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Résumé : Les thiopurines sont des médicaments cytotoxiques et immunosuppresseurs largement prescrits, notamment dans les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI). Ils représentent l’un des meilleurs exemples d’application clinique de la pharmacogénétique avec le dépistage du déficit en thiopurine S-méthyltransférase (TPMT), enzyme clé du métabolisme des thiopurines. La variabilité interindividuelle de la réponse à ces médicaments rend nécessaire leur optimisation thérapeutique. Ce travail de thèse a d’une part, analysé les relations entre activité TPMT et concentrations des métabolites thiopuriniques, et d’autre part, recherché des facteurs associés à la résistance aux thiopurines. A l’aide d’une base de données pharmacogénétiques hospitalière et d’une étude « PheWAS » à partir d’un entrepôt de données cliniques, nous avons analysé la distribution et la corrélation génotype-phénotype pour la TPMT, en lien avec les concentrations des métabolites thiopuriniques. Nous avons observé qu’une activité TPMT très élevée (phénotype « ultra-rapide ») était associée à des paramètres clinico-biologiques reflétant une maladie évolutive et un traitement inefficace dans les MICI. De plus, une étude clinique rétrospective dans les MICI pédiatriques a permis d’identifier des facteurs associés à la lymphopénie observée sous thiopurines. Enfin, à partir d’un modèle in vitro fondé sur des lignées cellulaires lymphoblastoïdes (LCL) sélectionnées, nous avons établi une signature transcriptomique, incluant 32 gènes, prédictive de la résistance aux thiopurines. Une analyse fonctionnelle bioinformatique a abouti à l’identification de voies métaboliques liées à la protéine p53 et au cycle cellulaire, ainsi que des mécanismes moléculaires associés à la résistance aux thiopurines. En conclusion, ce travail de thèse, qui a exploré la variabilité de réponse aux thiopurines et tout particulièrement la résistance à ces médicaments, propose des hypothèses pour l’individualisation et l’optimisation thérapeutique des thiopurines. 
Mots clés : thiopurines, thiopurine S-méthyltransférase (TPMT), optimisation thérapeutique, résistance thérapeutique, pharmacogénomique, PheWAS, lignées cellulaires lymphoblastoïdes  
Abstract: Thiopurines are cytotoxic and immunosuppressive drugs widely prescribed, mainly in inflammatory bowel disease (IBD). They constitute one of the best success story of pharmacogenetic implementation into clinical practice based on the screening of thiopurine S-methyltransferase (TPMT) deficiency, a key enzyme in thiopurine metabolism. Optimization of thiopurine response is challenging because of its large interindividual variability such as inefficacy and toxicities. This thesis has explored, on one hand, the relationships between TPMT activity and metabolite concentrations, and on the other hand, factors associated with thiopurine inefficacy. Using a primary care pharmacogenetic database, we first analyzed TPMT distribution and genotype-phenotype correlation, in relation with thiopurine metabolites in a large population. Using a PheWAS study based on a clinical data warehouse we then reported that a very high TPMT activity (“ultra-rapid” phenotype) was associated with parameters of active IBD and poor response to thiopurines. Furthermore, a retrospective study in pediatric IBD identified factors predicting the occurrence of lymphopenia during thiopurine therapy. Finally, using a lymphoblastoid cell line (LCL) in vitro model, we established a transcriptomic signature, including 32 genes predicting thiopurine cellular resistance. A bioinformatic functional analysis identified metabolic pathways in relation with p53 and cell cycle, as well as molecular mechanisms associated with thiopurine resistance. To conclude, this research work, focusing on the variability of thiopurine response and mainly therapeutic resistance, provides new hypotheses to individualize and optimize therapeutic response to thiopurines. 
Keywords: thiopurines, thiopurine S-methyltransferase (TPMT), drug optimization, therapeutic resistance, pharmacogenomics, PheWAS, lymphoblastoid cell lines 
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Avant-propos 

La variabilité de la réponse aux médicaments, souvent difficile à appréhender, est à l’origine d’une importante iatrogénie. Aux Etats-Unis, on estime que les effets indésirables causent ou contribuent à 6-7 % des hospitalisations, à une augmentation de deux jours de la durée moyenne des hospitalisations et surtout à plus de 100 000 décès par an, pouvant coûter à la société plus cher que les traitements médicamenteux eux-mêmes [LAZAROU et 

al. 1998]. En France, les statistiques sont à peu près équivalentes, la iatrogénie médicamenteuse étant à l’origine d’environ 10 % des hospitalisations et représentant plus 130 000 admissions par an [POUYANNE et al. 2000]. Certaines classes médicamenteuses sont particulièrement iatrogènes, comme les anti-vitamines K (AVK), représentant à eux seuls 17 000 hospitalisations par an et 5 000 accidents hémorragiques d’évolution fatale (données : ANSM). Par ailleurs, la résistance au traitement est également un versant de la variabilité de la réponse aux médicaments. Largement moins étudiée que les effets indésirables, la résistance au traitement n’est pas moins un problème majeur, parfois aussi coûteux pour la société que les toxicités, notamment pour certains médicaments à prix élevé [RODEN & GEORGE 2002]. Ainsi, un nombre important de patients n’a pas de réponse efficace à un traitement médicamenteux. Dans le cas des thiopurines, on estime, qu’après une durée de traitement entre 6 mois et de 2 ans, 30 à 40 % des patients ne sont pas répondeurs dans l’indication du maintien de la rémission dans les MICI [PREFONTAINE et al. 2009; TIMMER et al. 2012].  L’optimisation thérapeutique est donc un enjeu majeur de santé publique dont les conséquences économiques sont importantes pour la société. Au niveau individuel, l’amélioration de la balance bénéfice/risque est un défi dont dépend la réussite du traitement. Les préoccupations éthiques sont évidentes : ne pas exposer un patient à un risque d’effets indésirables, ou plutôt réduire ce risque au maximum – « Primum non 

nocere », disait Hippocrate – et proposer le traitement le plus efficace, ou plutôt avec la balance bénéfice/risque la plus favorable à niveau individuel – c’est dans cette dernière notion d’individualisation du risque que réside tout l’enjeu de la médecine personnalisée. 
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L’exploration de la variabilité inter-individuelle est un des fondements de l’optimisation thérapeutique. Les sources de variabilité dans la réponse aux médicaments sont multiples et plurifactorielles. La réponse aux médicaments est le résultat d’une combinaison de facteurs génétiques, environnementaux et d’interactions gène-environnement [HANSEN et 

al. 2009]. Une part significative de la variabilité peut être attribuée à des facteurs génétiques modulant la pharmacocinétique et/ou la pharmacodynamie [GERVASINI et al. 2010]. Ainsi, le rationnel sous-jacent à la pharmacogénétique est de prendre en compte et d’étudier les gènes codant pour les transporteurs de médicaments, les enzymes du métabolisme et les cibles pharmacodynamiques afin de prédire l’effet d’un médicament. En outre, lorsque les conditions pour un médicament donné – (i) concentration plasmatique ou sanguine corrélée avec celle présente au niveau de la cible et (ii) relation concentration/efficacité ou effet indésirable – sont réunies, le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) est complémentaire de l’approche prédictive des tests pharmacogénétiques. C’est un outil utile pour le phénotypage de la pharmacocinétique d’un patient constituant une aide à l’individualisation des posologies et à la prise de décision thérapeutique. Sachant qu’il est assez difficile de distinguer l’influence des facteurs environnementaux des facteurs génétiques comme sources de variabilité dans la réponse aux médicaments, la combinaison du STP et du génotypage des capacités métaboliques pour un médicament donné constitue actuellement la façon la plus aboutie d’individualiser la posologie des médicaments dont les effets cliniques sont difficiles à évaluer ou dont les marges thérapeutiques sont étroites [GERVASINI et al. 2010]. On peut citer par exemple le cas des thiopurines (TPMT et dosage des métabolites 6-TGN/6-MMPN), des AVK (CYP2C9, VKORC1 et détermination de l’INR), du tacrolimus (CYP3A5 et dosage sanguin) ou encore des antidépresseurs tricycliques (CYP2D6 et dosage plasmatique).  Enfin, cette thèse sur l’optimisation thérapeutique à l’aide d’approches pharmacogénétiques est finalement la suite logique d’un internat en pharmacie dont l’une des principales motivations était la réduction de la iatrogénie médicamenteuse. Elle est l’aboutissement d’un parcours hospitalier, débuté il y a une dizaine d’années, autour de la pharmacie clinique – avec l’aide à la prescription –, de l’évaluation thérapeutique et de la pharmacologie – avec le suivi STP et la pharmacogénétique, le tout en lien avec les cliniciens. 



 

 19 

 
 
 

RAPPELS 

BIBLIOGRAPHIQUES 



 20 

  



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES – Thiopurines 

 21 

Thiopurines 

La classe pharmacologique des thiopurines est actuellement représentée par trois médicaments : la 6-mercaptopurine (6-MP, Purinethol®), l’azathioprine (Imurel®) et la 6-thioguanine (6-TG, Lanvis®). Ces médicaments, dotés de propriétés cytotoxiques et immunosuppressives, ont été développés au milieu du siècle dernier par Gertrude B. Elion et George H. Hitchings [ELION et al. 1951]. Ces molécules, qui ont révolutionné la chimiothérapie moderne, leur ont valu le Prix Nobel de Médecine en 1988.  
 Un peu d’histoire… 

 Gertrude B. Elion, une femme prédestinée à la recherche ? Fille d’immigrants juifs de Russie et de Lituanie, Gertrude Belle Elion est née à New-York en janvier 1918. Jeune fille passionnée par les sciences, la mort douloureuse de son grand-père des suites d’un cancer gastrique s'est avéré être un des facteurs décisifs pour sa carrière de chercheuse. « C'était comme si le signal était là : c’était la maladie contre laquelle il fallait lutter » expliquera-t-elle plus tard. Son intérêt pour résoudre les mystères de la science fut intensifié avec la mort de son fiancé en 1941, à la suite d'une endocardite bactérienne, puis quelques années plus tard, de sa mère, des suites d’un cancer du col de l’utérus. Gertrude Elion était alors pleinement convaincue de la nécessité de trouver des traitements pour un grand nombre de maladies qui étaient jusque-là incurables.  
 Un brillant parcours universitaire Ainsi en 1933, à l’âge de 15 ans, ses bonnes notes obtenues au lycée lui permettent d’entrer au Hunter College à New-York pour y étudier la chimie. Malgré une crise économique sans précédent suite au krach boursier de 1929, la gratuité de l’enseignement supérieur undergraduate lui permet d’accéder à l’Université. A l’issue de 
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sa licence en 1937, elle décide de chercher du travail dans la recherche en chimie afin de pouvoir financer son doctorat. Cette démarche sera vaine et n’aboutira pas : nous sommes en pleine crise économique et, à cette époque, les rares emplois en laboratoire sont strictement réservés aux hommes. Elle accepte alors un travail d’assistant de laboratoire pour 20 $ par semaine, ce qui lui permettra d’obtenir une première expérience. Avec ses maigres économies et l’aide de ses parents, elle entre à la New-York University en 1939. Pendant deux ans, elle travaille la journée en tant que standardiste ou professeur de lycée et occupe ses soirées et week-ends à ses recherches, qui lui permettront d’obtenir un Master en Sciences en 1941. La guerre et le manque de chimistes dans l’industrie pharmaceutique lui ont permis d’obtenir son premier poste dans le contrôle analytique pour une société agroalimentaire. La routine et l’ennui de ne plus rien apprendre l’amènent à postuler rapidement pour un autre travail. Sa candidature sera alors retenue au laboratoire pharmaceutique Burroughs-Wellcome – qui deviendra plus tard GlaxoSmithKline.  
 Le doctorat ou l’industrie ? C’est dans ce laboratoire que débute réellement sa carrière dans la recherche industrielle en tant qu’assistante du Docteur Georges Hitchings (1905-1998). Leur partenariat durera 40 ans et sera à l’origine de nombreuses découvertes majeures de la seconde moitié du XXème siècle. Sa soif de connaissances et son intelligence séduisirent rapidement Georges Hitchings qui lui offrit de nombreuses responsabilités. De simple chimiste organicien, elle étend ses connaissances à la biochimie, la pharmacologie, l’immunologie et la virologie, afin de pouvoir émettre des hypothèses biologiques sur les molécules qu’elle synthétisait. Dans le même temps, toujours impatiente d’obtenir un doctorat, elle s’inscrivit au Brooklyn Polytechnic Institute. Après deux ans de déplacements incessants entre son travail et le laboratoire, le doyen lui ordonne de choisir entre son doctorat à temps partiel ou son emploi chez Burroughs-Wellcome. C’est alors 

Gertrude B. Elion dans son laboratoire au 
sein de Burroughs-Wellcome, à New-York 
en 1950 
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qu’elle prit, comme elle le dit elle-même, la décision centrale de sa vie, c’est-à-dire renoncer à sa volonté d’obtenir un doctorat. Des dizaines d’années plus tard, lorsqu’elle reçut le titre de Docteur honoris causa de trois grandes universités américaines, elle se dit qu’elle avait, probablement, fait le bon choix.  
 Des recherches prometteuses sur les purines Au sein des laboratoires Burroughs-Wellcome, Gertrude Elion avait été recrutée pour synthétiser et étudier des molécules du métabolisme des purines dans différents types cellulaires. L’objectif était d’inhiber sélectivement la synthèse des acides nucléiques dans les cellules à prolifération rapide, telles que dans les leucémies. A cette époque dans les années 1940, peu de choses étaient connues sur l’ADN. Neuf ans avant que James Watson et Francis Crick ne proposèrent la structure en double hélice de l’ADN, Gertrude Elion et George Hitchings étaient déjà en mesure de démontrer que l'inhibition de la synthèse de l’ADN dans les cellules tumorales, les bactéries ou les virus était possible en utilisant des analogues de nucléotides. Pour cela, leur stratégie de recherche était basée non pas sur une démarche scientifique classique mais plutôt en étudiant les différences entre cellules normales humaines et des agents pathogènes pour mettre au point des molécules antimétabolites bloquant les agents pathogènes ou les cellules cancéreuses. Cette méthodologie de recherche, fondée sur l’identification d’une cible moléculaire spécifique et la synthèse d’une molécule capable de l’inhiber, est novatrice par rapport aux stratégies jusqu’alors utilisées qui consistaient à tester de manière aléatoire un grand nombre de molécules à activité pharmacologique potentielle. En 1948, Gertrude Elion synthétise la diaminopurine, un composé qui s’incorpore aux brins d’ADN et permet d’inhiber la croissance de bactéries Lactobacillus casei. Des études sur des souches de L. casei résistantes à la diaminopurine ont révélé l’incapacité de ces souches à proliférer dans des milieux où l’adénine est la seule source de purine – c’est-à-dire sans hypoxanthine. Elle en déduit ainsi que l'adénine et la diaminopurine sont probablement métabolisées par la même enzyme, et que le produit de cette réaction interfère avec l’interconversion des nucléotides puriniques. Bien que la diaminopurine permette d’obtenir des résultats encourageants dans les premiers essais cliniques dans les leucémies, elle induit également d’importantes toxicités gastro-intestinales composées des nausées et vomissements majeurs. La diaminopurine a par ailleurs montré 
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une activité in vitro antivirale intéressante, mais son importante toxicité oblige à abandonner son développement clinique.  
 Découverte des thiopurines Trois ans après la découverte de la diaminopurine, Gertrude Elion et George Hitchings synthétisèrent deux dérivés inhibant la biosynthèse des purines, qui changeront le cours de leur carrière et révolutionneront le traitement des leucémies : la 6-TG et la 6-MP. Gertrude Elion et George Hitchings observèrent que les cellules leucémiques étaient hautement sensibles à la 6-MP, tandis que les cellules normales étaient plutôt résistantes. La 6-MP est alors rapidement testée chez des enfants atteints de leucémie aiguë lymphoblastique (LAL), dont le seul traitement était composé jusqu’alors de méthotrexate et de stéroïdes : elle permit d’augmenter l'espérance de vie de trois à douze mois ! Ainsi, en 1953, deux ans seulement après sa synthèse, la 6-MP a été approuvée par la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis. Cependant, le mécanisme pharmacologique de la cytotoxicité de la 6-MP était encore inconnu et il a fallu attendre quelques années de plus pour qu’il soit élucidé. 

In vitro, l'inhibition de la croissance de L. casei suite à un traitement par 6-MP est levée par un ajout de bases puriques telles que l’hypoxanthine, la xanthine, l'adénine et la guanine. Des études ultérieures avec des souches de L. casei résistantes à la 6-MP ont révélé que ces souches étaient incapables de métaboliser l’hypoxanthine. Gertrude Elion en a conclu que l’hypoxanthine et la 6-MP étaient métabolisées par la même enzyme – qui sera identifiée plus tard comme étant l’hypoxanthine guanine phosphoribosyltransférase (HPRT) – et que la 6-MP inhibait l’interconversion des nucléotides puriques. La 6-TG, qui possède une activité plus puissante que la 6-MP mais aussi plus toxique a finalement trouvé sa principale application dans le traitement des leucémies aiguës myéloïdes de l’adulte.  
 La voie du succès La découverte des thiopurines ouvrit la voie à un vaste champ de recherche de molécules antimétabolites aux propriétés multiples, synthétisées par cette équipe. 
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Ainsi, en 1950, la pyriméthamine (Malocid®) est synthétisée. Cet antipaludéen ayant une forte affinité pour la dihydrofolate réductase, possède une activité infiniment plus toxique pour le parasite que pour l’homme, représentant ainsi un modèle de balance bénéfice/risque idéal. Puis en 1956, c’est la synthèse du triméthoprime (inclus dans Bactrim®), antibactérien utilisé en association avec les sulfamides dans les méningites, les infections urinaires ou en prophylaxie de l’infection pulmonaire à Pneumocystis jiroveci chez les patients immunodéprimés. Peu de temps après, un hématologue remarqua la capacité de la 6-MP à bloquer la formation d’anticorps, ce qui conduisit un chirurgien à utiliser avec succès la 6-MP pour prévenir le rejet d’un greffon rénal chez le chien. Au vu de ces résultats, Gertrude Elion synthétisa une pro-drogue de la 6-MP, l’azathioprine (Imurel®), qui présentait l’avantage d’avoir un groupement imidazole greffé sur le groupement thiol afin de le protéger d’une dégradation rapide après une prise par voie orale. L’azathioprine, en association avec la prednisone, permet alors l’avènement des transplantations rénales, jusqu’à ce que l’acide mycophénolique ne vienne la détrôner dans les années 1990. L’azathioprine est aussi utilisée comme immunosuppresseur dans le traitement de diverses maladies auto-immunes. En 1963, un nouvel analogue des purines inhibant la xanthine oxydase (XO) est synthétisé : l’allopurinol (Zyloric®). Ce composé permet ainsi de bloquer la transformation de l’hypoxanthine en xanthine puis en acide urique, dont l’excès entraîne la formation de cristaux dans les articulations des patients atteints de goutte. En 1968, après le départ à la retraite de George Hitchings, Gertrude Elion développe un analogue de nucléoside à guanine où le pentose est remplacé par une structure acyclique linéaire : acycloguanosine ou acyclovir (Zovirax®). L’acyclovir possède une très grande spécificité pour la thymidine kinase virale et constitue le premier médicament antiviral bloquant la réplication des virus du groupe de l’Herpès. Sa spécificité virale, environ 3000 fois plus élevée que pour l’enzyme humaine, explique que cette molécule ne présente quasiment aucune toxicité chez l’homme.  
 Une carrière exemplaire Tout au long de sa carrière, Gertrude Elion a occupé des responsabilités de plus en plus importantes jusqu’au poste de chef du département de thérapie expérimentale, poste qu’elle occupa jusqu’à son départ à la retraite en 1983. Tout juste un an après, en 1984, le laboratoire développe la 3'-azido-3'-désoxythymidine ou zidovudine (AZT, Retrovir®), 
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inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse et premier médicament pour le traitement du VIH, dont la mise au point s’est largement inspirée des travaux de Gertrude Elion.  Malgré trois « désavantages » majeurs qui étaient de ne pas avoir de doctorat, de ne pas avoir travaillé dans le milieu académique et d’être une femme, Gertrude Elion a su surmonter de nombreux obstacles et accéda à une carrière exemplaire remplie de succès. Elle est l’auteur de 179 publications internationales et à l’origine de 45 brevets. Ses découvertes représentent des legs majeurs pour la recherche et la thérapeutique humaine avec des molécules qui restent, à l’heure actuelle, la référence pour certaines pathologies. C’est au terme de cette carrière exceptionnelle que Gertrude Elion reçue en 1988 le Prix Nobel de Médecine et Physiologie, prix qu’elle partage avec Georges Hitchings.1       
 

 

 

 

« Le prix Nobel c’est très bien, mais les médicaments que 

j’ai développés sont des récompenses en eux-mêmes » Gertrude Belle Elion
                                                        
1 Références bibliographiques : [ELION 1989, 1993; ELION et al. 1951; LARSEN 2009; NOBELPRIZE.ORG 2013; 2014] 
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 Structures chimiques et propriétés pharmaceutiques 

Les thiopurines possèdent une structure chimique homogène dérivée de la purine. Cette dernière est à l’origine des bases puriques – la guanine et l’adénine – constituant les nucléotides des acides nucléiques (ADN et ARN) (FIGURE 1).  

   purine  

6-mercaptopurine azathioprine 6-thioguanine 
FIGURE 1. Structures chimiques de la purine et des thiopurines   Plus précisément, les thiopurines sont des analogues puriniques possédant un groupement thiol – anciennement appelé mercaptan, du latin mercurius captans, « qui capte le mercure » –, c’est à dire un groupement sulfhydryle (-SH) fixé sur un carbone. Ces « thio-purines » seront métabolisées dans l’organisme en « thio-guanine » puis en « nucléotides à thio-guanine », comme décrit par la suite dans ce manuscrit. L’azathioprine est une pro-drogue de la 6-MP sur laquelle a été greffé un groupement méthylnitro-imidazole sur la fonction thiol, en vue de la protéger d’une oxydation ou d’une hydrolyse [ELION 1989]. Enfin, la 6-TG, commercialisée sous le nom de Lanvis® correspond à la base qui sera directement transformée en nucléotide à thioguanine. 
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2.1 Indications A l’heure actuelle, en France, la 6-MP et la 6-TG sont utilisées respectivement dans les LAL et dans les leucémies aiguës myéloïdes, en phases d’entretien et de consolidation. Elles sont également prescrites à visée palliative dans les leucémies myéloïdes chroniques. L’azathioprine est plutôt utilisée pour ses propriétés immunosuppressives dans les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) – la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique (RCH) – de l’adulte et de l’enfant. Ces indications en gastro-entérologie représentent environ 60 000 prescriptions par an en France. L’azathioprine est également utilisée dans le traitement de diverses maladies auto-immunes (lupus, myosites, vascularites, …). Enfin, bien qu’elle ait permis les premières transplantations d’organes solides dans les années 1950, elle est actuellement très largement remplacée par l’acide mycophénolique dans quasiment tous les protocoles de prévention du rejet aigu, excepté dans le cadre de la transplantation pulmonaire.  
2.2 Posologies Dans le traitement des MICI, la posologie initiale habituelle de l’azathioprine est de 2 à 2,5 mg/kg/jour bien que l’Autorisation de mise sur le marché (AMM) préconise une posologie de 1 à 3 mg/kg/jour, sans dépasser 150 mg/jour [ANSM 2010; CHOUCHANA et al. 2012a]. La posologie préconisée de la 6-MP est de 50-75 mg/m2/jour dans les leucémies et de 1 à 1,5 mg/kg/jour pour son utilisation, hors AMM, dans les maladies auto-immunes [ANSM 2013; CHOUCHANA et al. 2012a]. Un facteur multiplicatif de 2,08 est nécessaire pour convertir des doses de 6-MP en équivalent d’azathioprine [SANDBORN 2001]. La 6-TG, utilisée généralement uniquement dans les leucémies, doit être prescrite à la posologie de 60 à 200 mg/m2/jour [ANSM 2012]. Ces médicaments sont administrés par voie orale sous forme de comprimés. Il existe cependant une forme injectable pour l’Imurel® dont l’usage est généralement restreint à des situations particulières, aigües et de courtes durées.   
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 Propriétés pharmacologiques 

3.1 Pharmacocinétique 

3.1.1 Absorption et effet de premier passage Après administration par voie orale, l’azathioprine et la 6-MP sont rapidement absorbées avec un pic plasmatique observé à 10 minutes pour ces deux molécules [KUROWSKI & IVEN 1991]. L’azathioprine est rapidement et massivement hydrolysée en 6-MP et en méthylnitro-imidazole par des glutathion S-transférases (GST), notamment GST-A1, GST-A2 et GST-M1, dont les activités sont variables en fonction du génotype [EKLUND & MANNERVIK 2007; EKLUND et al. 2006; KURTOVIC et al. 2008]. Seule une fraction inférieure à 1 % de cette réaction n’est pas catalysée par des GST et se produit spontanément en présence de glutathion [EKLUND et al. 2006]. De plus, environ 10 % de la dose administrée peut subir à un autre clivage chimique, produisant de l’hypoxanthine et un groupement thio-imidazole [CHALMERS 1974]. Par ailleurs, la forme 6-MP subit un effet de premier passage important avec une première métabolisation en acide thiourique au sein de la paroi du tube digestif – ainsi que dans le foie de façon moins importante – sous l’effet de la XO [BRONK et al. 1988; KUROWSKI & IVEN 1991]. Ainsi, les concentrations en acide thiourique retrouvées dans la muqueuse intestinale sont 16 fois plus élevées que dans la moelle osseuse, protégeant probablement l’intestin d’une accumulation toxique d’autres métabolites comme c’est le cas dans les cellules sanguines (cf. infra) [MARCHESI & SARTORELLI 1963]. Cette première métabolisation est très précoce de sorte que le pic plasmatique de ce métabolite, l’acide thiourique – ainsi que pour un autre métabolite oxydé, la 8-hydroxy-6-MP –, est observé aux alentours de 10 minutes soit quasiment au même temps que pour la molécule mère de 6-MP [KUROWSKI & IVEN 1991]. On estime qu’en moyenne 10 % (entre 3 et 25 %) de la dose administrée est retrouvée sous forme d’acide thiourique dans les urines [ANSARI et al. 2008c]. La biodisponibilité de la 6-MP est d’environ 16 % [DUBINSKY et al. 2000; LENNARD 1992]. Elle pourrait être réduite en cas d’administration avec du lait. En effet, des données in 

vitro et in vivo suggèrent que la présence de XO dans le lait pourrait potentialiser l’effet de premier passage et diminuer ainsi la quantité de 6-MP réellement absorbée [DE LEMOS et 

al. 2007]. Par ailleurs, les purines alimentaires, représentant environ 600-1000 mg par 
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jour dans un régime alimentaire occidental classique, pourraient être des inhibiteurs compétitifs de la XO au sein de la paroi intestinale et éventuellement potentialiser l’efficacité des thiopurines [ANSARI et al. 2008c; STOW & BRONK 1993]. Elles sont majoritairement retrouvées dans les anchois, les sardines, la cervelle, le foie ou encore les ris de veau [HUH et al. 1976]. Enfin, il a été montré une meilleure efficacité de la 6-MP lors d’une prise le soir plutôt que le matin, dans le cadre d’une co-administration avec du méthotrexate pour le traitement des LAL de l’enfant [SCHMIEGELOW et al. 1997].  
3.1.2 Distribution La distribution est très rapide et aucun dérivé thiopurinique, molécule mère ou métabolites, n’est retrouvé dans le compartiment plasmatique à partir de 12 heures après l’absorption orale [KUROWSKI & IVEN 1991]. La demi-vie plasmatique de la 6-MP est très courte, de l’ordre de 1 à 2 heures [ZIMM et al. 1983]. A l’exception du cerveau, la 6-MP se distribue dans quasiment tous les tissus de l’organisme, notamment le foie, la rate et la moelle osseuse, contenant les progéniteurs hématopoïétiques [HYSLOP & JARDINE 1981]. Après administration d’une dose unique d’azathioprine, les métabolites nucléotidiques thiopuriniques sont également retrouvés dans de nombreux tissus tels que la muqueuse intestinale, le foie, les reins, la rate, la moelle osseuse, à l’exception des globules rouges et du plasma [KUROWSKI & IVEN 1991]. La 6-MP pénètre dans les cellules par des transporteurs de nucléosides dont certains ont été identifiés : SLC28A2, SLC28A3, SLC29A1 et SLC29A2 – anciennement appelés respectivement CNT2, CNT3, ENT1, ENT2 [FOTOOHI et al. 2006; PENG et al. 2008; ZAZA et al. 2005].        
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Source : [CHOUCHANA et al. 2012a] 

FIGURE 2. Métabolisme des thiopurines 
(i) Molécules. AZA : azathioprine ; 6-MP : 6-mercaptopurine ; 6-MMP, 6-méthylmercaptopurine ; 6-TU acid : acide 
6-thiourique ; 6-MeTIMP : 6-méthylthioinosine monophosphate ; 6-MeTIDP : 6-méthylthioinosine diphosphate ; 
6-MeTITP : 6-méthylthioinosine triphosphate ; 6-TIMP : 6-thioinosine monophosphate ; 6-TIDP : 6-thioinosine 
diphosphate ; 6-TITP : 6-thioinosine triphosphate ; 6-TXMP : 6-thioxanthosine monophosphate ; 6-TGMP : 6-
thioguanosine monophosphate ; 6-TGDP : 6- thioguanosine diphosphate ; 6-TGTP : 6- thioguanosine triphosphate 
; 6-MeM-8-OHP : 6-methylmercapto-8-hydroxypurine. 

6-MeTIMP, 6-MeTIDP et 6-MeTITP représentent les 6-méthylmercaptopurine ribonucléotides, 6-MMP(R). 

6-TGMP, 6-TGDP et 6-TGTP représentent les 6-thioguanine nucléotides, 6-TGN. 

(ii) Enzymes. GST : glutathion S-transférase ; AOX : aldéhyde oxydase ; XO : xanthine oxydase ; TPMT : thiopurine 
S-méthyltransférase ; HPRT : hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase ; IMPDH : inosine 
monophosphate déshydrogénase ; GMPS : guanosine monophosphate synthétase ; ITPase : inosine triphosphate 
pyrophosphatase. 

(iii) Transporteurs. SLC28A3 et SLC29A2 : solute carrier family, anciennement appelés transporteurs de 
nucléosides ; ABCC4 and ABCC5 : ATP binding cassette, anciennement  appelés multidrug resistance (MDR).   
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3.1.3 Métabolisme et élimination Environ 12 % de la dose de 6-MP administrée est retrouvée sous forme inchangée dans les fèces [ELION 1972]. Le reste de la dose, après une première métabolisation précoce dans la paroi intestinale, est métabolisée au sein du cytoplasme intracellulaire par trois voies enzymatiques compétitives : deux voies sont cataboliques – les voies de la XO et de la thiopurine S-méthyltransférase (TPMT) – et une est anabolique, débutant par l’HPRT. Cette enzyme, impliquée dans la synthèse des nucléotides puriques en situation physiologique, est responsable de l’initiation de la formation des métabolites actifs lors d’un traitement par thiopurine [BRONK et al. 1988; ELION 1967; HARTMAN & BUCHANAN 1959; KORNBERG et al. 1955]. Par ailleurs, les cellules sanguines ne disposent pas d’activité XO, ayant probablement pour conséquence la grande sensibilité de ces cellules aux thiopurines [LENNARD 1992; MARCHESI & SARTORELLI 1963]. Les trois voies enzymatiques sont (FIGURE 2) : 
- la XO, oxydant la 6-MP en acide thiourique, métabolite inactif hydrosoluble qui sera éliminé dans les urines ; cette voie est quantitativement la plus importante ; 
- la TPMT, méthylant la 6-MP en 6-méthylmercaptopurine (6-MMP) qui pourra être ensuite transformée en 6-méthylmercapto-8-hydroxypurine (6-Me-8OH-MP) par l’aldéhyde oxydase (AOX) ; 
- l’HPRT, catalysant la formation du 6-thioinosine monophosphate (6-TIMP), nucléotide qui aura un rôle central dans ce métabolisme et aboutira, suite à un enchaînement de réactions enzymatiques, à la formation des métabolites actifs. Ainsi, le 6-TIMP, grâce à l’action de l’inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH) suivie par la guanosine monophosphate synthase (GMPS) formera le 6-thioguanosine monophosphate (6-TGMP), qui sera transformé par des kinases successives en 6-thioguanosine diphosphate (6-TGDP) puis triphosphate (6-TGTP). Le 6-TGMP, 6-TGDP et 6-TGTP sont regroupés sous le nom de 6-thioguanine nucléotides (6-TGN). Par ailleurs, le 6-TIMP est également, sous l’action de la TPMT, à l’origine de la formation de dérivés méthylés, les 6-méthylmercaptopurine nucléotides (6-MMPN), regroupant des nucléotides méthylés dont le 6-méthylthioinosine monophosphate (6-MeTIMP). Enfin, le 6-TIMP est le point de départ d’un cycle futile via l’action de kinases successives puis de l’inosine triphosphate pyrophosphatase (ITPA), enzyme qui protège, en situation 
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physiologique, la cellule d’une accumulation de nucléotides puriques triphosphates, potentiellement mutagènes et clastogènes [LIN et al. 2001]. Enfin, les 6-TGN sont retrouvés à des concentrations environ 31 fois plus élevées dans les polynucléaires neutrophiles que dans les globules rouges [BERGAN et al. 1997].  
3.2 Pharmacodynamie Les thiopurines sont des pro-drogues, nécessitant une bioactivation via le métabolisme préalablement décrit pour exercer leur activité pharmacologique. Ces médicaments ont été développés pour leur similitude structurale avec les purines et notamment la guanine. Ils ne sont actifs qu’une fois transformés en nucléotides, c’est-à-dire après ajout d’un ribose comportant un, deux ou trois groupements phosphate PO43-. Historiquement, le premier mécanisme d’action identifié a été l’inhibition de la phosphoribosyl-pyrophosphate amidotransférase (PPAT), bloquant le passage du phosphoribosylpyrophosphate (PRPP) au 5-phosphoribosylamine et entraînant une inhibition de la synthèse de novo des purines [TAY et al. 1969]. Ce mécanisme ne contribue probablement que partiellement aux propriétés anti-prolifératives des thiopurines [CARA 
et al. 2004; COULTHARD et al. 2002; DERVIEUX et al. 2001]. Le second mécanisme d’action décrit est celui d’une incorporation des 6-TGN au sein de l’ARN et de l’ADN [TIDD & PATERSON 1974]. Les 6-TGN provoquent alors des cassures simples brins et un blocage en phases G2-M du cycle cellulaire, via le système de réparation des mésappariements (mismatch repair, MMR), entraînant un arrêt de la réplication cellulaire [FAIRCHILD et al. 1986; YAN et al. 2003]. Enfin, plus récemment, un mécanisme d’action original et plus spécifique de l’effet immunosuppresseur des thiopurines a été décrit. Il implique des mécanismes d’apoptose 
via l’inhibition d’une enzyme Rho guanosine triphosphatase (RhoGTPase), Rac1, par un 6-TGN en particulier, le 6-TGTP [TIEDE et al. 2003] (FIGURE 3). Le 6-TGTP représente un substrat inhibiteur de Vav1, un échangeur de nucléotides à guanine (guanine nucleotide 

exchange factor, GEF) qui permet le passage de la forme inactive de Rac1 (liée au GDP) à sa forme active (liée au GTP) [POPPE et al. 2006].  
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Source : [ETIENNE-MANNEVILLE & HALL 2002] 

FIGURE 3. Cycle des RhoGTPases 

Les RhoGTPases alternent entre une forme active liée au GTP, et une forme inactive liée au GDP. La forme active 
interagit avec l’une des 60 protéines cibles identifiées (effectors). Le cycle est hautement régulé par trois classes 
de protéines : (i) des échangeurs de nucléotides à guanine (guanine nucleotide exchange factor, GEF) – tel que 
Vav1 – qui permettent l’activation ; (ii) des protéines activant les GTPases (GTPase-activating proteins, GAP) qui 
hydrolysent le GTP et permettent l’inactivation ; et enfin (iii) des inhibiteurs d’échange de nucléotides à guanine 
(guanine nucleotide exchange inhibitors, GDI) qui régulent les formes inactives Rho-GDP liées aux membranes en 
les séquestrant dans le cytoplasme.  Lors d’une réaction immune, l’activation des lymphocytes T CD4+ par la présentation d’un antigène est possible uniquement en présence d’un signal de costimulation sur les récepteurs de surface CD28, permettant d’activer Rac1 [TIEDE et al. 2003] (FIGURE 4). Cela conduit à l’activation des voies MAP3K – impliquant IκB et NF-κB – et STAT3, renforçant les concentrations intracellulaires en bcl-xL dont l’action résulte en un signal anti-apoptotique important. Au cours d’un traitement par thiopurine, Rac1 est bloquée sous forme inactive via une inhibition de Vav1, ce qui empêche l’activation de ses gènes cibles tels que NF-κB et STAT3, et finalement réprime l’expression de bcl-xL, facilitant la voie intrinsèque de l’apoptose dans les lymphocytes T [TIEDE et al. 2003]. La potentialisation de l’apoptose des lymphocytes T activés grâce à ce mécanisme est particulièrement importante pour l’effet immunosuppresseur des thiopurines. Elle permet notamment de diminuer l’inflammation présente au sein de la lamina propria du tube digestif dans les MICI [THOMAS et al. 2005; TIEDE et al. 2003].   
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Adapté de [TIEDE et al. 2003] et de [POPPE et al. 2006] 

FIGURE 4. Mécanisme d’action moléculaire du 6-TGTP  Cliniquement, la production et l’accumulation des 6-TGN sont nécessaires à l’obtention d’une réponse efficace. In vivo, l’état d’équilibre des 6-TGN est atteint en 4-5 semaines en moyenne et leur demi-vie est comprise entre 3 et 13 jours, avec une grande variabilité inter-individuelle [CHAN et al. 1990; GILISSEN et al. 2004; HINDORF et al. 2006a; POZLER et al. 2010]. Ainsi pour la plupart des patients, l’efficacité clinique apparaît entre 12 et 17 semaines après le début du traitement [CHANDE et al. 2013].   
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3.3 Pharmacogénétique Le métabolisme complexe des thiopurines, permettant la production des dérivés actifs (6-TGN et 6-MMPN) présente une variabilité inter-individuelle importante se traduisant par une réponse clinique hétérogène. La variabilité observée au sein de ce métabolisme est principalement sous la dépendance de la TPMT. La TPMT représente probablement l’un des exemples les plus illustratifs et les mieux étudiés à ce jour dans le domaine de la pharmacogénétique. Elle constitue également l’une des plus belles réussites d’application hospitalière de la pharmacogénétique.  
3.3.1 Définitions La pharmacogénétique est « l’étude de l’influence des variations de la séquence en ADN sur la réponse aux médicaments » selon l’European medicines agency (EMA, Agence européenne des médicaments). De manière plus globale, la pharmacogénomique étudie les relations entre des variations génétiques (ADN, ARN) et la réponse aux médicaments selon l’American medical association [AMA]. Ces deux termes sont souvent utilisés indistinctement [WEINSHILBOUM & WANG 2004]. La connaissance de l’influence de variations génétiques sur la réponse aux médicaments offre la possibilité de dépister, avant le début d’un traitement, les patients à risque de développer une toxicité ou de ne pas répondre de manière efficace malgré les doses conventionnelles d’un médicament donné. Ainsi, la pharmacogénétique a pour but ultime le développement de tests génétiques visant à identifier des individus à risque de réponse « anormale » aux médicaments, aussi bien en termes d’efficacité que de toxicités, permettant ainsi une optimisation thérapeutique.  
3.3.2 Historique Dès le VIème siècle avant notre ère, le philosophe et mathématicien grec Pythagore déconseillait à ses disciples de consommer des fèves (Vicia faba). Il avait remarqué que l’ingestion de fèves entraînait, chez certains individus, l’apparition d’un ictère et d’une asthénie [CAPPELLINI & FIORELLI 2008]. Il faudra attendre le début du XXème siècle pour que 
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des médecins italiens établissent une description clinique de ce symptôme, appelé favisme. Par la suite, en 1956, Carson et ses collègues ont découvert que des individus développant une anémie hémolytique suite à un traitement par primaquine, un anti-paludéen, avaient une activité enzymatique en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) fortement diminuée [CARSON et al. 1956]. La même année, il a été rapporté en Sardaigne que les symptômes apparus suite à l’ingestion de fèves étaient similaires à ceux observés après un traitement par primaquine, et avaient probablement la même origine biochimique [CROSBY 1956]. Enfin, grâce aux premières hypothèses de l’origine génétique de certains déficits enzymatiques héréditaires émises dès 1902 par Sir Archibald E. Garrod, médecin diplômé de l’Université d’Oxford, nous savons aujourd’hui que le déficit en activité G6PD est due à la présence de mutations sur le gène G6PD [GARROD 1902; CAPPELLINI & FIORELLI 2008]. Ce déficit, entraîne, après l’ingestion de xénobiotiques tels que certains aliments ou médicaments, l’apparition d’une anémie hémolytique et d’un ictère. Ainsi, il y a 2500 ans, Pythagore venait probablement de faire sans le savoir les premières observations pharmacogénétiques de l’histoire. Dans les années 1950, alors que le lien entre G6PD et anémie hémolytique suite à un traitement par primaquine commençait à apparaître, diverses observations cliniques ont rapporté des effets indésirables en lien avec des caractères héréditaires. Ainsi, en 1954 Hughes et al. décrivirent des cas d’apnée prolongée dus au suxaméthonium associée à un déficit en cholinestérase [HUGHES et al. 1954]. Puis, en 1956, Werner Kalow rapporta des cas de neuropathie périphérique chez des patients traités par isoniazide et présentant un défaut d’acétylation [KALOW 1956]. Ces observations cliniques successives conduisirent à la démonstration du caractère héréditaire, selon un mode mendélien, de réponses anormales à certains traitements médicamenteux et, en 1959, le terme de « pharmacogénétique » était proposé [VOGEL 1959]. Ces effets indésirables étaient associés à des concentrations circulantes très élevées des médicaments incriminés. Ainsi, en constatant une élimination extrêmement lente de médicaments par certains patients, l’implication des enzymes du métabolisme des médicaments, et notamment les cytochromes P450 (CYP), a été étudiée dans le cadre de la pharmacocinétique [EVANS & RELLING 1999; RELLING & DERVIEUX 2001]. Les premiers polymorphismes d’activité ont été identifiés avec le CYP2D6 et son substrat médicamenteux, la débrisoquine – un antihypertenseur – à la fin des années 1970 par l’équipe de Robert L. Smith en Angleterre puis par celle de Michel Eichelbaum en Allemagne [MAHGOUB et al. 1977; SPANNBRUCKER et 
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al. 1978]. Les individus dont le phénotype était « métaboliseur lent », présentaient un rapport [métabolite/molécule mère] faible et étaient à risque élevé de syncope suite à un traitement par débrisoquine [MAHGOUB et al. 1977]. Pour l’anecdote, Robert L. Smith lui-même, s’étant inclus dans sa propre recherche comme c’était l’habitude à cette époque, a fait une syncope suite à la prise de débrisoquine, signant ainsi la présence d’un phénotype « métaboliseur lent » du CYP2D6. L’hypothèse d’une anomalie génétique à transmission mendélienne a été retenue en caractérisant le phénotype d’individus et de leur famille. Pour la première fois en 1988, les progrès de la biologie moléculaire permettront le clonage du CYP2D6 et l’identification d’un polymorphisme génétique entraînant une baisse de l’expression de l’enzyme CYP2D6 et définissant des sous-groupes d’individus en fonction de leur capacité métabolique. Ces travaux étaient précurseurs de la pharmacogénétique moderne [GONZALEZ et al. 1988]. L’introduction des tests pharmacogénétiques à l’hôpital au début des années 2000 puis le séquençage du génome en 2003 permettront un nouvel essor dans le développement de cette discipline. Actuellement, de nombreux polymorphismes d’activité ont été identifiés sur (i) des enzymes du métabolisme des médicaments de phase I (CYP3A5, CYP2C9, CYP2C19) ou de phase II (UGT1A1, TPMT, GST), (ii) des transporteurs de médicaments (ABCB1, ABCC4) ou (iii) des cibles thérapeutiques (VKORC1), en lien avec une variabilité inter-individuelle de réponse à différents médicaments (FIGURE 5).     
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Source : [EVANS & RELLING 1999] 

FIGURE 5. Enzymes du métabolisme des médicaments en fonction de leur 
importance relative 

A gauche, les enzymes dites de Phase I, responsables de modifications de groupements fonctionnels ; à droite, 
les enzymes dites de Phase II, responsables de la conjugaison avec des substrats endogènes ayant pour but de 
rendre les métabolites plus hydrophiles. La plupart de ces enzymes présentent des polymorphismes génétiques, 
ceux pour lesquels des conséquences cliniques sur la réponse aux médicaments ont déjà été rapportées sont 
séparés du graphique circulaire. 
ADH, alcool déshydrogénase ; ALDH, aldéhyde déshydrogénase ; CYP, cytochrome P450 ; DPD, dihydropyrimidine 
déshydrogénase ; NQO1, NADPH quinone oxidoreductase ; COMT, catéchol O-methyltransferase ; GST, 
glutathion S-transférase ; HMT, histamine méthyltransférase ; NAT, N-acétyltransférase ; STs, sulfotransférases ; 
TPMT, thiopurine S-méthyltransférase ; UGTs, uridine 59-triphosphate glucuronosyltransférases.  
3.3.3 Applications cliniques La FDA aux Etats-Unis a été la première agence d’enregistrement des médicaments à intégrer dès 2003 des recommandations pharmacogénétiques dans les Résumés des caractéristiques du produit (RCP) de certains médicaments, afin de prévenir des effets indésirables graves (Annexe 1). Les tests pharmacogénétiques actuellement disponibles permettent majoritairement de prévenir la survenue d’effets indésirables majeurs, à savoir des surdosages graves chez les patients porteurs à l’état hétérozygote ou homozygote d’un ou plusieurs variants alléliques [BECQUEMONT et al. 2010]. Cependant, les facteurs génétiques (impliquant un gène unique ou plusieurs gènes) ne permettent pas à eux seuls d’expliquer la totalité de la variabilité de la réponse aux médicaments, même 
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s’ils peuvent dans certains cas représenter une part importante dans cette variabilité. Généralement, d’autres causes non génétiques (surdosage, interactions médicamenteuses, comorbidités, alimentation, tabac, alcool…) peuvent également être à l’origine de l’apparition d’effets indésirables. Il est ainsi possible de classer les tests pharmacogénétiques en deux catégories selon leur valeur prédictive positive (VPP) et négative (VPN). (i) Les tests ayant une VPP proche de 100 % et une VPN médiocre (< 80 %) : dans ce cas, en présence d’une anomalie génétique, l’effet indésirable attendu se produira ; cependant, en cas d’absence de l’anomalie, l’effet indésirable pourra également survenir. (ii) Les tests dont la VPP et la VPN sont médiocres (< 80 %) : ces tests permettent d’évaluer un risque global de survenue d’un effet indésirable, tout en étant peu informatifs à l’échelle de l’individu.  
3.3.4 Thiopurine S-méthyltransférase (TPMT) 

 Généralités La publication originelle de Weinshilboum et Sladek établissant l’importante variabilité inter-individuelle de l’activité TPMT, dont l’hypothèse était une origine génétique héréditaire, date de 1980 [WEINSHILBOUM & SLADEK 1980]. Trois ans plus tard, en 1983, la TPMT était purifiée et caractérisée, puis en 1996, le gène codant pour la TPMT était cloné et un premier polymorphisme génétique identifié [SZUMLANSKI et al. 1996; WOODSON & WEINSHILBOUM 1983]. Ces travaux ont été initiateurs d’un très vaste champ de recherches en pharmacogénétique sur l’implication de la TPMT dans la réponse clinique aux thiopurines. Ainsi, avec plus de 600 publications internationales en 2014 sur la TPMT et les thiopurines, cela constitue un des exemples princeps de la pharmacogénétique et probablement le mieux caractérisé.     
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FIGURE 6. Réaction de méthylation catalysée par la TPMT  La TPMT est une enzyme cytosolique qui catalyse la méthylation des cycles aromatiques, plus particulièrement des thiopurines, en utilisant la S-adénosyl L-méthionine (SAM) comme donneur de méthyle (FIGURE 6). La SAM est le cofacteur indispensable de la TPMT et un déficit en SAM pourrait altérer l’activité TPMT [DEININGER et al. 1994; REMY 1963]. A ce jour, aucun substrat endogène de la TPMT n’est identifié. Cependant, la TPMT est une enzyme extrêmement conservée au travers de l’évolution et retrouvée dans de nombreux mammifères, oiseaux, amphibiens et bactéries [REMY 1963]. Des études par homologie de séquences suggèrent que la TPMT pourrait avoir un rôle dans la méthylation des composés organiques ou inorganiques contenant du sulfure, du sélénium ou du tellurium, afin de les détoxifier [HASSOUN et al. 1995; KRYNETSKI & EVANS 2003].  La TPMT est constitutivement exprimée dans de nombreux tissus et des corrélations ont été effectuées entre les activités retrouvées dans les globules rouges, les lymphocytes, le foie et le rein [COULTHARD et al. 1998; VAN LOON & WEINSHILBOUM 1982; VAN LOON et al. 1992; MCLEOD et al. 1995b; OVERALL et al. 2009; SZUMLANSKI et al. 1992].    
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 Activité (phénotype) TPMT Historiquement, Weinshilboum et Sladek, dans une étude portant sur 298 individus aléatoirement sélectionnés, ont montré que l’activité TPMT présente une distribution d’activité trimodale : environ 89 % des individus ont une activité élevée (phénotype rapide), 11 % ont une activité intermédiaire (phénotype intermédiaire) et 1 individu sur 298 (0,3 %) a une activité indétectable ou basse (phénotype lent) [WEINSHILBOUM & SLADEK 1980] (FIGURE 7). Les auteurs, en se basant sur des études familiales font l’hypothèse que cette activité polymorphe, dont la distribution est trimodale, est en lien avec une transmission génétique autosomale codominante. Ainsi, les individus ayant une activité indétectable, intermédiaire ou élevée sont, respectivement, porteurs de deux, d’un ou d’aucun variants alléliques pour le gène TPMT.   

