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I. Epilepsie

A. Définition
Le terme épilepsie du grec epilepsia « crise surprise » se définit comme une affection neurolo-
gique chronique du cerveau, qui se caractérise par des crises récurrentes. Elle se manifeste par
de brefs épisodes de tremblements involontaires touchant une partie du corps (épilepsie focale)
ou I’ensemble du corps (épilepsie généralisée).
Ces crises résultent de décharges électriques excessives qui peuvent se produire dans différentes
parties du cerveau et qui varient en intensité allant de bréves secousses musculaires et une perte
d’attention a des convulsions sévéres et une perte de conscience. [1]

B. Historique
A I’époque de I’antiquité, les épileptiques n’étaient pas considérés comme des infortunés a se-
courir mais comme des maudits a séquestrer car une idée de contagion s’attachait a leur infir-
mité et ¢’était une coutume de cracher sur eux quand ils passaient, cela s’appelait cracher 1’épi-
lepsie.
Au Ve¢siecle av. J.-C, Hippocrate écrit son fameux traité, la Maladie sacrée, dans lequel il parle
de I’épilepsie comme une maladie du cerveau et qui, si elle devient chronique, se révéle incu-
rable.
Plusieurs autres scientifiques grecs ont écrit aussi sur 1’épilepsie comme Galien et Arétée, puis
des latins comme Coelius Aurélianus, un de ceux qui ont parlé le plus savamment de cette
affection.
La médecine arabe s’est également intéressée a I’épilepsie, Avicenne a longuement insisté sur
I’existence de différentes espéces épileptiques. Quant au traitement, Avicenne en expose en
détails des particularités comme 1’abstinence du vin et la sobriété.
Nombreux sont les éminents savants qui se sont intéressés a 1’épilepsie mais ce n’est qu’au
19 sigcle que le bromure de potassium premier médicament efficace contre 1’épilepsie est
découvert puis le phénobarbital en 1912, la phénytoine en 1937, la primidone en 1954,
I’ethosuximide en 1960, la carbamazépine en 1974, le clonazepam en 1975 et le valproate en
1978.
Depuis 1994 plus d’une dizaine d’antiépileptiques ont été commercialisés, appelés molécules
de nouvelle génération, démontrant une efficacité comparable aux molécules d’ancienne géné-
ration mais un meilleur profil pharmaceutique et une meilleure tolérance que ces derniéres. [2]
[3]

C. Epidémiologie
L’épilepsie est un grand probléme de santé publique affectant 50 millions de personnes dans le
monde de tout age. Quatre-vingt pourcent d’épileptiques vivent dans des pays a revenu faible
ou intermédiaire et preés de trois quarts ne bénéficient pas de traitement.
En Europe, c’est 'une des affections neurologiques les plus répandues, elle atteint 6 millions
de la population et est responsable d’une surmortalit¢ importante de 33 000 patients tous les
ans.
Il s’agit le plus souvent de morts subites et inattendues, affectant le plus souvent de jeunes
adultes. Cette mortalité peut étre évitée dans un tiers des cas avec une meilleure prise en charge
et une meilleure organisation des soins. C’est pour cette raison que depuis 1997 1’organisation
mondiale de la santé et des produits de santé (OMS), la ligue internationale contre 1’épilepsie
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et le bureau international de 1’épilepsie ménent une compagne mondiale pour faire connaitre
cette maladie et améliorer sa prise en charge. [4] [1]

D. Classification
Les manifestations cliniques de 1’épilepsie sont treés variées, c’est pour cette raison qu’en 1981
une premicre classification a été mise en place et sur laquelle s’est basée la ligue internationale
contre 1’épilepsie pour mettre en place une nouvelle classification en 2017.
Cette classification distingue principalement trois groupes de types de crises (figure 1):

- Crises généralisées : sont des décharges neuronales excessives survenant dans
I’ensemble du cortex cérébral

- Crises focales : ce sont des crises restant limitées, ou impliquant une région plus
large, ou des réseaux limités a un hémisphere.

- Inconnues : peu de données pour pouvoir les classer dans une des catégories.

Crises Généralisées Crises Focales Inconnues
impliquant rapidement des réseaux Impliqaunt des réseaux limités Donnés insuffisantes pour
bilatéraux @ un seul hémisphére. classer les crises comme
l focales ou généralisées
Ton.lco- I Absences I I C I I I I I yoclo Caracterisées parlun ou plusieurs - Spasmes épileptiques
Cl I - Myocloniques symptomes: - Autres
- Myoclono- Aura
l I I atoniques Moteurs
- Myoclono-toniques Végétatifs
I Typiques I Absences avec I i I C i /Ré ala
symptoémes particuliers stimulation:
—Absences myocloniques altérée (dyscognitive) ou préservée
—-Myoclonies palpébrales
Peut évoluer vers y
I Crise bilatérale convulsive I

Figure 1: classification internationale des crises épileptiques. [5]

E. Etiologie
Les causes de 1’épilepsie sont nombreuses :

» Génétique : des études génétiques moléculaires ont démontré que certains dé-
fauts génétiques peuvent se manifester par I’apparition de crises.
» Structurelle/métabolique : existence d’une association entre une maladie struc-

turelle ou métabolique et la survenue d’épilepsie.
» Cause inconnue : peut étre d’origine génétique, structurelle et métabolique mais

qui n’est pas encore identifiée. [5]
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F. Physiopathologie de I’épilepsie
1. La transmission neuronale

Le cerveau humain contient au moins 100 milliards de neurones qui permettent de transmettre
des messages sous forme d’influx nerveux.
Ces influx électriques circulent tout au long de cette cellule pour arriver a la synapse, zone
d’échange entre neurones. A ce niveau, I’information électrique s’échange en message chi-
mique grace a I’échange d’ions et la libération de neurotransmetteurs qui vont se fixer sur les
récepteurs localisés sur le second neurone et induire une modification de I’activité électrique
du neurone post-synaptique. [6]
Il existe de nombreux neurotransmetteurs au niveau central ; parmi eux, le glutamate et le
GABA qui représentent des voies importantes dont le fonctionnement est perturbé dans 1’épi-
lepsie:

- Le GABA (acide y-aminobutyrique) : est le principal neurotransmetteur inhibi-
teur du systéme nerveux central, il contribue au controle moteur, a la vision et a
plusieurs fonctions corticales.

- Le glutamate : est un neurotransmetteur excitateur important, il est impliqué
dans les fonctions cérébrales d’apprentissage et de mémorisation.

Le calcium joue un réle important dans la libération des neurotransmetteurs. Lors de la dépola-
risation d’une terminaison nerveuse par un potentiel d’action les canaux calciques voltage dé-
pendants s’ouvrent, les ions calciums entrent dans la cellule d’ou I’augmentation de sa concen-
tration intracellulaire.

Ceci provoque la fusion des vésicules présynaptiques qui contiennent les neurotransmetteurs
avec la membrane plasmique et induit I’exocytose du médiateur dans la fente synaptique, ces
molécules qui assurent la transmission neuronale vont aller se fixer par la suite sur des récep-
teurs de la membrane postsynaptique.

En fonction du type de médiateur, il en résultera une dépolarisation ou une hyperpolarisation
de la cellule cible. [7]

2. Equilibre neuronal

a) Le potentiel membranaire au repos

Grace a la perméabilité sélective des membranes, les ions potassium et sodium peuvent se dé-
placer des milieux de plus fortes concentrations vers les milieux de plus faibles concentrations
principalement par des canaux ioniques (diffusion passive). Lorsque les ions K* se déplacent
de l'intérieur vers 'extérieur de la cellule via le gradient chimique, ces ions positifs se déposent
a l'extérieur de la membrane, créant un potentiel électrique transmembranaire avec une charge
positive a l'extérieur de la membrane et une charge négative a l'intérieur de la membrane. Ce
potentiel transmembranaire crée le gradient électrique de la membrane cellulaire dans lequel
tout ce qui a une charge positive tentera de se déplacer de manicre intracellulaire. Le potassium
étant le plus perméable au repos, il a la plus grande influence sur le potentiel membranaire au
repos.

Cette différence de concentrations est ensuite maintenue par les pompes Na*/K* , transporteurs
actifs permettant le déplacement de ces ions a 1’encontre du gradient de concentrations, trois
ions Na" a I’extérieur de la cellule et deux ions K* a I’intérieur de la cellule.
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b) Le potentiel d’action
Les neurones sont des cellules excitables qui assurent la transmission de I’influx nerveux (figure
2). 1Is disposent d’ions qui leur permettent de varier leurs potentiels et donc de créer ces influx

\| /

ou potentiels d’action.

fente
synaptique

neurostransmetteur

synapse

myéline

neurone N2

Figure 2: la transmission d'un message électrique entre deux neurones. [8]

Le potentiel membranaire du neurone au repos est de -70 millivolts. Dans les neurones, lorsque
les neurotransmetteurs excitateurs sont libérés ils peuvent induire une dépolarisation et si le
seuil de cette derniére atteint 55 millivolts, les canaux Na* voltage-dépendants s’ouvrent. Ceci
va permettre I’entrée des ions Na* dans la cellule ce qui va créer un potentiel d’action. Ce der-
nier va se propager tout au long de la membrane et va induire I’ouverture de plus de canaux
Na"
Le potentiel de membrane passe alors de -70 a +30 millivolts ce qui déclenche 1’ouverture des
canaux K* voltage-dépendants, une sortie des ions potassiques, induisant ainsi une repolarisa-
tion et un retour du potentiel membranaire au repos. [9]
3. Mécanismes cellulaires/biochimiques impliqués dans la physiopatho-
logie de I’épilepsie
Une crise d’épilepsie se produit lorsqu’un déséquilibre entre 1’excitation et I’inhibition neuro-
nale dans le cerveau se produit. Ce déséquilibre peut étre génétique ou acquis.
Les problemes génétiques peuvent atteindre différents niveaux comme :

- Le circuit neuronal dans le cerveau (connexion synaptique anormale, dysplasie
corticale)
- Les récepteurs :
o Atteinte des sous-unités du récepteur de l'acide y-aminobutyrique
[GABA] dans le syndrome d’ Angelman.
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o Suractivation des récepteurs N-methyl-D-aspartate [NMDA] par le
glutamate neurotransmetteur excitateur. Ces récepteurs interviennent
dans la transmission synaptique, la mémoire, 1’apprentissage et les
fonctions cognitives. [10]

- Ou les canaux ioniques (mutations des canaux potassiques dans 1’épilepsie néo-
natale familiale bénigne). [11]

o Systéme gabaergique
L'acide gamma-aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur du cortex
cérébral et contrebalance l'excitation neuronale. Lorsque cet équilibre (inhibition/excitation
neuronal) est perturbé, des crises peuvent survenir. Il existe deux types de récepteurs sur les-
quels il peut se fixer : le GABA-A, un récepteur-canal, qui permet l'entrée des ions chlorure
dans la cellule et le GABA-B, un récepteur couplé a une protéine Gi, qui augmente la conduc-
tance du potassium, diminue l'entrée du calcium et inhibe la sécrétion de neurotransmetteurs.
Ce systéme a un rdle trés important dans ’épilepsie, des études ont démontrées que des ago-
nistes du GABA suppriment les convulsions alors que des antagonistes induisent des convul-
sions. [11]

o Systéme glumatergique
Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur prédominant dans le cerveau de mammiferes
adultes et est essentiel dans I’exécution de nombreux processus.

11 existe plusieurs types de récepteurs ionotropes ou métabotropes sur lesquels se fixent le glu-
tamate : Parmi les récepteurs ionotropes postsynaptiques du glutamate :

- Les récepteurs de l'acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionique
(AMPA) et qui sont essentiels a la neurotransmission excitatrice rapide.

- Les récepteurs N-méthyl-d-aspartate (NMDA) quant a eux servent de média-
teurs dans les potentiels excitateurs lents postsynaptiques et sont essentiels au
traitement global de l'information.

Les récepteurs métabotropes pré et postsynaptiques du glutamate (mGIluR) ont aussi un role
important dans la régulation du systéme glutamatergique. Ils sont divisés en trois groupes :

- Groupe 1: mGluR1 présynaptique (renforce la libération de glutamate) et
mGluRS postsynaptique (module 1’action des récepteurs ionotropes postsynap-
tiques)

- Groupe 2 : mGluR2/3, ils renforcent I’excitabilité de plus le mGIuR3 est présent
au niveau des astrocytes et régule I’activité de transporteurs responsables de la
recapture du glutamate.

- Groupe 3 : mGluR4,6,7,8 (récepteurs présynaptiques inhibiteurs), compensent
I’augmentation de I’excitabilité.

