ± 13.6 jours, (p=0.001, CI=0.020). Ces résultats 

démontent une interaction synergique très forte en comparaison à la monothérapie avec SDZ RAD 1.0 

mg/kg/j, MTS 5.3 ± 1.7 jours, (p=0.001); SDZ RAD 2.5 mg/kg/j, MTS 21.7 ± 3.0 jours, (p=0.001); Néoral 2.0 

mg/kgf], MTS 17.7 ± 1.4 jours (p=0.001); Néoral 5.0 mg/kg/j, MTS 27.8 ± 4.4 jours (p=0.001); pour les 

contrôles naïfs: MTS 8.3 ± 1.2 jours. Pour le modèle de combiné de HVG et GVH , l'association SDZ RAD 

1.0 mg/kg/j + Néoral 2.0 mg/kg/j (MTS 52.3 ± 5.4 jours, CI=0.070) , SDZ RAD 2.5 mg/kg/j + Néoral 5.0 

mg/kg/j (MTS 69.0 ± 5.3 jours, CI=0.301) représente une interaction synergique forte. 

Le test de perméabilité au 51Cr-EDTA révèle une perte de fonction pour les groupes *traités à cause du rejet 

et reflète une crise de rejet durant les 2Éllie  et 3ème  semaines postopératoires. Le test d'absorption du maltose 

ne révèle rien de concluant concernant des crises de rejet. Par conte, il refléte une perte de fonction pour les 

groupes subissant le rejet. 

Nous concluons que la thérapie concomitante SDZ RAD et Néoral procure un effet synergique important 

dans l'inhibition des réactions immunes HVG, GVH, et HVG-GVH dans le modèle de la transplantation de 

l'intestin grêle chez le rat 
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1.1.0 Histoire de la Transplantation 

Durant les quinze dernières années, la transplantation d'organes a progressé de façon 

importante. En effet, de nos jours, les problèmes qui lui sont propres ne constituent plus un 

risque de vie ou de mort pour le patient. Les cliniciens doivent ces progrès à la découverte 

d'immunosuppresseurs et à l'amélioration des techniques chirurgicales. C'est grâce à ces 

facteurs qu'un rêve ancien est en voie de se réaliser. 

Depuis la nuit des temps, l'homme est fasciné par l'idée d'échanger ses organes avec son 

semblable ou même avec un animal. Que se soit pour acquérir un aspect désirable d'un autre 

ou simplement de remplacer un tissu endommagé, la transplantation est un rêve qui semble 

avoir toujours accompagné l'histoire humaine; plusieurs légendes et fables de l'Antiquité en 

attestent. Le folklore de l'Inde veut qu'une de ses déesses, Ganesha, soit un humain avec une 

tête d'éléphant. L'histoire ancienne chinoise raconte que le chirurgien Pien Chao échangea 

des cœurs de deux frères pour remédier à leur déséquilibre spirituel (Flye, 1984). Et la 

mythologie grecque témoigne d'une panoplie de surhommes mi-animaux mi-humains, tel le 

puissant Minotaure à la tête de taureau, l'hideuse Méduse aux cheveux faits de serpents, et les 

indomptables Centaures aux corps de chevale (Commelin, 1960). 

Ces histoires attestent d'un désir d'immortalité et du surnaturel jadis associé avec la 

possibilité de partager des parties du corps. De ces deux désirs, seul celui de l'immortalité 

fera de notre rêve de transplanter, une réalité. Notre obsession à prolonger l'existence nous 

poussera à étudier les limites physiologiques afin de les repousser. 
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Durant te Moyen Âge, la transplantation perd son aura magique pour devenir une 

technique médicale. Certains médecins ambitieux, d'abord Gaspare Tagliaxozzi (1545-1599) 

et ensuite les chirurgiens de la Société Royale du 17ème  siècle, entreprennent des expériences 

visant à réparer les blessures profondes en y greffant des morceaux de peau. Bien que ne 

connaissant aucun succès, ces médecins estiment que greffer sera un jour possible (Hamilton; 

dans es Ginns et al., 1999). 

Au 19ème  siècle, John Hunter est le premier à reconnaître l'importance de la 

vascularisation. Après une série d'expériences, il parvient à greffer des os et des dents et 

nomme ces techniques «transplantation ». De plus, il établit l'expérimentation comme 

essentielle au progrès médical (Hamilton; dans es Ginns et al., 1999). 

C'est avec la chirurgie vasculaire que la transplantation entre dans l'ère moderne. Au 

début du 20ème  siècle, Alexis Carrel essaye de transplanter des reins et se heurte au rejet de la 

greffe. Il émet alors la théorie qu'un « principe immunitaire » est impliqué. Durant la 

Deuxième Guerre Mondiale, ce principe est expliqué comme étant l'histocompatibilité 

génétique (Hamilton; dans es Ginns et al., 1999). En 1942, Peter Medawar et ses collègues 

publient une étude qui marque le début de la transplantation d'organe comme une réalité. 

Cette étude identifie des cellules appelées "T" qui reconnaissent les différences génétiques 

entre donneur et receveur comme étant la cause du rejet (Gibson et Medawar, 1942). C'est 

ainsi que sont nées les sciences immunologiques. 

La transplantation suivra désormais les progrès fait en immunologie. En effet, maintenant 

que la cause du rejet de greffe est identifiée comme étant une réponse immunologique, 

comprendre ce phénomène deviendra la clef de l'induction de tolérance. Les années qui 
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suivront seront marquées par la découverte de méthodes, telle que l'irradiation, et d'agents, 

les stéroïdes et les macrolides, capables de réprimer la réaction immunitaire et de permettre à 

l'implant de survivre. 

Le domaine de la transplantation doit son existence à un rêve antique qui au fil des siècles 

s'est matérialisé grâce aux visionnaires qui ont su employer la méthode scientifique. 

1.1.1 La Transplantation au Québec 

La première transplantation d'organe au Québec se fait en 1958. C'est aussi à partir de 

cette période que se sont érigés des programmes de transplantation de cœur, de foie, de 

pancréas, et de poumons. Ces programmes atteignent leur maturité durant les années où la 

cyclosporine A devient le traitement de base. La province est aujourd'hui le site de quatre 

programmes universitaires de transplantation: l'université de Montréal, McGill, Laval, et 

Sherbrooke. En 1991, leurs hôpitaux sont constitués de 7 centres de transplantation rénale, 4 

hépatique, 4 cardiaque, 2 pancréatique, et 2 pulmonaire. La disponibilité des organes est 

gérée par un organisme para-gouvernemental appelé Québec Transplant. (Corman et al., 

1991). La plupart des organes sont obtenus d'individus dont le décès est causé par des 

traumas ou des hémorragies cérébrales. Tous les organes sont obtenus par consentement. 

Malheureusement, comme c'est le cas partout en Amérique du nord, au Québec la demande 

d'organes excède la disponibilité. 



1.2.0 LE REJET DE GREFFE 

1.2.1 Types de rejet 

Le rejet de greffe est le problème majeur de la transplantation d'organe. Il résulte de 

plusieurs cascades d'événements immunologiques dont le but est de protéger le receveur 

contre un implant reconnu comme non-soi. Bien que des facteurs d'ordre mécanique, 

autres qu'immunologique, contribuent au rejet, la reconnaissance des différences entre le 

soi du donneur et celui du receveur par le système immunitaire, est le phénomène 

initiateur du rejet. Le rejet est couramment défini comme une réaction immunologique 

par le receveur dirigée contre les antigènes (Ag) portés par les molécules 

d'histocompatibilité du greffon (CMH ou HLA chez l'humain). Cette réaction met en jeu 

les cellules T et les anticorps (Ac) qui induisent des lésions tissulaires caractéristiques et 

perturbznt les fonctions biologiques de l'organe implanté (Révillard, 1994). Laissée 

incontrôlée, cette réaction entraînera la perte de l'organe (Ginns et al., 1999). 

Le rejet existe sous plusieurs formes classées selon les mécanismes 

immunopathologiques impliqués et l'intensité de la réaction: le rejet suraigu, aigu, et 

chronique (Révillard, 1994). 

Le Rejet Suraigu 

Le rejet suraigu, évident dès les premières minutes après l'implantation, est caractérisé 

par l'accumulation de globules rouges et la formation de microthrombi dans le système 

5 
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vasculaire de l'implant. Dans ce cas, la transplantation est un échec immédiat. Ce type 

de rejet est dû soi à une incompatibilité des complexes majeurs d'histocompatibilité 

(CMH) ou à une pré-sensibilisation aux CMH de classe I par une transfusion sanguine 

(Roitt, 1997). 

Le Rejet Aigu 

En transplantation d'organe, le rejet aigu est la cause principale des échecs. Les 

thérapies immunosuppressives sont conçues pour supprimer les crises de rejet aigu. Le 

rejet aigu se manifeste en quelques jours ou semaines suivant l'opération, c'est-à-dire 

n'importe quand après la transplantation. Il est caractérisé d'une forte réponse des 

cellules T aux allo-antigènes. Cette réponse est initiée directement par des interactions 

entre les molécules CMH allogéniques et le récepteur des cellules T (TCR) ou 

indirectement, par les peptides liées aux CMH sur les cellules présentatrices d'antigènes 

(CPA) de l'hôte (Orosz et al., 1998). Le rejet aigu, étant chez l'humain une urgence 

médicale, se présente par des symptômes généraux, tel que la fièvre et le malaise, et 

spécifiques à l'organe transplanté: hypertension artérielle, oligurie, diminution de la 

natriurèse et élévation de la créatinémie dans le cas d'une greffe rénale; diminution de la 

sécrétion d'insuline et de peptide C pour les greffes de pancréas; rétention et insuffisance 

hépatocellulaire pour les greffes de foie; insuffisance cardiaque et arythmie pour les 

greffes de cœurs; malnutrition, déshydratation et diarrhée excessive pour les greffes 

intestinales. L'histologie du rejet aigu révèle l'infiltration de lymphoblastes, de 

lymphocytes T activés, d'éosinophiles, de monocytes, l'augmentation de l'expression des 

Ag de CMH sur l'endothélium et l'épithélium, et la production locale des lymphokines 

IFN-y et TNF-a (Révillard, 1994). 
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Le Rejet Chronique 

Le rejet chronique est un événement à long terme: une période d'un ou deux ans peut 

s'écouler avant que le greffon soit ainsi rejeté. Le rejet chronique est caractérisé par une 

inflammation périvasculaire qui entraîne des dommages persistants et irréversibles à 

l'endothélium vasculaire de l'allogreffe. Il est proposé que l'allogreffe, en réponse aux 

crises de rejet aigu, sécrète des facteurs de croissance responsables de la prolifération de 

cellules musculaires lisses, la sécrétion de matrice cellulaire, et l'invasion de l'intima par 

des myocytes. Le rejet chronique se définit comme une détérioration du greffon causée 

par l'inflammation et l'artériosclérose. Chez l'humain, l'histocompatibilité, l'ischémie 

prolongée, l'âge du donneur, les infections, et les anormalités lipidiques peuvent 

contribuer au rejet chronique, mais les facteurs les plus importants sont la fréquence et 

l'intensité des crises de rejet aigu (Hayry, 1996). 

Certains immunosuppresseurs sont directement liés à l'installation du rejet chronique 

dans le greffon. La cyclosporine A et le tacrolimus induisent, dans le greffon, la 

sécrétion des facteurs de croissance et des cytokines (PDGF, TGF431 et IFN-y) 

responsables de la prolifération des cellules musculaires lisses et de la sécrétion de 

matrice cellulaire (Shirwan, 1999). 

1.2.2 Immunobiologie du rejet 

Le rejet de greffe est une défense immunitaire classique: le greffon est reconnu 

comme non-soi par les cellules T qui vont ensuite activer la cascade immunitaire 

impliquant les anticorps, les cellules cytotoxiques (CTL, NK) et les cellules présentatrices 

d'antigènes (CPA). 11 est important de comprendre cette cascade en détails afin de bâtir 
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une thérapie immunosuppressive efficace, c'est-à-dire qui cible l'inhibition des signaux 

immunogéniques. 

La cascade immunitaire provoquant le rejet débute avec la migration des cellules 

dendritiques, provenant du greffon, dans les organes lymphoïdes du receveur. Cette 

migration leur permet d'interagir avec les cellules immunitaires du receveur, stimulant 

ainsi la réaction de défense (Larsen et al., 1990). Durant cette migration, les cellules 

dendritiques deviennent des CPA en exprimant, à leur surface, les antigènes du donneur 

portés par les CMH (Steinman,1991). Les CMH sont des molécules spécialisées au 

travers desquelles le Soi est différencié du non-Soi. Ce sont des glycoprotéines 

membranaires de surface qui portent des peptides provenant de tissus cellulaires. Quand 

ces peptides proviennent d'un tissu étranger, ces complexes glycoprotéo-peptidiques sont 

reconnus comme antigènes (Ag) par le TCR. Et c'est suivant une interaction entre le 

TCR et le CMH que la cellule T devient active. 

Les CMH sont divisés en trois classes, chacune différenciée par sa morphologie, ses 

peptides portés, et les cellules T activées. Les CMH I présentent des peptides 

intracellulaires et sont exprimés sur tous les types de cellules possédant un nucléus. Ils 

sont responsables de l'activation des cellules CD8+. Quant aux CMH II, ils portent des 

peptides extracellulaires et sont exprimés sur les lymphocytes T et B, les cellules 

dendritiques, et les cellules endothéliales. Ils servent à activer les CD4+ et à maintenir la 

réponse immunitaire déjà amorcée par les CMH I. L'influence des CMH III sur 

l'immunité n'est pas encore comprise, et leurs gènes ne sont pas encore caractérisés. Par 

contre, les gênes des Tumor Necrosis Factor (TNF)-a et 13 sont placés à l'intérieur de la 

région codant pour les CMH III. (Dallman ; dans es Ginns et al., 1999). 
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Les CPA expriment de hauts niveaux de CMH I et II, leur permettant ainsi d'activer 

les deux facettes du système immunitaire: les cellules T CD4+ et CD8+. Il y a deux 

formes d'activation des cellules T: l'activation directe par les CPA du donneur exprimant 

ses antigènes et l'activation indirecte par les CPA du receveur exprimant les antigènes du 

donneur (Ginns et al., 1999; Révillard, 1994). L'interaction des cellules T avec les CPA 

s'effectue par les chaînes a et 13 du TCR et la transmission du signal d'activation, par la 

chaîne CD3. Cette interaction amorce les cellules T, et elles passent alors de l'état naïf à 

actif pour entrer en phase G1 et initier la transcription de gènes de cytokines et de 

récepteurs, par exemple l'IFN-y, qui augmente l'expression des CMH et de molécules 

d'adhésion cellulaires sur les cellules endothéliales et les macrophages, et 1'IL-2, qui 

induit l'expansion clonale des lymphocytes T et des cellules NK (Cantrell, 1996). 

L'activation complète d'un lymphocyte T (CD4+ ou CD8+) nécessite des signaux de 

co-stimulation sans lesquels il devient anergique, c'est-à-dire non-réactif (Schwartz, 

1997). Plusieurs protéines de surface, les CD54, CD2, CD11aéCD18 et CD15, 

exprimées par les CPA et cellules T, sont impliquées dans la co-stimulation. 

Récemment, un intérêt particulier a été accordé à CD28, ses ligands, CD80 (B7-1) et 

CD86 (B7-2), et CD40/CD4OL pour leurs rôles dans la différentiation en Th1 ou Th2 

(Ginns et al., 1999; Larsen et al., 1996). Ces deux formes de cellules T auxiliaires 

génèrent deux types de réaction immunitaire : l'immunité cellulaire par Th1, et humorale 

par Th2. Plusieurs travaux suggèrent une association du rejet aux Th1, et la tolérance aux 

Th2, mais aucune il n'existe aucune explication adéquate pour ce phénomène (Dallman, 

1995). L'immunité cellulaire engendrée par les Th1 implique les cellules cytotoxiques 

(CTL) et les macrophages. L'immunité humorale est amorcée avec la sécrétion, par les 



10 

Th2, des cytokines (IL-4, IL-5 et IL-6) qui induisent sécrétion des immunoglobulines par 

les lymphocytes B (Ginns et al., 1999). 

Suivant l'activation immunitaire, les lymphocytes T doivent migrer dans le greffon par 

l'endothélium vasculaire. Cette migration est contrôlée par des chimiokines (RANTES, 

IL-8 et MCP-1) et les molécules d'adhésion cellulaire (ICAM-1, VCAM-1 et E-

sélectine). Pendant que les chimioldnes attirent les cellules effectrices, les molécules 

d'adhésion permettent leur attachement à l'endothélium vasculaire et ensuite l'invasion 

du greffon (Oppenheim et al., 1996). 

La cascade immunitaire du rejet culmine avec la destruction des cellules du greffon. 

Les effecteurs de la destruction sont les anticorps, les cellules cytotoxiques (CTL) et les 

lymphokines (Dallman, 1995). Les anticorps causent des lésions cellulaires en se fixant 

sur les antigènes portés par l'endothélium du greffon. Les anticorps peuvent aussi 

induire la cytotoxicité dépendant d'anticorps (ADCC) en attirant les cellules K, des 

lymphocytes munis de récepteurs aux anticorps portés par des cellules cibles (Kissmeyer-

Nielsen et al., 1996). 

Les cellules cytotoxiques elles, sous l'influence des cytokines, lysent les cellules 

exprimant des CMH étrangers, c'est-à-dire les cellules du greffon. Les évidences 

expérimentales suggèrent que les CTL soient les cellules les plus impliquées dans le rejet. 

Les CTL détruisent leurs cibles en sécrétant des granzymes, le Facteur de Nécrose 

Tumorale (TNF-ct), et en activant de la voie de la mort cellulaire Fas-FasL, un récepteur 

d'activation de l'apoptose (Hayry et Defendi, 1970; Walsh et al., 1996). 
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Les macrophages jouent des rôles d'intermédiaire durant le rejet. Suivant leur 

activation, ils sécrètent des cytokines comme le TNF-a, 1'IL-1, et l'IFN-y, dont les deux 

dernières servent à recruter et à activer les CTL. Ils sécrètent aussi le Facteur de 

Croissance (TGF-(3) et le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), provoquant la 

prolifération de cellules musculaires lisses vasculaires et la sécrétion de protéines de 

matrice cellulaire comme l'élastine et le collagène (Paul et Bennediktsson, 1993). La 

sécrétion de ces protéines induit l'augmentation de la densité fibreuse de l'espace 

interstitiel, processus qui sert de cicatrisation au tissu endommagé par le rejet de greffe 

(Tilney; dans es Ginns et al., 1999). 

Avant d'aboutir aux différents types de rejet, la réponse immunitaire suit plusieurs 

étapes dont chacune représente une cible pour un immunosuppresseur. Et puisque 

presque chaque type de cellule immunitaire est impliqué dans le rejet, la tolérance d'un 

greffon dépend de l'inhibition d'une des deux parties de la réaction immunitaire: soit la 

reconnaissance du non-soi pour empêcher l'amorce de l'immunité ou des mécanismes 

effecteurs pour entraver la réaction immunitaire déjà activée. 



1.3.0 TOLÉRANCE 

L'administration d'une thérapie immunosuppressive adéquate dépend non seulement 

de la connaissance des mécanismes effecteurs du système immunitaire, mais aussi d'une 

compréhension du phénomène de tolérance. La tolérance du greffon par le système 

immunitaire est le but principal de tout régime immunosuppresseur du fait que sa 

réalisation est essentielle à la survie du greffon. 

Le but principal de la tolérance est donc de prévenir la reconnaissance des 

alloantigènes du greffon par les cellules T du receveur. Ceci peut s'effectuer grâce à des 

mécanismes spécifiques: l'anergie, la répression, et la suppression. 

1.3.1 Anergie 

Un lymphocyte T est considéré anergique quand il ne peut être complètement activé 

par des antigènes étrangers qui devraient être reconnus par le TCR. La cascade 

immunitaire protectrice est alors inhibée et le greffon accepté. Dans le cas des 

lymphocytes T, l'anergie est associée à une inhibition de la réponse à 1'IL-2 ou à une co-

stimulation incomplète et inadéquate (Dallman et al., 1992). 

12 
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Pour les lymphocytes B, l'anergie peut être le résultat de la perte d'expression des 

récepteurs aux Ig (Goodnow, 1992). Par contre, l'anergie des lymphocytes est réversible 

avec une infection ou la suppression des antigènes. Si les lymphocytes s'inactivent 

suivant un stimulus antigénique, la perte de ce stimulus ou l'arrivée d'un autre peut les 

réactiver (Rocken, 1992). 

1.3.2 Répression 

La tolérance du greffon peut être l'inhibition de la réponse des lymphocytes déjà 

réactifs contre les allo-antigènes. Cette forme d'inhibition, appelée la répression, se fait 

au niveau de la réponse des lymphocytes T à l'activation. Par exemple des anticorps anti-

TCR peuvent désamorcer les lymphocytes et ainsi réprimer leur capacité de réponse. Il y 

a aussi la cytokine Transforming Growth Factor (TGF-(3) qui a un effet inhibiteur sur les 

CTL (Sykes et Sach; dans es Ginns et al., 1999). 