 
Source : [WOODSON et al. 1982] 

FIGURE 7. Distribution trimodale de l’activité TPMT 

Fréquence de distribution de l’activité TPMT dans les globules rouges à partir de prélèvement sanguins de 298 
individus adultes sans lien de parenté entres eux. Les trois sous-groupes de valeurs pour les individus avec les 
différents génotypes estimés pour le locus TPMT sont indiqués au-dessus de l’histogramme : TPMT low/low, 
TPMT low/high, TPMT high/high. Modifié à partir de [WEINSHILBOUM & SLADEK 1980].   
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Vingt-quatre ans plus tard, l’analyse d’une corrélation génotype-phénotype de la TPMT à partir d’une étude allemande incluant des individus sains d’origine caucasienne a retrouvé un taux similaire de 0,6 % de patients homozygotes mutés [SCHAEFFELER et al. 2004]. Par la suite, une étude espagnole sur 14 545 patients atteints d’une maladie auto-immune a également établi une fréquence de 0,5 % de patients ayant une activité totalement déficitaire [GISBERT et al. 2007a]. Ainsi, deux études incluant des effectifs très élevés ont confirmé cette répartition sur la base du génotype. Cependant, sur la base de la distribution de l’activité, des chevauchements entre les sous-groupes (phénotypes) existent et rendent parfois délicate l’interprétation du phénotype. En effet, même si sa distribution est historiquement décrite comme trimodale, l’activité TPMT semble plutôt variable au sein de larges intervalles de valeurs. De plus, environ 15% des patients ont une activité TPMT très élevée, c'est-à-dire au-dessus des valeurs normales habituelles [ANSARI et al. 2002a].  Parmi les paramètres physiologiques, l’âge ou le sexe ne semblent pas modifier de manière significative l’activité TPMT, même si plusieurs études ont rapporté une activité légèrement plus faible chez les enfants et les femmes [COOPER et al. 2008b; GANIERE-MONTEIL et al. 2004; GISBERT et al. 2007a]. En outre, plusieurs études chez les caucasiens ont montré une distribution similaire de l’activité TPMT chez les individus sains et chez les patients ayant une MICI [COROMINAS et al. 2000; REUTHER et al. 2003b].           
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 (suite TABLEAU 1 page suivante)  

Allèle 

Modification de 
nucléotide sur 
le gène TPMT 
(séquence NCBI 
NM_000367.2), 
décrite sur le 
brin négatif du 
chromosome 

Reference SNP 
cluster ID (rs ID) 
et SNP (sur le 
brin positif du 
chromosome) 

Localisation 
sur le gène 

Modification 
d’acide aminé 
(séquence 
NCBI 
NP_000358.1) Références 

TPMT*1 Allèle sauvage1     
TPMT*1A -178C>T N/A, G>A Exon 1  [SPIRE-VAYRON DE LA MOUREYRE et 

al. 1998b] 
TPMT*1S 474T>C1 rs2842934, A>G1 Exon 7 Ile158Ile [YATES et al. 1997] 
TPMT*2 238G>C rs1800462, C>G Exon 5 Ala80Pro [KRYNETSKI et al. 1995; SALAVAGGIONE et al. 2005; TAI et 

al. 1996, 1997; UJIIE et al. 2008] 
TPMT*3A 460G>A 719A>G rs1800460, C>T rs1142345, T>C Exon 7 Exon 10 Ala154Thr Tyr240Cys [SALAVAGGIONE et al. 2005; SZUMLANSKI et al. 1996; TAI et al. 1996, 1997; UJIIE et al. 2008] 
TPMT*3B 460G>A rs1800460, C>T Exon 7 Ala154Thr [SALAVAGGIONE et al. 2005; SZUMLANSKI et al. 1996; TAI et al. 1996; UJIIE et al. 2008] 
TPMT*3C 719A>G rs1142345, T>C Exon 10 Tyr240Cys [SALAVAGGIONE et al. 2005; SZUMLANSKI et al. 1996; TAI et al. 1996; UJIIE et al. 2008] 
TPMT*3D 292G>T 460G>A 719A>G rs72552739, C>Ars1800460, C>T rs1142345, T>C Exon 5Exon 7 Exon 10 Glu98StopAla154Thr Tyr240Cys [OTTERNESS et al. 1997] 
TPMT*3E 

140 +114T>A 141 -101A>T 366+58T>C 460G>A 474T>C 719A>G 
rs3931660, A>Trs12529220, T>A rs2518463, A>G rs1800460, C>T rs2842934, A>G rs1142345, T>C 

Intron 3Intron 3 Intron 4 Exon 7 Exon 7 Exon 10 
  Ala154Thr Ile158Ile  Tyr240Cys 

[COLLEONI et al. 2013] 
TPMT*4 626-1G>A rs1800584, C>T Intron 9/exon 10 (jonction d’épissage)  [OTTERNESS et al. 1997] 
TPMT*5 146T>C rs72552740, A>G Exon 4 Leu49Ser [OTTERNESS et al. 1997; SALAVAGGIONE et al. 2005; UJIIE et 

al. 2008] 
TPMT*6 539A>T rs75543815, T>A Exon 8 Tyr180Phe [OTTERNESS et al. 1997; SALAVAGGIONE et al. 2005; UJIIE et 

al. 2008] 
TPMT*7¶ 681T>G rs72552736, A>C Exon 10 His227Gln [OTTERNESS et al. 1997; SALAVAGGIONE et al. 2005; SPIRE-VAYRON DE LA MOUREYRE et al. 1998b; UJIIE et al. 2008] 
TPMT*8 644G>A rs56161402, C>T Exon 10 Arg215His [HON et al. 1999; SALAVAGGIONE et 

al. 2005; UJIIE et al. 2008] 
TPMT*9 356A>C rs151149760, T>G Exon 5 Lys119Thr [SALAVAGGIONE et al. 2005; SCHAEFFELER et al. 2004; UJIIE et 

al. 2008] 
TPMT*10 430G>C rs72552737, C>G Exon 7 Gly144Arg [COLOMBEL et al. 2000; HAMDAN-KHALIL et al. 2003; SALAVAGGIONE 

et al. 2005; UJIIE et al. 2008] 
TPMT*11 395G>A rs72552738, C>T Exon 6 Cys132Tyr [SALAVAGGIONE et al. 2005; SCHAEFFELER et al. 2003; UJIIE et 

al. 2008] 
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(TABLEAU 1 suite) 

Source : adapté de www.imh.liu.se/tpmtalleles/tabell-over-tpmt-alleler?l=en 

TABLEAU 1. Nomenclature des allèles TPMT et description des polymorphismes 
génétiques connus 

N/A : non référencé sur dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). 
1 La base de données dbSNP rapporte une substitution c.474C>T : le comité de la nomenclature TPMT a défini 
l’allèle sauvage *1 par un nucléotide T (brin négatif) à cette position et le variant *1S par un nucléotide C (brin 
négatif) ;  2 Substitution de nucléotide incorrecte dans la publication originale ;  3 Anciennement TPMT*28 ;  
4 Allèles numérotés différemment dans la publication originale.  ¶ Allèles (*7, *14, *15, *19, *20, *21, *22, *23, 
*24, *25, *26, *27, *28, *29, *30, *31) aux conséquences fonctionnelles actuellement mal connues.   

TPMT*12 374C>T N/A, G>A Exon 6 Ser125Leu [HAMDAN-KHALIL et al. 2003; SALAVAGGIONE et al. 2005; UJIIE et 
al. 2008] 

TPMT*13 83A>T rs72552742, T>A Exon 3 Glu28Val [HAMDAN-KHALIL et al. 2003; SALAVAGGIONE et al. 2005; UJIIE et 
al. 2008] 

TPMT*14¶ 1A>G rs9333569, T>C Exon 3 Met1Val [LINDQVIST et al. 2004; UJIIE et al.2008] 
TPMT*15 495-1G>A rs9333570, C>T Intron 7/exon 8 (jonction d’épissage)  [LINDQVIST et al. 2004] 
TPMT*16 488G>A rs144041067, C>T Exon 7 Arg163His [HAMDAN-KHALIL et al. 2005; SCHAEFFELER et al. 2004; UJIIE et al. 2008] 
TPMT*17 124C>G N/A, G>C Exon 3 Gln42Glu [SCHAEFFELER et al. 2004; UJIIE et al.2008] 
TPMT*18 211G>A N/A, C>T Exon 4 Gly71Arg [SCHAEFFELER et al. 2004; UJIIE et al.2008] 
TPMT*19¶ 365A>C N/A, T>G Exon 5 Lys122Thr [HAMDAN-KHALIL et al. 2005; UJIIE 

et al. 2008] 
TPMT*20¶ 712A>G rs150900439, T>C Exon 10 Lys238Glu [SCHAEFFELER et al. 2006; UJIIE et al.2008] 
TPMT*21¶ 205C>G rs200591577, G>C Exon 4 Leu69Val [SCHAEFFELER et al. 2006; UJIIE et al.2008] 
TPMT*22¶ 488G>C N/A, C>G Exon 7 Arg163Pro [SCHAEFFELER et al. 2006; UJIIE et al.2008] 
TPMT*23¶ 500C>G rs74423290, G>C Exon 8 Ala167Gly [LINDQVIST et al. 2007] 
TPMT*24¶ 537G>T  rs6921269, C>A Exon 8 Gln179His [GARAT et al. 2008] 
TPMT*25¶ 634T>C N/A, A>G Exon 10 Cys212Arg [GARAT et al. 2008] 
TPMT*26¶ 622T>C rs72556347, A>G Exon 9 Phe208Leu [KHAM et al. 2009] 
TPMT*27¶ 319T>G N/A, A>C Exon 5 Tyr107Asp [FENG et al. 2010] 
TPMT*28¶ 349G>C2 N/A, C>G Exon 5 Gly117Arg [LANDY et al. 2011] 
TPMT*29¶ 2T>C rs267607275, A>G Exon 3 Met1Thr [LEE et al. 2012a] 
TPMT*30¶ 106G>A N/A, C>T Exon 3 Gly36Ser [SASAKI et al. 2006; UJIIE et al.2008] 
TPMT*31¶ 611T>C3 rs79901429, A>G3 Exon 9 Ile204Thr [APPELL et al. 2010] 
TPMT*32 340G>A rs115106679, C>T Exon 5 Glu114Lys [LENNARD et al. 2013] 
TPMT*33 487C>T rs112339338, G>A Exon 7 Arg163Cys [LENNARD et al. 2013] 
TPMT*34 244C>T rs111901354, G>A Exon 5 Arg82Trp [LENNARD et al. 2013] 
TPMT*35 200T>C4 N/A, A>G Exon 3 Phe67Ser [SKRZYPCZAK-ZIELINSKA et al. 2013] 
TPMT*36 595G>A4 N/A, C>T Exon 8 Val199Ile [SKRZYPCZAK-ZIELINSKA et al. 2013] 
TPMT*37 648T>A rs398122996, A>T Exon 10 Cys216Ter [ROBERTS et al. 2014a] 
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 Polymorphisme génétique de la TPMT La variabilité enzymatique inter-individuelle de l’activité TPMT est en lien avec la présence de polymorphismes génétiques (single nucleotide polymophism, SNP) sur le gène 
TPMT [OTTERNESS et al. 1997; SZUMLANSKI et al. 1996]. Le gène TPMT, localisé sur le bras court du chromosome 6 (6p22.3), est composé de 10 exons et 9 introns, et a une longueur de 34 000 paires de bases (34 kb) [SZUMLANSKI et al. 1996]. A ce jour, 40 variants alléliques (TPMT*2 - TPMT*37) ont été identifiés et caractérisés par comparaison à l’allèle sauvage 
TPMT*1 [APPELL et al. 2010, 2013; GARAT et al. 2008; KHAM et al. 2009; UJIIE et al. 2008] (TABLEAU 1). A l’exception des variants alléliques TPMT*4 et TPMT*15 impliquant des sites introniques d’épissage alternatif résultant en une baisse de l’expression enzymatique [LINDQVIST et al. 2004; OTTERNESS et al. 1998; WANG et al. 2010], l’ensemble des variants alléliques sont caractérisés par des mutations faux-sens [APPELL et al. 2013; UJIIE et al. 2008]. La conséquence fonctionnelle de certains variants alléliques sur l’activité TPMT n’est pas connue (TABLEAU 1).  Chez les caucasiens, l’allèle TPMT*3A est le variant allélique le plus couramment retrouvé avec une fréquence de 3,6 % [RELLING et al. 2013]. Il résulte de l’association de deux SNP, c.460G>A (rs1800460, p.Ala154Thr) et c.719A>G (rs1142345, p.Tyr240Cys), respectivement, sur les exons 7 et 10 du gène TPMT [YATES et al. 1997]. Ces mêmes SNP retrouvés seuls sur les exons 7 et 10 caractérisent, respectivement, les allèles TPMT*3B et TPMT*3C qui  sont beaucoup moins fréquents, tout comme le SNP c.238G>C (rs1800462, p.Ala80Pro) sur l’exon 5 qui correspond à l’allèle TPMT*2. Ces trois allèles 
TPMT*3B, TPMT*3C et TPMT*2 sont retrouvés chez les caucasiens avec une fréquence respective de 0,046 %, 0,42 % et 0,19 % [RELLING et al. 2013]. Au total, les 4 principaux variants alléliques (TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B et TPMT*3C) représentent environ 90-95 % des individus caucasiens ayant un déficit d’activité TPMT, dont la prévalence est estimée environ de 1/178 à 1/3736 [LOENNECHEN et al. 2001; RELLING et al. 2011a; ROBERTS 
et al. 2014a; SCHAEFFELER et al. 2008; YATES et al. 1997] (FIGURE 8). La présence de ces 3 SNP a pour conséquence une demi-vie réduite et une diminution de la quantité de la protéine dans les cellules, due à une dégradation accrue par le protéasome [TAI et al. 1997; WANG et al. 2003]. Au final, il en résulte une baisse de l’activité TPMT [SZUMLANSKI et al. 1996]. 
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En revanche, il existe d’importantes différences inter-ethniques de distribution des génotypes en fonction des populations. Ainsi, alors que l’allèle TPMT*3C est peu représenté chez les caucasiens, il représente le variant allélique le plus fréquent chez les asiatiques, notamment en Chine et en Asie du Sud-Est avec une fréquence de l’ordre de 1,6 % et chez les africains avec une fréquence de l’ordre de 5 % [COLLIE-DUGUID et al. 1999; RELLING et al. 2011a; SCHAEFFELER et al. 2008]. Par ailleurs, l’allèle TPMT*6 constitue un variant allélique communément retrouvé en Asie du Sud-Est [LEE et al. 2008; SCHAEFFELER 
et al. 2008]. On note également une fréquence élevée de l’allèle TPMT*8 chez les africains, avec une prévalence de 38 % parmi l’ensemble des allèles non-fonctionnels au sein de certaines populations d’Afrique Sub-Saharienne [OLIVEIRA et al. 2007].   

 
Source : [COULTHARD et al. 1998] 

FIGURE 8. Variants alléliques du gène TPMT les plus fréquents chez les caucasiens  
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 Corrélation génotype-phénotype Il existe globalement une bonne corrélation génotype-phénotype pour la TPMT : les individus hétérozygotes présentent une déficit partiel d’activité, alors que les individus homozygotes mutés porteurs de deux variants alléliques présentent un déficit complet d’activité TPMT [KRYNETSKI & EVANS 2000; OTTERNESS et al. 1997]. Une récente méta-analyse de la littérature a montré que la sensibilité du génotypage pour l’identification du déficit (total et partiel) de l’activité TPMT était comprise entre 70,3 % et 86,5 % [BOOTH 
et al. 2011]. Cependant, des concordances génotype-phénotype différentes ont été décrites, en lien avec une distribution différente des variants alléliques, selon les groupes ethniques étudiés. Ainsi, la prévalence d’au moins un variant allélique est de l’ordre de 10 % chez les caucasiens alors qu’elle n’est que de 2 % en Asie du Sud-Est et de 5 % en Chine [COLLIE-DUGUID et al. 1999]. Les SNP précédemment décrits affectant les séquences codantes du gène TPMT ne sont pas suffisants pour expliquer la grande variabilité enzymatique observée dans la population générale. Des discordances entre le génotype et le phénotype TPMT ont été rapportées dans de nombreuses études [LINDQVIST et al. 2007; SPIRE-VAYRON DE LA MOUREYRE et al. 1998a]. Le génotype est pour la plupart du temps défini par la recherche des trois SNP les plus fréquents (cf. plus haut). Ces discordances peuvent donc s’expliquer par des variations génétiques localisées dans les séquences codantes, telles que la présence de variants alléliques inconnus ou de mutations rares. De plus, des variations génétiques dans les séquences non codantes du gène TPMT, de nature à modifier l’expression et/ou l’activité de la TPMT, sont également possibles [VUCHETICH et al. 1995]. Ainsi, la région 5’ codante du gène TPMT, avec de nombreux sites de liaison pour des facteurs de transcription, a été étudiée et une séquence de nucléotides de type variable 

number tandem repeat (VNTR) a été identifiée [SZUMLANSKI et al. 1996]. En fonction du nombre de répétitions observées, ce VNTR peut entraîner des variations d’activité TPMT [SPIRE-VAYRON DE LA MOUREYRE et al. 1998a]. En outre, la présence de polymorphismes au sein d’une répétition du trinucléotide GCC dans le promoteur du gène TPMT a été rapportée chez deux individus ayant une activité TPMT très élevée (phénotype ultra-rapide) [ROBERTS et al. 2008]. Cependant, l’influence de ces séquences répétées sur l’activité TPMT semblent mineures comparées à l’importance des SNP dans la séquence 
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codante du gène TPMT [SCHAEFFELER et al. 2004; SPIRE-VAYRON DE LA MOUREYRE et al. 1998b; YAN et al. 2000] Enfin, les discordances génotype-phénotype observées chez certains patients peuvent survenir en cas de transfusions sanguines : en effet, l’activité TPMT étant mesurée sur les globules rouges, le phénotypage n’est pas interprétable durant une période post-transfusionnelle d’environ trois mois, correspondant à la durée moyenne de vie des globules rouges [CHEUNG & ALLAN 2003; KRYNETSKI & EVANS 2000; SCHWAB et al. 2001].  
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 Réponse clinique 

Note : d’une manière générale, ce sous-chapitre comporte (i) une description clinique de 

l’efficacité des thiopurines suivie de (ii) l’intérêt du dosage des métabolites puis de (iii) 

l’intérêt de la TPMT pour optimiser l’efficacité. Le même ordre sera utilisé pour présenter les 

différentes toxicités des thiopurines. Il se poursuivra par une synthèse avec des 

recommandations globales d’intégration du STP et de la pharmacogénétique dans la prise 

en charge thérapeutique des patients traités par thiopurines.  
4.1 Efficacité/Résistance 

4.1.1 Efficacité clinique De par leur mécanisme d’action lié à une accumulation des 6-TGN dans les progéniteurs hématologiques, les thiopurines sont des médicaments d’action lente. Une méta-analyse, incluant 367 patients ayant une maladie de Crohn, a rapporté une apparition de l’efficacité entre 8 et 52 semaines, avec une moyenne de 17 semaines après le début du traitement [PEARSON et al. 1995]. Pearson et al. ont également rapporté que le taux de réponse efficace était positivement associé à la durée du traitement. Globalement, la méta-analyse – 5 études, 380 patients – effectuée par la Cochrane Collaboration pour l’indication « induction de la rémission dans la maladie de Crohn » montre une rémission chez 48% des patients contre 37 % dans le groupe placebo ; cette différence étant non-significative (OR : 1,23 ; IC95% : [0,97-1,55]) [CHANDE et al. 2013] (FIGURE 9). Par ailleurs, la méta-analyse de la Cochrane Collaboration pour l’indication « maintien de la rémission dans la maladie de Crohn » – 7 études, 463 patients – a montré la supériorité de l’azathioprine par rapport au placebo évaluée entre 6 mois et 2 ans (71 % vs. 55 % ; OR : 2,32 ; IC95% : [1,55-3,49] (FIGURE 9). Des posologies faibles (1,0 mg/kg/jour) étaient moins efficaces que des posologies standard (2,0 ou 2,5 mg/kg/jour) [PREFONTAINE et al. 2009].  
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Source : [CHANDE et al. 2013; PREFONTAINE et al. 2009] 

FIGURE 9. Méta-analyses de l’efficacité des thiopurines versus placebo, réalisées par 
la Cochrane Collaboration 

A. Indication « induction de la rémission dans la maladie de Crohn » 
B. Indication « maintien de la rémission dans la maladie de Crohn »  

A 

B 
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L’azathioprine n’est pas efficace, seule, pour induire la rémission et est plutôt utilisée pour le maintien d’une rémission préalablement obtenue par corticoïdes et chez des patients corticodépendants [CHANDE et al. 2013]. En 2010, l’étude SONIC – essai clinique contrôlé, randomisé, en double insu – incluant 508 patients ayant une maladie de Crohn modérée à sévère corticodépendante a comparé le taux de maintien de rémission sans corticoïdes obtenu par azathioprine, infliximab ou par la combinaison des deux : à 6 mois, 30 %, 44 % et 57 % des patients recevant respectivement de l’azathioprine, de l’infliximab et la combinaison étaient en rémission (p<0,001) [COLOMBEL et al. 2010]. Un taux d’efficacité similaire pour l’azathioprine a également été montré dans une étude comparable portant sur 113 patients [LEMANN et al. 2006]. Un taux plus élevé de 70 % de patients répondeurs à 18 mois a été trouvé par O’Brien et al. dans une étude incluant 70 patients [O’BRIEN et al. 1991]. Cependant, cette étude datant de 1991 était rétrospective, basée sur des auto-questionnaires et comportait des patients avec un suivi inférieur à 6 mois. Les différences de taux de réponse observées entre les études s’expliquent notamment par les critères d’évaluation utilisés (durée, population suivie, localisation et sévérité de la maladie, méthode d’évaluation, critères de jugement clinique…). L’efficacité de l’azathioprine pour le maintien de la rémission à long terme a été évaluée jusqu’à 64 mois [TRETON et al. 2009]. L’arrêt du traitement induit un taux de rechute entre 14 % [TRETON et al. 2009] et 42 % [O’DONOGHUE et al. 1978] l’année suivante, alors que le taux de rechute sous thiopurine dans le cadre d’un maintien de la rémission est de l’ordre de 5 % par an [LEMANN et al. 2005; O’DONOGHUE et al. 1978]. Une étude rétrospective portant sur 363 patients ayant une MICI a montré qu’approximativement 50 % des patients étaient encore sous thiopurine après 24 mois, et qu’ils n’étaient que 40 % après 60 mois [JHARAP et al. 2010]. Ce taux était globalement similaire chez les patients ayant une maladie de Crohn ou une RCH [JHARAP et al. 2010]. Les thiopurines ont également prouvé leur efficacité pour réduire les rechutes cliniques post-opératoires dans la maladie de Crohn dans deux grands essais cliniques prospectifs et randomisés, au cours desquels 0 % et 17 % des patients rechutaient sous thiopurine après, respectivement, 12 et 24 mois [ARDIZZONE et al. 2004; REINISCH et al. 2010]. Enfin, en outre de la résistance « pharmacologique » liée à des concentrations insuffisantes en métabolites actifs, la résistance « vraie » aux thiopurines existe. Dans ce cas, l’augmentation des doses est a priori inefficace et un changement de médicament 
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pour une autre classe pharmacologique est recommandé, après au moins 4 mois de traitement optimisé [SEIDMAN 2003]. Le STP peut alors aider à distinguer une mauvaise observance du traitement ou un sous-dosage, d’une résistance « vraie ».  
4.1.2 Optimisation de l’efficacité 

 Intérêt du dosage des 6-TGN et des 6-MMPN L’azathioprine et la 6-MP présentant une demi-vie plasmatique très courte de l’ordre de 1 à 2 heures, leur dosage plasmatique n’est pas pertinent pour surveiller l’efficacité thérapeutique [LENNARD et al. 1986; ZIMM et al. 1983]. Ainsi, l’efficacité des thiopurines étant due à la production de leurs métabolites actifs, le STP des thiopurines est fondé sur le dosage intra-érythrocytaire des 6-TGN et des 6-MMPN. En 1990, Lennard et al. ont montré dans une étude sur 95 patients pédiatriques ayant une LAL que les patients avec des concentrations en 6-TGN inférieures à la médiane des concentrations retrouvées – associées à une activité TPMT plus élevée – présentaient des taux de rechutes plus élevés [LENNARD et al. 1990]. Par la suite en 1996, dans le cadre des MICI, Cuffari et al. ont montré une corrélation négative entre la concentration intra-érythrocytaire en 6-TGN et l’activité de la maladie de Crohn dans un groupe de 25 adolescents [CUFFARI et al. 1996]. En 2000, grâce une étude prospective chez des patients pédiatriques recevant des thiopurines pour une MICI, Dubinsky et al. définissaient une concentration seuil en 6-TGN de 235 pmol/8x108 globules rouges (GR) au-dessus de laquelle il y avait significativement plus de patients répondeurs (OR : 5,0 ; IC 95% [2,6-9,7] ; p<0.001) [DUBINSKY et al. 2000]. Dès lors, plusieurs études rétrospectives [GILISSEN 
et al. 2012] et prospectives [CUFFARI et al. 1996, 2001; DUBINSKY et al. 2000; GUPTA et al. 2001; WRIGHT et al. 2004] ont rapporté une corrélation entre l’efficacité clinique des thiopurines et la concentration intra-érythrocytaire en 6-TGN, avec une limite inférieure de la zone thérapeutique aux alentours de 235-250 pmol/8x108 GR. En 2004, une autre étude prospective de Cuffari et al. a montré qu’une concentration en 6-TGN supérieure à 292 pmol/8x108 GR était associée à une VPP de 87,5 % pour l’obtention de l’efficacité thérapeutique [CUFFARI et al. 2004]. Cependant, dans une étude prospective multi-centrique incluant 207 patients, la rémission était significativement plus importante chez les patients ayant des 6-TGN supérieurs à 100 pmol/8x108 GR (74% vs. 46%), bien que 
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globalement, aucune corrélation n’ait été retrouvée entre la concentration en 6-TGN et la réponse clinique [ANSARI et al. 2008a]. 
A contrario, en 2007, une étude prospective randomisée incluant 58 patients ayant une MICI et comparant un groupe de patients avec des posologies ajustées en fonction des concentrations en 6-TGN à un groupe de patients avec une posologie standard, n’a pas trouvé de différence en terme de rémission entre ces deux groupes après 16 semaines ; les patients en rémission et ceux ayant une maladie active présentant des concentrations en 6-TGN à 16 semaines similaires [REINSHAGEN et al. 2007]. De même, une étude rétrospective de Lowry et al. incluant 170 patients ainsi qu‘une étude prospective de González-Lama et al. incluant 95 patients ont échoué à trouver une association entre efficacité clinique et concentrations intra-érythrocytaires en 6-TGN après 16 semaines de traitement [GONZALEZ-LAMA et al. 2011; LOWRY et al. 2001; QASIM et al. 2002]. Cependant, l’étude rétrospective de Lowry et al. incluait des patients hétérogènes et surtout des temps d’évaluation très différents, entre 3 et 102 mois. De plus, González-Lama et al. étudièrent uniquement des temps précoces inférieurs à 16 semaines de traitement et leur étude présentait des faiblesses méthodologiques avec notamment un nombre de patients analysés inférieur au nombre de sujets nécessaires pour mettre en évidence une différence de 6-TGN entre patients répondeurs et non répondeurs. Enfin, il a été rapporté chez des patients, adultes et pédiatriques, ayant une MICI que des concentrations en 6-TGN supérieures à 400 pmol/8x108 GR, associées à l’absence de réponse, étaient un facteur indépendant prédictif de la résistance aux thiopurines [NGUYEN et al. 2013c; ROBLIN 
et al. 2008]. Au final, dans une méta-analyse de 2006, Osterman et al. concluaient que les patients ayant des 6-TGN supérieurs à 230-260 pmol/8x108 GR étaient plus à même d’être en rémission (62 vs. 36 % ; OR : 3,3 ; IC 95% : [1,7-6,3] ; p<0,001) [OSTERMAN et al. 2006]. Cependant cette méta-analyse présentait une grande hétérogénéité, ce qui en limitait les conclusions. En 2014, une nouvelle méta-analyse de Moreau et al. concluait que l’hétérogénéité entre les études était principalement due à des différences entre les méthodes de dosage des 6-TGN dans les globules rouges [MOREAU et al. 2014]. Les auteurs ont distingué trois techniques de dosage en fonction des méthodes employées pour effectuer l’hydrolyse acide des nucléotides 6-TGN, dont les différences avaient déjà été mises en évidence par Shipkova et al.  : Lennard & Singleton, Erdmann, Dervieux & Boulieu 
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[DERVIEUX et al. 2005; ERDMANN et al. 1990; LENNARD & SINGLETON 1992; SHIPKOVA et al. 2003]. En incluant uniquement les 10 études dont les 6-TGN avaient été déterminés par la méthode de Lennard & Singleton, cette méta-analyse concluait que des concentrations en 6-TGN supérieures à 230-260 pmol/8x108 GR étaient significativement associées à la rémission clinique (OR : 3,15 ; IC95% : [2,41-4,11] ; p<0,0001) [MOREAU et al. 2014].  

 
Source : [MOREAU et al. 2014] 

FIGURE 10. Méta-analyse de la rémission clinique dans les MICI en fonction de 
concentrations en 6-TGN supérieures à un seuil prédéfini. 

Les études (n=10) de ce Forest plot ont été sélectionnées par la méthode de dosage des 6-TGN (méthode de 
Lennard & Singleton).   Les résultats discordants peuvent également s’expliquer par le fait qu’au sein des 6-TGN, seul le nucléotide triphosphorylé, le 6-TGTP, issu de la transformation du 6-TGDP par la nucléoside diphosphate kinase (NDPK), est responsable de la réponse clinique [KARNER et 

al. 2010; NEURATH et al. 2005; TIEDE et al. 2003].  Ratio métabolique Dubinsky et al. ont proposé, en plus de la concentration en 6-TGN, la prise en compte du rapport des concentrations en 6-MMPN/6-TGN (ratio métabolique) comme marqueur prédictif de l’efficacité. Ainsi, en 2002, ces auteurs ont montré que les patients en échec 
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thérapeutique présentant des concentrations sub-optimales en 6-TGN, malgré une posologie standard, ne répondent pas systémiquement à une augmentation des doses [DUBINSKY et al. 2002]. En effet, une augmentation de la posologie de 50 % en moyenne a permis d’atteindre une rémission chez seulement 27 % des patients, coïncidant avec une augmentation des 6-TGN. Les autres patients présentaient des changements mineurs en 6-TGN, mais surtout une production préférentielle de 6-MMPN, associée à la survenue de cas d’hépatites. Les patients non-répondeurs suite à l’augmentation des doses présentaient un ratio métabolique dit « défavorable », i.e. supérieur à 11, aussi bien avant qu’après l’adaptation posologique [DUBINSKY et al. 2002]. Ce ratio de 11 a été retrouvé dans une étude prospective de Derijks et al. ; un ratio inférieur à 20 a été par la suite proposé par Sparrow et al. comme marqueur prédictif de l’efficacité [DERIJKS et al. 2004; SPARROW et al. 2005]. Chez ces patients – environ 20 % de la population – présentant un métabolisme des thiopurines dévié vers la production des 6-MMPN aux dépens des 6-TGN, il n’a pas été retrouvé d’activité TPMT en moyenne plus élevée que chez les patients présentant un ratio métabolique inférieur à 20, dit « favorable » [VAN EGMOND et al. 2012].  
 Optimisation de l’efficacité : intérêt de la TPMT Les concentrations en 6-TGN associées aux variations du métabolisme des thiopurines, sont principalement sous la dépendance des variations inter-individuelles d’activité TPMT, en lien avec un polymorphisme génétique. Une activité TPMT basse potentialise la production de 6-TGN via la voie enzymatique de l’HPRT. L’étude de Lennard et al. de 1990 sur les LAL a montré que les patients moins bons répondeurs aux thiopurines présentaient une activité TPMT plus élevée que les autres et avaient des concentrations en 6-TGN plus faibles [LENNARD et al. 1990]. Une corrélation négative (r=-0,47 ; p<0,005) entre activité TPMT et concentrations en 6-TGN avait déjà été établie par cette même équipe dans un précédent article [LENNARD et al. 1987]. Dans une étude rétrospective portant sur 91 patients traités par azathioprine pour une MICI, Ansari et al. ont rapporté que 68 % des patients ayant une activité TPMT inférieure à 14 U/mL GR (phénotype rapide [8-15 U/mL GR]) étaient en rémission contre seulement 31 % des patients avec une activité au-delà de ce seuil (OR : 0,21; IC95% ; [0,06-0.71 ; p<0,009) [ANSARI et al. 2002a]. Ce seuil d’activité TPMT a été confirmé par une étude prospective incluant 142 patients de Cuffari et al. : les patients présentant une activité 
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TPMT inférieure à 15,3 U/mL GR (phénotype rapide [12-20 U/mL GR]), associée à des concentrations en 6-TGN élevées, avaient six fois plus de chance d’avoir une réponse efficace – valeur prédictive positive du seuil de 15,3 U/mL : 82,4% ; sensibilité : 77,8 % [CUFFARI et al. 2004]. De même, Ansari et al. ont montré prospectivement qu’une activité TPMT en dessous de 35 pmol/h/mg d’hémoglobine (phénotype rapide [26-50 pmol/h/mg d’hémoglobine]) était associée à un taux plus élevé de succès thérapeutique par comparaison avec les activités supérieures (81% vs. 43% ; p<0,001) [ANSARI et al. 2008a]. En outre des patients ayant un déficit d’activité TPMT préférentiellement associé à une réponse efficace, il apparait que même parmi les patients avec une activité TPMT élevée (phénotype rapide), et donc avec un génotype TPMT sauvage, un seuil d’activité est identifiable pour prédire les répondeurs aux thiopurines. A l’inverse, il semble probable que les patients ayant une activité TPMT très élevée en lien avec des 6-TGN bas soient sous-dosés avec des doses habituelles de thiopurines [CHOCAIR et al. 1992; LENNARD et al. 1990]. Chez les patients ayant une activité TPMT très élevée – environ 15 % des individus [ANSARI et al. 2002a] – la posologie standard d’azathioprine (2,0-2,5 mg/kg/jour) pourrait être insuffisante pour atteindre des concentrations efficaces en       6-TGN et une augmentation de posologie jusqu’à 3,0 mg/kg/jour a été suggérée par Cara et al. [CARA et 

al. 2004]. Cependant, une augmentation des doses au-delà de la posologie standard nécessite une surveillance étroite car elle expose les patients à un risque accru de toxicité hépatique et n’est généralement pas efficace, comme décrit précédemment [DUBINSKY et 

al. 2002].  
4.1.3 Associations thérapeutiques potentialisatrices des 6-TGN 

 Allopurinol Chez les patients non-répondeurs et présentant un ratio métabolique défavorable Sparrow et al. ont proposé, comme stratégie alternative à l’escalade de doses de thiopurine, une potentialisation de la production de 6-TGN fondée sur une interaction médicamenteuse avec l’allopurinol [SPARROW 2010; SPARROW et al. 2005]. L’allopurinol est un analogue de l’hypoxanthine, inhibiteur de la XO. L’association de l’allopurinol avec une thiopurine est une contre-indication bien connue provoquant une aplasie médullaire [BERNS et al. 1972; KENNEDY et al. 1996]. La première utilisation de cette 
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association à visée thérapeutique a été rapportée pour optimiser un traitement anti-rejet à base d’azathioprine dans les transplantations rénales [CHOCAIR et al. 1993]. Plus récemment, l’allopurinol a été utilisé en association aux thiopurines pour dévier le métabolisme des 6-MMPN vers la formation des 6-TGN chez les patients présentant un ratio métabolique défavorable (6-TGN bas et 6-MMPN élevés). Ainsi, une étude pharmacologique préliminaire sur 15 patients associant 100 mg/jour d’allopurinol à une thiopurine selon une dose de 25-50% de la posologie initiale, a permis de doubler les concentrations en 6-TGN et de diviser par six les concentrations en 6-MMPN [SPARROW et 

al. 2005]. Par la suite, une étude clinique pilote testant cette association sur 20 patients ayant une MICI et non-répondeurs aux thiopurines a montré une réduction de l’activité de la maladie et une diminution des corticoïdes, sans toxicité associée [SPARROW et al. 2007]. De plus, chez les patients présentant des signes de toxicités hépatiques suite à un traitement par thiopurine, cette association a permis une réversion de l’élévation des transaminases [SMITH et al. 2012; SPARROW et al. 2007]. Dans une étude rétrospective portant sur 41 patients, Ansari et al. ont montré que cette stratégie était non seulement intéressante pour éviter les effets indésirables hépatiques mais également extra-hépatiques dus à de fortes doses de thiopurines, tout en augmentant le taux de patients répondeurs [ANSARI et al. 2010]. De plus, cette association médicamenteuse semble sûre et efficace sur une longue période de suivi disponible jusqu’à 42 mois [ANSARI et al. 2008b]. Rahhal et al. ont également rapporté une résolution des signes hépatiques chez 13 patients pédiatriques ayant initialement une augmentation des transaminases [RAHHAL & BISHOP 2008]. Cette stratégie s’est avérée efficace indépendamment de l’activité TPMT (élevée ou très élevée) [APPELL et al. 2012; HOENTJEN et al. 2012]. Le mécanisme moléculaire sous-jacent à cette interaction médicamenteuse n’est pas encore clairement élucidé. Une inhibition de la TPMT par l’allopurinol lui-même, son métabolite primaire, ou un métabolite secondaire l’oxypurinol riboside monophosphate a été proposée, en plus de l’inhibition de la XO afin d’expliquer les variations inverses des 6-TGN et des 6-MMPN lors de l’interaction [DULEY et al. 2005]. Cependant, des études in 

vitro et in vivo n’ont pas mis en évidence un phénomène d’inhibition de la TPMT [OSELIN & ANIER 2007; SPARROW et al. 2007]. Par ailleurs, une étude ouverte prospective a montré que cette association thiopurine-allopurinol entraînait une augmentation de l’activité HPRT : cette hypothèse est cohérente avec l’augmentation des 6-TGN mais pas avec la baisse concomitante très importante des 6-MMPN [SEINEN et al. 2011, 2013a]. Finalement, 
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un mécanisme biochimique novateur, compatible avec les variations des métabolites observées, a été proposé in vitro : l’inhibition de la XO par l’allopurinol potentialise la voie d’une oxydation de la 6-MP par l’AOX dont le produit, le 2-hydroxy-6-MP ou 6-thioxanthine, est responsable d’une inhibition de la TPMT [BLAKER et al. 2013]. En effet, il a été précédemment décrit que des métabolites puriniques oxydés pouvaient inhiber la TPMT [DEININGER et al. 1994]. De plus, à faibles doses, les thiopurines pourraient préférentiellement être métabolisées par la voie de sauvetage des purines via l’HPRT, plutôt que d’être catabolisées par la TPMT : en effet, dans les GR, la TPMT possède une Km environ 17 fois plus élevée que celle de l’HPRT pour la 6-MP, pouvant expliquer des profils métaboliques différents à faibles ou fortes doses [BLAKER et al. 2013]. Au total, l’ajout de 100 mg d’allopurinol à un traitement par thiopurine à 25-50 % de la posologie initiale s’est montré sûr et efficace pour optimiser le métabolisme des thiopurines – 6-TGN x2 ; 6-MMPN/6 –, conduisant à une forte réduction du ratio métabolique pour le rendre « favorable » [SPARROW 2010]. Cependant, cette stratégie doit être réservée à des patients bien sélectionnés et dans le cadre d’un suivi thérapeutique très strict.  
 Febuxostat Un cas d’association entre l’azathioprine et le febuxostat (Adenuric®) chez une patiente allergique à l’allopurinol a été rapporté [DORE et al. 2014]. Le febuxostat est inhibiteur non-purinique non-compétitif de la XO en bloquant son site de fixation au molybdène. Ce cas clinique rapporte un effet du febuxostat comparable à celui de l’allopurinol pour potentialiser l’efficacité des thiopurines [DORE et al. 2014].  
 5-ASA Le 5-ASA est fréquemment utilisé dans les MICI pour son effet anti-inflammatoire local, parfois en association avec une thiopurine [VAN BODEGRAVEN & MULDER 2006]. Par ailleurs, une modification du métabolisme des thiopurines induite par le 5-ASA a été décrite, résultant en une augmentation des concentrations en 6-TGN [HANDE et al. 2006; SZUMLANSKI & WEINSHILBOUM 1995]. Dans une étude prospective sur 29 patients recevant 
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une dose stable d’azathioprine au cours du temps, des périodes successives de traitement d’un mois par 2 g puis 4 g de 5-ASA ont entraîné une augmentation des 6-TGN de 243 pmol/8x108 GR à, respectivement, 326 pmol/8x108 GR (p=0,001) puis à 396 pmol/8x108 GR (p=0,011), tout en maintenant des 6-MMPN constants [DE BOER et al. 2007]. Cependant, cette combinaison augmente simultanément l’efficacité clinique et le risque de myélotoxicité. L’augmentation observée des 6-TGN est principalement due à une production plus élevée des 6-TGDP et 6-TGTP, ces derniers étant les métabolites les plus actifs pharmacologiquement [DE GRAAF et al. 2010]. Concernant le mécanisme d’action, bien que, in vitro, une inhibition de la TPMT ait été décrite [SZUMLANSKI & WEINSHILBOUM 1995; XIN et al. 2005], les effets in vivo du 5-ASA sur la TPMT et les concentrations en 6-MMPN sont contradictoires [DE BOER et al. 2007; DILGER et al. 2007; DE GRAAF et al. 2010; QASIM et al. 2002]. Par ailleurs, très récemment, une analyse génétique globale sur génome entier à partir de l’ADN de patients traités par cette association a identifié un SNP sur le gène SLC38A9 en lien avec les concentrations en 6-TGN [UCHIYAMA et al. 2014]. SLC38A9 code pour un transporteur de la L-glutamine et pourrait potentiellement avoir un rôle dans le transport des médicaments. Cependant, à ce jour, le mécanisme moléculaire de l’interaction thiopurine/5-ASA reste non élucidé et des essais cliniques prospectifs sont nécessaires pour bien définir le bénéfice de cette association [ANDREWS et al. 2009].  
 Infliximab La combothérapie associant l’azathioprine avec un anti-tumor necrosis factor (TNF), tel que l’infliximab, s’est révélée efficace pour l’obtention de meilleurs taux de rémission par comparaison avec ces deux molécules utilisées en monothérapie [ARMUZZI et al. 2014; COLOMBEL et al. 2010; LEMANN et al. 2005]. Ainsi, dans l’étude SONIC, les résultats montrent 56,8 % de rémission sans corticoïdes à 26 semaines avec la combothérapie contre 44,4 % pour l’infliximab (p=0,02) et 30,0 % pour l’azathioprine (p<0,001) [COLOMBEL et al. 2010]. Pour expliquer le bénéfice obtenu avec la combothérapie, en plus d’une synergie d’effet, une interaction médicamenteuse responsable d’une augmentation des concentrations en 6-TGN a été évoquée [ROBLIN et al. 2003]. Cette interaction n’a été retrouvée que durant les trois premières semaines après l’introduction de l’infliximab et ne persiste pas après 3 mois de traitement [ROBLIN et al. 2003]. Par ailleurs, dans une étude pédiatrique rétrospective récente, l’infliximab était un facteur indépendant associé à une 
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augmentation des concentrations en 6-TGN [NGUYEN et al. 2013a]. De manière intéressante, cela pourrait être du, au moins en partie, à une augmentation spécifique des métabolites actifs, les 6-TGTP, bien qu’aucun mécanisme moléculaire n’ait clairement été décrit [TEICHGRÄBER et al. 2013].  
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Note : Les effets indésirables peuvent être regroupés en fonction de leur mécanisme : 

- les toxicités doses dépendantes, liées aux concentrations intracellulaires en 

métabolites actifs, qui peuvent se manifester durant toute la période du traitement, 

et parmi lesquelles la toxicité hématologique est la plus importante ; 

- les toxicités indépendantes de la dose, non prévisibles, probablement liées à des 

phénomènes immuno-allergiques et survenant surtout durant les premières 

semaines de traitement, telles que les pancréatites.  
4.2 Toxicité hématologique 

4.2.1 Clinique La myélotoxicité est l’effet indésirable des thiopurines le plus fréquent à l’origine de leucopénies modérées (leucocytes entre 2,0-4,0 G/L) et de neutropénies (polynucléaires neutrophiles < 1,5 G/L) [BERGAN et al. 1997; CONNELL et al. 1993]. Aux posologies usuelles, sa prévalence se situe entre 2 % et 10,5 % des patients traités, selon la durée du suivi et la définition de la leuco-neutropénie [KIRSCHNER 1998; PRESENT et al. 1989]. Un suivi rétrospectif de 27 ans incluant 739 patients traités par azathioprine pour des MICI a permis de montrer qu’une leucopénie survenait chez 3,8 % des patients, dont 1,2 % de leucopénies profondes (leucocytes < 2,0 G/L) [CONNELL et al. 1993]. La myélotoxicité peut apparaître subitement à n’importe quel moment à partir de deux semaines après le début du traitement [CONNELL et al. 1993]. Une numération de la formule sanguine régulière est recommandée tout au long du traitement par l’Agence nationale de sécurité du médicament [ANSM 2010]. En effet, il a été montré qu’elle était le plus souvent normale le mois précédent l’apparition d’une leucopénie profonde [CONNELL et al. 1993]. La myélotoxicité des thiopurines est généralement rapidement réversible après l’arrêt du médicament ou une réduction de 50 % de la posologie [CONNELL 
et al. 1993; PRESENT et al. 1989]. Une méta-analyse – 66 études, 8302 patients – a montré une incidence de la myélotoxicité de l’ordre de 3 % par patient et par an, et de 0,9 % pour les cas de myélotoxicité sévère définie par un nombre de polynucléaires neutrophiles inférieurs à 1,0 G/L [GISBERT & GOMOLLON 2008]. Cependant, en incluant uniquement les 
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études avec un suivi inférieur à 12 mois, l’incidence de la myélotoxicité augmente à 11 % par patient et par an [GISBERT & GOMOLLON 2008]. La survenue de myélosuppression sévère, combinant une leuco-neutropénie, une thrombopénie et parfois même une pancytopénie, a été décrite chez des patients traités par thiopurines pour des MICI ou d’autres maladies inflammatoires [BACON et al. 1981; BURKE et al. 1989; GARDINER et al. 2006; GILISSEN et al. 2007; JEURISSEN et al. 1988; LAWSON 
et al. 1984; SCHWAB et al. 2002]. De plus, les cas d’aplasie médullaire peuvent avoir une issue fatale chez environ 1 % des patients développant une myélotoxicité aux thiopurines [GISBERT & GOMOLLON 2008]. Parmi les patients présentant une myélotoxicité, le risque cumulé de développer une infection, notamment de la cavité orale, des muqueuses ou de la peau est de 6,5 % [GISBERT & GOMOLLON 2008]. Enfin, une thrombopénie modérée isolée est également possible, et apparaît chez 2 % des patients traités [CONNELL et al. 1993].  
4.2.2 Prévention de la toxicité hématologique 

 Intérêt du dosage des 6-TGN et des 6-MMPN La concentration intra-érythrocytaire des 6-TGN sur laquelle est fondée le STP des thiopurines constitue un biomarqueur indirect de l’accumulation des 6-TGN au sein de la moelle osseuse, qui est à l’origine de la myélotoxicité [BERGAN et al. 1997; CUFFARI et al. 1996; ROBLIN et al. 2008]. Lennard et al. ont décrit initialement en 1986 une association entre des concentrations intra-érythrocytaires élevées en 6-TGN et la présence de cas de neutropénie et de myélosuppression suite à un traitement par thiopurine, en lien avec une activité TPMT basse [LENNARD et al. 1986, 1987, 1989]. Depuis, d’autres études ont confirmé le rôle des concentrations en 6-TGN élevées dans la survenue de toxicités hématologiques [ANDOH et 

al. 2008; DUBINSKY et al. 2000; NGUYEN et al. 2010]. La concentration toxique en 6-TGN se situerait aux alentours de 400 pmol/8x108 GR bien qu’aucun seuil n’ait clairement été démontré [DUBINSKY et al. 2000; HINDORF et al. 2006b]. De manière générale, une relation inverse est retrouvée entre la concentration en 6-TGN et le nombre de leucocytes [OHTSUKA et al. 2010].  
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Par ailleurs, des auteurs ont décrit une augmentation du risque de myélotoxicité chez les patients ayant des concentrations intra-érythrocytaires élevées en dérivés méthylés. Dans une étude prospective de Hindorf et al. incluant 60 patients, parmi les 10 cas de myélotoxicité observés, seuls 2 patients étaient porteurs d’un déficit en TPMT et les concentrations en 6-TGN n’étaient pas non plus associées au développement des cas de myélotoxicité [HINDORF et al. 2006a]. Une régression logistique a permis de mettre en évidence que le seul facteur indépendant associé à la myélotoxicité était la concentration intra-érythrocytaire maximale en 6-MeTIMP (OR : 25,1; IC95% : [1,4-467,1] ; p=0,03), les concentrations en 6-MeTIMP étant en moyenne significativement plus élevées parmi les cas de myélotoxicité (10450 vs. 4550 pmol/8x108 GR ; p=0,046) [HINDORF et al. 2006a]. De plus, un cas clinique récent a rapporté de manière similaire l’apparition d’une myélosuppression profonde chez un patient ayant des 6-MMPN très élevés à 19000 pmol/8x108 GR, en lien avec une activité TPMT très élevée [SEINEN et al. 2013b].  
 Intérêt de la TPMT La concentration intra-érythrocytaire en 6-TGN est inversement corrélée à l’activité TPMT. Ainsi, une activité TPMT basse est fortement associée à des concentrations en 6-TGN élevées potentiellement toxiques [DUBINSKY et al. 2000; LENNARD et al. 1987, 1989; SCHÜTZ et al. 1993, 1996]. Il a été retrouvé une surreprésentation supérieure à 6 fois des patients ayant une activité basse ou intermédiaire parmi les cas de myélotoxicité dus aux thiopurines dans les LAL [EVANS et al. 2001]. Les patients ayant une activité TPMT basse, porteurs de deux variants alléliques, ont un métabolisme des thiopurines préférentiellement orienté vers la formation des 6-TGN via la voie de l’HPRT et sont, par voie de conséquence, prédisposés à la toxicité hématologique [ANSARI et al. 2002a; CAMPBELL et al. 2002; GARDINER et al. 2006; GISBERT & GOMOLLON 2008; ZELINKOVA et al. 2006]. Ces patients sont à très haut risque de myélosuppression potentiellement mortelle s’ils reçoivent une posologie standard en thiopurines [LENNARD et al. 1987, 1989]. Cette hypothèse a été confirmée par l’utilisation d’un modèle murin invalidé pour le gène TPMT [HARTFORD et al. 2007]. Concernant les patients ayant une activité TPMT intermédiaire, hétérozygotes pour le génotype TPMT, une large méta-analyse – 47 études, 4306 patients – a montré un risque relatif de développer une leucopénie (leucocytes < 1,0 G/L ou < 4,0 G/L selon les études) environ 5 fois plus important par comparaison aux patients ayant 
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une activité TPMT élevée (OR : 4,9 ;IC95%, 3,20-5,48; p=0,001) [HIGGS et al. 2010]. Cependant, cette méta-analyse incluait des études prospectives et rétrospectives relativement hétérogènes, une définition variable de la leucopénie, moyenne (< 4,0 G/L) à profonde (<1,0 G/L), et différentes méthodes de dosage de l’activité TPMT. Par ailleurs, une réduction de posologie entre 50 % et 90 % peut permettre aux patients ayant une activité TPMT, respectivement, intermédiaire ou basse, de bénéficier d’un traitement par thiopurine en l’absence de toxicité hématologique [ANDERSEN et al. 1998; EVANS et al. 1991; KASKAS et al. 2003; MEGGITT et al. 2006]. A l’exception de celle de Dubinsky et al. en 2000, la totalité des études cliniques sur la TPMT sont des études rétrospectives. Récemment, une grande étude pharmacogénétique prospective – étude TARGET –, incluant 333 patients et ayant pour but d’évaluer l’intérêt du génotypage de la TPMT pour la prévention des effets indésirables, a comparé un groupe de patients avec une stratégie d’adaptation posologique en fonction du génotype 
TPMT à un groupe contrôle [NEWMAN et al. 2011]. Cette étude n’a pas montré de différences dans la survenue de neutropénie ni entre les deux groupes de patients, ni en comparant les patients hétérozygotes aux patients sauvages pour la TPMT. Cependant, il s’est avéré que les patients du groupe contrôle pour lequel le résultat du génotypage n’était pas communiqué au médecin, recevaient des doses initiales d’azathioprine inférieures de moitié (0,8-0,9 mg/kg/jour) aux posologies usuelles [NEWMAN et al. 2011]. De plus, les posologies étaient toujours faibles (1,6-1,7 mg/kg/jour) après 4 mois de traitement, en lien avec une absence globale d’efficacité du traitement parmi l’ensemble des patients de cette étude. Enfin, même si la quasi-totalité des patients présentant une activité TPMT intermédiaire ou faible et traités par une posologie standard en thiopurine vont développer une myélosuppression, un déficit en TPMT n’est retrouvé que chez un quart des patients présentant une myélosuppression [COLOMBEL et al. 2000; DEWIT et al. 2011].  
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4.3 Toxicité hépatique 