De nombreuses études ont démontré qu’une libération excessive de glutamate dans la synapse
est associée a des crises épileptiques et entraine a long terme ’altération de la connectivité
neuronale.
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De études précliniques et cliniques ont mis en évidence le réle important du systeme glutama-
tergique dans le contrdle des crises épileptiques ce qui a permis de développer de nombreux
antiépileptiques ciblant ce systéme. De plus, de nouvelles cibles comme les astrocytes pour-
raient offrir un moyen de moduler ce systéme et de développer de nouvelles thérapies. [12]
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II. Les Traitements de I’épilepsie

A. Traitement médicamenteux
Les antiépileptiques sont des molécules qui permettent de controler les crises dans environ 70
a 80% des cas, ils sont utilisés en mono ou polythérapie et le plus souvent a vie d’ou la nécessité
d’une observance rigoureuse et d’une bonne hygiéne de vie.
Ils sont classés en ancienne et nouvelle génération. L’ancienne génération comporte principa-
lement quatre molécules : le phénobarbital, la phénytoine, la carbamazépine et le valproate de
sodium.
La mise sur le marché de molécules de nouvelle génération a permis une meilleure prise en
charge des patients épileptiques car elles sont mieux tolérées et induisent moins d’effets secon-
daires. Cependant, peu de molécules de deuxieme génération ont démontré une meilleure effi-
cacité par rapport a la premiere génération. [7]
Parmi les nouveaux antiépileptiques on retrouve : la gabapentine, le vigabatrin, la lamotrigine,
le topiramate, 1’oxcarbazépine, le 1évétiracétam, le zonisamide, le lacosamide, la tiagabine, le
felbamate, le stiripentol...etc
Le choix de I’antiépileptique tient compte de plusieurs facteurs : le Syndrome, 1’Age, le Genre
I’Etiologie et les comorbidités résumés par 1’acronyme « SAGE.com ». [13]
Apres avoir identifié le type d’épilepsie du patient, une monothérapie est instaurée en suivant
les recommandations de I’AMM pour choisir la molécule la plus adaptée pour la prise en charge
du syndrome épileptique et dont la posologie est augmentée progressivement jusqu’a la dose
minimale efficace afin de limiter la survenue d’effets indésirables. Si le diagnostic du syndrome
est incertain, il est recommandé de choisir une molécule a large spectre thérapeutique (figure
3).
En cas d’échec d’une monothérapie, une seconde est mise en place. En cas d’un autre échec,
une polythérapie est préconisée. [14]
Selon les recommandations de la haute autorité de santé chez une patiente épileptique suscep-
tible d’étre enceinte le risque lié¢ a 1’exposition aux antiépileptiques est a considérer dés 1’ins-
tauration du traitement.
Ce risque et en particulier le risque malformatif est hiérarchisé selon I’antiépileptique utilisé
(détails dans la partie III. Grossesse et épilepsie). [15] [16]
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Choix du traitement

Epilepsie généralisée idiopathique Epilepsie focale

Cibler un profil d'efficacité en fonction du type d'épilepsie

Anti-épileptique de spectre large Anti-épileptique de spectre éiroit ou large

Individualiser pour chaque patient le choix de |'anti-épileptique en fonction de son profil de tolérance

Femme en ape Association a des .
SR — de procréer traitements a Fonction e
en age Autres situations - . rénale Autres situations
de procréer (souhalt de grossesse, métabolisme altérée
pilule) hépatique
» Lamotrigine D Lamotrigine » Lamotrigine » Lamotrigine D Carbamazépine D Carbamazépine
D Valproate D Lévétiracétam D Lévétiracétam D Oxcarbazépine D Oxcarbazépine
LRI D Zonisamide D Lamotrigine D Lamotrigine
Premiere D Lévétiracétam
intention » Zonisamide
S echec +
D Lévétiracétam Tous les médicaments actuellement commercialisés (sauf éthosuximide)

D Topiramate ]
D Zonisamide
» Pérampanel + Bilan pré-chirurgical

Figure 3: arbre de décision thérapeutique dans [’épilepsie débutante de ’adulte.[17]

1. Propriétés pharmacologiques des antiépileptiques
En thérapeutique, les mécanismes d’action des antiépileptiques peuvent étre regroupé€s en trois
mécanismes de base:
a) La Modulation des canaux ioniques

(1)  Canaux sodiques potentiel dépendants
Les canaux sodiques neuronaux sont composés de plusieurs sous-unités, la sous-unité alpha
étant la plus importante car forme le canal et lui confére ses propriétés potentiel-dépendantes.
Une mutation de cette sous-unité est retrouvée dans différents syndromes, notamment dans
I’épilepsie généralisée.
Le blocage de ces canaux empéche I’entrée du flux d’ions ce qui ralentit la propagation du
potentiel d’action le long de la membrane et favorise la stabilisation de la membrane neuronale.
Ces canaux sont I’une des principales cibles des antiépileptiques comme la phénytoine, la car-
bamazépine et la lamotrigine qui agissent en se liant aux canaux sodiques a 1’état inactivé et
empéchent les décharges ¢€lectriques répétitives de haute fréquence.

(2)  Canaux potassiques
Les canaux potassiques sont des complexes protéiques qui ont un role important dans la repo-
larisation et le retour au potentiel membranaire de repos. C’est pour cette raison que des acti-
vateurs de ces canaux présentent des propriétés anti-convulsivantes tandis que des inhibiteurs
favorisent les crises d’épilepsie. Ils sont par ailleurs associés a différentes pathologies géné-
tiques telles que I’épilepsie infantile.
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(3) Canaux calciques potentiel dépendants
Ces canaux partagent des caractéristiques structurales avec les canaux sodiques. La sous-unité
alpha 1 des canaux calciques est équivalente a la sous unité alpha des canaux sodiques car elle
forme le canal calcique et lui confére ses propriétés potentiel dépendantes.
Ces canaux calciques sont associés a différentes pathologies génétiques comme 1’épilepsie de
I’enfance (absence).
Plusieurs antiépileptiques bloquent ces canaux calciques potentiel-dépendants comme la lamo-
trigine ou la gabapentine, induisant une diminution de libération de neurotransmetteurs excita-
teurs.

b) L’Augmentation de la transmission gabaergique

La facilitation de la transmission gabaergique a un effet anticonvulsivant, le GABA étant le
principal neuromédiateur inhibiteur du SNC, plusieurs antiépileptiques exercent leurs effets en
augmentant la transmission gabaergique centrale. Ainsi, la vigabatrine inhibe la GABA amino-
transférase, enzyme qui catalyse la dégradation du GABA, la tiagabine bloque la recapture du
GABA par les cellules gliales et neuronales via le transporteur GAT1, tandis que les benzodia-
zépines et le phénobarbital activent les récepteurs GABA-A et potentialise I’activité de ce neu-
rotransmetteur.

c) La diminution de la neurotransmission excitatrice (Glutamate)
Le glutamate, principal neurotransmetteur excitateur dans le cerveau des mammiferes, exerce
ses propriétés pharmacologiques sur différents récepteurs : ionotropiques (AMPA, NMDA,
kainate) et métabotropiques.
Le blocage des récepteurs ionotropiques du glutamate est reconnue pour contribuer a 1’activité
antiépileptique induite par différentes molécules comme le felbamate et le topiramate.
Ce blocage va diminuer la perméabilité neuronale au sodium et au calcium et va empécher la
neurotransmission excitatrice rapide.

d) Molécules a modes d’action multiples
Certains antiépileptiques ont un large profil anti-convulsivant en agissant sur plusieurs sites
pharmacologiques (tableau I) (figure 4) et vont donc avoir des indications dans différents types
d’épilepsies.
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Tableau I: différentes cibles pharmacologiques des antiépileptiques, *le lévétiracétam agit par l'inter-
médiaire de la protéine vésiculaire SV2A.

Composés lactiv. lactiv. Tactiv. Tactiv. lactiv.
canaux Na  canaux Ca canaux K récept. GABA récept. GLU
Carbamazépine +++

Clobazam F++

Clonazépam F++

Diazépam F+

Ethosuximide +++

Felbamate +++ ++ ++ ++
Gabapentine +++ +

Lamotrigine +++ ++

Lévétiracétam®

Oxcarbazépine +++ + +

Phénobarbital + 4+ +

Phénytoine +++

Prégabaline 4+

Primidone + F+ +

Stiripentol ++

Tiagabine F+

Topiramate ++ ++ + ++ ++
Valproate Na +++ ++ ++ +

Vigabatrine 4+

Zonisamide +++ +++ + +

epin e" E
acidevalproique, Lamotrigine
lamotrigine, . topiramate,
topiramate, = oxcarbazepine,
S zonisamide, off levetiracetam,
GABA: rufinamide, gabapentine,
lacosamide pregabaline,

Tiagabine, 1 ethosuximide
/ n récepteur GABA-A o

»x protéine 2A
Benzodiazepines, b ‘ x _ I
barbituriques, Perampanel,
topiramate récepteur AMPA topiramate

=L vésiculaire
Foc

Figure 4. principaux mécanismes d'action des antiépileptiques. GABA : gamma-aminobutyric acid ;
GABA-T: gamma-aminobutyric acid transportor ; AMPA : alpha -amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-
4-propionate.

27



2. Pharmacocinétique des antiépileptiques
Lors de la mise en place et du choix du traitement antiépileptique, il est important de connaitre
les parametres pharmacocinétiques du médicament comme la biodisponibilité, quantité du prin-
cipe actif atteignant la circulation générale, le Tmax, temps nécessaire pour atteindre la con-
centration maximale, le pourcentage de liaison protéique pour connaitre la fraction libre active,
I’effet inducteur enzymatique pour adapter les doses et éviter certaines interactions médicamen-
teuses ainsi que la voie de métabolisation et d’¢élimination ( tableau II).

Tableau I1: principales caractéristiques pharmacocinétiques des antiépileptiques ; ‘a’ paramétres va-
riables doses dépendantes ; A adulte E enfant. [18] [19]

DCI Absorption Tmax Liaison pro- Effet inducteur Demi-vie Fraction Méta-
(%) (heures) téique enzymatique (heures) bolisée
(%) (%)
Phénobarbital 90 4-18 45-60 Oui 20-404 30-50
40-708
Primidone 100 6-8 0-20 Oui 6-22 95-100
Phénytoine 90? 4-8* 90 Oui 13-95 95
Ethosuximide 100 3-7 10 Non 60% 80-90
30F
Carbamazépine 80 4-8* 80 Oui 5-16 98
Valproate 100 3-8 90? Non 8-16 90
(inhibition)
Vigabatrine 100 1-2 0 Non 5-7 <5
Felbamate 90 2-6 25 Non 13-20 50
(inhibition)
Gabapentine 35-65 2-3 0 Non 5-7 0
Lamotrigine 100 3 55 Non 30 70-93
Tiagabine 100 2 95 Non 7-9 98
Topiramate 90 3-4 13-17 Non 20 20-30
Oxcarbazépine 100 4-5 40 Oui 8-10 >97
Lévétiracétam 100 1-3 10 Non 6-8 34

La biodisponibilité des antiépileptiques est généralement bonne avec une résorption rapide pour
certains, lente pour d’autres. La majorité des antiépileptiques subissent un métabolisme hépa-
tique ce qui explique les nombreuses interactions médicamenteuses. Ces derniéres sont renfor-
cées par I’effet inducteur ou inhibiteur de certains antiépileptiques. Seuls quelques antiépilep-
tiques ne font pas 1’objet d’interactions médicamenteuses cliniquement significatives (1évétira-
cétam, vigabatrine, prégabaline, gabapentine).

Le métabolisme hépatique comporte le plus souvent deux phases distinctes [20]:

- PhaseI : réactions cataboliques ou de fonctionnalisation, mettent principalement
en jeu des réactions d’oxydation (cytochrome P450), de réduction ou d’hydro-
lyse des médicaments. Cette phase induit généralement une perte d’activité phar-
macologique ou parfois leur activation comme pour les promédicaments.

- Phase II : anabolique ou de conjugaison, il s’agit de greffer par covalence un

groupe polaire (ionisé ; glucuronate, glutathion, sulfate, méthyle, acétyle, gly-
cine, etc.) sur le médicament pour augmenter son hydrosolubilité et faciliter
son excrétion.
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Ce métabolisme hépatique peut étre influencé par différents facteurs innés (génétiques) et ac-
quis (pathologies hépatiques, interactions médicamenteuses inductrices ou inhibitrices). [21]
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3. Effets indésirables

Les antiépileptiques ont de nombreux effets indésirables touchant différents systémes. Les ef-

fets les plus fréquents sont :

- Neurologiques : somnolence, troubles de 1’¢élocution, ataxie, céphalées, convul-
sions, hyperkinésie, dépression, anxiété, agressivité, confusion, vertiges d’ou la
nécessité de mettre en place certaines précautions comme éviter de conduire et

de consommer de 1’alcool.

- Digestifs : douleurs abdominales, nausées et vomissements, sécheresse de la

bouche, dyspepsie, stomatite, diarrhée, constipation.
- Cardio-vasculaires : hypertension artérielle, vasodilatation,

- Hépatiques : augmentation de la gamma-glutamyltranspeptidase, hépatopa-

thies,

- Sanguins et lymphatiques : leucopénie, anémie, thrombopénie, hémorragie,

neutropénie, épistaxis.

- Rénaux et génito-urinaires : impuissance, irrégularités menstruelles, oligomé-

norrhée, acidose métabolique, lithiase, pollakiurie, dysurie.

- Cutanés et troubles des appendices : prurit, ecchymoses, rash cutané, derma-
tite allergique, éruption cutanée, acné, alopécie, urticaire, chute des cheveux,

troubles de I’ongle et du lit de I’ongle, cedeme facial.
- Visuels : diplopie, troubles de I’accommodation.

- Immunitaires : infection virale, rhinopharyngite, hypersensibilité.

- Musculo-squelettiques : spasmes, arthralgie, myalgie, dorsalgie.
- Respiratoires : dyspnée, bronchite, pharyngite, toux, épistaxis.

Cependant, les molécules de nouvelle génération semblent induire moins d’effets secondaires
et étre mieux tolérées. Le tableau ci-dessous résume les effets indésirables fréquents et tres fré-
quents des antiépileptiques (Trés fréquent (> ou = 1/10), fréquent (> ou = 1/100, <1/10). [22]

[23]

Tableau III: effets indésirables fréquents et tres fréquents des antiépileptiques. [22][23]

ETX : ethosuximide ; PB : phénobarbital ; PHT : phénytoine ; CBZ : carbamazépine ; VPA : acide val-
proique ; FEL : felbamate ; GBP : gabapentine ; LCM : lacosamide ; LVT : lévétiracétam ; LAM : la-
motrigine ; OXC : oxcarbazépine ; RFN : rufinamide ; STP : stiripentol ; TGB : tiagabine ; TPM : to-

piramate ; VGV : vigabatrine ; ZNS : zonisamide.

Effets ETX [PB | PHT | CBZ | VPA | FEL | GBP | LCM | LVT | LAM | OXC | RFN | STP | TGB

TPM

VGV

ZNS

Nerveux

Cardio-vasculaires

Gastro-intestinaux

Hépatiques

Sanguins et lymphatiques

Rénaux et génito-urinaires

Cutanés et appendices

Visuels

Immunitaires

Musculo-squelettiques
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Les effets indésirables sont nombreux et fréquents, dans certaines situations a risque, un arrét
du traitement en urgence peut étre obligatoire comme pour certaines réactions d’hypersensibi-
lité cutanées, des troubles de la vision ou respiratoires.