Il est possible que la répression se fasse en relation avec les Th1 et Th2. Les réponses 

des Th1 et 2 sont mutuellement exclusives et il semble que 1'IL-4 et 1'IL-10 qui activent 

les Th2, soient des cytokines associées avec la tolérance du greffon tandis que l'IFN-y et 

1'IL-2 qui activent les Th1, lui seraient néfastes. Dans ce cas, réprimer les Th1 avec des 

anticorps ou avec des cytokines, induirait un état tolérance des antigènes étrangers 

(Sykes, 1999). 

1.3.3 Suppression 

Chez les enfants, où le thymus est encore actif, la manière idéale d'induire la tolérance 

serait de supprimer les lymphocytes réactifs contre le greffon déjà au niveau du thymus. 

Quand des lymphocytes présents dans le thymus, réagissent contre des peptides/CMH du 
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soi, exprimés aussi dans le thymus; ils subissent alors l'apoptose et sont ainsi éliminés 

(Allen, 1994). Supprimer les lymphocytes réactifs de cette manière serait un moyen 

d'induire la tolérance puisque toutes cellules nocives au greffon seraient absentes, et la 

défense immunitaire de l'hôte resterait intacte. 

De par ces approches, la tolérance à un corps étranger est donc théoriquement 

possible. Il faut maintenant trouver des agents capables d'induire un ou plusieurs de ces 

états de tolérance. Dans l'histoire de la transplantation, grâce à l'immunosuppression, la 

fin du vingtième siècle est consacrée à la relève de ce défi. 



1.4.0 L'IM1VIUNOSUPPRESSION 

La réaction immunitaire contre le greffon se développe en quelques heures. Si 

efficace est-elle qu'il devient primordial de trouver rapidement un moyen de minimiser 

ces effets: la survie d'un greffon en dépend. Durant les années 40, après la découverte 

des lymphocytes T par Sir Peter Medawar, il devient évident que le rejet est un 

phénomène immunologique. On comprend alors que la survie d'un greffon dépend de la 

suppression de la réaction immunitaire. Ainsi apparaît une nouvelle branche de recherche 

médicale propre au vingtième siècle: l'immunosuppression. Son évolution est très lente 

et traîne derrière celle de l'immunologie. 	Le développement du traitement 

immunosuppresseur se divise en plusieurs étapes commençant avec l'irradiation, et se 

poursuivant avec les découvertes d'agents antimitotiques et antiprolifératifs. Ces moyens 

de suppression immune seront les thérapies cliniques de choix jusqu'à la découverte 

fortuite de la cyclosporine et ensuite des macrolides (Ginns et al., 1999). 

1.4.1 Traitements immunosuppresseurs 

L'irradiation par rayons ultraviolets ou rayons X est la première thérapie visant à 

contenir le rejet. Elle consiste en une irradiation totale ou locale des lymphoïdes. 

L'irradiation a pour effet d'altérer l'ADN des cellules lymphoïdes du receveur 

provoquant ainsi leur mort (Révillard, 1994). 	Malgré cette technique, seul les 

transplantations entre des jumeaux identiques ou entre individus complètement HLA-

compatibles ont du succès. Toutes autres transplantations d'organe aboutissent au rejet 
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aigu, suraigu, et au même décès du receveur. L'irradiation provoque des effets 

secondaires importants, tel un déficit profond de l'ensemble du système immunitaire et 

les patients meurent d'infections généralisées. Si une méthode plus efficace n'était pas 

développée, la transplantation serait vouée à l'échec (Calne; dans es Ginns et al., 1999). 

Les Antimitotiques 

La recherche contre le cancer permet la découverte du premier agent antiprolifératif 

utile en transplantation: la thiopurine 6-mercaptopurine (6-MP). La 6-MP substitut les 

purines durant la transcription ou la traduction de l'ADN. En bloquant la synthèse de 

novo des purines, la division des lymphocytes T et B est abrogée (Elion et al., 1955). 

C'est en 1962, à l'hôpital Peter Bent Brigham, que la 6-MP, sous le nom du pro-

médicament azathioprine, fait son début dans les protocoles d'immunosuppression 

comme inhibiteur de la division des lymphocytes T. Malheureusement, les résultats 

obtenus ne sont pas satisfaisants et il faut supplémenter le régime de 

glucocorticostéroïdes: la prednisolone et la prednisone (Walker, 1999; dans es Ginns et 

al., 1999). Ces agents inhibent la prolifération des lymphocytes T induite par les 

ionophores calciques suivant le lien du TCR avec l'antigène (Dupont et al., 1986). Ils 

inhibent aussi l'activation des gènes d'IL-1, IL-2, et IL-6, les cytokines responsables de 

l'activation et prolifération des lymphocytes T qui précède l'inflammation d'un tissu. 

Ceci leur procurent des propriétés anti-inflammatoires (Révillard, 1994). 

Grâce à ces nouvelles thérapies, les transplantations rénales ont un certain succès, 

mais les effets secondaires sont dévastateurs: non seulement ces régimes suppriment 

l'hématopoïèse et toute résistance immunitaire mais ils engendrent toute sorte de 

complications allant de la croissance retardée chez l'enfant à l'ostéonécrose et 
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l'ostéoporose. L'aspect cushingoïde, le diabète, l'hypertension, l'ulcère gastrique, et 

même l'instabilité émotionnelle sont d'autres problèmes qui peuvent émerger suite à ces 

thérapies (Révillard, 1994). Malgré cela, les régimes incluant la 6-MP et les 

corticostéroïdes sont, pour les vingt années qui suivront, les seules thérapies 

immunosuppressives disponibles. Quoique l'association d'agents antimitotiques permet 

un pas important vers la tolérance, ce n'est pas suffisant pour inspirer l'optimisme: ces 

agents sont trop toxiques et les transplantations de cœur, de foie, et de pancréas ne sont 

pas encore envisageables (Calne, 1999; dans es Ginns et al., 1999). 

Les Macrolides 

En 1976, durant des tests routiniers d'extraits fongiques pour leur activité 

antibactérienne, Borel découvre des caractéristiques immunosuppressives à un macrolide 

dérivé du fongus Tolypocladium inflatum Gams: la cyclosporine A (CsA). La CsA amène 

un changement important: sa sélectivité envers les lymphocytes T actifs améliore la 

spécificité du traitement. La cyclosporine A permet des progrès considérables de la 

survie des greffes de cœur, de foie et de pancréas (Révillard, 1994). 

Le mécanisme d'action de la CsA met en jeu la cyclophiline A (CyPA). En se liant à 

CyPA, la CsA inhibe la calcineurine et ainsi bloque la transcription des gènes de 1'IL-2, 

étape importante pour l'activation des lymphocytes (Keown, 1999; dans es Ginns et al., 

1999) La CsA ne neutralise donc pas complètement le système immunitaire, et ces effets 

sont synergiques avec ceux des glucocorticoïdes (Révillard, 1994). Ces avantages 

confèrent à la CsA une place de choix dans les régimes immunosuppresseurs. En 

clinique, on utilise maintenant la "trie thérapie" avec la CsA comme médicament de base 

et un supplément d'azathioprine et de glucocorticoïde (Hiesse, 1985). 
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Les régimes à base de CsA sont caractérisés par leur néphrotoxicité, c'est-à-dire 

l'induction de la nécrose des cellules vasculaires rénales et la fibrose interstitielle 

causant ainsi la diminution de la filtration glomérulaire. Les effets néfastes de CsA ne 

se limitent pas aux reins, en effet, l'hépatotoxicité et quelquefois le cancer s'ajoutent 

aux effets secondaires. Chez certains patients, des syndromes d'ordre neurologique, 

les convulsions et la dépression, peuvent être observés (Keown; dans es Ginns et al., 

1999). Une discussion détaillée sur la CsA est présentée dans le prochain chapitre. 

Le niveau de toxicité des immunosuppresseurs dépend entre autre de la dose du 

traitement, et le but des recherches en transplantation devient de l'attenuer sans en 

réduire les propriétés immunosuppressives. La découverte d'autres macrolides (Fig. 

1.1), le sirolimus (SLR), le tacrolimus (FK506), et le mycophénolate mofétyl (MMF), 

rend possible l'atteinte de cet objectif. Ces agents sont des macrolides fongiques qui 

ciblent des étapes distinctes de l'activation des lymphocytes. Ceci rend leurs effets 

immunosuppresseurs synergiques avec ceux de la CsA, permettant ainsi une 

immunosuppression accrue à doses diminuées (Keown; Ginns et al., 1999). 

Sirolimus (Rapamycine) bloque les signaux intracellulaires induit par la liaison de 

1'IL-2 à son récepteur en se liant aux protéines cytoplasmiques FK-bindind proteins 

(FKBP) pour empêcher l'expansion clonale des lymphocytes T (Fig. 1.2) (Discuté en 

détails dans la section 1.4.3.1). Cette différence de mécanisme d'immunosuppression 

entre le sirolimus et la CsA qui explique la synergie. Le sirolimus n'est pas 

néphrotoxique, mais génère des complications telle que la thrombocytopénie ou 

l'hypercolestérolémie (Révillard, 1994; Senel et Kahan; dans es Ginns et al., 1999). 
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La cible directe du tacrolimus (FK506), macrolide parent au sirolimus, est aussi 

une FKBP: FKBP-12 ou FRAP (Fig. 1.2). Les propriétés immunosuppressives du 

tacrolimus sont voisines à celles de la CsA parce que le complexe FK506-FKBP-12 

inhibe l'action de la calcineurine (CaN) et ainsi bloque la transcription des gènes de 

IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, TNF-a et GM-CSF (Jiang et al., 1991). 

Le troisième macrolide, le mycophénolate de mofétyl (MMF), agit sur la synthèse 

de novo des purines par inhibition de l'inosine monophosphate déshydrogénase 

(IMPDH)-II, une enzyme dont l'activation est propre au lymphocytes T en 

développement (Fig. 1.2). La IMPDH-II convertit l'inosine monophosphate en 

guanosine monophosphate. L'inhibition de cet enzyme entrave la synthèse du 

guanosine, un substrat vital à la transcription d'ADN durant la prolifération des 

lymphocytes T. La prolifération lymphocytaire est donc abrogée par ce manque de 

substrat (Rayhill et Sollinger; dans es Ginns et al., 1999). Bien que le MMF soit 

toxique pour le système gastro-intestinal et hématologique, il confère l'avantage 

d'inhiber la production d'anticorps et la prolifération des lymphocytes. Le MMF peut 

donc agir simultanément sur les deux branches de l'immunité, la réponse humorale et 

cellulaire, offrant une protection plus complète contre le rejet. Les cibles d'action du 

MMF incluent aussi les facteurs de prolifération de cellules musculaires lisses 

vasculaires qui sont d'importants inducteurs du rejet chronique (Groth et Brattsrom: 

dans es Ginns et al., 1999). 

Les Agents biologiques 

Les agents biologiques sont récemment venus s'ajouter à la panoplie de 

médicaments immunosuppresseurs. Leur découverte est le résultat de recherches 
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visant à améliorer la spécificité et la sélectivité des traitements immunosuppresseurs. 

Des sérums d'anticorps monoclonaux et polyclonaux anti-lymphocytaires (ALS) et 

des protéines de fusion se sont avérés efficaces comme suppléments aux thérapies 

immunosuppressives. Ces agents agissent en se liant aux récepteurs exprimés par les 

lymphocytes T et aux médiateurs solubles comme les cytokines (Chatenoud; dans es 

Ginns et al., 1999). Par exemple, les anticorps Simulect (Novartis) et Zenapax 

(Hoffman-LaRoche), dirigés contre les récepteurs d'IL-2, quand ils sont associés avec 

la CsA, procurent d'importantes réductions des taux de rejet aigus sans toutefois 

augmenter la toxicité du traitement (Nashan et al., 1997). Les protéines de fusion 

peuvent être dirigées contre les molécules de co-stimulation, comme la CTLA-41g, 

une glycoprotéine exprimée sur les lymphocytes T en activation (Chatenoud; dans 

Ginns et al., 1999) 

La spécificité de ces agents est conférée par l'expression de leurs cibles sur des 

lymphocytes en voie d'activation. Cet aspect immunorégulateur, mais non destructif, 

minimise les effets de déficit immunitaire communs aux régimes immunosuppresseurs 

(Chatenoud; dans es Ginns et al., 1999). 

1.4.1.1 Limites de l'immunosuppression 

Bien que chaque médicament ait ses propres effets néfastes caractéristiques, la 

thérapie immunosuppressive, en générale, entraîne des complications dont la réduction 

fait l'objet de recherches intensives. Effectivement, en supprimant la réaction contre 

le greffon, ces traitements entraînent des déficits immuns iatrogènes, c'est-à-dire que 

la protection immune est diminuée à tel point que le receveur devient sujet aux 

infections opportunistes. Suivant la transplantation, les receveurs doivent souvent être 
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gardé à l'hôpital sous supervision d'un médecin au risque de contracter des infections 

bactériennes: pneumocystose, toxoplasmose, listériose, légionellose, aspergillose, et 

cryptosporidiose. Ils deviennent aussi susceptibles aux infections virales, en autres 

l'herpès HSV1 et 2, le virus Hepstein-Barr (EBV), le papillome (HPV) et la varicelle-

zona (VZV). De telles infections chroniques peuvent conduire à certains types de 

cancer. 	Certains cancers, comme l'épithéliome cutané, les lymphomes, et 

l'hépatocarcinome, sont favorisés par le traitement immunosuppresseur (Révillard, 

1994). Bien que les recherches dans le domaine soient axées vers la réduction de ces 

risques, leur élimination n'est pas encore possible. 

Les perturbations immunitaires non spécifiques ne sont pas les seuls effets 

secondaires dont les chercheurs n'arrivent pas à se débarrasser. Jusqu'à présent, la 

CsA est toujours la base des régimes immunosuppresseurs et malgré la découverte de 

puissants macrolides efficaces à faible dose, la CsA reste indispensable mais 

accompagnée de sa néphrotoxiticité. En effet, la détérioration rénale associée à CsA 

est importante, particulièrement dans les transplantations rénales. La cyclosporine A 

semble causer une ischémie rénale prolongée en promouvant la croissance de muscles 

lisses vasculaires. Cette croissance augmente la résistance vasculaire et diminue le 

flot sanguin rénal (Keown; dans es Ginns et al., 1999). En plus de son caractère 

vasoconstricteur, la CsA induit l'apoptose et l'accumulation de fibres de collagène 

autour des cellules tubulo-interstitielles. Chez les individus transplantés du rein, cette 

néphrotoxicité contribuent largement au rejet chronique, et sa diminution est 

maintenant le but principal des recherches en immunosuppression (Keown; dans es 

Ginns et al., 1999). 
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1.4.1.2 Association d'immunossupresseurs 

Les grands problèmes associés aux thérapies immunosuppressives sont la 

néphrotoxicité, le rejet chronique et le manque de spécificité et de sélectivité. Ces 

obstacles sont contournés à l'aide de stratégies d'association qui consistent à jumeler 

les médicaments dont les effets sont soit additifs ou idéalement synergiques. En 

association, les immunosuppresseurs permettent de réduire leur posologie et leur 

toxicité (Révillard, 1994). Des agents tel que le tacrolimus, le mycophenolate mofetil 

ou le sirolimus sont plus puissants que la CsA et, dans le cas du mycophenolate 

mofetil et du sirolimus, relativement non-toxiques. Leur mode d'action, plus ou moins 

sélectifs pour les lymphocytes T activés, permet une thérapie plus sélective (Keown; 

dans es Ginns et al., 1999). 

Les stratégies d'association puisent leurs avantages des effets synergiques entre 

médicaments (traité en détail dans Synergie). Par exemple, associer la CsA et le MMF 

en clinique permet une réduction de 20% des taux de rejets aigus (Halloran, 1997), et 

l'association CsA-RAPA permet d'obtenir entre 10% et 30% de réduction (Kahan, 

1995). 

Avec de tels résultats, certains hôpitaux remplacent déjà l'azathioprine par un de 

ces nouveaux macrolides. En effet l'ère des antimitotiques touche à sa fin et fait place 

à des thérapies plus efficaces qui permettent de réduire la durée d'hospitalisation, le 

nombre de tests diagnostiques et donc, le fardeau financier du traitement. 
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1.4.1.3 Solutions du futur 

D'après Paul Keown, l'immunosuppression des dix prochaines années doit 

atteindre cinq objectifs: 1) des taux de survie du patient de 95%, 2) des taux de survie 

du greffon de 90%, 3) des taux de rejet ne dépassant pas 10%, 4) des incidences 

d'infections de moins de 10%, et 5) des incidences de lymphomes de moins de 1% 

(Keown; dans es Ginns et al., 1999). Evidemment, ceci excède les capacités des 

régimes cliniques courants. Ainsi donc, l'immunosuppression doit se tourner vers 

d'autres stratégies incluant le développement de nouveaux agents, et peut-être, de 

nouvelles découvertes sur la tolérance. 

Il y a en ce moment un vague de nouveaux agents (Fig. 1.1) dont les données pré-

cliniques et cliniques semblent prometteuses (Senel et Kahan; dans es Ginns et al., 

1999). Certain d'entre eux, comme les agents biologiques, ont déjà été mentionnés. 

Les autres font partie de nouvelles classes d'immunosuppresseurs non apparentés, par 

leur structure et leur mécanisme d'action, aux agents connus: des molécules comme le 

bréquinar, les malononatrilamides, le 15-déoxyspergualin (DSG) et le FTY720 (Fig. 

1.1 et 1.2). Le bréquinar et les malononatrilamides (leflunomide) tirent leur effet 

immunosuppresseur de l'inhibition de la déhydroororate déhydrogénase (DHODH), 

une enzyme impliquée dans la synthèse de pyrimidines des cellules en prolifération. 

L'inhibition du DHODH laisse les lymphocytes T activés sans le matériel nécessaire à 

leur prolifération (Senel et Kahan; Dans es Ginns et al., 1999). Le 15-déoxyspergualin 

inhibe la différenciation des cellules T cytotoxiques et l'activité des macrophages. 

Son mode d'action n'est pas encore connu, mais il semble contrecarrer les effets des 

cytokines comme l'IL-1 et l'IFN-y (Senel et Kahan; dans es Ginns et al., 1999). Le 

FTY720 est un dérivé synthétique du myriocine. Le FTY720 induit l'apoptose des 
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lymphocytes T en bloquant la dégradation de la ceramide. L'accumulation de la 

céramide dans le cytosol induit le processus de mort cellulaire appelé apoptose. 

Augmentant l'expression des molécules d'adhésion cellulaire dites a4/(37-intégrine, le 

FTY720 séquestrant dans les organes lymphoïdes et empêche la migration des 

lymphocytes T dans le greffon (Senel et Kahan; dans es Ginns et al., 1999). 

Cette panoplie d'agents offrirait aux cliniciens la possibilité d'augmenter la 

spécificité du traitement et principalement, de personnaliser le régime; c'est-à-dire, le 

rendre flexible aux besoins et contraintes du receveur. De plus, le tacrolimus est en 

mesure de remplacer la CsA comme médicament de base des régimes 

immunosuppresseurs dans les transplantations de tous les organes (Wagner; dans es 

Ginns et al., 1999) 

L'immunosuppression a fait de la transplantation une réalité. Des découvertes 

remarquables aux essais cliniques rigoureux, elle continue de donner espoir aux 

individus ayant des organes défaillants: espoir d'une vie indépendante de moyens de 

prophylaxie lourds comme la dialyse ou la nutrition parentérale. Les obstacles n'ont 

pas ious été surmontés; en effet, il reste encore la toxicité et le rejet chronique à 

contrer. En vue de cette problématique, l'immunosuppression de demain aura deux 

aspects: diversifier le traitement à l'aide de nouveaux agents, et rediriger les stratégies 

vers le développement d'une tolérance définitive sans toxicité. 
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1.4.1 NÉORAL 

1.4.2.1 Cyclosporine A 

La découverte de la cyclosporine A (CsA) et son introduction en 1983, sous le nom 

commercial de Sandimmune par Novartis Pharma, permet une amélioration importante 

de la survie à court et moyen terme des transplantés. La CsA réduit les effets 

secondaires des thérapies ultérieures et améliore le style de vie des receveurs. Ces 

bénéfices sont extraordinaires, mais la CsA à des limites; en plus de sa toxicité, elle 

offre des taux d'absorption variables, dépendant de plusieurs facteurs liés à chaque 

patient. Ceci rend imprévisible la cinétique du médicament après son ingestion et 

définir la posologie optimale pour un patient devient difficile. Des améliorations à la 

CsA sont nécessaires pour que les régimes à base de la CsA posent moins de problèmes 

aux patients (Shah et al., 1999). 