4.3.1 Clinique Les toxicités hépatiques induites par les thiopurines peuvent être regroupées en 3 catégories : (i) l’hypersensibilité allergique, (ii) les réactions cholestatiques idiosyncratiques, et (iii) l’hyperplasie nodulaire régénérative (HNR), communément appelée maladie veino-occlusive [GISBERT et al. 2007b]. Les toxicités hépatiques dues aux thiopurines se traduisent biologiquement par une augmentation moyenne, transitoire et réversible des transaminases sériques [DUBINSKY et 

al. 2000, 2002]. Les thiopurines peuvent être responsables à la fois de lésions hépatiques cholestatiques et cytolytiques [DE JONG et al. 2003]. Cliniquement, Present et al. ont rapporté une fréquence d’hépatite de 0,3 % au sein d’une population de 396 patients ayant une MICI et suivis pendant 3 ans [PRESENT et al. 1989]. Biologiquement, Kirschner, dans une série de 95 patients pédiatriques, a observé une augmentation des transaminases supérieure à deux fois la limite normale supérieure chez 13,7 % des patients, spontanément résolutive après arrêt du traitement ou diminution de la posologie [KIRSCHNER 1998]. Ces discordances sur l’incidence de la toxicité hépatique sont probablement dues aux différences dans les critères cliniques ou biologiques utilisés pour la définir. La première étude prospective sur l’hépatotoxicité des thiopurines a évalué pendant 9 mois 161 patients ayant une MICI, traités par thiopurines à doses usuelles [BASTIDA et al. 2005]. La toxicité hépatique, définie par une augmentation des transaminases sériques supérieure à trois fois la limite normale supérieure, a été observée chez 10 % des patients, avec un risque majoré en cas de co-traitement par corticoïdes [BASTIDA et al. 2005]. Par ailleurs, une revue systématique de la littérature, incluant 3485 patients tous suivis rétrospectivement, a estimé une prévalence globale de l’hépatotoxicité à 3,4 %, et une incidence annuelle de 1,4 %, sans définition explicite de l’hépatotoxicité commune à toutes les études [GISBERT et al. 2007b]. Une large étude rétrospective de Gisbert et al. sur 786 patients a rapporté une prévalence de l’hépatotoxicité – définie par une augmentation des transaminases supérieure à deux fois la limite normale supérieure – légèrement supérieure avec un taux à 5 % et une incidence à 2,6 % par an par patient [GISBERT et al. 2007c]. 
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La survenue de l’hépatotoxicité est souvent précoce, avec une médiane comprise entre 1,5 et 3 mois après le début du traitement [BASTIDA et al. 2005; BERMEJO et al. 2010; HINDORF 
et al. 2006b]. Dans les cas de toxicités hépatiques survenant plus tardivement durant un traitement par thiopurines, d’autres étiologies doivent être préférentiellement recherchées, comme par exemple une hépatite virale ou alcoolique. Il faut également noter que la plupart des patients ont une normalisation spontanée de leurs transaminases sériques malgré la poursuite du traitement. Dans le cas contraire, elle survient après l’arrêt du traitement par thiopurines. Enfin, aucun cas d’hépatite fatale en relation avec un traitement par thiopurine n’a été rapporté [BASTIDA et al. 2005; GISBERT et al. 2007b, 2007c].  Un autre type de toxicité hépatique aux thiopurines, plus rare, est l’HNR dont les symptômes sont associés à une hypertension portale nécessitant parfois le recours à une transplantation hépatique [NABER et al. 1991]. L’HNR est une atteinte des cellules endothéliales entraînant une augmentation de la pression portale [GISBERT et al. 2007b]. C’est une complication retardée des traitements par thiopurines, avec un temps médian d’apparition de 50 mois et seul un faible nombre de cas ont été rapportés dans la littérature [DANIEL et al. 2005; RUSSMANN et al. 2001; SEIDERER et al. 2006; SEKSIK et al. 2011]. Une étude française sur une série de 37 cas d’HNR consécutives à un traitement par thiopurine a estimé une incidence cumulée de 1,25 % sur 10 ans [VERNIER-MASSOUILLE 
et al. 2007]. Deux facteurs majeurs ont été identifiés, dont la présence isolée entraîne une augmentation du risque d’HNR de 7 fois : le genre masculin et une résection de l’intestin grêle supérieure à 50 cm [SEKSIK et al. 2011]. Ces patients à risque devraient avoir une surveillance étroite avec une numération plaquettaire associée à un dosage sérique des transaminases, afin d’établir un diagnostic précoce d’HNR avant l’apparition des symptômes cliniques [SEKSIK et al. 2011]. Le dépistage de l’HNR est basé sur un écho-doppler abdominal et une fibroscopie gastrique. En cas de suspicion d’HNR, une imagerie par résonance magnétique est recommandée car c’est l’examen présentant le meilleur profil sensibilité/spécificité pour détecter les modifications histologiques en cause dans l’HNR [SEIDERER et al. 2005; ZECH et al. 2007]. Parmi les autres facteurs prédictifs de l’HNR, il a été retrouvé le génotype TPMT hétérozygote, des concentrations intra-érythrocytaires en 6-TGN élevées ou un traitement par 6-TG, bien qu’aucune hypothèse 
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physiopathologique n’ait été clairement formulée [DE BOER et al. 2005; BREEN et al. 2005; BUSTER et al. 2008; DUBINSKY et al. 2003a].  
4.3.2 Prévention des toxicités hépatiques 

 Intérêt du dosage des 6-MMPN Le mécanisme physiopathologique des lésions hépatiques induites par les thiopurines est actuellement mal connu. Bien que certains cas surviennent dans un contexte d’hypersensibilité aux thiopurines, les effets indésirables hépatiques semblent être associés à la présence de concentrations intra-érythrocytaires élevées en dérivés méthylés, notamment les 6-MMPN [CUFFARI et al. 1996; DUBINSKY et al. 2000, 2002; GILISSEN 
et al. 2004; AL HADITHY et al. 2005; NYGAARD et al. 2004; SEIDMAN 2003]. Dans une étude prospective incluant 92 patients pédiatriques ayant une MICI, une concentration intra-érythrocytaire en 6-MMPN supérieure à 5700 pmol/8x108 GR a été établie comme valeur seuil au-delà de laquelle il existe un risque 3 fois supérieur (18 % vs. 6 %) de développer une hépatotoxicité [DUBINSKY et al. 2000]. De même, Hande et al. ont trouvé une corrélation positive (p<0,001) entre des concentrations élevées de                6-MMPN et des valeurs élevées de transaminases [HANDE et al. 2006]. Une étude prospective sur 43 patients pédiatriques leucémiques a également rapporté une corrélation identique (p<0,001) [NYGAARD et al. 2004]. Cependant, dans une étude prospective regroupant 74 patients ayant une MICI et traités par une thiopurine, 12,2 % d’entre eux avaient des concentrations en 6-MMPN supérieures à 5700 pmol/8x108 GR et aucun n’a développé de toxicité hépatique [GOLDENBERG et al. 2004]. Ces résultats sont en accord avec les conclusions d’une étude prospective de Reinshagen et al. sur 71 patients dont 28 % avaient des concentrations en 6-MMPN au-delà de 10000 pmol/8x108 GR en l’absence de signes de toxicité hépatique [REINSHAGEN et al. 2007]. Le niveau de la concentration en 6-MMPN n’est donc pas le seul déterminant de la toxicité hépatique ; très probablement ,  la durée de l’exposition du patient à des concentrations élevées est à prendre en compte, ainsi que d’autres facteurs encore inconnus [DUBINSKY et al. 2000]. L’absence de standardisation dans les méthodes de dosage des 6-MMPN intra-érythrocytaires peut également expliquer une partie de ces discordances [ARMSTRONG et al. 2004; AL HADITHY et 

al. 2005]. 
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 Intérêt de la TPMT Les dérivés méthylés tels que les 6-MMPN étant produits par la TPMT, il est vraisemblable que les patients ayant une activité TPMT élevée ou très élevée vont préférentiellement avoir un métabolisme des thiopurines orienté vers la production de 6-MMPN plutôt que vers les 6-TGN [DUBINSKY et al. 2002; SPARROW et al. 2005]. L’activité TPMT mesurée dans les globules rouges étant le reflet de celle retrouvée dans le foie, une activité TPMT très élevée pourrait constituer un facteur prédictif d’hépatotoxicité aux thiopurines [SZUMLANSKI et al. 1992]. Cependant, l’activité TPMT n’étant pas le déterminant majeur du ratio métabolique [6-MMPN:6-TGN], des ratios défavorables, associés à des concentrations élevées en 6-MMPN et à un risque hépatique, sont aussi retrouvés chez des patients ayant un phénotype rapide (activité élevée) [VAN EGMOND et al. 2012].  
 Stratégies d’optimisation thérapeutique pour la prévention des toxicités hépatiques Chez les patients ayant un métabolisme des thiopurines préférentiellement orienté vers la production des 6-MMPN et présentant une hépatotoxicité, l’association thiopurine/allopurinol peut être proposée, telle que décrite précédemment. Cette association entraîne une diminution importante des concentrations en 6-MMPN permettant de contrecarrer la toxicité hépatique [ANSARI et al. 2008b; LEONG et al. 2008; SPARROW et al. 2007]. Une autre stratégie d’optimisation thérapeutique chez les patients présentant des effets indésirables hépatiques consiste à fractionner la dose quotidienne en thiopurine en deux prises journalières. Cette stratégie s’est révélée efficace dans une étude préliminaire chez 20 patients [SHIH et al. 2012]. Enfin, certains auteurs ont rapporté que la 6-MP présenterait une toxicité hépatique plus faible que l’azathioprine, notamment car elle ne possède pas de groupement imidazole. A l’heure actuelle, il n’y a pas dans la littérature de données suffisantes pour étayer cette hypothèse [BERMEJO et al. 2010; GISBERT et al. 2007b, 2007c; HINDORF et al. 2009].  
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4.4 Toxicité pancréatique 

4.4.1 Clinique Les pancréatites liées aux thiopurines sont dues à des mécanismes physiopathologiques d’origine immuno-allergique, indépendamment de la dose administrée, impliquant très probablement le complexe majeur d'histocompatibilité de classe II [FRASER et al. 2002; HABER et al. 1986; AL HADITHY et al. 2005; HEAP et al. 2014]. Elles sont fréquemment associées à des douleurs épigastriques, nausées, vomissements, syndrome pseudo-grippal, rash, arthralgie et fièvre [DERIJKS et al. 2006; AL HADITHY et al. 2005; SAHASRANAMAN 
et al. 2008]. Dans une étude rétrospective sur 396 patients, la pancréatite, survenant en moyenne 23 jours après le début du traitement, présentait une prévalence de 3,3 % [PRESENT et al. 1989]. Deux autres études ont montré que, respectivement, 3,2 % et 7,4 % des patients traités développaient une pancréatite précocement durant les 4 premières semaines au plus tard [HINDORF et al. 2006a; SCHWAB et al. 2002]. Un taux similaire de 4 % a été rapporté dans une série de patients pédiatriques [KIRSCHNER 1998]. Très récemment, une très large étude prospective sur des cas de pancréatites induites par les thiopurines incluant 303 patients a rapporté un délai médian d’apparition de 19 jours (IC95% [17-21]) [HEAP et al. 2014]. La pancréatite peut être définie uniquement sur la base de critères biologiques comme l’élévation de la lipase et de l’amylase sérique. Ainsi, Dubinsky et al. ont rapporté une augmentation de la lipase et de l’amylase chez 8 % des patients traités, alors qu’une pancréatite clinique n’a été observée que chez 1 % des patients dans cette même étude [DUBINSKY et al. 2000]. Les pancréatites sont dans la très grande majorité des cas modérées et environ 1,5 % des cas sont responsables d’une défaillance organique [HEAP et al. 2014]. A l’arrêt du traitement, les symptômes disparaissent, la lipase et l’amylase sérique redeviennent normales dans les 3 jours en moyenne, et aucune complication telle que la pancréatite chronique n’a été observée [PRESENT et al. 1989]. En raison du mécanisme immuno-allergique, les thiopurines ne doivent pas être réintroduites chez un patient ayant déjà présenté une pancréatite, même si des stratégies de réintroduction ont été testées chez des patients en l’absence d’alternative thérapeutique [HABER et al. 1986; KIRSCHNER 1998; LEDDER et al. 2013].  
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4.4.2 Prévention de la toxicité pancréatique 

 Intérêt du dosage des métabolites A ce jour, aucune association n’a été rapportée entre la toxicité pancréatique et les concentrations intra-érythrocytaires en métabolites 6-TGN ou 6-MMPN, ou avec la posologie des thiopurines [DUBINSKY et al. 2000; HABER et al. 1986]. Cependant, dans une étude prospective, Hindorf et al., ont observé des concentrations en 6-MeTIMP plus faibles chez les patients avec une pancréatite par comparaison aux patients sans pancréatite (1650 vs. 5600 pmol/8x108 GR ; p=0,011), sans différence de concentrations en 6-TGN [HINDORF et al. 2006a]. Ces résultats restent à confirmer et le lien entre pancréatite et métabolisme des thiopurines devra être clarifié.  
 Alternatives thérapeutiques en cas de toxicité pancréatique Pour les patients ayant une réaction immuno-allergique à l’azathioprine ou à la 6-MP, telle qu’une pancréatite, la 6-TG a été proposée par certains auteurs [DUBINSKY et al. 2001]. La 6-TG est directement transformée en 6-TGN par l’HPRT, en évitant les autres étapes du métabolisme des thiopurines – notamment la TPMT – et la formation de métabolites intermédiaires. Deux études prospectives évaluant un traitement par 6-TG de courte durée ont inclus des patients ayant développé des réactions allergiques à l’azathioprine ou à la 6-MP. Ces patients ont alors reçu de la 6-TG qui a été efficace et bien tolérée, malgré des concentrations intra-érythrocytaires en 6-TGN très importantes [BONAZ et al. 2003; DUBINSKY et al. 2003b]. Toutefois, l’administration de la 6-TG au long cours principalement dans les leucémies, mais également dans les MICI, a révélé une forte association avec une augmentation des enzymes hépatiques ainsi que la survenue d’une HNR [DUBINSKY et al. 2003a].Cependant, il est encore difficile de conclure si une dose de 40 mg/jour, permettant d’obtenir une concentration en 6-TGN très élevée (médiane : 1200 pmol/8x108 GR) est impliquée dans le développement de cette toxicité [HERRLINGER et al. 2004]. Au vu de ces résultats, la 6-TG nécessite une évaluation plus approfondie avant de pouvoir être recommandée dans les MICI pour des traitements de longue durée.  
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4.5 Intolérance gastro-intestinale 

4.5.1 Clinique L’intolérance gastro-intestinale, se traduisant principalement par des douleurs abdominales, nausées et vomissements, survient généralement durant les premières semaines de traitement, et représente plus de la moitié des effets indésirables aux thiopurines [FRASER et al. 2002; HINDORF et al. 2006b]. Elle apparaît chez 5 à 20 % des patients traités [ANSARI et al. 2008a; HINDORF et al. 2006a; KIRSCHNER 1998; REINISCH et al. 2010]. L’intolérance gastro-intestinale, bien que n’étant pas un effet indésirable grave, est fortement invalidante, entraîne l’arrêt du traitement chez environ 10 % des patients traités, et pourrait être à l’origine d’une mauvaise adhésion au traitement chez un grand nombre de patients [HINDORF et al. 2006b].  
4.5.2 Prévention de l’intolérance gastro-intestinale 

 Intérêt de la TPMT Une étude prospective a rapporté une fréquence plus importante de cas d’intolérance gastro-intestinale chez des patients hétérozygotes pour la TPMT par comparaison aux patients porteurs de deux allèles sauvages (37 % vs. 7 % ; p<0,001) [ANSARI et al. 2008a]. Marinaki et al. ont également mis en évidence un risque augmenté de nausées et vomissements chez les patients hétérozygotes pour la TPMT (OR : 5,5 ; IC95% : 1,4-21,3 ; p=0,02) [MARINAKI et al. 2004]. Cependant, le mécanisme d’action liant la TPMT avec l’intolérance gastro-intestinale demeure inconnu. Une relation avec la dose administrée a été évoquée : en effet, une réintroduction à dose plus faible suite à un arrêt du traitement permet une diminution des symptômes, alors qu’une répartition de la même posologie en deux prises par jour ne semble pas avoir d’influence [DOMENECH et al. 2005]. Enfin, certains auteurs considèrent que la 6-MP est une alternative thérapeutique efficace pour les patients ayant une intolérance gastro-intestinale à l’azathioprine, suggérant que l’intolérance digestive précoce pourrait être liée au clivage par une GST du dérivé imidazole greffé sur l’azathioprine [BOULTON-JONES et al. 2000; BOWEN & SELBY 2000; DOMENECH et al. 2005; MCGOVERN et al. 2002]. 
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4.6 Néoplasies Un risque de cancer peut apparaître après traitement prolongé par thiopurine, avec la survenue notamment de lymphomes non hodgkiniens ou de cancers cutanés. Ainsi les protocoles utilisés dans le traitement des LAL, comportant de la 6-MP, sont responsables de certaines formes de leucémies myéloïdes secondaires [BOGNI et al. 2006]. Une étude observationnelle française sur une cohorte prospective incluant quasiment 20 000 patients ayant une MICI et suivis 35 mois a rapporté une incidence des syndromes lymphoprolifératifs de 0,9 pour 1000 patient-années correspondant à un risque relatif de 5,28 (IC95% : [2,01-13,9] ; p=0,0007) par rapport aux patients contrôles ne recevant pas de thiopurines [BEAUGERIE et al. 2009]. Un risque relatif similaire de 4,2 (IC95% : [2,5-6,8] ; p<0,0001) a été observé dans une étude américaine de cohorte rétrospective incluant plus de 4700 patients ayant une RCH [KHAN et al. 2013]. Un traitement au long cours par thiopurine entraîne également une augmentation modérée du risque de cancer de la peau – risque relatif 2,28 (IC95% [1,50-3,45]) [ARIYARATNAM & SUBRAMANIAN 2014]. Le risque néoplasique des thiopurines, probablement en lien avec les cassures des brins d’ADN provoquées par les 6-TGN, pourrait être majoré par un déficit en TPMT car exposant les patients à des concentrations en 6-TGN plus élevées de manière prolongée [BO et al. 1999; HOSNI-AHMED et al. 2011; YAN et al. 2003]. Cependant, le potentiel oncogène propre des thiopurines est difficilement évaluable en raison de leur utilisation en association avec d’autres molécules, ainsi que de l’immunosuppression qu’elles induisent [SANDERSON et al. 2004]. Ce risque de survenue de cancer pourrait être majoré lors de l’utilisation des thiopurines en association avec d’autres médicaments immunosuppresseurs tels que les anti-TNFα [OSTERMAN et al. 2014].    
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 Recommandations thérapeutiques intégrant la 
pharmacogénétique et le suivi thérapeutique 
pharmacologique 

La variabilité inter-individuelle du métabolisme des thiopurines, principalement sous la dépendance du polymorphisme de la TPMT, est associée à des variations de production des métabolites 6-TGN et 6-MMPN, responsables d’une grande hétérogénéité dans la réponse clinique de ces médicaments. Au vu des nombreuses études publiées sur la pharmacogénétique des thiopurines, des recommandations ont pu être établies. Ces recommandations ont fait l’objet d’une synthèse publiée dans une revue de la littérature (cf. Annexe 2) et reprise dans ce manuscrit. Cette synthèse propose dans un premier temps des recommandations thérapeutiques (i) avant le début du traitement pour le dépistage pharmacogénétique des patients à haut risque toxique, puis (ii) au cours de traitement pour le STP (FIGURE 11).  
5.1 Initiation d’un traitement par thiopurine Alors que l’EMA ne formule pas de proposition particulière, la FDA recommande depuis 2005 un dépistage des patients présentant un déficit d’activité TPMT, par phénotypage ou génotypage, ayant pour but une prévention de la myélosuppression, avant le début d’un traitement par thiopurine [FDA 2011]. Plus récemment en 2011 aux Etats-Unis, le Consortium pour l’intégration de la pharmacogénétique à la pratique clinique (Clinical 

Pharmacogenetics Implementation Consortium, CIPC) financé par National Institutes of 

Health a publié ses premières recommandations pour la TPMT [RELLING et al. 2011a, 2013]. Ainsi, alors que les patients avec une activité TPMT élevée (génotype TPMT homozygote sauvage) devraient recevoir une posologie standard d’azathioprine de 2,5 mg/kg/jour, chez les patients présentant une activité TPMT intermédiaire (génotype 
TPMT hétérozygote) une diminution à 30-70 % de la posologie standard est recommandée. Une attention toute particulière doit être portée aux patients ayant une activité basse ou indétectable (génotype TPMT homozygote muté ou hétérozygote composite). Chez ces patients, une alternative thérapeutique doit être envisagée, ou bien, en cas de nécessité de traitement par thiopurine, une dose réduite à 10 % de la posologie 
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standard est préconisée, selon un schéma d’administration de trois fois par semaine et associée à un suivi hématologique étroit. De plus, la 6-MP est contre-indiquée dans les situations où il est impossible de moduler de très faibles doses. Enfin, pour ces patients à risque hématologique avec une activité intermédiaire ou basse, un dosage intra-érythrocytaire des 6-TGN est utile 4 semaines après le début du traitement pour valider l’ajustement posologique. En outre, aussi bien la FDA que le CIPC rappelle que le dépistage d’un déficit d’activité TPMT ne se substitue pas à la numération sanguine régulière qui doit être pratiquée tout au long du traitement.    
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Source : adapté de [CHOUCHANA et al. 2012a] 

FIGURE 11. Algorithme de prise en charge thérapeutique des patients sous 
thiopurine dans les MICI en fonction de la TPMT et des 6-TGN/6-MMPN 
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5.2 Patients en cours de traitement par thiopurine Au vu de la littérature, l’intérêt du dosage des métabolites pour le suivi de l’efficacité des thiopurines reste encore débattu. Par contre l’apport du STP est indéniable pour explorer des cas de résistance ou pour prévenir et expliquer des toxicités hématologiques ou hépatiques. Il permet également de détecter les surdosages, ainsi qu’une évaluation de l’observance du traitement par le patient. Ainsi, avant d’envisager l’arrêt prématuré d’un traitement par thiopurine pour absence de réponse ou toxicité, un dosage des métabolites est utile pour en confirmer l’étiologie et permettre une éventuelle adaptation posologique. Les résultats du dosage des métabolites 6-TGN et 6-MMPN permettent de classer les patients selon leur profil métabolique, identifiant 5 groupes de patients pour lesquels des recommandations thérapeutiques sont possibles (FIGURE 11).  
- Groupe 1 : patients avec une faible observance au traitement Des concentrations en 6-TGN et en 6-MMPN très faibles ou indétectables sont probablement en lien avec une faible observance. Une éducation thérapeutique peut être proposée à ces patients.  
- Groupe 2 : patients présentant un sous-dosage en thiopurine Une concentration sub-thérapeutique en 6-TGN – < 235-260 pmol/8x108 GR – associée à des 6-MMPN faibles peut révéler un sous-dosage. Une augmentation de la posologie en thiopurine est possible pour obtenir une rémission.  
- Groupe 3 : patients « pharmacologiquement » résistants aux thiopurines Une concentration sub-thérapeutique en 6-TGN – < 235-260 pmol/8x108 GR – associée à un ratio [6-MMPN:6-TGN] élevé – > 11 ou > 20, selon les auteurs – chez des patients recevant une posologie standard en thiopurine signe un métabolisme défavorable. Ces patients peuvent être appelés « pharmacologiquement » résistants aux thiopurines. Une augmentation de la posologie ne sera pas en faveur de l’obtention d’une rémission mais majorera le risque de toxicité hépatique due à des concentrations toxiques en 6-MMPN,   
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> 5700 pmol/8x108 GR. Ces patients peuvent tirer bénéfice d’une optimisation thérapeutique par l’ajout de 100 mg/jour d’allopurinol associé à une diminution des doses de thiopurines à 25-50 % de la posologie initiale. Un suivi biologique hématologique et hépatique étroit est préconisé. Un nouveau dosage des métabolites 4 semaines après l’ajout d’allopurinol est recommandé pour vérifier l’efficacité de cette association médicamenteuse.  
- Groupe 4 : patients avec une activité TPMT basse ou intermédiaire Une concentration élevée en 6-TGN – > 400 pmol/8x108 GR, ou plus selon les auteurs – associée à des concentrations basses en 6-MMPN expose les patients à un risque de myélotoxicité et peut révéler la présence d’un déficit d’activité TPMT. Une réponse clinique efficace est souvent observée chez ces patients, mais si la concentration en 6-TGN est trop élevée, une baisse de la posologie est requise. Un nouveau dosage des métabolites 4 semaines après une modification thérapeutique est recommandé. Ces patients sont théoriquement dépistés par une détermination du statut TPMT avant le début du traitement.  
- Groupe 5 : patients présentant un surdosage ou une maladie réfractaire Des concentrations élevées en 6-TGN – > 400 pmol/8x108 GR, ou plus selon les auteurs – et en 6-MMPN – > 5700 pmol/8x108 GR – révèlent un surdosage en thiopurine pouvant être à l’origine d’effets indésirables, notamment hématologiques ou hépatiques. Les patients ne répondant pas aux thiopurines après 2-3 mois malgré des concentrations en 6-TGN > 400 pmol/8x108 GR sont réfractaires aux thiopurines et une alternative thérapeutique doit être envisagée.  
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 Autres facteurs pharmacogénétiques 

En plus des recommandations thérapeutiques décrites précédemment, d’autres facteurs pharmacogénétiques, notamment des enzymes et transporteurs du métabolisme des thiopurines ont été étudiés aussi bien in vitro que dans des essais cliniques, principalement rétrospectifs. A notre connaissance, seul l’ITPA fait l’objet actuellement d’une incorporation dans les pratiques de soins courants de certains centres hospitaliers pour la prévention des effets indésirables.  
6.1 Inosine triphosphate pyrophosphatase (ITPA) L’ITPA est une enzyme ubiquitaire exprimée dans de nombreux tissus, notamment dans les érythrocytes et les leucocytes [HOLMES et al. 1979; LIN et al. 2001]. L’ITPA est une phosphatase permettant la conversion de l’inosine triphosphate (ITP) en inosine diphosphate (IDP) et inosine monophosphate (IMP), protégeant ainsi la cellule d’une accumulation d’ITP qui pourrait être incorporé dans l’ADN et serait mutagène [LIN et al. 2001]. Chez les patients traités par thiopurine, ce cycle futile existe également et l’ITPA hydrolyse le 6-thioinosine triphosphate (6-TITP) en 6-TIMP. Un déficit en ITPA peut ainsi conduire à une accumulation toxique de 6-TITP, responsable d’effets indésirables, possiblement par similitudes structurales avec le 6-TGTP [MARINAKI et al. 2004]. Ainsi, un polymorphisme génétique (c.94C>A, p.Pro32Thr, rs1127354) identifié chez 6-7 % des individus caucasiens et africains et présent chez près de 20 % des asiatiques, a été associé à un déficit complet d’activité chez les patients homozygotes et à une activité ITPA résiduelle d’environ 23 % chez les hétérozygotes [MARSH et al. 2004; SUMI et al. 2002]. Le mécanisme évoqué est l’activation d’un site cryptique d’épissage entraînant une modification de l’épissage entre les exons 2 et 3 et un changement structural de la protéine avec pour conséquence une perte d’activité [HERTING et al. 2010; SIMONE et al. 2013]. Un autre polymorphisme, intronique (c.124+21A>C ou c.IVS2+21A>C, rs7270101) retrouvé chez 13 % des caucasiens est responsable d’une baisse plus modérée avec une activité ITPA résiduelle à 60 % chez les individus homozygotes mutés [SUMI et al. 2002]. Une concordance génotype-phénotype a été effectuée au sein d’une population 
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caucasienne avec une excellente corrélation en utilisant l’activité seuil de 125 µmol IMP/h/gramme d’hémoglobine pour dépister la présence d’un de ces variants alléliques [SHIPKOVA et al. 2006]. Ainsi, dans une étude pharmacogénétique sur 62 patients ayant des effets indésirables aux thiopurines, le SNP c.94C>A sur le gène ITPA a été retrouvé chez 17 % des patients, par comparaison à une prévalence de 4 % chez des patients contrôles n’ayant pas d’effets indésirables [MARINAKI et al. 2004]. La présence de ce SNP était significativement associée à l’apparition d’exanthèmes (éruptions cutanées) (OR, 10,3 ; IC95% [4,7-62,9] ; p=0,02], de pancréatites (OR, 6,2 ; IC95% [1,1-32,6] ; p=0,049) et de symptômes pseudo-grippaux (OR, 4,7 ; IC95% [1,2-18,1] ; p=0,03), les patients étant, excepté un, tous hétérozygotes pour ce génotype [MARINAKI et al. 2004]. L’association du SNP c.94C>A avec des symptômes pseudo-grippaux est également rapportée par Ansari 
et al. dans une étude prospective (OR, 4,13 ; IC95%[1,23-13,94 ; p=0,014) [ANSARI et al. 2008a]. Egalement, dans une étude prospective incluant 71 patients ayant une maladie de Crohn, les sorties de protocole liées à des effets indésirables à l’azathioprine étaient significativement associées à ce SNP (OR : 3,5 ; IC95% [1,12-10,97] ; p=0,046) [ZELINKOVA 
et al. 2006]. Enfin, le rôle de ce SNP dans la survenue d’effets indésirables a également été retrouvé dans une série de 244 enfants ayant une LAL et traités par 6-MP, en association avec une augmentation des concentrations en 6-MMPN [STOCCO et al. 2009, 2010]. Cependant, d’autres études ne confirment pas le lien entre les polymorphismes sur ITPA et la présence de toxicités aux thiopurines [ALLORGE et al. 2005; VAN DIEREN et al. 2005; GEARRY et al. 2004; KURZAWSKI et al. 2009]. Ces études constituaient toutes des séries rétrospectives comportant un faible nombre de patients. De plus, une méta-analyse incluant 751 patients provenant de six études, n’a également pas mis en évidence d’association entre le polymorphisme c.94C>A et la présence d’effets indésirables aux thiopurines [VAN DIEREN et al. 2007]. Toutefois, dans cette méta-analyse, l’analyse des effets indésirables de manière globale était relativement hétérogène (I2=56,9 %) et aucune analyse n’a été effectuée pour la survenue de syndromes pseudo-grippaux ou d’exanthèmes. Au final, l’intérêt du génotypage systématique de l’ITPA pour la prévention des effets indésirables aux thiopurines n’a donc pas été clairement démontré, même si plusieurs études rapporte le rôle du polymorphisme c.94C>A dans la survenue de certains effets indésirables précoces tels que les symptômes pseudo-grippaux. Par ailleurs, un dosage de l’activité ITPA intra-érythrocytaire, avec une excellente corrélation au génotype, a été 
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proposé comme une alternative au génotypage pour détecter les patients ayant une activité ITPA déficiente [CITTERIO-QUENTIN et al. 2012, 2014].  
6.2 Glutathion S-transférases (GST) Les GST, appartenant à la super-famille des enzymes responsables de la conjugaison de nombreux xénobiotiques, sont des enzymes cytosoliques, dont certaines d’entre elles sont abondamment présentes dans le foie. Elles sont impliquées dans la transformation de l’azathioprine en 6-MP [EKLUND et al. 2006; HOBARA & WATANABE 1981]. Les isoformes GST-A1, -A2-2 et -M1-1 sont exprimées dans le foie et présentent une forte activité vis-à-vis de l’azathioprine, sous la dépendance d’un polymorphisme génétique [EKLUND et al. 2006]. Le gène GSTA2, codant pour la GST-A2-2, existe sous la forme de cinq variants alléliques capables de métaboliser l’azathioprine. Plus spécifiquement, le variant GSTA2*E est associé à une activité 3-4 fois plus élevée que les autres variants [ZHANG et al. 2010]. Sur la base de ces résultats, des auteurs ont suggéré qu’une activité catalytique GST élevée en présence d’un traitement prolongé par azathioprine pourrait entraîner une déplétion en glutathion et causer des dommages cellulaires [EKLUND et al. 2006]. Par ailleurs, une étude clinique incluant 70 patients porteurs d’une MICI ayant pour objet l’étude de l’influence des polymorphismes des isoformes GST-M1, -P1 et -T1, a révélé une association entre GST-M1 et la survenue d’effets indésirables à l’azathioprine [STOCCO et al. 2007]. Ainsi, d’une délétion homozygote (null genotype) du gène GSTM1 était associé à une faible mais significative réduction du risque de développer un effet indésirable à l’azathioprine (OR : 0,18 ; IC95% : [0,037–0,72] ; p=0,007), particulièrement une lymphopénie (OR : 0,15 ; IC95% : [0,013–1,08 ; p=0,032) [STOCCO et al. 2007]. De plus, cette étude a également rapporté une tendance à la sous-représentation de la délétion homozygote parmi les patients présentant une pancréatite à l’azathioprine [STOCCO et al. 2007]. Au final, compte tenu de la prévalence importante des déficits enzymatiques en GST-M1 – environ 50 % chez les caucasiens et les asiatiques –, son implication dans la modulation de la réponse clinique à l’azathioprine devrait faire l’objet d’une large évaluation à l’aide d’essais cliniques prospectifs [COTTON et al. 2000; HAMDY et al. 2003].  
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6.3 Xanthine oxydase (XO) La XO est une enzyme cytosolique ubiquitaire, majoritairement présente dans le foie et la paroi de l’intestin grêle [HUH et al. 1976]. Elle est à l’origine d’une dégradation précoce des thiopurines entraînant la formation d’acide thiourique, métabolite hydrosoluble qui sera ultérieurement éliminé dans les urines [ANSARI et al. 2008c; PARKS & GRANGER 1986]. La XO contribue ainsi majoritairement à l’effet de premier passage des thiopurines. Le déficit en XO est une maladie rare ayant une incidence de 1/70 000, responsable de graves toxicités en cas de traitement par azathioprine à doses usuelles [ANSARI et al. 2008c; SERRE-DEBEAUVAIS et al. 1995]. Cependant, l’activité XO présente une variabilité inter-individuelle de 4 à 10 fois dans la population générale, pouvant avoir une implication clinique lors de traitements par thiopurine [ANSARI et al. 2008c; DERIJKS et al. 2006; RELLING et al. 1992]. Des variations d’activité XO ont également été décrites en fonction de l’origine ethnique et du sexe [RELLING et al. 1992]. Ainsi, la présence de plusieurs SNP associés à une baisse d’activité XO au sein de la population japonaise semble être associée à une modification des concentrations en métabolites thiopuriniques [HAWWA et al. 2008; KUDO et al. 2008]. Par ailleurs, pour catalyser une oxydation, la XO nécessite la présence d’un cofacteur essentiel, le molybdenum, dont la diminution des concentrations intracellulaires altère l’activité enzymatique XO et pourrait avoir des conséquences lors d’un traitement par thiopurine [SCHWARZ 2005; SMITH et al. 2009].  
6.4 Aldéhyde oxydase (AOX) L’AOX, enzyme ubiquitaire dans l’organisme, est une autre oxydase impliquée dans le métabolisme précoce des thiopurines [KRENITSKY et al. 1972]. Elle catalyse la 8-hydroxylation de la 6-MP, de la 6-MMP ou de l’azathioprine formant ainsi un composé inactif [CLARKE et al. 1958]. La présence d’un SNP sur le gène AOX a été significativement associée à une absence de réponse clinique à l’azathioprine (OR : 2,54 ; IC95% : [1,06–6,13] ; p=0,035) dans une étude sur 192 patients, malgré des concentrations en 6-TGN similaires entre patients répondeurs et non-répondeurs [SMITH et al. 2009]. De plus, cette étude a montré que la combinaison de ce SNP avec l’activité TPMT permettait de prédire une efficacité de l’azathioprine chez, respectivement, 33 % et 86 % des patients, en fonction de la combinaison favorable ou défavorable de chacun de ces deux marqueurs 
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[SMITH et al. 2009]. En outre, cette étude n’a pas trouvé d’association entre ce SNP et la survenue d’effet indésirable. Au final, la prévalence de ce SNP sur le gène AOX n’est pas connue dans la population générale et ses conséquences sur l’efficacité doivent être plus largement explorées.  
6.5 5,10-Méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHFR) La 5,10-méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est une enzyme du cycle de folates permettant la production de SAM. Des variations d’activité des enzymes du cycle des folates en relation avec la présence de polymorphismes génétiques pourraient avoir un effet sur la régénération de la SAM – cofacteur de la TPMT – consommée lors de la méthylation de la 6-MP par la TPMT [SCHWAHN & ROZEN 2001]. Deux SNP sur le gène 
MTHFR, associés à une baisse d’activité enzymatique, ont une prévalence totale de 20 % dans la population générale [SCHWAHN & ROZEN 2001]. Ainsi, une étude génétique portant sur 86 individus sains a montré une influence de ces deux SNP sur le niveau d’activité TPMT [KARAS-KUZELICKI et al. 2010]. Cependant, ces deux SNP ne semblent pas être associés à la présence d’effets indésirables à l’azathioprine dans une étude chez des patients ayant eu une transplantation hépatique [BREEN et al. 2005]. Néanmoins, cette étude prenait en compte le génotype du receveur et non du donneur, et ce dernier aurait été plus informatif étant donné que le foie est le principal site pour la méthylation de la 6-MP [SZUMLANSKI et al. 1992]. L’effet des polymorphismes sur MTHFR reste donc à analyser dans d’autres études et il est possible qu’il ne se manifeste cliniquement qu’en présence d’une activité TPMT déjà réduite. Par ailleurs, certains médicaments antifolates tels que le méthotrexate ou la triméthoprime, pourraient également avoir un effet sur l’activité TPMT et modifier la synthèse des 6-TGN [BROUWER et al. 2005]. Cependant, une étude sur des patients ayant une LAL a montré que la co-administration de méthotrexate était responsable d’une diminution importante des concentrations intracellulaires en 6-TGN, même si des travaux in vitro plus récents décrivent une inhibition directe de la TPMT par le méthotrexate [DERVIEUX et al. 2003; WENNERSTRAND et al. 2013].  
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6.6 Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransférase (HPRT) L’HPRT, codée par le gène HPRT1 présent sur le chromosome X, est une transférase qui catalyse la conversion de l’hypoxanthine en IMP et de la guanine en guanosine monophosphate (GMP), en transférant un groupement 5-phosphoribosyl provenant du phosphoribosylpyrophosphate (PRPP) [FU et al. 2014]. L’HPRT est impliquée dans la voie de sauvetage des purines permettant le recyclage des nucléotides. Un déficit en HPRT est à l’origine du syndrome de Lesch-Nyhan, responsable de troubles neurologiques sévères dès le plus jeune âge, tels qu’un retard mental et des comportements agressifs d’automutilation [LESCH & NYHAN 1964]. Le déficit complet en HPRT est rare, en lien avec des mutations génétiques sur le gène HPRT1, dont la prévalence est de l’ordre de 1/380 000 [FU et al. 2014]. Les cellules de ces patients sont totalement insensibles aux thiopurines [KAMATANI et al. 1984; ROSMAN et al. 1974]. Le déficit partiel d’activité HPRT – 20 % d’activité enzymatique résiduelle –, appelé syndrome Kelley-Seegmiller, est caractérisé par une hyperuricémie responsable de crises de gouttes arthritiques. Excepté ces mutations rares, l’activité HPRT est relativement conservée dans la population générale avec une variabilité inter-individuelle d’un facteur 1,3 à 1,7 voire 2 selon les études [VAN ASSELDONK et al. 2010; DING et al. 2012; LENNARD et al. 1993]. L’HPRT, première enzyme de la voie métabolique menant à la synthèse des 6-TGN, pourrait être l’enzyme limitante de cette voie dont de faibles variations pourraient être en lien avec des modulation de 6-TGN. Ainsi, une première étude a évalué l’influence de quatre génotypes du gène HPRT1 sur la survenue d’effets indésirables aux thiopurines [PALMIERI et al. 2007]. Aucune association n’a été trouvée, en raison d’une fréquence trop faible, inférieure à 1 %, des polymorphismes étudiés. Par la suite, une étude prospective sur 120 patients ayant une MICI a rapporté une activité HPRT significativement plus élevée chez les patients ayant une leucopénie [DING et al. 2012]. Parmi ces derniers, une corrélation positive entre l’activité HPRT et les concentrations intra-érythrocytaires en 6-TGN a également été trouvée. Ainsi, les patients ayant une activité HPRT élevée pourrait être plus sensibles aux thiopurines en lien avec une potentialisation de la formation des 6-TGN [DING et al. 2012]. Enfin, au cours d’un traitement par thiopurine, une induction limitée de l’activité HPRT a été retrouvée dans des globules rouges et de manière plus importante dans les cellules mononuclées, sans que les conséquences sur la formation des métabolites thiopuriniques n’ait été étudiée [VAN ASSELDONK et al. 2010]. 
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6.7 Inosine 5'-monophosphate déshydrogénase (IMPDH) L’activité inosine 5'-monophosphate déshydrogénase (IMPDH) est catalysée par deux enzymes codées par deux gènes distincts : IMPDH1 à l’origine de la forme constitutive, et 
IMPDH2 à l’origine de la forme inductible lors de la réplication cellulaire, notamment dans les lymphocytes [GENSBURGER et al. 2010]. L’IMPDH est une enzyme de la synthèse de novo des purines, intervenant entre l’étape de l’HPRT et celle de la GMPS, et catalysant la conversion de l’IMP en xanthosine monophosphate. Au cours d’un traitement par thiopurine, l’IMPDH transforme le 6-TIMP en 6-TXMP. La variabilité interindividuelle de l’activité IMPDH, dont l’amplitude est d’environ 5 fois dans la population générale, pourrait entraîner une modulation du métabolisme des thiopurines [HAGLUND et al. 2008]. Ainsi, une activité élevée a été associée à des concentrations en 6-meTIMP basses, sans influence sur celles des 6-TGN [HAGLUND et al. 2008]. Par ailleurs, une insertion de 9 pb au sein du promoteur de l’IMPDH1, réduisant son activité in vitro, a été retrouvée chez des patients résistants aux thiopurines dans les MICI [ROBERTS et al. 2007].  
6.8 ATP-binding cassette sub-family C member (ABCC4) Le transporteur d’efflux de nucléotides ABCC4 (ATP-binding cassette sub-family C member 

4, anciennement appelé MRP4) est exprimé dans de nombreux types cellulaires, notamment les progéniteurs myéloïdes [KRISHNAMURTHY et al. 2008; SAMPATH et al. 2002]. Dans le cas d’un traitement par thiopurine, ce transporteur permet l’efflux des nucléotides thiopuriniques monophosphorylés, tel que le 6-TIMP ou le 6-TGMP [ZAZA et al. 2010]. Il protège ainsi la cellule d’une accumulation de métabolites nucléotidiques cytotoxiques, et peut moduler la sensibilité aux thiopurines pouvant être à l’origine d’une résistance au traitement [JANKE et al. 2008; KRISHNAMURTHY et al. 2008; SAMPATH et al. 2002]. Un SNP sur le gène ABCC4 (c.2269G>A ; rs3765534), associé à une importante réduction de l’activité du transporteur, a été identifié chez 14 à 18 % de la population japonaise et pourrait être également présent dans d’autres populations [JANKE et al. 2008; KRISHNAMURTHY et al. 2008]. Chez les patients porteurs de ce SNP, un traitement par thiopurine a entraîné une numération significativement plus faible des leucocytes ainsi que des concentrations intra-érythrocytaires plus élevées en 6-TGN par rapport aux autres patients [BAN et al. 2010]. Le risque de developper une leucopénie était également 3 fois plus élevé en 
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présence de ce polymorphisme sur ABCC4 (OR : 3,30 ; IC95% : [1,03–10,57] ; p=0,036) [BAN et al. 2010]. Par ailleurs, une étude in vitro sur des cellules leucémiques CEM sélectionnées pour leur résistance à la 6-MP a révélé une surexpression d’ABCC4, en relation avec une sous-expression du transporteur d’influx SLC28A3, qui pourraient être associée à des échecs au traitement [PENG et al. 2008]. Enfin, une étude d’association sur génome entier (genome-wide association study, GWAS) a rapporté une association significative entre des SNP dans les gènes ABCC4 et ABCC5, et des modifications de sensibilité aux thiopurines [MATIMBA et al. 2014].   
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Maladies inflammatoires chroniques de 
l’intestin 

 Définition et étiologie 

Les MICI, regroupant la maladie de Crohn et la RCH, sont des maladies chroniques évoluant par poussées inflammatoires, de durée et de fréquence extrêmement variables en fonction des patients, alternant avec des phases de rémission [ABRAHAM & CHO 2009]. Dans la maladie de Crohn, l'inflammation peut être localisée dans tout le tube digestif, de la bouche à l’anus (le plus souvent au niveau de l’iléon) tandis que dans la RCH, elle est localisée au niveau du rectum et du côlon. L’inflammation de la muqueuse digestive est à l’origine d’une symptomatologie importante (douleurs abdominales aiguës, troubles digestifs, diarrhées sanglantes, fissures ou abcès péri-anal…) entraînant une altération de la qualité de vie. Il peut également y avoir des manifestations inflammatoires extra-intestinales ainsi qu’un risque infectieux majoré. Les MICI sont souvent diagnostiquées chez les jeunes adultes entre 15 et 30 ans mais peuvent survenir à tout âge ; 15 % des cas concernent des enfants [ABRAHAM & CHO 2009]. Enfin, elles sont associées à un risque accru de cancer colorectal, notamment lorsque des lésions sont présentes au niveau du côlon. Les MICI nécessitent des traitements sur le long terme et souvent tout au long de la vie [KIRSCHNER 1998]. Chez les patients pédiatriques, le retentissement de la maladie est particulièrement important avec des conséquences physiologiques – comme la malabsorption et la dénutrition responsables d’une cassure de la courbe de croissance – et sociales (rupture scolaire) extrêmement délétères. Les MICI touchent principalement les pays occidentaux et c’est en Europe qu’il y a le plus de cas recensés avec une prévalence de 827 cas pour 100 000 personnes, soit environ 2,5 millions de patients, dont 200 000 en France [MOLODECKY et al. 2012]. De plus, l’incidence de ces maladies augmente à travers le globe en faisant désormais une maladie planétaire [MOLODECKY et al. 2012]. L’étiologie des MICI n’est pas parfaitement connue actuellement mais est très probablement plurifactorielle. Plusieurs hypothèses ont été évoquées en lien avec une bactérie pathogène non-identifiée ou une réaction immunologique vis-à-vis du 
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microbiote intestinal [KHAN et al. 2011]. Cette maladie étant en progression dans les pays industrialisés, un rôle de l’environnement (pollution, hygiène, alimentation, microbiote) est également largement suspecté. Plus vraisemblablement, une interaction particulière entre une vulnérabilité familiale et l’environnement, notamment l’environnement microbiotique intestinal entraîne le développement d’une MICI. Ainsi, une centaine de gènes de prédisposition ont été identifiés parmi lesquels IL23R, IL12B, IFNG ou encore 
STAT3 [ABRAHAM & CHO 2009]. Une récente étude sur génome entier (GWAS) impliquant 75000 cas de MICI a identifié des gènes en relation avec d’autres maladies dysimmunitaires telles que la spondylarthrite ankylosante ou le psoriasis) [JOSTINS et al. 2012]. Cette étude a également révélé des associations entre des loci de susceptibilité aux MICI et des voies métaboliques de réponse aux infections mycobactériennes, ayant pu entraîner une sélection naturelle au cours des siècles. Plus particulièrement, le gène NOD2/CARD15 qui code pour un récepteur intracellulaire aux lipopolysaccharides et aux peptidoglycanes – cette protéine intervient dans l’immunité innée, à la fois dans l’activation cellulaire par la voie NFκB et en potentialisant l’apoptose cellulaire par la voie de la caspase 9 – a été identifié comme un gène de susceptibilité dans la maladie de Crohn. Certaines mutations identifiées multiplient par 40 le risque de développer cette maladie [ABRAHAM & CHO 2009; HUGOT et al. 2001].  
 Prise en charge thérapeutique des MICI 

La prise en charge thérapeutique d’un patient atteint d’une MICI prend en compte l’activité, la localisation et le comportement de la maladie. Les différentes approches thérapeutiques possibles doivent être discutées avec le patient. L’évaluation de l’activité de la maladie est parfois plus difficile dans la maladie de Crohn que dans la RCH, car les symptômes, tels que la douleur ou la diarrhée, peuvent être dus à d'autres causes qu’une maladie évolutive [DIGNASS et al. 2010]. L’évaluation clinique seule n’est donc pas suffisante pour apprécier l’activité d’une MICI et requiert une exploration complémentaire, basée sur des marqueurs de l’inflammation et/ou l’endoscopie, avant la mise en route d’un traitement [COLOMBEL et al. 2010; DIGNASS et al. 2010]. Le choix d’un traitement adapté est toujours conditionné par la balance bénéfice/risque, la réponse clinique à un traitement précédent et la présence de manifestations extra-
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intestinales ou de complications. Il faut également garder à l’esprit que, pour les patients ayant une maladie moyennement active, une des options thérapeutiques est de ne pas donner de traitement [DIGNASS et al. 2010]. En effet, deux méta-analyses fondées sur des études randomisées contrôlées montrent que, dans la maladie de Crohn et dans la RCH, respectivement 18 % [IC 95% : 14-24 %] et 15 % [IC 95% : 10-21 %] des patients obtiennent une rémission avec un placebo [SU et al. 2004, 2007]. Plus particulièrement au cours de la RCH, les saignements rectaux peuvent être associés à une notion de relative urgence thérapeutique nécessitant des traitements locaux, même si aucun traitement systémique n’est recommandé [DIGNASS et al. 2012]. L’objectif des traitements dans les MICI est dans un premier temps l’induction de la rémission puis, dans un second temps, son maintien pour éviter les rechutes et le recours à la chirurgie. En pratique, deux stratégies s’opposent et l’adhésion du patient aux choix du thérapeute est indispensable quelle que soit l’option choisie [DIGNASS et al. 2010] : (i) la stratégie ascendante « set-up » classique débutant par des molécules de première ligne peu toxiques ; des médicaments plus puissants seront introduits par la suite en cas d’échec ; dans la maladie de Crohn, cette stratégie débute en général par des salicylés à fortes doses – bien que peu efficaces –, suivis par des corticoïdes, puis l’azathioprine, le méthotrexate et enfin les anti-TNF. (ii) la stratégie « top-down » plus novatrice, qui consiste à débuter avec des traitements puissants (tels que les immunosuppresseurs ou les anti-TNF) afin de réduire rapidement l’inflammation et les symptômes, puis de maintenir par la suite une rémission avec des traitements moins agressifs. Cette seconde stratégie est à privilégier chez les patients souffrants de symptômes dus à une maladie active ; dans la maladie de Crohn, elle consiste à débuter par une combothérapie azathioprine/anti-TNF, éventuellement associée à des corticoïdes.  
2.1 Anti-inflammatoires coliques 