4. Interactions médicamenteuses
Les antiépileptiques constituent un groupe de médicaments extrémement susceptible d’interac-
tions et le plus souvent pharmacocinétiques. Ces derni¢res peuvent modifier 1’absorption, la
liaison aux protéines, le métabolisme ainsi que 1’élimination des médicaments. De nombreuses
¢tudes précliniques ont démontré une altération du métabolisme due a I’effet inducteur ou in-
hibiteur d’enzymes.
L’induction enzymatique entraine une augmentation du métabolisme et donc une diminution
des concentrations sériques et un effet pharmacologique moins important (si aucun métabolite
actif n’est présent) avec une éventuelle perte de controle des crises épileptiques. Ce processus
est invers¢ lorsqu’on arréte 1’inducteur, entrainant ainsi une augmentation des concentrations
sériques et un potentiel effet secondaire toxique.
L’inhibition enzymatique quant a elle résulte de la compétition de deux substrats pour un méme
site actif d’'une enzyme, la molécule qui a le plus d’affinité se fixe et empéche la métabolisation
du médicament associé . Il s’en suit une élévation des concentrations plasmatiques de ce médi-
cament avec un risque accru de survenue d’effets indésirables.
Une fois que ’inhibiteur est retiré, le médicament associé se fixe sur le site actif de I’enzyme
du métabolisme. Ceci entraine une diminution de la concentration du médicament avec un
risque important de convulsions.
L’effet inducteur (carbamazépine, phénytoine, phénobarbital, primidone, topiramate) ou inhi-
biteur (acide valproique) des antiépileptiques peut induire une diminution ou une augmentation
des concentrations sériques des autres antiépileptiques utilisés en polythérapie ou avec d’autres
classes de médicaments comme les anticoagulants, les antipsychotiques, les antibiotiques, an-
tinéoplasiques et les immunosuppresseurs. En fonction des conséquences cliniques, ces inte-
ractions peuvent étre classées en trois niveaux :

- Niveau 1 : implique des conséquences cliniques graves et la combinaison doit
étre évitée

- Niveau 2 : implique généralement une prudence et un ajustement de la posologie

- Niveau 3 : concerne généralement les interactions pour lesquelles un ajustement
de posologie n’est pas nécessaire

Le tableau IV ci-dessous représente des interactions induites par 1’association d’antiépilep-
tiques ou d’antiépileptiques avec d’autres classes de médicaments.
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Tableau 1V: exemples d'interactions médicamenteuses de niveau 1 et 2. [24]

Antiépileptiques

Carbamazépine, phé-
nobarbital, phény-
toine, primidone
Topiramate
Carbamazépine

Lamotrigine

Acide valproique

Acide valproique

Carbamazépine, phé-
nobarbital, phény-
toine, primidone

Carbamazépine, phé-
nobarbital, phény-
toine, primidone

Médicament affecté

Contraceptifs oraux

Antibiotiques : cla-
rythromycine, érythro-
mycine

Contraceptifs oraux

Lamotrigine

Phénobarbital

Antivitamine K: warfa-
rine

Immunosuppresseurs :
ciclosporine, tacrolimus

Conséquences cli-
niques

Induction du métabo-
lisme oestrogénique et
diminution de I’effet
du contraceptif
Inhibition du métabo-
lisme de la carbama-
zépine et potentialisa-
tion de sa toxicité
Induction du métabo-
lisme de la lamotrigine
avec diminution de
50% de sa concentra-
tion sérique

Inhibition du métabo-
lisme de la lamotrigine
et augmentation de sa
neurotoxicité
Inhibition du métabo-
lisme du phénobarbital
et risque d’intoxica-
tion

Induction du métabo-
lisme de la warfarine
et augmentation du
risque de coagulation
Induction du métabo-
lisme de I’immuno-
suppresseurs et échec
thérapeutique

Niveau d’interaction

Niveau 1 : doit étre
évitée

Niveau 1 : doit étre
évitée

Niveau 1 : doit étre
évitée

Niveau 2 : prudence
et ajustement de la
posologie

Niveau 2 : prudence
et ajustement de la
posologie

Niveau 2 : prudence
et ajustement de la
posologie

Niveau 2 : prudence
et ajustement de la
posologie

Les antiépileptiques de nouvelle génération présentent peu d’interactions pharmacocinétiques
par rapport aux antiépileptiques d’ancienne génération qui ont un effet inducteur ou inhibiteur
enzymatique affectant ainsi les concentrations sériques des autres antiépileptiques ainsi que
d’autres médicaments.

Il existe d’autres types d’interactions a prendre en considération lors de 1’instauration d’un nou-
vel antiépileptique comme :

- La prise d’antacides qui réduit de 24% 1’absorption de la gabapentine.

- L’association de deux antiépileptiques fortement liés aux protéines plasmatiques
qui peut engendrer une modification de leur fraction libre et donc une diminution
de I’efficacité du traitement

- Ou l’association de médicaments agissant sur le méme site d’action qui peut
entrainer un antagonisme et une altération de 1’efficacité du traitement. [24]
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S. Surveillance et suivi paraclinique
Lors de I’instauration d’un traitement antiépileptique, il est important de mettre en place un
suivi paraclinique afin d’évaluer I’efficacité du traitement, d’ajuster les doses et de prévenir les
effets indésirables et iatrogénes.

a) Examens biologiques
Le dosage de plusieurs antiépileptiques est disponible [25] et peut étre utile en début de traite-
ment afin de 1’équilibrer. Sa prescription dépend du contexte : comorbidités type insuffisance
hépatique ou rénale, apparition d’effets indésirables, ajustement thérapeutique en cas de réap-
parition ou aggravation des crises et autres situations cliniques comme la grossesse.
Certains antiépileptiques nécessitent une surveillance biologique systématique (numération for-
mule sanguine, dosage des enzymes hépatiques, natrémie, taux de prothrombine).

b) Imagerie
Dans certaines situations, I’imagerie par résonnance magnétique (IRM), si elle est réalisée en
début de traitement pourra étre réalisée a nouveau suite a la demande du spécialiste.

c) Autres examens

- Un ¢lectroencéphalogramme (EEG) est effectué¢ sur demande d’avis spécialisé
si les crises se modifient ou s’aggravent sinon un EEG est réalisé tous les deux
ans.

- Un examen du champ visuel en cas de traitement avec du vigabatrine.

- Une ostéodensitométrie chez certains patients traités par plusieurs antiépilep-
tiques et a mobilité restreinte. [26]
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B. Traitement non médicamenteux
Le recours a la chirurgie se produit principalement lors de 1’échec du traitement médicamenteux
et au développement de résistances a plusieurs molécules ayant des mécanismes d’action diffé-
rents.
Le traitement chirurgical est un traitement curatif; il est possible de 1’effectuer si les crises sont
partielles, localisées et si 1I’exérese de cette partie n’entraine pas un déficit neurologique.
11 existe plusieurs types de chirurgies, le choix dépend du type d’épilepsie et de la localisation
du foyer épileptique :

- La résection d’un lobe : I’épilepsie du lobe temporale est la plus fréquente. La
résection de ce lobe consiste a couper le tissu cérébral dans cette zone pour sup-
primer le foyer des crises

- La lésionectomie : consiste a retirer des lésions cérébrales comme une tumeur
ou un vaisseau sanguin malformé qui induisent des convulsions.

- L’hémispherectomie : indiquée dans les épilepsies pharmaco-résistantes secon-
daires a des pathologies congénitales ou acquises touchant la majeure partie d’un
hémisphere cérébral et consiste a effectuer plusieurs plans de coupe dans la subs-
tance blanche et qui vont déconnecter I’hémisphére de ses liaisons intra et inter-
hémisphériques ainsi que ses efférences vers le tronc cérébral.

- La callosotomie : résection partielle ou totale du corps calleux afin d’arréter la
communication entre les hémispheéres et empécher la propagation des crises €pi-
leptiques.

- Les transsections sous-piales : consiste a interrompre sélectivement les fibres
horizontales dans une zone corticale définie en respectant les fibres verticales et
les structures vasculaires. Les fibres horizontales seraient responsables de la pro-
pagation des crises.

- La stimulation du nerf vague : un générateur d’influx est implanté sous la peau
et est programmé pour transmettre de maniere intermittente des courants élec-
triques au nerf vague. Ceci permet de réduire les crises.

Cependant, la chirurgie n’est pas toujours sans conséquences néfastes. Il existe certains risques
comme :

- Le risque de complication de I’intervention (infection, hémorragie) qui se situe
aux alentours de 2%.

- Une aggravation des problémes existants ou apparition de nouveaux problémes
neurologiques.

- Une perte de la vision, de la parole, de la mémoire ou du mouvement.

- La réapparition des crises épileptiques. [27]

D’autres moyens existent aussi, comme le recours au régime cétogene. Il consiste a mettre en
place un régime a base de graisses, pauvre en protéines et hydrates de carbone. Les graisses
seront utilisées comme source d’énergie par béta-oxydation ce qui entraine la production de
corps cétoniques qui seront utilisés comme carburant du cerveau. Plusieurs chercheurs se sont
intéressés a ce régime et ont démontré que les corps cétoniques réduisent les crises via différents
mécanismes :
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- Quand le taux de glucose est faible dans le sang I’organisme utilise les corps
cétoniques afin de produire de I’énergie.

- Ce métabolisme anaérobique ralentit la disponibilité de 1’énergie et réduit les
crises. De plus, la cétose chronique augmente 1’énergie cérébrale via la stabili-
sation et la réduction de 1’excitabilité des synapses.

- Les corps cétoniques peuvent exercer un effet inhibiteur sur le transporteur vé-
siculaire du glutamate.

- Les corps cétoniques augmentent la synthése du GABA dans le liquide céphalo-
rachidien.

Cependant, les résultats positifs de I’effet de ce régime sont encore a confirmer car seulement
huit études de qualité ont été faites. [28] [17] [29]
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III. Grossesse et Epilepsie
En France, ’épilepsie affecte environ 100000 femmes en adge de procréer soit une femme sur
200. Nombreuses sont celles qui souhaitent avoir des enfants et qui s’interrogent sur I’impact
qu’auront la maladie, la survenue de complications, la transmission génétique et le traitement
médicamenteux sur le développement du feetus. [30]
C’est pour cette raison que la grossesse chez une femme épileptique doit se programmer plu-
sieurs mois a I’avance pour une meilleure prise en charge thérapeutique et afin d’éviter les effets
tératogenes de certains antiépileptiques. Malgré le fait que les risques de malformations peuvent
étre 2 a 5 fois plus importants chez la femme enceinte épileptique, le traitement ne peut étre
arrété car les crises épileptiques peuvent étre déléteres pour la mere et le foetus. [31]

A. Pharmacocinétiques de la femme enceinte
La grossesse s’accompagne de changements physiologiques importants dont il faut tenir compte
chez une patiente épileptique. Ces changements peuvent affecter la pharmacocinétique du mé-
dicament a toutes les étapes [32]:

- L’absorption : par la diminution de la motilité gastro-intestinale, les vomisse-
ments, [’augmentation du pH gastrique qui va favoriser 1’absorption des médi-
caments bases faibles comme la caféine et diminuer la biodisponibilité d’acides
faibles comme 1’aspirine.

- La distribution : par I’augmentation du volume plasmatique (42%) atteignant

un volume de 3.5L a la semaine 38 de gestation ainsi que I’augmentation du
volume d’eau corporel. Tout ceci va favoriser la distribution des substances hy-
drophiles et diminuer les concentrations plasmatiques.

La distribution tissulaire peut aussi étre favorisée par I’augmentation de la frac-
tion libre des médicaments a cause de la diminution des concentrations de pro-
téines sériques (albumine et alpha-glycoprotéine).

- Le métabolisme : par 1’augmentation de D’activité de certains cytochromes
comme le CYP3A4, CYP2A6, CYP2D6, CYP2C9 et la diminution de 1’activité
du CYP1A2 et CYP2C19. La grossesse affecte aussi le métabolisme de phase 11
avec une augmentation de 1’activité¢ de ’'UGT1A4 jusqu’a 200% durant le pre-

mier et deuxiéme trimestre et a 300% au troisiéme trimestre, cette enzyme de la
glucurono-conjugaison permet la solubilisation de certaines molécules afin de
les éliminer dans les féces ou I'urine . Ces variations peuvent différer en fonction
du génotype maternel et ont un impact important sur le dosage des médicaments.

- L’élimination : par ’augmentation de 50% du taux de filtration glomérulaire au

premier trimestre et qui continue d’augmenter jusqu’a la fin de la grossesse.
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B. Traitement de I’épilepsie chez la femme enceinte
Sans traitement efficace, une femme enceinte €pileptique s’expose a la réapparition de crises,
qui peuvent avoir un impact délétére sur elle et le feetus, provoquant un accouchement préma-
turé ou méme la mort des deux.
Certains antiépileptiques sont contre-indiqués chez la femme enceinte comme 1’acide val-
proique en raison du risque élevé de malformations du feetus (10 % des cas) et de troubles
graves du comportement dans 30 % des cas chez les enfants. [33]
De plus ces effets comme les malformations cardiaques, la fente palatine, les anomalies du tube
urogénital et neural augmentent avec la dose et la polythérapie. [34]
Plusieurs études ont démontré que non seulement I’association de 1’acide valproique a un autre
antiépileptique mais ’association de plusieurs antiépileptiques en général multiplie par 3 ou 4
le risque de malformations congénitales. C’est pour cette raison que la monothérapie en évitant
I’utilisation de valproate de sodium est recommandée chez les femmes enceintes épileptiques.
A ce jour, pour certains antiépileptiques, on ne dispose pas assez d’informations sur le potentiel
tératogéne. Pour d’autres, on dispose de données rassurantes mais que sur de faibles effectifs
de grossesse en monothérapie comme pour la gabapentine ou 1’oxcarbazépine.
Le topiramate quant a lui fait partie des antiépileptiques a potentiel tératogéne intermédiaire car
il a été associé a un taux élevé de fentes labio-palatines ou d’hypospadias.
D’autres études suggerent que le valproate de sodium, la phénytoine, les barbituriques et la
polythérapie pourraient étre associés a des troubles du développement cognitif, cet effet n’a pas
été observé avec la lamotrigine et le 1évétiracétam. Le risque autistique semble a ce jour étre
spécifique du valproate de sodium.
C’est pour cette raison qu’il faut substituer avec des molécules de nouvelle génération. Ces
derniéres n’ont pas démontré une meilleure efficacité mais une meilleure tolérance et trés peu
ou pas d’effets tératogenes. Le graphique ci-dessous (figure 5) montre que depuis 1998 'utili-
sation des antiépileptiques de premicre génération est en régression et est remplacée par des
molécules de nouvelle génération avec la lamotrigine en premicre ligne.
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Figure 5: les antiépileptiques les plus utilisés dans le registre de grossesses en Australie; LTG :lamo-
trigine ; LEV :lévétiracétam ; CBZ :carbamazépine ; VPA : valproate de sodium ; TPM :topira-
mate.[35]
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Selon le centre de référence sur les agents tératogénes et le rapport de ’ANSM « Antiépilep-
tiques : état actuel des connaissances sur le risque de malformations et de troubles neuro-déve-
loppementaux » 1’antiépileptique qui souléve le moins d’inquiétude a ce jour est la lamotrigine,
viennent ensuite le 1évétiracétam et I’oxcarbazépine.