Ce n'est qu'en 1995 que la FDA (Food and Drug Administration) approuve une 

nouvelle formulation de la CsA appelée Néoral. Avec cette micro émulsion, Novartis 

veut surmonter les problèmes de variabilité d'absorption de la CsA. Sandimmune est 

constituée de CsA émulsionnée dans de l'huile de maïs. Suivant son administration, 

Sandimmune forme une émulsion d'huile et d'eau qui nécessite l'action des sels 

biliaires et de la pancréatine pour permettre la dispersion des molécules de CsA sur la 

surface d'absorption. Avec Néoral, la CsA est diluée dans des tampons lipophiliques, 

hydrophiliques, et dans un surfactant. Ceci permet aux molécules de CsA de se 

disperser rapidement et uniformément dans le contenu aqueux de l'intestin pour être 

ensuite facilement absorbées avec ou sans sécrétions biliaires (Otto et al., 1998). 
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1.4.1.2 Structure et mécanisme d'action 

La cyclosporine A vient d'une famille comprenant plus de 25 undécapeptides 

cycliques et lipophiliques, dérivés du processus de fermentation du fungus 

Tolpocladium inflatum Gams. De ces métabolites, seulement la cyclosporine A (CsA) 

possède des caractéristiques immunosuppressives. 	Deux motifs structuraux 

caractérisent la CsA (Fig. 1.3): les résidus Met (AA1) et MeLeu (AA6) forment une 

feuille f3-antipara11è1e stabilisée par des liens hydrogènes avec Ala (AA7) et MeVal 

(AA11). Un autre lien lie le NH de Dela (AA8) aux carbonyles oxygénés de MeLeu 

(AA6). Le domaine de liaison se situe aux résidus 1, 2, 9, 10, 11 pendant que le 

domaine effecteur est aux résidus 4 et 8 (Wenger, 1990; Keown et al., 1999). 

Les cibles de la cyclosporine A sont principalement les cyclophilines dont la plus 

importante est cyclophiline A (CyA). D'autres cyclophilines, CyPB, CyPC, CyCD, et 

CyP-40 sont aussi des cibles de la CsA et pourraient être responsables de ses effets 

secondaires. Ces enzymes possèdent des domaines de liaison aux cyclosporines, aux 

glucocorticoïdes, et aux macrolides fongiques (Figure 1.4). 

Mais la CsA peut aussi lier une protéine cytoplasmique dite P-glycoprotéine 

(produit du Multiple Drug Resistance gene) qui est responsable de la résistance aux 

médicaments dans les cellules malignes. La P-glycoprotéine extrait les médicaments 

du cytoplasme et ainsi diminue leur activité (Desmeules et al., 1997). Mais c'est la 

liaison de la CsA à CyA qui aboutis à l'inhibition des signaux lymphocytaires, d'où 

ses propriétés d'immunosuppresseur (Fig. 1.4) (Keown; dans es Ginns et al., 1999). 

Le complexe CsA-CyA interagit directement, via des domaines effecteurs de CsA, 

avec la Ser-Thr-phosphatase de la calcineurine. 
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FIGURE 1.4: Schéma du mode d'action de Cyclosporine A (CSA): cascade d'inhibition de la 

transcription du gène de l'IL-2. Aussi, interaction de tacrolimus (FK506) et sirolimus (RAP) avec 

les FKBP. (Pris de Keown PA. Molecular and Clinical Therapeutics of Cyclosporine ln 

Transplantation. Dans es Ginns LC, Cosimi BA, Morris PJ (eds). Transplantation. Blackwell 

Sciences, Malden, Massachussett; 1999: p101). 
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Cette liaison bloque les fonctions enzymatiques de la calcineurine et prévient la 

déphosphorylation du facteur de transcription NFAT1, de elk-1, et de cAMP-response 

element binding protein (CREB), des facteurs induits par la reconnaissance d'un 

antigène (Sugimoto et al., 1997). Cette déphosphorylation est l'étape limitante de 

l'activation des lymphocytes car ces facteurs ne peuvent se transposer dans le noyau, 

et activer la transcription de gènes de cytokines et des proto-oncogènes c-mys, c-fos, et 

n-ras (Batiuk et al., 1997). Le complexe CsA-CyA abroge aussi l'expression des 

gènes contrôlant le changement de phase GO à G1 des cellules T (Cristillo et al., 

1997). 

Cette inhibition de l'expression génique empêche les lymphocytes d'entrer en 

phase proliférative; la synthèse d'ARN, d'ADN, de peptides, et la production de 

facteurs de croissance sont inhibées. Puisque la maturation est abrogée, la réponse des 

CTL contre les antigènes du donneur est atténuée. La CsA peut aussi, par influence 

négative sur IFN-y et TNF-a, diminuer l'expression des CMH/HLA et des molécules 

d'adhésion sur l'endothélium vasculaire du greffon. Ceci entrave les événements 

immuns menant à l'inflammation (Keown; dans es Ginns et al., 1999). 

Donc, l'administration de la CsA non seulement empêche la maturation des CTL, 

mais ralentie le trafic lymphocytaire dans le greffon et la production de facteurs 

menant à l'inflammation. C'est de cette manière que les crises de rejet aigu peuvent 

être contrôlées. 
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1.4.2.3 Sandimmune vs Néoral 

La cyclosporine A est administrée sous trois formes: voie intraveineuse ou voie 

orale par liquide ou capsule de gel. Sandimmune et Néoral sont toutes deux des 

formules orales de la CsA, la méthode d'administration de choix. Les deux 

formulations, bien qu'étant essentiellement les mêmes produits, se différencient par 

leur cinétique d'absorption (Keown; dans es Ginns et al., 1999). 

L'absorption de la CsA se fait au niveau du duodénum de manière constante et 

indépendante de la dose (Fig. 1.5), et comme pour tout composé lipophilique, elle se 

fait via les chylifères lymphatiques. Mais avant, la CsA subit la déméthylation par le 

cytochrome P450-IIIa dans l'épithélium de l'intestin: ce qui entraîne déjà une 

diminution de la dose disponible (Kolars et al., 1991). Une autre portion de la CsA se 

lie aux P-glycoprotéines de l'épithélium (Lowns et al., 1997). Ce qui reste de la dose 

initiale est dirigée vers le foie via les lymphatiques intestinaux. La CsA est là 

transformée en 25 métabolites par le cytochrome P450-11Ia. Ces métabolites sont 

ensuite soit recirculés dans le sang par la veine hépatique ou excrétés dans l'intestin 

par le canal biliaire. La CsA se lie facilement aux cellules sanguines et aux protéines 

plasmatiques et s'accumule dans les tissus adipeux, le foie, le pancréas, le cœur, les 

poumons, la rate, et les nodules lymphatiques (Keown; dans es Ginns et al., 1999). 

Les formulations Sandimmune et Néoral sont absorbées et métabolisées par ces 

mêmes voies. Mais, pour ce qui est de Sandimmune, son absorption est lente, 

incomplète, et imprévisible: il y a un délai d'absorption de 30 à 60 minutes et une 

demi-vie d'absorption de 60 minutes. La cime des concentrations sanguines (C.) de 
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la CsA est atteinte 3 ou 4 heures après l'administration, et elle est souvent suivit de 

cimes secondaires se qui reflète une cinétique d'absorption irrégulière (Primmett et al., 

1997). De la dose administrée seulement 30% parviendra à la circulation systémique: 

le reste sera soit éliminé ou se retrouve lié à diverses protéines. Pour aggraver la 

situation, l'absorption de Sandimmune est influencée par des facteurs gastro-

intestinaux comme la présence de nourriture, le flot de la bile, la motilité intestinale, et 

la réduction de la surface d'absorption (Kahan et al., 1986; Lindholm et al., 1990). 

L'association de ces facteurs donne à la cinétique d'absorption un caractère unique 

pour chaque individu: un inconvénient majeur pour les cliniciens. 

Néoral est formulé justement pour surmonter cet inconvénient. En effet, grâce à sa 

dispersion homogène sur la surface d'absorption de l'intestin, l'absorption de Néoral 

est plus rapide, complète et constante. Les délais d'absorption sont éliminés et le 

temps d'atteinte du C. est réduit à 1.5 heures (Kovarik, 1994; Vanderscher et al., 

1996). Les cimes secondaires de concentration sanguine caractéristiques qui suivent 

l'administration de Sandimmune sont aussi éliminées. Avec Néoral, le C. est 

augmenté à 60%, améliorant aussi la biodisponibilité de la CsA de 30% à 50%. Ceci 

amène une réduction des variations d'absorption et rend le comportement cinétique de 

la formulation Néoral plus prévisible (Taesch et al., 1994; Keown, 1996). Néoral 

offre aussi l'avantage d'une thérapie clinique moins coûteuse que celle de 

Sandimmune. En effet, avec ses taux réduit de crises de rejet, Néoral permet 

d'écourter l'hospitalisation et de diminuer le nombre de procédures diagnostiques et la 

quantité de médicaments prescrit (Keown, 1996). 
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Ces avantages sont évidents selon les résultats de plusieurs études internationales 

en transplantation rénale. La nouvelle formulation Néoral permet la réduction des 

doses de la CsA de 8% et l'augmentation de taux d'absorption de 49%. Par contre, les 

taux de survie des transplantés traités avec Néoral restent similaires à ceux des patients 

traités avec Sandimmune. Mais Néoral entraîne quand même une baisse de la 

fréquence du rejet aigu (de 60% à 42%) sans toutefois augmenter la néphrotoxicité, 

l'hépatotoxicité, l'hypertension, et les autres effets secondaires associés à la CsA 

(Keown et Niese, 1998). Des études préliminaires de transplantation de cœur, de 

pancréas, de poumon, et de foie semblent fournir des résultats similaires (Keown; dans 

es Ginns et al., 1999). La formulation Néoral est particulièrement importante dans la 

transplantation du foie où le drainage externe de la bile réduit la biodisponibilité de 

Sandimmune à moins de 5% (Dunn et al., 1995). 

La formulation Néoral est donc une alternative intéressante à la formulation 

Sandimmune. L'absorption facilitée et prévisible permet de réduire les tests 

préopératoires visant à déterminer les taux d'absorption et le besoin de surveillance 

clinique durant le traitement; ceci allège le fardeau financier du régime 

immunosuppresseur. La formulation Néoral est le traitement idéal pour les enfants, les 

femmes enceintes et les personnes de race noire chez qui l'absorption et le drainage 

lymphatique sont plus lents. Avec des résultats cliniques favorables, Néoral prendra 

sans doute la place qu'occupe Sandimmune parmi les traitements concomitants. Par 

contre, la toxicité de la CsA n'est aucunement réduite avec la nouvelle formulation et 

le rejet chronique demeure l'obstacle principal à la survie du greffon (Keown; dans es 

Ginns et al., 1999). 



1.4.3 SDZ-RAD 

1.4.3.1 Sirolimus 

La découverte des propriétés immunosuppressives de certains antibiotiques fongiques 

a soulevé les efforts de recherche clinique sur la tolérance. En effet, des macrolides tels 

que le mycophenolate mofetil, le sirolimus, et le tacrolimus permettent aux cliniciens de 

diversifier et de les traitements. En effet, avec une puissance accrue et des effets 

secondaires réduit, il devient plus facile de gérer la thérapie et la période postopératoire. 

Malgré tout, chaque dérivé fongique est accompagné d'une cinétique distincte et d'une 

série d'effets secondaires. En réponse à ces limitations, les chercheurs s'affairent à 

trouver des modifications qui rendraient ces agents plus efficaces, sans toutefois diminuer 

leur caractère immunosuppresseur. SDZ-RAD, un produit analogue au sirolimus 

(rapamycine ou RAPA), est le résultat de telles modifications (Schuler et al., 1997). 

1.4.3.2 Structure et mécanisme d'action 

Sirolimus est un antibiotique produit par Streptomyces hygroscopicus, un champignon 

endémique de l'île de Pâques. Découvert en 1975, le sirolimus a été mis sur le marché 

des immunosuppresseurs par Wyeth-Ayerst, sous le nom de Rapamune, un lactone 

macrocyclique de 31 branches (Fig. 1.6). Le sirolimus possède, comme certains autres 

macrolides, un étalage tricarbonylique composé d'un amide, une cétone, un hémicétal, et 

d'un site rétroaldolique, mais il se différencie des autres agents par son segment triénique 

(Sehgal et al., 1975; Kelly, 1997; Senel et Kahan; dans es Ginns et al., 1999). 
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SDZ RAD 

FIGURE 1.6: Structure chimique de SDZ RAD. (pris de Schuler, W, Sedrani R, 
Cottens S, Haberlin B, Schulz M, Schuurman, HJ, Zenke G, Zerwes HG, Schreier MH. 

SDZ RAD, A New Rapamycine Derivative: ln Vivo and ln Vitro. Transplantation 24; 

1997: p32). 
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La cible du sirolimus, FKBP 25, est similaire à celle de la CsA et du tacrolimus, et on 

aurait tendance à croire que ces agents empruntent la même voie d'action. Pourtant, 

sirolimus inhibe les signaux provenant des cytosines IL-2 et IL-6 non pas par liaison à la 

calcineurine, mais par liaison à FK-Rapamycin Associated Protein (FRAP). Cette 

enzyme est essentielle à la synthèse de la S6 Kinase (p79sck) qui active ensuite les 

ribosomes S6 (Kuo et aL, 1992; Kunz et al., 1993; Kelly, 1997). Sirolimus bloque aussi 

la phosphorylation de facteurs en aval à FRAP tels que p34cdc2 kinase, p27kip, et 

eukaryotic initiation factor-(eIF-4E )-binding protein. Ces protéines sont essentielles aux 

différentes étapes de la synthèse de protéines et de facteurs de maturation. Les 

inhibitions par le sirolimus se résument par une interférence générale avec la progression 

des lymphocytes T des phases G1 à S d'où son caractère immunosuppresseur (Morris, 

1992; Sehgal, 1995). D'autres travaux démontrent que l'immunosuppression du 

sirolimus ne lui vient pas de son inhibition des cytokines, mais plutôt de la suppression de 

production d'immunoglobulines, c'est-à-dire l'inhibition de la réponse humorale (Luo et 

al., 1992). 

C'est précisément cette différence de mode d'action entre le sirolimus et les autres 

macrolides qui permet leur association en thérapie. En effet, l'administration simultanée 

du sirolimus et de la CsA agit de façon synergique en augmentant la puissance 

antiproliférative de la thérapie de 10 à 1000 fois par rapport à la monothérapie 

(Streptowski et al., 1996; Senel et Kahan; dans es Ginns et al., 1999). Le sirolimus 

associé avec le mycophénolate mofétil est aussi efficace pour prévenir le rejet de coeur, de 

rein, et de pancréas. Cette synergie entre les deux agents est bien documentée dans les 

modèles animaux (Vu et al., 1998). 
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Les thérapies prophylactiques CsA-RAPA sont actuellement à l'étude en phase 

clinique I et II. Les effets secondaires majeurs du sirolimus semblent être 

l'hypertriglicéridémie et la thrombocytopénie. Ce profil d'effets est très favorable quand 

il est comparé à celui de la CsA ou des glucocorticostéroïdes. Par conséquent, les 

patients sous traitement de glucocorticostéroïdes peuvent être traités avec le sirolimus en 

toute sécurité (Senel et Kahan; dans es Ginns et al., 1999). Le sirolimus n'est pas aussi 

néphrotoxique que la CsA dans les modèles de rat, mais il contribue quand même à une 

hypomagnésémie rénale et à des lésions tubulaires (Andoh et al., 1996; DiJoseph et al., 

1992). 

1.4.3.3 Sirolimus vs. SDZ RAD 

En vertu de ses propriétés immunosuppressives, Rapamune, forme commerciale du 

sirolimus, est sujet à des variations pharmacocinétiques inter-individuelles. Ceci rend 

très difficile la formulation d'un composé adéquat aux thérapies: une formulation dont 

l'absorption est prévisible, uniforme, et constante. En effet, en plus d'être susceptibles 

aux dégradations métaboliques, la Rapamune oral a souvent une cinétique d'absorption 

imprévisible. Jusqu'à présent, dans la majorité des recherches précliniques, le sirolimus 

est administré par voie parentérale (Schuler et al., 1997). Comme cela a été démontré 

avec Néoral, la nouvelle émulsion de la CsA, la conception d'un composé peut avoir des 

répercutions importantes sur l'issue clinique d'une transplantation. 

Un produit analogue au sirolimus, le 40-0-(2-hydroxyéthyl)-rapamycine ou SDZ-

RAD (Fig. 1.6) vient d'entrer en phase préclinique et clinique I. Le SDZ-RAD est une 

molécule dérivée du sirolimus, c'est-à-dire alkylée avec un groupe 2-hydroxyéthylique. 
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Bien que l'introduction de ce groupe réduise l'activité in vitro comparé à celle du 

sirolimus, le SDZ-RAD garde quand même les propriétés immunosuppressives du 

sirolimus: il bloque l'activation de la p70S6 Kinase. D'après les études de Schuler, le 

SDZ-RAD oral est aussi puissant que le sirolimus malgré leur différence d'activité in 

vitro, ceci parce que la réduction d'activité est compensée par une augmentation 

d'absorption et un profil cinétique plus favorable. Le groupe 2-hydroxyéthylique 

augmente la solubilité de la molécule dans les préparations orales. De plus, il est placée à 

une position qui, sur la molécule du sirolimus, est susceptible aux dégradations 

métaboliques de l'intestin et à l'hydrolyse, c'est-à-dire le clivage de liens chimiques par 

les molécules d'eau (H20) présentes dans le système digestif ou dans les formules orales. 

La présence du groupe 2-hydroxyéthylique protège la molécule de diverses dégradations 

augmentant ainsi la biodisponibilité de l'agent tout en maintenant l'immunosuppression: 

là sont les avantages du SDZ-RAD sur le sirolimus (Schuler et al., 1997). 

Les qualités antiprolifératives du SDZ-RAD s'étendent au-delà de la prophylaxie du 

rejet aigu. Il est bien connu que le rejet chronique n'est pas seulement un mécanisme 

d'ordre immunologique et que la prolifération de muscles lisses vasculaires en est une des 

causes principales (voir Rejet Chronique). Le SDZ-RAD inhibe le remodelage vasculaire 

induit par l'ischémie ce qui pourrait ralentir le développement du rejet chronique. Bien 

que le phénomène soit documenté, le mécanisme moléculaire n'est pas encore compris 

(Schuurman et al., 1999; Cole et al., 1998). 

Comme le sirolimus, SDZ RAD se montre synergique avec la CsA in vitro et in vivo 

(Hausen, 1999). Administré à des doses de 5.0 mg/kg/j, le SDZ RAD prolonge la survie 

du cœur ou des reins transplantés chez les rats. Quand associé avec 1.0 ou 2.0 mg/kg/j de 
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CsA, les doses de SDZ RAD peuvent être réduites à 0.5 ou 1.0 mg/kg/j. De plus, les 

"Index de Combinaison" (voir Synergie) suggéraient une synergie entre les deux agents 

(Schuurman et al., 1997). 

Le SDZ-RAD peut donc avoir un double effet antiprolifératif de facteurs 

immunologiques et non-immunologiques, ces derniers offrant une protection à long 

terme. Associé à la CsA, ces avantages peuvent être optimisés en faveur du receveur; en 

effet, une cinétique favorable permet de diminuer la posologie et de réduire le besoin de 

surveillance clinique postopératoire. Le développement du SDZ-RAD et son association 

avec la CsA est certainement un pas vers une thérapie plus souple et peut-être aussi vers 

le maintien indéfini de la vitalité du greffon. Son utilisation en association avec la CsA, 

est évaluée en phase clinique I en transplantation rénale (Kahan et al., 1999). 
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1.5.0 ADDTITION, SYNERGISME OU ANTAGONISME: MODÈLES 

D'INTERACTION DES IMMUNOSUPPRESSEURS 

Comme nous l'avons mentionné, une thérapie idéale est celle dont la puissance est 

maximale, mais qui n'engendre pas de toxicité chez le receveur. Les thérapies d'association, 

dont deux ou trois agents agissent en synergie, sont présentement considérées comme étant 

plus efficaces. En effet ces thérapies permettent souvent d'observer des effets plus puissants 

que ceux obtenus avec un seul agent. La synergie se distingue de deux autres modes 

d'interaction entre médicaments : l'antagonisme et l'addition (sommation). Si un médicament 

n'a aucun effet seul mais parvient à augmenter celui d'un autre, il y a potentialisation. Avec 

ce projet, nous tentons de définir les avantages d'associer Néoral et SDZ RAD, deux 

immunosuppresseurs au mode d'action mutuellement non-exclusif. Puisque nous espérons 

préciser la nature de l'interaction entre ces deux médicaments, il est donc primordial que nous 

définissions chacune de ces interactions. 