2.1.1 Aminosalicylés Les aminosalicylés sont représentés par deux molécules en France : la mésalazine ou acide 5-aminosalicylique (5-ASA) (Pentasa®, Rowasa®, Fivasa®, Dipentum®, Quadrasa®) et sa 
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pro-drogue, la sulfasalazine (Salazopyrine®). La mésalazine existe sous différentes formes galéniques en fonction des indications : comprimés per os, suspension pour lavement ou suppositoires. Quand ils sont administrés per os, ils sont préférentiellement absorbés au niveau du colon, ce qui se traduit par une efficacité quasi nulle dans la maladie de Crohn plus souvent localisée au niveau de l’intestin grêle. Ils sont éliminés dans les fèces et dans les urines, sous forme inchangée ou acétylée. La mésalazine a une action topique anti-inflammatoire sur les cellules épithéliales coliques où elle est également métabolisée [DIGNASS et al. 2012]. Un passage systémique de ces médicaments n’est pas nécessaire. Historiquement, les premiers essais cliniques ont montré une efficacité des aminosalicylés dans les MICI. Cependant, une méta-analyse incluant trois essais randomisés contrôlés contre placebo chez des patients ayant une maladie de Crohn active a montré une supériorité très modeste par rapport au placebo [HANAUER & STRÖMBERG 2004]. En conséquence, dans la maladie de Crohn, la mésalazine n’est pas recommandée [DIGNASS et al. 2010]. Dans la RCH, au contraire, sur la base de deux méta-analyses, les aminosalicylés ont une efficacité démontrée par rapport au placebo dans l’induction de la rémission et la prévention des rechutes [FEAGAN & MACDONALD 2012; FORD et al. 2011]. Il semble qu’aucune forme galénique ne soit supérieure aux autres. La mésalazine est globalement bien tolérée et les effets indésirables, apparaissant chez environ 15 % des patients, se manifestent principalement par des diarrhées (3 %), maux de tête (2 %), nausées (2 %) ou éruptions cutanées (1 %). La sulfasalazine, qui possède un groupement sulfamide associé au 5-ASA, est, en plus des effets indésirables sus-cités, responsable de réactions allergiques connues pour cette classe thérapeutique (éruptions cutanées, fièvre, hyper-éosinophilie, anémie hémolytique…).  
2.1.2 Corticoïdes locaux par voie rectale Ils sont représentés par la bétaméthasone (Betnesol® soluté rectal) et l’hydrocortisone (Colofam® mousse rectale). Ils ont une action anti-inflammatoire localisée sur la muqueuse intestinale et présentent une efficacité remarquable dans les poussées aiguës de RCH ou des formes rectales et coliques gauches de la maladie de Crohn. Leur faible passage systémique et leur utilisation transitoire expliquent qu’ils sont très bien tolérés.  
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2.2 Corticoïdes systémiques Les corticoïdes utilisés dans les MICI sont principalement la prednisone (Cortancyl®) et le budésonide (Entocort®) aux posologies respectives de 0,5-0,75 mg/kg/jour et 9 mg/jour. Le budésonide et les corticoïdes classiques (prednisone, prednisolone, méthylprednisone) sont efficaces pour induire la rémission dans la maladie de Crohn [SANDBORN et al. 2007a; SEOW et al. 2008]. A contrario, le budésonide n’est pas utilisé pour induire la rémission dans la RCH où son efficacité est moindre par rapport à la mésalazine [SHERLOCK et al. 2010]. Seul les corticoïdes classiques sont efficaces pour induire la rémission dans les formes graves de RCH [BERNAL et al. 2006]. Enfin, les corticoïdes sont inefficaces pour le maintien de la rémission à long terme [STEINHART et al. 2003].  Le budésonide est la molécule de choix pour les formes moyennes et modérées de la maladie de Crohn car elle présente moins d’effets indésirables que la prednisone (RR : 0,64 ; IC 95% : [0,54-0,76]), même si elle est légèrement moins efficace que cette dernière (RR : 0,86 ; IC 95% : [0,76-0,98]) [SEOW et al. 2008]. Dans les formes sévères, la prednisone est plutôt recommandée en raison de son efficacité supérieure [DIGNASS et al. 2010]. L’efficacité des corticoïdes doit être contrebalancée par leurs effets indésirables observés chez environ 33 % et 55 % des patients, respectivement, pour le budésonide et la prednisone [RUTGEERTS et al. 1994]. Les effets précoces sont de types cutanés (acné, hypertrichose), métaboliques (rétention hydro-sodée et œdèmes, intolérance au glucose), endocriniens (syndrome « cushingoïde »), digestifs ou psychiques (troubles du sommeil et de l’humeur). Lors d’un usage prolongé au-delà de 12 semaines, des troubles physiologiques plus profonds s’installent comme l’ostéoporose, des amyotrophies ou faiblesses musculaires, et un risque infectieux majoré ; de plus chez les enfants, le risque majeur est une cassure de la courbe de croissance, pouvant déjà être altérée par l’histoire naturelle de la MICI. Enfin, au moment de l’arrêt des corticoïdes, un syndrome de sevrage peut apparaître avec notamment une insuffisance surrénale aiguë ou une augmentation de la pression intracrânienne. Ils sont donc arrêtés progressivement avec une décroissance sur plusieurs semaines. Pour éviter l’apparition d’une dépendance prolongée aux corticoïdes, la décroissance et l’arrêt doivent être prévus dès l’instauration du traitement. 
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L’introduction d’un traitement au long cours, par immunosuppresseurs par exemple, en même que temps que l’introduction des corticoïdes facilitent leur sevrage par la suite [DIGNASS et al. 2010].  
2.3 Antibiotiques Les antibiotiques ont été prescrits dans les MICI pour induire la rémission, afin de moduler le microbiote intestinal, en lien avec une hypothèse infectieuse et une perturbation de la flore intestinale. Les molécules testées étaient principalement des antituberculeux, des macrolides, des fluoroquinolones et le métronidazole. Une méta-analyse de la littérature rapporte une très légère supériorité des antibiotiques par rapport au placebo pour induire la rémission dans la maladie de Crohn (RR=0,85 ; IC 95% : [0,73-0,99] ; p=0,03) et dans la RCH (RR=0,64 ; IC 95% : [0,43-0,96]) [KHAN et al. 2011]. Cependant, les études incluses présentant une hétérogénéité relativement importante avec des différences dans les molécules utilisées, les résultats sont difficilement interprétables [KHAN et al. 2011]. A ce jour, les conférences de consensus thérapeutiques dans les MICI ne recommandent pas l’usage des antibiotiques pour l’induction de la rémission [DIGNASS et al. 2010, 2012]. Les antibiotiques sont plutôt prescrits pour traiter des complications infectieuses, des symptômes dus à une prolifération bactérienne ou des lésions péri-anales, leur indication principale étant le traitement des colites à Clostridium difficile, notamment par vancomycine et métronidazole [DIGNASS et al. 2010; HASHASH & BINION 2014].  
2.4 Immunosuppresseurs 

2.4.1 Thiopurines La première utilisation d’une thiopurine pour le traitement d’une MICI – la RCH – date de 1962 pour la 6-MP et de 1966 pour l’azathioprine [BEAN 1962; BOWEN et al. 1966]. Depuis, les thiopurines sont fréquemment prescrites dans ces indications et on estime qu’environ un patient sur deux ayant une MICI a déjà reçu des thiopurines [BEAUGERIE et al. 2009; COSNES et al. 2005]. 
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Maladie de Crohn Corticorésistance – Corticodépendance Poussée inaugurale traitée par corticoïdes Atteinte oeso-gastro-duodénale Atteinte étendue (>100 cm) de l’intestin grêle Lésions ano-périnéales complexes Rechute dans l’année suivant une poussée iléo-caecale sévère ou une poussée colique Rechute dans les 3 mois suivant toute poussée 
Rectocolite hémorragique Corticorésistance – Corticodépendance Poussées fréquentes chez des patients recevant un traitement optimal par le 5-ASA Poussées fréquentes chez des patients ne tolérant pas le 5-ASA Rémission obtenue par la ciclosporine Rémission obtenue par un traitement corticoïde intraveineux intensif (facultatif) 

Source : adapté de [DIGNASS et al. 2010, 2012] 

TABLEAU 2. Indications des thiopurines dans les MICI selon les recommandations 
européennes de l’ECCO   Dans les formes modérées à sévères des MICI, alors que les corticoïdes sont le traitement de référence de l’induction de la rémission, les thiopurines constituent la base du traitement du maintien de la rémission. En Europe et aux Etats-Unis, elles sont prescrites en cas d’échec des traitements de première intention, en particulier chez les patients corticodépendants ou chez ceux qui ne répondent pas aux corticoïdes systémiques [DIGNASS et al. 2010; TERDIMAN et al. 2013]. Dans la maladie de Crohn, aussi bien l’azathioprine que la 6-MP ont prouvé leur efficacité pour le maintien de la rémission et le sevrage aux corticoïdes dans les formes cortico-dépendantes [PREFONTAINE et al. 2009] ou pour la prévention des rechutes post-chirurgicales [PEYRIN-BIROULET et al. 2009]. En revanche, les thiopurines en monothérapie n’ont pas démontré leur efficacité pour induire la rémission et doivent être associées à l’infliximab si une alternative aux 
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corticoïdes est recherchée dans cette indication [CHANDE et al. 2013]. Concernant la RCH, l’efficacité des thiopurines a été prouvée dans le maintien de la rémission mais leur utilisation n’est recommandée qu’en cas d’échec des anti-inflammatoires locaux tels que la mésalazine ou sulfasalazine [TIMMER et al. 2012].  
2.4.2 Anti-TNF Les anti-TNF sont des anticorps dirigées contre le tumor necrosis factor-α (TNFα) et sont actuellement représentés par 4 médicaments indiqués dans les MICI (Tableau 3). Tous les anti-TNF actuellement disponibles semblent avoir une efficacité clinique comparable et des effets indésirables similaires. Le choix de la molécule dépend donc principalement de la voie et du rythme d’administration, du coût et de la préférence du patient [DIGNASS et al. 2010].   

DCI 
(spécialité) Type Voie Posologie Demi-vie Indications 

Infliximab 
(Remicade®) 

anticorps IgG1 monoclonal murin-humain IV perfusion lente (2h) 5 mg/kg à S0, S2, S6 puis toutes les 8 semaines 8-12 jours Maladie de Crohn adulte et pédiatrique RCH adulte et pédiatrique [EMA 2012a] 
Adalimumab 
(Humira®) 

anticorps IgG1 monoclonal humain SC stylo injecteur 80 mg puis 40mg toutes les 2 semaines 10-20 jours Maladie de Crohn adulte et pédiatrique [EMA 2013] 
Certolizumab 
pegol 
(Cimzia®) 

Fragment Fab d’anticorps monoclonal « pégylé » SC stylo injecteur 400 mg à S0, S2, S4 puis 200 mg toutes les 2 semaines 14 jours Refus d’AMM dans la maladie de Crohn par l’EMA mais autorisation par la FDA (EMA 2008; FDA 2008) 
Golimumab 
(Simponi®) 

anticorps IgG1 monoclonal humain SC stylo injecteur 200 mg à S0 puis 100 mg à S2 puis 50-100mg toutes les 4 semaines 12 jours RCH adulte [EMA 2014a] 
TABLEAU 3. Caractéristiques des anti-TNF utilisés dans les MICI  

- Mode d’action 
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Ils permettent de diminuer l’inflammation chronique au niveau de la muqueuse intestinale ainsi que la production du facteur pro-inflammatoire TNFα, qui est augmenté chez les patients atteints de MICI [MURCH et al. 1993].  
- Pharmacocinétique Après administration, ils sont distribués dans le compartiment extracellulaire et pénètrent peu dans les cellules du fait de leur très haut poids moléculaire et de leur relative hydrophilie [ORDAS et al. 2012]. Leur clairance est assurée par les cellules du système réticulo-endothélial via des récepteurs d’endocytose permettant la formation d’endosomes protéolytiques [WANG et al. 2008]. L’élimination rénale, par filtration glomérulaire, ou biliaire est quasi-inexistante [WANG et al. 2008]. La demi-vie d’élimination augmente avec le degré d’humanisation de l’immunoglobuline. Ainsi, l’infliximab possède une demi-vie de 8-12 jours, alors que celle de l’adalimumab est de 10-20 jours [ORDAS et al. 2012]. Concernant le certolizumab, il est pégylé, c’est-à-dire conjugué avec une molécule de polyéthylène glycol qui augmente sa demi-vie d’élimination (14 jours) par différents mécanismes, notamment une diminution de la clairance rénale, de la protéolyse et de l'immunogénicité par un mécanisme d’échappement au système réticulo-endothélial [EMA 2014b].  
- Efficacité De nombreuses études cliniques ont montré l’efficacité de ces médicaments pour l’induction et le maintien de la rémission dans la maladie de Crohn avec d’importants taux de réponse, dès les 4 premières semaines de traitement [COLOMBEL et al. 2010, 2007; D’HAENS et al. 2008; HANAUER et al. 2006; SANDBORN et al. 2007b; SANDS et al. 2004; SCHNITZLER et al. 2009]. Ces résultats ont été confirmés par différentes méta-analyses [AKOBENG & ZACHOS 2004; BEHM & BICKSTON 2008; PEYRIN-BIROULET et al. 2008]. Les anti-TNF sont également utilisés en association (désignée sous le terme de combothérapie) avec l’azathioprine, dans des stratégies thérapeutiques « top-down » (cf paragraphe 4.1.3), dès l’induction de la rémission dans les formes modérées à sévères. Cette stratégie, comparée à une stratégie classique « set-up » fondée sur des corticoïdes suivis par l’azathioprine, a montré sa supériorité sur la cicatrisation endoscopique et la rémission 
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sans corticoïdes dans la maladie de Crohn [D’HAENS et al. 2008]. Une autre étude (SONIC), a montré qu’un meilleur taux de rémission sans corticoïdes à 26 semaines était obtenu par l’association azathioprine-infliximab (56,8 %), par rapport à une monothérapie d’infliximab (44,4 %) ou d’azathioprine (30,0 %) [COLOMBEL et al. 2010]. Ainsi, dans les formes sévères de la maladie de Crohn, la combothérapie est d’emblée indiquée et de plus en plus prescrite, alors que la place de l’azathioprine en monothérapie est discutée [COLOMBEL et al. 2010]. Il semble fort probable que l’adalimumab, ayant le même mécanisme d’action que l’infliximab, soit également plus efficace en association avec l’azathioprine, qu’en monothérapie. Concernant la RCH, les anti-TNF sont efficaces pour l’induction de la rémission dans les formes modérées à sévères mais relativement moins que dans la maladie de Crohn [LAWSON et al. 2006]. Ils permettent, du moins à court terme, de réduire la fréquence des colectomies. Parmi les facteurs de mauvais pronostic, ont été identifiés l’âge avancé, une sérologie pANCA+/ASCA-, ainsi qu’une signature moléculaire impliquant des gènes de la réponse immunitaire adaptative [ARIJS et al. 2009; FERRANTE et al. 2007].  
Nota bene : Le certolizumab pegol bien que recommandé dans la dernière conférence de consensus européenne de l’ECCO a reçu un avis défavorable d’AMM par l’EMA dans la maladie de Crohn pour cause d’efficacité insuffisante, de risque majoré de saignements par rapport aux autres anti-TNF et enfin d’une qualité pharmaceutique des anticorps inconstante [DIGNASS et al. 2010; EMA 2008]. Il a cependant reçu un avis favorable d’AMM aux Etats-Unis par la FDA (FDA 2008).  

- Déterminants biologiques de l’efficacité De nombreuses études permettent d’établir une relation pharmacocinétique-pharmacodynamie pour les anti-TNF : plus les concentrations plasmatiques résiduelles sont élevées, plus le taux de réponse clinique est important [MASER et al. 2006; SEOW et al. 2010]. Un des principaux facteurs impliqués dans la perte d’efficacité des anti-TNF est l’apparition d’anticorps contre ces molécules, entraînant une baisse des concentrations libres circulantes d’anti-TNF [ORDAS et al. 2012]. Dans cette situation, un relai vers une autre molécule de la classe des anti-TNF permet de récupérer une efficacité chez 92 % des 
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patients traités, quand une augmentation de la posologie ne sera efficace que chez 17 % des patients [AFIF et al. 2010]. A l’inverse, chez les patients ayant des concentrations plasmatiques d’anti-TNF infra-thérapeutiques et en l’absence d’anticorps, une simple augmentation de posologie est efficace pour obtenir une réponse clinique dans 86 % des cas [AFIF et al. 2010]. Une autre alternative chez les patients ayant une apparition d’anticorps est l’ajout d’un autre immunosuppresseur tel que l’azathioprine.  
- Toxicités Le profil d’effets indésirables des anti-TNF est similaire entre eux [SERGHINI et al. 2012]. Un recul de quasiment 10 ans d’expérience dans les MICI est disponible pour l’infliximab et l’adalimumab. Les réactions locales au site d’injection représentent l’effet indésirable le plus courant (douleur, tuméfaction, érythème, prurit…) chez environ 30 % des patients traités [SERGHINI et al. 2012]. Concernant les effets indésirables graves, une large méta-analyse a récemment montré qu’il n’y a pas d’augmentation du risque global de décès, d’infection sévère ou de survenue de cancers lors d’un traitement par anti-TNF [COLOMBEL 

et al. 2009]. Cependant, ces résultats sont à analyser avec précaution, notamment pour le risque de survenue de cancers, car ils proviennent d’essais cliniques évaluant souvent une durée de traitement relativement courte. En effet, plus spécifiquement pour l’adalimumab, bien que les essais cliniques ne montrent pas d’augmentation du risque global de survenue d’un cancer, le risque de carcinome cutané épidermoïde est multiplié par 5,26 par rapport à la population générale et le risque de lymphome n’est pas négligeable [COLOMBEL et al. 2009]. Le risque de lymphome T hépatosplénique étant particulièrement majoré en cas de combothérapie, cette association est à déconseiller sur le long terme chez les enfants et adolescents [DIGNASS et al. 2010]. Concernant le risque infectieux, une attention particulière doit être portée aux infections opportunistes, notamment tuberculose ou infection fongique profonde, qui doivent être recherchées devant un syndrome infectieux inexpliqué [DIGNASS et al. 2010]. Enfin, la formation d’auto-anticorps anti-nucléaires de type lupique survient chez environ 19 % des patients lors d’un traitement par adalimumab, sans conséquence clinique dans la très grande majorité des cas [HANAUER et al. 2006].  



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES – Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

 98 

2.4.3 Méthotrexate Le méthotrexate (Novatrex®, Ledertrexate®) est un analogue de l’acide folique possédant une activité antimétabolite. C’est un inhibiteur compétitif de la dihydrofolate réductase bloquant ainsi la synthèse des bases puriques et pyrimidiques. L’effet anti-inflammatoire du méthotrexate dans les MICI est probablement plutôt expliqué par une inhibition de la synthèse de cytokines et d’eicosanoïdes pro-inflammatoires, en lien avec une baisse d’adénosine [DIGNASS et al. 2010]. Le méthotrexate est prescrit par voie orale, sous-cutanée ou intra-musculaire à la dose de 25mg par semaine [DIGNASS et al. 2010]. D’action lente et différée comme les thiopurines, le méthotrexate est efficace en association avec des corticoïdes pour l’induction de la rémission [FEAGAN et al. 1995]. D’efficacité comparable aux thiopurines, son usage actuel est plutôt réservé en seconde ligne de traitement, chez les patients réfractaires ou intolérants aux thiopurines ou aux anti-TNF [DIGNASS et al. 2010; FRASER 2003; MCDONALD et al. 2012]. Dans la RCH, peu d’essais cliniques randomisés ont évalué l’intérêt du méthotrexate, qui n’est, pour l’heure, pas recommandé dans cette indication [DIGNASS et al. 2012; EL-MATARY et al. 2009]. Les effets indésirables se manifestent chez 10-18% des patients traités [FRASER 2003]. Les toxicités digestives précoces peuvent être minimisées par la co-prescription d’acide folique. Les toxicités à long terme sont principalement représentées par l’hépatotoxicité, nécessitant un suivi régulier des transaminases, et des pneumopathies [DIGNASS et al. 2010; FRASER 2003].  
2.4.4 Ciclosporine et tacrolimus La ciclosporine (Neoral®) et le tacrolimus (Prograf®) sont des inhibiteurs de la calcineurine entraînant une inhibition de la synthèse de cytokines par les lymphocytes T responsable d’un effet anti-prolifératif. Dans la littérature, un seul essai randomisé a montré une efficacité de la ciclosporine par rapport au placebo pour induire la rémission dans la maladie de Crohn chez des patients intolérants ou réfractaires aux corticoïdes, tandis qu’elle a été inefficace pour maintenir la rémission dans une autre étude [BRYNSKOV 
et al. 1989; FEAGAN et al. 1994]. L’utilisation du tacrolimus est rapportée uniquement dans des essais ouverts. Ces données limitées font qu’il est impossible de définir des 
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recommandations pour l’usage des inhibiteurs de calcineurine dans la maladie de Crohn [DIGNASS et al. 2010]. Dans le cas de la RCH, une méta-analyse de la Cochrane Collaboration concluant que le nombre d’essais cliniques contrôlés étant trop faible, il n’est pas possible d’établir la supériorité de la ciclosporine par rapport à d’autres traitements pour induire la rémission dans les formes sévères [SHIBOLET et al. 2005]. Elle est toutefois utilisable dans les formes sévères de RCH en cas de contre-indication des corticoïdes ou en seconde ligne de traitement afin d’éviter une résection colique [DIGNASS et al. 2012].   
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 Critères d’évaluation de l’activité dans les MICI 

3.1 Critères cliniques Dans les MICI, la rémission clinique doit être évaluée en l’absence de corticoïdes et à l’aide de scores internationalement reconnus et validés : dans la maladie de Crohn, il s’agit du 
Harvey-Bradshaw index (HBI) [HARVEY & BRADSHAW 1980] ou préférentiellement du 
Crohn's Disease Activity Index (CDAI) [BEST et al. 1976], considéré comme « gold-standard » et de sa forme pédiatrique, le Pediatric Crohn's Disease Activity Index (PCDAI) [HYAMS et al. 1991] ; dans la RCH il s’agit du score du Mayo Clinic Score [SCHROEDER et al. 1987], du Ulcerative Colitis Disease Activity Index (UC-DAI ou Sutherland Index) [SUTHERLAND et al. 1987] et du Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI) [TURNER 
et al. 2007] chez les enfants. Ces scores sont basés sur des items cliniques quantitatifs (nombre de selles par jour, présence de sang dans les selles, valeurs biologiques…) et qualitatifs (douleur abdominale, bien être général…). Bien que ces scores constituent des références en recherche clinique, ils n’intègrent pas d’évaluation du patient dans sa globalité. En effet, ils ne donnent pas une part importante à la qualité de vie des patients, alors même que ces pathologies ont un retentissement important sur leur quotidien. C’est une des raisons pour laquelle le Inflammatory Bowel Disease Questionnaire (IBDQ) a été développé afin de mieux évaluer la qualité de vie du patient et d’intégrer une approche psychologique, sociale et émotionnelle dans la gravité de la maladie de Crohn [IRVINE et al. 1994]. Le IBDQ, validé et corrélé au CDAI (r = -0.67; P < 0.0001), présente l’avantage d’être plus robuste pour évaluer l’efficacité d’un traitement et pour percevoir ses effets sur la qualité de vie du patient [IRVINE et al. 1994]. Enfin, la rémission clinique, longtemps considérée comme l’objectif thérapeutique majeur au cours des MICI, a montré ses limites et son inefficacité à modifier l’histoire naturelle de ces affections [STEFANESCU et al. 2011]. Le développement de critères intermédiaires (surrogate endpoints) alternatifs, tels que des paramètres endoscopiques ou biologiques devrait permettre une meilleure évaluation de la rémission afin d’obtenir une précision plus fiable du pronostic des patients.    
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Nom du score Population 

Score pour 
rémission Critères Références 

Maladie de Crohn     Harvey-Bradshaw index (HBI) Adultes et enfants < 5 Cliniques (interrogatoire et examen) [HARVEY & BRADSHAW1980] Crohn's Disease Activity Index(CDAI)  Adultes < 150 Cliniques (interrogatoire) et biologiques [BEST et al. 1976] Pediatric Crohn's Disease Activity Index (PCDAI) Enfants < 10 Cliniques (interrogatoire et examen) et biologiques [HYAMS et al. 1991] 
Rectocolite hémorragique     Mayo Clinic Score Adultes ≤ 2 Cliniques (interrogatoire) et endoscopiques [SCHROEDER et al.1987] Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI)  Enfants < 10 Cliniques (interrogatoire) [TURNER et al. 2007] 

TABLEAU 4. Principaux scores utilisés pour évaluer l’efficacité des traitements dans 
les MICI   

3.2 Critères endoscopiques La rémission endoscopique, c’est-à-dire la « cicatrisation muqueuse endoscopique », est assimilée, dans le meilleur des cas, à la guérison de toutes les lésions inflammatoires et ulcéreuses de la muqueuse intestinale [D’HAENS et al. 2009; STEFANESCU et al. 2011]. Elle est associée à une diminution des risques de rechute clinique, d’hospitalisation et de chirurgie aussi bien au cours de la maladie de Crohn que de la RCH [PINETON DE CHAMBRUN 
et al. 2010; ROGLER et al. 2013; STEFANESCU et al. 2011]. Ainsi, dans la maladie de Crohn, une cicatrisation muqueuse précoce est prédictive d’un taux élevé de rémission sans corticoïdes ni immunosuppresseurs à 2 ans [BAERT et al. 2010]. Elle pourrait donc devenir l’objectif majeur à atteindre, susceptible de modifier l’histoire naturelle de la maladie, d’autant plus qu’une inflammation muqueuse résiduelle au cours de la RCH est associée à un risque accru de développer un cancer colique à plus long terme [RUTTER et al. 2004]. En pratique clinique et dans les essais thérapeutiques, la cicatrisation muqueuse endoscopique est surtout définie par la disparition de toutes les ulcérations visualisées 
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sur l’ensemble des segments coliques et iléaux examinés [D’HAENS et al. 1997]. Avec cette définition, la persistance de lésions moins sévères, comme la fragilité muqueuse, l’aspect granité ou l’érythème, ne sont pas incompatibles avec le statut de « cicatrisation muqueuse endoscopique ». Cependant, en pratique clinique, les limites résident dans le caractère invasif et coûteux des examens endoscopiques requis pour contrôler l’obtention de la cicatrisation muqueuse endoscopique. Pour ce faire, des moyens d’évaluation non endoscopiques de l’activité de la maladie sont en cours de développement, et seront probablement intégrés au sein de scores composites, qui pourront allier des examens morphologiques endoscopiques (vidéocapsule intestinale ou colique) et/ou radiologiques (entéroIRM, coloIRM, échographie), ainsi que des marqueurs biologiques inflammatoires sériques (CRP) et/ou fécaux (lactoferrine, calprotectine) [KOPYLOV & SEIDMAN 2014; SIPPONEN et al. 2008; SOLEM et al. 2005; STEFANESCU et al. 2011]. Enfin, la relativement bonne corrélation de l’endoscopie avec la présence de sang dans les selles et leur fréquence, du moins dans la RCH, font que l’utilité de cet examen invasif est source de débats [HIGGINS et al. 2005; TURNER et al. 2011].  
3.3 Critères biologiques Les critères biologiques reposent principalement sur la protéine C réactive (C-reactive 

protein, CRP) sérique, marqueur de l’inflammation, et des nouveaux biomarqueurs présents dans les selles, dérivés des polynucléaires neutrophiles. Deux anticorps ont également été étudiés et sont plutôt associés à la présence d’une MICI qu’à son évolution.  
3.3.1 CRP sérique La CRP est une protéine quasi-exclusivement synthétisée par le foie sous la stimulation d’Il-6, de TNFα ou d’Il-1β produits par un site inflammatoire [VERMEIRE et al. 2004]. La CRP sérique est donc un marqueur non spécifique de l’inflammation dont la courte demi-vie d’environ 6 heures permet d’en faire un biomarqueur pour le suivi de l’inflammation. La CRP sérique est corrélée à l’activité inflammatoire de la maladie dans les MICI, évaluée avec des critères cliniques, endoscopiques ou radiologiques [LANGHORST et al. 2008; SOLEM 
et al. 2005; VERMEIRE et al. 2004]. De manière générale, l’élévation de la CRP est plus 
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importante dans la maladie de Crohn que dans la RCH mais cette différence n’est pas assez sensible et robuste pour en faire un marqueur de diagnostic différentiel entre la maladie de Crohn et la RCH [SAVERYMUTTU et al. 1986; SOLEM et al. 2005].  
Biomarqueur 

Fluide 
biologique Spécificité Intérêts 

ASCA Sérum 
Maladie de Crohn :39 % - 79 % de patients positifs RCH : 5 % - 15 % de patients positifs [PEYRIN-BIROULET et al. 2007; REUMAUX 
et al. 2003; SANDBORN et al. 2001] 

Diagnostic  (intérêt limité, 14 % - 18 % des individus sains sont positifs) [BERNSTEIN et al. 2011] 
pANCA Sérum 

Maladie de Crohn :2 % - 28 % de patients positifs RCH : 20 % - 85 % de patients positifs [PEETERS et al. 2001; PEYRIN-BIROULET 
et al. 2007; SANDBORN et al. 2001] 

Diagnostic  (intérêt limité, 32 % des individus sains sont positifs) [BERNSTEIN et al. 2011] 
CRP Sérum Biomarqueur de l’inflammation aiguë Evaluation de l’activité de la maladie[BURRI & BEGLINGER 2011; SAVERYMUTTU et 

al. 1986; SOLEM et al. 2005] 
Calprotectine Fèces Biomarqueur de l’inflammation intestinale [LEWIS 2011; MENDOZA & ABREU 2009; VERMEIRE et al. 2006]  

Evaluation de l’activité de la maladie [MENDOZA & ABREU 2009] 
Lactoferrine Fèces Biomarqueur pour différencier une MICI active d’une MICI en rémission et d’un syndrome du côlon irritable [SCHOEPFER et al. 2008] 

Diagnostic Evaluation de l’activité de la maladie [SCHOEPFER et al. 2008] 
Source : adapté de [BENNIKE et al. 2014] 

TABLEAU 5. Principaux biomarqueurs biologiques utilisés dans les MICI  
3.3.2 Protéines fécales : lactoferrine et calprotectine  Les fèces étant en contact direct avec la paroi inflammatoire de l’intestin, cela en fait un milieu de choix pour la recherche de marqueurs potentiels de l’inflammation, tels que la calprotectine et la lactoferrine [VERMEIRE et al. 2006]. Ces deux protéines proviennent des cellules épithéliales ou sanguines mortes et sont éliminées dans les selles. 
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 Calprotectine La calprotectine, protéine de 36 kDa liant le calcium et le zinc, est présente de manière abondante dans le cytosol des monocytes et des polynucléaires neutrophiles, dont elle représente 5 % des protéines totales et jusqu’à 60 % des protéines cytosoliques [LEWIS 2011; VERMEIRE et al. 2006]. La calprotectine fécale représente une mesure indirecte de l’infiltrat de polynucléaires neutrophiles présents dans la muqueuse intestinale [LEWIS 2011]. Son dosage sert principalement au diagnostic différentiel avec des pathologies digestives non inflammatoires telles que le syndrome de l’intestin irritable. Une méta-analyse incluant 30 études et 1210 patients ayant une MICI, a montré que le dosage de la calprotectine fécale était un bon marqueur diagnostique des MICI avec une sensibilité de 98 % et une spécificité de 91 %, en prenant un seuil de 100 µg/g de fèces [VON ROON et al. 2007]. Ces performances sont très probablement à relativiser étant donné qu’elles proviennent de multiples études hétérogènes. De plus, la spécificité de ce test pour diagnostiquer une MICI semble relativement moins élevée chez les enfants, de l’ordre de 76 % [VAN RHEENEN et al. 2010]. Par ailleurs, la calprotectine fécale est bien corrélée avec l’activité histologique et endoscopique des MICI [LEWIS 2011].  
 Lactoferrine La lactoferrine, glycoprotéine liant le fer, est un composant majeur des granules secondaires des polynucléaires neutrophiles – cellules principales de l’inflammation en phase aiguë – secrété par les muqueuses [LANGHORST et al. 2008]. Elle présente des performances relativement comparables à la calprotectine pour le diagnostic d’une MICI bien qu’une méta-analyse incluant 1001 patients rapporte une sensibilité et spécificité de l’ordre de 80 % [GISBERT et al. 2009; LANGHORST et al. 2008; LEWIS 2011]. Tout comme la calprotectine, la lactoferrine fécale est bien corrélée à l’activité des MICI [LEWIS 2011].  

3.3.3 Anticorps sériques : ASCA et pANCA Les deux principaux anticorps étudiés dans les MICI sont les anticorps anti-
Saccharomyces cerevisiae (ASCA) et les anticorps, à fixation périnucléaire, anti-
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cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic 

antibodies, pANCA).  
 ASCA Les ASCA sont des anticorps ayant une affinité pour la paroi cellulaire de la levure 

Saccharomyces cerevisiae. Dans la maladie de Crohn, ces anticorps sont retrouvés chez 40-80 % des patients avec des titres sériques élevés, alors qu’ils sont présents que chez 5-15 % des patients ayant une RCH [LEWIS 2011; PEYRIN-BIROULET et al. 2007; RUEMMELE et 

al. 1998]. Cependant une part non négligeable d’individus sains sont également positifs pour les ASCA ce qui rend impossible leur utilisation pour un diagnostic de la maladie de Crohn mais restreint leur usage uniquement au diagnostic différentiel avec la RCH.  
 pANCA Les pANCA sont des auto-anticorps réagissant avec des constituants des granules des polynucléaires neutrophiles (anti-myéloperoxydase, anti-protéinase 3). Ces anticorps sont présents dans de nombreux dysfonctionnements immunitaires tels que les vascularites, la granulomatose de Wegener ou la polyarthrite rhumatoïde. La majeure partie des patients ayant une RCH possèdent des pANCA positifs contrairement aux patients ayant une maladie de Crohn [RUEMMELE et al. 1998]. Ceci étant, tout comme pour les ASCA, les pANCA ne sont pas spécifiques et sont retrouvés chez des individus sains, ne permettant pas d’en faire un test diagnostic pour les MICI [LEWIS 2011]. Les pANCA, tout comme les ASCA ne semblent pas être fortement corrélés avec l’activité ou les complications de la maladie, même si, selon certaines études, des titres plus élevés d’anticorps sont présents chez des patients non répondeurs [LEWIS 2011; RUEMMELE et al. 1998].   
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Lignées cellulaires lymphoblastoïdes 

Les lignées cellulaires lymphoblastoïdes (LCL) constituent un outil novateur et à fort potentiel pour la recherche en génomique et en pharmacogénomique. C’est un modèle expérimental in vitro pour des études de relation génotype-phénotype, notamment pour l’identification de facteurs génétiques, associés à des variations d’ARNm, influençant la réponse aux médicaments. Elles permettent la génération de données transcriptomiques en lien avec les effets biologiques des molécules testées ou pour le criblage de molécules ayant un mode d’action indéterminé.  
 Historique 

Historiquement, les LCL étaient utilisées comme moyen de conservation et de stockage d’une quantité illimitée d’ADN de patients [CARL et al. 2000; SIE et al. 2009]. Elles permettaient d’éviter de multiples prélèvements sanguins chez un même patient. Les LCL étaient donc obtenues à partir de patients provenant de populations cliniquement homogènes et bien caractérisées. Elles permettaient notamment d’étudier des voies métaboliques associées aux pathologies des patients dont elles étaient issues. Des LCL ont ainsi été constituées, par exemple,  à partir de patients ayant un cancer ORL ou une sclérose en plaques [CLOOS et al. 1999; GIPPS & KIDSON 1984]. A l’époque de « l’ère pré-génomique », i.e. avant le séquençage du génome humain, elles étaient également utilisées dans des recherches en pharmacogénétique avec une approche gène-candidat [WELSH et 

al. 2009]. Ainsi, des LCL provenant de patients pédiatriques ayant une prédisposition génétique au néphroblastome ont une sensibilité augmentée à la mitomycine C, indiquant probablement un rôle de cette composante génétique dans la réponse à ce médicament [IMRAY et al. 1984]. En 2003, l’achèvement du séquençage du génome humain, dont une première séquence brute a été publiée en 2001, annonce l’ouverture de « l’ère génomique » actuelle [COLLINS 
et al. 2003; LANDER et al. 2001]. L’étude du génome entier permet une évaluation plus 
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complète et plus intégrée de l'ensemble des variations génétiques et leur rôle dans diverses pathologies ou dans la réponse à des médicaments. Les LCL constituent ainsi un modèle de choix, aussi bien en génomique qu’en pharmacogénomique pour l’étude de voies métaboliques. Enfin, les LCL ont également ont été très abondamment utilisées dans le cadre de l’étude des différences génétiques entre les diverses populations humaines.  
 Caractéristiques biologiques des lignées cellulaires 

lymphoblastoïdes 

Les LCL sont obtenues à partir de lymphocytes B circulants transformés in vitro par une infection à Epstein-Barr virus (EBV) [FRISAN et al. 2001]. L’EBV, découvert par Epstein et Barr en 1964 dans des cellules de lymphome de Burkitt provenant de patients d’Afrique de l’Est infectés par le paludisme, est notamment connu pour être à l’origine de la mononucléose infectieuse, de lymphomes et de cancers épithéliaux [EPSTEIN & BARR 1964; MIDDELDORP et al. 2003].  

 
Source: [SIE et al. 2009] 

FIGURE 12. Génération de lignées cellulaires lymphoblastoïdes 

Représentation schématique de la transformation de lymphocytes B périphériques en LCL à l’aide de l’EBV.  
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Un volume de sang d’environ 5 mL est nécessaire pour isoler les lymphocytes périphériques et les transformer en LCL en 4 à 6 semaines selon un protocole bien établi (FIGURE 12) [FRISAN et al. 2001]. Les LCL ainsi générées intègrent un nombre variable de copies du génome viral. Une lignée particulière, appelée Namalwa du nom de l’individu dont elle est issue, est utilisée dans différentes études comme échantillon calibrateur pour réaliser des quantifications relatives du nombre de copies d’ADN de l’EBV intégrées à la cellule : une quantification absolue par hybridation in situ en fluorescence a permis de déterminer que cette lignée a intégré deux copies du génome viral [CALISKAN et al. 2011; LAWRENCE et al. 1988]. Les LCL expriment de façon latente des gènes viraux tels que EBNA1, EBNA2, EBNA3a, 
EBNA3c et LMP1 [NAM et al. 2011]. LMP1 (EBV latent membrane protein 1) est un oncogène entraînant une activation des lymphocytes B et le maintien d’une prolifération continue des LCL en activant des processus cellulaires liés à l’apoptose ou au cycle cellulaire tels que les voies de signalisation du TNFα, NF-κB, p38/MAPK ou encore JAK-STAT ; EBNA2 et EBNA3 (EBV nuclear antigen 2, 3) régulent des cibles de la cellule hôte tels que TNF-α, G-CSF, cycline D2, c-Myc ou Il-16 [JEON et al. 2008; MEI et al. 2006; WANG 
et al. 1990; ZHANG et al. 2004]. Par ailleurs, l’intégrité de l’ensemble du génome des cellules primaires semble conservée après infection, à l’exception d’une augmentation du nombre de copies du segment 1p36.33, dont la séquence est quasiment identique à celle d’une partie de l’ADN mitochondrial [JEON et al. 2007]. Associées à une augmentation de l’expression des gènes mitochondriaux d’environ 2 fois, ces altérations correspondent à une augmentation de nombre de copies d’ADNmt pouvant refléter l’activité mitochondriale dans ces cellules par rapport aux cellules originelles [JEON et al. 2007]. Une fois transformée par l’EBV, ces cellules en suspension peuvent être conservées en ampoule dans l’azote liquide puis cultivées très simplement, avec ajout de milieu frais 3 fois par semaine [MORAG et al. 2010; SIE et al. 2009]. Leur phénotype est considéré stable et non oncogénique pendant une durée de 2-3 mois après décongélation d’une ampoule. Au-delà d’une quarantaine de « passages » environ, une « crise cellulaire » se produit entraînant la mort cellulaire [JEON et al. 2009]. Au contraire, si une lignée parvient à surpasser cette « crise cellulaire » par des mécanismes tels que l’activation d’oncogènes, l’activation des télomérases ou encore d’une aneuploïdie, elle accède alors à une immortalisation terminale [JEON et al. 2009; LEE et al. 2010; NAM et al. 2011]. Cela se 
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produit probablement grâce à une activité virale persistante à l’origine d’une augmentation du nombre de copies d’ADN viral et de l’expression des gènes de l’EBV, entraînant une transactivation des gènes hôtes par les gènes viraux [JEON et al. 2009]. Ces LCL immortalisées (appelées terminally immortalized LCL, tLCL) possèdent un phénotype différent des lignées non immortalisées (appelées early passage LCL, eLCL), notamment en termes de prolifération cellulaire. Ce phénotype est associé à des modifications génétiques et épigénétiques (méthylation) importantes [LEE et al. 2010; OH et al. 2013].  
 Banques de lignées cellulaires lymphoblastoïdes 

Les banques de LCL sont principalement constituées à partir de lymphocytes provenant de dons du sang obtenus à partir d’individus sains. Elles permettent d’appréhender la diversité génétique dans son ensemble afin de cartographier les variations fréquentes (SNP) du génome humain. Elles rendent possibles des recherches sur des gènes associés aux pathologies humaines ou à la réponse aux médicaments et à l'environnement. Historiquement, la plus ancienne banque de LCL est le Human Genome Diversity Panel (HGDP) du Centre d’Etudes du Polymorphisme Humain (CEPH) hébergée à l’Hôpital Saint-Louis à Paris, France (www.cephb.fr/hgdp_panel.php). Elle est composée de 1063 LCL correspondant à 1048 individus issus de 52 populations réparties dans le monde entier [CANN et al. 2002]. Elle est utilisée dans le cadre de recherches internationales menées par plus d'une centaine de collaborateurs, pour mieux appréhender de nombreuses questions relatives à la génétique des populations, l'histoire des populations humaines modernes ainsi que celle de la diversité de leur génome. Ainsi, le CEPH, fondé par le Professeur Jean Dausset en 1984, a été à l’origine du programme de cartographie génétique en 1990 et de la première carte physique du génome humain en 1993 [COHEN 
et al. 1993; DAUSSET et al. 1990]. Ce modèle innovant de collaboration internationale initiée par le CEPH a été ensuite repris dans le cadre de projets internationaux tels que le séquençage du génome humain, les programmes HapMap et « 1000 génomes » [CONSORTIUM 2010; INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM 2003]. Plus récemment en 2010, le CEPH a pris place dans le projet « International Cancer Genome Consortium » dont le but est de coordonner les études génomiques dans les tumeurs à partir de plus de 25 000 
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échantillons provenant de plus de 50 types de cancers différents à travers le monde [INTERNATIONAL CANCER GENOME CONSORTIUM et al. 2010].  
Biobanque de LCL Pays Nb d’échantillons Site internet Human genome Diversity Cell Line Panel (HGDP) CEPH à l’Hôpital Saint-Louis, Paris France n=1063 (52 ethnies différentes) www.cephb.fr/hgdp_panel.php 
Biosample Repository Facility (BRF) Fox Chase Cancer Center, Philadelphia Etats-Unis n=2822 www.fccc.edu/research/facilities/geneticResearch/biosampleRepository/about/index.html National Cell Repository for Alzheimer's Disease (NCRAD) Indiana University Etats-Unis N/A ncrad.iu.edu 
Coriell Cell Repositories (CCR) Coriell Institute for Medical Research Etats-Unis N/A ccr.coriell.org International Histocompatibility Working Group (IHWG) Cell and DNA Bank Seattle Etats-Unis n>1000 www.ihwg.org/index.html Biobanking and Biomolecular Resources Research Infrastructure (BBMRI) pan-European collaboration Europe N/A bbmri-eric.eu National Laboratory for the Genetics of Israeli Populations (NLGIP) Sackler Faculty of Medicine, Tel-Aviv University Israël n=1673 www.tau.ac.il/medicine/NLGIP/catalog.htm Genetic Repositories Australia (GRA) Prince of Wales Medical Research Institute in Sydney Australie n=361 www.neura.edu.au/GRA National University of Health (NUH) Tissus Repository Singapore Singapour N/A medicine.nus.edu.sg/tissue/services.htm Taiwan Han Chinese Cell and Genome Bank Academia Sinica Institute of Biomedical Sciences Taïwan N/A trc.ibms.sinica.edu.tw/trc 
BioBank Japan (BBJ) Japon N/A biobankjp.org 
HapMap project Monde 

n=270 LCL de 3 ethnies (Yorubas d'Ibadan, au Nigeria ; japonais de Tokyo ; chinois Han de Beijing) Echantillons du CEPH 
hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/abouthapmap.html  www.genome.gov/10005336 

National Biobank of Korea (NBK) Seoul Corée du Sud n=10038 [NAM et al. 2011] 
Source : adapté de [SIE et al. 2009] 

TABLEAU 6. Biobanques de lignées cellulaires lymphoblastoïdes à travers le monde 
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La banque de LCL du CEPH, ainsi que celle constituée par le projet de HapMap (carte des haplotypes du génome humain), sont constituées d’échantillons provenant d’individus de diverses populations humaines dans le but de mieux appréhender la diversité inter-ethnique [CANN et al. 2002; INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM 2003]. Elles permettent également de réaliser des recherches phylogénétiques en lien avec les évolutions géographiques de l’espèce humaine grâce à la définition d’haplotypes caractéristiques. Il existe maintenant de multiples banques de LCL, constituées à partir d’individus sains, qui ont été développées dans différents pays comme Israël, le Japon ou encore la Corée du Sud (Tableau 6).  Enfin, d’un point de vue moins philanthropique, une société américaine 23andMe exploite de manière commerciale ces informations sur les haplotypes « géographiques » en proposant d’établir les origines ethno-géographiques d’un individu grâce à un prélèvement d’ADN (www.23andme.com/ancestry). Jusqu’à une récente suspension d’activité ordonnée par la FDA, 23andMe proposait également le génotypage d’un très grand nombre de SNP permettant de prédire, sans l’intervention d’un médecin, le risque de survenue de nombreuses maladies ou d’effets indésirables à des médicaments [ANNAS & ELIAS 2014; BAUDHUIN 2014].         
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 Applications en recherche 

Les LCL présentent un intérêt grandissant pour les études en génomique [STARK & DOLAN 2013; WHEELER & DOLAN 2012]. En effet, ces lignées cellulaires englobent un très grand nombre de voies métaboliques qui sont spécifiques des individus à partir desquels elles ont été générées, permettant de combiner des études moléculaires à des analyses fonctionnelles [AMOLI et al. 2008]. Ainsi, grâce à ce modèle, l’impact phénotypique de variations génétiques chez des individus sains, ou chez des patients, peut être mis en évidence à l’aide d’études fonctionnelles et en réalisant des corrélations génotype/phénotype [SIE et al. 2009]. De même, des régulations transcriptionelles peuvent être étudiées de façon dynamique (par exemple suite à un traitement), en fonction du génotype des individus. Les LCL représentent un modèle cellulaire largement utilisé pour la recherche de biomarqueurs en pharmacogénomique. A l’aide d’un test phénotypique de mesure de la sensibilité relative à une molécule donnée, il est possible d’identifier des biomarqueurs associés à des différences inter-individuelles de sensibilité vis-à-vis de cette molécule. Les modèles expérimentaux utilisant des LCL et fondés sur l’utilisation de puces transcriptomiques permettent de mettre en évidence des profils d’expression impliqués dans la sensibilité ou la résistance à un médicament [CLOOS et al. 2006]. Cette approche transcriptomique par puce pangénomique permet aussi l’identification de voies de signalisation ou de nouveaux mécanismes d’action liés à un médicament donné. L’analyse globale de données transcriptomiques combinée à une étude d’association sur génome entier (GWAS) permet la caractérisation de régions génomiques régulant l’expression d’un gène donné, dont le caractère héréditaire a été démontré, appelées expression 

quantitative trait loci (eQTL) [MORLEY et al. 2004]. Ces eQTL, i.e. SNP régulant l’expression d’autres séquences génétiques, peuvent potentiellement avoir une importance dans la modulation de gènes d’intérêt en pharmacogénétique et représenter des « marqueurs » génétiques de la réponse aux médicaments [WELSH et al. 2009]. L’analyse de l’expression des gènes requiert toutefois certaines précautions car des différences dans le niveau d’expression des gènes, tout comme pour l’épissage alternatif, peuvent refléter des variations tissu et/ou cellule dépendantes. Cependant, une grande part du transcriptome est commune à de nombreux types cellulaires et on estime que l’on 
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retrouve environ la moitié des transcrits issus du génome humain dans les LCL, permettant l’analyse de nombreuses voies biologiques présentant un intérêt potentiel [CHEUNG et al. 2003; SIE et al. 2009; ZHANG et al. 2008]. Ainsi, à titre d’exemple, des profils transcriptomiques ont ainsi pu être établis à partir de LCL pour des pathologies neurodégénératives (maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson) ou psychiatriques (autisme, dépression) puis validés ensuite dans des études ultérieures [ABE et al. 1991; HU et al. 2006; KOBAYASHI et al. 2003; MORAG et al. 2011]. Les LCL sont également une source de matériel biologique pour des études protéomiques par spectrométrie de masse, nécessitant une quantité importante de protéines, difficilement obtenue à partir d’échantillons tissulaires ou cellulaires directement prélevés chez des patients [XIE et al. 2005]. Enfin, les LCL peuvent également être utilisées pour réaliser des études sur puces à western-blot (microwestern arrays), qui représentent la dernière innovation technologique, très prometteuse, en vue de l’analyse du protéome à grande échelle [CIACCIO et al. 2010; STARK & DOLAN 2013].   
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 Modèle pharmacogénomique in vitro 