La carbamazépine, la gabapentine, la phénytoine et la prégabaline peuvent étre prescrites en
cours de grossesse mais sont proposées apres la lamotrigine, le 1évétiracétam et 1’oxcarbazé-
pine. (figure 6)

Selon ces recommandations, la lamotrigine est a privilégier dans le traitement de 1’épilepsie
focale puis le 1évetiracétam et I’oxcarbazépine.

Et pour le traitement de 1’épilepsie généralisée il faut privilégier la lamotrigine.[36] [16]

Fréquence globale de malformations ne semblant  ©  Risque potentiel Augmentation de la fréquence globale
pas augmentée (avec un niveau de données (signal) ou toxicité de malformations par rapport a la fréquence observée
disponibles différent suivant la substance). particuliére a en population générale (quiest de 2-3 %)
Pour autant, I'augmentation d'un type de considérer

malformations en particulier ne peut étre écartée

NV N

Lamotrigine
(> 5000

Carbamazépine Topiramate Valproate
[risque malformatif NLLD ELELTE TN B BT TE

grossesses potentiel) Primidone
exposées en
monothérapie (structure proche

au 1% trimestre) de la prégabaline)

(retard de
croissance)

(hématoxocitité,
hépatotoxicité)

(anomalie
du champ visuel)

Absence de données:

N4

Eslicarbazépine, éthosuximide, lacosamide, pérampanel, rétigabine, rufinamide, tiagabine

Une absence de données ne signifie pas une absence de risque, mais une absence de connaissance,
ce qui ne permet aucune conclusion et impose la prudence

Figure 6: vue d'ensemble sur le risque global de malformations. [16]

La grossesse nécessite une prise en charge concertée et coordonnée multidisciplinaire (neuro-
logue, obstétricien, anesthésiste) car les modifications pharmacocinétiques imposent des do-
sages plasmatiques réguliers des antiépileptiques et un ajustement de doses par le neurologue
si besoin. [37]
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IV. Passage transplacentaire des médicaments

A. Structure et role du placenta

Le placenta, appelé « arbre de la vie » est le premier organe formé pendant la grossesse et qui
connecte physiquement et physiologiquement I’embryon a la paroi utérine.

Structurellement, c’est un organe villositaire hémochorial. Fonctionnellement, ¢’est un organe
trés complexe qui assure différents roles : le role de systéme respiratoire grace aux échanges de
dioxygene et d’oxyde de carbone, de systéme digestif en absorbant les nutriments nécessaires
a la survie et au développement du feetus et de systéme immunitaire en mettant en place une
barriere protégeant ainsi le foetus d’une grande partie de toxiques et de pathogenes. ( figure 7)

Maternal placenta components
Myometrium \.

-

/

Endometrium/
decidua
Spiral arteries (invaded
by endovascular ———

trophoblast)
Maternal blood ———

Endovascular
trophoblast ™

Extravillous cytotrophoblast
columns Villous

S~

Fetal placenta components

Figure 7: structure du placenta humain. [38]

Le placenta joue aussi le role d’organe endocrinien en produisant de nombreuses hormones et
des facteurs de croissance qui favorisent la croissance du feetus.

La villosité choriale est I’'unité fonctionnelle du placenta qui contient les couches de syncytio-
trophoblastes / cytotrophoblastes, de stroma villeux et d'endothélium vasculaire feetal qui sépa-
rent le sang maternel de la circulation feetale. Ces villosités forment un certain nombre de struc-
tures circulaires séparées (cotylédon) et qui sont répartis sur la surface du sac chorionique.

( figure 8)
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Figure 8: structure du placenta humain.[39]

Le placenta est composé de 15 a 28 cotylédons formés par des troncs de villosités. Chaque
tronc et ses branches flottent dans un espace cloisonné par des septums formant des lobes. Ces
lobes sont limités par une plaque basale co6té maternel et une chorionique coté feetal. [40]

Le placenta est un organe vasculaire qui recoit le sang du milieu maternel et feetal et donc a
deux systémes circulatoires distincts :

- La circulation materno-placentaire (utéroplacentaire)

Elle n’est complétement établie qu’a la fin du premier trimestre de grossesse et va de la circu-
lation maternelle jusqu’a I’espace intervilleux ou se font les échanges de gaz et de nutriments
via les artéres spirales. Puis le sang désoxygéné retourne a la circulation maternelle par les
veines de I’endométre puis de 1’utérus.

- La circulation foeto-placentaire

Le sang désoxygéné est transporté par 1’artére ombilicale alors que les nutriments et I’oxygene

sont transportés par la veine ombilicale, 1’échange se fait au niveau de 1’espace intervilleux.
[41]
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B. Transport des médicaments au niveau du placenta

1. Les transporteurs
Chez I’homme il existe différents types de transporteurs. Certains transporteurs sont présents
au niveau du placenta lui permettant ainsi de jouer son role de barriere sélective du passage des
molécules endogeénes ou exogeénes comme les xénobiotiques.
Ce passage peut se faire par différents mécanismes :

- Diffusion passive : Le transfert est soit transcellulaire a travers la couche de syn-
cytiotrophoblastes, soit paracellulaire a travers un espace intercellulaire. Ce
mode de transport n'exige pas d'apport énergétique, mais dépend d'un gradient
de concentration. Seules les molécules de faible poids moléculaire, non ionisées
et lipophiles peuvent traverser le placenta par ce mécanisme.

- Diffusion facilitée : passage par des transporteurs qui ne nécessite pas d’énergie
et qui se fait selon le gradient de concentration.

- Transport actif : ce mécanisme nécessite de 1’énergie et se fait contre le gradient
de concentration. [42]

Deux grandes familles de transporteurs sont impliquées dans le passage transplacentaire des
médicaments :

» La famille « ATP-binding cassette (ABC) » et qui représente la principale classe de
transporteurs actifs primaires dans le placenta et joue un role important dans le transport
d’efflux des médicaments.

» La famille « SLC solute carrier » ne consomme pas directement d’énergie et est plus
impliquée dans 1’absorption de molécules. Cette famille comporte :

o Le transport par diffusion facilitée : les molécules traversent la mem-
brane selon le gradient électrochimique.

o Le transport actif secondaire : couple le passage de la molécule avec
celui d’un ion. Les ions se déplacent selon le gradient électrochimique
et la molécule contre son gradient de concentration. [43]

Ces transporteurs sont présents dans le placenta mais aussi fortement exprimés dans presque
toutes les cellules épithéliales qui séparent les différents compartiments fluides du corps humain
et ont un role important dans ’absorption, la distribution, le métabolisme et I’¢limination des
médicaments.

Ces familles comportent différents membres (figure 9).

Il est important de connaitre les différents moyens qu’utilisent les xénobiotiques pour traverser
la barriére placentaire afin de prédire I’exposition du feetus et le potentiel tératogene. [44]
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Figure 9: différents transporteurs SLC (a) et ABC (b) impliqués dans le transport des xénobiotiques et
de médicaments. [44]

Au niveau du passage transplacentaire, deux systémes de transport appartenant a la famille des
transporteurs ABC jouent un role majeur : la P-gP (géne ABCBI) et la BCRP (géne ABCG2).
Ce sont deux protéines majoritairement exprimées dans le syncytiotrophoblaste et assurant le
role de transport d’efflux afin d’empécher le passage placentaire des xénobiotiques et protéger
ainsi le feetus (figure 10).

L’expression de ces transporteurs varie selon le stade de la grossesse, il a ét¢ démontré que
I’expression de la P-gP diminue en fin de gestation, ce qui rend le feetus plus vulnérable a
I’exposition aux médicaments. Il a été¢ aussi démontré que 1’expression des transporteurs de
médicaments peut étre altérée dans les grossesses pathologiques (pré-éclampsie, infection,
grossesse prématurée). [45]
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Figure 10: structure du placenta humain a terme. (A) microstructure de la barriere placentaire. (B)
principaux transporteurs exprimés dans le placenta humain. [46]

BCRP, breast cancer resistance protein; MDR, multidrug resistance protein, MRP, multidrug resistance-associated protein;
NET, noradrenalin transporter; OAT, organic anion transporter;, OATP, organic anion-transporting polypeptide; OCTN, or-
ganic cation transporter; SER, serotonin transporter.

2. Exemples d’antiépileptiques transportés
En déterminant les ratios ombilico-maternels a I’accouchement, 1’é¢tude de Bank et al. portant
sur les antiépileptiques les plus couramment prescrits (lamotrigine, 1évétiracétam, topiramate,
carbamazépine, acide valproique, phénytoine, oxcarbazépine) a permis de mettre en évidence
leur passage transplacentaire [47]. Mais selon quel mécanisme, peu de chercheurs se sont in-
téressés a la question ou ont réussi a déterminer les transporteurs.
L’étude de Romermann a également mis en évidence 1’implication de la BCRP et de la PgP
dans le transport placentaire de la lamotrigine alors que Tortos et al. ont démontré que la PgP
¢tait trés peu impliquée dans le transport du 1évétiracétam. [48] [49]

C. Métabolisme placentaire

Le placenta contient une machinerie enzymatique du métabolisme responsable de réactions de
phase I et II, cependant il existe trés peu de données sur la biotransformation placentaire des
xénobiotiques en métabolites actifs toxiques. Ce métabolisme semble étre mineur comparé au
métabolisme hépatique, plusieurs cytochromes P450 ont été isolés et qui sont en grande partie
responsables de la détoxification. L’expression de ces molécules varie selon le stade de gros-
sesse, 1’¢état de santé et la durée de gestation.

Le placenta contient aussi quelques enzymes de phase II comme la gluthation-S-transférase,
I’époxyde hydrolase, la N-acétyl-transférase et des isoformes de sulfotransférases. [50]
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D. Principaux modéles expérimentaux d’étude du passage transplacentaire des
médicaments

a) Modeéles ex vivo

(1)  Modele de la perfusion ex-vivo du cotylédon humain
La structure du placenta humain est particuliére et aucun modele animal & ce jour n’y est stric-
tement comparable. Le passage des médicaments a travers cette structure dépend de ses pro-
priétés physico-chimiques, du stade de la grossesse, et des paramétres placentaires qui changent
selon le stade de la grossesse.
Le modéle de perfusion ex-vivo du cotylédon humain a été développé en 1970. C’est le seul
modele a ce jour qui reproduit la structure de la double circulation materno-feetale. Cette tech-
nique pose peu de problémes éthiques car souvent cet organe est considéré comme un déchet et
est détruit. En pratique, I’accord écrit de la patiente est le minimum requis pour récupérer son
placenta apres lui avoir soumis une fiche explicative et informative du protocole de recherche.
Cette technique nécessite la présence d’une maternité a proximité afin de débuter la perfusion
le plus rapidement possible avant que le sang ne coagule dans le placenta.
Elle consiste a isoler une unité fonctionnelle du placenta :le cotylédon.
La circulation feetale est maintenue en insérant les cathéters dans une artére et une veine qui
irriguent un cotylédon. La circulation maternelle quant a elle est réalisée en insérant des cathé-
ters de I’autre coté du cotylédon au niveau de I’espace intervilleux.
Le cotylédon sera maintenu par la suite dans une chambre de perfusion au plus proche des
conditions physiologique : pH, température, composition du milieu et débits de perfusion.
La solution perfusée du coté maternel comprend généralement le ou les médicaments étudiés,
le plus souvent a la concentration thérapeutique ou maximale.
L’étape suivante consiste a recueillir a intervalle régulier de fractions de la solution perfusée
maternelle et feetale. La durée de perfusion varie de 60 a 240 minutes.
A partir des différentes fractions maternelles et feetales prélevées , les médicaments sont dosés
et les résultats sont souvent présentés en calculant des ratios de concentrations feeto-maternels.
Ces données sont intégrées par lui suite dans un modele mathématique qui permet de prédire
I’exposition feetale au médicament.
Le bon déroulement de la perfusion est évalué grace a une molécule t¢émoin dont on connait le
mécanisme et le taux de diffusion.
La principale limite de cette technique c’est qu’elle ne permet pas d’étudier le passage trans-
placentaire au premier trimestre de grossesse alors que c’est une période critique du dévelop-
pement feetal. Cependant, c’est la seule technique qui permet d’étudier le passage transplacen-
taire dans un tissu humain organisé.
Cette technique peut se faire en circuit ouvert ou fermé.
L’avantage du circuit fermé est de pouvoir rétablir un circuit comparable au circuit materno-
feetal physiologique alors que le circuit ouvert permet d’étudier la clairance placentaire. [51]
[52]
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b) Préparations tissulaires

(1)  Les explants placentaires humains
Le tissu placentaire humain peut étre isolé puis mis en culture comme explant tissulaire et per-
met d’évaluer la fonction enzymatique et le métabolisme des nutriments et des xénobiotiques.
Les explants placentaires peuvent étre obtenu a partir d’un placenta issu de grossesse avec ou
sans complications.
Cette technique permet de mettre des tissus en culture dans une variété de conditions afin de
mimer les différents stades de la gestation.
Elle permet aussi de garder une microarchitecture intacte avec une durée de vie allant jusqu’a
11 jours.
Par contre, les cellules du syncytiotrophoblaste sont extrémement sensibles aux conditions en-
vironnementales et nécessitent une surveillance attentive.