L'ambiguïté associée à la définition des interactions est reflétée dans le nombre de 

méthodes de calcul disponibles. Une méthode idéale tient compte de tous les paramètres 

cinétiques propres à chaque agent. En effet, un agent est distingué principalement par sa 

puissance, sa courbe dose-réponse, et son affinité (Km  et Ki) et efficacité (\In.) unique. Une 

multitude d'autres aspects peuvent s'ajouter à la caractérisation d'un agent, entre autres, la 

concentration, les constantes, et les facteurs physiologiques (pH, température, absorption, 

métabolisme, perméabilité, etc. ...). 
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Ces facteurs constituent un système complexe justifiant la prudence par rapport au choix de la 

méthode de quantification de la synergie (Chou et Rideout, 1991). 

La synergie, l'addition, et l'antagonisme représentent l'association des effets que deux 

agents auraient séparément. Puisque chaque terme est relié l'un à l'autre, déterminer la 

synergie et l'antagonisme requiert une définition claire de l'addition. L'addition est souvent 

expliquée comme un phénomène arithmétique où deux agents d'une certaine puissance voient 

celle-ci s'additionner quand ils sont associé l'un à l'autre. Il s'ensuit que la synergie 

démontre une puissance excédant l'addition et l'antagonisme, un effet plus faible que l'agent 

seul. Mais définir ces interactions comme étant 0.5 + 0.5 <, =, et > 1 est non seulement 

simpliste, mais erroné car cela signifie qu'un agoniste d'une puissance de 70% associé avec 

un de 40% donnerait un effet additif de 110% dépassant ainsi les capacités d'un système. Il 

va quand même de soit que la synergie est plus que l'effet additif prévu et l'antagonisme en 

est le contraire. Il faut donc trouver une méthode qui défini et quantifie clairement l'addition. 

La méthode du produit fractionnel de Webb (Webb, 1963; dans es Chou et Rideout, 1991) 

tente de résoudre ce problème en proposant que l'effet combiné de deux inhibiteurs peut être 

calculé en soustrayant la fraction inhibitrice de chaque agent à lui même. Le résultat est que 

deux inhibiLeurs à 50% lorsqu'ils sont associés, auront une puissance additive de 75%. C'est 

une méthode simple mais qui, d'après Chou et Talalay (Chou et Talalay, 1977; 1981; 1984), 

ne prend pas compte de la forme, sigmoïde ou hyperbolique, de la courbe dose-réponse des 

agents et, par conséquent, fausse la quantification de la synergie ou de l'antagonisme. De 

plus elle n'est adéquate que dans des systèmes de premier ordre et pour des agents 

mutuellement non-exclusifs (ex: agents au mode d'action différent ou indépendants). 
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La méthode d'isobologramme classique (Chou et Rideout, 1991) est l'une des plus utilisée. 

Cette formule souligne l'équipotence de plusieurs doses pour un certain effet : ED50, la dose 

requise pour inhiber séparément 50% d'un système par deux agents. Les ED50  pour chaque 

agent, 1 et 2, sont placés sur un axe xly pour donner trois courbes de comparaison d'effets D1 

et D2 (Fig.1.7). Celle du milieu est interprétée comme étant l'addition, celle du haut, 

l'antagonisme, et celle du bas, la synergie. Les équations qui décrivent ces courbes sont la 

somme de deux termes: 

(D),+ (D), 
— 1 ou IC 

(Dx)i (Dx), 

ici, Dxi  et Dx2  sont les doses des agents 1 et 2 requises pour inhiber x% du système, tandis 

que (D)i et (D)2  sont les doses qui, combinées, inhibent aussi x% du système. Chou et 

Talalay (Chou et Talalay, 1981; 1984) interprètent la somme, la portion de droite de 

l'équation, comme l'index de combinaison (IC) qui désigne, si IC=1, IC<1, et IC>1, une 

interaction additive, synergique, et antagoniste respectivement. Mais encore une fois, cette 

formule ne s'applique qu'à des agents mutuellement exclusifs (même mécanisme d'action), 

de plusieurs ordres. Il n'y a pas dans la formule une fonction qui relierait l'effet basé sur deux 

modes d'action distincts. 

Avec l'isobologramme conservateur, Chou et P. Talalay (Chou et Talalay, 1981; 1984) 

ajoute à l'équation un troisième terme: le produit des deux premiers, 

(D)i (D), (D)1 (D)2  
+ 	+ 	 = IC 

(D)1 (D)2  (Dx),(Dx), 
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L'IC reste invariablement basé sur l'effet des deux agents et prend aussi compte des bases 

distinctes donnant l'effet en question quand il y a association de deux agents mutuellement 

non-exclusifs et peut s'appliquer à des systèmes d'ordre plus élevé. Cette équation, de l'effet 

multiple des médicaments, s'applique aux cas d'agents immunosuppresseurs ayant des modes 

d'action distincts mais un effet commun, notamment la survie d'un allogreffe. 

Dans ces travaux précédents, Chou (Chou, 1975) avait relié la dose et l'effet d'un agent 

par l'équation suivante: 

falfu = (D/Dni)m  

Ici, fa et fu représentent la fraction affectée et celle non affectée (unaffected), D, la dose 

choisie, Dm est la dose de l'effet médian (ED50  ou IC50), c'est-à-dire la puissance, et m, le 

coefficient de la forme de la courbe. Par définition, fa+ftt est égal à 1. Donc, quand m et Dm  

sont déterminés, la relation dose-réponse d'un agent peut être décrite. Et pour une dose D, il 

devient possible de calculer l'effet (fa) et vice-versa. Les graphiques d'effet médian sont les 

formes logarithmiques de l'équation en question: 

log (fall-fa)= m log (D) — m log (Dm) 

La forme logarithmique donne un graphique en ligne droite dont la pente est m et l'intercepte 

y, m log (Dm). Le principe de l'effet médian est une description générale du comportement 

de plusieurs systèmes biologiques selon la loi d'action de masse. En effet, durant 

l'élucidation de ce principe, Chou (Chou, 1977) a pu démontrer que de l'effet médian peut 

être dérivé les quatre axiomes biochimiques descriptifs du comportement d'un système (Fig. 

1.8): la relation cinétique enzymatique par l'équation de Michaelis-Menten (Michealis et 

Menten, 1913; dans Chou et Talalay, 1991) et celle de Hill (Hill, 1913; dans Chou et Talalay, 
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Avec l'effet médian, Chou et Talalay proposent une équation fondée sur des principes 

physiques et pharmacologiques. C'est ainsi que l'effet médian se démarque des autres 

méthodes de quantification de la courbe dose-réponse. En effet, les méthodes classiques 

d'analyses dose-réponse sont souvent une approche statistique ou empirique et basé sur des 

paramètres portant sur la linéarité d'une courbe (intercepte et la pente). 	Ces analyses 

s'éloignent de l'aspect biologique et souvent simple d'un système. Une des lacunes sérieuses 

de ces méthodes est de vouloir harmoniser des courbes statistiques avec les données 

expérimentales, mais sans guide théorique fondamental, les paramètres de probabilité, de 

signification et de variabilité, ainsi que les écarts-types, ne peuvent décrire que faiblement la 

relation dose-réponse (Chou et Rideout, 1991). 

Avec la loi d'action de masse comme base, ceci permet d'élargir les champs d'application 

de l'effet médian en décrivant non seulement la relation dose-réponse des médicaments sur 

des systèmes de premier ordre, mais celle de médicaments combinés sur des systèmes 

d'ordres plus élevés, d'où l'équation de l'effet multiple des médicaments (Chou et Talalay, 

1977, 1981. 1984) proposé pour la quantification des interactions de médicaments au mode 

d'action mutuellement non exclusif. 

Pour déterminer la synergie, l'antagonisme, ou l'addition, Chou et Talalay (1984) 

proposent trois étapes: (1) générer un graphique de l'équation d'effet médian pour déterminer 

D et Dm  pour chaque agent seul et leur association, (2) calculer la dose correspondante à un 

certain pourcentage d'effets à l'aide d'une des équations d'effet médian, et finalement, (3) 

calculer l'index de combinaison (IC) avec Dx, 2 disséqués en D, et D2 par rapport à leur ratio. 

Des valeurs IC plus petites, égales, ou plus grandes que 1 représentent la synergie, l'addition, 

ou l'antagonisme, respectivement (Chou et Rideout, 1991). 
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Un graphique représentant ces index de combinaisons comme fonction d'un ou plusieurs 

effets particuliers s'appelle un graphique Fa-CI (Fig. 1.9) (Chou et Talalay, 1984). Dans des 

travaux subséquents, Chou (Chou et Chou, 1989) développe un logiciel pour générer les Fa-

CI et les isobologrammes. Pour cette étude, nous employons la version récente: Calcusyn de 

Biosoft (Ferguson, MO, USA). 

En général, le principe de l'effet médian, au lieu d'adapter une courbe à un ensemble de 

données, permet d'adapter ces données à une théorie : la loi d'action de masse. Cette 

méthode d'évaluation a amplement fait ces preuves et peut être retrouvée dans des centaines 

de publications médicales, plus particulièrement celles traitant la chimiothérapie et 

l'immunosuppression. Dans nos études, nous utilisons l'effet médian pour évaluer 

l'association d'immunosuppresseurs mutuellement non-exclusifs. Puisque les m de Dm  pour 

chaque agent seul sont disponibles, nous pouvons calculer les niveaux d'index de 

combinaison de chaque association ( Fig. 1.10 et Table I). 
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Écart de CI 	Symbole 	Description 

< 0.1 	 +++++ 	Synergisme Très Fort 

0.1-0.3 	++++ 	Synergisme Fort 

0.3-0.7 	+++ 	Synergisme 

0.7-0.85 	++ 	Synergisme Modéré 

0.85-0.90 	+ 	Synergisme Faible 

0.9-1.10 	-1- 	Additivité 

1.10-1.2 	 Antagonisme Faible 

1.20-1.45 	 Antagonisme Modéré 

1.45-3.3 	 Antagonisme 

3.3-10 	 Antagonisme Fort 

> 10 	 Antagonisme Très Fort 

TABLE I : Interprétation de la valeur de l'index de combinaison et des différents niveaux de 

synergie et d'antagonisme. Des valeurs plus petites que 1 indiquent la synergie, plus grandes 

que 1, l'antagonisme. Il y a addition quand Cl est égale à 1(Adapté de Chou T-C, Rideout DC. 

Synergism, Antagonism, and potentiation in chemotherapy: An Overview. Dans es 

Synergism and Antagonism in Chemotherapy. Academic Press. NY. 1991: p226). 



1.6.0 LA TRANSPLANTATION DE L'INTESTIN GRÊLE 

La transplantation d'organes est améliorée par les nouveaux traitements 

immunosuppresseurs. En effet, il est maintenant possible de transplanter presque tous les 

organes et assurer au receveur au moins un an de santé. 	Ce succès n'est 

malheureusement pas observé dans la transplantation de l'intestin grêle. Bien que 

l'opéraLion soit réussie, les receveurs meurent dans les mois qui suivent; il semble 

qu'aucune immunosuppression ne puisse surmonter le puissant stimulus antigénique 

provenant des mésentères (Khan et Tzakis; dans es Ginns et al., 1999). Pourtant, 

transplanter l'intestin grêle devient le traitement ultime pour les patients souffrant de 

déficience intestinale chronique, de la maladie de Crohn, de tumeurs intestinales et de 

thromboses. Bien que la nutrition parentérale totale (TPN) représente, avec un taux de 

morbidité bas, une alternative à la transplantation, elle coûte entre 145 000 et 290 000 

CDN$ par ans et impose des conditions de vie intenables, entraînant des complications 

sévères. La transplantation intestinale est nécessaire aussi chez les enfants souffrant 

d'anomalies congénitales tels que le volvulus gastroschisis, l'atrésie intestinale, et la 

nécrose entérocolitique. (Frezza et al., 1996; Jan et al., 1999; Khan et Tzakis; dans es 

Ginns et al., 1999). 

Ce n'est qu'en 1989 qu'a lieu la première réussite dans ce domaine par Grant: succès 
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largement dû aux progrès faits en immunosuppression, notamment avec la CsA (Grant et 
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al., 1990). Un an plus tard, avec le tacrolimus comme thérapie de base, de nouveaux 

essais cliniques sont entrepris à Pittsburgh sur 94 patients entre 1990 et 1997. Et quoique 

le succès de ces essais soit mitigé (48%), la transplantation intestinale devient une 

procédure réalisable mais pas au même titre que celle des autres organes (Abu-Elmagd et 

al., 1998). 

Poursuivre les essais de nouvelles thérapies immunosuppressives spécifiques à la 

transplantation intestinale demeure un intérêt. Dans le cadre de cette recherche, il faut 

prendre en considération que les aspects chirurgicaux et immunologiques sont vastes et 

requièrent une compréhension intégrale de l'anatomie de l'intestin et des études 

antérieures faites avec chaque agent dans chaque modèle. 

Aujourd'hui, nous devons la plupart des progrès faits en transplantation intestinale aux 

résultats d'opérations pratiquées sur des animaux. Depuis la première transplantation 

canine par Lillehei en 1959, les modèles canins, porcins, et rongeurs n'ont cessé de 

fournir aux cliniciens la possibilité d'étudier d'importants concepts: les nouveaux 

immunosuppresseurs, des techniques chirurgicales, les maladies GVH et HVG, la 

physiologie de la transplantation, et l'immunomodulation (Gruessner et al., 1998; Khan 

et Tzakis; dans es Ginns et al., 1999). 	Toutes les études d'association 

d'immunosuppresseurs ou d'agents particuliers se font dans le modèle animal avant 

d'être réalisé en clinique. C'est lors de cette étape que la thérapie idéale pour la 

transplantation intestinale sera développée. C'est pourquoi, comprendre les résultats 

obtenus avec le modèle animal est essentiel au développement de stratégies cliniques 

adéquates. 
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1.6.2 Chirurgie de la transplantation intestinale 

L'aspect chirurgical présente aussi des défis importants à la réussite des 

transplantations de l'intestins. En effet, l'intestin est un organe de grande taille dont 

l'anatomie comprend plusieurs segments ayant des différences de fonction et de 

constitution immunologique. La transplantation de l'intestin chez l'humain a débuté il y 

a à peine dix ans. Par conséquent, son aspect chirurgical demeure encore expérimental et 

très diversifié. 	En clinique, il y a trois types de transplantation intestinale: la 

transplantation de l'intestin isolé, la transplantation simultanée de l'intestin et du foie et 

la transplantation multiviscérale. La première option thérapeutique est la transplantation 

isolée, mais dans des rares cas où il y a cirrhose hépatique évolutive ou certaines tumeurs 

associées, le foie ou d'autres organes peuvent accompagner l'intestin (Goulet et al., 

1996). 

Certains aspects des méthodes de prélèvement et de transplantation de l'intestin sont 

bien détaillés (avec quelques variations dépendant du cas) à la fois dans le milieu clinique 

(Khan et Tzakis; dans es Ginns et al., 1999) et pré-clinique (Chen et al., 1998; Chen, Xu, 

et al., 1998; 1991). L'abord de l'abdomen du donneur et du receveur se fait par une 

incision xypho-pubienne. L'intestin grêle est sectionné en aval du ligament de Treitz et 

de la valve iléo-cœcale (Le colon ne fait pas partie du greffon: bien que son inclusion ait 

été suggérée pour limiter les épisodes sévères de diarrhée, le colon d'un donneur ne fait 

qu'aggraver les crises de rejet et l'endotoxémie (Gruessner et Sharp, 1997)). L'artère et 

la veine mésentérique supérieure sont disséqués. La transplantation elle-même se fait par 

anastomose des extrémités intestinales du greffon à celles du receveur. Le greffon est 

revascularisé par anastomose des vaisseaux mésentériques, de l'artère à l'aorte, et de la 

veine porte à soit la veine porte ou directement à la veine cave dorsale du receveur. 



FIGURE 1.11: Modèles de transplantation de l'intestin grêle de rat. Haut: modèle 
hétérotopique avec extériorisation d'une extrémité. Bas: modèle orthotopique; continuité 
fonctionnelle avec l'intestin du receveur. (Pris de Zhong R, Grant D, Sutherland F, Wang PZ, 
Chen H, Lo S, Stiller C, et Duff J. Refined Technique for Intestinal Transplantation in the 
Rat. Microsurgery 12:1991: p268). 
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Ces variations de résection veineuse permettent un drainage mésentérique soit par voie 

portale allant au foie, soit par voie systémique entrant directement dans la circulation 

sanguine. Selon des études faites sur le cochon (Kaneko et al., 1991) et chez l'humain 

(Gruessner et Sharp, 1997), une méthode ne semble pas être plus avantageuse que l'autre. 

Il y a aussi plusieurs variations dans l'utilisation des techniques de transplantation 

intestinale utilisées, notamment chez les animaux. Celles-ci donnent de la flexibilité aux 

protocoles chirurgicaux, permettant aux cliniciens d'isoler certains paramètres propres à 

l'étude. Il existe généralement deux types de transplantation (Fig. 1.11): orthotopique, la 

continuité du greffon avec l'intestin du receveur et hétérotopique, aucune continuité; 

c'est-à-dire que le greffon est placé de manière à ne pas remplir sa fonction 

physiologique ou dans une position anatomique qui n'est pas la sienne. Dans les modèles 

animaux, le greffon peut aussi être segmenté, ou associé avec un autre organe et ensuite 

attaché aux vaisseaux jugulaires ou aortiques (Gruessner, 1998). Une transplantation 

hétérotopique servirait à isoler des aspects de la transplantation intestinale tel que la 

synergie, la survie du greffon, et le coté histologique du rejet. La méthode orthotopique, 

étant plus démonstrative de la physiologie, permettrait d'étudier La transplantation 

intestinale globalement, en incluant tous les paramètres: la survie, l'absorption, la 

synergie, le rejet, le métabolisme, et les concentrations sanguines d'un agent administré. 

Étant donné que la méthode orthotopique génère des crises de rejet plus fréquentes et 

intenses, certains groupes proposent une méthode où l'intestin est transplanté en deux 

étapes: héterotopiquement, où les extrémités intestinales transplantées sont extériorisées 

jusqu'à la fin des crises de rejet, suivi du remplacement de l'intestin du receveur où les 

extrémités du greffon sont anastomosées à celles du receveur (Nakai et al., 1999). 
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1.6.3 Le Rejet 

L'abondance des plaques de Payers et des nodules lymphatiques autour des intestins 

font du rejet la cause principale des complications postopératoires. En effet, l'intestin 

grêle est un organe complexe qui requiert que ces nodules soient greffés au receveur, 

c'est-à-dire inclus dans le greffon. C'est ainsi que sont présentés les HLA-CMH de 

classes II natifs, responsables de l'abondance des stimuli antigéniques. Encore une fois, 

le rejet est causé par l'activation des CTL, des CD4+, et des CD8+. Dans les sept jours 

qui suivent l'opération, ces cellules migrent en grand nombre dans le greffon et procèdent 

à une destruction des cellules intestinales. Cette forme de rejet se nomme hôte-vs-greffe 

(HVG: Host-vs-Graft Disease). Cette réaction immunitaire est à double sens: en effet, les 

CTL, NK, et macrophages provenant des lymphatiques mésentériques du greffon 

réagissent aussi et infiltrent le corps du receveur pour engendrer la réaction greffe-vs-hôte 

(GVH). Ces réactions immunitaires se caractérisent par des inflammations cutanées, des 

diarrhées sévères, et la perte de poids et de cheveux (Nakai et al., 1999). En général, les 

manifestations cliniques du rejet vont de la fièvre à la distension abdominale et au 

changement de taux d'excrétion fécale pour le rejet modéré. Durant une crise aiguë, il y 

a perte de mucosité, perte complète de motilité et des hémorragies intra-cavitaires. Dans 

certain cas, il peut y avoir un transfert de bactéries intestinales dans l'abdomen, de 

l'acidose métabolique, un choc septique, et même des insuffisances respiratoires. Dans 

les cas extrêmes, des ulcères peuvent se former et provoquer des hémorragies internes 

(Tzakis et Gruessner, 1998; Jan et al., 1999). La mise en évidence de ces manifestations 

repose sur leur diagnostique histologique par biopsie. De ce point de vue, le rejet est 

identifié par l'apparition de destruction glandulaire, de nécrose cryptique, de lésions 

épithéliales, et d'atrophie villositaire totale (Goulet et al., 1996). 
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1.6.4 L'immunosuppression actuelle et ses limites 

Dans la plupart des centres de transplantation, la CsA reste la thérapie 

immunosuppressive de base pour la transplantation intestinale. 	Récemment, le 

tacrolimus (FK506) c'est révélé plus efficace pour les transplantations simultanées 

d'intestin et de foie (Khan et Tzakis; dans es Ginns et al., 1999). La thérapie est souvent 

administrée par voie intraveineuse quoiqu'un greffon fonctionnel soit en mesure 

d'absorber un traitement oral (Kahan et Ghobrial, 1994). Il arrive aussi que le 

méthylprednisolone, 1'OKT-3, la cyclosphosphamide et le mycophénolate mofétil soient 

administrés mais sans succès. Certaines équipes ont même recours à des infusions de la 

moelle osseuse du donneur au receveur pour induire un état chimérique: si les cellules 

hématopoïétiques infusées parviennent à détruire les lymphocytes T réactifs contre le 

donneur, alors un état de tolérance peut être induit (Khan et Tzakis; dans es Ginns et al., 

1999). 