5.1 Caractéristiques et intérêts La sensibilité relative d’une LCL à un médicament est définie en termes d’inhibition de la prolifération cellulaire suite à un traitement pendant 72 heures [MORAG et al. 2010; STARK 
et al. 2010]. La détermination de cette inhibition, par comparaison à un groupe contrôle, est fondée sur la mesure de la viabilité cellulaire effectuée au terme des 72 heures de traitement [WANG et al. 1996]. Cette dernière est évaluée grâce à une simple réaction colorimétrique avec un dérivé du formazan dont la transformation en formazan est directement proportionnelle au nombre de cellules vivantes. Techniquement, les cellules sont ensemencées dans une plaque 96 puits puis incubées en présence d’un médicament donné pendant 72 heures. A ce terme, l’ajout dans le milieu d’un colorant à base de sel de tétrazolium (par exemple : MTS, XTT…), qui sera réduit en formazan par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes, va entraîner une coloration du milieu cellulaire. Enfin, la mesure de l’absorbance à 490nm dans des cellules traitées et dans des cellules contrôles non traitées permet de calculer le pourcentage d’inhibition de la prolifération cellulaire induite par le traitement. La sensibilité d’une LCL varie en fonction du traitement étudié. Par ailleurs, pour une même LCL, on observe un profil de sensibilité identique vis-à-vis de molécules partageant le même mécanisme d’action [MORAG et al. 2010]. Par conséquent, il est possible d’utiliser ce modèle cellulaire pour un criblage à haut-débit lors du développement de nouvelles molécules, notamment à visée thérapeutique.  A partir du pourcentage d’inhibition de la prolifération cellulaire obtenu pour une molécule d’intérêt, il est possible de classer un panel de LCL en fonction de leurs sensibilités relatives à cette molécule. Ainsi, la comparaison des caractéristiques, notamment « omiques » (génomiques, transcriptomiques, protéomiques…), de deux groupes de LCL sélectionnées pour leur phénotype extrême, i.e. sensible ou résistant, vis-à-vis d’une molécule donnée peut participer à la compréhension des mécanismes moléculaires associés à ces phénotypes opposés [MORAG et al. 2010, 2011] (TABLEAU 7). 
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5.2 Limites du modèle Ce modèle nécessite une inhibition de la prolifération cellulaire induite par un médicament ou une petite molécule. Il n’est donc pas applicable aux médicaments n’ayant pas ou peu d’effet sur la prolifération cellulaire comme, par exemple, les antagonistes muscariniques [MORAG et al. 2010]. De plus, des facteurs confondants peuvent interférer avec le phénotype observé, i.e. inhibition de la prolifération cellulaire, et donc induire des interprétations erronées des résultats issus des analyses transcriptomiques. Ainsi, Choy 
et al. ont mis en évidence l’existence de problèmes de répétabilité du phénotype et sa corrélation avec des facteurs confondants tels que le taux de réplication basale des cellules, la concentration intracellulaire en ATP ainsi que le nombre de copies intégrées du génome d’EBV [CHOY et al. 2008]. Ces variations « non-génétiques » peuvent survenir lors de la phase de transformation des lymphocytes circulant par EBV ou lors de modifications des conditions de culture. En effet des études in vitro portant sur des kératinocytes et des lymphomes à cellules B ont montré que l’infection à EBV modifie les voies de l’apoptose en réponse à certains cytostatiques [FENG et al. 2004; LIU et al. 2004]. Ainsi les effets de l’EBV semblent dépendants du type cellulaire et des médicaments étudiés. De plus, des mutations non germinales ont aussi été trouvées dans les LCL telles que des variations du nombre de copies d’ADN mitochondrial [JEON et al. 2007]. Tous ces facteurs précités pourraient ainsi perturber les associations entre les variations génétiques d’une lignée, reflétant celles d’un individu à l’origine de la lignée, et le phénotype observé, pouvant constituer une source de variabilité non négligeable. Ces facteurs de variabilité sont à prendre en compte dans l’interprétation des résultats afin de réduire le risque d’associations aléatoires et réduire ainsi la puissance du modèle. Ces facteurs confondants n’ont pas été retrouvés dans une étude ultérieure à celle de Choy et 

al., à l’exception du taux de réplication basale des cellules qui était associé à la sensibilité vis-à-vis de médicaments cytotoxiques [STARK et al. 2010; WELSH et al. 2009]. Il n’est en effet pas surprenant que la sensibilité à des anticancéreux soit en partie dépendante du taux de réplication basale des cellules [HARTFORD et al. 2009; HUANG et al. 2008]. De nombreux anticancéreux ont été conçus pour exercer un effet cytotoxique sur les cellules tumorales proliférant rapidement [ELION 1989]. Ainsi, les variants génétiques associés à la réponse à des anticancéreux sont, au moins en partie, liés à la prolifération cellulaire, bien que la principale part de variabilité de cette réponse soit expliquée par des facteurs 
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génétiques reliés au résultat de l’analyse de profils d’expression de gènes [CHEUNG et al. 2003]. A ce jour, les anticancéreux et les immunosuppresseurs sont les molécules les plus étudiées avec le modèle des LCL avec notamment des analogues des pyrimidines ou des purines [FRIDLEY et al. 2011; LI et al. 2008, 2009], l’isoliquiritigénine [LEE et al. 2012b], l’acide mycophénolique [WU et al. 2011], ou encore un panel d’anticancéreux [BROWN et 

al. 2014] (TABLEAU 7). Des recherches sont encore nécessaires pour préciser, aussi bien in 

vitro qu’in vivo, la part relative de la prolifération cellulaire dans la réponse à ces molécules. La connaissance du modèle et de ses limites permet d’envisager diverses stratégies pour diminuer les sources de variabilité et les risques d’interprétation erronée des résultats. Les limites de ce modèle peuvent être appréhendées par diverses manières. D’une part, en utilisant des LCL provenant d’un laboratoire unique qui immortalise les lymphocytes dans les mêmes conditions à partir de la même souche d’EBV [MORAG et al. 2010]. D’autre part, la répétition de la mesure des phénotypes présentant une bonne reproductibilité est un gage de fiabilité des mesures. Par ailleurs, la détermination des différents facteurs confondants évoqués précédemment, dont l’importance relative dépend des molécules étudiées, doit permettre de les prendre en compte dans les analyses. Les tests d’inhibition de la prolifération doivent également être effectués dans les 2 à 4 mois après décongélation d’une ampoule, afin d’éviter une immortalisation totale de la lignée cellulaire à l’origine de modifications phénotypiques pouvant influencer la sensibilité au traitement [JEON et al. 2009; SAWADA et al. 2005]. Enfin, même si les LCL ont été utilisées abondamment en pharmacogénomique pour leur réplication fidèle du génome et de l’épigénome des donneurs correspondants, il s’agit toutefois d’un modèle expérimental, et la sensibilité d’une lignée à un traitement n’est pas le reflet exact de la sensibilité des lymphocytes d’un individu donné [BRENNAN et al. 2009; SIE et al. 2009].     
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Contexte Les thiopurines, molécules aux propriétés anti-métabolites et immunosuppressives, sont des médicaments efficaces, largement prescrits dans les MICI et dans certaines formes de leucémies. La variabilité observée dans la réponse à ces médicaments se traduit cliniquement par une résistance au traitement entraînant des rechutes cliniques et des effets indésirables potentiellement graves (toxicités hématologiques et hépatiques notamment). Ce travail de thèse a été initié par un cas clinique de résistance pharmacologique aux thiopurines chez une patiente ayant une MICI et prise en charge à l’HEGP. Suite à cette observation clinique, nous avons entrepris d’explorer la variabilité de la réponse à ces médicaments par des approches complémentaires – cliniques et expérimentale – afin d’améliorer la connaissance des facteurs influençant la résistance ou la toxicité aux thiopurines.  
Objectifs Ce travail de recherche a pour objectifs (i) une meilleure connaissance des facteurs prédictifs et des facteurs associés à la réponse aux thiopurines en vue d’une optimisation de la réponse clinique (amélioration de l’efficacité, diminution des effets indésirables), (ii) le développement d’une individualisation thérapeutique fondée sur des stratégies pharmacogénétiques et (iii) l’identification de nouveaux facteurs pharmacogénomiques prédictifs de la réponse aux thiopurines. Ce travail s’est particulièrement intéressé à la résistance aux thiopurines. Pour cela nous avons utilisé, en parallèle, deux types d’approches complémentaires : cliniques et in vitro.  
Axes de recherche (i) Axe de recherche clinique Cet axe de recherche clinique comporte des travaux de recherche (a) in silico, réalisés à partir de bases de données, et (b) in vivo, avec une étude clinique rétrospective. a. Approches in silico Un premier travail de recherche a été la constitution puis l’analyse d’une base de données pharmacogénétiques sur les thiopurines à partir des résultats issus de 10 années 
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d’activité hospitalière de pharmacogénétique relative aux thiopurines à l’HEGP. Cela nous a permis d’analyser les relations entre l’activité et le génotype TPMT, ainsi que la production des métabolites des thiopurines au cours du STP en lien avec les autres variables. Un second travail de recherche, fondé sur une exploitation des dossiers patients informatisés, s’est focalisé sur les patients ayant une MICI et pris en charge par le Service de Gastroentérologie de l’HEGP. Nous avons notamment étudié, à partir de l’entrepôt de données cliniques de cet hôpital et à l’aide d’une méthodologie novatrice (Phenome-wide 

association study, PheWAS), les conséquences d’une activité TPMT très élevée sur l’évolution clinique et biologique des patients au cours d’un traitement par thiopurine. b. Approche in vivo Ce travail est constitué par une étude clinique rétrospective (protocole REFAZAME) sur une série de patients ayant une MICI, traités par thiopurine dans le service de Gastroentérologie pédiatrique de l’Hôpital Necker-Enfants Malades, et ayant eu une détermination d’activité TPMT et/ou un STP. Ces patients ont été identifiés grâce à notre base de données pharmacogénétiques. L’objectif de ce travail est la caractérisation de la réponse aux thiopurines dans une population pédiatrique de taille importante ainsi que l’identification de facteurs clinico-biologiques associés ou prédictifs de l’efficacité et/ou des toxicités aux thiopurines. Enfin, ce travail devrait permettre la réalisation d’un algorithme permettant la définition d’une posologie optimale en azathioprine chez ces patients pédiatriques. Cette étude clinique qui a été conçue, mise en place puis réalisée durant cette thèse, est encore en cours d’analyse et les résultats ne sont pas finalisés.  (ii) Axe de recherche in vitro Ce travail expérimental visait à identifier des facteurs génétiques prédictifs de la résistance aux thiopurines. Nous avons utilisé un modèle pharmacogénomique original fondé sur des LCL, provenant d’individus sains. Après une étape de sélection de lignées sensibles et résistantes aux thiopurines, notre stratégie a comporté d’une part une caractérisation des variations des enzymes connues du métabolisme des thiopurines, et d’autre part, une analyse sans a priori avec la comparaison des profils transcriptomiques des lignées résistantes par rapport aux lignées sensibles.
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Article 1 

Absence de réponse clinique aux thiopurines dans les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin : comment vaincre la résistance thérapeutique ?  Laurent Chouchana 1,3,4, Denis Roche 1, Raymond Jian 2,3, Philippe Beaune ,3,4, Marie-Anne Loriot 1,3,4  
1 Assistance publique-Hôpitaux de Paris, Hôpital Européen Georges Pompidou. Biochimie, 
Pharmacogénétique et Oncologie Moléculaire. Paris, France 
2 Assistance publique-Hôpitaux de Paris, Hôpital Européen Georges Pompidou. Hépato-
gastro-entérologie et endoscopie digestive. Paris, France 
3 Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité. Paris, France 
4 INSERM UMR-S775. Paris, France   
Cas clinique Une patiente de 24 ans présentant une rectocolite hémorragique, évoluant depuis cinq ans et corticodépendante à la dose de 20 à 40 mg/jour, a reçu de l’azathioprine à la posologie usuelle de 100 mg par jour (1,9 mg/kg/jour) pour une reprise de la symptomatologie. En raison d’une inefficacité clinique, la posologie est rapidement augmentée à 125 mg par jour (2,3 mg/kg/jour), et la patiente sera sevrée en corticoïdes trois mois plus tard. Sept mois après l’introduction de l’azathioprine, le traitement est toujours inefficace et la patiente présente une forte intolérance digestive. L’azathioprine est alors substituée par une autre thiopurine, la 6-MP à la posologie de 1,4 mg/kg/jour, qui sera mieux tolérée sur le plan digestif mais sans apporter d’amélioration clinique. La corticothérapie est alors réintroduite pour une courte période permettant une résolution rapide de la symptomatologie, malheureusement transitoire. Un dosage des métabolites thiopuriniques est alors réalisé montrant des 6-TGN très bas à 132 pmol/8x108 GR et des 6-MMPN très élevés à 11666 pmol/8x108 GR. Un second dosage trois mois plus tard confirme ces résultats avec des 6-TGN à 127 pmol/8x108 GR et des 6-MMPN à 26304 
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pmol/8x108 GR. A la vue de ces résultats, l’activité TPMT a été mesurée et est retrouvée très élevée à 61,5 nmol/h/8x108 GR (activité élevée [8,5-15,0 nmol/h/8x108 GR]. Devant cette inefficacité clinique et cette résistance pharmacologique, le traitement par 6-MP est arrêté et un anti-TNFα a été introduit, l’adalimumab, rapidement remplacé par l’infliximab, présentant une bonne efficacité clinique.  
Analyse et discussion Chez cette jeune patiente de 24 ans atteinte d’une rectocolite hémorragique, 15 mois d’inefficacité thérapeutique ont entraîné des rechutes cliniques péjoratives. Un premier dosage des concentrations intra-érythrocytaires en 6-TGN et en 6-MMPN effectué un an après l’introduction de l’azathioprine a révélé des concentrations infra-thérapeutiques, associée à un ratio [6-MMPN:6-TGN] extrêmement élevé à 88, malgré de fortes doses de 6-MP. Ces résultats ont été confirmés par un second prélèvement trois mois plus tard. Un phénotypage de la TPMT a montré une activité inhabituelle et extrêmement élevée. Cette valeur constitue l’activité TPMT la plus haute forte jamais détectée par l’Unité fonctionnelle de pharmacogénétique de l’HEGP. Même si la TPMT n’est pas le déterminant majeur du ratio métabolique, il est tout de même probable qu’une activité exceptionnelle, de plus de 4 fois la valeur de la limite normale supérieure, ait entraîné un switch du métabolisme des thiopurines en faveur des 6-MMPN [VAN EGMOND et al. 2012]. Par ailleurs, un ratio métabolique également très élevé est largement en faveur d’une absence de réponse thérapeutique efficace aux thiopurines [DUBINSKY et al. 2002]. De manière surprenante, cette patiente n’a pas développé de toxicité hépatique malgré des concentrations intra-érythrocytaires en 6-MMPN entre 2 et 4 fois supérieures au seuil de toxicité habituellement reconnu [DUBINSKY et al. 2000]. Cependant, plusieurs études ont également rapporté des cas de patients ayant des concentrations élevées en 6-MMPN sans développer de toxicités [GOLDENBERG et al. 2004; REINSHAGEN et al. 2007]. La durée d’exposition des patients à des concentrations « toxique » a été évoquée [DUBINSKY et al. 2000]. Il est également possible que d’autres facteurs, biologiques ou génétiques, soient nécessaires pour l’apparition d’une hépatite suite à des concentrations élevées en 6-MMPN. 
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Cette patiente aurait probablement bénéficié d’une optimisation thérapeutique avec une co-administration d’allopurinol. En effet, il a été montré par de nombreuses études cliniques que, chez les patients non-répondeurs et présentant un ratio métabolique défavorable, l’administration de 100 mg/jour d’allopurinol associé à une baisse des doses de thiopurine à 25-50 % de la posologie initiale permettait de détourner une partie de la production des métabolites 6-MMPN vers celle des 6-TGN [ANSARI et al. 2010; GARDINER et 

al. 2011; SPARROW et al. 2005, 2007]. Cette inversion permet alors d’obtenir une réponse thérapeutique, maintenue sur le long terme et sans augmentation du risque toxique [ANSARI et al. 2008b].  En conclusion, le dépistage a priori – par phénotypage ou génotypage – de cette activité TPMT extrêmement élevée, complété par un dosage intra-érythrocytaire des 6-TGN et      6-MMPN aurait probablement entraîné une contre-indication précoce des thiopurines chez cette patiente, ou un changement rapide du traitement pour un médicament d’une autre classe pharmacologique. Ce cas clinique, qui a fait l’objet d’une première publication, illustre concrètement l’intérêt de la pharmacogénétique dans la prise en charge thérapeutique des patients non répondeurs aux thiopurines.   
Article publié dans Clinical Chemistry (cf. pages suivantes) « Poor response to thiopurine in inflammatory bowel disease: how to overcome 
therapeutic resistance? » Chouchana L, Roche D, Jian R, Beaune P, Loriot MA. Clin Chem. 2013;59(7):1023-6. 
Impact factor : 7,1    



Poor Response to Thiopurine in Inflammatory Bowel Disease:
How to Overcome Therapeutic Resistance?

Laurent Chouchana,1,2,3 Denis Roche,1 Raymond Jian,2,4 Philippe Beaune,1,2,3 and Marie-Anne Loriot1,2,3*

CASE DESCRIPTION

A 24-year-old woman (53 kg) with a 5-year history of
steroid-dependent ulcerative colitis with mild and ex-
tensive ulcerations presented to the gastroenterology
clinic for symptom recurrence. She was given 100 mg/
day (1.9 mg � kg�1 � day�1) azathioprine (AZA)5 for 1
month, after which the dose was increased to 125 mg/
day (2.3 mg � kg�1 � day�1). Four months later, the pa-
tient was tapered off steroid therapy. Her symptoms
persisted after 7 months of AZA therapy, however, and
she experienced gastrointestinal side effects. The pa-
tient was switched to another thiopurine drug,
6-mercaptopurine (6-MP), at 75 mg/day (1.4
mg � kg�1 � day�1), which was well tolerated but simi-
larly ineffective (8 stools daily). A brief course of ste-
roid therapy rapidly produced a substantial but short-
lived clinical improvement.

To understand this patient’s unresponsiveness to 2
thiopurine agents, we quantified thiopurine metabo-
lites (1 ) 1 year after initiating AZA therapy. Intraeryth-
rocyte concentrations of 6-thioguanine nucleotides (6-
TGNs) were low (132 pmol/8 � 108 erythrocytes;
therapeutic interval, 230 – 400 pmol/8 � 108 erythro-
cytes), and 6-methylmercaptopurine ribonucleotides
(6-MMPRs) were very high (11 666 pmol/8 � 108 eryth-
rocytes; therapeutic interval, �5800 pmol/8 � 108

erythrocytes). A second quantification of thiopurine
metabolites 3 months later confirmed these results (6-
TGNs, 127 pmol/8 � 108 erythrocytes; 6-MMPR,
26 304 pmol/8 � 108 erythrocytes). The patient had

an unusual and extremely high thiopurine
S-methyltransferase (TPMT) activity in erythrocytes
[61.5 nmol � h�1 � (mL erythrocytes)�1; reference in-
terval, 8.5–15 nmol � h�1 � (mL erythrocytes)�1]. The
lack of clinical efficacy for 6-MP, together with the ev-
idence of pharmacologic resistance, prompted discon-
tinuation of 6-MP therapy. Thereafter, we adminis-
tered the tumor necrosis factor-� (TNF-�)
antagonist adalimumab, but we quickly replaced it
with infliximab, which has a good clinical efficacy
and safety profile.

DISCUSSION

The thiopurines AZA and 6-MP are cytotoxic and im-
munosuppressive drugs that constitute the corner-
stone of maintenance therapy for inflammatory bowel
disease (IBD). Both drugs cause severe hematologic
toxicity (e.g., neutropenia) and hepatotoxicity in up to
10% and 13% of patients, respectively (2 ). Resistance
to thiopurines occurs in about 40% of patients (3 ).

AZA and 6-MP are inactive molecules that require
bioactivation via a complex enzymatic metabolism. Af-
ter administration, AZA is rapidly transformed to
6-MP, which is then metabolized via 3 competitive en-
zymatic pathways, 2 of which are catabolic [xanthine
oxidase (XO) and TPMT]. The anabolic pathway, via
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT), produces active 6-TGN metabolites (Fig. 1)
(2 ). This metabolism is largely regulated by TPMT,
which catalyzes the conversion of 6-MP to
6-methylmercaptopurine (6-MMP) and related
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QUESTIONS TO CONSIDER

1. What is the clinical utility of assessing the TPMT phe-
notype or genotype?

2. What is the rationale for therapeutic drug monitoring of
thiopurines?

3. What causes of resistance should be considered before
switching to another drug class in patients with appar-
ent thiopurine resistance?

4. How can thiopurine treatment be optimized in patients
with a very high TPMT activity?
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6-MMPRs. TPMT activity varies widely across individ-
uals, and this variation is due to genetic polymor-
phisms in the TPMT gene and in unrelated sequences
(2 ). About 0.03%– 0.6% of patients have low TPMT
activity (homozygous mutant), approximately 3%–14%
have an intermediate activity level (heterozygote), and ap-
proximately 86%–97% present a normal or high activity
(homozygous wild type), with large variation occurring
among ethnic groups (4). Moreover, in approximately
15% of the patients, TPMT activity is very high (over ref-
erence interval) compared to patients within the reference
interval with normal/high TPMT activity (2).

TPMT activity (or genotype) is negatively correlated
with the blood 6-TGN concentration, and a cutoff of ap-
proximately 235 pmol/8 � 108 erythrocytes has been cor-
related with a therapeutic response (2). Thus, patients
with low or intermediate TPMT activity (homozygous
mutant or heterozygotes) are more likely to have toxic
6-TGN concentrations and are therefore at greater risk for
neutropenia or even lethal bone marrow suppression, es-
pecially in homozygous patients (2, 3). These patients
should therefore receive a lower thiopurine dosage. Con-
versely, patients with a very high TPMT activity have low
6-TGN concentrations, and their thiopurine metabolism
preferentially produces methylated derivatives (6-
MMPRs) associated with hepatotoxicity (2). The abun-
dance of data on TPMT deficiency and hematologic tox-
icity contrasts with the paucity of information on
thiopurine resistance. Patients with a very high TPMT ac-
tivity are more prone to have low 6-TGN concentrations.
Thus, standard thiopurine dosages may be inadequate,
leading to thiopurine resistance with a high 6-MMPR/
6-TGN ratio (3 ). In this situation, therapeutic drug

monitoring with measurements of 6-TGN and
6-MMPR concentrations could highlight that a thio-
purine dosage above the standard range is necessary to
overcome the pharmacologic resistance. Patients like
the one we describe, however, have a very high TPMT
activity with predominately methylated derivatives.
Dosage escalation in such cases can lead to preferential
6-MMPR production, risking hepatotoxicity (3 ). Fur-
thermore, dosage escalation is not consistently effective
in patients with resistance to standard dosages, regard-
less of the TPMT activity (3 ). Worth noting is that an
unfavorable 6-MMPR/6-TGN ratio (i.e., high
6-MMPR and low 6-TGN) has also been reported in
patients with a normal TPMT activity (5, 6 ).

Therapeutic response can be improved in patients
with increased blood 6-MMPR concentrations, which
are usually related to a very high TPMT activity, by
using the XO inhibitor allopurinol to potentiate
6-TGN production. The well-known interaction be-
tween thiopurines and allopurinol can cause se-
rious adverse hematologic events, and this combina-
tion is contraindicated by the US Food and Drug
Administration. Allopurinol was first used to shift the
metabolism of thiopurine compounds from 6-MMP to
6-TGN in poor responders to AZA or 6-MP (7 ). The
authors of this retrospective study, which included 20
patients who had failed to respond to AZA or 6-MP and
who had high 6-MMPR concentrations, gave the pa-
tients 100 mg allopurinol daily and decreased the thio-
purine dosage to 25%–50% of the original dosage.
This allopurinol–thiopurine combination increased
6-TGN concentrations 2-fold and decreased
6-MMPR concentrations 5-fold (7 ). Clinically, this

Fig. 1. Summary of thiopurine metabolism.
For a detailed version, see Chouchana et al. (2 ). GST, glutathione-S-transferase; 6-TIMP, 6-thioinosine monophosphate.
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combination seemed safe and effective, improving
the clinical disease activity and diminishing the ste-
roid requirements. In addition, adding allopurinol
in patients with an aminotransferase increase during
thiopurine therapy restored normal aminotransfer-
ase activities and alleviated hepatotoxicity (7 ).

That allopurinol improves the 6-MMPR/6-TGN
ratio in vivo has been abundantly documented, but the
mechanism underlying this drug– drug interaction re-
mains unclear. Allopurinol inhibits XO but has no di-
rect inhibiting effect on TPMT (8 ). An open-label
prospective study of allopurinol combined with low-
dose thiopurine therapy showed increased HPRT ac-
tivity (9 ). This increase in HPRT activity, which cat-
alyzes the first step in 6-TGN production, is
consistent with the 6-TGN increase, but it does not
fully explain the simultaneous dramatic decrease in
6-MMPR, which leads to an improved metabolite
ratio. Finally, an in vitro study (10 ) suggested an
alternative biochemical mechanism: XO inhibition
by allopurinol may lead to preferential 6-MP oxida-
tion via aldehyde oxidase, with the production of
dihydroxy-6-MP, a compound responsible for feed-
back inhibition of TPMT activity.

Another approach for increasing blood 6-TGN
concentrations is the combination of 5-aminosalicylic
acid (5-ASA) and thiopurine. An alteration in thiopu-
rine metabolism caused by the addition of 5-ASA has
been described (2 ). Adding 5-ASA led to an increase in
the 6-TGN concentrations, probably caused by TPMT
inhibition (2 ).

Determining the TPMT phenotype or genotype
before initiating thiopurine therapy ensures the identi-
fication of TPMT-deficient patients, thereby enabling
the prevention of serious adverse hematologic events.
Determining the TPMT phenotype also allows identi-
fication of patients with a very high TPMT activity.
Such patients are prone to thiopurine resistance and
may therefore require an increased thiopurine dosage
or alternative forms of treatment. A switch to 6-MP is
useless in these patients. Metabolite assays are useful
for dosage adjustments during thiopurine therapy.
Moreover, the combination of low-dose thiopurine

therapy and allopurinol may be helpful in patients with an
unfavorable metabolite profile and pharmacologic resis-
tance or hepatotoxicity. This therapeutic strategy requires
close monitoring of blood cell counts and metabolite
assays.

In conclusion, early analysis of thiopurine metab-
olism in patients with thiopurine resistance can help
physicians optimize therapy and avoid an early switch
to another drug from the limited panel of therapies
available for treating inflammatory bowel disease.
Close cooperation between the pharmacologist and the
physician is crucial to optimize patient care and de-
crease the time to remission.
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Commentary

Andrea E. Reid*

Azathioprine and 6-mercatopurine (6-MP) are effec-
tive treatments for inflammatory bowel disease. Multi-
ple clinical trials have documented the effectiveness of
azathioprine (2–3 mg � kg�1 � day�1) and 6-MP (1.5
mg � kg�1 � day�1) for inducing and maintaining re-
mission in moderate-to-severe inflammatory bowel
disease. The mean time to full effect is 3 months,
although clinical improvement may be apparent in 4
to 8 weeks. Azathioprine/6-MP may be underused
because of the delayed onset of action and because of
a fear of toxicity, especially leukopenia, infection,
and hepatotoxicity.

6-MP is converted nonenzymatically to 6-
thioguanine (6-TGN), the biologically active metabo-
lite responsible for the therapeutic response. 6-MP is
also converted by thiopurine-S-methyltransferase
(TPMT) to 6-methylmercaptopurine (6-MMP), high
concentrations of which can contribute to hepatotox-
icity. Eighty-nine percent of the population has normal
to high activities of TPMT. When TPMT activity is
negligible (0.3% of population) or intermediate (10%–
11%), 6-TGN concentrations are higher than normal,
substantially increasing the risk of myelosuppression.
When TPMT activity is very high, the clinical response

may be limited because of low 6-TGN concentrations.
Some professional societies recommend pretreatment
TPMT genotyping or phenotyping; however, compli-
ance with this recommendation is unknown. When
wild-type TPMT is documented, azathioprine/6-MP
therapy can be started at or near the full therapeutic
dose. In patients with TPMT heterozygosity, the start-
ing dose of azathioprine/6-MP is one-third to one-half
the standard dose and should be increased slowly. In
both cases, the complete blood count must be moni-
tored regularly for myelosuppression. Patients with
negligible TPMT activity should not be treated with
thiopurines. There are minimal data on very high
TPMT activity and its effect on clinical response. Mon-
itoring of 6-TGN is not recommended generally, but it
can be helpful when the clinical response is muted. Low
6-TGN concentrations may indicate medication non-
compliance or hyperactive TPMT activity. If the latter
is documented (associated with high 6-MMP concen-
trations), escalated doses of azathioprine/6-MP or
treatment with biologic agents may be appropriate.
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Article 2 

Variabilité inter-individuelle de l’activité TPMT : dix ans d’expérience sur la 

pharmacogénétique des thiopurines et le suivi pharmacologique thérapeutique  Laurent Chouchana 1,2, Céline Narjoz 3, Denis Roche 3, Jean-Louis Golmard 4, Brigitte Pineau 5, Gilles Chatellier 5, Philippe Beaune 1,2,3, Marie-Anne Loriot 1,2,3 
 
1 INSERM UMR-S 1147. Paris, France. 
2 Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Paris, France. 
3 Assistance publique-Hôpitaux de Paris, Hôpital Européen Georges Pompidou. Biochimie, 
Pharmacogénétique et Oncologie Moléculaire. Paris, France. 
4 Assistance publique-Hôpitaux de Paris, Hôpital de la Pitié-Salpêtrière. Département de 
biostatistiques. Paris, France. 
5 Assistance publique-Hôpitaux de Paris, Hôpital Européen Georges Pompidou. Département 
d’informatique hospitalière. Paris, France.   
Contexte L’importance des variations de la TPMT dans l’hétérogénéité des réponses cliniques aux thiopurines a abouti à l’intégration de la pharmacogénétique de la TPMT dans la pratique clinique courante. Ainsi, depuis 2002, l’Unité fonctionnelle de Pharmacogénétique et oncologie moléculaire de l’HEGP propose aux cliniciens une détermination, par phénotypage ou par génotypage, du statut TPMT des patients traités par thiopurine. Cette unité propose également un STP fondé sur le dosage des métabolites 6-TGN et 6-MMPN, depuis, respectivement, 2003 et 2009. Avec l’aide du Département d’Informatique hospitalière et de l’Unité de recherche clinique de l’HEGP, nous avons effectué une extraction informatique, à partir du serveur du Laboratoire de Biologie médicale, des variables suivantes : phénotype/génotype de la TPMT, dosage de 6-TGN et 6-MMPN, indications et posologie des thiopurines, ainsi que âge et sexe des patients. Ces données, après anonymisation, ont été colligées au sein d’une base de données. L’avis favorable du 



TRAVAUX DE RECHERCHE – ARTICLE 2 

 134 

Comité de Protection des Personnes Ile-de-France II a préalablement été obtenu pour cette étude (Annexe 5). L’objectif de ce travail était d’effectuer, sur une très large population, des corrélations génotype-phénotype pour la TPMT, et d’évaluer l’impact de variations de la TPMT sur les concentrations intra-érythrocytaires en 6-TGN et en 6-MMPN, en lien avec des variables démographiques telles que l’âge et le sexe.  
Principaux résultats et discussion Les données colligées au sein de la base de données concernaient 7360 patients, incluant 4911 patients ayant eu une détermination de la TPMT (génotypage/phénotypage) et 6775 dosages de métabolites. La distribution de l’activité TPMT, établie sur un très grand nombre de patients, a montré une distribution d’apparence « normale ». Cette distribution pouvait se décomposer en 4 phénotypes, les trois premiers ayant chacun une distribution gaussienne : activité TPMT basse (0,7 %), intermédiaire (10,4 %), élevée (76,1 %) et très élevée (12,7 %). L’identification de ce 4ème phénotype TPMT sur la base d’une analyse de la distribution nous permet d’évaluer l’impact d’une activité TPMT très élevée sur la production des métabolites thiopuriniques, potentiellement en lien avec des conséquences cliniques. Les patients avec un génotype TPMT sauvage ont une activité 1,7 et 4,5 fois plus élevée que les patients, respectivement, hétérozygotes et homozygotes mutés. La corrélation génotype-phénotype a montré qu’il existe une grande variabilité d’activité au sein de chaque génotype. Notamment, environ 25 % des patients hétérozygotes ont une activité élevée/normale. De plus, au sein du groupe des patients pour lesquels il n’a pas été retrouvé de variants alléliques (TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B, TPMT*3C), i.e. génotype sauvage, environ 5 % ont une activité intermédiaire ou basse, probablement en lien avec la présence de variants alléliques moins fréquents ou de mutations rares. Ainsi, même si la corrélation génotype-phénotype est globalement bonne (93,4 %), les valeurs prédictives positives et négatives du génotypage pour dépister les patients porteurs d’une activité TPMT déficiente (basse ou intermédiaire) sont, respectivement, de 77,4 % et de 95,4 %. Au final, le génotype TPMT, sur la base des trois SNP recherchés, ne représente que 24 % de la variabilité observée pour l’activité TPMT. 
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L’analyse des concentrations en 6-TGN a révélé des concentrations 1,6 fois plus élevées chez les patients ayant une activité TPMT déficiente, par comparaison aux patients ayant une activité élevée. De plus, en rapportant à la dose journalière d’azathioprine, cette différence atteint 2,5 fois. Nous n’avons pas trouvé de variations significatives des concentrations moyennes des 6-TGN ou des 6-MMPN chez les patients ayant une activité très élevée, par comparaison aux patients avec une activité élevée. En revanche, le ratio métabolique était significativement et positivement (r=0,25 ; p<0,0001) associé à l’activité TPMT. La TPMT n’étant pas le déterminant majeur, ces ratios métaboliques présentaient une grande variabilité au sein de chaque phénotype. Il y a également une tendance (12,1 ± 14,5 vs. 19,7 ± 32,4) à des ratios métaboliques plus élevés chez les patients ayant une activité TPMT très élevée par rapport aux patients ayant une activité élevée. Par ailleurs, l’activité TPMT n’est en moyenne que très légèrement supérieure chez les patients ayant un ratio défavorable. Au total, il semble que même si l’activité TPMT n’est pas le déterminant majeur du ratio métabolique, elle le module positivement. De plus, nous avons pu identifier un seuil d’activité TPMT à 18,3 U/mL au-delà duquel il y a significativement présence de 3 fois plus de ratios défavorables (≥ 20). En outre, nous avons également retrouvé des concentrations en 6-MMPN et des ratios 6-MMPN:6-TGN, respectivement, 1,6 et 2,2 fois plus élevés chez les femmes que chez les hommes, malgré des activités TPMT, des concentrations en 6-TGN et des doses d’azathioprine similaires. Ce résultat implique probablement des différences de métabolisme entre hommes et femmes dont les conséquences cliniques et thérapeutiques restent encore à déterminer à l’aide d’études ultérieures. Dans un modèle multivarié, la dose d’azathioprine et le génotype TPMT étaient les facteurs prédictifs des concentrations en 6-TGN, alors qu’il fallait également intégrer le sexe comme facteur prédictif des concentrations en 6-MMPN et du ratio 6-MMPN:6-TGN. Notre travail a également concerné un sous-groupe de patients présentant un suivi longitudinal de 2,3 ans. A l’issue du STP, la moitié de ces patients présentait des concentrations en 6-TGN inférieurs au seuil de 235 pmol/8x108 GR. Cela suggère que ce seuil n’est peut-être pas optimal pour atteindre l’efficacité. En conclusion, notre travail a permis de caractériser les relations entre la TPMT et les métabolites sur une très grande population de patients. Il reflète également l’utilisation réelle de la détermination de la TPMT et du dosage des métabolites en situation de soins 
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courants hospitaliers. Le schéma de cette étude n’a pas permis l’intégration de données cliniques limitant les conclusions sur l’évolution clinique des patients. Au total, ces résultats illustrent l’utilité de la pharmacogénétique et du dosage des métabolites des thiopurines pour améliorer l’identification de cas de non observance et de patients à haut risque de toxicités ou de résistance thérapeutiques.  
Article publié dans Pharmacogenomics (cf. pages suivantes) « Interindividual variability in TPMT enzyme activity: 10 years of experience with 
thiopurine pharmacogenetics and therapeutic drug monitoring » Chouchana L, Narjoz C, Roche D, Golmard JL, Pineau B, Chatellier G, Beaune P, Loriot MA. 
Pharmacogenomics. 2014;15(6):745-57. 
Impact factor : 3,9   
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Interindividual variability in TPMT enzyme 
activity: 10 years of experience with thiopurine 
pharmacogenetics and therapeutic drug monitoring

Thiopurine drugs, mainly azathioprine and 
6-mercaptopurine (6-MP), are cytotoxic and are 
immunosuppressive drugs that are widely used 
to treat autoimmune disorders, inflammatory 
bowel disease or acute lymphoblastic leukemia [1]. 
Although clearly effective, azathioprine is charac-
terized by considerable interindividual variability 
in the clinical response, with approximately 40% 
of patients failing to achieve a clinical remission, 
and 15–28% experiencing adverse effects such as 
hematological and hepatic toxicities [2–6]. Azathio-
prine is a prodrug, bioactivated into pharmaco-
logically active metabolites such as 6-thioguanine 
nucleotides (6-TGN) and 6-methylmercaptopu-
rine nucleotides (6-MMPN) [1]. The multistep 
HPRT pathway results in the production of 
6-TGN, whereas TPMT catalyzes the formation 
of 6-methyl mercaptopurine and 6-MMPN [7]. 
Genetic polymorphisms on enzymes involved in 
thiopurine metabolism, such as TPMT, ITPase or 
XO could affect clinical response to thiopurines 
and be related to side effects [8]. Interindividual 
variability in these metabolite concentrations is 
largely related to genetic polymorphisms that 
affect TPMT activity [9]. Historically, among 
298 blood donors, approximately 0.3% have low 
TPMT activity, 11% intermediate activity and 

89% normal/high activity [10]; these three groups 
have two, one or no variant alleles, respectively 
[11]. To date, 39 TPMT variant alleles associated 
with decreased enzyme activity have been iden-
tified, of which only four (TPMT*2, *3A, *3B 
and *3C) account for approximately 95% of the 
genetic diversity in Caucasians [12–15]. The overall 
concordance rate between genotype and pheno-
type can vary according to ethnicity and has been 
estimated to be over 90% in Caucasians, and up 
to 98% with DNA sequencing [16–18]. Further-
more, 2–15% of patients have very high TPMT 
activity, above the normal interval, in the absence 
of any obvious underlying genetic cause [3,18–20].

Nongenetic factors can also affect TPMT 
activity. Mean TPMT activity was higher in 
liver biopsies from males than from females 
and intraerythrocyte TPMT activity was 
slightly lower in women in a large Spanish 
retro spective study [9,21]. The impact of age in 
both adults and children varied across studies 
[22–25]. Drugs, including thiopurines, can alter 
TPMT activity [26–28]. In keeping with the 
effects of these genetic and nongenetic factors, 
TPMT activity in large-scale studies covered a 
wide range of values, and antimodes are hardly 
identifiable [9,16,23,29].

Background & aims: TPMT activity and metabolite determination (6-thioguanine nucleotides [6-TGN] and 
6-methylmercaptopurine nucleotides [6-MMPN]) remain controversial during thiopurine management. 
This study assessed associations between patient characteristics and TPMT activity, and their impact on 
metabolite levels. Patients & methods: A retrospective review of the laboratory database from a French 
university hospital identified 7360 patients referred for TPMT phenotype/genotype determination, and/or 
for 6-TGN/6-MMPN monitoring. Results: Four TPMT phenotypes were identified according to TPMT activity 
distribution: low, intermediate, normal/high and very high. Based on 6775 assays, 6-TGN concentrations 
were 1.6-fold higher in TPMT-deficient patients compared with TPMT-normal patients. Azathioprine dose 
and TPMT genotype were significant predictors of metabolite levels. Furthermore, 6-MMPN and 
6-MMPN: 6-TGN ratios were, respectively, 1.6- and 2.2-fold higher in females than in males, despite similar 
TPMT, 6-TGN and azathioprine doses. An unfavorable ratio (≥20) was associated with a slightly higher 
TPMT activity. Conclusion: These results illustrate the usefulness of pharmacogenomics and metabolite 
measurement to improve the identification of noncompliance and patients at high risk for toxicity or 
therapeutic resistance.
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Patients with low or intermediate TPMT 
activity are more likely to have toxic intraeryth-
rocyte 6-TGN levels, above 450 pmol/8 × 108 
red blood cell (RBC), associated with an 
increased risk of neutropenia [30–32]. Con-
versely, patients with very high TPMT activ-
ity could preferentially produce 6-MMPN, 
a metabolite responsible for hepatotoxic-
ity when present in sustained levels above 
5700 pmol/8 × 108 RBC [31]. These patients 
are more prone to exhibit an unfavorable 
6-MMPN:6-TGN ratio, associated with fail-
ure to obtain a thiopurine response even after 
dose escalation [5,33]. Finally, several studies 
have empirically established a threshold of 
235 pmol/8 × 108 RBC for clinical response 
and a 6-MMPN:6-TGN ratio above 20:1 for 
predicting treatment failure [31,34,35].

Few data from large-scaled studies are 
available on the relationship between TPMT 
activity and thiopurine metabolite profiles 
and its consequences for therapeutic manage-
ment [25,35–37]. The aim of this study based 
on 10 years of experience in the pharmaco-
genetics unit of a French university hospital 
was to assess genetic and nongenetic determi-
nants of interindividual variability in TPMT 
activity and to evaluate the influence of this 
variability on thiopurine metabolite levels and, 
consequently, on therapeutic management.

Patients & methods
�n Patients

We retrospectively reviewed the laboratory 
database of the Hôpital Européen Georges 
Pompidou (Assistance Publique-Hôpitaux de 
Paris). We included the patients referred to 
the pharmacogenetics unit (2002–2011) in 
relation with thiopurine therapy, for TPMT 
ana lysis and/or for therapeutic drug monitor-
ing (TDM) based on 6-TGN and 6-MMPN 
assays (Figure 1). Patients treated with thio-
purine received azathioprine, except for ten 
patients that received 6-MP. For the latter, 
daily 6-MP drug dosage has been converted 
in azathioprine-equivalent using a factor of 
2.08 [38].

�n Ethics statement
This study received approval (#2013-07-06) 
from the local human ethics committee (insti-
tutional review board registration #00001072). 
According to French legislation, no written 
consents are required for observational ret-
rospective studies. All data were analyzed 
anonymously.

�n TPMT ana lysis
Phenotyping
TPMT activity was assessed in RBCs using 
the reverse-phase HPLC method previously 
described [39]. Briefly, erythrocyte lysates were 
incubated with 6-MP, S-adenosylmethionine 
(cofactor of TPMT), dithiotreitol (protect-
ing thiol group from oxidation) and allopuri-
nol (inhibiting XO). After 1 hour, 6-methyl-
mercaptopurine formed is measured. The 
coefficient of variation (CV) within-run and 
between-run varied between 3.4–7.9% and 
8.3–12%, respectively [39]. The quality assur-
ance plan set up in the laboratory also dis-
played good precision results with within-run 
and between-run CV between 1.5–2.4% and 
7.2–9.1%, respectively. For patients having more 
than one TPMT activity determination, only 
the first was included in the analyses; however, 
we used the data from these patients to evaluate 
intraindividual TPMT variations over time.

Genotyping
Genotyping was restricted to patients with 
TPMT activity ≤11.0 nmol/h/ml RBC (U/ml) 
and who consented to genotyping. Patients with 
activity >11.0 U/ml were classified as having the 
wild-type genotype [39,40]; however, among them, 
216 patients underwent genotyping after specific 
request. Conventional PCR-based assays were 
used to detect the major TPMT inactivating 
alleles (TPMT*2, *3A, *3B and *3C) until 2004 
and the TaqMan® DME Assay (Applied Biosys-
tems, France) for allelic discrimination thereafter 
[11]. Alleles exhibiting none of the three tested 
SNPs (on exons 5, 7 and 10) were assumed to 
be the wild-type allele (TPMT*1).

�n 6-TGN & 6-MMPN intraerythrocyte 
concentrations
6-TGN and 6-MMPN concentrations were 
assessed in RBCs using the modified reverse-
phase HPLC method described elsewhere, 
starting from 2003 and 2009, respectively [41]. 
Standard curves were linear over the concentra-
tion range of 50–1500 pmol/8 × 108 RBC for 
6-TGN (r2 = 0.99) and 50–15,000 pmol/8 × 108 
RBC for 6-MMPN (r2 = 0.99). Within-run and 
between-run CV for 6-TGN and 6-MMPN 
assays were 3.1–6.3%, 7.2–12.8%, 2.0–2.4% 
and 3.9–10.9%, respectively. Samples with values 
below the limit of quantification (50 pmol/8 × 108 
RBC) were excluded from the ana lysis. The 
therapeutic range for 6-TGN was considered as 
235–450 pmol/8 × 108 RBC. The upper limit for 
6-MMPN was 5700 pmol/8 × 108 RBC.
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�n Statistical ana lysis
Data are described as mean ± standard devia-
tion, median (interquartile range [IQR]) or 
n (%). Variables were compared between groups 
using parametric (student, ANOVA) and non-
parametric (Mann–Whitney, Wilcoxon, Krus-
kal–Wallis) tests, and percentages using the 
c2 test. Variable distributions were examined 
using the d’Agostino-Pearson normality test 
and the Quantile-Quantile (Q-Q) plot graphi-
cal approach. Spearman correlation and mixed 
linear model was performed to assess relation-
ships between variables. Relationships between 
metabolite concentrations, considered as the 
dependent variables, and TPMT phenotype, 

TPMT genotype, sex, age and azathioprine dose, 
considered as the independent variables, were 
assessed using mixed linear models. The indi-
vidual effect was taken into account by a random 
intercept, and the effects of the previous inde-
pendent variables were fixed effects. The analyses 
were performed using two steps: in the first, each 
of the dependent variables was included in a uni-
variate mixed linear model, and in a second step, 
a multivariate mixed linear model was obtained 
by backward selection. Significant variables with 
a p-value <0.15 in the univariate ana lysis were 
included in the initial multi variate model, and 
variables with a p-value <0.05 were retained in 
the final multivariate model. Two-sided p-values 

Database study

TPMT phenotyping and genotyping

– Male7360 patients

4911 patients

– Female
3416 (46.4%)
3944 (53.6%)

– Median age at 1st visit – years 35.1 (IQR: 23.5–50.9)

– Pediatrics <15 years
n = 5317 (including 406 multiple determinations)

TDM

3293 patients

962 patients

TPMT-screened patients
with at least one TDM assay

Follow-up based on
at least three TDM assays

6-TGN (n = 6775), 6-MMPN (n = 3199)

6-TGN (n = 2919), 6-MMPN (n = 1412)

TPMT-metabolite study

TPMT phenotyping and genotyping
n = 962

TDM

292 patients

6-TGN (n = 2077), 6-MMPN (n = 974)

Longitudinal study

TPMT phenotyping and genotyping
n = 292

TDM

– Adults
687 (9.3%)
6673 (90.7%)

– Inflammatory bowel disease 2958 (40.2%)
– Autoimmune diseases 1030 (14.0%)
– Cystic fibrosis 451 (6.1%)
– Not available 2921 (39.7%)

299 (4.1%)Including elderly patients ≥75 years

Sex

Age

Indication for thiopurine therapy

Figure 1. Data used in the study. Shows the data included in the Database study, TPMT-metabolite study and Longitudinal study.  
6-MMPN: 6-methylmercaptopurine nucleotides; 6-TGN: 6-thioguanine nucleotides; IQR: Interquartile range; TDM: Therapeutic drug 
monitoring.
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below 0.05 were considered significant. Statistical 
analyses were performed using Prism 5.0 (Graph-
Pad, CA, USA) and SAS 9.3 (SAS Institute Inc., 
NC, USA).

Results
�n Study patients

We identified 7360 patients (3416 males, 3944 
females); median age was 35.1 (IQR: 23.5–50.9) 
years, with a range from 0.3 to 93.6 years. Inflam-
matory bowel disease was the indication for thiopu-
rine therapy in 40% of patients and was unknown, 
that is, data unavailable, for approximately another 
40%. Database aggregates 5317 TPMT determi-
nations (n = 4911 patients), 6775 6-TGN and 3199 
6-MMPN assays (n = 3293 patients; Figure 1).

�n TPMT pharmacogenetics
Phenotyping
TPMT activity was determined in 4911 patients. 
Mean TPMT activity was 12.2 ± 3.3 U/ml and 
a 2.5-fold difference was found between the 5th 
and 95th percentile (7.0 and 17.3 U/ml, respec-
tively). Values were slightly higher in males than in 
females (12.3 ± 3.3 vs 12.1 ± 3.3 U/ml; p < 0.01). 
TPMT activity was not influenced by patient 
age overall, but was, within wild-type patients, 
approximately 15% higher before 5 years of age 
than in older patients (p < 0.01; Supplementary Figure 1, 
www.futuremedicine.com/doi/suppl/10.2217/
pgs.14.32). TPMT activity was significantly 
higher in patients with cystic fibrosis compared 
with other patients (12.9 ± 3.7 vs 12.2 ± 3.3 U/ml; 
p < 0.0001).

TPMT activity distribution was not normal 
(p < 0.0001; Figure 2). The Q-Q plot graph showed 
four TPMT phenotypes, with normally distrib-
uted values in the first three: low (<4.3 U/ml), 36 
(0.7%) patients; intermediate (4.3–8.7 U/ml), 
512 (10.4%) patients; normal/high (8.7–15.5 U/
ml), 3738 (76.1%) patients; and very high 
(≥15.5 U/ml), 625 (12.7%) patients (Figure 2).

Among patients with multiple TPMT deter-
minations, 231 had two determinations carried 
out at least 3 months apart, that is, before and 
during thiopurine treatment. Although indi-
vidually, slight variations for TPMT activity 
can be observed during thiopurine treatment 
either higher or lower than before treatment, 
mean TPMT activity and standard deviation 
remained unchanged over time (12.2 ± 3.4 vs 
12.1 ± 3.4 U/ml; p = 0.56).

Genotyping
Of the 4911 TPMT phenotyped patients, 
1584 underwent TPMT genotyping; 105 (6%) 

patients eligible for TPMT genotyping (activity 
<11.0 U/ml) did not consent to this test. Among 
the 4806 patients included in the ana lysis of 
TPMT genotype–phenotype concordance, 
30 (0.6%) had homozygous variant alleles or 
compound heterozygosity and 390 (8.1%) were 
heterozygotes; the remaining 4386 (91.3%) 
patients were classified as wild-type, assuming 
that patients with TPMT activity >11.0 U/ml 
did not carry any variant alleles. The observed 
allelic frequencies were 95.3% for TPMT*1, 
3.07% for TPMT*3A, 0.94% for TPMT*3C, 
0.55% for TPMT*2 and 0.13% for TPMT*3B 
(Supplementary table 1).

Genotype–phenotype concordance
TPMT activity in wild-type patients ranged 
from 3.6 to 61.5 U/ml; two patients had outlying 
values of 53.9 and 61.5 U/ml. Wild-type patients 
had 1.7- and 4.5-fold higher mean TPMT activ-
ity than did heterozygous and homozygous vari-
ant patients, respectively (12.7 ± 2.9 vs 7.4 ± 1.8 
and vs 2.8 ± 1.8 U/ml, respectively; p < 0.0001; 
Figure 3). TPMT genotype, according to the 
three major SNPs, accounted for 24% of the 
interindividual  variability in TPMT activity.

The overall concordance rate between TPMT 
genotype and phenotype was 93.4% while it was 
only 73.3% among heterozygotes. For the lat-
ter group, large hetero geneity resulted in 104 
(26.7%) heterozygous patients misclassified. 
Thus, of 390 heterozygous variant allele carri-
ers, 95 (24.4%) had normal TPMT activity, up 
to 12.2 U/ml, and nine (2.3%) had low TPMT 
activity (table 1). Moreover, of 30 patients car-
rying homozygous variant alleles, seven (23%) 
had intermediate TPMT activity. Finally, among 
the 4386 patients who carried none of the tested 
TPMT variant alleles, that is, classified as wild-
type for TPMT genotype, 203 (4.6%) had a 
TPMT deficiency.

The positive predictive value of genotyping 
for detecting TPMT deficiency (<8.7 U/ml) 
was 77.4% and the negative predictive value was 
95.4%. The area under the receiver- operating 
characteristic curve for TPMT deficiency 
was 0.96.

�n TDM
Metabolite concentrations in the 
database study
Thiopurine metabolites were measured 6775-
times in 3293 patients. Median 6-TGN 
and 6-MMPN concentrations were 214 
(IQR: 147–313) pmol/8 × 108 RBC and 976 
(IQR: 409–2651) pmol/8 × 108 RBC, respectively. 
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For 6-TGN, 3832 (57%) values were under 
235 pmol/8 × 108 RBC and 700 (10%) were over 
450 pmol/8 × 108 RBC. For 6-MMPN, 295 (9%) 
values were over 5700 pmol/8 × 108 RBC. 6-TGN 
and 6-MMPN concentrations showed a poor cor-
relation with each other (r = 0.056; p = 0.0014). 
Although 6-TGN and 6-MMPN concentra-
tions were not influenced by age overall, they 
were, respectively, 18 and 55% lower in children 
younger than 5 years than in adults (212 ± 185 
vs 258 ± 209 pmol/8 × 108 RBC, p < 0.0001; 
1005 ± 1621 vs 2254 ± 3060 pmol/8 × 108 RBC, 
p < 0.0001). Mean 6-MMPN concentration 
was 1.6-fold higher in females than in males 
(2665 ± 3428 vs 1635 ± 2282 pmol/8 × 108 RBC; 
p < 0.0001), whereas 6-TGN concentrations and 
azathioprine doses were similar.

Median 6-MMPN:6-TGN ratio was 4.1 
(IQR: 1.6–10.3). The ratio was 2.2-fold 
higher in females than in males (12.1 ± 18.9 vs 
5.4 ± 6.6; p < 0.0001), and 18.5% (n = 265) of 
females had a ratio ≥20 compared with 7.6% 

(n = 124) of males (p < 0.0001; odds ratio [OR]: 
2.78; 95% CI: 2.22–3.49).

Factors associated with metabolite 
concentrations in the TPMT-metabolite 
study
Mean 6-TGN concentration was 1.6-fold 
higher in patients with TPMT deficiency 
than in patients with normal TPMT activity 
(408 ± 369 vs 252 ± 217 pmol/8 × 108 RBC; 
p < 0.0001) and the increase was 2.5-fold for the 
mean 6-TGN concentration per mg of azathio-
prine dose (6.4 ± 4.6 vs 2.6 ± 2.4 pmol/8 × 108 
RBC/mg; p < 0.0001; table 2, Figure 4a & b). The 
6-TGN concentrations were not significantly 
different between normal and very high TPMT 
activity patients (Figure 4a). Among TPMT-
deficient patients, 129 (32.5%) had 6-TGN 
levels >450 pmol/8 × 108 RBC, compared with 
31 (7.8%) among very high TPMT patients; 
6-TGN values <235 pmol/8 × 108 RBC were 
found in 131 (33%) TPMT-deficient patients 
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Figure 2. Distribution of TPMT activity in 4911 patients. TPMT phenotypes: low (<4.3 U/ml), intermediate (4.3–8.7 U/ml), 
normal/high (8.7–15.5 U/ml) and very high (≥15.5 U/ml). Two patients had outlying values for TPMT activity of 53.9 and 61.5 nmol/h/ml 
RBC (U/ml), respectively. On the Q-Q plot graph, data for the low, intermediate and normal/high phenotypes were normally distributed 
as depicted by the red, orange and green dotted lines, respectively. Data for the very high phenotype did not match with a normal 
distribution. Arrows indicate antimodes between low–intermediate, intermediate–normal and normal–very high phenotypes.  
d’Agostino-Pearson normality test: p < 0.0001.  
Q-Q: Quantile-Quantile; RBC: Red blood cells.
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and in 235 (58.9%) patients with very high 
TPMT activity (p < 0.0001; table 2). The 

6-MMPN concentrations increased across 
intermediate, normal and very high TPMT 
phenotypes (1314 ± 2049, 2066 ± 2762, 
2616 ± 3650 pmol/8 × 108 RBC, respectively; 
p < 0.0001; Figure 4C & D). Regarding genotype 
influence on metabolites, we observed that all 
the 6-TGN values were above the therapeutic 
range for patients carrying a homozygous variant 
TPMT genotype (Supplementary Figure 2).