(2)  Les microsomes
Le placenta est connu pour posséder une activité enzymatique relativement étendue. Il contient
plusieurs enzymes du cytochrome P450 dans les mitochondries et le réticulum endoplasmique
des cellules trophoblastiques.
Les microsomes placentaires sont de petites vésicules dérivées d’un réticulum endoplasmique
lisse fragmenté. Ils sont produits a partir d’un petit fragment de placenta prélevé, lavé, séché et
broyé.
Les microsomes contiennent les enzymes du cytochrome P450 qui sont impliquées dans le mé-
tabolisme oxydatif.
Ce modele permet de fournir principalement des informations concernant le métabolisme des
médicaments par le placenta.

(8)  Les vésicules membranaires des microvillosités
Les vésicules membranaires sont préparées a partir des microvillosités de la surface du placenta
humain a terme et qui sont exfoliées a partir des cellules syncytiotrophoblastes.
La préparation des vésicules de la membrane plasmique peut étre isolée du bord de la brosse et
de la surface basale du trophoblaste, ce qui nous permet d'étudier séparément leur fonction et
permet d'étudier individuellement la fonction de chaque transporteur distinct.
Cette préparation est utile pour étudier les effets de médicaments ou de produits chimiques sur
les mécanismes de transport a travers la membrane plasmique.
Le principal inconvénient de cette méthode est que l'exploration de l'activité des transporteurs
membranaires se fait en 1'absence de facteurs régulateurs et donc elle ne représente pas exacte-
ment les conditions in vivo.

c) Les cultures cellulaires primaires
Une grande variété de lignées cellulaires primaires peut étre produite a partir du placenta hu-
main.
Une culture de cellules primaires trophoblastiques permet d’étudier I’influx ou I’efflux de mo-
lécules.
Il existe trois principaux types de lignées cellulaires dérivées du placenta humain :

- Les lignées cellulaires spontanées : elles proviennent spontanément de la culture
in vitro du cytotrophoblaste, elles peuvent étre utilisées pour étudier différents
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aspects de la fonction trophoblastique comme 'immunologie ou 1’absorption et
la libération des xénobiotiques.

- Les cellules transfectées : il s'agit de lignées cellulaires générées par transfection
spécifique avec des génes viraux

- Les cellules du choriocarcinome : les lignées cellulaires dérivées du choriocar-
cinome humain présentent de nombreuses caractéristiques biochimiques et mor-
phologiques des cellules invasives du trophoblaste. [53]

V.  Tératogénicité des antiépileptiques

Une exposition chronique aux antiépileptiques peut avoir un impact néfaste sur le feetus et en-
gendrer des tératogénicités a la naissance.

Deux risques importants sont li€s au traitement antiépileptique :

- Un risque malformatif : les données vont de quasiment inexistantes a trés im-

portantes selon I’antiépileptique. Le niveau de risque peut étre hiérarchisé en
risque avéré, potentiel ou inexistant.
Parmi les malformations les plus fréquentes : les malformations cardiaques, les
fentes orales, les hypospadias, la dysmorphie faciale, I’anomalie des extrémités
(dont hypoplasie des doigts), la microcéphalie, I’anomalie de fermeture du tube
neural. (tableau VI)

- Un risque neuro-développemental : les données sont trés limitées par rapport
aux données sur le risque malformatif et ne permettent pas une conclusion défi-
nitive en dehors du risque avéré du valproate.

Les exemples de troubles développementaux cités sont : [’autisme infantile,
I’autisme atypique, le syndrome de Rett et le syndrome d’ Asperger.

La polythérapie augmente le risque de malformations foetales de 3 a 4 par rapport a la population
générale. En monothérapie, tous les antiépileptiques n’ont pas le méme potentiel tératogeéne.
De nombreuses études ont mis en évidence la tératogénicité de certains antiépileptiques
comme 1’acide valproique ou la carbamazépine.

EURAP : Etude de cohorte prospective sur le risque de malformations congénitales
majeures avec huit antiépileptiques différents
L’EURAP est une collaboration internationale qui a pour objectif principal de comparer l'inno-
cuité de différents antiépileptiques pendant la grossesse par rapport au risque de malformations
congénitales. [54]
Ils ont publié en 2018 une étude de cohorte qui avait pour objectif de comparer la survenue de
malformations congénitales majeures suite a une exposition prénatale aux huit médicaments
antiépileptiques les plus couramment utilisés en monothérapie.
Le risque de malformations congénitales majeures a été évalué a 1 an apres la naissance chez
des bébés exposés avant la naissance a 1'un des huit médicaments antiépileptiques couramment
utilisés (carbamazépine, lamotrigine, 1évétiracétam, oxcarbazépine, phénobarbital, phénytoine,
topiramate et valproate).

46



Sur les 21875 grossesses enregistrées dans la base de données EURAP du 20 juin 1999 au 20
mai 2016, 9089 grossesses ont été identifiées de femmes qui avaient été exposées a un antiépi-
leptique en monothérapie et qui avaient des données de suivi complétes jusqu'a 1 an. De ces
grossesses, 7555 répondaient aux criteéres d'éligibilité.

Les grossesses exclues sont : les grossesses identifiées rétrospectivement, celles survenant chez
des femmes sans épilepsie, celles pour lesquelles les médecins n'ont pas soumis de rapport dans
les délais prédéfinis, sans suivi complet ou avec un traitement interrompu au premier trimestre.
Elles ont aussi été exclues les femmes enceintes sous plusieurs antiépileptiques, présentant des
comorbidités et les grossesses interrompues a cause d’une malformation congénitale.

Les résultats sont présentés dans le tableau V ci-dessous :

47



Tableau V: prévalence des malformations congénitales majeures chez le bébés exposés avant la nais-
sance a l'un des huit antiépileptiques en monothérapie ( données de I’étude EURAP). [55]

Dose Taux de Taux de malforma- Prévalence des malforma-
(mg/jour) grossesses tions congénitales ma- | tions congénitales majeures
exposées jeures survenues survenues ( IC : 95%)
Lamotrigine 25-1300 2514 74 2,9 (2,3-3,7)
Carbamazépine 50-2400 1957 107 5,5 (4,5-6,6)
Valproate 100-3000 = 1381 142 10,3(8,8-12)
Lévétiracétam 250-4000 @ 599 17 2,8 (1,7-4,5)
Oxcarbazépine 75-4500 333 10 3,0 (1,4-5.,4)
Phénobarbital 15-300 294 19 6,5 (4,2-9,9)
Topiramate 25-500 152 6 3,9 (1,5-8,4)
Phénytoine 30-730 125 8 6,4 (2,8-12,2)

Les médecins ont soumis des rapports sur les résultats feetaux anormaux potentiels dans 752
grossesses, 383 (5%) des 7355 grossesses totales ont été classées comme malformations con-
génitales majeures par le comité.

Selon les données de ’EURAP, le valproate de sodium est 1’antiépileptique qui engendre le
plus de malformations congénitales majeures suivi du phénobarbital et de la carbamazépine.
La lamotrigine et le 1évétiracétam semblent engendrés moins de malformations congénitales.
[55]

Une dépendance a la dose dans la prévalence des malformations congénitales majeures a été
identifiée pour la carbamazépine, la lamotrigine, le phénobarbital et le valproate.
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Les malformations congénitales majeures observées sont résumées dans le tableau VI ci-des-
Sous :
Tableau VI: malformations congénitales majeures associées a huit antiépileptiques en monothérapie.

[35]

Carba- Lamo- Lévéti- Oxcar- Phéno- Phény- = Topira- Val-

mazépine trigine racétam | bazépine barbital @ toine mate proate

(n=1957) (n=2514) (0=599) (0=333) (1=294) (n=125) (n=152) (n=1381)
Cardiaque 28(1%) 15(1%) 5(1%) 4(1%) 8(3%) 5(4%) 3(2%) 34(2%)
Hypospadias 10(1%) 6(<1%) 1(<1%) O 1(<1%) 0 1(<1%) @ 22(2%)
Anomalies du tube 7(<1%) 1(<1%) 0 0 2(1%) 1(1%) 0 16(1%)
neural
Fente palatine 2(<1%) 3(<1%) 1(<1%) 1(<1%) 1(<1%) 0 0 6(<1%)
Polydactylie 2(<1%) 0 0 1(<1%) 2(1%) 0 0 8(1%)
Gastro-intestinal 7(<1%) 8(<1%) 1(<1%) 0 0 0 0 2(<1%)
Rénal 12(1%) 8(<1%) 1(<1%) 0 1(<1%) 0 0 7(1%)

Autres malforma- 31(2%) 27(1%) 8(1%) 4(1%) 4(1%) 2(2%) 2(1%) 30(2%)
tions congénitales

majeures

Multiples malforma- = 8(<1%) 6(<1%) 0 0 0 0 0 17(1%)
tions congénitales

majeures

Total 107(5%)  74(3%) 17(3%) 10(3%) 19(6%) @ 8(6%) 6(4%) 142(10%)

Le niveau de risque malformatif différe selon 1’antiépileptique utilisé.

Les données du tableau ci-dessus montrent que le vaproate de sodium est I’antiépileptique qui
engendre le plus de malformations alors que la lamotrigine, le 1évétiracétém et 1I’oxcarbazépine
en engendrent beaucoup moins.

C’est pour cette raison que le valproate de sodium est contre-indiqué pendant la grossesse et
sont a privilégier la lamotrigine et 1évétiracétam. [56]

Ces données sont en constante évolution et nécessite une mise a jour régulicre qui se fait a partir

des déclarations de pharmacovigilance, des différents registres « épilepsie et grossesse » et des
¢tudes pharmaco-épidémiologiques. [16]
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Partie 02 : Etude expérimentale du passage transpla-
centaire de la lamotrigine et du lévétiracétam
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I. Introduction

A. Choix thérapeutique
L’acide valproique a longtemps été utilisé dans le traitement de 1’épilepsie de la femme en-
ceinte. Il s’est révélé responsable de malformations congénitales majeures de 1’ordre de 4 fois
plus élevé en cas d’exposition in utero, que ce soit en comparaison aux grossesses non ayant
arrété 1’acide valproique avant la grossesse, d’un effet dose ou d’un risque plus marqué pour
une exposition en polythérapie. Le nombre total d’enfants exposés in utero a I’acide valproique
atteints d’au moins une malformation congénitale majeure en France sur I’ensemble de la pé-
riode depuis la commercialisation de 1’acide valproique (1967 a 2016) se situe entre 2150 et
4 100. Compte tenu de tous ces risques, les spécialités qui contiennent de 1’acide valproique
(Dépakine®, Micropakine®, Dépakote®, Dépamide® et génériques) ne doivent plus étre pres-
crites chez les femmes en age de procréer, sauf en cas d’inefficacité ou d’intolérance aux alter-
natives médicamenteuses existantes.[57]
Le valproate de sodium a été remplacé par d’autres antiépileptiques comme la lamotrigine et le
lévétiracétam (antiépileptiques de 2éme génération) dans la prise en charge de 1’épilepsie chez
la femme enceinte. Ces deux médicaments ont démontré une efficacité comparable a celle du
valproate de sodium dans la gestion de crises épileptiques [58] et une tératogénicité moindre
[34].
Cependant, trés peu d’études sont faites sur le passage transplacentaire de ces médicaments.
C’est pour cette raison qu’il est important d’évaluer et de contrdler les risques tératogeénes qui
pourraient étre liés aux antiépileptiques de nouvelle génération ou a un dosage inapproprié (sur-
dosage ou sous dosage a cause des changements pharmacocinétiques de la grossesse).

B. Etude du passage transplacentaire de la lamotrigine et du lévétiracétam
L’étude du passage transplacentaire est difficile a réaliser in vivo. Ce type d’étude ne peut étre
effectué qu’au jour de I’accouchement, et nécessite un prélévement chez la mere et un préleve-
ment de sang de cordon (que I’on assimile au feetus). Ainsi, le passage transplacentaire in vivo
n’est étudié qu’au travers d’un ratio de concentrations feetale sur concentration maternelle. Ce-
pendant, les cinétiques maternelles et foetales ne sont pas paralléles, ¢’est-a-dire que pour un
méme couple mere-feetus le ratio de concentrations sera variable selon le délai entre la prise de
médicaments et les prélévements (moment de 1’accouchement). Cette mesure est donc large-
ment variable et peu représentative de 1’exposition feetale.

Quelques études ont été réalisées mais les résultats sont trés variables. Pour le 1évétiracétam,
Johannessen et al. évaluent un ratio, du sang de cordon sur sang maternel variant de 0,97 a 1,45
chez 4 couples mere-feetus [59]. Une autre étude de Tomson et al. évaluent un ratio variant de
0,56 a 2 (n=12) [60]. Pour la lamotrigine, Paulzen et al. évaluent un ratio allant de 0.48 a 1.27
chez 6 couples [61] , un ratio de 0,6- 1,3 pour I’étude de Ohlman et al ( n=9) et un ratio de 1,2
démontré par Tomson et al (n=1) [62].

Dans ce contexte, j’ai participé a une étude ex-vivo du passage transplacentaire de la lamotrigine
et du lévétiracétam afin de préciser les données cinétiques de ces deux molécules au niveau
placentaire. , Cette étude basée sur la perfusion de cotylédon humain permet de rétablir en ex-
vivo le double circuit feeto-maternel et est le modele qui représente le mieux les échanges foeto-
maternels a ce jour.
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Les expérimentations se sont déroulées au sein de 1’hdpital Cochin dans le laboratoire de phar-
macologie EA7323 sous la direction du Professeur Jean-Marc TRELUYER, Madame Gabrielle
LUI et Madame Déborah HIRT.