Les protocoles de transplantation intestinale ne sont pas encore définis, et avec des 

taux de rejet de 80%, il est clair qu'il n'existe encore aucun régime offrant une protection 

adéquate. Les recherches courantes visent à trouver des agents qui pourraient minimiser 

la fréquence et sévérité des crises de rejet, tout en limitant les infections et le maladies 

prolifératives (Grant; dans es Ginns et al., 1999). Évidemment, minimiser la toxicité des 

agents reste toujours un défi. C'est pourquoi les cliniciens s'attardent sur des tests de 

nouvelles associations. 
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1.6.5.1 Tacrolimus 

On assiste actuellement à l'émergence du tacrolimus (FK506) comme thérapie de base 

donnant des résultats similaires à ceux de la thérapie avec la CsA pour tous les autres 

organes. En ce qui concerne la transplantation de l'intestin, les études précliniques chez 

le cochon semblent montrer que la thérapie intraveineuse à base du tacrolimus est plus 

efficace que celle à base de la CsA (Gruessner, 1998). Le tacrolimus commence donc à 

être considéré comme l'immunosuppresseur de choix dans ce type de transplantation et 

ce, même en clinique: en effet, le Registre International de Transplantation Intestinale 

montre que pour ce qui est de la transplantation d'intestin isolé, le tacrolimus donne de 

meilleurs résultats de survie (Khan et Tzakis; dans es Ginns et al., 1999). Il y a donc une 

tendance de vouloir remplacer la CsA par le tacrolimus pour la transplantation intestinale. 

Mais, malgré ses propriétés intéressantes, le tacrolimus est aussi néphrotoxique que la 

CsA, et sa neurotoxicité et ses effets hyperglycémiques, plus fréquents (Rayhill et 

Sollinger; Dans es Ginns et al., 1999). De plus, dans les transplantations intestinales, 

puisque la survie du greffon dépend de ses propres fonctions, les questions d'absorption 

deviennent primordiales. Une étude clinique faite après une transplantation intestinale 

démontre que l'absorption et la biodisponibilité du tacrolimus, 2%, sont aussi 

problématiques, sinon pires, que celles de la CsA, 6%). Par ailleurs, le tacrolimus est 

sujet au métabolisme par la cytochrome P450 IIIA intestinale et à la liaison aux P-Gp 

(Kaplan et al., 1999). On tente actuellement, par certaines études de minimiser la toxicité 

du tacrolimus en l'associant avec un agent aussi puissant, comme le sirolimus. Mais, 

avec un modèle hétérotopique animal de transplantation intestinale, les moyennes de 

temps de survie n'indiquent que des interactions additives entre les deux médicaments 

(Chen, Qi et al., 1998). D'autres études en transplantation intestinale démontrent que 
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l'association du sirolimus et du tacrolimus ne s'avère guère efficace, en fait, une 

augmentation des GVH en résulte (Cohen et al., 1996). Jusqu'à présent, tacrolimus ne se 

montre effectif qu'en association avec des glucocorticostéroïdes (Trie-Thérapie) ou le 

mycophénolate mofétil (Alessiani et al., 1996). Aucunes interactions synergiques entre 

le tacrolimus et d'autres agents n'ont été rapportées dans les modèles de transplantation 

intestinale. Il est donc important de continuer à d'évaluer d'autres alternatives à celle du 

tacrolimus. 

1.6.5.2 Cyclosporine A et Néoral 

Bien qu'étant moins neurotoxique que le tacrolimus, la CsA reste néanmoins un des 

agents les plus néphrotoxiques. Les thérapies ayant pour base la formulation classique de 

la CsA, Sandimmune, restent toujours variables au point de vue de l'absorption et de la 

biodisponibilité, donc imprévisibles. 	L'absorption est un aspect capital de la 

transplantation, principalement dans les Transplantations intestinales. Un greffon 

intestinal subit des détériorations de ses fonctions tel que l'absorption de matières grasses 

et ses paramètres électrophysiologiques (Sigalet et al., 1992). Ceci pousse plusieurs 

chercheurs à administrer la thérapie par voie parentérale ou intraveineuse (Gruessner et 

al., 1998). La mise sur le marché de la nouvelle formulation de la CsA, Néoral, pourrait 

permettre une thérapie orale tout en surmontant les problèmes d'absorption de la CsA. Il 

est maintenant reconnu que grâce à sa dispersion sur la surface entière de l'intestin, 

Néoral permet des taux d'absorption et une pharmacocinétique plus constante et 

prévisible que Sandimmune (Voir section 1.6.5.2). Des études précliniques démontrent 

que ces améliorations sont maintenues même dans les modèles porcins de transplantation 

intestinale. En effet, les niveaux d'absorption de Sandimmune diminuaient tandis que 

ceux de Néoral restaient stables (Rossi et al., 1998). De tels résultats présupposent des 
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applications cliniques pour l'administration de Néoral en transplantation intestinale. En 

transplantation rénale chez l'humain, des études faites par le International Sandimmun 

Neoral Study Group démontrent que Néoral est mieux absorbé que Sandimmune, mais 

sans toutefois augmenter la toxicité de la CsA pour le greffon ou pour le receveur (Frei et 

al., 1998). Néoral étant déjà utilisé en clinique comme un agent idéal; il ne reste qu'à 

évaluer son efficacité en transplantation intestinale. 

Il est bien connu que chaque agent, aussi puissant qu'il soit, n'est pas aussi efficace 

seul. En effet, la révolution apportée en transplantation par la CsA était en association 

avec d'autres agents allant des glucocorticostéroïdes aux antiprolifératifs. Même en 

transplantation intestinale, la monothérapie de la CsA ne s'avère effective qu'à doses 

élevées (15-25mg/kg/j) (Saat et al., 1990). De plus, minimiser les effets toxiques d'un 

agent ne se fait qu'en diminuant sa posologie. Avec certaines associations, où les 

médicaments décuplent mutuellement leurs puissances, il devient alors possible de 

diminuer leur posologie tout en la augmentant la potentiel de la thérapie: d'ou la nécessité 

d'associer Néoral avec un autre agent immunosuppresseur. 

1.6.5.3 Sirolimus et SDZ RAD 

Un dérivé du macrolide fongique, sirolimus (rapamycine), fait son entrée dans l'arène 

des immunosuppresseurs. Les propriétés immunosuppressives du sirolimus sont déjà 

bien établies en clinique, dans la transplantation rénale et cardiaque. En effet, le 

sirolimus est reconnu comme étant un antiprolifératif 10 à 100 fois plus puissant que la 

CsA. Il se trouve aussi que les effets immunosuppresseurs du sirolimus et de son dérivé, 

le SDZ RAD, sont, dans certains modèles de transplantation, synergiques ou additifs à 

ceux de plusieurs agents, entre autres la CsA, le tacrolimus, et le mycophénolate mofétil. 



63 

Cette synergie est due à l'inhibition d'une voie de signalisation différente de celles des 

autres agents. Le SDZ-RAD est conçu pour améliorer l'absorption du sirolimus tout en 

maintenant sa capacité antiproliférative (voir SDZ RAD pour un revue complète de 

sirolimus et SDZ RAD). 

Dans la transplantation intestinale, les recherches sur les effets du sirolimus demeurent 

en phase préclinique dans les modèles rongeurs et porcins. Chez le rat, le sirolimus 

prolonge la survie des allogreffes intestinales de façon significative, et ce, même à des 

doses de 0.08 mg/kg/j à 0.8 mg/kg/j (Stepkowski et al., 1991; Marquet et al., 1993). La 

synergie entre le sirolimus et la CsA est bien documentéee. Les rares études faites en 

transplantation intestinale démontrent une augmentation significative du temps de survie 

des receveurs quand le sirolimus et la CsA sont associés (Chen et al., 1996). Les études 

faites en transplantation intestinale, impliquant le sirolimus et la CsA, visent souvent à 

évaluer des paramètres autres que la synergie des deux agents; ceci atteste de la confiance 

acquise par rapport à l'efficacité des effets sirolimus\CsA (Wang et al., 1996; Cohen et 

al., 1996). Quand au SDZ RAD, aucune étude n'a encore été publiée sur ses effets en 

transplantation intestinale. Mais ses interactions synergiques avec la CsA sont aussi bien 

documentées, au même titre que le sirolimus, c'est-à-dire dans tous les modèles sauf celui 

de la transplantation intestinale. En fait, des essais cliniques de phase I sont déjà entamés 

afin de tester la cinétique de SDZ RAD (de 0.75 à 7.5 mg/j) ajouté à un régime 

Néoral/prednisone en transplantation rénale (Kahan et al., 1999). 

La formulation Néoral et le SDZ-RAD sont deux agents à cinétique d'absorption 

améliorée, ce qui permet une réduction de leurs doses; ils agissent de façon synergique 

sur la survie d'un allogreffe et sont très bien tolérés en clinique. 	Les deux 
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immunosuppresseurs dont ils sont dérivés ont déjà fait leur preuve en transplantation 

d'organe, mais en transplantation d'intestin, des lacunes sur l'efficacité des thérapies 

persistent. Ces aspects, notamment la cinétique d'absorption, rendent Néoral et le SDZ-

RAD particulièrement intéressants comme thérapie immunosuppressive en 

transplantation intestinale. En effet, l'association de ces deux agents pourrait offrir une 

alternative à la trie-thérapie courante en transplantation intestinale, notamment du fait que 

cette dernière impose toujours des effets secondaires. L'efficacité de sirolimus/CsA, 

quoique établie, demeure incertaine, par manque de résultats en transplantation 

intestinale. En effet, à cause des difficultés techniques et immunologiques associées avec 

les modèles de transplantation intestinale, rares sont les groupes qui s'attardent sur 

l'aspect expérimental sur ce modèle. L'association de SDZ-RAD/Néoral émerge en 

clinique comme une thérapie plus efficace que l'immunosupression classique en 

transplantation rénale, cardiaque, et pulmonaire, mais cette association reste encore à être 

évalué dans un modèle de transplantation intestinale. 



1.7.0 BUT DU PROJET 

Il y a donc, en transplantation de l'intestin grêle, un besoin de nouvelles stratégies 

immunosuppressives. Nous avons pris pour but d'évaluer les formulations améliorées de la 

CsA et du sirolimus et de vérifier les effets de leur association sur la survie du receveur dans 

un modèle de transplantation intestinale. Nous désirions de plus nous assurer de la nature et 

de l'efficacité de cette association dans un modèle de transplantation parmi les plus difficiles. 

Nous voulions aussi renforcer le modèle préclinique de transplantation intestinale en espérant 

que nos résultats diversifieraient des donnés disponibles nécessaires à l'utilisation d'un 

régime prophylactique en phase clinique. Notre hypothèse est que les effets synergiques de la 

CsA et du sirolimus, démontrés en transplantation de cœur, de rein, et de foie, seront 

reproduits dans un modèle orthotopique de transplantation d'intestin grêle avec cette fois-ci, 

en guise di traitement, l'association d'un analogue du sirolimus, le SDZ RAD, et d'une 

formulation de la CsA, le Néoral, administré à un ratio de 1:2. 

1.7.1 Protocole 

Huit groupes (n=6) recevaient une transplantation de l'intestin grêle selon trois 

combinaisons pour évaluer le rejet unidirectionnel (HVG), (LBN-F1LEW), le rejet GVH 

unidirectionnel (LEW—>LBN-F1), et la présence des deux réactions immunitaires 

(BN—>LEW). En guise de contrôle, le groupe 1, les allogreffes, ne recevait aucun traitement. 

Les groupes 2 et 3 recevaient la monothérapie de SDZ RAD par voie orale à 1.0 et 2.5 

mg/kg/j respectivement. Les groupes 4 et 5 recevaient Néoral par voie orale à 2.0 et 5.0 

mg/kg/j respectivement. Le groupe 6 recevait la thérapie mixte, 1.0 mg/kg/j de SDZ RAD et 

2.0 mg/kg/j de Néoral. Le groupe 7 recevait le SDZ RAD à 2.5 mg/kg/j et le Néoral à 5.0 
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mg/kg/j. Le traitement durait toute l'étude. Le groupe 8, récipient d'isogreffes (Lew--->Lew), 

constituait le deuxième contrôle. 

1.7.2 Modèle animal 

Nous avons choisi d'évaluer notre hypothèse dans un modèle de transplantation intestinale 

de rat. Les rongeurs sont utiles par leur expression des mêmes événements immunitaires 

observés chez d'autres animaux et aussi chez l'homme Ils constituent des modèles bien 

étudiés, relativement peu coûteux, donc idéaux aux évaluations préliminaires de nouvelles 

associations thérapeutiques (Saat et al., 1990). La disponibilité de types consanguins nous 

permet d'isoler des paramètres immunologiques spécifiques: les maladies hôtes-versus-greffe 

(HGV) et greffe-vs-hôte (GVH) (Chen, et Corman, 1998). Nous avons choisi d'utiliser les 

rats Lewis (LEW) et Brown Norway (BN) et leur progéniture, L-BN-F1 de Harlan Sprague-

Dawley (Indianapolis, IN). Les allogreffes parentaux transplantés aux progénitures (LEW ou 

BN—LBN-F1) produisent les GVH unilatéralement, tandis que transplanter les allogreffes 

des progénitures aux parents (LBN-F1LEW ou BN) produit le rejet de greffe, HVG. Les 

deux réactions immunitaires sont présentés dans la transplantation entres parents des deux 

types (BN-LEW). Pour isoler les paramètres non-immunologiques, tel que les traumas 

ischémiques ou opératoires, la transplantation se fait entre rats de la même souche: l'isogreffe 

(LEW--LEW). 

1.7.3 Doses de médicaments 

Nous avons choisi les doses par rapport au ratio idéal à la synergie du SDZ RAD et de 

Néoral. Les recherches faites chez Novartis (Schuurman et al., 1997) ont établi que des 

associations de 1.0 et 2.0 mg de CsA avec 0.5 et 2mg de SDZ RAD donnaient des IC de 0.3 et 

0.7 en transplantation cardiaque et rénale chez le rat. Basé aussi sur nos résultats précédents 
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avec le sirolimus, à 2.0 et 4.0 mg, et la CsA, à 4.0 mg, en Transplantation d'intestin grêle 

(Chen et al., 1996), nous avons choisi d'administrer les agent à un ratio de 1:2, soit 2.0 et 

5.0mg de Néoral et 1.0 et 2.5mg de SDZ RAD. Des doses plus élevées de SDZ RAD 

induisent des pertes de poids sévères chez les rongeurs (Schuurman et al., 1997). Nous 

voulions une thérapie à petite dose, permettant un effet minimum sur la survie pour des fins 

de comparaison, et une thérapie à dose élevée permettant des effets maximaux sans toutefois 

induire une toxicité désavantageuse à sa survie. 

Les formulation et microémulsion du SDZ RAD et du Néoral étaient un don de Novartis 

Parmaceuticals, Inc., Basel, en Swisse. Une solution de SDZ RAD orale (20mg/m1) était 

entreposée à 4°C et diluée dans une solution de 5% de glucose avant d'être administrée en 

volume final de 10 ml/kg. La micro-émulsion de Néoral (100 mg/m1) était maintenue à 

température ambiante et administrée sans dilution. Les traitements ont débuté immédiatement 

après la transplantation et ont été maintenus durant toute l'étude. Les traitements étaient 

administrée par voie orale, et leurs doses étaient déterminée par rapport au poids journalier de 

l'animal (mg/kg/j). 

1.7.4 Modèle Chirurgical 

Nous avons choisi la méthode orthotopique de transplantation, bien qu'elle soit plus 

immunogénique, c'est-à-dire qu'elle provoque des crises de rejet plus intenses qu'avec la 

méthode hétérotopique (Grant et al., 1991). La méthode orthotopique reflète mieux les 

phénomènes reliés à la transplantation par sa continuité anatomique avec l'intestin du 

receveur. De plus, notre projet puise son importance de l'absorption par l'intestin, d'une 

thérapie orale, justifiant notre choix d'une méthode qui permet l'étude de l'organe dans son 

contexte anatomique. 
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Le modèle chirurgical à été adapté de Zhong (Figure 1.12) (Zhong et al., 1991). Il est bien 

établi dans notre laboratoire (Chen et al., 1995; Chen et al., 1996). Le donneur et le receveur 

sont préparés un jour à l'avance en recevant seulement une solution de 5% de dextrose et de 

0.9% de chlorure de sodium. L'anesthésie est faite par injection intrapéritonéale de 40mg/kg 

de pentobarbital (Somnotol) dilué dans de la chlorure de sodium 0.9% (Baxter, Ontario CA). 

L'intestin grêle est isolé à 1 cm en aval du ligament de Treitz et à 4 cm en amont du caecum. 

L'organe est ensuite perfusé in situ avec 2 ml d'Euro-Collins hépariné à 4 C. Le jéjunum, 

l'iléum, les nodules mésentériques adjacents, la veine porte, et l'artère mésentérique sont 

prélevés en bloc et préservés dans de l'Euro-Collins à 4 C. Le greffon est revascularisé selon 

la méthode cavale: anastomoses termino-latérales entre l'aorte du receveur et l'artère 

mésentérique du donneur et entre la veine cave inférieure du receveur et la veine porte du 

donneur. Des sutures 10-0 en nylon sont utilisées. 

Les extrémités de l'intestin transplanté sont mises en continuité avec l'intestin du 

receveur par anastomose termino-terminales. Nous avons maintenu le temps d'ischémie 

froide en deçà de 45 minutes minimisant ainsi les dommages ischémiques au greffon. Après 

l'opération, les animaux recevaient 5 à 8 ml de fluide par voie intraveineuse pour contrer la 

déshydratation ou perte de sang. Les animaux morts durant les trois jours postopératoires 

étaient considérés comme des échecs techniques et étaient exclus de l'analyse du protocole. 



Veine cave inférieure 
Aorte 
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Figure 1.12 Transplantation orthotopique de l'intestin grêle du rat. La mise en place de du greffon 
est réalisée par anastomose termino-latérale entre l'artère mésentérique du donneur et l'aorte du 
receveur et entre la veine porte du donneur et la veine cave receveur (A). Les extrémités intestinales 
sont jointes par anastomoses termino-terminales. Le greffon est placé en continuité anatomique et 
physiologique chez le receveur (pris de Grant D, Zhong R, Hurlbut D, Garcia B, Chen H, Lamont D, 
Wang P, Stiller C, Duff J. A comparison of Heterotopic and Orthotopic Intestinal Transplantation 
in Rats. Transplantation 51; 1991: p949). 
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1.7.5 Évaluation du greffon 

Survie du receveur 

Un examen visuel des rats était fait en guise de contrôle de la survie du greffon. Les deux 

paramètres du rejet de greffe, les maladies GVH et les HVG, peuvent être diagnostiqués 

visuellement. Les critères visuels des GVH se manifestent n'importe quand après la première 

semaine de survie. Ils incluent la perte graduelle de poids, l'inflammation cutanée et la 

cachexie. Durant les dernières semaines de survie, les douleurs abdominales induites par les 

crises de rejet entraînent un changement de posture, tel que le voûtement du dos, chez 

l'animal. Les critères cellulaire des GVH sont des changements histologiques tels que la 

dermatite, l'infiltration d'immunoblastes et des dommages généraux aux organes du receveur 

(Grant, 1989). Les maladies HVG de l'intestin se caractérisent par le développement d'une 

masse abdominale palpable, de faiblesse, de perte de poids. Ces symptômes se manifestent 

n'importe quand suivant la première semaine de survie. L'infiltration de lymphocytes dans 

les parois de l'intestin, la perte de cellules Goblet, la cryptite et l'amincissement des villi sont 

des critères histologiques des HVG (Garcia et al., 1990). Nous avons utilisé les critères 

visuels pour évaluer l'état du greffon durant la survie, et les critères histologiques durant la 

nécropsie. 

Tests de fonction 

Nous avons choisi d'évaluer la santé du greffon à l'aide de deux tests de fonction: 

l'absorption de maltose, et la perméabilité au 51Cr-EDTA. L'intestin non seulement absorber 

les aliments, mais il offre aussi une barrière physique entre la lumière intestinale et la 

circulation sanguine. 11 est bien établi que l'intestin transplanté voit ces fonctions diminuées 
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soit par le choc ischémique, par le trauma opératoire et même par les crises de rejet (Sigalet et 

al., 1992). Les différents paramètres de la fonction intestinale peuvent donc être évalués en 

suivant leurs fluctuations. 