The 6-MMPN:6-TGN ratio correlated posi-
tively with TPMT activity (r = 0.25; p < 0.0001) 
and was significantly different between TPMT 
phenotypes (p < 0.0001; Supplementary Figure 3a & b). 
Patients with an unfavorable ratio ≥20 (17.4%) 
had higher mean TPMT activity than patients 

Table 1. Concordance between TPMT genotype and phenotype in 
4806 patients.

TPMT genotype TPMT activity (nmol/h/ml RBC)

<4.3 4.3–8.7 8.7–15.5 ≥15.5

v/v 23† 7 0 0

wt/v 9 286† 95 0

wt/wt 2 201 3558† 625†

Of the 4911 TPMT phenotyped patients, 1584 underwent TPMT genotyping; 105 (6%) patients 
eligible for TPMT genotyping (activity <11.0 U/ml) did not consent to this test. Finally, TPMT 
genotype–phenotype concordance was assessed in 4806 patients.  
†Patients with a concordant TPMT genotype and phenotype.  
RBC: Red blood cell; v: Variant; wt: Wild-type.
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Figure 3. Variability in TPMT activity according to TPMT genotype. (A) Box-and-whisker plots for the wild-type, heterozygous and 
homozygous variant genotypes. Boxes and whiskers include data between the 25th and 75th percentiles and the 5th and 95th 
percentiles, respectively. Outliers are depicted as dots, median values as solid lines, and mean values as solid crosses. (B) Dot plots for 
the variant alleles. Median values are depicted as dashed lines.  
The gray boxes represent the reference range (8.7–15.5 U/ml) for normal/high TPMT activity. 
Kruskal–Wallis test: ***p < 0.0001.  
RBC: Red blood cell; v: Variant; wt: Wild-type.
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with a ratio <20 (13.6 ± 5.9 vs 11.7 ± 3.1 U/ml; 
p < 0.001; Supplementary Figure 3C). In patients with 
very high TPMT activity (≥15.5 U/ml), unfavor-
able ratios were not significantly more common 
than in other patients (25.4 vs 16.3%; OR: 1.74; 
95% CI: 0.96–3.19; p = 0.07); however, a cutoff 
of 18.3 U/ml is noteworthy above which unfa-
vorable ratios were significantly more frequent 
(OR: 2.97; 95% CI: 1.05–8.37; p = 0.03).

By univariate mixed linear model, azathio-
prine dose (p = 0.038), TPMT phenotype 
(p = 0.0016) and TPMT genotype (p < 0.0001) 
were associated with 6-TGN concentrations in 
adults and only azathioprine dose and TPMT 
genotype remains significant in the multivariate 
model (p = 0.047 and p < 0.0001, respectively). 
Regarding 6-MMPN concentrations in adults, 
azathioprine dose (p < 0.0001), TPMT pheno-
type (p = 0.0005), TPMT genotype (p < 0.0001), 
age (p = 0.044) and sex (p = 0.0068) were signifi-
cant predictors in the univariate model, while the 
final multivariate model included azathioprine 
dose (p < 0.0001), TPMT genotype (p = 0.0002) 
and sex (p = 0.0004). The latter were also pre-
dictors of the 6-MMPN:6-TGN ratio using a 

multivariate model (p < 0.0001). Finally, mixed 
linear models explained 41.7, 50.2 and 55.9% 
of the variance of 6-TGN, 6-MMPN and 
6-TGN:6-MMPN concentrations, respectively.

Longitudinal study
We identified 292 patients with at least three 
TDM values (median: 5 [IQR: 3–9]). Median 
follow-up duration was 2.3 (IQR: 1.1–3.8) years, 
with 2077 metabolite determinations. The last 
metabolite assays showed a higher proportion of 
6-TGN concentrations within the therapeutic 
range (235–450 pmol/8 × 108 RBC), compared 
with the first assays (110 [38%] vs 71 [24%]; 
p < 0.0001); even if underdosing was noted in 
147 (50%) patients compared with 203 (70%) 
at the first assays (p < 0.0001; Figure 5). Among 
underdosed patients, the proportion of patients 
with normal and very high TPMT activity 
was higher than the proportion with deficient 
TPMT activity, both at the first assay (72 and 
78% vs 49%, respectively; p < 0.001) and at 
the last assay (59 and 53% vs 26%, respectively; 
p < 0.01). Finally, 34 (12%) patients (9, 22 and 
3 with deficient, normal and very high TPMT 

Table 2. Influence of TPMT phenotype on 6-TGN and 6-MMPN concentrations, 
6-TGN:6-MMPN ratio and azathioprine dose in the TPMT-metabolite study 
(n = 962 patients).

TPMT activity (nmol/h/ml RBC) p-value

<8.7 8.7–15.5 ≥15.5

6-TGN (pmol/8 × 108 RBC) 408 ± 369 252 ± 217 240 ± 148 <0.0001

6-MMPN (pmol/8 × 108 RBC) 1314 ± 2049 2066 ± 2762 2616 ± 3650 <0.0001

Azathioprine dose (mg/day) 88.3 ± 36.7 124.0 ± 44.0 108.5 ± 49.3 <0.0001

6-TGN/azathioprine dose 
(pmol/8 × 108 RBC/mg)

6.4 ± 4.6 2.6 ± 2.4 3.1 ± 2.9 <0.0001

6-MMPN/azathioprine dose 
(pmol/8 × 108 RBC/mg)

12.8 ± 16.4 17.0 ± 20.5 25.5 ± 33.1 0.0005

Number of 6-TGN 
<235 pmol/8 × 108 RBC

131 (33.0) 1259 (59.3) 235 (58.9)

Number of 6-TGN values between 
235–450 pmol/8 × 108 RBC

137 (34.5) 670 (31.6) 133 (33.3)

Number of 6-TGN 
>450 pmol/8 × 108 RBC

129 (32.5) 194 (9.1) 31 (7.8)

Total of 6-TGN data 397 (100) 2123 (100) 399 (100) <0.0001

Number of 6-MMPN 
<5700 pmol/8 × 108 RBC

217 (94.8) 914 (92.1) 165 (86.4)

Number of 6-MMPN 
≥5700 pmol/8 × 108 RBC

12 (5.2) 78 (7.9) 26 (13.6)

Total of 6-MMPN data 229 (100) 992 (100) 191 (100) 0.006

6-MMPN:6-TGN ratio 5.2 ± 7.4 12.1 ± 14.5 19.7 ± 32.4 <0.0001

Data are presented as mean ± standard deviation or n (%).
6-MMPN: 6-methylmercaptopurine nucleotides; 6-TGN: 6-thioguanine nucleotides; RBC: Red blood cell.
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activity, respectively) remained overdosed at the 
last assay, compared with 18 (6%) at the first 
assay (8, 7 and 3 with deficient, normal and very 
high TPMT activity, respectively).

Discussion
Current international guidelines recommend the 
use of pharmacogenetics for therapeutic man-
agement of thiopurines [13,14]. This approach 
allows for the reduction of thiopurine toxicities 
and presents a favorable cost–effectiveness ratio 
[42,43]. However, the usefulness of metabolite 
measurements and the impact of interindividual 
TPMT variability on the therapeutic response 
remain debated. Here, we report retro spective 
single-center data obtained routinely over 
10 years from 7360 patients including children, 
adults and elderly individuals. Our results con-
firm the considerable interindividual variability 
in TPMT activity, occurring even within each 
TPMT genotype, and leading to wide variations 
of metabolite concentrations.

To summarize, TPMT activity displayed four 
phenotypes; TPMT genotype was a predictive 
determinant for 6-TGN and 6-MMPN levels; 
metabolite concentrations were associated with 
azathioprine dose; 6-MMPN concentrations 
and metabolite ratios differed between sexes; and 
finally TDM was associated with a significant 
decrease in the proportion of patients with 6-TGN 
concentrations outside the therapeutic range.

A trimodal distribution of TPMT activity was 
reported in 1980 in 298 healthy blood donors 
[10]. Subsequently, several large studies failed to 
replicate this finding, chiefly because there was 
no clear intermediate TPMT group [9,23,35]. The 
frequency histogram of TPMT activity in our 
study did not clearly show three patient groups; 
instead, TPMT activity varied across a broad 
range of values within each genotype. However, 
a Q-Q plot graphical approach identified four 
groups, with normally distributed values in the 
first three: low (0.7%), intermediate (10.4%), 
normal/high (76.1%) and very high (12.7%) 
TPMT activity. A very high TPMT activity 
group was previously identified in studies of 
patients or healthy individuals and accounted 
for 3.7–15% of the study populations [3,19,23]. 
The plurimodal distribution of TPMT activity 
is largely ascribable to genetic polymorphisms 
resulting in partial or complete TPMT defi-
ciency [1,16,18]. A variable number of tandem 
repeats within the 5´-flanking region of the 
TPMT gene is associated with elevated TPMT 
activity, but the molecular basis of the ultrarapid 
phenotype remains unknown [19].

TPMT activity differed significantly across 
homozygous variant carriers, heterozygotes and 
wild-type patients. The allelic frequencies were 
consistent with those from other large studies of 
Caucasians [13]. Genotype–phenotype concor-
dance was good overall (93.4%), but the TPMT 
genotype as assessed based on the three main 
SNPs, accounted for only a quarter of the phe-
notype variability. Thus, substantial variability 
occurred within each genotype. For instance, 
in the wild-type group after exclusion of two 
patients with outlying values, TPMT activity 
varied 8.3-fold, in keeping with the 3- to 8.7-
fold variability reported previously [18,22,23]. 
Differences across studies may be ascribable to 
differences in study populations (patients or 
blood donors), comorbidities, or concomitant 
treatments [9]. Moreover, very large studies of 

Figure 5. Proportion of patients under, within or below the 6-TGN 
therapeutic range at first and last metabolite determinations within the 
longitudinal study (n = 292).  
6-TGN: 6-thioguanine nucleotides; RBC: Red blood cell.
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thiopurine-treated patients, such as ours, may 
be biased toward extreme TPMT activity values. 
The overlapping in TPMT activity between gen-
otypes, especially in heterozygotes, undermines 
the accuracy of TPMT phenotype prediction. 
This is in keeping with the known existence of 
undetected rare SNPs contributing to approxi-
mately 3% of variant alleles in Caucasians [13,18]. 
However, testing for rare variant alleles does not 
significantly improve TPMT genotype reliability, 
especially in the intermediate group [18].

TPMT activity can be influenced by non-
genetic factors (e.g., sex, age, indication for 
thiopurine therapy) [9,21,23,25]. We found 
slightly higher TPMT activities in males, in 
patients younger than 5 years, and in patients 
with cystic fibrosis. These differences, although 
statistically significant, were probably too small 
to have an actual clinical impact. A previous 
Italian study also found higher activities in 
patients younger than 5 years, but another 
study found no difference [22,23]. Such discrep-
ancies may be related to differences in patient 
ethnicity, analytical method or erythropoiesis 
physiology in children [24]. Finally, as thio-
purine therapy has been reported to induce 
TPMT activity, we evaluated patients with 
multiple TPMT determinations, that is, before 
and during treatment. We found, overall, a 
stable TPMT activity and even if slight intra-
individual variations occur, they are not likely 
to change TPMT phenotype [26,28,30,44]. We 
cannot exclude that intraindividual variations 
or assay variations contributed to the observed 
fluctuations in TPMT activity [44].

In our study, as expected, the wide inter-
individual variability in TPMT activity had 
meaningful therapeutic effects in patients receiv-
ing azathioprine therapy: TPMT deficiency was 
significantly associated with 6-TGN elevation and 
6-MMPN decrease [36,45]. Using a multivariate 
mixed linear model taking into account the indi-
vidual effect, TPMT genotype and azathioprine 
dose were the main predictors of both metabolite 
concentrations. However, the 6-MMPN:6-TGN 
ratio was positively but weakly correlated with 
TPMT activity, suggesting that the metabolite 
ratio is mainly determined by others factors than 
TPMT. In keeping with this possibility, the pro-
portion of patients with a metabolite ratio ≥20 
was almost threefold higher in females than in 
males and the mean ratio in females was 2.2-fold 
higher owing to higher mean 6-MMPN concen-
tration with similar mean 6-TGN concentration 
and TPMT activity. The multivariate mixed 
linear model has also highlighted this strong 

sex effect for determining 6-MMPN concentra-
tions and metabolite ratios, but not for 6-TGN 
concentrations. These results, consistent with a 
previous report, are ascribable neither to the aza-
thioprine doses, which were similar in males and 
females, nor to the small sex-related difference in 
TPMT activity [37]. Their impact on the safety 
of thiopurine therapy in females requires clarifi-
cation, even if a recent large retrospective study 
conversely suggests a lower risk for thiopurine-
induced hepatotoxicity in females [46].

We observed only a small, but significant, dif-
ference in TPMT activity between the groups 
with 6-MMPN:6-TGN ratio values <20 and 
≥20. Furthermore, the mean ratio increased 
with TPMT activity but remained <20 even in 
the very high TPMT group, in accordance with 
an earlier study showing that very high TPMT 
activity was not associated with pharmacological 
resistance to thiopurines [35]. However, having a 
TPMT activity greater than 18.3 U/ml was asso-
ciated with a nearly threefold increase in the risk 
of having 6-MMPN:6-TGN ratio values ≥20 in 
our study. Since increasing the azathioprine dose 
would fail to improve 6-TGN concentrations in 
the context of pharmacological resistance, add-
ing allopurinol and dramatically diminishing the 
azathioprine dose may be a useful therapeutic 
strategy in this patient subgroup [33].

Our longitudinal study strongly supports a 
beneficial effect of TDM, since the proportion 
of patients within the therapeutic range increased 
in all TPMT groups, chiefly via a decrease in 
underdosed patients. However, half the patients 
remained underdosed after long-term follow-up. 
Apart from poor treatment adherence, this result 
may indicate that azathioprine dose adjustments 
are not effective in achieving the therapeutic 
range or that a clinical response could prob-
ably be obtained with 6-TGN concentrations 
<235 pmol/8 × 108 RBC, particularly in children, 
who had lower 6-TGN values than did adults in 
our study. This certainly enphasizes the impor-
tance of the differential assay of mono-, di- and 
tri-phosphate metabolites in TDM. In addition, 
the high proportion of patients with TPMT defi-
ciency among the overdosed patients, exposed 
to recurrent severe hematological toxicity, sug-
gests that azathioprine dose adjustments may 
fail to counteract the effect of TPMT deficiency 
[30,36]. Studies are needed to evaluate the effect 
on toxicities, including lymphoma, and clinical 
responsiveness of lasting exposure to high 6-TGN 
concentrations [47].

Our study has several limitations. First, the 
retrospective design does not allow us to assess 
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treatment adherence or to ensure that metabo-
lite measurements were carried out at the steady 
state. However, this study reflects routine prac-
tice and allows us to draw conclusions to improve 
therapeutic management. Second, clinical data 
would have been valuable to assess thiopurine 
clinical response according to TDM levels.

Conclusion
In conclusion, based on 10 years of experi-
ence with pharmacogenetic testing in a very 
large patient population, we reported a strong 
influence of TPMT interindividual variability 
on metabolite concentrations. A multivariate 
linear mixed model confirmed that TPMT 
genotype and azathioprine dose were the main 
determinants for metabolite concentrations. 
This indicates that pharmacogenetic testing for 

Executive summary

Current knowledge on incorporating TPMT pharmacogenetics into clinical practice

 � International guidelines recommend the use of pharmacogenetics for therapeutic management of thiopurines.

 � Few data from large patient studies are available on the relationship between TPMT activity and thiopurine metabolite (6-thioguanine 
nucleotide [6-TGN] and 6-methylmercaptopurine nucleotide [6-MMPN]) profiles.

 � Computational tool studies can contribute to strengthen routine biomarkers and provide an opportunity for developing new research 
programs.

TPMT phenotype

 � TPMT activity exhibited a 2.5-fold difference between the 5th and 95th percentile.

 � TPMT activity distribution was not normal and four phenotypes were identified: low, intermediate, normal/high and very high.

 � TPMT activity was slightly higher in males, children under 5 years of age and in cystic fibrosis patients, but this is probably not clinically 
relevant.

TPMT genotype–phenotype concordance

 � Wild-type patients had a 1.7- and 4.5-fold higher mean TPMT activity than did heterozygous and homozygous variant patients, 
respectively.

 � The four major variant alleles (TPMT*2, *3A, *3B and *3C) accounted for 24% of the interindividual variability in TPMT activity.

 � In this patient-based population, the overall genotype–phenotype concordance rate was 93.4%, with major discrepancies in the 
heterozygote genotypes, in which 26.7% of the patients were misclassified.

 � Approximately 4.6% of the TPMT-deficient patients (low and intermediate phenotypes) carried none of the four major variant alleles 
and thus the negative predictive value of genotyping for detecting TPMT deficiency was 95.4%.

Therapeutic drug monitoring experience

 � More than 50% of the 6-TGN values in our database were below the lower limit of therapeutic range and 10% over the upper limit for 
toxicity.

 � For 6-MMPN, approximately 9% of the concentrations were over the established threshold for hepatotoxicity.

 � 6-TGN and 6-MMPN concentrations showed a poor correlation with each other.

 � Of major interest, 6-MMPN concentrations were 1.6-fold higher in females than in males, whereas 6-TGN concentrations and 
azathioprine doses were similar.

 � Females were approximately three-times more at risk to have an unfavorable (≥20) 6-MMPN:6-TGN ratio.
TPMT influence on 6-TGN & 6-MMPN metabolites

 � 6-TGN concentrations were 1.6-fold higher in TPMT-deficient patients than in TPMT-normal patients and even 2.5-fold when 
normalized on azathioprine dose.

 � 6-MMPN concentrations significantly increased across the intermediate, normal and very high TPMT patient groups.

 � The 6-MMPN:6-TGN ratio was positively but weakly correlated with TPMT activity, suggesting that metabolite ratio is mainly 
determined by factors other than TPMT.

 � In a multivariate mixed linear model in adult patients, azathioprine dose and TPMT genotype, but not phenotype, were associated with 
6-TGN concentrations. For 6-MMPN, azathioprine dose, TPMT genotype and sex were the significant predictors of concentrations. 
These mixed linear models explained 41.7 and 50.2% of the concentration variances, respectively.

TPMT has potential clinical value for personal-
ized dosing in patients treated with thiopurines. 
Furthermore, particularly for the methylated 
metabolites, we pointed out the positive asso-
ciation between female sex and 6-MMPN con-
centrations requiring further research to assess 
its impact on safety and efficacy. Our results 
underline the importance of TDM to improve 
the identification of noncompliance and patients 
at high risk for toxicity or therapeutic resistance. 
Finally, computational tools such as databases 
can help to strengthen the implementation 
of pharmacogenetics and TDM into clinical 
practice.

Future perspective
Further studies are required for optimizing 
6-TGN therapeutic range and for assessing the 
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SUPPLEMENTARY TABLES 

 

 

TPMT Allele Count Frequency [95% CI]

*1 9162 95.32% [94.90-95.75%]

*2 53 0.55% [0.41-0.70%]

*3A 295 3.07% [2.73-3.42%]

*3B 12 0.13% [0.06-0.20%]

*3C 90 0.93% [0.75-1.13%]

Total 9612 100.00%

 

Supplementary Table 1. Counts and frequencies for wild-type and variant TPMT alleles 

in 4806 patients 

 

TPMT, thiopurine S-methyltransferase; 95%CI, 95% confidence interval. 

Genotyping was performed using allelic discrimination by PCR and did not allowed us to 

differentiate *1/*3A between *3B/*3C. However, on the basis of genotyping for the most 

frequent TPMT alleles and the level of enzyme activity, this group is certainly largely 

constituted by *1/*3A patients, even if we cannot exclude the presence of the very rare 

genotype *3B/*3C. In our population of 4911 patients, 105 patients were not genotyped 

because of missing consent for genetic analysis. 
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SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

Supplementary Figure 1. Correlations between TPMT activity and age in 4386 wild-type 

TPMT patients 

A. Influence of patient age on TPMT activity 

B. TPMT activity according to patient age level 

Dotted line represents linear regression between age and TPMT activity (non significant). 

TPMT, thiopurine S-methyltransferase. 

Kruskal-Wallis test, *** P<0.0001, ** P<0.01 
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Supplementary Figure 2. Variability in metabolite concentrations according to TPMT 

genotype 

A. 6-TGN concentrations according to TPMT genotype 

B. 6-TGN concentrations per daily mg of azathioprine according to TPMT genotype 

C. 6-MMPN concentrations according to TPMT genotype 

D. 6-MMPN concentrations per daily mg of azathioprine according to TPMT genotype 

 

Boxes and whiskers include data between the 25th and 75th percentiles and the 5th and 95th 

percentile, respectively. Outliers are depicted as dots, median values as solid lines, and mean 

values as solid crosses. The gray box represents the therapeutic range [235-450 pmol/8·108 

RBC] for 6-TGN. The dotted gray line represents the cutoff (5,700 pmol/8·108 RBC) above 

which 6-MMPN is associated with hepatotoxicity. 

TPMT, thiopurine S-methyltransferase; RBC, red blood cells; v, variant; wt, wild-type; 6-

TGN, 6-thioguanine nucleotides; 6-MMPN, 6-methylmercaptopurine nucleotides; N/A, no 

data available. 

Kruskal-Wallis test, *** P<0.0001, ** P<0.001, *P<0.05 
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Supplementary Figure 3. Correlations between TPMT activity and metabolite (6-

MMPN:6-TGN) ratio 

A. Influence of TPMT activity on 6-MMPN:6-TGN ratio 

B. 6-MMPN:6-TGN metabolite ratio according to TPMT phenotype 

C. TPMT activity in favorable (<20) and unfavorable (≥20) 6-MMPN:6-TGN metabolite ratio 
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TPMT, thiopurine S-methyltransferase; 6-TGN, 6-thioguanine nucleotides; 6-MMPN, 6-

methylmercaptopurine nucleotides. 

Dotted red line represents Spearman correlation between TPMT activity and metabolite ratio 

(r=0.25). Mean values are depicted as solid lines. 

Kruskal-Wallis test and Mann-Withney test, *** P<0.001 
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Article 3 

Etudes d’association sur phénome entier à partir d’une variable quantitative : 

application à l’activité TPMT et aux traitements par thiopurines en 

pharmacogénomique 

 Antoine Neuraz 1,2, Laurent Chouchana 3, Georgia Malamut 4, Christine Le Beller 5, Denis Roche 6, Philippe Beaune 3,6, Patrice Degoulet 1,2, Anita Burgun 1,2, Marie-Anne Loriot 3,6, Paul Avillach 1,2  
1 Biomedical informatics and public health department, University Hospital HEGP, AP-HP, 
Paris, France 
2 INSERM UMR_S 872 team 22: Information Sciences to support Personalized Medicine, 
Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Faculté de médecine, Paris, France 
3 INSERM UMR-S 775, Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Paris, France 
4 Gastroenterology Department, University Hospital HEGP, AP-HP, Paris, France 
5 Pharmacovigilance Center, University Hospital HEGP, AP-HP, Paris, France 
6 Biochemistry, pharmacogenetics and molecular oncology unit, University Hospital HEGP, 
AP-HP, Paris, France   
Contexte A l’ère du big data (données massives) dans le domaine de la biologie et de la santé [ANONYME 2008], l’utilisation des données produites par nos systèmes de soins dans une perspective de recherche clinique est une opportunité pour tester « à moindre coût » des hypothèses ou développer de nouveaux programmes de recherche [FRANKOVICH et al. 2011]. La conduite d’études pharmacogénomiques in silico nécessite une informatisation intégrée des systèmes de santé, notamment des hôpitaux ou des caisses d’assurance maladie.   

- Dossier patient informatisé  
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Les technologies de l’information dans le secteur de la santé ont fait leur apparition dans les années 80 avec la mise en place de Systèmes d’information hospitaliers (SIH) dans le but de faciliter le partage des informations nécessaires tant au suivi individuel de chaque patient, qu’au pilotage collectif du système de santé. L’élément de base des SIH pour la prise en charge du patient est le dossier patient informatisé (electronic health record, EHR). Un état des lieux des SIH, publié en 2014 par la Direction générale de l’offre de soins (Ministère de la Santé), rapporte que 79 % des établissements de santé en France disposent d’EHR [DGOS 2014]. L’EHR reste cependant incomplet et il est alimenté par les résultats de biologie dans seulement 54 % des établissements. Par contre, concernant les prescriptions médicamenteuses, elles sont informatisées dans 73 % des établissements en moyenne. Dans les structures où l’informatisation du dossier patient est la plus aboutie, ce dernier comporte le dossier médical avec notamment les comptes rendus d’hospitalisation, le dossier de soins contenant les plans de soins à jour, les résultats d’analyses biologiques, les prescriptions médicamenteuses et les résultats d’imagerie. Les objectifs de l’EHR sont multiples. En premier lieu, il favorise une meilleure coordination des soins. Outil de partage des informations, il constitue un élément clé de la qualité, de la traçabilité et de la continuité des soins dans le cadre d’une prise en charge pluri-professionnelle et pluridisciplinaire. Alors que le dossier papier révélait un cloisonnement des informations, l’EHR permet le regroupement des informations « administratives », médicales et paramédicales, conformément au décret du 30 mars 1992 (Décret n°92-329 relatif au dossier médical et à l’information des personnes accueillies dans les établissements de santé publics et privés). Ensuite, de par l’absence de retranscription, l’EHR diminue les risques d’erreurs et d’insécurité des informations. Par ailleurs, l’EHR peut comporter des aides automatisées à la prise de décision, notamment des aides à la prescription en fonction du résultat d’un test pharmacogénétique ou biologique. Enfin, l’EHR a montré qu’il permettait d’améliorer la sécurité des prescriptions médicamenteuses et de faire des économies en diminuant les hospitalisations en lien avec des erreurs médicamenteuses [ZLABEK et al. 2011]. A titre d’exemple, une récente étude portant sur l’analyse des dossiers médicaux de plus de 160 000 patients diabétiques avant et après informatisation, a montré que l’EHR permet de réduire le nombre d’hospitalisations et de visites aux urgences [REED et al. 2013]. 
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Les EHR se sont notamment développés via la nécessité de la mise en place par les hôpitaux d’un Programme médicalisé des systèmes d'information (PMSI), afin d’analyser leur activité médicale et de transmettre aux services de l’État et à l’Assurance maladie « les informations relatives à leurs moyens de fonctionnement et à leur activité » [ATIH]. Ainsi, le séjour de chaque patient est codé en terme de diagnostic principal et de diagnostics secondaires selon la 10ème Classification Internationale des Maladies (CIM-10 ou International Classification Diseases, ICD-10) de l’OMS [OMS]. Les données accumulées au sein des EHR peuvent aussi être utilisées à des fins collectives, comme participer à la gestion des dépenses de santé ou à l’évaluation de la qualité des soins dans le cadre de protocoles de recherche clinique.  
- Entrepôt de données cliniques Les EHR devraient permettre de faciliter la recherche clinique, notamment dans le domaine de la pharmacogénétique [PATHAK et al. 2013]. Cependant, un des verrous de l’exploitation des données clinico-biologiques produites au cours du soin, malgré leur informatisation, provient de leur caractère hétérogène et du cloisonnement des bases de données qui les hébergent. L’entrepôt de données cliniques (clinical data warehouse, CDW) est un outil qui permet de colliger l'ensemble de ces informations (données administratives, médicales, de soins, biologiques, thérapeutiques, imagerie) au sein d'une seule et même base de données. Il est associé à des outils d’exploitation à destination des chercheurs et des cliniciens. L’utilisation des données de soins pour la recherche clinique est ainsi facilitée par la mise à disposition d’un CDW [DENNY 2012]. Les CDW sont quasiment en permanence alimentés par de nouvelles données produites par les systèmes de santé. Ils nécessitent une anonymisation totale des données à l’aide d’un identifiant patient unique permettant l’interopérabilité entre les différentes bases de données [ZAPLETAL et al. 2010b]. La consultation d’informations provenant de différentes bases de données (par exemple en croisant des données cliniques et thérapeutiques) est généralement soumise à l’approbation d’un comité d’éthique. Ainsi, l’intérêt majeur d’un CDW est la possibilité de débuter une étude à l’aide de n’importe quel critère d’entrée (clinique, biologique, thérapeutique…). Aux Etats-Unis, un réseau de neuf hôpitaux universitaires a mis en place le consortium 

electronic Medical Records and Genomics (eMERGE) [GOTTESMAN et al. 2013; MCCARTY et al. 
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2011]. Les CDW permettent de phénotyper, i.e. de caractériser cliniquement, des patients à l’aide des données structurées présentes dans les EHR [WILKE et al. 2011]. Les avancées récentes dans le domaine du traitement automatique du langage naturel (natural 

language processing, NLP) permettent d’exploiter les données non structurées, i.e. en texte libre, et d’avoir une reconstitution précise de l’historique d’un patient, notamment en termes d’exposition aux médicaments [XU et al. 2010]. Ainsi, le réseau eMERGE a permis l’identification de grandes cohortes de patients sur la base de critères « phénotypiques », i.e. cliniques, combinés pour la mise en place d’études génomiques. En France, l’HEGP (AP-HP) à Paris est l’un des premiers hôpitaux à s’être doté d’un CDW [ZAPLETAL et al. 2010b]. Le développement de ce CDW est le résultat d’une quinzaine d’années d’EHR et a permis de colliger des données sur plus de 1,2 millions de patients. Cependant, le fait que les EHR aient été conçus en premier lieu pour le soin et non pour la recherche peut présenter des limites à leur utilisation en recherche clinique. En effet, la réutilisation des données pour la recherche est parfois difficile et nécessite des précautions. Tout d’abord, ce sont des données rétrospectives, et donc « éparses », dont la disponibilité n’est pas la même pour tous les patients. Ensuite les EHR, bien que reflétant la pratique courante, contiennent parfois des données imprécises, fausses ou incomplètes, dans la mesure où elles n’ont pas été renseignées avec la méthodologie et la qualité propre aux essais cliniques [SCHEUNER et al. 2009]. Ces données ne sont pas toujours de bonne qualité, cette dernière diminuant également du fait qu’elles sont renseignées par un nombre d’intervenants distincts importants. Cependant, il a été observé qu’une fois que les cliniciens sont sensibilisés à l’intérêt des EHR pour leurs propres travaux de recherche, ils tendent à améliorer la qualité et la précision des annotations cliniques [KOHANE 2011]. Il y a donc un bénéfice secondaire de l’utilisation des EHR en recherche clinique sur la qualité de ces derniers. Enfin, les EHR contiennent une quantité immense de données narratives non structurées – texte libre – telles que les observations médicales, les comptes rendus d’hospitalisation ou les résultats d’examen d’imagerie [DENNY 2012]. Ce dernier point représente probablement le plus grand défi pour le développement des recherches sur EHR dans les années à venir. Ainsi des méthodes de NLP se développent avec l’aide de linguistes, pour structurer ces notes en texte narratif et en extraire les informations utiles [SHIVADE et al. 2014].  
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Objectifs et méthodologie Ce travail de recherche est issu d’une collaboration avec le service d’Informatique hospitalière de l’HEGP. A l’issu de la précédente étude sur la base de données pharmacogénétiques, nous avons voulu évaluer l’impact des phénotypes TPMT sur le devenir clinico-biologique des patients en utilisant un outil bio-informatique novateur disponible à l’HEGP : le CDW. Pour cela, une méthodologie originale a été utilisée, fondée sur la méthode des PheWAS. A partir d’une variable quantitative (activité TPMT) transformée en classes (phénotypes TPMT), nous avons individualisé deux groupes de patients –  activité TPMT très élevée vs. toutes les autres activités TPMT – afin de comparer leur phénome, i.e. l’ensemble des diagnostics cliniques de la classification CIM-10 observés durant toute la période de suivi disponible dans le CDW. Le PheWAS est en fait une succession d’études cas-témoin : pour chaque diagnostic CIM-10 (les cas), le nombre de patients présentant le facteur de risque (activité TPMT très élevée) est compté puis comparé au nombre de patients présentant ce risque parmi l’ensemble des autres diagnostics (les témoins). La définition des témoins ne prend pas en compte les diagnostics connexes dans la classification CIM-10, ces derniers étant trop proches du diagnostic caractérisant un cas et pouvant ainsi induire un biais. Le niveau de la précision des diagnostics CIM-10 – entre 22 et 14 400 diagnostics en fonction de la super-classe ou classe choisie pour l’analyse – est définie par rapport au nombre de patients disponibles. Par extension, nous avons également analysé les résultats des analyses biologiques avec la même méthodologie cas-témoin en identifiant une valeur seuil pour chaque variable biologique définissant les cas des témoins. Par ailleurs, afin d’évaluer l’effet d’un traitement par thiopurine en fonction de la présence d’un facteur de risque, la temporalité a été prise en compte, c’est-à-dire que l’analyse a été restreinte aux périodes postérieures à la date estimée du de l’initiation du traitement. Enfin, nous avons confronté les diagnostics cliniques aux résultats biologiques.  
Principaux résultats et discussion Un total de 554 patients éligibles a été identifié, parmi lesquels 442 ont finalement été inclus dans l’étude PheWAS, car ayant dans leur EHR la présence de diagnostics CIM-10, d’une détermination de l’activité TPMT, et d’une notion de traitement par thiopurines. 
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L’analyse a révélé que la présence d’une activité TPMT très élevée était significativement associée, après corrections des tests multiples, avec les diagnostics de « diabète » et « anémie nutritionnelle ». Ces résultats sont confirmés par l’analyse des résultats biologiques qui établit une association avec une hyperglycémie et une anémie. Le diagnostic « hypertension artérielle secondaire » a également été retrouvé mais la significativité ne dépassait pas le seuil de correction pour tests multiples. De plus, nous avons vérifié à l’aide d’une analyse de survie que l’anémie n’était pas préexistante et survenait bien au cours du traitement par thiopurine en fonction de la présence du facteur de risque (activité TPMT très élevée). Enfin, l’analyse des données non structurées majoritairement dans les comptes rendus d’hospitalisation, a révélé plus de patients en échec thérapeutique parmi le groupe ayant une activité TPMT très élevée par rapport au groupe de patients ayant une activité TPMT autre. Nos résultats suggèrent fortement qu’il existe chez les patients avec une activité TPMT très élevée, la présence de signes de saignements, possiblement en lien avec une maladie active. En outre, ces patients ont dans leur historique plus de diagnostics associés à des traitements prolongés par corticoïdes. Nous faisons alors l’hypothèse que les patients ayant une activité TPMT très élevée ont plus de rechutes de leur MICI, nécessitant un recours plus fréquent et plus prolongé aux corticoïdes – traitement de référence dans les poussées inflammatoires – que les autres patients. Ainsi, ces patients avec une activité TPMT très élevée bénéficient très probablement d’une moins bonne efficacité thérapeutique sous thiopurines. Cette étude a montré pour la première fois la faisabilité et l’intérêt d’effectuer un PheWAS sur une variable quantitative pharmacogénomique. Les études sur CDW permettent de définir de nouvelles hypothèses de recherche, fondées sur des données de soins courants, qui devront être validées ensuite par des études cliniques prospectives.  
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Cité, Paris, France, 4 Gastroenterology Department, University Hospital HEGP, AP-HP, Paris, France, 5 Pharmacovigilance Center, University Hospital HEGP, AP-HP, Paris,

France, 6 Biochemistry, Pharmacogenetics and Molecular Oncology Unit, University Hospital HEGP, AP-HP, Paris, France

Abstract

Phenome-Wide Association Studies (PheWAS) investigate whether genetic polymorphisms associated with a phenotype are
also associated with other diagnoses. In this study, we have developed new methods to perform a PheWAS based on ICD-10
codes and biological test results, and to use a quantitative trait as the selection criterion. We tested our approach on
thiopurine S-methyltransferase (TPMT) activity in patients treated by thiopurine drugs. We developed 2 aggregation
methods for the ICD-10 codes: an ICD-10 hierarchy and a mapping to existing ICD-9-CM based PheWAS codes. Eleven
biological test results were also analyzed using discretization algorithms. We applied these methods in patients having a
TPMT activity assessment from the clinical data warehouse of a French academic hospital between January 2000 and July
2013. Data after initiation of thiopurine treatment were analyzed and patient groups were compared according to their
TPMT activity level. A total of 442 patient records were analyzed representing 10,252 ICD-10 codes and 72,711 biological
test results. The results from the ICD-9-CM based PheWAS codes and ICD-10 hierarchy codes were concordant. Cross-
validation with the biological test results allowed us to validate the ICD phenotypes. Iron-deficiency anemia and diabetes
mellitus were associated with a very high TPMT activity (p = 0.0004 and p = 0.0015, respectively). We describe here an
original method to perform PheWAS on a quantitative trait using both ICD-10 diagnosis codes and biological test results to
identify associated phenotypes. In the field of pharmacogenomics, PheWAS allow for the identification of new subgroups of
patients who require personalized clinical and therapeutic management.
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Introduction

The US National Research Council report ‘‘Toward Precision

Medicine’’ proposed the redefinition of diseases using the

underlying molecular causes and other factors in addition to

traditional signs and symptoms [1]. To establish the relationships

between molecular characterization and clinical features, different

methods have been proposed [2]. Genome Wide Association

Studies (GWAS) have allowed the identification of Single

Nucleotide Polymorphisms (SNPs) associated with a determinate

phenotype [3–5]. (Figure S1 Panel A) Between 2005 and June

2012, 1,350 GWAS were published [6]. In 2010, Denny et al.

described another method called Phenome-Wide Association

Study (PheWAS) [7]. PheWAS investigates whether the SNPs

associated with a phenotype are also associated with other

diagnoses (Figure S1 Panel B) [7,8]. Therefore, for a selected

SNP, two groups are composed: one with a specific allele and a

control group with other alleles. Thereafter, to search for new

associations, all of the phenotypic data (for example, all

International Classification of Diseases (ICD) codes) available in

the medical records of the patients having the specific allele are

screened and compared to those of the control group [9]. Denny et

al. genotyped 6,000 patients in the BioVU data bank at five SNPs

with previously reported disease associations and ran a PheWAS

on each SNP, based on the ICD-9-CM codes [7,10]. They

replicated four out of seven known molecular-clinical associations

and discovered 19 new potential associations.

Following this example, further PheWAS were performed on

the SNPs associated with hypothyroidism (FOXE1) [8], rheuma-

toid arthritis [11], and on HLA-DRB1*1501, which has been

linked to several autoimmune diseases [12]. Most PheWAS were

performed with data collected through the Electronic Medical

Records and Genomics (eMERGE) network, including the

Marshfield Clinic’s Personalized Medicine cohort [13]. With the

aim of analyzing the genetic architecture of complex traits and

identifying new pleiotropic relationships, Pendergrass et al.

conducted a PheWAS on 70,061 study participants representing

four major racial/ethnic groups in the Population Architecture

using Genomics and Epidemiology (PAGE) network [14,15].
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Analyses combining GWAS and PheWAS have been reported:

whereas GWAS allows researchers to identify a genomic region of

interest or one SNP associated with a clinical condition, PheWAS

identifies all the diagnoses potentially associated with these

markers. For example, Denny et al. performed a GWAS for

primary hypothyroidism and, afterwards a PheWAS on 13,617

patient records, based on the locus that was previously identified.

Thus, genetic associations with thyroiditis and thyrotoxicosis but

neither Graves or thyroid cancer have been highlighted [8]. More

recently, Ritchie et al. performed genome- and phenome-wide

analysis on cardiac conduction, which resulted in the identification

of new markers for atrial fibrillation and arrhythmia [16].

To perform a PheWAS, a large amount of data must be

included to infer potential patterns and discover new possible

associations [17,18]. The criterion for data selection includes the

presence of a particular genotype. A cohort containing all types of

diagnoses is necessary to discover some new potential associations.

Clinical Data Warehouses (CDWs) have been developed to allow

the integration of Electronic Health Records (EHRs) data and

their use for research; they can also be used as data source for such

studies [19–22]. When linked to DNA repositories, CDWs are a

source of patient data to analyze the relationship between genetic

variations and human traits [23–26].

Instead of directly using genomic data as the inclusion criteria, it

is possible to use a quantitative trait (e.g., biological test results)

[27]. This approach presents three advantages: (i) quantitative

traits are usually recorded as part of the clinical data; (ii) a

quantitative trait, consisting of both genetic variations and non-

genetic factors can more accurately describe a clinical feature than

genetic mutations alone; (iii) quantitative traits can be highly

correlated to a genomic status. This is the case for thiopurine S-

methyltransferase (TPMT), a key enzyme involved in thiopurine

metabolism, as TPMT activity is highly correlated to the

genotypes of individuals [28–30].

Thiopurine drugs (azathioprine, 6-thioguanine and 6-mercap-

topurine) are frequently prescribed in autoimmune disorders, such

as inflammatory bowel disease (IBD), or in blood cancers, such as

acute lymphoblastic leukemia [29,31]. Severe adverse effects occur

in 15% to 28% of the treated patients, and up to 40% of IBD

patients are resistant to thiopurines [29,32,33]. The production of

active metabolites, such as the 6-thioguanine nucleotides (6-TGN),

is largely regulated by TPMT [33,34]. Genetic polymorphisms of

TPMT result in a trimodal distribution of TPMT activity

(TPMTa). Whereas a large majority, approximately 89%, of the

population show normal activity (nTPMTa), approximately 11%

have a partially deficient activity level, and 0.3% have a

completely deficient activity level [30,35,36]. Moreover, among

patients with nTPMTa, approximately 15% show a very high

TPMTa (vhTPMTa) [29,37].

In treated patients, there is a negative correlation between

partial or completely deficient TPMTa, and high 6-TGN intra-

erythrocyte concentrations, resulting in severe hematological

toxicities or even lethal bone marrow suppression [34]. Converse-

ly, patients with vhTPMTa are more prone to low 6-TGN intra-

erythrocyte concentrations and pharmacological resistance to

thiopurines [38]. Therefore, to detect patients at high risk of

severe hematological toxicities, the US Food and Drug Admin-

istration (FDA) and the Clinical Pharmacogenetics Implementa-

tion Consortium (CPIC) strongly recommend that TPMT status

be determined either by genotyping or phenotyping prior to

initiation of thiopurine therapy [30]. Based on these observations,

TPMTa levels can be used as a starting point for a PheWAS.

Objectives
We aimed to develop methods to perform a PheWAS based on

the ICD-10 codes and biological test results, while using a

quantitative trait as a selection criterion. We then tested our

approach on a specific quantitative trait, TPMTa, in order to

identify new subgroups of patients with different characteristics.

Materials and Methods

Study and clinical data warehouse
We performed an in silico retrospective case-control study using

data from an academic hospital, Hôpital Européen Georges

Pompidou (HEGP) in Paris, France. We extracted data from

HEGP CDW, an i2b2 CDW containing more than 606,524 single

patients, collected between 2000 and 2012 [20,39]. This CDW

contains routine care data divided into nine categories

(208,955,369 items): demographics (age, sex, and hospital vital

status), vital signs (e.g., temperature, blood pressure, weight…),

diagnoses (ICD-10), procedures (French CCAM classification),

clinical data (structured questionnaires from EHR), free text

reports, pathology codes (French ADICAP classification), biolog-

ical test results, and Computerized Provider Order Entry (CPOE)

drug prescriptions.

Definition of ICD-10 PheWAS codes: Two aggregation
levels

ICD codes could not be directly used for analysis because of

their fine granularity. Therefore, we developed two different

aggregation methods.

ICD-9-CM mapping PheWAS codes. The first aggregation

scale relies on mapping between ICD-9-CM and ICD-10 [40]. We

extracted the ICD-10 classification from the United Medical

Language System (UMLS) [41]. Then, we used a mapping file

developed by the New Zealand Ministry of Health to map the

ICD-10 codes to the ICD-9-CM codes (Figure 1) [40]. After

format adaptations, 99.5% of the codes were mapped successfully.

The 57 remaining codes were mapped manually. This allowed us

to use the ICD-9-CM PheWAS codes from Denny et al. [42] These

ICD-9-CM PheWAS codes contained 829 different codes

including 771 used for analysis. Codes that were not a proper

diagnosis were excluded (e.g. ‘‘Effects of air pressure caused by

explosion’’).

Author Summary

The use of underlying molecular mechanisms and other
factors to describe and classify diseases is a major
challenge for future treatment strategies. New methods
are needed to achieve this goal. The phenome wide
association study (PheWAS) methodology was initially
developed to unveil unknown associations between a
specific genetic status and phenotypic features (e.g.
diagnoses from electronic health records). We initially
propose to extend this method to assessment of the
relationships between the levels of a quantitative trait and
diagnosis codes. We also assess the relationships between
this quantitative trait and the biological test results. We
tested this method using the levels of enzymatic activity of
thiopurine S-methyltransferase (TPMT) that is involved in
the metabolism of thiopurine drugs used in inflammatory
bowel diseases for example. We discovered an association
between a very high TPMT activity and nutritional anemia
and diabetes. These results could be used to describe a
new subgroup of patients in order to optimize drug
treatments.

PheWAS on a Quantitative Trait: Application to TPMT
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ICD-10 PheWAS codes. The other grouping method was

based on the ICD-10 hierarchy. Given the size of our sample

population, a lower level of granularity was more relevant. We

used the superclasses of the three digit codes, leading to 257

groups. ICD-10PheWAS codes and ICD-10 to ICD-9-CM

PheWAS codes mapping files are available for download here:

http://umrs872eq22.com/TPMT_PLOS/Phewas_codes_ICD10_ICD9.zip

ICD codes analyses
Groups of patients were divided according to the quantitative

trait studied. (Figure 2) Then, as described by Denny et al., for each

PheWAS code, a case-control comparison was performed: (i) the

case group was generated with patients having an ICD code in the

range of this PheWAS code; (ii) the control group was composed of

patients without any ICD code in this range; and (iii) patients with

ICD codes that were too close to those of the current PheWAS

code were excluded from this specific comparison. For each

PheWAS code, its siblings were used as exclusion ranges. For

example: for grouped codes under C15–26 (Malignant neoplasms,

digestive organs), the exclusion range was from C00 to D48

(Neoplasms). We successively used the two methods of ICD code

aggregation to compare the distribution of cases between the

groups.

Biological test result analyses
For each biological test, we used thresholds to define low-value

cases and high-value cases, according to the normal value range

(Table 1). Because patients had more than one occurrence of each

biological test, two algorithms of analyses were applied. The first

was a ‘‘global approach’’ in which a high-value case (resp. a low-

value case) was defined as the presence of at least one test result

above the high threshold (resp. below the low threshold). (Figure

S2) In addition, for hyperglycemia, we required two occurrences

above the high threshold. (Table S1) The proportions of cases

among patient groups were then compared, similar to the ICD

analysis. The second method was a ‘‘frequency based approach’’

in which a case was defined by one encounter with at least one

result either below (low-value cases) or above (high-value cases) the

thresholds. (Figure S2) The proportions of encounter cases

(‘‘episodes’’) per patient for a test were compared, similar to the

ICD analysis. The results of the ‘‘global approach’’ and of the

‘‘frequency-based approach’’ were analyzed in view of the ICD-

based findings.

For biological tests significantly associated to a TPMTa group,

we performed an event-free Kaplan-Meier survival analysis (i.e.

low-value event or high-value event) after initiation of thiopurine

therapy, excluding events occurring within the first week of

treatment. Analysis was censored to 360 days after initiation of

thiopurine therapy.

Application to TPMT enzyme activity
Population. We selected all the patients who underwent a

TPMTa assay and with at least one ICD-10 code or one biological

test result between January 2000 and July 2013, i.e. TPMT cohort.

For the PheWAS analysis, we included the patients having a

notion of thiopurine treatment in their EHR and kept ICD codes

and biological test results dated after the starting of thiopurine

treatment. There were no exclusion criteria. We will refer to this

group as the study population.

We first compared the characteristics of the TPMT cohort to a

hospital control group composed of randomly selected patients

among the HEGP CDW who did not undergo a TPMTa

assessment and were matched for year of birth and sex (3 for each

patient in the TPMT cohort).

Then, we split the initial TPMT cohort into three groups

according to TPMTa level: (i) low TPMTa (lowTPMTa)

combining both partial and completely deficient TPMTa patients,

with an activity below 8.5 nmol/h/mL red blood cells (RBC); (ii)

nTPMTa; and (iii) vhTPMTa, with an activity above 15.0 nmol/

h/mL RBC [43]. We have assessed that TPMTa is stable over

time from the patients (n = 51) who underwent more than one

TPMTa assay (Table S2). For these patients, only the first

measurement was used in the analyses.

Data management. An open database connection (ODBC)

linking an Oracle database (11 g Enterprise Edition Release

11.2.0.1.0) of i2b2 CDW (version 1.3) to R software (version

2.15.3) was set up. The dataset containing data from the TPMT

cohort (demographic, diagnoses, free text reports, structured

questionnaires, biological tests results and drug prescriptions) was

imported into R. All further analyses were carried out in R, using

the RODBC 1.3–6 and the ggplot2 0.9.3.1 packages.

Time restrictions. The information concerning the treat-

ment was found in the drug prescriptions, in free text reports or in

clinical data from structured questionnaires. We extracted

prescriptions from the CPOE drug prescriptions with starting

dates or directly from free text reports using the brand name and

the generic name (IMUREL, AZATHIOPRINE, IMURAN,

MERCAPTOPURINE, PURINETHOL) and using the date of

report as the starting date.

ICD codes analysis. We compared the proportions of cases

and controls in the TPMTa groups: (i) vhTPMTa versus other

TPMTa and the (ii) lowTPMTa versus other TPMTa. We

selected the PheWAS codes with at least 5 occurrences for analysis.

Biological test result analyses. Among the biological tests,

we focused on 11 routine blood tests widely prescribed during the

monitoring of thiopurine treatment: leukocyte count (WBC),

neutrophil count, RBC count, hemoglobin, platelet count, mean

corpuscular volume (MCV), glycemia, alkaline phosphatase (ALP),

alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase

(AST), and gamma glutamyl-transpeptidase (GGT) (Table S1).

Thiopurine efficacy analysis on free-text reports. From

study population, we selected the patients having at least two

free-text reports with a reference to thiopurine therapy in

their EHR. We excluded the patients with a reported adverse

effect or intolerance to azathioprine or 6-mercaptopurine,

and the patients whose treatment was interrupted within the first

month.

Thiopurine failure was defined as at least one reference to

inefficiency/failure of azathioprine/6-mercaptopurine therapy, or

as a sustained dependency to steroids, reported by physicians in

free-text reports. Of note, if the treatment was initially reported as

effective, a secondary failure was not considered in our analysis.

Figure 1. Three steps terminology construction, from PheWAS codes based on ICD-9-CM to PheWAS codes based on ICD-10 using
ICD-9-CM-A to ICD-10-AM mapping file and manual mapping. PheWAS: Phenome-wide association study; ICD: International classification of
diseases; ICD-9-CM: International classification of diseases clinically modified; ICD-9-CM-A: Australian version of the ICD-9-CM, with custom codes
added. ICD-10-AM: Australian version of the ICD-10, with custom codes added. 1: Mapping file from the New-Zealand Ministry of Health was used to
project ICD-10 codes on ICD-9-CM. 2: Mapping of the previous projection with existing ICD-9-CM PheWAS codes. 3: File with correspondence
between ICD-10 codes and ICD-9-CM PheWAS codes.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003405.g001
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Proportions of thiopurine therapy failure were compared between

vhTPMTa patients and other TPMTa patients.

Statistical analyses
Fisher exact test and unadjusted logistic regression were used to

compare discrete variables. Continuous variables were compared

using Student t-test. Log-rank test was used to evaluate survival

curves. We calculated the odds ratios (OR) and confidence

intervals at 95% (95%CI). q-q plots were realized to evaluate the

distribution of p-values. The p-value was fixed at 0.05. We used

the False Discovery Rate (FDR) method to manage multiple

testing and used the threshold of 0.2 [44].