C. Pharmacologie du lévétiracétam et de la lamotrigine
Ces deux molécules sont des antiépileptiques de deuxiéme génération et ont des caractéristiques
pharmacologiques différentes.
1. Pharmacologie du lévétiracétam
a) Propriétés pharmacodynamiques
Le lévétiracétam est un dérivé de la pyrrolidone (figure 11) chimi-
quement non apparenté aux substances actives anticomitiales exis- “ ‘
tantes. Son mécanisme d’action n’est pas complétement élucidé, cer-
taines études suggerent qu’il ne modifie pas les caractéristiques cel- i
lulaires de base ni la neurotransmission normale et ont démontré S
qu’il inhibe partiellement les canaux calciques N réduisant ainsi la
libération de calcium intraneuronal ce qui empéche 1’exocytose du o "
glutamate diminuant ainsi le potentiel excitateur et I’excitabilité neu-
ronale . De plus, il inverse partiellement I'effet inhibiteur du zinc et N,
des bétacarbolines sur les récepteurs GABAergiques et GLY CINer- Figure 11: structure chi-
giques potentialisant ainsi les effets inhibiteurs du GABA et de la mique du lévétiracétam.
glycine, et diminuant 1’excitabilité neuronale.

Par ailleurs, des études in vitro réalisés sur des cerveaux de rongeurs ont montré que le 1évéti-
racétam se fixait également sur la protéine SV2A, protéine qui semble étre impliquée dans la
fusion vésiculaire et 1’excrétion cellulaire des neurotransmetteurs et en particulier du glutamate
. [63] [64]
Ce mécanisme pourrait participer également a ses effets anti-épileptiques.

b) Propriétés pharmacocinétiques
Le lévétiracétam est rapidement absorbé avec une biodisponibilité de 100% et une concentra-
tion maximale atteinte environ une heure apres la prise par voie orale.
11 existe peu de données sur la distribution tissulaire, certaines études ont démontré que le 1évé-
tiracétam diffuse de maniére passive et est peu transporté par la PgP. [49]
Il est tres peu lié aux protéines plasmatiques (<10%) et est tres peu métabolisé chez ’homme,
principalement par hydrolyse enzymatique (24%).
L’ucb L0O57 est le métabolite principal du lévétiracétam produit par hydrolyse indépendamment
des isoformes du cytochrome P450 hépatique et est pharmacologiquement inactif. Ce dernier
avec le 1évétiracétam sont €liminés par voie rénale (95%). [65] [66] [67]
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2. Pharmacologie de la lamotrigine
a) Propriétés pharmacodynamiques
La lamotrigine bloque préférentiellement les canaux sodiques voltage
dépendants activés ce qui stabilise la membrane neuronale et inhibe
I’activation répétitive des neurones. ( figure 12) N
De plus, en inhibant I’entrée du sodium via les canaux sodiques dans
la cellule présynaptique, la dépolarisation membranaire est plus faible
ce qui entraine une moindre activation des canaux calciques voltage
dépendants membranaires. Au niveau des terminaisons nerveuses glu-

tamatergiques, cela se traduira par une diminution de I’exocytose de
Figure 12: structure chi-

glutamate et une diminution de I’excitabilité neuronale. : e
mique de la lamotrigine.

b) Propriétés pharmacocinétiques
La lamotrigine est rapidement et complétement absorbée au niveau de I’intestin. Elle atteint sa
concentration maximale deux heures et demi apres une prise par voie orale.
Une étude a démontré que cette molécule est substrat de la PgP et d’un transporteur d’efflux la
BCRP. [48]
Elle a un taux de liaison aux protéines plasmatiques de 55% et est métabolisée par ’UDP-
glucuronyltransférase (UGT), enzyme de métabolisme de phase II et plus précisément
I’UGT1A4 qui en plus d’étre exprimée au niveau hépatique, serait aussi présente au niveau du
placenta ce qui implique une métabolisation possible de la lamotrigine de maniére plus impor-
tante au cours de la grossesse. [68] [69]
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D. Reformulation du sujet

1. Question posée et stratégie mise en place
Actuellement le traitement de premicre intention chez la femme en age de procréer est la lamo-
trigine dans le cas d’une épilepsie focale ou généralisée, d’autres molécules peuvent étre utili-
sées dans la prise en charge de I’épilepsie focale comme le 1évétiracétam [70]. Cependant, il
existe peu de données sur le taux de passage de ces deux molécules ou qui prédisent 1’exposition
feetale.
C’est pour cette raison que nous allons étudier plus précisément le passage transplacentaire et
calculer une constante de passage pour la lamotrigine et le 1évétiracétam.
C’est une étude non interventionnelle qui ne change en aucun cas la prise en charge des pa-
tientes et nécessite la présence d’une maternité a proximité afin de débuter la perfusion dans
I’heure qui suit I’accouchement avant que le sang ne coagule. Le passage transplacentaire est
évalué grace au modele ex-vivo de perfusion du cotylédon humain en circuit fermé. [71]
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2. Objectifs a atteindre
a) Objectif principal
L’objectif principal de cette recherche est d’évaluer le ratio de concentrations de la lamotrigine
et du lévétiracétam du milieu maternel et du milieu feetal : ratio F/M.

b) Objectifs secondaires

- Calculer une constante de passage et prédire une exposition feetale.
- Comparer les deux molécules entre elles et voir laquelle passe le plus la barricre placentaire

II. Matériels et méthodes

A. Procédures

1. Recueil des placentas
Les placentas sont recueillis au centre d’investigation clinique de la maternité de Port-Royal a
Paris, et perfusés dans 1’heure suivant la délivrance apres obtention du consentement écrit des
patientes sélectionnées selon les critéres suivants :

e Critéres d’inclusion
- Patiente majeure
- Grossesse non pathologique
- Terme de la grossesse compris entre 37 et 41 semaines d’aménorrhées
- Grossesse unique
e Criteres de non inclusion
- Maladies vasculaires de type diabéte, pré-éclampsie, retard de croissance in
utero (pouvant altérer la circulation placentaire)
- Sérologies maternelles VIH+, VHB +, VHC +
- Patiente sous traitements au long cours

2. Mise en place de la perfusion ex-vivo du cotylédon
Apreés récupération du placenta, la circulation ex-vivo foeto-maternelle est établie en double cir-
cuit fermé. Les cathéters sont implantés en premier dans la veine et 1’artére feetales. Une fois
que le cotylédon commence a blanchir, le placenta est retourné afin d’implanter les cathéters
du versant maternel.
La solution de perfusion est une solution d’Earle. Il s’agit d’une solution tampon isotonique conte-
nant des sels inorganiques et un hydrate de carbone comme source d'énergie (6.80g NaCl, 0.40g
KCl, 0.125g NaH2PO4& H20, 0.20g MgS0O4& 7H20, 1.00g Glucose, 0.20g CaClz anhydre, 2.20g
NaHCO3, rouge de phénol 1000 ml eau distillée qsp)[72] et remplace la circulation sanguine. Ce
circuit est maintenu a un débit de 12ml/min du c6té maternel et 6ml/min du c6té feetal grace a
des pompes péristaltiques.
La perfusion est réalisée dans des conditions physiologiques a pH 7,4 c6té maternel et 7,2 coté
feetal, et a une température constante de 37°C en plagant le placenta dans la chambre de perfu-
sion et les erlenmeyers représentant le compartiment maternel et foetal dans un bain marie. (Fi-
gure 13)
La lamotrigine (5 mg/l) [73] ou le Iévétiracétam (30 mg/l) [74] sont perfusés en association
avec I’antipyrine (20 mg/l), une molécule contrdle de référence qui passe trés bien la barriere
placentaire par diffusion passive.
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* Chambre de perfusion

(avec cotyledom)
'\ e

300 ml

pH: 7.4 £ 0.1 pH: 7.2 £ 0.1 250 ml

Compartiment Maternel

Compartiment Feetal I

Figure 13: schéma de perfusion ex-vivo du cotylédon humain en circuit fermé.

Quand le systéme est mis en place et apres introduction a to de la molécule témoin (antipyrine)
et d’un des deux antiépileptiques (lamotrigine ou 1évétiracétam), un volume de 1 ml d’échan-
tillon est prélevé des compartiments maternel et feetal a différents temps t 0, 10, 20, 30, 60, 90,
120, 150, 180 minutes afin d’obtenir une cinétique de passage transplacentaire et pouvoir cal-
culer le ratio F/M.

Pour le lévétiracétam certaines perfusions vont durer quatre heures afin de voir si I’équilibre est
déja atteint au bout de trois heures ou pas.

3. Dosage

a) Validation de la viabilité des placentas

L’antipyrine est une petite molécule qui passe trés bien la barriére placentaire par diffusion
passive, elle refléte le bon déroulement de la perfusion et donc I’intégrité du placenta en attei-
gnant un ratio foeto-maternel de 0,75 au minimum au bout de 150 minutes. Elle est administrée
en une seule fois a to et est dosée grace a une méthode déja validée en chromatographie phase
liquide a haute performance (HPLC) avec le paracétamol comme étalon interne. (Annexe 02)
Elle est séparée sur une colonne C8 en phase inverse a détection UV, un volume de 20ul est
injecté a chaque fois et analysé¢ en 16 minutes. Les caractéristiques de détection de 1’étalon
interne et de I’antipyrine sont indiquées dans le tableau VII ci-dessous :

Tableau VII: caractéristiques chromatographiques de l'antipyrine et du paracétamol.

Molécule Formule chimique Temps de rétention | Longueur d’onde
(min) de détection (nm)

Antipyrine Ci1iHi2N20 5.82 270

Paracétamol CsHoNO» 2,49 270

Afin de valider la viabilité du placenta et le bon déroulement de la perfusion, deux parameétres
doivent étre pris en compte [51] :

- Letaux de transfert (TTF) de I’antipyrine du milieu maternel au milieu feetal qui
doit étre supérieur a 20%. Il se calcule grace a la formule suivante :
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Cr xVy

TTF = XV 7 G %,

x 100

Cf :concentration dans le compartiment faetal, Cm : concentration dans le
compartiment maternel, Vf :Volume du compartiment foetal, Vi : Volume du compartiment

maternel

- Le ratio de concentrations d’antipyrine feeto-maternel a la fin de la perfusion. Si
le ratio est supérieur a 75% on considere que la perfusion est réussie. Le calcul
se fait en utilisant la formule suivante :

cf
Ratio F/M = —— X 100
Cm

Cf :concentration dans le compartiment foetal, Cm : concentration dans le

compartiment maternel

b) Meéthode de dosage du lévétiracétam
Le lévétiracétam est dosé en HPLC en utilisant la lamivudine comme étalon interne. (Annexe
03)
Le lévétiracétam est séparé sur une colonne C18 en phase inverse en chromatographie liquide
a détection UV, un volume de 10 pl est injecté de chaque ampoule avec un temps d’analyse de
cinq minutes.
Les caractéristiques de détection de 1’étalon interne et du lévétiracétam sont indiquées dans le
tableau VIII ci-dessous :

Tableau VIII: caractéristiques chromatographiques du lévétiracétam et de la lamivudine..

Molécule Formule chimique Temps de rétention | Longueur d’onde
(min) de détection (nm)

Lévétiracétam CsH14N202 3,70 270

Lamivudine CsH11N303S 2,41 270

c) Meéthode de dosage de la lamotrigine

La lamotrigine est dosée en chromatographie phase liquide couplée a la spectrométrie de masse
(LC-MS/MS) avec le kit Masstox TDM BASIC KIT A.
La préparation des échantillons repose sur une simple précipitation de protéines et I’utilisation
d’un étalon interne stable avec marquage isotopique (deutérés) qui garantit une quantification
reproductible et fiable des molécules. (Annexe 04)

4. Modélisation de I’expérimentation ex-vivo
Ce modgele a été développé sur MONOLIX (MOdéles NOn Linéaires a effets miXtes) qui est un
outil pour I’estimation de parametres et la modélisation en pharmacologie de population en
utilisant les algorithmes les plus avancés. [75]
Son utilisation a pour but de décrire les données expérimentales tout en permettant 1’estimation
du passage transplacentaire. La structure choisie était la plus physiologique possible et mimait
I’expérience ex-vivo (figure 14), elle comprend :
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- Le compartiment maternel ou sont administrées les molécules a t = 0, comparti-
ment caractérisé par son volume Vm et les débits de perfusion (du compartiment
maternel vers le cotylédon Qm).

- Le cotylédon, qui est séparé en deux parties maternelle et feetale. Ce cotylédon
a un volume moyen de 58 ml et le c6té maternel (Vmp) est supposé de 23 ml.
[74]

- Le compartiment fcetal caractérisé par son volume Vf et le débit de perfusion entre
ce compartiment et le cotylédon Qf.

11

Kmf
Cotyledon I*

*I Kfm

T

vmp

Figure 14: représentation schématique de la modélisation ex-vivo.

Vm : volume du compartiment maternel, Vf : volume de compartiment feetal, Vmp : volume du coté maternel du
cotylédon, Vfp : volume du coté feetal du cotylédon, Kmf : constante de passage materno-feetale, Kfm : constante
de passage foeto-maternel, Om : débit de perfusion entre le compartiment maternel et le cotylédon, Of : débit de
perfusion entre le compartiment feoetal et le cotylédon.

Le modg¢le structural comprend les variables dépendantes de 1’expérience comme la quantité de
produit administrée, les débits de perfusion ou encore les volumes des différents compartiments.
Il comprend également les parametres pharmacocinétiques de diffusion qu‘on estime grace aux
concentrations expérimentales.