Absorption de Maltose: Il y a plusieurs tests de fonction utilisés en recherche préclinique 

qui détectent la présence d'enzymes et de marqueurs moléculaires nécessaires à l'absorption: 

la monoamine oxydase, la maltase, la diamine oxydase, la sucrase, et l'aminopeptidase. Ces 

enzymes contribuent au métabolisme de certains aliments, dont la présence dans le flot 

sanguin est indicative de l'intégrité de la fonction intestinale (Gruessner, 1998 ). Le test 

d'absorption de maltose est reconnu comme étant sensible au rejet de greffe intestinal. En 

effet, les taux de maltose sanguin varient selon la présence de crises de rejet puisque l'enzyme 

maltase ne fonctionne que dans les membranes à bordures en brosse intactes (Billiar, 1984). 

Le test était réalisé une fois par semaine pendant quatre semaines. les rats étaient gavés 

avec une solution de maltose de 500 mg,/kg. Les niveaux de glucose plasmatique étaient 

mesurés à 30 minutes d'intervalle, d'abord avant l'ingestion (0), puis à 30 minutes, 50 

minutes, et 90 minutes suivant l'ingestion. Seules les groupes 3, 5, 6 et 7 étaient évalués 

pendant quatre semaines suivant la transplantation. 

Les différences de taux de glucose entre les groupes expérimentaux et les prélèvements 

hebdomadaires étaient évaluées avec le test 3-way Anova suivit du Test de Comparaison 

Multiple de Tukey (Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, USA). 

Perméabilité au 51Cr-EDTA: Les tests de barrière intestinale sont aussi indicateurs de 

l'état de l'intestin. Plusieurs marqueurs sont disponibles: le Cr-EDTA, le DTPA, le PEG-400 



72 

et le mannitol (Gruessner, 1998). Le principe justifiant ces méthodes est que la présence 

d'une de ces quatre molécules, qui en temps normal seraient trop grosses pour traverser 

l'intestin, dans l'urine est indicative d'une augmentation de perméabilité due à l'installation 

du rejet. Les tests au 51Cr-EDTA sont considérés comme étant les plus sensibles. Le 

chromium ethylène-diamine-tetra-acétate est une molécule inerte de 358 Daltons qui durant la 

présence d'épisodes de rejet, se faufile à travers les jonctions serrées des villi endommagées 

par les traumas immunitaires pour se retrouver dans la circulation sanguine et être ensuite 

excrétée par la voix urinaire (Grant et al., 1989; 1991). 

La solution mère était préparée en ajoutant 150 pt,Ci de 51Cr-EDTA *1mCi/10m1) 

(Amersham International Inc.) à 50 ml d'eau distillée. Trois millilitres de solution (10[A,Ci) 

étaient administrés aux rats par gavage. Des échantillons de 1 ml d'urine provenant de 

chaque animal était analysé en pair avec 100111 de la solution de 51Cr-EDTA dans un 

compteur à puits Wallac 1280 Ultrogamma pendant 30 secondes. La dose urinaire excrétée 

était calculée de cette façon: 

Moyenne du nombre de comptes/ml d'urine X volume d'urine 
% d'excrétion — 

	

	 x 100 
Moyenne du nombre de comptes/100W standard X 30 

Les tests étaient faits une fois par semaine. Durant les tests, les animaux étaient gardés dans 

des cages métaboliques. 

Examen post mortem 

Après leur mort ou sacrifice, les animaux étaient soumis à une nécropsie, faite par un 

pathologiste, pour déterminer la cause de la mort et vérifier l'état des greffons. Bien que les 

études en transplantation soient toujours accompagnées d'histologie, nous n'avons fait aucun 
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examen régulier. Gruessner affirme que l'histologie régulière est sans équivoque pour évaluer 

l'état des greffons et l'installation du rejet (Gruessner, 1998). L'idéal serait de faire des 

biopsies hebdomadaires, malheureusement, les greffon transplantés de façon orthotopique 

sont relativement inaccessibles aux biopsies (Grant et al., 1991). De plus, le rejet est diffus et 

peut donc être absent de la biopsie (Billiar et al., 1984). Une ouverture routinière de 

l'abdomen pour prélèvement d'échantillons pourrait remplacer la biopsie, mais ceci aurait des 

répercussions négatives sur la survie. Notre étude porte principalement sur le temps de survie 

de l'animal et non les effets de la thérapie sur l'aspect histologique. Nous avons donc opté 

pour une nécropsie et utilisés des tests de fonction comme outils d'évaluation. 

1.7.6 Statistiques 

La survie des allogreffes était exprimée selon la moyenne de temps de survie (MTS -± ÉT); 

la comparaison entre chaque groupe est faite avec l'analyse de variance ANOVA suivit du 

test de comparaison Dunnett (Sigma Stat, Jandel Scientific, USA). Le principe de l'effet 

médian (Chou, 1991; dans es Chou et Rideout, 1991), basé sur l'effet de chaque agent par 

rapport à sa dose, est calculé ainsi: 

falfu.(D/D.)rn  

D=Din[fal(1-fa)]llm  

Les symboles fa et fu représentent la fraction du système qui est affectée (% d'inhibition ou le 

temps de survie par rapport au témoin) et la fraction non affectée (1-fa), respectivement, par le 

médicament administré à dose D. Une protection complète (fa=1) est définie comme étant 

une survie atteignant 60 jours. Le Dm est la dose requise pour induire 50% d'inhibition 

(IC50), l'effet médian en question ; le m est le coefficient qui décrit la fonction sigmoïdale de 
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la courbe dose-réponse. L'interaction entre les deux agents, soit la synergie, l'antagonisme, 

ou l'additivité, est mesurée avec l'index de combinaison (IC): 

(D)1  (D)2 (D)1(D)2 
= IC 

(Dx)i (Dx)2 (Dx)i(Dx)2 

ou D1  et D2 représentent les doses de l'agent 1 et 2 en association, respectivement. Les agents 

D1  et D2 induisent x% d'inhibition dans le cas des médicaments mutuellement non-exclusifs 

(aux modes d'action qui diffèrent). D'après l'interprétation de Chou, un IC d'une valeur de 

moins de 1.0 (<1) suggère la synergie, tandis qu'un IC égale à 1.0 (=1) réfère à l'additivité, et 

un IC de plus que 1.0 (>1), l'antagonisme. Le logiciel de calcul, Calcusyn de Biosoft 

(Ferguson, MO, USA) était utilisé pour évaluer les paramètres dose-réponse (Dm, m, et r) et 

les index de combinaison. 

Les analyses statistiques pour le test de maltose étaient effectuées avec le test 3-way 

ANOVA suivi du test de Comparaison Multiple de Tukey (Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, 

USA). Le 3-way ANOVA est une analyse de variance qui permet d'évaluer les différences 

entre les séries de données de chaque groupe expérimental par rapport à trois facteurs. Les 

trois facteurs incluent dans l'analyse des taux d'absorption de maltose étaient le modèle de 

rejet (GVH, HVG, ), l'immunosuppresseur et sa dose, et la semaine de la prise de sang. 

Une valeur p inférieure à 0.05 représentait une différence statistiquement significative. 
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ABBREVIATIONS 

CsA, cyclosporine; SDZ SDZ RAD, rapamycin derivative; LEW, Lewis; BN, Brown Norvvay; 

LBN-F1, Lewis x Brown Norway first generation, MST, mean survival time; HVG, host-versus- 

graft disease; GVH, graft-versus-host disease. 
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ABSTRACT 

The combined effects of SDZ RAD and Neoral were tested in a rat orthotopic small bowel 

transplantation model. 

Methods: Eight groups (n=6) were involved in this study, and each one was included in 

three combinations for the evaluation of host-versus-graft disease (HVG) (LBN-F1 to 

LEW), graft-versus-host disease (GVH) (LEW to LBN-F1), and combined HVG and GVH 

immune responses (BN to LEW). Both drugs were administered orally throughout the 

study. 51Cr-EDTA gut permeability test and maltose absorption test were performed to 

evaluate the small bowel graft function during the study. 

Results: Low doses of SDZ RAD 1.0 — 2.5 mg/kg/day combined with Neoral 2.0 — 5.0 

mg/kg/day produced strong synergistic effects in prolongation of small bowel graft survival 

in HVG (combination index, CI=0.095, 0.1212), GVH (CI=0.027, 0.020), and combined 

HVG and GVH immune responses (CI= 0.070, 0.301). 

Conclusion: The combination therapy of SDZ RAD and Neoral produces a strong 

synergistic effect toward the inhibition of HVG, GVH and combined HVG and GVH 

immune responses in a rat small bowel transplantation model. 
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Clinical small bowel transplantation offers a solution for short gut syndrome and an 

alternative to Total Parenteral Nutrition (TPN). However, rejection and infection remain the 

major obstacles to the success of this procedure. The small bowel is a complex organ surrounded 

by a variety of associated tissue including the mesenteric lymph nodes, Pay er's patches, and 

lymphocytes of the lamina propria and intestinal epithelium. The massive lymphocyte 

engraftment from the transplant and native class II antigen expression by the intestinal epithelium 

provide the strong the immunological stimuli responsible for triggering rejection. To date, due to 

the high failure rate of current cyclosporine (CsA)-based regimens to adequately control both 

host-versus-graft (HVG) and graft-versus-host (GVH) diseases, only a small number of 

successful clinical cases have been reported (1-4). 

The classic CsA treatment, Sandimmune, is quite problematic regarding absorption, 

bioavailability, and other pharmacokinetic issues. Its bioavailability is particularly poor in small 

bowel transplant (5-7). Neoral, the microemulsion formulation of CsA, has been shown in 

clinical studies to have superior bioavailability and improved predictability of pharmacokinetic 

properties when compared to Sandimmune (8-10); likewise, Neoral showed improved drug 

exposure in a porcine small bowel transplantation model (11). 

The molecule SDZ RAD [40-)-(2-hydroxyethyl)-rapamycin, SDZ SDZ RAD, Novartis 

Pharma AG] is a new orally active macrocyclic immunosuppressant with antiproliferative 

properties which is currently being evaluated in clinical trials for prevention of solid organ 

allotransplantation rejection. Compared to the calcineurin inhibitor cyclosporine A, SDZ RAD 

acts at a later stage in the chain of events that lead to a T cell immune response, by blocking 

transduction of mitogenic signals generated by growth factors such as IL-2 (12). The different 

mode of actions of SDZ RAD and cyclosporine A provide a rational for the synergistic 
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interaction which has been demonstrated in vitro, and also in vivo in rat heart, kidney, and lung 

allo-transplantation models (13,14). The molecule SDZ RAD, being resistant to intestinal 

degSDZ RADation, allows for a stable oral therapy with improved absorption kinetics 

predictability. Furthermore, with an oral administration, the risks associated with parenteral 

injections are eliminated, conceding a safer and more cost effective therapy (15). In this study 

we describe a synergistic effect of combined oral SDZ RAD and Neoral administration in 

preventing HVG and GVH immune responses after small bowel transplantation in rats. 



MATERIALS AND METHODS 

Animais. Inbred male Brown Norway (BN, RT1n), Lewis (LEW, RT1), and Lewis x Brown 

Norway-F1 (LBN-F1) rats were purchased from Harlan Sprague-Dawley (Indianapolis, IN), 

housed in controlled light/dark cycles, and allowed free access to water and rat chow. 

Drugs and treatments. Microemulsion formulations of SDZ RAD and Neoral for oral 

administration were donated by Novartis Pharma, (Basel, Switzerland). A solution of SDZ RAD 

(20 mg/mi) for oral administration was stored at 4°C and diluted in a 5% glucose solution before 

administration in a final volume of 10 ml/kg. The Neoral microemulsion (100 mg/mi) was kept 

at room temperature and administered by gavage without dilution. All treatments were started 

immediately after surgery and continued once daily for the duration of the study. The drug dose 

was based on the individual daily weight of each rat. 

Design of Experiment. Eight groups (n=6) received a small bowel transplant; of these, seven 

groups were included in three different combinations for the evaluation of unidirectional rejection 

(LBN-F1 —> LEW), unidirectional graft-vs-host disease (GVH) (LEW —> LBN-F1), and 

combined rejection and GVH (BN —> LEW). In groups 1, the control group, recipient rats did 

not receive any treatment. In groups 2 and 3, recipient rats were administered SDZ RAD 1.0 and 

2.5 mg,/kg/day respectively, throughout their survival. In groups 4 and 5, recipient rats received 

Neoral 2.0 and 5.0 mg/kg/day respectively, throughout their survival. Recipients of group 6 were 

treated with SDZ RAD, 1.0 mg/kg/day, and with Neoral, 2.0 mg/kg/day, orally for the duration of 
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the study. Recipient rats of group 7 were administered SDZ RAD 2.5 mg/kg/day with Neoral 5.0 

mg/kg/day throughout their survival. Recipient rats of the eighth group received isografts (LEW 

LEW). 

Surgical technique. The method of orthotopic small bowel transplantation was described in our 

previous studies (16, 17). 	Briefly, small bowel graft including jejunum, ileum, and 

accompanying mesenteric lymph nodes, portal vein, and superior mesenteric artery attached to a 

segment of aorta was revascularized with end-to-side anastomoses between the donor aorta and 

recipient aorta and between the donor portal vein and recipient inferior vena cava using 10-0 

nylon sutures. The small bowel graft was placed into functional continuity by completing two 

end-to-end anastomoses on the remaining native gut and the graft. Animais dead within three 

postoperative days (less than 10%) were considered technical failures and excluded from 

experimental data. 

Host survival. Small bowel recipient rats were examined daily until death or sacrifice. A full 

necropsy was performed to determine the cause of death for each animal. Criteria for small 

bowel rejection included clinical findings (development of a palpable abdominal mass, weakness, 

weight loss), and/or typical histological changes (lymphocytic infiltration, loss of goblet cells, 

cryptitis, and changes of villi) (18). Criteria for GVH included both clinical (weight loss, skin 

rash, cachexia, altered gait, hunched posture), and/or histological changes (dermatitis, intestinal 

infiltration by immunoblasts, and damage to the host's immune organs) (19). 

51Cr-EDTA permeability test. A stock solution of 51Cr-EDTA was prepared by adding 150 piCi 

of 51Cr-EDTA (1 mCi/10 ml); (Amersham International Inc.) to 50 ml distilled water. 
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Permeability tests were performed once every postoperative weeks throughout survival (20). 

Three milliliters of 51Cr-EDTA solution (10 µCi 51Cr-EDTA) were administered orally 

throughout the study. The animais were housed in a metabolic cage to obtain 24-hr urine 

collections. Paired 1-ml samples of the urine were analyzed with paired 100111 samples of the 

administered 51Cr-EDTA solution in a well counter (Wallac 1280 Ultrogamma) for 30 sec. The 

renal excretion of the oral dose of 51Cr-EDTA was calculated as follow, 

average No. of countslml urine x urine vol 

% excretion — 	  x 100 
average No. of counts1100-1u standard x 30 

Maltose Test: A maltose absorption test, was adapted from Billiar et al. (21). A solution of 500 

mg/kg of maltose was administered by gavage and plasma glucose levels were measured with the 

One Touch method (LifeScan, USA) on samples drawn from each animal at 0, 30, 60, and 90 

minutes following ingestion. The test was done on groups 3, 5, 6, 7, and isograft recipients and 

was carried out weekly, for four weeks. 

Data analysis. Small bowel allograft survivais are presented as a mean survival time (MST -± 

SD) with comparison among groups performed with an Anova test followed by Tukey's Multiple 

Comparison among groups (Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, USA). The median-effect principle 

(22) is based on the premise that the effect of each agent is related to its dose and can be 

calculated using the following equation, 

(falfu) = (D/Dm)m 
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where fa and fu represent the fraction of the system that is affected (% inhibition or rather days of 

survival beyond controls) and unaffected (1 - fa), respectively, by the drug at dose D. Full 

protection (fa = I) is defined as at least a 60-day survival of allograft. The symbol Dm  is the dose 

required for 50% inhibition (ED50 ), the median-effect; m is a coefficient that describes the 

sigrnoidicity of the dose-effect curve. The interaction between two drugs, synergism, summation, 

or antagonism is assessed by the combination index (CI), 

D1  combined 	D2 combined 	(Di  combined) (D2  combined) 
cix - 	  + 	  + 	  

D1  alone 	D2  alone 	 (Di  alone) (D2  alone) 

where D1  combined and D2 combined represent the amount of drug 1 and drug 2, respectively. D1  

and D2 each displays the x% inhibition for the mutually exclusive case where both drugs have 

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), antagonism. A computer software program was used to assess the dose-effect parameters 

(Dni, m and r) and CI values (Calcusyn, Biosoft, Ferguson, MO, USA). Maltose statistics were 

performed with a 3-way ANOVA test followed by a Tukey Multiple Comparison test among 

groups by computer software (Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, USA). The rejection model, the 

agents doses and the week of the test were the three factors evaluated in the 3-way Anova. 



RESULTS 

Synergistic effects on small bowel allograft survival. Three histoincompatible donor-recipients 

were used to assess the synergistic effects of SDZ RAD and Neoral in the inhibition of HVG and 

GVH immune responses in rat small bowel transplantation. In the HVG model (Fig. 2.1 and 

Table II), the naïve control group showed a mean survival time (MST) of 9.5 ± 1.0 days. There 

was a gSDZ RADed dose response in groups treated with SDZ RAD; at 1.0 mg/kg/day, MST was 

17.3 ± 5.4 days (p=0.006); at 2.5 mg/kg/day, MST was 19.2 ± 4.8 days (p=0.001); and in Neoral 

treated groups: 2.0 mg/kg/day, MST was 15.0 ± 1.7 days (p=0.0001); at 5.0 mg/kg/day, MST was 

28.8 ± 5.7 days (p=0.0001) respectively. Furthermore, results with the combined use of drugs 

indicated that a synergistic or very strong synergistic interaction was produced when compared 

with monotherapy of each drug: for groups given SDZ RAD 1.0 mg/kg/day + Neoral 2.0 

mg/kg/day, MST was 57.8 -± 6.7 days (p=0.0001, Cl=0.095); for groups given high doses of 

SDZ-SDZ RAD 2.5 mg/kg/day + Neoral 5.0 mg/kg/day, MST was 70.5 ± 12.8 days (p=0.0001, 

CI = 0.112). These results were repeated in the GVH model (Fig. 2.2 and Table II): groups given 

SDZ RAD 1.0 mg/kg/day + Neoral 2.0 mg,/kg/day, MST was 48.5 ± 6.4 days (p=0.0001, CI = 

0.027); groups given high doses of SDZ RAD 2.5 mg/kg/day + Neoral 5.0 mg/kg/day, MST was 

63.0 ± 13.6 days (p=0.0001, CI = 0.020). These survival result indicate a very strong synergistic 

effects when compared with those of the monotherapy of SDZ RAD 1.0 mg/kg/day, where MST 

was 15.3 ± 1.7 days (p=0.0001); the high dose of SDZ RAD 2.5 mg/kg/day, where MST was 

21.7 -± 3.0 days (p=0.0001); Neoral 2.0 mg/kg/day, where MST was 17.7 ± 1.4 days (p=0.0001); 

the high dose of Neoral 5.0 mg/kg/day, where MST was 27.8 ± 4.4 day (p=0.0001); naïve 
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control, MST 8.3 ± 1.2 days. In the combined HVG and GVH models (Fig. 2.3 and Table II), 

the naïve control survival time was 9.2 ± 1.2 days in group 1. The treatment of SDZ RAD at 1.0 

and 2.5 mg/kg/day in group 2 and group 3 produced significant prolongation of graft survival 

with an MST of 12.0 ± 1.1 (p=0.001), and 20.8 ± 9.8 days (p=0.016) respectively. The high dose 

treatment of Neoral 2.0 and 5.0 mg/kg/day administered to group 4 and group 5 also produced 

significant prolongation of small bowel graft survival with an MST of 16.2 ± 3.9 days (p=0.002), 

and 30.5 ± 6.9 days (p=0.0001) respectively. The combined treatment of SDZ RAD 1.0 

mg/kg/day with Neoral 2.0 mg/kg/day in group 6, yielded an MST of 52.3 ± 5.4 days (p= 

0.0001, CI= 0.070) while in the high dose treatement of SDZ RAD 2.5 mg/kg/day with Neoral 

5.0 mg/kg/day in group 7, MST was 69.0 ± 5.3 days (p=0.0001, CI=0.301). These survival 

times represented strong synergistic interactions between the SDZ RAD and Neoral when 

compared with the monotherapy of each drug. 

51Cr-EDTA permeability test in small bowel recipient rats. All groups began their postoperative 

survival with an elevated renal excretion which reached a plateau during the third and fourth 

weeks of their survival (Fig. 2.5, 2.5 and 2.6). Prior to death, excretion had steadily been 

increasing. The elevated excretion during weeks one and two was not likely to be caused by 

surgical or ischemic trauma since isografted groups failed to show these increases. Many groups 

experienced excretion peaks between weeks 1 and 2 followed by a decrease on week 3. In 

groups 3, 5, and 7 of the HGV-GVH combination mode', excretion increases were delayed until 

week 3 and 4. According to the results of Grant et al., these peaks are suggestive of acute 

rejection episodes (20). 