Figure 2. Schematic representation of a PheWAS on a quantitative trait, analyzing ICD codes and biological test results. PheWAS:
Phenome-wide association study; ICD: International classification of diseases; TPMT: thiopurine S-methyltransferase. Patients are assigned to a group
depending on the level of a quantitative trait (e.g. TPMT activity). ICD codes and biological test results are screened to find systematic differences
between the groups.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003405.g002
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Table 1. Description of electronic health records (EHRs) of the thiopurine S-methyltransferase activity tested patients (TPMT
cohort) and the control patients.

TPMT cohort
Control Patients (%)
n = 1668

Low TPMTa (%)
n = 52

Normal TPMTa (%)
n = 413

Very high TPMTa
(%) n = 89 All (%) n = 554

Year of birth 1900–1910 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

1911–1920 0 (0) 4 (1) 1 (1.1) 5 (0.9) 12 (0.7)

1921–1930 1 (1.9) 11 (2.7) 1 (1.1) 13 (2.3) 42 (2.5)

1931–1940 4 (7.7) 33 (8) 6 (6.7) 43 (7.8) 120 (7.2)

1941–1950 6 (11.5) 36 (8.7) 8 (9) 50 (9) 147 (8.8)

1951–1960 6 (11.5) 51 (12.3) 14 (15.7) 71 (12.8) 216 (12.9)

1961–1970 9 (17.3) 81 (19.6) 18 (20.2) 108 (19.5) 321 (19.2)

1971–1980 11 (21.2) 90 (21.8) 20 (22.5) 121 (21.8) 372 (22.3)

1981–1990 13 (25) 91 (22) 16 (18) 120 (21.7) 369 (22.1)

1991–2000 2 (3.8) 16 (3.9) 5 (5.6) 23 (4.2) 69 (4.1)

2001–2010 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Sex Male 33 (63.5) 202 (48.9) 40 (44.9) 275 (49.6) 843(50.5)

Female 19 (36.5) 211 (51.1) 49 (55.1) 279 (50.4) 825(49.5)

Unit Hepato-gastro enterology - - - 2,667 (60.7) 393 (9.2)

Digestive surgery - - - 292 (6.6) 275 (6.4)

Internal medicine - - - 303 (6.9) 245 (5.7)

Nephrology - - - 272 (6.2) 237 (5.6)

Pneumology - - - 220 (5) 177 (4.1)

ER - - - 169 (3.8) 242 (5.7)

Cardiovascular surgery - - - 84 (1.9) 343 (8)

Vascular medicine - - - 82 (1.9) 320 (7.5)

Cardiology - - - 80 (1.8) 253 (5.9)

Radiotherapy - - - 36 (0.8) 133 (3.1)

Immunology - - - 33 (0.8) 153 (3.6)

Anesthesia - Surgical
intensive care

- - - 29 (0.7) 90 (2.1)

Thoracic surgery - - - 22 (0.5) 104 (2.4)

Medical intensive care - - - 23 (0.5) 36 (0.8)

Otolaryngology - - - 19 (0.4) 201 (4.7)

Gynaecologic surgery - - - 16 (0.4) 226 (5.3)

Orthopedics - - - 13 (0.3) 323 (7.6)

Ambulatory surgery - - - 13 (0.3) 147 (3.4)

Preventive cardiovascular
medicine

- - - 8 (0.2) 91 (2.1)

Urology - - - 7 (0.2) 49 (1.1)

Cardiovascular radiology - - - 4 (0.1) 12 (0.3)

Plastic surgery - - - 0 (0) 15 (0.4)

Oncology - - - 0 (0) 205 (4.8)

Encounter Type Hospitalization 179 (46.3) 1,123 (38.4) 246 (42.8) 1,594 (39.7) 2,010 (34.2)

Consultation 53 (13.7) 487 (16.7) 95 (16.5) 646 (16.1) 1,549 (26.4)

Others 1 (0.3) 0 (0) 0 (0) 2 (0) 135 (2.3)

Post acute care 1 (0.3) 5 (0.2) 0 (0) 7 (0.2) 18 (0.3)

Session 83 (21.4) 825 (28.2) 158 (27.5) 1,118 (27.9) 1,000 (17)

Emergency Unit 70 (18.1) 484 (16.6) 76 (13.2) 644 (16.1) 1,163 (19.8)

Control patients are randomly extracted from the clinical data warehouse (CDW) of the Hôpital européen Georges Pompidou.
TPMTa: thiopurine S-methyltransferase activity; low TPMTa: ,8.5 nmol/h/mL red blood cells; very high TPMTa: $15.0 nmol/h/mL red blood cells; normal TPMTa: in
between.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003405.t001
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Ethics statement
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Results

Participants
A total of 554 patients (TPMT cohort) underwent a TPMTa

assessment. Of these patients, 460 had ICD-10 codes and at least

one biological test result, and a total of 442 patients, i.e. study

population, had also a notion of thiopurine treatment in their EHR.

(Figure 3, Figure S6) These 442 EHRs included 10,252 ICD-10

occurrences and 72,711 results of the selected biological tests

(Table 1). Of these patients, 324, representing 6,183 free-text

reports, were included in the thiopurine efficacy validation

analysis, after exclusion of the patients having less than two

reports with a notion of thiopurine therapy and patients with an

adverse effect or intolerance to thiopurines. (Figure 3) Known

indications for thiopurine therapy, e.g., Crohn’s disease (OR,

699.6; 95%CI, 343.7–1,600, p = 1.73E-263) or ulcerative colitis

(OR, 583.1; 95%CI, 237.9–1,843, p = 1.5E-144) and their

consequences were significantly associated with the TPMT cohort

versus hospital population (Table S3). No patient with leukemia or

an associated pathology were found in the analysis, as there is no

hematologic department at HEGP.

PheWAS analysis
ICD groupings. Using our ICD-10 based aggregation, the

1,016 distinct ICD-10 codes occurring in the study population EHRs

resulted in 156 distinct aggregated codes, including 83 codes with

at least 5 occurrences. (Table S4) ICD-9-CM mapping aggrega-

tion led to 289 distinct aggregated codes, including 94 codes with

at least 5 occurrences. (Table S5) These 156 and 289 aggregated

codes represent respectively 59% and 37% of the aggregated

classifications.

In the vhTPMTa versus other TPMTa analysis, two significant

codes for ICD-10 based aggregation were found: diabetes mellitus

(p = 0.0009) and nutritional anemia (p = 0.0005). These results

agreed with the ICD-9-CM mapping codes (p = 0.0004 and

p = 0.0015, respectively). (Figures 4, 5, Tables S6, S7) These results

remained significant after FDR multitesting evaluation for the two

aggregation methods. (Tables S6, S7) The distribution of p-values

did not show any systemic bias according to q-q plots. (Figure S3)

In the lowTPMTa versus other TPMTa analysis, no grouping

showed statistically significant results after FDR correction.

(Tables S8, S9, Figures S4, S5)

Biological test results. With the ‘‘global approach’’, the

proportion of patients with at least one episode of moderate to

severe biological anemia was higher in the vhTPMTa group than

in the other TPMTa group: 40.8% versus 26.1% (OR, 1.9;

95%CI, 1.2–3.3;p = 0.01). (Table 2, Figure 6) Analyzing the same

groupings, we also found that 13.6% of vhTPMTa patients had an

episode of hyperglycemia versus 5.9% in the other TPMTa group

(OR, 2.48; 95%CI, 1–6.1;p = 0.046) (Table 3). The ‘‘frequency-

based approach’’ confirmed that the mean frequency of moderate

to severe biological anemia episodes was higher in the vhTPMTa

group than in the other TPMTa group: 18% versus 9% of

encounters (p = 0.01). (Table 2) On the other hand, there was no

statistically significant difference in the frequency of encounters

with hyperglycemia between the two groups. (Table 3) With

respect to neutropenia, it was interesting to note that there was no

difference between the two groups using the global approach.

However, the ‘‘frequency-based approach’’ identified a lower rate

of neutropenia in the vhTPMTa group than in the other TPMTa

groups (Table 2).

There were no differences between groups when comparing

lowTPMTa versus other TPMTa group using the ‘‘global

approach’’. However, the ‘‘frequency-based approach’’ showed a

lower frequency of leucopenia (3.7% versus 10%, p = 0.02) and

neutropenia (0.9% versus 2.7%, p = 0.01) in the lowTPMTa group

compared to other TPMTa group.(Tables S10, S11)

Event-free survival analysis
Event-free survival was evaluated for anemia and hyperglyce-

mia. It showed that patients with vhTPMTa had a significant risk

to have earlier anemia episodes than others (p = 0.04). (Figure 7)

Regarding the development of hyperglycemia, there was no

difference between the groups.

Thiopurine efficacy analysis
The efficacy analysis, based on free-text reports, showed 30.6%

(15/49) of thiopurine therapy failure in the vhTPMTa group

versus 13.1% (36/275) in the other TPMTa group (OR, 2.91;

95%CI, 1.33–6.17; p = 0.0045). After adjustment for sex and age

in a logistic regression model, we found an adjusted OR of 3.11

(95%CI, 1.61–6.04; p = 0.0007).

Discussion

This study demonstrates the feasibility and benefits of perform-

ing a PheWAS on a quantitative trait. Two independent

approaches, based on (i) ICD codes and (ii) biological test results,

were used to discover pathophysiological features potentially

associated with this quantitative trait. In this manner, findings

can be cross-validated: the phenotypes extracted from diagnosis

codes were confirmed by the biological test results. By this way and

using a quantitative trait in the context of pharmacogenomics we

discovered new potential associations between TPMTa related to

thiopurine treatment and clinical data.

To our knowledge, this is the first PheWAS performed using

data encoded with ICD-10 classification, as previously published

PheWAS were based on ICD-9-CM. The consistency in the results

found between the two aggregation methods –the ICD-10-based

method and the mapping between ICD-9-CM and ICD-10–

demonstrates the feasibility of PheWAS using ICD-10. In our

study population and using the ICD code distribution described

above, ICD-9-CM based PheWAS codes resulted in more

informative phenotypes than the ICD-10 based. Thus, it appears

that ICD code aggregation level, i.e. the number of code groups,

needs to be optimized according to the size of the population. For

example, in a larger population, it may be more appropriate to use

a fine grained aggregation based on the 3 digit codes of ICD-10,

resulting in more accurate phenotypes.

The use of a CDW gives the opportunity to combine data from

six heterogeneous sources: demographic data from administrative

records, diagnosis codes from the billing system, biological test

results, drug prescriptions from the CPOE system, free text

reports, and clinical data from structured questionnaires. The

clinical interpretation of patient condition by the physician,

encoded with ICD codes, and the biological test results, extracted

from the laboratory result server, were confronted. Drug

prescriptions were extracted directly from the structured data

issued by CPOE, structured questionnaires and from free-text

reports. The close relationship between thiopurine drug prescrip-

tions and TPMTa assays for therapeutic management was taken

into account by incorporating temporal data for this study.
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Figure 3. Flow chart. HEGP CDW: Clinical data warehouse from Hôpital Européen Georges Pompidou, France. TPMT Cohort: patients with a
thiopurine S-methyltransferase (TPMT) activity assessment in HEGP between January 2000 and July 2013. ICD: International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems. PheWAS: phenome-wide association study.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003405.g003
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Figure 4. Manhattan plot of 2log10 (P-values) for the 771 ICD-9-CM based aggregated codes between very high TPMT activity
patients and other TPMT activity patients. ICD-9-CM: International classification of diseases 9 clinically modified; TPMT: thiopurine S-
methyltransferase. The dotted line represents a P-value of 0.05 and the dashed line represents the FDR corrected level of significance for q = 0.2.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003405.g004

Figure 5. Manhattan plot of 2log10 (P-values) for the 256 ICD-10 based aggregated codes between very high TPMT activity
patients and other TPMT activity patients. ICD-10: International classification of diseases 10; TPMT: thiopurine S-methyltransferase. The dotted
line represents a P-value of 0.05 and the dashed line represents the FDR corrected level of significance for q = 0.2.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003405.g005
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Therefore, we restricted our analyses to the events following the

initiation of thiopurine therapy.

In addition to patient selection based on TPMTa, biological test

results were employed to validate the phenotypes obtained from

ICD codes analysis. Thus, we assessed the feasibility of expanding

PheWAS to another type of data from the CDW. In that aim,

classification algorithms were developed to transform continuous

test results into discrete classes using value and frequency

thresholds. Such algorithms could benefit from semantic web

technologies [45], because description logic includes reasoning

capabilities. First, the patient’s history was considered globally to

compare the proportion of patients with an occurrence of

abnormal biological test result between groups. In a second step,

we analyzed the number of episodes for a specific biological

abnormality, allowing us to compare event frequencies between

TPMTa groups.

From a clinical point of view, the analyses using ICD-9-CM- or

ICD-10-based groupings and biological test results are consistent,

resulting in more frequent anemia in vhTPMTa patients than in

other patients. In IBD, anemia is frequently observed and has a

multifactorial etiology such as chronic inflammation or iron-

deficiency caused by enteric bleeding [46]. In addition, myelo-

suppressive drugs such as thiopurines can cause anemia [47]. In

our study, the strong association between iron-deficiency anemia –

observed by ICD codes and hemoglobin test results – and

vhTMPTa could reflect more active disease in these patients.

Moreover, evaluation of the anemia-free duration showed earlier

episodes of anemia in the vhTPMTa group compared to other

patients. Finally, thiopurine efficacy analysis on free-text reports

showed a three times more therapy failure occurrences in the

vhTPMTa group, in relation with anemia episodes and an active

disease. Besides, an over-representation of diabetes mellitus,

identified by ICD-9-CM and ICD-10 mapping analyses, has been

observed in patients with a vhTPMTa. This result has been

confirmed by glycemia test result analyses with more patients

having hyperglycemia. Onset of type 2 diabetes or glucose

intolerance could result from a sustained steroid therapy secondary

to thiopurine resistance and active disease in vhTPMTa patients.

This finding is strengthened by the weak association with

secondary hypertension also known as a steroid adverse effect.

Finally, the higher risk of thiopurine therapy failure in vhTPMTa

patients, highlighted by free-text report analysis, is in agreement

with sustained steroid therapy, according to IBD therapeutic

management. Altogether, these findings suggested that patients

with vhTPMTa could have more active disease than the others,

leading to more frequent anemia episodes despite thiopurine

therapy. These patients may benefit from more intensive

thiopurine therapy to maintain remission, spare steroids and

lessen common adverse effects.

As a limit of our PheWAS study, the study design does not

distinguish the effect of vhTPMTa itself from a drug effect. A

possible approach to assess this point would be to perform a

PheWAS on patients with a TPMTa assessment but without

thiopurine therapy. However, according to TPMTa testing

indication, i.e. before starting a thiopurine therapy to screen

TPMT-deficient patients, the HEGP CDW did not contain data

to process such an analysis. Systematic TPMTa determination for

inpatients, in a context a large DNA biobanking could be

valuable for analyzing the impact of vhTPMTa on clinical

phenotypes.

The number of patients in our study (n = 442) is relatively small.

Previously published PheWAS were mainly based on pooled data

or large population based cohorts [7,13,14]. However, despite the

size of our study, we obtained statistically significant results and
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supported by a clinical/biological cross-validation. This cross-

validation was followed by a manual in-depth analysis of free-text

reports to evaluate the validity of our initial conclusions.

Regarding multiple testing issues, Denny et al. used a Bonferonni

correction but estimated that it might be too restrictive [7,42,48].

We decided to use FDR because of its tolerance towards auto-

correlated tests [49]. Given the cross-validation process based on

the biological test results: (i) we did not exclude PheWAS codes

with small numbers of cases from our analysis as in previous

studies; (ii) and we considered the patients who had at least one

occurrence of the ICD code p as having the phenotype p, whereas

previous studies considered patients as cases when the ICD code

was present more than once in the patient record (a minimum of

two or even four occurrences of the same code) [8,11,12,16].

To be used as a selection criterion, a quantitative trait should be

stable over the period of phenotype analysis. As all enzymes,

TPMT can be influenced by physiological factors (e.g., pregnancy)

or co-treatments [29,50]. In our study, TPMTa was stable over the

analysis period. To extend this method to other quantitative traits,

this stability over time must be checked.

Regarding our ICD and biological test result analyses, it could

be valuable to extend it to other retrospective cohorts or CDW.

Finally, the implementation of a large prospective study, including

patients treated by thiopurine according to their TPMTa, could

Figure 6. Pseudo-Manhattan plot of 2log10 (P-values) for the 11 biological tests between very high TPMT activity patients and
other TPMT activity patients. Using the global approach, a high-value case, resp. low-value case, is defined as at least one occurrence of a
biological test result above, resp. below, the high or low threshold. Low-value case analyses have not been performed on alanine aminotransferase,
aspartate aminotransferase and gamma glutamyl-transpeptidase test results, as a low threshold is not relevant for these tests. The dotted line
represents a P-value of 0.05. Grey triangles represent the results above the high threshold and black triangles represent the results below the low
threshold.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003405.g006
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help to confirm our findings regarding vhTPMTa and thiopurine

therapy failure associated with steroid side effects, and to develop

further research.

We described here an original method to perform a PheWAS

analysis on a quantitative trait, TPMTa, using both ICD-10

diagnosis codes and biological test results to identify associated

phenotypes. This study highlighted a potential association between

very high TPMT activity and signs that could be associated with a

failure of thiopurine therapy and sustained steroid requirements in

IBD patients. In the field of pharmacogenomics, PheWAS may

allow the description of new subgroups of patients who need

personalized clinical and therapeutic management.

Supporting Information

Figure S1 Comparison between Genome Wide Associ-
ation Studies (GWAS) and Phenome Wide Association
Studies (PheWAS). SNP: single nucleotide polymorphism. A.

GWAS: a group of patients with a selected phenotype (i.e. disease)

is compared to a control group. All the genomic data available

are screened to find systematic genomic differences between the

groups. B. PheWAS: a group of patients with a selected allele or

SNP on a particular gene is compared to a control group with

different alleles on the same gene. All the phenotypic data

available are screened to find systematic phenotypic differences

between the groups.

(EPS)

Figure S2 Schematic representation of the discretiza-
tion of quantitative biological test results for one single
patient. A. Global approach: a patient is considered as a high-

value case if he has at least one occurrence of a biological test

result above the high threshold. B. Frequency-based approach: the

frequency of high-value encounters is defined as the number of

encounters with at least one occurrence above the high threshold

divided by the number of encounters.

(EPS)

Figure S3 q-q plots of p-values from phenome-wide
association study. Left: q-q plot of p-values from the analysis of

ICD codes with the ICD-10 based aggregation. Right: q-q plot of

p-values from the analysis of ICD codes with the ICD-9-CM

mapping based aggregation. The red line represents the normal

distribution.

(EPS)

Figure S4 Manhattan plot of Phenome-wide association
study (PheWAS) between low TPMT activity patients
and other TPMT activity patients for the ICD-9-CM
mapping aggregation. Groups of ICD codes are represented

by dots. Results of association tests (logistic regressions) are

represented vertically (2log10(p-value)). The dotted line indicates

p = 0.05. The dashed line indicates the FDR corrected level of

significance for q = 0.2. When the p-value is under 0.05, the dot

size represents the level of the odds-ratio. TPMTa: thiopurine S-

methyltransferase activity. Low TPMTa: ,8.5 nmol/h/mL red

blood cells; Very high TPMTa: $15.0 nmol/h/mL red blood

cells; Normal TPMTa: in between.

(EPS)

Figure S5 Manhattan plot of Phenome-wide associa-
tion study (PheWAS) between low TPMT activity
patients and other TPMT activity patients for the
ICD-10 based aggregation. Groups of ICD codes are

represented by dots. Results of association tests (logistic

regressions) are represented vertically (2log10(p-value)). The

dotted line indicates p = 0.05. The dashed line indicates the FDR

corrected level of significance for q = 0.2. When the p-value is

under 0.05, the dot size represents the level of the odds-ratio.

Figure 7. Kaplan-Meier survival analysis of the time without anemia after starting thiopurine therapy in very high TPMT activity
patients versus other TPMT activity patients. TPMT: thiopurine S-methyltransferase. Analysis based on biological test results. Anemia was
censored for hemoglobin test results below 9 g/100 mL. All events occurring within the first week after starting thiopurine therapy were excluded
from the analysis. Follow-up was censored after 360 days. A log-rank test was used for this analysis.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003405.g007
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TPMTa: thiopurine S-methyltransferase activity. Low TPMTa:

,8.5 nmol/h/mL red blood cells; Very high TPMTa:

$15.0 nmol/h/mL red blood cells; Normal TPMTa: in

between.

(EPS)

Figure S6 Distribution of TPMT activity in the study
population (n = 442). TPMT: thiopurine S-methyltransferase;

RBC: red blood cells.

(EPS)

Table S1 Thresholds for biological test result analyses.
Thresholds have been defined according to the normal value

ranges of the hospital laboratory. One test result occurrence below

the low or above the high threshold defines a low-value case or a

high-value case, respectively. * one neutrophil count below the low

threshold of 1.0 G/L defines a neutropenia [51]. **one hemoglo-

bin test result below the low threshold of 9.0 g/100 mL defines a

moderate to severe biological anemia [52]. *** specially for

glycemia, a high-value case (hyperglycemia) is defined by two test

result occurrences above the high threshold [53].

(DOCX)

Table S2 Thiopurine S-methyltransferase activity
(TPMTa) for patients with multiple assays. RBC: red

blood cells. TPMTa: TPMT activity. Over the 51 patients that

underwent more than one TPMTa assay, only one patient had

results that could induce a change in groups. He was assigned to

the normal TPMTa group (group from his first TPMTa

assessment). For all the other patients, we considered that the

TPMTa was stable over time.

(DOCX)

Table S3 Results of the preliminary phenome-wide
association study on patients from TPMT cohort versus
randomly selected patients from hospital clinical data
warehouse. The ICD codes aggregation used was based on the

3-digit ICD-10 codes (2040 groups). Only the statistically

significant results are reported here.

(DOCX)

Table S4 Distribution of PheWAS Codes from ICD-10
based aggregation.

(DOCX)

Table S5 Distribution of PheWAS Codes from ICD-9-
CM mapping aggregation.

(DOCX)

Table S6 Results of the Phenome-wide association
study (PheWAS) between very high TPMT activity
patients and other TPMT activity patients for the
ICD-9-CM mapping aggregation. The ICD-9-CM mapping

aggregation corresponds to 771 groups of codes. Associations are

assessed using logistic regression. Only PheWAS codes with a p-

value,0.05 are reported here. The q value for false discovery

rate (FDR) was q = 0.2. The p-value must be under the

calculated FDR threshold to be considered as significant.

TPMTa: thiopurine S-methyltransferase activity. Low TPMTa:

,8.5 nmol/h/mL red blood cells; Very high TPMTa:

$15.0 nmol/h/mL red blood cells; Normal TPMTa: in

between.

(DOCX)

Table S7 Results of the Phenome-wide association
study (PheWAS) between very high TPMT activity
patients and other TPMT activity patients for the ICD-
10 based aggregation. The ICD-10 based aggregation

corresponds to 256 groups of codes. Only PheWAS codes with a

p-value,0.05 are reported here. Associations are assessed using

logistic regression. The q value for false discovery rate (FDR) was

q = 0.2. The p-value must be under the calculated FDR threshold

to be considered as significant. TPMTa: thiopurine S-methyl-

transferase activity. Low TPMTa: ,8.5 nmol/h/mL red blood

cells; Very high TPMTa: $15.0 nmol/h/mL red blood cells;

Normal TPMTa: in between.

(DOCX)

Table S8 Results of the Phenome-wide association
study (PheWAS) between low TPMT activity patients
and other TPMT activity patients for the ICD-9-CM
mapping aggregation. The ICD-9-CM mapping aggregation

corresponds to 771 groups of codes. Only PheWAS codes with a p-

value,0.05 are reported here. Associations are assessed using

logistic regression. The q value for false discovery rate (FDR) was

q = 0.2. The p-value must be under the calculated FDR threshold

to be considered as significant. TPMTa: thiopurine S-methyl-

transferase activity. Low TPMTa: ,8.5 nmol/h/mL red blood

cells; Very high TPMTa: $15.0 nmol/h/mL red blood cells;

Normal TPMTa: in between.

(DOCX)

Table S9 Results of the Phenome-wide association
study (PheWAS) between low TPMT activity patients
and other TPMT activity patients for the ICD10 based
aggregation. The ICD-10 based aggregation corresponds to 256

groups of codes. Only PheWAS codes with a p-value,0.05 are

reported here. Associations are assessed using logistic regression.

The q value for false discovery rate (FDR) was q = 0.2. The p-

value must be under the calculated FDR threshold to be

considered as significant.

(DOCX)

Table S10 Results of the low-value case biological test
analyses between low TPMT activity patients and other
patients with normal and very high TPMT activity.
Global approach: a low-value case is defined as at least one

occurrence, over the study period, of biological test result below

the low threshold defined in Table 1. Frequency-based

approach: for a given patient, the frequency of low-value

encounters is defined as the number of encounters with at least

one occurrence below the low threshold divided by the number

of encounters (mean low-value encounter frequencies are

reported). Low-value case analyses have not been performed

on alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase and

gamma glutamyl-transpeptidase test results, as a low threshold is

not relevant for these tests.

(DOCX)

Table S11 Results of the high-value-case biological test
analyses between low TPMT activity (lowTPMTa) pa-
tients and other patients. Global approach: a high-value case

is defined as at least one occurrence, over the study period, of

biological test result above the high threshold defined in Table 1.

Frequency-based approach: for a given patient, the frequency of

low-value encounters is defined as the number of encounters with

at least one occurrence below the low threshold divided by the

number of encounters (mean low-value encounter frequencies are

reported). TPMTa: thiopurine S-methyltransferase activity. low-

TPMTa: low TPMTa (,8.5 nmol/h/mL red blood cells);

vhTPMTa: very high TPMTa ($15.0 nmol/h/mL red blood

cells); nTPMTa: normal TPMTa (in between).

(DOCX)
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Table S1: Thresholds for biological test result analyses 

Biological tests Units Thresholds 
  Low High 
Leukocyte count G/L 4.0 10.1 
Neutrophil count * G/L 1.0 10.0 
Red blood cell count T/L 4.4 5.5 
Mean corpuscular volume fL 84 96 
Hemoglobin ** g/100 mL 9.0 16.1 
Platelet count G/L 100 450 
Glycemia *** mmol/L 3.3 11.1 
Alkaline phosphatase UI/L 42 80 
Alanine aminotransferase UI/L - 70 
Aspartate aminotransferase UI/L - 70 
Gamma glutamyl-transpeptidase UI/L - 100 

 
Thresholds have been defined according to the normal value ranges of the hospital laboratory. One test result 
occurrence below the low or above the high threshold defines a low-value case or a high-value case, 
respectively. 

 

* one neutrophil count below the low threshold of 1.0 G/L defines a neutropenia. [52] 

**one hemoglobin test result below the low threshold of 9.0 g/100 mL defines a moderate to severe biological 
anemia.[51] 

*** specially for glycemia, a high-value case (hyperglycemia) is defined by two test result occurrences above 
the high threshold.[53] 
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Patient 
Number 

First TPMTa assay 
(nmol/h/mL RBC) 

Second TPMTa assay 
(nmol/h/mL RBC) 

1 7.9 8.4 
2 9.8 11.9 
3 9.0 11.1 
4 10.8 10.0 
5 13.3 14.7 
6 15.4 15.5 
7 17.3 19.6 
8 10.1 13.7 
9 9.7 14.8 

10 13.5 10.2 
11 11.5 10.8 
12 14.3 9.3 
13 13.6 14.2 
14 12.3 9.8 
15 11.2 12.1 
16 12.3 10.4 
17 13.8 14.5 
18 15.3 17.6 
19 8.8 11.8 
20 11.8 11.4 
21 12.5 13.0 
22 11.8 12.4 
23 9.7 8.4 
24 11.0 13.6 
25 13.9 11.5 
26 13.2 10.1 
27 6.8 7.2 
28 9.5 10.9 
29 9.7 9.7 
30 7.4 6.0 
31 7.5 6.3 
32 12.7 12.8 
33 12.8 12.9 
34 12.3 10.0 
35 9.4 14.3 
36 11.3 9.3 
36 11.1 9.1 
37 10.2 15.9 
38 12.3 11.7 
39 11.4 11.7 
40 13.1 11.7 
41 13.2 11.9 
42 14.7 14.3 
43 14.1 14.0 

Neuraz et al.

Plos Comput Biol (2013) 9(12),e1003405 Suppl. material 8/29

- Article  3 -

- 186 -



Patient 
Number 

First TPMTa assay 
(nmol/h/mL RBC) 

Second TPMTa assay 
(nmol/h/mL RBC) 

44 12.7 11.9 
45 12.4 14.5 
46 6.9 7.2 
47 12.8 14.5 
48 15.9 15.7 
49 8.6 9.3 
50 13.3 14.2 
51 11.5 10.7 
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Code Name Cases in 
TPMT 
cohort 

Cases in 
hospital 
cohort 

Odds-Ratio 
[95%CI] 

p-value 

K50 Crohn's disease [regional enteritis] 
290/366 
(79.2) 

9/1652 (0.5) 
699.6 

[343.7 - 1600] 
1.73E-263 

K51 Ulcerative colitis 
138/214 
(64.5) 

5/1648 (0.3) 
583.1 

[237.9 - 1843] 
4.29E-145 

K52 
Other noninfective gastroenteritis and 
colitis 

45/121 (37.2) 12/1655 (0.7)
80.2 

[39.8 - 174.2] 
1.87E-45 

K56 
Paralytic ileus and intestinal obstruction 
without hernia 

56/351 (16) 15/1619 (0.9)
20.2 

[11.1 - 39.1] 
1.83E-30 

K61 Abscess of anal and rectal regions 34/329 (10.3) 4/1608 (0.2) 
46.1 

[16.3 - 180.3] 
5.84E-23 

K63 Other diseases of intestine 37/332 (11.1) 8/1612 (0.5) 25.1 [11.3 - 63] 4.08E-22 

K60 
Fissure and fistula of anal and rectal 
regions 

26/321 (8.1) 1/1605 (0.1) 
140.9 

[23 - 5595.4] 
5.63E-20 

D50 Iron deficiency anaemia 46/443 (10.4) 16/1668 (1) 
11.9 

[6.6 - 22.8] 
9.02E-20 

R10 Abdominal and pelvic pain 55/430 (12.8) 40/1647 (2.4) 5.9 [3.8 - 9.2] 4.00E-16 

M31 Other necrotizing vasculopathies 27/426 (6.3) 4/1660 (0.2) 28 [9.7 - 110.7] 1.66E-15 

K62 Other diseases of anus and rectum 27/322 (8.4) 11/1615 (0.7)
13.3 

[6.3 - 30.1] 
7.25E-14 

E43 
Unspecified severe protein-energy 
malnutrition 

25/412 (6.1) 6/1650 (0.4) 17.7 [7 - 53] 3.96E-13 

O04 Medical abortion 2/444 (0.5) 
139/1666 

(8.3) 
0 [0 - 0.2] 1.09E-12 

Y43 
Adverse effects in the therapeutic use of 
primarily systemic agents 

18/432 (4.2) 1/1659 (0.1) 
71.9 

[11.3 - 2956] 
5.44E-12 

K92 Other diseases of digestive system 26/418 (6.2) 14/1654 (0.8) 7.8 [3.9 - 16.2] 5.92E-10 
N17 Acute renal failure 36/430 (8.4) 31/1637 (1.9) 4.7 [2.8 - 8] 1.51E-09 
K65 Peritonitis 22/443 (5) 11/1667 (0.7) 7.9 [3.6 - 18.1] 1.47E-08 

E44 
Protein-energy malnutrition of moderate 
and mild degree 

24/411 (5.8) 16/1660 (1) 6.4 [3.2 - 13] 2.04E-08 

J84 Other interstitial pulmonary diseases 16/441 (3.6) 4/1658 (0.2) 15.5 [5 - 64.2] 2.39E-08 

A04 Other bacterial intestinal infections 13/428 (3) 2/1661 (0.1) 
25.9 

[5.8 - 236.4] 
6.74E-08 

D64 Other anaemias 14/422 (3.3) 4/1648 (0.2) 
14.1 

[4.4 - 59.1] 
2.43E-07 

A09 
Diarrhoea and gastroenteritis of 
presumed infectious origin 

16/431 (3.7) 7/1666 (0.4) 9.1 [3.5 - 26.4] 4.64E-07 

E46 Unspecified protein-energy malnutrition 13/400 (3.3) 4/1648 (0.2) 
13.8 

[4.2 - 58.4] 
5.62E-07 

A41 Other septicaemia 22/441 (5) 16/1660 (1) 5.4 [2.7 - 11.1] 5.76E-07 
K85 Acute pancreatitis 15/428 (3.5) 6/1647 (0.4) 9.9 [3.6 - 31.4] 6.66E-07 

M45 Ankylosing spondylitis 9/441 (2) 0/1667 (0) - 7.19E-07 

J99 
Respiratory disorders in diseases 
classified elsewhere 

8/421 (1.9) 0/1604 (0) - 3.31E-06 

K75 Other inflammatory liver diseases 11/426 (2.6) 3/1647 (0.2) 
14.5 

[3.8 - 81.3] 
4.92E-06 

K90 Intestinal malabsorption 14/406 (3.4) 8/1648 (0.5) 7.3 [2.8 - 20.3] 7.65E-06 

I80 Phlebitis and thrombophlebitis 18/433 (4.2) 14/1644 (0.9) 5 [2.3 - 11.1] 1.02E-05 

N18 Chronic renal failure 30/424 (7.1) 39/1645 (2.4) 3.1 [1.9 - 5.2] 1.12E-05 

K83 Other diseases of biliary tract 8/421 (1.9) 1/1642 (0.1) 
31.7 

[4.2 - 1400.7] 
2.11E-05 

K59 Other functional intestinal disorders 10/305 (3.3) 6/1610 (0.4) 9 [3 - 30.5] 2.99E-05 

I77 Other disorders of arteries and arterioles 14/427 (3.3) 9/1587 (0.6) 5.9 [2.4 - 15.7] 3.74E-05 
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M30 
Polyarteritis nodosa and related 
conditions 

6/405 (1.5) 0/1656 (0) - 5.59E-05 

N08 
Glomerular disorders in diseases 
classified elsewhere 

12/436 (2.8) 7/1660 (0.4) 6.7 [2.4 - 20.1] 6.86E-05 

N01 Rapidly progressive nephritic syndrome 6/430 (1.4) 0/1653 (0) - 7.53E-05 

I27 Other pulmonary heart diseases 9/435 (2.1) 3/1648 (0.2) 
11.6 [ 

2.9 - 66.8] 
8.44E-05 

D69 
Purpura and other haemorrhagic 
conditions 

13/440 (3) 9/1663 (0.5) 5.6 [2.2 - 14.9] 9.64E-05 

M80 Osteoporosis with pathological fracture 7/438 (1.6) 1/1649 (0.1) 
26.7 

[3.4 - 1199.2] 
1.13E-04 

R70 
Elevated erythrocyte sedimentation rate 
and abnormality of plasma viscosity 

7/436 (1.6) 1/1632 (0.1) 
26.6 

[3.4 - 1192.4] 
1.17E-04 

D12 
Benign neoplasm of colon, rectum, anus 
and anal canal 

20/436 (4.6) 22/1615 (1.4) 3.5 [1.8 - 6.8] 1.49E-04 

R50 Fever of unknown origin 18/400 (4.5) 20/1556 (1.3) 3.6 [1.8 - 7.3] 1.56E-04 

B96 
Other bacterial agents as the cause of 
diseases classified to other chapters 

13/437 (3) 10/1662 (0.6) 5.1 [2 - 13] 1.71E-04 

S82 Fracture of lower leg, including ankle 0/444 (0) 39/1657 (2.4) 0 [0 - 0.4] 1.89E-04 

M35 
Other systemic involvement of 
connective tissue 

8/407 (2) 3/1659 (0.2) 11 [2.6 - 65] 2.01E-04 

R63 
Symptoms and signs concerning food 
and fluid intake 

10/392 (2.6) 6/1542 (0.4) 6.7 [2.2 - 22.5] 2.60E-04 

K71 Toxic liver disease 8/423 (1.9) 3/1647 (0.2) 10.5 [2.5 - 62] 2.64E-04 

D61 Other aplastic anaemias 7/415 (1.7) 2/1646 (0.1) 
14.1 

[2.7 - 139.7] 
3.17E-04 

R91 
Abnormal findings on diagnostic 
imaging of lung 

8/442 (1.8) 3/1663 (0.2) 
10.2 

[2.4 - 59.9] 
3.23E-04 

R11 Nausea and vomiting 10/385 (2.6) 7/1614 (0.4) 6.1 [2.1 - 19.1] 3.35E-04 

D62 Acute posthaemorrhagic anaemia 13/421 (3.1) 12/1656 (0.7) 4.4 [1.8 - 10.5] 3.88E-04 
K26 Duodenal ulcer 8/414 (1.9) 4/1613 (0.2) 7.9 [2.1 - 36.1] 6.48E-04 
S61 Open wound of wrist and hand 0/441 (0) 32/1580 (2) 0 [0 - 0.4] 7.23E-04 

E78 
Disorders of lipoprotein metabolism and 
other lipidaemias 

21/427 (4.9) 
161/1625 

(9.9) 
0.5 [0.3 - 0.8] 7.86E-04 

K91 
Postprocedural disorders of digestive 
system, not elsewhere classified 

8/400 (2) 5/1645 (0.3) 6.7 [1.9 - 26.1] 1.02E-03 

D86 Sarcoidosis 7/439 (1.6) 3/1666 (0.2) 9 [2 - 54.1] 1.09E-03 

K93 
Disorders of other digestive organs in 
diseases classified elsewhere 

5/397 (1.3) 1/1641 (0.1) 
20.9 

[2.3 - 984.5] 
1.38E-03 

M33 Dermatopolymyositis 4/403 (1) 0/1656 (0) - 1.45E-03 

D63 
Anaemia in chronic diseases classified 
elsewhere 

10/418 (2.4) 9/1653 (0.5) 4.5 [1.6 - 12.5] 1.61E-03 

T45 
Poisoning by primarily systemic and 
haematological agents, not elsewhere 
classified 

6/443 (1.4) 2/1625 (0.1) 11.1 [2 - 113.1] 1.77E-03 

M05 Seropositive rheumatoid arthritis 5/430 (1.2) 1/1655 (0.1) 
19.4 

[2.2 - 916.2] 
1.82E-03 

D84 Other immunodeficiencies 5/437 (1.1) 1/1664 (0.1) 
19.2 

[2.1 - 906.3] 
1.90E-03 

L40 Psoriasis 4/444 (0.9) 0/1668 (0) - 1.93E-03 

J96 
Respiratory failure, not elsewhere 
classified 

29/442 (6.6) 52/1656 (3.1) 2.2 [1.3 - 3.5] 1.95E-03 

M60 Myositis 4/444 (0.9) 0/1653 (0) - 1.99E-03 

T81 
Complications of procedures, not 
elsewhere classified 

15/429 (3.5) 19/1628 (1.2) 3.1 [1.4 - 6.4] 2.08E-03 

Y42 
Adverse effects in the therapeutic use of 
hormones and their synthetic substitutes 

6/420 (1.4) 3/1661 (0.2) 8 [1.7 - 49.7] 3.15E-03 
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and antagonists, not elsewhere classified

R74 Abnormal serum enzyme levels 6/435 (1.4) 3/1634 (0.2) 7.6 [1.6 - 47.1] 3.93E-03 

K73 
Chronic hepatitis, not elsewhere 
classified 

5/420 (1.2) 2/1646 (0.1) 
9.9 

[1.6 - 104.2] 
4.96E-03 

B95 
Streptococcus and staphylococcus as the 
cause of diseases classified to other 
chapters 

8/432 (1.9) 7/1659 (0.4) 4.4 [1.4 - 14.5] 5.07E-03 

S66 
Injury of muscle and tendon at wrist and 
hand level 

1/442 (0.2) 33/1581 (2.1) 0.1 [0 - 0.6] 5.13E-03 

M06 Other rheumatoid arthritis 5/430 (1.2) 2/1656 (0.1) 
9.7 

[1.6 - 102.4] 
5.29E-03 

M25 
Other joint disorders, not elsewhere 
classified 

7/444 (1.6) 5/1645 (0.3) 
5.2 

[1.4 - 21.1] 
5.46E-03 

B37 Candidiasis 5/442 (1.1) 2/1666 (0.1) 
9.5 

[1.5 - 100.2] 
5.72E-03 

N41 Inflammatory diseases of prostate 5/443 (1.1) 2/1654 (0.1) 9.4 [1.5 - 99.2] 5.92E-03 

E66 Obesity 17/444 (3.8) 
122/1665 

(7.3) 
0.5 [0.3 - 0.9] 6.97E-03 

N00 Acute nephritic syndrome 4/428 (0.9) 1/1654 (0.1) 15.6 [1.5 - 765] 7.39E-03 

G62 Other polyneuropathies 4/441 (0.9) 1/1666 (0.1) 
15.2 

[1.5 - 747.8] 
7.91E-03 

B44 Aspergillosis 4/441 (0.9) 1/1665 (0.1) 
15.2 

[1.5 - 747.3] 
7.93E-03 

N02 Recurrent and persistent haematuria 3/427 (0.7) 0/1653 (0) - 8.60E-03 

M13 Other arthritis 3/428 (0.7) 0/1654 (0) - 8.64E-03 

F43 
Reaction to severe stress, and 
adjustment disorders 

3/434 (0.7) 0/1652 (0) - 8.96E-03 

B25 Cytomegaloviral disease 3/438 (0.7) 0/1665 (0) - 8.99E-03 
D72 Other disorders of white blood cells 3/437 (0.7) 0/1661 (0) - 8.99E-03 

M54 Dorsalgia 7/443 (1.6) 6/1664 (0.4) 4.4 [1.3 - 16.1] 9.11E-03 

E86 Volume depletion 6/412 (1.5) 4/1468 (0.3) 5.4 [1.3 - 26.1] 1.00E-02 

R57 Shock, not elsewhere classified 14/396 (3.5) 22/1558 (1.4) 2.6 [1.2 - 5.3] 1.02E-02 
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Code Name Number of 
patients (%) 

N = 442 

K50-K52 Noninfective enteritis and colitis 303/442 (68.6) 

Z40-Z54 Persons encountering health services for specific procedures and health care 199/442 (45) 

K55-K63 Other diseases of intestines 111/442 (25.1) 

Z80-Z99 
Persons with potential health hazards related to family and personal history and 
certain conditions influencing health status 81/442 (18.3) 

R50-R69 General symptoms and signs 56/442 (12.7) 

Z00-Z13 Persons encountering health services for examination and investigation 54/442 (12.2) 

I10-I15 Hypertensive diseases 52/442 (11.8) 

R10-R19 Symptoms and signs involving the digestive system and abdomen 49/442 (11.1) 

N17-N19 Renal failure 48/442 (10.9) 

E40-E46 Malnutrition 48/442 (10.9) 

K90-K93 Other diseases of the digestive system 47/442 (10.6) 

D50-D53 Nutritional anaemias 41/442 (9.3) 

M30-M36 Systemic connective tissue disorders 41/442 (9.3) 

E70-E90 Metabolic disorders 35/442 (7.9) 

D60-D64 Aplastic and other anaemias 34/442 (7.7) 

J95-J99 Other diseases of the respiratory system 32/442 (7.2) 

I70-I79 Diseases of arteries, arterioles and capillaries 30/442 (6.8) 

T80-T88 Complications of surgical and medical care, not elsewhere classified 28/442 (6.3) 

I30-I52 Other forms of heart disease 28/442 (6.3) 

D10-D36 Benign neoplasms 27/442 (6.1) 

K20-K31 Diseases of oesophagus, stomach and duodenum 26/442 (5.9) 

Z70-Z76 Persons encountering health services in other circumstances 26/442 (5.9) 

Y40-Y59 
Drugs, medicaments and biological substances causing adverse effects in 
therapeutic use 25/442 (5.7) 

K80-K87 Disorders of gallbladder, biliary tract and pancreas 25/442 (5.7) 

R00-R09 Symptoms and signs involving the circulatory and respiratory systems 24/442 (5.4) 

I80-I89 Diseases of veins, lymphatic vessels and lymph nodes, not elsewhere classified 24/442 (5.4) 

C00-C97 Malignant neoplasms 23/442 (5.2) 

A00-A09 Intestinal infectious diseases 23/442 (5.2) 

J80-J84 Other respiratory diseases principally affecting the interstitium 21/442 (4.8) 

J09-J18 Influenza and pneumonia 21/442 (4.8) 

K65-K67 Diseases of peritoneum 21/442 (4.8) 

I20-I25 Ischaemic heart diseases 20/442 (4.5) 

J40-J47 Chronic lower respiratory diseases 20/442 (4.5) 

A30-A49 Other bacterial diseases 20/442 (4.5) 

N00-N08 Glomerular diseases 19/442 (4.3) 

I26-I28 Pulmonary heart disease and diseases of pulmonary circulation 19/442 (4.3) 

B95-B97 Bacterial, viral and other infectious agents 18/442 (4.1) 

K70-K77 Diseases of liver 18/442 (4.1) 

C00-C75 Malignant neoplasms, stated or presumed to be primary (of specified sites) 17/442 (3.8) 

D65-D69 Coagulation defects, purpura and other haemorrhagic conditions 17/442 (3.8) 

E10-E14 Diabetes mellitus 16/442 (3.6) 

Z20-Z29 Persons with potential health hazards related to communicable diseases 16/442 (3.6) 

M05-M14 Inflammatory polyarthropathies 16/442 (3.6) 
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F10-F19 Mental and behavioural disorders due to psychoactive substance use 16/442 (3.6) 

E65-E68 Obesity and other hyperalimentation 15/442 (3.4) 

R70-R79 Abnormal findings on examination of blood, without diagnosis 14/442 (3.2) 

E00-E07 Disorders of thyroid gland 13/442 (2.9) 

F30-F39 Mood [affective] disorders 12/442 (2.7) 

F40-F48 Neurotic, stress-related and somatoform disorders 11/442 (2.5) 

J90-J94 Other diseases of pleura 11/442 (2.5) 

N10-N16 Renal tubulo-interstitial diseases 11/442 (2.5) 

I60-I69 Cerebrovascular diseases 11/442 (2.5) 

G40-G47 Episodic and paroxysmal disorders 10/442 (2.3) 

D80-D89 Certain disorders involving the immune mechanism 10/442 (2.3) 

M45-M49 Spondylopathies 10/442 (2.3) 

J20-J22 Other acute lower respiratory infections 9/442 (2) 

R90-R94 
Abnormal findings on diagnostic imaging and in function studies, without 
diagnosis 9/442 (2) 

E20-E35 Disorders of other endocrine glands 9/442 (2) 

D70-D77 Other diseases of blood and blood-forming organs 9/442 (2) 

M70-M79 Other soft tissue disorders 9/442 (2) 

B25-B34 Other viral diseases 9/442 (2) 

M80-M85 Disorders of bone density and structure 8/442 (1.8) 

E50-E64 Other nutritional deficiencies 7/442 (1.6) 

Z55-Z65 
Persons with potential health hazards related to socioeconomic and 
psychosocial circumstances 7/442 (1.6) 

T36-T50 Poisoning by drugs, medicaments and biological substances 7/442 (1.6) 

N80-N98 Noninflammatory disorders of female genital tract 6/442 (1.4) 

U80-U89 Bacterial agents resistant to antibiotics 6/442 (1.4) 

G50-G59 Nerve, nerve root and plexus disorders 6/442 (1.4) 

D37-D48 Neoplasms of uncertain or unknown behaviour 6/442 (1.4) 

M20-M25 Other joint disorders 6/442 (1.4) 

N40-N51 Diseases of male genital organs 6/442 (1.4) 

R40-R46 
Symptoms and signs involving cognition, perception, emotional state and 
behaviour 5/442 (1.1) 

J60-J70 Lung diseases due to external agents 5/442 (1.1) 

Y83-Y84 

Surgical and other medical procedures as the cause of abnormal reaction of the 
patient, or of later complication, without mention of misadventure at the time 
of the procedure 5/442 (1.1) 

H15-H22 Disorders of sclera, cornea, iris and ciliary body 5/442 (1.1) 

L80-L99 Other disorders of the skin and subcutaneous tissue 5/442 (1.1) 

B35-B49 Mycoses 5/442 (1.1) 

C30-C39 Malignant neoplasms of respiratory and intrathoracic organs 5/442 (1.1) 

C76-C80 Malignant neoplasms of ill-defined, secondary and unspecified sites 5/442 (1.1) 

C81-C96 Malignant neoplasms of lymphoid, haematopoietic and related tissue 5/442 (1.1) 

R25-R29 Symptoms and signs involving the nervous and musculoskeletal systems 5/442 (1.1) 

M50-M54 Other dorsopathies 5/442 (1.1) 

L00-L08 Infections of the skin and subcutaneous tissue 5/442 (1.1) 

M60-M63 Disorders of muscles 4/442 (0.9) 

C15-C26 Malignant neoplasms of digestive organs 4/442 (0.9) 

G60-G64 Polyneuropathies and other disorders of the peripheral nervous system 4/442 (0.9) 
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K00-K14 Diseases of oral cavity, salivary glands and jaws 4/442 (0.9) 

K40-K46 Hernia 4/442 (0.9) 

T51-T65 Toxic effects of substances chiefly nonmedicinal as to source 4/442 (0.9) 

L40-L45 Papulosquamous disorders 4/442 (0.9) 

I95-I99 Other and unspecified disorders of the circulatory system 4/442 (0.9) 

J30-J39 Other diseases of upper respiratory tract 4/442 (0.9) 

N25-N29 Other disorders of kidney and ureter 4/442 (0.9) 

N30-N39 Other diseases of urinary system 4/442 (0.9) 

I05-I09 Chronic rheumatic heart diseases 3/442 (0.7) 

R30-R39 Symptoms and signs involving the urinary system 3/442 (0.7) 

C60-C63 Malignant neoplasms of male genital organs 3/442 (0.7) 

S70-S79 Injuries to the hip and thigh 3/442 (0.7) 

L60-L75 Disorders of skin appendages 3/442 (0.7) 

A15-A19 Tuberculosis 3/442 (0.7) 

A50-A64 Infections with a predominantly sexual mode of transmission 3/442 (0.7) 

B00-B09 Viral infections characterized by skin and mucous membrane lesions 3/442 (0.7) 

B15-B19 Viral hepatitis 3/442 (0.7) 

H90-H95 Other disorders of ear 3/442 (0.7) 

G30-G32 Other degenerative diseases of the nervous system 3/442 (0.7) 

N20-N23 Urolithiasis 2/442 (0.5) 

R20-R23 Symptoms and signs involving the skin and subcutaneous tissue 2/442 (0.5) 

H80-H83 Diseases of inner ear 2/442 (0.5) 

L20-L30 Dermatitis and eczema 2/442 (0.5) 

S30-S39 Injuries to the abdomen, lower back, lumbar spine and pelvis 2/442 (0.5) 

M91-M94 Chondropathies 2/442 (0.5) 

N70-N77 Inflammatory diseases of female pelvic organs 2/442 (0.5) 

R80-R82 Abnormal findings on examination of urine, without diagnosis 2/442 (0.5) 

X60-X84 Intentional self-harm 2/442 (0.5) 

Y90-Y98 
Supplementary factors related to causes of morbidity and mortality classified 
elsewhere 2/442 (0.5) 

C51-C58 Malignant neoplasms of female genital organs 2/442 (0.5) 

G00-G09 Inflammatory diseases of the central nervous system 2/442 (0.5) 

B20-B24 Human immunodeficiency virus [HIV] disease 2/442 (0.5) 

O00-O08 Pregnancy with abortive outcome 2/442 (0.5) 

Q20-Q28 Congenital malformations of the circulatory system 2/442 (0.5) 

L50-L54 Urticaria and erythema 2/442 (0.5) 

F00-F09 Organic, including symptomatic, mental disorders 2/442 (0.5) 

K35-K38 Diseases of appendix 2/442 (0.5) 

M00-M03 Infectious arthropathies 1/442 (0.2) 