Le mod¢le utilisé est issu d’un long travail de thése d’une doctorante en pharmacie qui a déve-
loppé quatre équations différentielles permettant d’étudier le passage et les échanges d’un xé-
nobiotique entre les différents compartiments maternel et feetal. L’équation (31) décrit I’évolu-
tion des concentrations dans le compartiment maternel, 1’équation (32) décrit 1’évolution des
concentrations dans la partie maternelle du cotylédon, 1’équation (33) décrit 1’évolution des
concentrations dans la partie feetale du cotylédon et enfin 1’équation (34) décrit I’évolution des
concentrations dans le compartiment feetal. [76] (figure 15)
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Equation 31

dCy Qm Cmp

| sz_m*(_l\'ppl_ m)
Equation 32
Cry
dComp (Q * (Cm - ﬁ;) - (kl *Cmp — k2« cfp))
dt — Vinp

Equation 33

C
dcy (@ (Cr—ggy) + (ki Cop— k2« Ci)

dt Vi
Equation 34
dc C
s L .
dt V¢ Kppi

Cy: concentration fetale, Cy - concentration placentaire feetale, Cu: concentration maternelle,
Cuwp: concentration placentaire maternelle, kl -constante de fransfert placentaire I,
k2 :constante de fransfert placentaire 2, kpg: élimination placentaire, Kp, = coefficient de
partition du placenta Q;: debit de perfusion enfre le compartiment foetal et le cotylédon, Q,, :
debit de perfusion enfre le compartiment maternel et le cotylédon, V,, - volume du compartiment
maternel, V,, - volume du coté maternel du cotyledon, Vy: volume de compartiment feetal, Vs,
volume du coté feetal du cotyledon

Figure 15: équations décrivant le passage transplacentaire.

Les modélisateurs de I’équipe de pharmacologie a I’hopital Cochin EA7323 ont utilisé ces
équations en intégrant les données de la perfusion ex-vivo afin de calculer sur MONOLIX deux
constantes de diffusion pour chaque molécule :

- Kmf, constante de diffusion du cotylédon c6té maternel vers le coté feetal.
- Kfm, constante de diffusion c6té foetal vers le co6té maternel.

L’égalité de ces deux constantes (Kmf=Kfm) veut dire que la molécule passe de la méme fagon
la barriere placentaire dans les deux sens feeto-maternel et materno-feetal. (i.e., diffusion pas-
sive).
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III. Résultats

A. Dosage de ’antipyrine et validation des placentas

1. Expériences avec le l1évétiracétam
Parmi les 40 placentas perfusés avec le 1évétiracétam, seulement 12 placentas ont montré une
intégrité pendant au moins trois heures.
Avec les autres placentas, des fuites importantes ont été mises en évidence
Les échantillons issus des expériences réalisées a partir des 12 placentas ont été dosés en HPLC.
Les ratios obtenus et les TTF sont calculés a partir des concentrations obtenues et des volumes
restants dans les deux béchers « maternel » et « feetal » a la fin de la perfusion. (tableau 1X)
En calculant le ratio de concentrations foeto-maternel et le taux de transfert feetal de 1’antipyrine
cing placentas ont été validés avec un ratio > 75% et un TTF> 20%, ce qui refléte I’intégrité du
placenta et le bon déroulement de I’expérience.
Tableau IX: ratios et TTF obtenus a 180 min et 240 min des placentas perfusés et validés

Placenta 1 Placenta 2 Placenta3 Placenta4 Placenta5

Ratio F/M (t180 min) 80% 83% 71% 83% 85%
Ratio F/M (t240 min) 150% 93% 86% / /
TTF (t180min) / / / 40% 24%
TTF (t240min) 28% 42% 40% / /

Dosage de l'antipyrine dans les placentas
perfusés avec le |évétiracétam
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—0—[C]f3 —8—[CIm4 —e—[C]f4 —@—[Clm5—e—[C]f5

Figure 16 : évolution des concentrations d'antipyrine au cours du temps dans les 5 placentas validés et
perfusés a une concentration initiale d’antipyrine de 25 ug/ml.

[C]ml : concentration de | ’antipyrine dans le compartiment maternel a un temps t ; [C]f= concentration de |’ antipyrine dans
le compartiment foetal a temps t.

Sur la figure 16 les concentrations de I’antipyrine diminuent du compartiment maternel et aug-
mentent dans le compartiment feetal pour atteindre un plateau a t 180 minutes et ce de manicre
similaire pour les 5 placentas.
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2. Expériences avec la lamotrigine
Parmi les sept placentas perfusés avec la lamotrigine, six ont été validés selon les criteres cités
précédemment avec des TTF qui varient de 34 a 44% et des ratios entre 79 et 100%. (Tableau
X)

Tableau X : ratios et TTF a 180 min et 240 min des placentas perfusés et validés.

Placenta1 Placenta2 Placenta3 | Placenta4 Placenta5 Placenta6

Ratio F/M (t180 min) 81% 79% 102% 82% 78% 88%
Ratio F/M (t240 min) = 88% / / / / /
TTF (t180min) / 37% 44% 31% 33% 44%
TTF (t240min) 34% / / / / /

Dosage de I'antipyrine dans les placentas
perfusés avec la lamotrigine

concentrations (ug/ml)

temps (min)

[CIm1 [CIf1 [CIm2 —e—[C]f2 —e—[CIm3
——[C[f3 —e—[CIm4 —e—[C]f4 —e—[CIm5 —e—|[C|f5

Figure 17: évolution des concentrations d'antipyrine au cours du temps dans les 6 placentas validés et
perfusés a une concentration initiale d’antipyrine de 25 ug/mi.

[C]ml : concentration de ['antipyrine dans le compartiment maternel a un temps t ; [C]f= concentration de [’antipyrine dans
le compartiment foetal a un temps t.

Les concentrations d’antipyrine diminuent du compartiment maternel et augmentent dans le
compartiment feetal avec le temps pour les 6 placentas (figure 17) comme dans les résultats
précédents. Cependant, L’évolution des courbes et des concentrations d’antipyrine dans ces
placentas est faite de maniere plus similaire.

Dans les 11 placentas validés, la concentration initiale d’antipyrine ne démarre pas toujours de
25 ng/ml ce qui est probablement dii @ une imprécision dans le pipetage.

En conclusion, dans les deux groupes d’expériences (lamotrigine et 1évétiracétam), respective-
ment, 6 et 5 placentas, les résultats montrent que 1’antipyrine, molécule de référence, est bien
passée du coté maternel au coté feetal, avec des ratios et TFFs démontrant 1’intégrité de nos
préparations.
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B. Evaluation du passage transplacentaire du lévétiracétam
Apres dosage et évaluation du passage transplacentaire (ratios F/M et TTF) de la molécule de
référence (antipyrine), les dosages par chromatographie liquide du Iévétiracétam ont été effec-
tués a partir des échantillons des cinq placentas validés.
Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 18.

Dosage du lévétiracétam

concentrations (ug/ml)

0 50 100 150 200 250
temps (min)

[CIm1 [CIf1 »—[CIm2 —e—[C]f2 —@—[CIm3
—0—[C]f3 —8—[CIm4 —e—[C][f4 —@—[C]m5—e—[C]f5

Figure 18: évolution des concentrations du lévétiracétam au cours du temps dans les 5 placentas validés
et perfusés a une concentration initiale de 30 ug/ml.

On observe une diminution des concentrations maternels et une augmentation des concentra-

tions feetales au cours du temps. L’évolution des concentrations est presque identique dans les
cinq placentas.

Ces résultats démontrent que le 1évétiracétam passe la barriere placentaire. Un plateau semble
étre atteint entre le milieu maternel et feetal entre t 180 et t 240 minutes avec des ratios de
concentrations allant de 39,96 a 68,78% (figure 19).

Ratios F/M du lévératiracetam
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Figure 19: évolution des ratios de concentrations F/M du lévétiracétam au cours du temps lors de la
perfusion ex-vivo des placentas humains et a une concentration initiale de 30 ug/ml.
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C. Evaluation du passage transplacentaire de la lamotrigine

On a dosé le lamotrigine dans les échantillons des six placentas validés en HPLC. Les résultats
obtenus sont présentés dans la figure 20.

Dosage de la lamotrigine

10
E
S~
T3]
=2
(%]
c
kel
j
1S
8
c N
o £ N
o
0 50 100 150 200 250
temps (min)
[ClIm1 [Clf1 [CIm2 —e—[C]f2 —@—[CIm3 —e—[C]f3

—0—[Clm4 —e—[C]f4 —@—[CIm5 —@—[C]f5 —e—[CIm6 —e—[C]f6

Figure 20: évolution des concentrations de la lamotrigine au cours du temps dans les 6 placentas validés
et perfusés a une concentration initiale de 5 ug/ml.

Selon la figure 20, les concentrations de lamotrigine diminuent du compartiment maternel et
augmentent dans le compartiment feetal de maniére plus rapide que le Iévétiracétam.

La concentration initiale de la lamotrigine n’est pas la méme dans tous les placentas ce qui est
probablement di a une erreur de manipulation.

Les courbes permettent de dire que la lamotrigine passe la barriére placentaire, au bout de trois
heures on a des ratios F/M de 75 a 90%. (figure 21)

Cependant, le point de la courbe p4 a 120 minutes semble aberrant cela peut s’expliquer par un
probléme de dilution lors du dosage HPLC.

Ratios F/M de la lamotrigine
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Figure 21: évolution des ratios de concentrations F/M de la lamotrigine au cours du temps lors de la
perfusion ex-vivo des placentas humains a une concentration initiale de 5 ug/ml.
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D. Résultats de 1a modélisation sur MONOLIX
En combinant les résultats d’une étudiante en M2 qui a travaillé sur le méme sujet a mes résul-
tats, on a pu mettre en place une base de données pour le 1évétiracétam avec dix placentas (192
concentrations) et une pour la lamotrigine (112 concentrations).
Ces bases de données ont été analysées dans MONOLIX en utilisant un modéle qui est composé
de quatre équations citées dans matériels et méthodes, afin d’estimer les constantes Kfm et Kmf.

Le modele permet de calculer la courbe individuelle de chaque placenta (courbe en violet des
figures 22 et 23).
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Figure 22: présentation de [’évolution des concentrations du lévétiracétam au cours du temps lors de
la perfusion ex-vivo des placentas humains et a une concentration initiale de 30 pg/ml.

(1, 2, 3 correspondent aux trois premiers placentas validés : les points correspondent aux concentrations

provenant de nos résultats expérimentaux et la courbe violette représente la prédiction individuelle obtenue pour
chaque placenta par le modele)
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Figure 23: présentation de l’évolution des concentrations de la lamotrigine au cours du temps lors de
la perfusion ex-vivo des placentas humains et a une concentration initiale de 5 ug/ml.

(1, 2, 3 correspondent aux trois premiers placentas validés : les points correspondent aux concentrations
provenant de nos résultats experimentaux et la courbe violette représente la prédiction individuelle obtenue pour
chaque placenta par le modele)

En analysant les courbes de la figure 22 et 23, on remarque une différence entre le passage
transplacentaire du lévétiracétam et de la lamotrigine. Les courbes du lévétiracétam ont une
décroissance lente du c6té maternel et remontent progressivement du coté feetal alors que les
courbes de la lamotrigine décroissent plus rapidement et atteignent 1’état d’équilibre beaucoup
plus vite.

Les deux tableaux ci-dessous rapportent les parameétres du modele estimés pour le 1évétiracetam
(tableau XI) et pour la lamotrigine (tableau XII).
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Tableau XI différents paramétres estimés sur MONOLIX a partir de la base de données du lévétiracé-
tam.

DO= concentration de départ estimée (ug/ml) ; KP= coefficient de partage ; Kmf=constante de vitesse (h™) du
compartiment maternel au compartiment feetal ; Kfm= Kmf x coeffKfm ; Omega DO=variabilité interindividuelle
sur DO ; Omega_Kmf=variabilité interindividuelle sur Kmf; Omega KP=variabilité interindividuelle sur KP ;
b= erreur proportionnelle coté maternel ; a2= erreur constante coté feetus ; S.E.= standard error ; R.S.E =re-
lative standard error

STOCH.APPROX.
Values @ S.E. R.S.E (%)
DO (ng/mL)  35.9 1.19 3.33
Kmf (h) 1.54 0.252 16.3
CoeffKfm 1.01 0.00186 | 0.185
KP 7.03 1.23 17.5

Standard deviation of the ramdom Effects
Omega_D0 0.0924  0.0266 = 28.8
Omega Kmf 0.498 0.118 23.7
Omega KP  0.526 0.123 23.4
Error Model parameters

b1 0.07227 = 0.00598 8.23
a2 0.479 0.0369  7.71

Tableau XII : différents parametres estimés sur MONOLIX a partir de la base de données de la lamo-
trigine.

DO= concentration de départ estimée (ug/mlL) ; KP= coefficient de partage ; Kmf=constante de vitesse (h’') du
compartiment maternel au compartiment feetal ; Kfm= Kmf x coeffKfm;Omega DO=variabilité interindividuelle
sur DO ; Omega_KP=variabilité interindividuelle sur KP ; bl= erreur proportionnelle coté maternel ; a2= erreur
constante coté feetus ;b2 = errveur proportionnelle coté feetus ;S.E.= standard error ; R.S.E=: relative standard
error;

STOCH.APPROX.

Values S.E. R.S.E (%)
DO (ng/mL) 7.49 0.414 5.53
Kmf (h™) 98.9 2.92 2.95
CoeffKfm 0.932 0.00558 0.598
KP 7.81 1.53 19.5
Standard deviation of the ramdom Effects
Omega_D0_lamo 0.105 0.0459 43.7
Omega KP_lamo 0.419 0.16 38.2
Error Model parameters
bl 0.13 0.0138 10.6
a2 0.0353 0.0175 49.7
b2 0.105 0.026 24.8
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A partir des tableaux XI et XII, on peut voir que les parameétres du modele ont pu étre estimés
avec précision (R.S.E% inférieurs a 50%). Dans ce modéle la constante Kfm est déterminée
selon 1’équation suivante Kfm = Coeff Kfm X Kmf, ou Kmf et le Coeff Kfm sont estimés par
MONOLIX.