Maltose absorption test. The maltose test revealed significant absorption differences (P=0.001) 

in all experimental groups versus the isografted groups, indicating graft deterioration most likely 

caused by immunologie rejection (Fig. 2.7, 2.8 and 2.9). We also found significant differences 
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between week 1 and 2 in groups 3 (P=0.008), 5 (P=0.0029), and 6 (P=0.001) of each rejection 

model indicative of the same rejection episodes observed in permeability studies. However, 

absorption increased in groups 3 and 5 while decreasing in group 6 making it difficult to correlate 

these fluctuations with rejection. We also noted no significant differences in absorption across 

the rejection models (P=0.99) nor were there any difference in absorption between groups 

administered different drug doses and drug combinations (P=0.321). 
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HVG (F1->LEVV) 
Survival days MST ± SD P value CI 

1. Allograft Control 8,9,9,10,10,11 9.5 ± 1.0 
2. SDZ RAD 1.0mg 10,14,14,21,21,24 17.3 ± 5.4 0.001 
3. SDZ RAD 2.5mg 10,18,21,21,22,23 19.2 ± 4.8 0.001 
4. Neoral 2.0mg 12,15,15,15,16,17 15.0 ± 1.7 0.001 
5. Neoral 5.0mg 23,24,25,30,35,36 28.8 ± 5.7 0.001 
6. Rad 1.0mg+Neo 2.0mg 50,53,54,60,62,68 57.8 ± 6.7 0.001 0.095* 
7. RAD 2.5mg+Neo 5.0mg 58,60,65,70,78,92 70.5 ±12.8 0.001 0.112* 

*Combination index: group 6=very strong synergism; group 7=strong synergism. 

GVH (LEW->F1) Survival days MST ± SD P value CI 
1. Allograft Control 7,7,8,9,9,10 8.3 ± 1.2 
2. SDZ RAD 1.0mg 12,15,15,16,16,17 15.3 ± 1.7 0.001 
3. SDZ RAD 2.5mg 18,19,21,22,24,26 21.7 ± 3.0 0.001 
4. Neoral 2.0mg 16,16,18,18,19,19 17.7 ± 1.4 0.001 
5. Neoral 5.0mg 23,24,26,28,32,34 27.8 ± 4.4 0.001 
6. Rad 1.0mg+Neo 2.0mg 41,43,47,48,55,57 48.5 ± 6.4 0.001 0.027* 
7. Rad 2.5mg+Neo 5.0mg 40,58,62,68,70,80 63.0 ± 13.6 0.001 0.020* 

*Combination index: group 6= very strong synergism; group 7=very strong synergism. 

GVH-HVG (BN--->LEW) Survival days MST ± SD P value CI 
1. Allograft Control 8,8,9,9,10,11 9.2 ± 1.2 
2. SDZ RAD 1.0mg 10,12,12,12,13,13 12.0 ± 1.1 0.001 
3. SDZ RAD 2.5mg 12,12,13,26,27,35 20.8 ± 9.8 0.016 
4. Neoral 2.0mg 12,13,13,18,20,21 16.2 ± 3.9 0.002 
5. Neoral 5.0mg 20,25,30,34,36,38 30.5 ± 6.9 0.001 
6. Rad 1.0mg+Neo 2.0mg 43,50,52,55,56,58 52.3 ± 5.4 0.001 0.070* 
7. RAD 2.5mg+Neo 5.0mg 63,65,66,70,73,77 69.0 ± 5.3 0.001 0.301* 

*Combination index: group 6=very strong synergism; group 7=strong synergism. 

TABLE ll: Survival days of orthotopic small bowel allograft recipient in HVG, GVH, and 

HVG-GVH rejection models. Control group 1 (allografts) was not administered any 

drugs. Groups 2-7 were administered different doses of SDZ RAD and Neoral alone or in 

combination as mentioned. Treatment was administered by gavage and lasted the 

duration of the study. Survival days are represented as Mean Survival Times (MST ± 

SD). Statistics were analysed with the ANOVA variance test followed by a Tukey 

multiple comnarison indicating highly significant differences with the control group 

(P<0.05). Combination Indexes were computed as mentioned in the Methods. 
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FIGURE 2.7: Maltose absorption test results of groups 3 according to each rejection 

model: HVG (F1—>LEW), GVH (LEW—>F1), and HVG-GVH (BN—>LEVV) immune 

responses. Maltose tests were performed weekly on group 3 (2.5 mg/kg/d of SDZ RAD) of 

each rejection model. Results are presented as percent glycemia levels at 0, 30, 60, and 90 

minutes following Maltose ingestion over 3 postoperative weeks. Each curve represents a 

weekly test presented from as week 1 to 3 from left to right. Results indicate a clear lowering 

of absorption in treated groups compared to isografted controls (P<0.05). 
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FIGURE 2.8: Maltose absorption test results of group 5 according to each rejection 

model: HVG (F1—>LEW), GVH (LEW—>F1), and HVG-GVH (BN--->LEVV) immune 

responses. Maltose tests were performed weekly on group 5 (5 mg/kg/d of Neoral) of each 

rejection model. Results are presented as percent glycemia leyels at 0, 30, 60, and 90 minutes 

following Maltose ingestion over 4 postoperative weeks. Each curve represents a weekly test 

presented from as week 1 to 4 from left to right. Results indicate a clear lowering of 

absorption in treated groups compared to isografted controls (P<0.05). 
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FIGURE 2.9: Maltose absorption test results of group 6 according to each rejection 

model: HVG (F1—>LEW), GVH (LEW—>F1), and HVG-GVH (BN—>LEVV) immune 

responses. Maltose tests were performed weekly on groups 6 (1 mg/kg/d of SDZ RAD + 2 

mg/kg/d of Neoral) of each rejection model. Results are presented as percent glycemia levels 

at 0, 30, 60, and 90 minutes following Maltose ingestion over 4 postoperative weeks. Each 

curve represents a weekly test presented from as week 1 to 4 from left to right. Results 

indicate a clear lowering of absorption in treated groups compared to isografted controls 

(P<0.05). 



FIGURE 2.10: Maltose absorption test results of group 7 according to each rejection 

model: HVG (F1--->LEW), GVH (LEW—>F1), and HVG-GVH (BN—>LEVV) immune 

responses. Maltose tests were performed weekly on groups 7 (2.5 mg/kg/d of SDZ RAD + 5 

mg/kg/d of Neoral) of each rejection model. Results are presented as percent glycemia levels 

at 0, 30, 60, and 90 minutes following Maltose ingestion over 4 postoperative weeks. Each 

curve represents a weekly test presented from as week 1 to 4 from left to right. Results 

indicate a clear lowering of absorption in treated groups compared to isografted controls 

(P<0.05). 
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DISCUSSION 

Unsatisfactory clinical experience and poor experimental results seen in animal models has 

limited the clinical use of small bowel transplantation. Better immunosuppressive regimens are 

needed for this procedure to succeed. All attempts at both experimental and clinical small bowel 

transplantation ceased in the late 1970s and early 1980s until the introduction of CsA, and more 

recently FK506 and rapamycin. These powerful immunosuppressive agents have renewed 

optimism toward small bowel transplantation as a viable clinical option. As a result, novel 

immunosuppressive treatments with new therapeutic agents are currently being tested to improve 

the outcome of small bowel transplantation (1). 

We report here a synergistic interaction between SDZ RAD and Neoral, administered at a 

1:2 ratio, toward the inhibition of the HVG and GVH immune responses in rat small bowel 

transplantation. Subtherapeutic doses of a combination of SDZ RAD, 1.0-2.5 mg,/kg, and Neoral, 

2.0-5.0 mg/kg, displayed strong synergism in all three models of rejection: HVG, GVH, and 

combined HVG-GVH. Our results thus confirm earlier results obtained in rat kidney, heart and 

lung allo-transplantation models (13, 14); these results suggest a beneficial effect of combining 

the microemulsion formulaton of cyclosporine A with SDZ RAD. When combined, these agents 

work together to abrogate clonal expansion through two different pathways situated one after the 

other in the activation steps of the immune response: CsA inhibits the activation of T cell growth 

factors, while SDZ RAD inhibits the signals these factors transmit (13, 14). 

51Cr-EDTA, a biochemically inert substance of 342 Da, is currently the most sensitive and 

convenient permeability probe available to clinical practice (20, 23). In the first three weeks 

following small bowel grafting, renal excretion of oral doses of 51Cr-EDTA was elevated and fell 
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thereafter. The detection of small bowel rejection episode was obscured by the difference in 

permeability profiles among groups. But the permeability increases and subsequent decreases in 

groups 6 and 7, treated with SDZ RAD and Neoral in three different models, suggested 

therapeutic protection of intestinal permeability. The 51Cr-EDTA excretion differences seen 

between isografted and allografted groups pointed to graft deterioration caused by immunologie 

rejection. 

Among the absorption evaluation probes available, such as d-xylose and glucose tests, the 

maltose test is considered the most reliable in animal models. The absorption of maltose is 

indicative of the function of the enzyme maltase whose presence in the brush border membrane 

of the intestine indicates of a healthy graft. Fluctuations in blood glucose levels should reflect 

rejection episodes or deterioration (21, 24). We were not able to detect rejection with our test nor 

did we find any relevant differences in absorption levels throughout survival weeks. This 

suggests that transplant deterioration does not modify maltose absorption. Furthermore, we 

found the absorption differences between groups administered various therapeutic doses or 

combinations to be statistically insignificant. The test was sensitive only to the differences 

among isografted and allografted groups: which we ascribed to graft function deterioration 

caused by the immunologie rejection present allografts. Overall, we found the test to reflect 

global events only rather than specific rejection episodes within a group. We were therefore 

unable to assess the effect of our regimes on graft function. 

The validity of the maltose test has been questioned before. The results of an absorption test 

by Bakonyi et al. showed no differences in absorption levels between rats given the test 2 days 

before and 5 and 15 days after small bowel transplantation, suggesting the insensitivity of the 

maltose probe to single rejection episodes (15). It has been suggested that CsA's potential 

interference on insulin production might invalidate the test by raising glycemia levels (25, 26). 
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Our results failed to show any blood glucose increase in treated groups. A recent study suggests 

that combined low doses of immunosuppressants do not alter energy absorption from the gut 

(27). Our results suggest that high doses of drugs, whether used singly or in combination, do not 

affect absorption. We also conclude that the maltose test may not be useful in evaluating small 

bowel graft function. 

Results reported here show that low doses of SDZ RAD and Neoral produce a synergistic 

effect in the inhibition of host-versus-graft and graft-versus-host immune responses in rat small 

bowel transplantation and results in an increase survival time when compared to the 

monotherapy. These results should help renew interest and support the rational for the use of this 

combination in small bowel transplantation. 
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4.1.0 Aspects généraux 

Les résultats inadéquats obtenus en clinique et en pré-clinique après une transplantation 

d'intestin grêle reflètent clairement les lacunes des régimes immunosuppresseurs actuels. En 

effet, la puissance de la réaction immunitaire du rejet de l'allogreffe engendré par les stimuli 

provenant des abondantes plaques de Payers et nodules lymphatiques rend inefficaces toutes 

immunosupressions jusqu'à présent évaluées. Les difficultés techniques associées à la chirurgie 

de la transplantation d'intestin grêle ne font qu'aggraver la situation. Durant les années 70, 

devant de telles difficultés, les cliniciens avaient cessé les expériences de transplantation 

intestinale jusqu'au début des années 80 après la découverte de la cyclosporine A et récemment 

celle du tacrolimus et du sirolimus. Grâce à la puissance de ces agents, l'intérêt de la 

communauté clinique internationale pour la transplantation intestinale est ravivé. Le besoin 

pressant de régimes prophylactiques engendre l'introduction, constante, en pré-clinique, de 

thérapies comprenant de nouveaux agents associés à d'autres. Des associations entre la CsA, le 

tacrolimus et le sirolimus ont récemment été étudiées en phase clinique. En effet, associer des 

agents procure de multiples avantages, entre autres, grâce aux interactions synergiques, la 

réduction de la dose, donc de la toxicité et du besoin de supervision des patients. Ces agents 

sont sélectifs pour les cellules T et donc réduisent les risques de myélosuppression et les effets 

secondaires associés aux glucocorticostéroïdes (Vu et al., 1998). Les thérapies d'avenir 

excluront les glucocorticostéroïdes et seront constituées d'associations entre deux et même trois 

agents dépendant des besoins du receveur. Avec de tels outils, il est concevable que la 

transplantation d'intestin grêle devienne routinière au même titre que celle des autres organes. 
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Dans le domaine de la transplantation expérimentale, les rongeurs, les chiens, et les cochons 

sont les animaux les plus étudiés (Chen et al., 1996). Nous avons choisi d'utiliser des rats pour 

nos transplantations à cause de la disponibilité de types consanguins, permettant l'étude des trois 

types de rejet et pour leur coût inférieur. Le modèle de rongeur représente aussi la première 

étape d'une longue série d'évaluation du régime, qui implique le modèle porcin et le modèle 

primate non-humain, précédant son admission en phase clinique. 

Dans cette étude, nous évaluons Néoral et SDZ RAD, de nouvelles formulations de la CsA et 

du sirolimus, dont l'efficacité est déjà établie pour les transplantations de la plupart des organes, 

tel que le coeur, les reins, et le foie. Nous vérifions aussi l'efficacité de ces formulations sur un 

modèle expérimental de transplantation d'intestin grêle dont la difficulté d'obtenir de résultats 

satisfaisants est connue. 

Plusieurs aspects distinguent les nouvelles formulations des thérapies classiques. 

Premièrement, SDZ RAD et Néoral sont toutes deux conçues pour surmonter les problèmes 

d'absorption et de biodisponibilité liés à la CsA et le sirolimus. Deuxièmement, quand elles 

sont associées l'une à l'autre, ces formulations constituent un régime par voie orale, le sirolimus 

étant d'habitude administré par voie intraveineuse, qui est capable de résister aux dégradations 

métaboliques rapprochant ainsi la dose absorbée à celle qui a été administrée. 

Les analyses de variances des temps de survie entre groupes ont été faite avec le 

test Anova suivit d'une comparaison multiple de Tukey (Table III). D'habitude, les analyses de 

variances Student t et Anova sont utilisé pour traiter les statistiques de survie. Mais, ces tests ne 

permettent que la comparaison entre deux groupes plutôt qu'entre plusieurs, et notre protocole 

contient un groupe témoin contre lequel six groupes expérimentaux sont comparés. Nous avons 

donc opté pour un test de comparaison multiple qui suivrait le test Anova. Les comparaison 
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multiple de Tukey, de Dunnett et de Bonferroni étaient des choix adéquats pour nos données. 

Nous avons choisi le test de Tukey, le plus rigoureux des trois (SigmaStat, 1992-1995). 

Mais, dans notre expérience, il est seulement question de démontrer que les doses faibles et 

élevées améliorent les temps de survie de manière significative par rapport au groupe témoin et 

non aux autres groupes: nous n'essayons pas de comparer les traitements l'un à l'autre puisque 

cela n'étant pas nécessaire pour démontrer la synergie. Les temps de survie obtenus avec les 

monothérapie doivent être significatifs quand comparés au groupe témoin pour justifier le choix 

des agents. Or, contrairement à la comparaison simple, le test de comparaison multiple indique 

que la plupart des temps de survie obtenues avec les monothérapie ne sont pas différent de ceux 

du groupe témoin (Table III). Mais puisque la comparaison multiple interprête la variance entre 

les groupes administrés les bi-thérapies et le témoins comme très significatives, les variances 

des groupes recevant les monothérapie auront des valeurs P plus élevées, et par conséquent, elle 

ne seront pas jugées significatives. En d'autre mots, plus il y a de synergie entre deux agents et 

plus la différence des temps de survie entre la mono et la bithérapie est large, moins 

significatives seront les différences de survie entre les groupes traités avec la monothérapie des 

deux agents et le contrôle. Si no résultats indiquaient des moyennes de temps de survie moins 

élevé pour les bithérapie, c'est-à-dire une synergie faible ou une additivité, le test de Tukey 

aurait déterminé les différences monothérapie/témoin comme étant significatives. 

Quoique conscient de la nécessité de la comparaison multiple, nous avons opté d'analyser 

nos donnés avec le test Anova suivi d'une comparaison simple. Par rapport à notre but, celui 

d'évaluer la synergie entre deux agents, nous jugeons qu'il est acceptable d'utiliser une 

comparaison simple entre deux groupes plutôt qu'entre tous les groupes. Ceci nous permet de 

présenter individuellement l'effet de chaque agent sur les groupes traités par rapport à leur 
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groupe témoin. Les résultats des comparaisons multiples sont présentés dans la Table III et 

discutés dans cette section. 

4.2.0 Monothérapies 

Le traitement classique avec la CsA est assez problématique par rapport à l'absorption, la 

biodisponibilité, et d'autres aspects pharmacocinétiques. Ceci est reflété par la difficulté 

d'obtention de concentrations sanguines correspondantes aux doses de CsA administrées. Avec 

une transplantation intestinale, l'absorption est déjà réduite par les traumas opératoires (Sigalet 

et al., 1992), et les concentrations sanguines adéquates d'immunosuppresseur deviennent plus 

difficiles à obtenir (Kaplan et al., 1999). Mais des études comparatives démontrent que la 

formulation Néoral améliore les paramètres pharmacocinétiques obtenus avec Sandimmune 

(Rossi et al., 1998). 

Les patients traités avec le SDZ RAD bénéficient d'une réduction des variations 

pharmacocinétiques observées avec le sirolimus. Le SDZ RAD, 40-0-(2-hydroxyéthyl)-

rapamycine, un analogue du sirolimus, ne subit pas les dégradations intestinales et peut donc, 

contrairement au sirolimus, être administré par voie orale tout en maintenant le même niveau 

d'activité immunosuppressive que le sirolimus. Les thérapies orales sont moins coûteuses à la 

fois pour le patient et pour l'hôpital. De plus, elles permettent d'éliminer les risques associés 

aux injections parentérales d'immunosuppresseurs (Schuler et al., 1997). 

La monothérapie avec le SDZ RAD prolonge la survie des allogreffes de façon significative. 

Mais une analyse de variance Anova one-way (comparaison simple) entre les temps des survie 

des groupes administrés 1mg et 2.5 mg de SDZ RAD n'indique aucune différence significative 

dans les modèles HVG (P=0.549) et GVH-HVG (P=0.053). Seul le modèle GVH démontre un 

effet relatif à une courbe dose-dépendente entre les deux groupes (P=0.001). En monothérapie, 



111 

augmenter la dose de SDZ RAD ne semble donc pas procurer les mêmes bénéfices que 

l'augmentation de la dose de Néoral. En effet, la même analyse statistique indique une 

amélioration de temps de survie suivant l'administration de la haute dose de Néoral dans les 

trois modèles de rejet (P=0.001). 

Il y a quelques années, Stepkowski et al., (1992), avaient suggéré que le sirolimus 

(0.8mg), administré par voie intraveineuse, quoique prolongeant la survie des allogreffes 

intestinaux hétérotopiques de façon significative, n'était pas aussi efficace vis-à-vis l'inhibition 

des maladies GVH (21±5.2j) que vers celle des HGV (40±5.6j). Nos résultats ne démontrent 

aucune différence significative de survie entre les trois modèles de rejet (Table III). Le SDZ 

RAD s'avérait aussi efficace contre les maladies HVG que les maladies GVH. Le fait que nos 

thérapies étaient administrées par voie orale dans un modèle orthotopique aurait pu engendrer 

ces différences de résultats: en effet, le rejet d'un greffon intestinal hétérotopique est moins aigu 

que celui d'un greffon orthotopique (Grant et al., 1991). Mais une étude publiée dans notre 

laboratoire par Chen et al., (1992), sur des greffons intestinaux orthotopiques, n'indiquait 

aucune différence entre les temps de survie des modèles GVH (38±13.8j) et HVG (36±10.8j) 

chez des rats administrés 0.8mg/kg/j de sirolimus par intraveineuse ce qui suggère que la 

différence entre nos résultats et ceux de Stepkowski et al., est attribuable au fait que notre 

modèle soit orthotopique et le leur, hétérotopique. 	Mais puisqu'une autre étude en 

transplantation d'intestin grêle hétérotopique chez la souris, ne rapporte aucune différence de 

temps de survie entres les modèles GVH et HVG (Chen, Qi et al., 1996), nous concluons que les 

thérapies sont aussi efficaces contre les GVH que les HVG. En fait, en clinique, comme les 

transplantations sont orthotopiques, la réaction GVH, bien qu'elle soit présente, n'est pas 

considérée comme un problème nécessitant une attention thérapeutique particulière par rapport 

aux HVG (Khan et Tzakis; dans es Ginns et al., 1999). Nous pensons donc que les rats du 
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modèle GVH de Stepkowski et al., (1992) auraient pu succomber prématurément à des 

infections bactériennes. 

La monothérapie avec la formulation Néoral s'avérait efficace dans les trois modèles de rejet. 