Le CoeffKfm du lévétiracétam est de 1, ce qui signifie que le Kmf est égale au Kfm pour le
lévétiracétam. Pour la lamotrigine ce CoeffKfm est de 0.932 et se rapproche donc de 1.

Cela veut dire que le [évétiracétam passe de la méme fagon la barriére placentaire dans les deux
sens feeto-maternel et materno-feetal. (i.e., diffusion passive).

Les constantes de passage de la lamotrigine (Kmf=98,9) sont 100 fois plus importantes que les
constantes de passage du lévétiracétam (Kmf=1,51) ce qui confirme ce qu’on a observé sur les
graphiques c’est-a-dire que la lamotrigine passe beaucoup plus vite la barriére placentaire et
atteint un équilibre plus rapidement.
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IV. Discussion

Grace a la technique de perfusion ex-vivo du cotylédon humain 19 placentas au total ont été
perfusés pendant au moins trois heures (12 avec le 1évétiracétam et 7 avec la lamotrigine).
Beaucoup de perfusions se sont arrétées en début ou au milieu de la manipulation en raison de
fuites importantes dues soit : a la perte d’intégrité du tissu ou a la formation de caillots dans
les vaisseaux. Cela est en partie imputable au délai plus ou moins important entre 1’accouche-
ment et la récupération du placenta.

Suite au dosage de I’antipyrine, cinq placentas ont été retenus pour le Iévétiracétam et six pour
la lamotrigine.

Les résultats de dosage du lévétiracétam ont montré que le ratio de passage foeto-maternel
varie de 40 a 68%. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par une étudiante de M2 qui a
travaillé sur le sujet I’année dernicre et qui a aussi obtenu un ratio de 40 a 60% sur cinq placen-
tas. A ce jour aucun autre modele ex-vivo n’a évalué le passage transplacentaire du lévétiracé-
tam et treés peu d’études in-vivo ont été réalisées.

L’étude de Tomson et al. a évalué in-vivo le passage transplacentaire via un ratio de concentra-
tions du lévétiracétam foeto-maternel au moment de 1’accouchement a partir du sang de la mére et
le sang du cordon ombilical. Ils ont obtenu comme résultats un ratio de 56 a 200% sur 12 patientes.
Cette grande différence peut étre due au délai entre la prise du médicament et I’accouchement dont
ils n’ont pas tenu compte. [60]

D’apres la figure 18, les deux courbes ne se rejoignent pas et le ratio de transfert foeto-maternel
n’atteint pas 100% et ceci méme en prolongeant la durée de perfusion a quatre heures. Cela peut
s’expliquer soit par la non atteinte de 1’équilibre de concentrations F/M ou par I’implication des
transporteurs d’efflux comme la PgP qui peut refluer le 1évétiracétam vers le compartiment maternel
[49]. Cependant, les constantes Kfm et Kmf sont égales ce qui veut dire que le 1évétiracétam passe
librement par diffusion passive du c6té maternel vers le coté foetal et du coté foetal vers le maternel
et devrait atteindre un ratio de 100% a 1’équilibre.

Les résultats de dosage de la lamotrigine ont montré que le ratio de concentrations faeto-maternel
est de 75 a 90 %.

La non-atteinte du 100% pourrait s’expliquer par différentes hypothéses : soit par I’implication des
transporteurs actifs présents au niveau du placenta comme la PgP ou le BCRP et qui ont comme
substrat la lamotrigine ; soit par la non atteinte de I’équilibre, ou la présence de ’'UGT1A4 au niveau
du placenta et qui est impliquée dans le métabolisme de la lamotrigine.

Ces résultats concordent avec I’étude ex-vivo de Myllynen et al. qui a obtenu un ratio F/M au bout
de deux heures et demi, autour de 83% a une concentration initiale de 2,5 pg/ml (n=4) et autour de
126% a une concentration initiale de 10ug/ml (n=4). [77]

Les ratios de concentrations F/M sont plus élevées pour la lamotrigine ( 75 a 90 %) que le 1évétira-
cétam ( 40 a 68%) ce qui signifie que la quantité de lamotrigine qui passe la barriére placentaire est
plus important.

Un passage transplacentaire plus important d’antiépileptique signifie une exposition feetale et un
risque plus important.
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Cependant dans notre étude et 1’étude de Myllynen, on ne tient pas compte de la liaison de la lamo-
trigine aux protéines plasmatiques qui est de 55%. Ceci aurait été possible en rajoutant de 1’albu-
mine ce qui aurait permis d’évaluer la fraction libre. Pour ce faire il faudrait développer des mé-
thodes de dosage supplémentaires.

La modélisation sur MONOLIX nous a permis de calculer des constantes de passage pour chaque
molécule et mettre en évidence une différence importante de leur vitesse de diffusion avec la lamo-
trigine qui passe beaucoup plus rapidement que le 1évétiracétam. Ceci peut s’expliquer par la lipo-
philicité de la lamotrigine (log P= 2,5) qui facilite son passage par diffusion passive alors que le
lévétiracétam est plus hydrophile (log P=- 0,6) donc passe moins bien la barriere placentaire.
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V.  Conclusion

Le modele ex-vivo de perfusion du cotylédon humain a ’avantage d’étudier le passage trans-
placentaire sans exposer la mére ou le foetus au médicament.

Le passage transplacentaire de la lamotrigine et du Iévétiracétam a pu €tre évalué grace a cette
méthode et mettre en évidence une différence de passage entre les deux molécules avec un
passage plus rapide et plus important pour la lamotrigine.

Cependant, cette méthode de perfusion du cotylédon humain ne prend pas en compte le systéme
biologique dans lequel est intégré le passage transplacentaire, ni les concentrations maternelles
changeantes ou la distribution feetale.

C’est pour cette raison que ces données seront exploitées pour prédire 1’exposition feetale grace
a un modele PBPK (Physiologically based pharmacokinetic modelling), modéle mathématique
validé chez la femme enceinte qui prend en compte la physiologie feetale et maternelle ainsi
que les connaissances sur la molécule. Ce qui permet de prédire la pharmacocinétique de la
lamotrigine et du lévétiracém chez la femme enceinte.

Cette approche a un intérét majeur car elle permettra d’anticiper la toxicité foetale et de mettre
en place de nouvelles recommandations pour la prise en charge des femmes enceintes épilep-
tiques.
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Annexes
Annexe 01 : Protocole de perfusion
Avant de commencer la perfusion, préparer 1 erlenmeyer (7,06g de Earle dans 800 ml d’eau MilliQ) puis

ajuster le pH a 7,20. Préparer 2 erlenmeyers maternels (300mL) et ajuster le pH a 7,40 et feetal (250mL)
apH 7,20

- Ajuster les solutions au pH a 1’aide d’une solution de NaOH (5N) (pH = 7.4 c6té maternel
et 7.2 coté feetal) et les mettre a 37°C dans un bain-marie sous agitation.

- Faire tourner le circuit feetal et maternel pour remplir les tuyaux.

- Vérifier apres récupération du placenta de 1’état macroscopique des cotylédons afin de
choisir celui qui semble le plus intact.

- Enlever la membrane qui recouvre la face feetale (en s’aidant éventuellement d’une com-
presse)

- Une artere et une veine feetales conjointes sans ramification distale sont perfusées avec les
cathéters et la solution d’Earle.

- Deés que le cotylédon apparait gonflé et blanchi (face maternelle), il est isolé¢ du reste du
placenta par une dissection a 1’aide d’un bistouri.

Erlenmeyer maternel

Erlenmeyer feetal

Agitateur

Bain marie

Pompe retour maternel

Figure 24: matériels utilisés pour la perfusion ex-vivo.

- Retourner le placenta et le placer délicatement dans la chambre de perfusion (mis au préa-
lable a 37°C grace a un flux d’eau continu dans la chambre de perfusion).

- Afin de mettre en place la circulation maternelle, 2 cathéters sont introduits au niveau de
la face maternelle du cotylédon blanchi.

- Commencer la perfusion avec la solution d’Earle contenant I’antipyrine (molécule témoin)
+ médicament testé (réservoir maternel)

- Prélévement de 1 ml du milieu feetal et maternel selon le schéma défini.

- Les informations suivantes sont récupérées durant la manip :

Qa : débit de I’artere foetale (théorie = 5.5)
Qv : débit de la veine feetale (théorie = 5.5)
Qw : débit de la mére (théorie = 12)

pH de la solution maternelle

pH de la solution fcetale

O O O O O



- Tous les eppendorfs sont ensuite stockés et congelés a -20°C dans 1’attente d’étre dosés.
- Apres la perfusion :

o Mesurer le volume de liquide dans le compartiment maternel et feetal
o Mesurer le cotylédon (diametre, épaisseur)



Annexe 02 : Protocole de dosage de ’antipyrine

Préparation des solutions meres (SM) :

solution meére d'antipyrine 1mg/ml en MetOH

tOH

solution de paracétamol (étalon interne) 1 mg/ml en Me-

Préparation des solutions filles :

SF 1 100mg/L SF 2 10mg/L SF 3 Img/L
SM Img/ml |{200pul SF1 a 100mg/L 200 pl SF2 a 10mg/L | 300 pl
H20 1800pul H20 1800 pl H20 2700 pl
volume final |2000 pl volume final 2000 pl volume final 3000 pl

Préparation de I’étalon interne (EI) :
Dilution au 1/10 de la SM du paracétamol dans 1’eau pour obtenir une concentration a 0.1 mg/ml.
Préparation de la gamme étalon :

GO |Gl |G2 |G3 |G4 |G5 |G6 |GT
concentration (mg/L) 0,1 0,2 10,5 1 5 10 20
SF1 a 100mg/ml (ul) 100 | 200
SF 2/ 10mg/L (ul) 100 | 500
SF 3/ 1mg/L (ul) 100 | 200 | 500
Solution Earl (ul) 1000 | 900 | 800 | 500 | 900 | 500 |900 | 800
Volume final (pul) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Préparation des controles :
CQl | CQ2 CQ3
Concentration (mg/L) 0,4 10 15 X2
SF1 a 100mg/ml (ul) 100 150
SF 2/ 10mg/L (ul)
SF 3/ Img/L (ul) 400
Solution Earl (ul) 600 | 900 850
Volume final (pl) 1000 | 1000 1000
- Précipitation :

Echantillons : Prendre 250pul de chaque échantillon (+ 250pul d’eau milliQ)

Gamme étalon et contrdles : prendre 500ul de chaque mélange.

Ajouter 100ul d’étalon interne (le blanc est composé de 500ul de Earle et de 100ul d’eau) pour obtenir
un volume de 600ul

Ajouter 750ul d’acétonitrile dans chaque tube et agiter au vortex.

Centrifuger 10 minutes a 14000 rpm

- Evaporation

Récupérer le surnageant dans des tubes en verre de Sml



Mettre a évaporation sous azote

Dosage en HPLC :

Mettre 100 pl de phase mobile dans les tubes et les reprendre dans des ampoules afin de les analyser.
Composition de la phase mobile :
3,85g d'acétate d'ammonium pour 1 L, ajuster le pH a 5,07 avec de 1'acide acétique

La phase mobile est composée de : 75% de tampon d'acétate d’ammonium, de 13% d’acétonitrile et de

12% de méthanol.
Le volume d’injection : 20ul, le temps d’analyse (run) : 12 minutes, le débit : 0,4 ml/min

Référence colonne : satisfaction C8 + Sum MB35A5plus100 sans pré-colonne

Annexe 03 : Protocole de dosage du lévétiracétam

Préparation des solutions meres (SM) :

solution meére du lévétiracétam 1mg/ml en eau

tOH

solution de la lamivudine (3TC) (étalon interne) 1 mg/ml en Me-

Préparation des solutions filles :

SFG 40 mg/L | SFQ 40 mg/L
SM Img/ml | 40ul 40ul
Earl 960ul 960ul
volume final | 1000u1 1000pul

Préparation de I’étalon interne :
Dilution au 1/10 de la SM du 3TC dans I’eau pour obtenir une concentration a 0.1 mg/ml.
Préparation de la gamme étalon :

Blanc GO Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
concentration (mg/L) 0 2 4 10 20 40 60 80
SMG (ul) 30 40
SFG (ul) 25 50 125 | 250 |500
Solution Earl (ul) 500 500 | 475 |450 |375 |250 470 | 460
Volume final (pul) 500 | 500 |[500 |500 |500 {500 |500

Préparation des contrdles :
CQl CQ2 CQ3

Concentration (ml/L) 3 30 74 X2
SMQ (ul) 37
SFQ (ul) 37,5 375
Solution Earl (ul) 462,5 125 463
Volume final (pl) 500 500 500




-  Extraction liquide/liquide dans de tubes de 1,5ml :

Prendre 100 ul de chaque tube (gamme+ échantillons)

Ajouter 20 pl par tube d'EI (20 uL de MetOH pour le blanc)

Ajouter 280 ul de MetOH et agiter 5 minutes sur agitateur horizontal
Centrifuger 10 min a 14000 rpm

- Dosage HPLC :

Récupérer le surnageant 100 ul dans un Vial en plastique (volume d’injection 10ul)
Composition de la phase mobile : 90% tampon phosphate+ 10% acétonitrile
Tampon phosphate (KH2PO4) 10mM, pH=4,5

1,36 g de phosphate de monopotassium dans 1 L d’eau milliQ.

Colonne : C18 Kinetex®

Débit 1ml/min

Temps d’analyse 10 min



Annexe 04 : Protocole de dosage de la lamotrigine MassTox

- Prendre 50ul d’échantillon/calibrant/contréle dans un eppendorf (la gamme est constituée de 4
points avec G1 = 0.5 pg/ml, et 3 contrdles)

- Ajouter 25ul de tampon d’extraction, passer au vortex, laisser pendant 2 minutes a température
ambiante

- Ajouter 250ul de mélange étalon interne reconstitué (800 pl d’étalon interne dans 12 ml de réac-
tif de précipitation)

- Centrifuger Sminutes a 15000 X g

- Prendre 20 pl de surnageant et compléter a 200ul avec le Buffer II dans un Vial

- Analyser
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