D'après nos comparaisons multiples, la puissance des doses de 5mg de Néoral par rapport aux 

autres monothérapies variait d'un modèle de rejet à l'autre. Les doses de 1mg et 2.5mg de SDZ 

RAD et de 2mg de Néoral étaient équipotentes dans les trois modèles de rejet (Table III). Les 

résultats des comparaisons simples et multiples contredisent la multitude de rapports indiquant 

le sirolimus comme étant de 10 à 100 fois plus efficace que la CsA et ce même à des doses plus 

faibles (Chen et al., 1992; Chen et Qi, et al., 1996; Stepkowski et al., 1992; Keown; dans es 

Ginns et al., 1999). Il y a là un phénomène attribuable peut-être au fait d'administrer le SDZ 

RAD et Néoral par voie orale plutôt qu'intraveineuse. Il est déjà bien établi que ces deux 

formules sont aussi efficaces que le sirolimus et la CsA (voir Néoral et SDZ RAD). Il se 

pourrait que le SDZ RAD soit absorbé avec moins de facilité que Néoral, diminuant la dose 

sanguine du SDZ RAD par rapport à celle de Néoral. Mais cette hypothèse reste à être vérifiée. 

Globalement, les trois modèles de rejets indiquent les mêmes résultats, réduisant la possibilité 

qu'une infection bactérienne aurait pu jouer réduire les temps de survie chez les groupes 

recevant le Néoral. 
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4.3.0 Thérapies associées 

Notre étude évalue non seulement l'effet du SDZ RAD et du Néoral sur la survie 

d'allogreffe, mais aussi sur la nature de cet effet, c'est-à-dire le type d'interaction entre ces deux 

agents. La différence du mode d'action de la CsA et du sirolimus pour la suppression 

immunitaire, suggère que ces deux agents, et donc leur nouvelle formulation, agiraient de façon 

synergique. En effet, dans les trois modèles de rejet étudiés, nous avons obtenu des résultats 

démontrant une interaction très fortement synergique entre le SDZ RAD et le Néoral 

administrés dans un ratio 1:2, respectivement (Fig. 2.1, 2.2 et 2.3; Table I et II). 

Les différences de temps de survie entre les monothérapies et les bithérapies sont 

prononcées. Certains croiraient à une réaction dose-réponse classique où associer deux agents 

ne fait qu'augmenter la dose totale de la thérapie et donc l'effet global. Mais ceci n'est pas le 

cas: doubler la dose du SDZ RAD, de 1mg à 2.5mg/kg/j, ou Néoral, de 2mg à 5mg/kg/j, 

augmente les temps de survie (Fig 2.1, 2.2, 2.3 et Table II). Par contre, associer les agents à 

doses faibles, lmg du SDZ RAD et 2mg de Néoral pour une dose totale de 3mg, donnait des 

temps de survie excédant celles obtenues avec, par exemple, 5mg de Néoral. Bien qu'ils ne 

définissent le concept de synergie, ces types de résultats, où les effets de l'association dépassent 

ceux d'un agent seul, sont caractéristiques des thérapies d'association avec effet synergique 

(Chou et Talalay, 1991). De plus, nos valeurs de IC indiquent des effets synergiques très 

évidents. 

Notre laboratoire a déjà publié une étude en transplantation d'intestin grêle orthotopique, 

dans laquelle le sirolimus et la CsA étaient administrés en ratio 1:10 par voie intraveineuse chez 

des rats (Chen et al., 1992). La comparaison de ces résultats à ceux obtenus avec le SDZ RAD 

et le Néoral permettent quelques interprétations intéressantes (Fig. 3.1). Premièrement, du point 
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de vue de la survie, la thérapie orale de SDZ RAD est nettement moins efficace que la thérapie 

intraveineuse avec le sirolimus. La cyclosporine A, par contre, est aussi efficace quand elle est 

administrée par voie intraveineuse ou orale (Néoral). En effet, 2mg de Néoral et 2mg de la CsA 

(intraveineuse) procurait aux animaux les mêmes temps de survie (16 jours). Ceci suggère que 

le Néoral soit absorbé de manière à ce que sa concentration sanguine soit équivalente à celle 

obtenue quand la CsA est administrée par voie intraveineuse. Ceci expliquerait l'équipotence de 

Néoral et de la CsA par voie intraveineuse, mais aucun dosage sanguin a été fait pour supporter 

cette affirmation. 

La comparaison entre mono et bithérapie montre que l'association des agents oraux est 

nécessaire pour supplanter les résultats de la monothérapie intraveineuse. Ceci remet en 

question soit l'équipotence du SDZ RAD et du sirolimus ou la capacité de SDZ RAD à résister à 

la dégradation intestinale et à être adéquatement absorbé. En effet, si le SDZ RAD et le 

sirolimus sont d'une puissance égale, les différences de survie observées peuvent être expliquer 

par une absorption incomplète de la dose de SDZ RAD administré par voie orale. 

Deuxièmement, la synergie est démontrée pour SDZ RAD et Néoral administrés au ratio de 1:2 

et non 1:10 comme c'est le cas dans l'administration intraveineuse de Chen et al. (1992). La 

proportion des doses de deux agents joue un rôle significatif sur l'interaction, soit synergique ou 

additive, observée entre deux agents (Vu et al., 1998). Comme mentionné, le SDZ RAD inhibe 

une voie de signalisation en aval de celle sur laquelle joue la CsA. Donc, la proportion du SDZ 

RAD administré doit être assez élevée pour agir de manière efficace sur les cellules 

immunitaires qui n'ont pas été sujet à l'action de la CsA. 
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4.4.0 Tests de Fonctions 

La méthode de transplantation que nous avons choisie, la méthode orthotopique, est plus 

immunogénique que la méthode hétérotopique (Grant et al., 1991), mais reflète mieux les 

phénomènes reliés à la transplantation grâce à sa continuité anatomique avec l'intestin du 

receveur. Puisque notre projet puisait son importance de l'absorption d'une thérapie orale, une 

méthode qui permettait l'étude de l'organe dans son contexte anatomique, donc la 

transplantation orthotopique semblait plus indiquée. Malgré ces avantages cette méthode 

comporte d'importantes limites. Premièrement, les études faites en transplantation intestinale 

orthotopique chez le rat sont peux nombreuses, ce qui rend difficile la comparaison de nos 

résultats. Deuxièmement, le protocole de biopsie constitue un outil limité pour l'évaluation 

d'un organe transplanté, notamment parce que les greffons orthotopiques sont inaccessibles aux 

biopsies et parce que les signes crises de rejet, de par leur nature dispersée, sont susceptibles de 

ne pas être détectés par les biopsies (Grant et al., 1991). Nous avons donc opté pour des tests 

de fonction plutôt que des biopsies. Par conséquent, nous n'avons aucune donnée histologique 

pour étudier directement l'effet des thérapies sur le profil immunologique de chaque type de 

rejet et sur leur toxicité au greffon. Les nécropsies ne révélaient rien de plus que la cause de la 

mort et un amas de tissus intestinaux nécrosés. Donc, bien que nos résultats démontrent des 

interactions fortement synergiques et une augmentation de la survie de l'allogreffe, nous ne 

pouvons vérifier si ces interactions augmentent aussi la toxicité des agents au receveur de façon 

synergique. Malgré que l'association des agents entraîne la baisse des doses administrées et 

théoriquement la diminution de la néphro- et hépatotoxicité, causées particulièrement par la CsA 

(Keown et Niese, 1998), sans une analyse histologique hebdomadaire, tel que la toxicité d'une 

thérapie, ne peuvent être résolues. Nous avons donc opté pour la réalisation des tests de 

fonction espérant récolter quelques indications de l'effet des immunosuppresseurs sur la 

viabilité du greffon. 
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4.4.1 Perméabilité 

Notre test de fonction au 51Cr-EDTA s'est avéré être sensible aux différences de perméabilité 

entre les groupes allogreffés et les témoins isogreffés: en effet, les allogreffes laissaient filtrer 

deux à trois fois plus de 51Cr-EDTA que les témoins (Fig, 2.4, 2.5, et 2.6). En temps normal, 

une molécule de 51Cr-EDTA serait trop grosse pour transiter de l'intestin vers la circulation 

sanguine, et sa présence dans l'urine est indicative d'une augmentation de perméabilité est 

explicable par la présence du rejet. Les tests au 51Cr-EDTA sont considérés très sensibles 

(Frezza, 1996). Le 51chromium éthylènediaminetétraacétate est une molécule inerte de 358 

Daltons qui, en présence du rejet, se faufile au travers les jonctions serrées des villi 

endommagées soit par le trauma opératoire ou l'atteinte immunologique, pour se retrouver dans 

la circulation sanguine et être ensuite excrétée par voie urinaire. D'après Grant et ses collègues, 

une augmentation d'excrétion suivie d'une baisse est indicative d'un épisode de rejet (Grant et 

al., 1989; 1990; 1991). Nos résultats semblent montrer chez la plupart des groupes, une 

augmentation d'excrétion qui pourrait indiquer une crise de rejet aiguë durant la deuxième ou 

troisième semaine. Par contre, cette augmentation n'est pas répétée chez tous les groupes, 

notamment ceux appartenant au modèle GVH-HVG, administrés 2.5mg de SDZ RAD, 2mg de 

Néoral, et l'association de 2.5mg de SDZ RAD et 2mg de Néoral (Fig. 2.6). Nous n'avons pas 

de données histologiques pour exposer la nature exacte des événements immunologiques de la 

deuxième semaine. Mais il est possible que l'absence d'augmentation d'excrétion chez ces 

groupes soit explicable par la suppression des crises de rejet par la thérapie. 

Il a été noté, en transplantation d'intestin grêle pré-clinique, que suivant des traitements 

intraveineux à cours terme, les crises de rejet, notamment dans le cas des GVH, survenaient 

dans les 4ème  et 6ème  semaines postopératoires (Sigalet et al., 1992). Nos résultats indiquent des 

crises de rejet dès la 2ème  et 3ème  semaines. Ceci pourrait être explicable par le fait qu'au 
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moment ou les animaux se remettaient du trauma opératoire, l'absorption des médicaments, 

probablement du SDZ RAD, était réduite permettant apparition du rejet. 

Le test de 51Cr-EDTA démontre globalement l'effet des crises de rejet sur la perméabilité. 

En fait, ce test est conçu en clinique pour détecter les crises de rejet, permettant d'ajuster la 

thérapie sans avoir recours aux biopsies (Grant et al., 1989; 1990; 1991). Les augmentations et 

baisses subséquentes d'excrétion du 51Cr-EDTA chez les groupes qui survivent plus que quatre 

semaines, notamment ceux administrés SDZ RAD et Néoral, indiquent que l'association du 

SDZ RAD et Néoral protège le greffon de dommages immédiats à la perméabilité causés par le 

rejet. Mais cette protection n'est pas observable à long terme. En fait, l'excrétion chez les 

groupes traités augmente et diminue sans jamais retourner aux niveaux précédant la crise. 

4.4.2 Absorption 

Il y a plusieurs autres tests de fonction utilisés en recherche pré-clinique qui détectent la 

présence d'enzymes et de marqueurs moléculaires nécessaires à l'absorption: monoamine 

oxydase, maltase, diamine oxydase, sucrase et aminopeptidase. Ces enzymes contribuent au 

métabolisme de certains aliments, dont la présence dans le compartiment sanguin est indicative 

de la viabilité du greffon (Gruessner, 1998). Le test d'absorption de maltose est reconnu comme 

étant sensible au rejet de la greffe intestinale; en effet, les taux de maltose sanguins varient selon 

les crises de rejet puisque l'enzyme maltase ne fonctionne efficacement que dans les membranes 

à bordures en brosse qui sont intactes (Billiar, 1984). 
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Nos résultats des tests d'absorption de maltose sont difficiles à interpréter. Les évaluations 

statistiques révèlent des différences d'absorption significatives qui suggèrent une crise de rejet 

durant la deuxième semaine de survie du groupe administré les doses faibles de SDZ RAD et 

Néoral (Table IV) et une amélioration de fonction pour le groupe administré 5mg de Néoral. 

Pour ce qui est des autres groupes, aucun changement d'absorption n'est détecté de semaine en 

semaine, ce qui laisse entendre que la condition du greffon, pour ce qui est de l'absorption de 

maltose, ne s'améliore pas. Globalement, le test de maltose démontre clairement une différence 

d'absorption entre les groupes isogreffes et allogreffes traités, attribuable aux réactions 

immunologiques ou à diverses lésions liées à la thérapie. Nos résultats n'indiquent aucune 

différence entre les modèles de rejet ou entre les groupes selon les différents traitements. Avec 

les doses plus élevées, la toxicité pour le greffon serait plus présente et affecterait de la sorte 

l'absorption du maltose; notre test n'indique rien de tel. Les taux de glycémie ne sont donc pas 

influencés par l'augmentation des doses. Une autre analyse statistique (Anova 3-way) indique 

que les pourcentages de changement de glycémie observés entre les premiers (Omin) et 

deuxièmes (30min) prélèvements ne sont pas différents d'un modèle de rejet à l'autre (P=0.546), 

d'un groupe expérimental à l'autre (P=0.278), d'une semaine à l'autre (P=0.848) ou entre les 

isogreffes et les allogreffes. Cette similarité entre les isogreffes et allogreffes indique que les 

immunosuppresseurs ne modifient pas la cinétique d'absorption de maltose. 

La validité du test de maltose a déjà été questionnée. Une étude rapporte qu'il n'y a pas de 

différences entre l'absorption préopératoire et postopératoire de rats après une transplantation 

hétérotopique de l'intestin. Il n'y aurait donc aucune corrélation entre les crises de rejet et les 

changements d'absorption (Bakonyi et al., 1994). Nous avions pensé que ces résultats ne 

reflétaient pas les événements présents dans un greffon orthotopique. Les crises de rejet contre 
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une greffe intestinale hétérotopique sont beaucoup moins intenses que celles présentes dans une 

greffe orthotopique (Grant et al., 1991), et peut-être que le test de maltose n'est sensible qu'à 

des crises de rejet plus fortes. Mais même dans notre modèle nous ne détectons rien concernant 

les crises de rejet d'un groupe à l'autre. Peut être que la présence de Néoral fausse nos résultats 

puisque la CsA interfère avec la sécrétion d'insuline (Robertson, 1986; Nielsen et al., 1986). 

Mais dans ce cas, les taux de glycémie seraient plus élevés chez les groupes traités, et nos 

résultats montrent le contraire. Il n'existe aucune indication que le sirolimus influence les 

niveaux de glucose sanguin. 

Nous sommes en mesure de détecter une baisse d'absorption chez les allogreffes sans 

pouvoir être certain que celle-ci n'est pas le résultat de lésions induites par les 

immunosuppresseurs utilisés. Une étude récente démontre que la monothérapie avec de faibles 

doses du tacrolimus, du MMF ou du sirolimus, ne modifie pas l'absorption de glucides chez les 

rats transplantés de l'intestin grêle (Sigalet et al., 1999). Nos résultats suggèrent que des doses 

élevées de SDZ RAD ou de Néoral en monothérapie ne modifient pas l'absorption non plus. 

C'est pourquoi nous pensons que les effets des immunosuppresseurs, quoique néfastes au 

greffon, ne modifient pas l'absorption de maltose et donc seul le rejet immunologique serait 

responsable de la différence d'absorption entre les groupes isogreffes et allogreffes. 
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Sommaire des comparaisons de variance entre groupes expérimentaux et entre 
semaines suivant la transplantation 

Comparaison Entre 
Groupes 

P<0.05 

Rad 2.5mg Néo 5mg Rad+Néo 
Faible Dose 

Rad+Néo 
Haute dose 

Iso vs HVG Oui Oui Oui Oui 

Iso vs GVH Oui Oui Oui Oui 

Iso vs Combinaison Oui Oui Oui Oui 
GVH vs HGV Non Non Non Non 

GVH vs Combinaison Non Non Non Oui 

HGV vs Combinaison Non Non Non Non 
Comparaison Entre 

Semaines 
1 vs 2 Oui Oui Oui Non 

2 vs 3 Non Oui Oui Non 

3 vs 1 
Non Non Non Non 

3 vs4 Non Non Non 

4 vs 2 Non Non Non 

4 vs 1 Non Non Non 

4 vs 3 Non Non Non 

TABLE III: Significations statistiques du Test de Maltose. Comparaison de variance des 

résultats du test d'absorption de maltose entre chaque modèle de rejet et entre chaque semaine 

suivant la transplantation (4 semaines de test). La comparaison statistique est déterminée avec un 

Anova 3-way suivit du test de Comparaisons Multiples de Tukey: différence significative, P<0.05. 
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4.5.0 Conclusions 

Nos dornées nous permettent de conclure que la thérapie concomitante du SDZ RAD et du 

Néoral est efficace vis-à-vis l'inhibition des HVG et des GVH. L'index de combinaison indique 

une interaction synergique allant de forte à très forte. La monothérapie du SDZ RAD et de 

Néoral s'avère quand même efficace, prolongeant la survie d'allogreffe de façon significative. 

Par contre, les moyennes de temps de survie des groupes traités avec la bithérapie étaient du 

double et même du triple de celles des groupes recevant la monothérapie, ce qui reflète 

l'interaction synergique entre les deux agents. Ceci s'accorde avec les multiples études faites 

dans notre laboratoire et ailleurs indiquant que c'est l'association des macrolides fongiques qui 

offre une protection nettement supérieure pour les allogreffes. De tels résultats ne servent qu'a 

raffermir la place de l'association des immunosuppresseurs dans la prophylaxie de rejet de 

greffe tout en établissant la transplantation orthotopique de l'intestin grêle du rongeur comme 

modèle adéquat d'évaluations préliminaires. Le régime étudié ici était constitué d'agents 

administrés par voix orale. Aucune donnée impliquant une thérapie orale et un modèle 

orthotopique de transplantation de l'intestin grêle n'est présentement disponible. 	Nos 

comparaisons préliminaires indiquent que la monothérapie orale n'est pas aussi efficace que la 

monothérapie intraveineuse, mais que la bithérapie est très efficace. D'autres études sont 

nécessaires avant de confirmer les avantages d'un mode d'administration l'un par rapport à 

l'autre. 

Nous concluons donc que le SDZ RAD et le Néoral agissent de façon synergique dans 

l'inhibition des maladies hôte-vs-greffe et greffe-vs-hôte dans un modèle de transplantation 

orthotopique de l'intestin grêle chez le rat. Nous suggérons que les thérapies orales ne sont 

efficaces que si administré en association à un ratio permettant la synergie. Ces résultats 

préliminaires, offrent une base de référence importante pour d'autres études pré-cliniques et 

cliniques en transplantation intestinale. 
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4.6.0 Perspectives 

D'autres études seront nécessaires car la présente étude ne fournit pas toutes les réponses 

essentielles à la progression vers la phase clinique. Comme nous l'avons mentionné, notre 

protocole est limité par rapport à sa capacité d'évaluation d'une thérapie immunosuppressive: 

nous ne pouvions mener d'études histologiques avec un modèle orthotopique. Par conséquent, 

nous n'avions pas les moyens d'évaluer la toxicité des agents pour le greffon, soit la 

néphrotoxicité et l'hépatotoxicité. Il s'agit évidemment de lacunes que nous ne pouvons 

combler. Nous avons établi l'association du SDZ RAD et du Néoral comme thérapie adéquate à 

la survie d'allogreffe de l'intestin grêle. Les études qui suivront devront être axées sur la 

toxicité et les effets secondaires de ce régime. Elles impliqueront des biopsies du greffon 

hérérotopique et le sacrifice hebdomadaire d'animaux pour permettre d'analyses histologiques 

de tous les organes afin de comparer le développement d'une toxicité pour le greffon. Ces 

études pourraient être faites chez les rongeurs et les cochons. Dépendant des résultats dans ces 

modèles, des essais chez les primates non-humains seront nécessaires avant le développement de 

la phase clinique. Bien que le SDZ RAD et le Néoral aient déjà fait leur entrée en phase 

clinique dans la transplantation de rein, de coeur et de poumon, nous parlons ici d'une 

transplantation de l'intestin grêle. 	D'autres associations devront aussi être évaluées, 

particulièrement celle du tacrolimus avec le SDZ RAD ou le Néoral. 

En plus de varier les thérapies, il faudra aussi étudier l'absorption des traitements administrés 

par voie orale, particulièrement celle du SDZ RAD. Comme nous l'avons déjà mentionné, il est 

possible que durant la période de guérison des traumas opératoires et ischémiques, le greffon ne 

soit pas en mesure d'absorber complètement les doses administrées. Ceci se traduirait, en 

clinique, par un besoin d'initier la thérapie par voie intraveineuse. C'est pourquoi d'autres 

essais sont nécessaires afin de clarifier cet aspect de la greffe intestinale. 
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Voilà en résumé, ce qui sera nécessaire dans le but d'améliorer l'immunosuppression en 

transplantation intestinale. Comme les pionniers de la transplantation l'ont démontré, grâce à la 

méthode expérimentale que nous parvenons à des progrès médicaux. C'est ainsi que nous 

continuerons à développer les outils qui permettront d'alléger les souffrances des patients en 

attente d'une greffe 
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