M95-M99 Other disorders of the musculoskeletal system and connective tissue 1/442 (0.2) 

G10-G13 Systemic atrophies primarily affecting the central nervous system 1/442 (0.2) 

G80-G83 Cerebral palsy and other paralytic syndromes 1/442 (0.2) 

B50-B64 Protozoal diseases 1/442 (0.2) 

S40-S49 Injuries to the shoulder and upper arm 1/442 (0.2) 

M15-M19 Arthrosis 1/442 (0.2) 

M86-M90 Other osteopathies 1/442 (0.2) 

R47-R49 Symptoms and signs involving speech and voice 1/442 (0.2) 
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J00-J06 Acute upper respiratory infections 1/442 (0.2) 

J85-J86 Suppurative and necrotic conditions of lower respiratory tract 1/442 (0.2) 

Y10-Y34 Event of undetermined intent 1/442 (0.2) 

C45-C49 Malignant neoplasms of mesothelial and soft tissue 1/442 (0.2) 

C64-C68 Malignant neoplasms of urinary tract 1/442 (0.2) 

I00-I02 Acute rheumatic fever 1/442 (0.2) 

G20-G26 Extrapyramidal and movement disorders 1/442 (0.2) 

G70-G73 Diseases of myoneural junction and muscle 1/442 (0.2) 

G90-G99 Other disorders of the nervous system 1/442 (0.2) 

H60-H62 Diseases of external ear 1/442 (0.2) 

H65-H75 Diseases of middle ear and mastoid 1/442 (0.2) 

A65-A69 Other spirochaetal diseases 1/442 (0.2) 

A80-A89 Viral infections of the central nervous system 1/442 (0.2) 

O10-O16 
Oedema, proteinuria and hypertensive disorders in pregnancy, childbirth and 
the puerperium 1/442 (0.2) 

Q30-Q34 Congenital malformations of the respiratory system 1/442 (0.2) 

H25-H28 Disorders of lens 1/442 (0.2) 

H46-H48 Disorders of optic nerve and visual pathways 1/442 (0.2) 

H49-H52 
Disorders of ocular muscles, binocular movement, accommodation and 
refraction 1/442 (0.2) 

H53-H54 Visual disturbances and blindness 1/442 (0.2) 

H55-H59 Other disorders of eye and adnexa 1/442 (0.2) 

F20-F29 Schizophrenia, schizotypal and delusional disorders 1/442 (0.2) 

F50-F59 
Behavioural syndromes associated with physiological disturbances and 
physical factors 1/442 (0.2) 

F90-F98 
Behavioural and emotional disorders with onset usually occurring in childhood 
and adolescence 1/442 (0.2) 

S00-S09 Injuries to the head 1/442 (0.2) 

S60-S69 Injuries to the wrist and hand 1/442 (0.2) 

T66-T78 Other and unspecified effects of external causes 1/442 (0.2) 

Z30-Z39 Persons encountering health services in circumstances related to reproduction 1/442 (0.2) 
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Code Name Number of patients 
(%) 

N = 442 
555 Regional enteritis 239/442 (54.1) 

556 Ulcerative colitis 105/442 (23.8) 

401 hypertension 46/442 (10.4) 

560 Intestinal obstruction without mention of hernia 45/442 (10.2) 

569 Other disorders of intestine 43/442 (9.7) 

280 Iron deficiency anemias 41/442 (9.3) 

789 Other symptoms involving abdomen and pelvis 41/442 (9.3) 

584 Acute renal failure 35/442 (7.9) 

780 Altered mental status 32/442 (7.2) 

285 Other and unspecified anemias 31/442 (7) 

263 Other and unspecified protein-calorie malnutrition 31/442 (7) 

585 Chronic kidney disease (CKD) 29/442 (6.6) 

446 Polyarteritis nodosa and allied conditions 28/442 (6.3) 

558 Other and unspecified noninfectious gastroenteritis and colitis 28/442 (6.3) 

518 Other diseases of lung 27/442 (6.1) 

578 Gastrointestinal hemorrhage 25/442 (5.7) 

260 severe protein-calorie malnutrition 22/442 (5) 

272 Disorders of lipoid metabolism 21/442 (4.8) 

566 Abscess of anal and rectal regions 21/442 (4.8) 

786 Symptoms involving respiratory system and other chest symptoms 21/442 (4.8) 

785 Symptoms involving cardiovascular system 20/442 (4.5) 

567 Peritonitis and retroperitoneal infections 20/442 (4.5) 

411 ISCHEMIC HEART DISEASE 19/442 (4.3) 

516 Other alveolar and parietoalveolar pneumonopathy 18/442 (4.1) 

41 
Bacterial infection in conditions classified elsewhere and of unspecified 
site 

18/442 (4.1) 

38 Septicemia 18/442 (4.1) 

427 Paroxysmal tachycardia, unspecified 17/442 (3.8) 

250 Diabetes Mellitus 16/442 (3.6) 

440 Atherosclerosis 15/442 (3.4) 

428 Heart failure 15/442 (3.4) 

583 Nephritis and nephropathy, not specified as acute or chronic 14/442 (3.2) 

451 Phlebitis and thrombophlebitis 14/442 (3.2) 

453 Pulmonary embolus and DVT 14/442 (3.2) 

579 Intestinal malabsorption 14/442 (3.2) 

790 Nonspecific findings on examination of blood 13/442 (2.9) 

447 Other disorders of arteries and arterioles 13/442 (2.9) 

287 Purpura and other hemorrhagic conditions 13/442 (2.9) 

787 Symptoms involving digestive system 13/442 (2.9) 

405 Secondary hypertension 12/442 (2.7) 

296 Bipolar 12/442 (2.7) 

565 Anal fissure and fistula 11/442 (2.5) 

530 Diseases of esophagus 11/442 (2.5) 

276 Disorders of fluid, electrolyte, and acid-base balance 11/442 (2.5) 
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305 Nondependent abuse of drugs 11/442 (2.5) 

564 Functional digestive disorders, not elsewhere classified 11/442 (2.5) 

415 pulmonary heart disease 10/442 (2.3) 

710 Diffuse diseases of connective tissue 10/442 (2.3) 

482 Other bacterial pneumonia 10/442 (2.3) 

517 Lung involvement in conditions classified elsewhere 10/442 (2.3) 

8 Intestinal infections due to other organisms 10/442 (2.3) 

466 Acute bronchitis and bronchiolitis 9/442 (2) 

211 Benign neoplasm of other parts of digestive system 9/442 (2) 

793 
Nonspecific abnormal findings on radiological and other examination of 
body structure 

9/442 (2) 

573 Other disorders of liver 9/442 (2) 

300 Anxiety, dissociative and somatoform disorders 9/442 (2) 

9 Ill-defined intestinal infections 8/442 (1.8) 

531 Peptic ulcers 8/442 (1.8) 

496 Chronic airway obstruction, not elsewhere classified 8/442 (1.8) 

486 Pneumonia, organism unspecified 8/442 (1.8) 

493 Asthma 8/442 (1.8) 

571 Chronic liver disease and cirrhosis 7/442 (1.6) 

410 myocardial infarction 7/442 (1.6) 

599 Other disorders of urethra and urinary tract 7/442 (1.6) 

425 Cardiomyopathy 7/442 (1.6) 

244 Acquired hypothyroidism 7/442 (1.6) 

255 Disorders of adrenal glands 7/442 (1.6) 

288 Diseases of white blood cells 7/442 (1.6) 

535 Gastritis and duodenitis 7/442 (1.6) 

511 Pleurisy 7/442 (1.6) 

576 Other disorders of biliary tract 7/442 (1.6) 

714 Rheumatoid arthritis and other inflammatory polyarthropathies 6/442 (1.4) 

491 Chronic bronchitis 6/442 (1.4) 

799 Other ill-defined and unknown causes of morbidity and mortality 6/442 (1.4) 

783 Symptoms concerning nutrition, metabolism, and development 6/442 (1.4) 

284 Aplastic anemia and other bone marrow failure syndromes 6/442 (1.4) 

574 Cholelithiasis 6/442 (1.4) 

577 Diseases of pancreas 6/442 (1.4) 

433 Occlusion and stenosis of precerebral arteries 6/442 (1.4) 

733 Other disorders of bone and cartilage 6/442 (1.4) 

788 Symptoms involving urinary system 5/442 (1.1) 

268 Vitamin D deficiency 5/442 (1.1) 

54 Herpes simplex 5/442 (1.1) 

238 Neoplasm of uncertain behavior of other and unspecified sites and tissues 5/442 (1.1) 

995 Anaphylactic shock and angioedema 5/442 (1.1) 

135 Sarcoidosis 5/442 (1.1) 

278 Other hyperalimentation 5/442 (1.1) 

279 Disorders involving the immune mechanism 5/442 (1.1) 

275 Disorders of mineral metabolism 5/442 (1.1) 
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593 Other disorders of kidney and ureter 5/442 (1.1) 

286 Coagulation defects 5/442 (1.1) 

720 Ankylosing spondylitis and other inflammatory spondylopathies 5/442 (1.1) 

424 Other diseases of endocardium 5/442 (1.1) 

601 Prostatitis 5/442 (1.1) 

79 
Viral and chlamydial infection in conditions classified elsewhere and of 
unspecified site 

5/442 (1.1) 

581 Nephrotic syndrome 4/442 (0.9) 

444 Arterial embolism and thrombosis 4/442 (0.9) 

562 Diverticula of intestine 4/442 (0.9) 

572 Liver abscess and sequelae of chronic liver disease 4/442 (0.9) 

782 Symptoms involving skin and other integumentary tissue 4/442 (0.9) 

695 Erythematous conditions 4/442 (0.9) 

345 Epilepsy and recurrent seizures 4/442 (0.9) 

429 Ill-defined descriptions and complications of heart disease 4/442 (0.9) 

357 Inflammatory and toxic neuropathy 4/442 (0.9) 

242 Thyrotoxicosis with or without goiter 4/442 (0.9) 

964 Poisoning by agents primarily affecting blood constituents 4/442 (0.9) 

112 Candidiasis 4/442 (0.9) 

162 Malignant neoplasm of trachea, bronchus, and lung 4/442 (0.9) 

197 Secondary malignant neoplasm of respiratory and digestive systems 4/442 (0.9) 

202 Other malignant neoplasms of lymphoid and histiocytic tissue 4/442 (0.9) 

550 HERNIA OF ABDOMINOPELVIC CAVITY 4/442 (0.9) 

680 Carbuncle and furuncle 4/442 (0.9) 

696 Psoriasis and similar disorders 4/442 (0.9) 

512 Pneumothorax 4/442 (0.9) 

441 Aortic aneurysm and dissection 4/442 (0.9) 

580 Acute glomerulonephritis 4/442 (0.9) 

394 CHRONIC RHEUMATIC HEART DISEASE 3/442 (0.7) 

591 Hydronephrosis 3/442 (0.7) 

507 Pneumonitis due to solids and liquids 3/442 (0.7) 

726 Peripheral enthesopathies and allied syndromes 3/442 (0.7) 

459 Other disorders of circulatory system 3/442 (0.7) 

277 Other and unspecified disorders of metabolism 3/442 (0.7) 

724 Other and unspecified disorders of back 3/442 (0.7) 

420 pericarditis 3/442 (0.7) 

422 Acute myocarditis 3/442 (0.7) 

185 Malignant neoplasm of prostate 3/442 (0.7) 

484 Pneumonia in infectious diseases classified elsewhere 3/442 (0.7) 

707 Chronic ulcer of skin 3/442 (0.7) 

963 Poisoning by primarily systemic agents 3/442 (0.7) 

70 Viral hepatitis 3/442 (0.7) 

78 Other diseases due to viruses and Chlamydiae 3/442 (0.7) 

117 Other mycoses 3/442 (0.7) 

478 Other diseases of upper respiratory tract 3/442 (0.7) 

10 TUBERCULOSIS 3/442 (0.7) 
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304 Drug dependence 3/442 (0.7) 

389 Hearing loss 3/442 (0.7) 

426 Conduction disorders 3/442 (0.7) 

423 Other diseases of pericardium 3/442 (0.7) 

492 Emphysema 3/442 (0.7) 

729 Other disorders of soft tissues 3/442 (0.7) 

590 Infections of kidney 3/442 (0.7) 

711 Arthropathy associated with infections 3/442 (0.7) 

289 Other diseases of blood and blood-forming organs 3/442 (0.7) 

413 Angina pectoris 2/442 (0.5) 

557 Vascular insufficiency of intestine 2/442 (0.5) 

575 Other disorders of gallbladder 2/442 (0.5) 

537 Other disorders of stomach and duodenum 2/442 (0.5) 

435 Transient cerebral ischemia 2/442 (0.5) 

455 Hemorrhoids 2/442 (0.5) 

910 superficial, contusion, crushing injuries 2/442 (0.5) 

693 Dermatitis due to substances taken internally 2/442 (0.5) 

153 Malignant neoplasm of colon 2/442 (0.5) 

386 Vertiginous syndromes and other disorders of vestibular system 2/442 (0.5) 

784 Symptoms involving head and neck 2/442 (0.5) 

252 Disorders of parathyroid gland 2/442 (0.5) 

442 Other aneurysm 2/442 (0.5) 

269 Other nutritional deficiencies 2/442 (0.5) 

35 Erysipelas 2/442 (0.5) 

437 Other and ill-defined cerebrovascular disease 2/442 (0.5) 

622 Noninflammatory disorders of cervix 2/442 (0.5) 

458 Hypotension 2/442 (0.5) 

454 Varicose veins 2/442 (0.5) 

457 Noninfectious disorders of lymphatic channels 2/442 (0.5) 

303 Alcohol dependence syndrome 2/442 (0.5) 

291 Substance-induced mental disorders 2/442 (0.5) 

331 Other cerebral degenerations 2/442 (0.5) 

42 Human immunodeficiency virus [HIV] disease 2/442 (0.5) 

540 Appendicitis 2/442 (0.5) 

614 
Inflammatory disease of ovary, fallopian tube, pelvic cellular tissue, and 
peritoneum 

2/442 (0.5) 

355 Mononeuritis of lower limb 2/442 (0.5) 

198 Secondary malignant neoplasm of other specified sites 2/442 (0.5) 

379 Other disorders of eye 2/442 (0.5) 

370 Keratitis 2/442 (0.5) 

704 Diseases of hair and hair follicles 2/442 (0.5) 

481 PNEUMOCOCCAL PNEUMONIA 2/442 (0.5) 

791 Nonspecific findings on examination of urine 2/442 (0.5) 

582 Chronic glomerulonephritis 1/442 (0.2) 

713 Arthropathy associated with other disorders classified elsewhere 1/442 (0.2) 

436 Acute, but ill-defined cerebrovascular disease 1/442 (0.2) 
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274 Gout 1/442 (0.2) 

618 Genital prolapse 1/442 (0.2) 

617 Endometriosis 1/442 (0.2) 

840 Sprains and strains 1/442 (0.2) 

342 Hemiplegia and hemiparesis 1/442 (0.2) 

681 Superficial cellulitis and abscess 1/442 (0.2) 

293 Transient mental disorders due to conditions classified elsewhere 1/442 (0.2) 

136 Other and unspecified infectious and parasitic diseases 1/442 (0.2) 

335 Anterior horn cell disease 1/442 (0.2) 

796 Other nonspecific abnormal findings 1/442 (0.2) 

570 Acute and subacute necrosis of liver 1/442 (0.2) 

781 Symptoms involving nervous and musculoskeletal systems 1/442 (0.2) 

586 RENAL FAILURE NOS 1/442 (0.2) 

588 Disorders resulting from impaired renal function 1/442 (0.2) 

443 Other peripheral vascular disease 1/442 (0.2) 

513 Abscess of lung and mediastinum 1/442 (0.2) 

519 Other diseases of respiratory system 1/442 (0.2) 

465 Acute upper respiratory infections of multiple or unspecified sites 1/442 (0.2) 

715 Osteoarthrosis and allied disorders 1/442 (0.2) 

712 Crystal arthropathies 1/442 (0.2) 

596 Other disorders of bladder 1/442 (0.2) 

505 PNEUMOCONIOSIS NOS 1/442 (0.2) 

508 Respiratory conditions due to other and unspecified external agents 1/442 (0.2) 

273 Disorders of plasma protein metabolism 1/442 (0.2) 

431 INTRACEREBRAL HEMORRHAGE 1/442 (0.2) 

434 Occlusion of cerebral arteries 1/442 (0.2) 

438 Late effects of cerebrovascular disease 1/442 (0.2) 

619 Fistula involving female genital tract 1/442 (0.2) 

621 Disorders of uterus, not elsewhere classified 1/442 (0.2) 

626 
Disorders of menstruation and other abnormal bleeding from female 
genital tract 

1/442 (0.2) 

627 Menopausal and postmenopausal disorders 1/442 (0.2) 

728 Disorders of muscle, ligament, and fascia 1/442 (0.2) 

494 Bronchiectasis 1/442 (0.2) 

215 Other benign neoplasm of connective and other soft tissue 1/442 (0.2) 

220 Benign neoplasm of ovary 1/442 (0.2) 

223 Benign neoplasm of kidney and other urinary organs 1/442 (0.2) 

228 Hemangioma and lymphangioma, any site 1/442 (0.2) 

217 Benign neoplasm of breast 1/442 (0.2) 

212 Benign neoplasm of respiratory and intrathoracic organs 1/442 (0.2) 

723 Other disorders of cervical region 1/442 (0.2) 

452 Portal vein thrombosis 1/442 (0.2) 

158 Malignant neoplasm of retroperitoneum and peritoneum 1/442 (0.2) 

154 Malignant neoplasm of rectum, rectosigmoid junction, and anus 1/442 (0.2) 

421 endocarditis 1/442 (0.2) 

383 Mastoiditis and related conditions 1/442 (0.2) 
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380 Disorders of external ear 1/442 (0.2) 

312 Conduct disorders 1/442 (0.2) 

307 Eating disorders 1/442 (0.2) 

308 Acute reaction to stress 1/442 (0.2) 

339 Other headache syndromes 1/442 (0.2) 

290 Dementias 1/442 (0.2) 

295 Schizophrenic disorders 1/442 (0.2) 

188 Malignant neoplasm of bladder 1/442 (0.2) 

180 Malignant neoplasm of cervix uteri 1/442 (0.2) 

184 Malignant neoplasm of other and unspecified female genital organs 1/442 (0.2) 

333 Other extrapyramidal disease and abnormal movement disorders 1/442 (0.2) 

330 Cerebral degenerations usually manifest in childhood 1/442 (0.2) 

332 Parkinson's disease 1/442 (0.2) 

336 Other diseases of spinal cord 1/442 (0.2) 

600 Hyperplasia of prostate 1/442 (0.2) 

49 Other non-arthropod-borne viral diseases of central nervous system 1/442 (0.2) 

91 Syphilis 1/442 (0.2) 

101 Vincent's angina 1/442 (0.2) 

174 Malignant neoplasm of female breast 1/442 (0.2) 

391 Rheumatic fever with heart involvement 1/442 (0.2) 

642 Hypertension complicating pregnancy, childbirth, and the puerperium 1/442 (0.2) 

940 BURNS 1/442 (0.2) 

955 Injury to peripheral nerve(s) of shoulder girdle and upper limb 1/442 (0.2) 

325 Phlebitis and thrombophlebitis of intracranial venous sinuses 1/442 (0.2) 

321 Meningitis due to other organisms 1/442 (0.2) 

352 Disorders of other cranial nerves 1/442 (0.2) 

359 Muscular dystrophies and other myopathies 1/442 (0.2) 

353 Nerve root and plexus disorders 1/442 (0.2) 

350 Trigeminal nerve disorders 1/442 (0.2) 

354 Mononeuritis of upper limb and mononeuritis multiplex 1/442 (0.2) 

745 Bulbus cordis anomalies and anomalies of cardiac septal closure 1/442 (0.2) 

748 Anomalies of respiratory system, congenital 1/442 (0.2) 

746 Other congenital anomalies of heart 1/442 (0.2) 

747 Other congenital anomalies of circulatory system 1/442 (0.2) 

476 Chronic laryngitis and laryngotracheitis 1/442 (0.2) 

473 Chronic sinusitis 1/442 (0.2) 

526 Diseases of the jaws 1/442 (0.2) 

523 Gingival and periodontal diseases 1/442 (0.2) 

525 Other diseases and conditions of the teeth and supporting structures 1/442 (0.2) 

528 
Diseases of the oral soft tissues, excluding lesions specific for gingiva and 
tongue 

1/442 (0.2) 

161 Malignant neoplasm of larynx 1/442 (0.2) 

196 Secondary and unspecified malignant neoplasm of lymph nodes 1/442 (0.2) 

203 Multiple myeloma and immunoproliferative neoplasms 1/442 (0.2) 

6 Amebiasis 1/442 (0.2) 

5 Other food poisoning (bacterial) 1/442 (0.2) 
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75 INFECTIOUS MONONUCLEOSIS 1/442 (0.2) 

53 Herpes zoster 1/442 (0.2) 

235 Neoplasm of uncertain behavior of digestive and respiratory systems 1/442 (0.2) 

366 Cataract 1/442 (0.2) 

364 Disorders of iris and ciliary body 1/442 (0.2) 

378 Strabismus and other disorders of binocular eye movements 1/442 (0.2) 

377 Disorders of optic nerve and visual pathways 1/442 (0.2) 

369 Blindness and low vision 1/442 (0.2) 

245 Thyroiditis 1/442 (0.2) 

241 Nontoxic nodular goiter 1/442 (0.2) 

969 Poisoning by psychotropic agents 1/442 (0.2) 

962 Poisoning by hormones and synthetic substitutes 1/442 (0.2) 

965 Poisoning by analgesics, antipyretics, and antirheumatics 1/442 (0.2) 

701 Other hypertrophic and atrophic conditions of skin 1/442 (0.2) 

706 Diseases of sebaceous glands 1/442 (0.2) 

709 Other disorders of skin and subcutaneous tissue 1/442 (0.2) 

487 Influenza 1/442 (0.2) 

568 Other disorders of peritoneum 1/442 (0.2) 
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Article 4 

Bases moléculaires de la résistance aux thiopurines : 

identification d’une signature transcriptomique à partir de lignées cellulaires 

lymphoblastoïdes 

 Laurent Chouchana 1,2, Ana Fernández-Ramos 1,2, Florent Dumont 2,3, Catherine Marchetti 1,2, Irène Ceballos-Picot 2,5, Philippe Beaune 1,2,4, David Gurwitz 6, Marie-Anne Loriot 1,2,4 
 
1 INSERM UMR-S 1147. Paris, France. 
2 Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité. Paris, France. 
3 INSERM U1016, Institut Cochin. Paris, France. 
4 Assistance publique-Hôpitaux de Paris, Hôpital Européen Georges Pompidou, Biochimie 
Pharmacogénétique et Oncologie Moléculaire. Paris, France. 
5 Assistance publique-Hôpitaux de Paris, Hôpital Necker-Enfants-Malades, Biochimie 
Métabolique. Paris, France. 
6 Department of Human Molecular Genetics and Biochemistry, Sackler Faculty of Medicine, 
Tel-Aviv University. Tel-Aviv, Israel 
  
Contexte La 6-MP fait partie des médicaments de référence des phases de consolidation et de maintenance dans le traitement des LAL [PUI & EVANS 2006]. La phase de maintenance est essentielle pour établir une rémission sur le long terme et éviter la réémergence de clones lymphoblastiques résistants. Par ailleurs, il a été récemment démontré que, même dans un contexte de polychimiothérapie, les rechutes sont souvent associées à un médicament spécifique, avec notamment une importance toute particulière pour la sensibilité à la 6-MP pour le pronostic dans les LAL-T [BEESLEY et al. 2013]. Ainsi, la compréhension des bases moléculaires de la résistance aux thiopurines est essentielle pour prévenir les rechutes. 
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L’utilisation des LCL pour l’étude des thiopurines semble pertinente, les lymphoblastes étant, in vivo, la cible des thiopurines. De même, dans le cadre d’un traitement immunosuppresseur chez les patients ayant une MICI, les lymphocytes sont la cible cellulaire des thiopurines, et leur apoptose est requise pour obtenir une immunosuppression [TIEDE et al. 2003]. Ainsi, les LCL constituent un modèle cellulaire novateur de plus en plus utilisé en pharmacogénomique pour l’identification de marqueurs génétiques impliqués dans la réponse à un médicament. Elles ont principalement été utilisées dans le domaine des anticancéreux et des immunosuppresseurs [HUANG et al. 2007; LI et al. 2008; WU et al. 2011]. Grâce à l’apport des études de profilage transcriptomiques global, les LCL obtenues à partir d’individus sains présentent l’avantage de permettre l’analyse de voies métaboliques impliquées dans la réponse à un médicament, en lien avec des variations génomiques. La caractérisation phénotypique des LCL, en termes de sensibilité relative à un médicament, est fondée sur l’inhibition de la prolifération cellulaire mesurée à l’aide d’un test de MTS de mortalité cellulaire après un traitement médicamenteux de 72 heures. Ainsi, la comparaison du transcriptome, à l’aide de puces pangénomiques, entre les lignées « résistantes » et « sensibles » à un médicament permet d’identifier des profils transcriptomiques et des voies métaboliques associées à ces phénotypes opposés. Dans la littérature, une étude de Fridley et al. sur des LCL a identifié des voies métaboliques associées à la réponse aux thiopurines [FRIDLEY et al. 2011]. Cependant cette étude d’association était fondée sur des variations de la concentration en thiopurine inhibant 50 % de la prolifération cellulaire sur un large panel de LCL, et, à ce jour, aucune étude n’a plus spécifiquement analysé la résistance aux thiopurines dont l’intérêt est pourtant majeur dans les LAL.  
Objectifs et méthodologie Ce travail de recherche avait pour but l’identification de gènes impliqués dans la résistance aux thiopurines, ainsi qu’une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires sous-jacents. Nous avons travaillé sur un panel de 53 LCL provenant d’une collaboration avec Tel-Aviv University (cf. material transfer agreement, Annexe 6). Nous avons caractérisé la sensibilité de ces lignées cellulaires suite à un traitement de 72 heures par 2 µM de 6-MP 
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et par 5 µM d’azathioprine. Nous avons ensuite sélectionné les lignées ayant un phénotype « extrême » en fonction du résultat du test MTS de sensibilité – soit 5 lignées « résistantes » et 6 lignées « sensibles ». Nous avons également phénotypé 6 lignées provenant de patients ayant un syndrome de Lesch-Nyhan porteur d’un déficit génétique en HPRT, constituant une validation du phénotype « résistant ». Dans un premier temps, nous avons effectué une étude ciblée de la TPMT et l’HPRT, principales enzymes du métabolisme des thiopurines. Dans un second temps, nous avons réalisé une analyse transcriptomique globale sur puce (Affymetrix Human Gene 2.0ST) et comparé l’expression relative de chaque gène dans les lignées « résistantes » par rapport aux lignées « sensibles », à l’aide d’un test t de Student. Une analyse fonctionnelle bioinformatique des gènes significativement différentiellement exprimés (p<0,01) a ensuite été effectuée en se basant sur la Gene Ontology (GO) et sur Ingenuity Pathway 

Analysis®. De plus, une signature transcriptomique définissant les lignées résistantes a été établie grâce à un algorithme classant. Enfin, nous avons mesuré des facteurs confondants pouvant biaiser l’interprétation des résultats, tels que le nombre de copies d’ADN mitochondrial et de l’EBV, la quantité d’ATP intracellulaire ou encore la vitesse de prolifération basale des lignées cellulaires [CHOY et al. 2008; STARK et al. 2010].  
Principaux résultats et discussion Nos résultats montrent une excellente corrélation entre l’inhibition de la prolifération suite à un traitement par 6-MP ou par azathioprine (r=0,95 ; p<0,0001), reflétant un phénotype similaire pour ces deux médicaments pour une lignée donnée. Les LCL provenant de patients ayant un syndrome de Lesch-Nyhan ont une activité HPRT indétectable et sont, comme attendu, quasiment totalement résistantes aux thiopurines. Concernant l’étude ciblée des enzymes du métabolisme des thiopurines, les lignées sensibles ont une activité TPMT significativement (p=0,024) plus faible que les lignées résistantes, alors que nous n’avons pas trouvé de différence dans l’activité HPRT. Il est bien connu que les patients ayant une activité TPMT diminuée présentaient une plus forte sensibilité aux thiopurines se traduisant à la fois par des toxicités et des rémissions plus fréquentes [EVANS et al. 2001; LENNARD et al. 1990]. Au total, l’étude des thiopurines à l’aide d’un modèle de LCL semble donc conforter ces données et permet de reproduire, in vitro, des variations de réponse aux thiopurines observées cliniquement. 
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L’analyse transcriptomique globale nous a permis d’identifier, à l’aide d’un algorithme classant, une signature transcriptomique de 32 gènes – 22 gènes surexprimés et 10 gènes sous-exprimés –, validée par qPCR, permettant de discriminer les lignées résistantes des lignées sensibles. Cette signature transcriptomique inclut notamment une sous-expression de GTPBP4, une protéine nucléolaire liant le GTP et interagissant avec p53, et dont l’inactivation dans un modèle de drosophile est associée à une activation de p53 [LUNARDI et al. 2010]. Dans le même sens, notre signature comporte une expression augmentée d’un gène cible de p53, TNFRSF10D, qui a été décrite dans des cas de résistance aux chimiothérapies [LIU et al. 2005]. Par ailleurs, les fonctions biologiques selon la classification GO prenant en compte les gènes différentiellement exprimés étaient principalement la « prolifération cellulaire » et des « processus liés à l’ARN ». Une analyse bioinformatique fonctionnelle de ces gènes a révélé notamment une activation de la voie ATM/p53/p21 dans les lignées résistantes par rapport aux lignées sensibles. Cette voie, activée en réponse à des dommages à l’ADN tels que l’incorporation d’un nucléotide à thioguanine par exemple, entraîne une inhibition des complexes cyclines-CDK2 et –CDK4 résultant en un arrêt ou ralentissement du cycle cellulaire [CHEN et al. 2014; KOSTER et al. 2010]. De plus, une surexpression du gène CCNG2, régulateur négatif du cycle cellulaire, activé en cas d’arrêt du cycle cellulaire ou d’apoptose en lien avec des dommages à l’ADN, a été également retrouvée dans les lignées résistantes [BENNIN et al. 2002]. Cette surexpression pourrait entraîner un arrêt du cycle cellulaire en phase G1/S, ne permettant pas au système de réparation des mésappariements (mismatch repair, MMR) de l’ADN, indispensable à l’action des thiopurines, d’exercer son effet. Enfin, de manière intéressante, une sous-expression d’ARHGDIA, un inhibiteur d’échange de nucléotides à guanine régulant les formes inactives (Rho-GDP) des RhoGTPases, dont Rac1, a été retrouvée dans les lignées résistantes. Ces inhibiteurs séquestrent les formes inactives Rho-GDP dans le cytoplasme, les empêchant d’être recrutées à la membrane pour être activées [ETIENNE-MANNEVILLE & HALL 2002]. Ainsi, une diminution de la quantité d’ARHGDIA dans les lignées résistantes entraînerait une stabilisation de Rac1 sous forme potentiellement active à la membrane cellulaire, qui pourrait résulter en une moindre inhibition par le 6-TGTP. Ce mécanisme original pourrait réduire l’apoptose des lymphocytes induite par les thiopurines, via une inhibition de Rac1, et contribuer à la résistance aux thiopurines.  
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L’analyse des facteurs confondants n’a pas révélé de différences dans le nombre de copies d’ADNmt et de l’EBV, ou dans la quantité d’ATP intracellulaire. Nous avons observé que le taux de prolifération cellulaire basale tendait à être plus faible dans les lignées résistantes par comparaison avec les lignées sensibles (p=0,052). Ce résultat est cohérent avec les variations transcriptomiques décrites ci-dessus, mais aussi avec une des hypothèses de G. Elion et G. Hitchings, étant que l’activité pharmacologique des thiopurines était associée à la réplication cellulaire [ELION 1989]. Leur but était de développer une molécule capable d’inhiber sélectivement la synthèse des acides nucléiques des cellules à division rapide, telles que les cellules leucémiques.   
Article soumis à Molecular Cancer Therapeutics (cf. pages suivantes) « Molecular Insight into Thiopurine Resistance: Transcriptomic 

Signature in Lymphoblastoid Cell Lines » Chouchana L, Fernández-Ramos AA, Dumont F, Marchetti C, Ceballos-Picot I, Beaune P, Gurwitz D, Loriot MA. Soumis.    
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Article 5 

Optimisation thérapeutique de l’azathioprine dans les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin en pédiatrie 

 

Note : les résultats de ce travail de recherche, qui devraient faire l’objet d’une publication 

prochainement, sont encore en cours d’analyse en collaboration avec le Docteur Jean-Louis 

Golmard (Département de Biostatistiques, Hôpital Pitié-Salpêtrière) 

Les parties « Patients and methods » et « Results » sont présentées telles que dans la futur 

publication en cours de préparation.  
Contexte Notre base de données pharmacogénétiques (cf. Article 2) nous a permis d’identifier un groupe de patients pédiatriques ayant une MICI pris en charge dans le service de Gastroentérologie, hépatologie et nutrition pédiatriques (Pr. Frank Ruemmele) de l’Hôpital Necker-Enfants Malades à Paris. Ces patients pédiatriques constituaient un groupe homogène avec un suivi clinico-biologique régulier.  L’azathioprine est un médicament central du maintien de la rémission dans les MICI pédiatriques, utilisé en première intention selon les recommandations européennes de l’ESPGHAN [RUEMMELE et al. 2014; TURNER et al. 2012]. Les alternatives thérapeutiques de second recours sont uniquement représentées par le méthotrexate et les anti-TNFα, dont les effets indésirables au long cours sont mal connus chez l’enfant  En effet, les traitements du maintien de la rémission dans les MICI sont des traitements au long cours, voire parfois administrés tout au long de la vie. Les enjeux de la rémission sont particulièrement importants en pédiatrie. En effet, en plus des signes cliniques communs aux adultes, les MICI pédiatriques entraînent des malabsorptions responsables d’une cassure de la courbe de croissance. De plus, en phase active, elles peuvent être responsables d’un absentéisme scolaire prolongé allant jusqu’à un risque de rupture scolaire aux conséquences sociales ultérieures non négligeables. Ainsi, l’optimisation thérapeutique de l’azathioprine est 



TRAVAUX DE RECHERCHE – ARTICLE 5 

 244 

particulièrement nécessaire en pédiatrie, notamment à l’aide d’un algorithme thérapeutique, afin de réduire le risque de toxicités chez ces patients et d’augmenter l’efficacité. De plus, les études cliniques sur l’utilisation de la pharmacogénétique et du STP en pédiatrie dans les MICI sont peu nombreuses dans la littérature [KOPYLOV et al. 2014; MARKOWITZ et al. 2000; NGUYEN et al. 2013a, 2013b, 2013c; RIELLO et al. 2011]. En partenariat avec l’Unité de recherche clinique Cochin-Necker (Pr. Jean-Marc Tréluyer) nous avons mis en place une étude clinique rétrospective – protocole REFAZAME – dont l’objectif principal était la recherche de facteurs de risques biologiques, génétiques, thérapeutiques ou cliniques impliqués dans la survenue de toxicités suite à un traitement par azathioprine dans les 6 mois après son instauration (cf. Annexe 7). De plus, l’objectif final était la détermination d’une posologie optimale (bénéfice/risque) d’azathioprine en fonction de paramètres thérapeutiques, biologiques, génétiques et cliniques pour le maintien de la rémission. Ce protocole de recherche a reçu un avis favorable par le Comité de Protection des Personnes Ile-de-France II (cf. Annexe 8).  
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Analyse des résultats et perspectives de discussion Les résultats préliminaires de cette étude clinique rétrospective, incluant 247 patients suivis 24 mois, ont permis de caractériser les facteurs influençant l’efficacité et les toxicités de l’azathioprine sur les MICI en pédiatrie.  Efficacité Nous avons retrouvé des taux de réponses à l’azathioprine similaires à ceux décrits dans les autres études pédiatriques [DUBINSKY et al. 2000; NGUYEN et al. 2013c; RIELLO et al. 2011]. Le taux de réponse à l’azathioprine à 6 mois observé dans notre étude pour la maladie de Crohn (64 %) est également comparable à celui retrouvé chez l’adulte [PREFONTAINE et al. 2009]. Par contre, nous avons observé une efficacité à 6 mois (38 %) significativement plus faible pour les patients ayant une RCH ou une colite indéterminée (p<0,0001). Par ailleurs, seuls 172 (72,6 %) patients avaient encore de l’azathioprine à la fin de l’étude, soit 24 mois après le début du traitement. Parmi les patients ayant arrêté l’azathioprine avant la fin de l’étude, 27 (11,3 %) l’ont fait pour inefficacité, avec un relai de traitement principalement par le méthotrexate ou l’infliximab, et 18 (7,6 %) pour effets indésirables au cours de la période de suivi. Même si le nombre de patients interrompant l’azathioprine pour inefficacité est relativement faible, le taux de réponse à 6 mois suggère qu’une part importante de patients reçoit encore un traitement de l’induction de la rémission. Ces traitements de l’induction de la rémission (majoritairement la nutrition entérale exclusive dans la maladie de Crohn ou la prednisone dans la RCH) ont des conséquences délétères sur la qualité de vie des patients pédiatriques ou sur leur courbe de croissance. L’optimisation thérapeutique est donc essentielle pour augmenter la rémission sous azathioprine. L’analyse des facteurs prédictifs de la réponse à 6 mois a montré que les patients répondeurs semblaient avoir une maladie moins active au moment de l’initiation du traitement par thiopurines (CRP basse, albumine et hémoglobine élevées), et être plus âgés que les patients non-répondeurs. De plus, ces derniers avaient à 6 mois une hémoglobine et un volume globulaire plus faibles, alors que les plaquettes étaient plus élevées, par comparaison aux patients en rémission. Ces signes biologiques sont en lien avec des saignements plus actifs chez les patients non-répondeurs. Par ailleurs, les métabolites actifs des thiopurines entraînant une diminution des leucocytes et des 
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polynucléaires neutrophiles, des valeurs plus élevées pour ces paramètres chez les non-répondeurs par rapport aux répondeurs pourraient témoigner d’une moins bonne efficacité des thiopurines. Cependant, nous n’avons pas mis en évidence de différence significative de concentrations en 6-TGN entre ces deux groupes de patients (277 [191-397] vs. 224 [157-330] pmol/8x108 GR ; p=0,068). Cela pourrait s’expliquer par un manque de puissance de l’étude, due au fait que tous les patients n’avaient pas de détermination des 6-TGN à 6 mois correspondant à la visite d’évaluation permettant la classification d’un patient comme répondeur ou non-répondeur. En effet, contrairement à d’autres études rapportant une corrélation entre 6-TGN et réponse aux thiopurines, nous avons analysé les 6-TGN à 6 mois uniquement, et non pas pour toutes les évaluations de l’efficacité lors de chacune des visites médicales [DUBINSKY et al. 2000; NGUYEN et al. 2013b]. Néanmoins, indépendamment de la significativité, cette différence est relativement faible (� 50 pmol/8x108 GR) remettant en cause l’existence d’un seuil thérapeutique pour les 6-TGN et suggérant un rôle potentiel pour d’autres métabolites, notamment les 6-TGTP.  Effets indésirables 
Toxicité pancréatique La toxicité pancréatique induite par l’azathioprine a été observée chez 11 (4,6 %) patients, principalement durant les 6 premières semaines de traitement et a entraîné l’arrêt du traitement chez plus de la moitié de ces patients. La précocité et la prévalence de la toxicité pancréatique, probablement en lien avec un mécanisme immuno-allergique, sont en accord avec une étude clinique récente sur les pancréatites aux thiopurines [HEAP et al. 2014].  
Toxicité hépatique Une augmentation modérée des transaminases a été observée chez 18 (7,5 %) des patients, dont la survenue a été associée à la présence concomitante de prednisone (p=0,0004). Par ailleurs, il y avait une tendance non significative à une fréquence augmentée de toxicités hépatiques parmi les patients ayant une activité TPMT très élevée par rapport aux autres patients (16,7 % vs. 6,1 %; p=0,09). Bien que les concentrations des métabolites 6-TGN et 6-MMPN n’étaient pas séparément associées à la toxicité 
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hépatique, nous avons observé qu’il y avait approximativement 6 fois plus de risque de développer une hépatotoxicité en présence d’un ratio 6-MMPN:6-TGN défavorable (≥20) (30,1 % vs. 6,6 %; OR, IC95 %: 6,3, [2,8-13,8] ; p<0,0001). Ce résultat est en accord avec les résultats de notre base de données et avec la littérature : si l’activité TPMT n’est probablement pas le déterminant majeur du ratio métabolique, une activité TPMT très élevée est, du moins en partie, responsable d’un ratio défavorable [VAN EGMOND et al. 2012]. Ainsi, la prédiction de la toxicité hépatique serait peut être plus efficace en utilisant le ratio métabolique qu’en prenant en compte uniquement la concentration en 6-MMPN comme proposé par Dubinsky et al. [DUBINSKY et al. 2000]. Ces patients pourraient tirer bénéfice d’une optimisation thérapeutique par ajout d’allopurinol, permettant une normalisation du bilan hépatique chez les patients ayant un ratio métabolique défavorable [LEONG et al. 2008; SMITH et al. 2012; SPARROW et al. 2007].  
Toxicité hématologique La myélotoxicité rapportée 68 fois dans notre étude, principalement des cas de neutropénie, a été positivement associée au fer sérique. Nous n’avons pas retrouvé d’influence des concentrations en 6-TGN ou de l’activité TPMT sur la survenue de la toxicité hématologique.  Lymphopénie La lymphopénie, bien que déjà décrite lors de traitement par thiopurines ou d’autres immunosuppresseurs n’est pas considérée comme une toxicité hématologique des thiopurines dans la plupart des études et est plutôt considérée comme un effet associé à l’immunosuppression. A ce jour, elle a été peu étudiée dans le cadre des thiopurines, par comparaison avec les leuco-neutropénies. Cette altération biologique habituellement observée ne semble pas directement liée à la concentrations des métabolites 6TGN ou 6-MMPN, comme c’est le cas pour les neutropénies [AL RIFAI et al. 2011]. Nous avons observé des épisodes de lymphopénie chez 95 (40 %) patients, dont 32 cas de lymphopénie sévère avec des lymphocytes < 500/mm3, avec une fréquence similaire à celle décrite dans une étude dans la littérature [AL RIFAI et al. 2011]. Le déficit complet en TPMT pourrait être un facteur prédisposant à la survenue précoce de lymphopénie dans les 3 premiers mois de traitement, même si le faible nombre de 
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patients (n=2) dans notre étude avec une lymphopénie et un déficit en TPMT ne permet pas de tirer des conclusions robustes (p=0,0005). De plus, la lymphopénie était associée à des concentrations significativement plus élevées en 6-TGN (293 [175-487] vs. 235 [162-329] pmol/8x108 GR; p=0,003). Une courbe ROC (AUC=0,61 ; p<0,0001) a montré qu’une concentration en 6-TGN de 360 pmol/8x108 GR avait une sensibilité de 38,6 % et une spécificité de 81,7 % pour prédire la survenue d’une lymphopénie. La faible sensibilité est en lien avec l’existence d’autres facteurs majeurs dans la survenue de la lymphopénie sous thiopurine. Ainsi, le taux de lymphocytes initial était prédictif de la survenue d’une lymphopénie aux thiopurines. Les patients possédant un taux de lymphocytes inférieur à 2500 /mm3 lors de l’initiation du traitement par thiopurine avaient un risque relatif 3 fois plus important de développer une lymphopénie que les autres, avec un risque cumulé de 31 % à un an (HR 3,33, IC95% [1,58-4,30]). La présence de prednisone était également associée à la lymphopénie (p=0,0106). Enfin, nos résultats (CRP, score HBI, fer sérique, albumine) montrent qu’une MICI évolutive, du moins dans le cas de la maladie de Crohn, pourrait être associée à la lymphopénie. Les travaux antérieurs de Nguyen et al. et Al Rifai et al., ont suggéré que l’absence de lymphopénie était un signe de réponse clinique aux thiopurines [NGUYEN et 

al. 2013b; AL RIFAI et al. 2011]. Par ailleurs, le risque de lymphopénie étant également majoré en présence de prednisone, il est possible que l’association positive trouvée entre rémission et absence de lymphopénie soit, du moins en partie, due à l’absence de corticoïdes. Au final, la combinaison entre le taux de lymphocytes initial, la concentration en 6-TGN et la présence de corticoïdes au sein d’un même algorithme devrait aboutir à une prédiction plus fine du risque de lymphopénie chez les patients pédiatriques sous thiopurines.   
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Les thiopurines constituent l’une des meilleures illustrations de l’utilisation conjointe de la pharmacogénétique et du STP pour une optimisation thérapeutique dont l’intégration en pratique de soins courants représentent un réel succès avec plus de 3000 génotypages 
TPMT effectués en France en 2013 (données : Agence de Biomédecine, ne tenant pas compte du volume des phénotypages de la TPMT). En ce qui concerne les tests pharmacogénétiques, aux Etats-Unis la FDA recommande le dépistage des patients ayant un déficit d’activité TPMT, avant l’initiation d’un traitement par thiopurine, de manière à prévenir les leuco-neutropénies potentiellement létales [FDA 2011]. En Europe, une nouvelle formulation de 6-MP en solution orale (Xaluprine®) récemment autorisée par l’EMA, inclut dans son RCP une « mise en garde et précaution d’emploi » chez les patients ayant un déficit en TPMT et recommande un dépistage de ce déficit afin de réduire le risque de myélosuppression [EMA 2012b]. Le RCP français de l’azathioprine, mise sur le marché dans les années 1960, n’inclut aucune recommandation concernant la TPMT [ANSM 2010]. Cependant, ni l’EMA ni la FDA ne proposent d’adaptation posologique chez ces patients pourtant à haut risque de toxicité hématologique. Il existe par ailleurs aux Etats-Unis des recommandations émises par le CIPC pour l’adaptation de doses initiales en fonction du génotype TPMT : 30 à 70 % de la dose chez les hétérozygotes et 10 % de la dose 3 fois par semaine chez les homozygotes mutés [RELLING et al. 2011a, 2013]. Concernant le STP, permettant une surveillance en cours de traitement, il est fondé sur le dosage des métabolites actifs 6-TGN et 6-MMPN, dont les concentrations intra-érythrocytaires sont étroitement liées à l’efficacité et à certaines toxicités, hématologiques ou hépatiques. Le dépistage du déficit en TPMT et le STP ne se substituent pas à la numération sanguine et au dosage régulier des transaminases. La mesure de l’activité TPMT et le STP permettent d’appréhender l’importante variabilité inter-individuelle dans la réponse clinique aux thiopurines. Cependant, la connaissance du métabolisme de thiopurines et des mécanismes d’action de ces molécules est encore partielle. En effet, les déficits en TPMT n’expliquent qu’un quart des myélosuppressions et les seuils des concentrations en 6-TGN et 6-MMPN restent débattus [BENKOV et al. 2013; COLOMBEL et al. 2000]. En outre, les causes de résistance aux thiopurines sont peu connues et sont à l’origine d’échecs thérapeutiques aux conséquences néfastes pour les patients [NGUYEN et al. 2013c]. Dans les MICI, l’azathioprine constitue le traitement de référence du maintien de la rémission dont l’efficacité a été démontrée au très long cours (64 mois) [LEMANN et al. 2005]. Cependant, 
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30 à 40 % des patients n’auront pas de réponse efficace et devront recevoir notamment des anti-TNFα, plus contraignant et plus coûteux. De plus, la 6-MP est une molécule centrale des phases de consolidation et de maintenance dans le traitement des LAL, et essentielle pour obtenir une rémission sur le long terme et éviter la réémergence de clones lymphoblastiques résistants [PUI & EVANS 2006]. L’exploration de facteurs génétiques prédictifs de la résistance est donc un enjeu majeur des traitements par thiopurines. L’optimisation de ces traitements reste un sujet d’intérêt compte tenu de la large prescription de ces médicaments et de leur efficacité indiscutable comme immunosuppresseurs dans les MICI et d’autres pathologies auto-immunes ou comme cytotoxiques dans les LAL.  Cette thèse avait pour objectif général une meilleure compréhension de la variabilité inter-individuelle de la réponse aux thiopurines – notamment de la résistance –, en vue de l’optimisation thérapeutique de ces médicaments. Nous avons pour cela combiné des approches cliniques et expérimentales : (i) d’une part, à partir de données biologiques et cliniques issues, respectivement, d’une expérience hospitalière en pharmacogénétique de plus de 10 ans relative aux thiopurines, et d’études rétrospectives bioinformatiques et cliniques, et (ii) d’autre part, d’un modèle in vitro de LCL permettant une analyse exploratoire de l’expression de gènes impliqués dans la résistance aux thiopurines.  
 Optimisation thérapeutique des thiopurines 

 Phénotypage ou génotypage de la TPMT ? Nos travaux sur la base de données pharmacogénétiques, établie à partir de l’expérience hospitalière de l’Unité fonctionnelle de pharmacogénétique de l’HEGP, nous ont permis d’explorer la façon dont les outils d’optimisation thérapeutique que sont la TPMT et les métabolites thiopuriniques étaient utilisés en pratique de soins courants. Nous avons établi une corrélation génotype-phénotype pour la TPMT sur une très large population de patients. Sur le base des quatre principaux variants alléliques (TPMT*2, TPMT*3A, 
TPMT*3B, TPMT*3C) nous avons trouvé une concordance globale de 93,4 % entre le génotype et le phénotype. La VPP du génotypage pour la détection d’un déficit (partiel ou 
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complet) d’activité est de 77,4 % et la VPN de 95,4 %. Autrement dit, un peu moins de 5 % des patients ayant un génotype TPMT sauvage ont un déficit d’activité TPMT, probablement associé à la présence d’un variant peu fréquent ou d’une mutation rare. Ces patients recevront des doses standards de thiopurine à la suite du dépistage. De plus, leur médecin ayant reçu une information de risque « faible », cela pourrait l’inciter à diminuer la surveillance hématologique rendant cette situation à risque particulièrement élevé de survenue de myélosuppression. De plus, en présence d’un génotype TPMT hétérozygote, la concordance génotype-phénotype n’est que de 73,3 %. Par conséquent plus d’un quart des patients hétérozygotes pour la TPMT ont un phénotype mal prédit par le génotypage et sont porteurs, en majorité, d’une activité TPMT élevée. Ainsi, à partir de notre expérience hospitalière, comme nous l’avons proposé dans une lettre à l’Editeur de la revue Journal of Crohn's and Colitis – TPMT status determination: The simplest is the most 

effective?  –, le phénotypage apparaît plus efficace que le génotypage pour le dépistage du déficit en TPMT (Annexe 2). Par ailleurs, bien que le déficit d’activité TPMT soit en faveur d’une réponse efficace à un traitement par thiopurine, plusieurs études rapportent également un seuil d’activité au sein du phénotype rapide au-dessous duquel les remissions sont plus fréquentes [ANSARI 
et al. 2002a, 2008a; CUFFARI et al. 2004; LENNARD et al. 1990]. Ainsi, au-delà du rationnel génétique qui définit les seuils d’activité entre les différents phénotypes, déterminés par des corrélations génotype-phénotype, d’autres seuils pourraient être plus pertinents biologiquement et cliniquement, en lien avec des concentrations en métabolites actifs et la rémission clinique. La grande plage de valeurs de l’activité TPMT par comparaison à l’information du génotype permet, à l’aide des seuils déterminés dans la littérature, d’identifier plus précisément les patients susceptibles d’avoir une réponse efficace. Cependant, le phénotypage de l’activité TPMT dans les cytosols érythrocytaires, fondé sur le dosage par HPLC de la quantité de 6-MMP formée après incubation en présence d’une quantité connue de 6-MP, est plus compliqué à mettre en œuvre que le génotypage, habituellement restreint à la détection des trois principaux SNP. De plus, les seuils d’activité retrouvés dans la littérature sont différents d’une étude à l’autre. Ainsi, une standardisation des techniques de dosage serait nécessaire pour permettre une meilleure intégration de la TPMT comme marque prédictif de l’efficacité en pratique de soins courants. En perspective, étant donné qu’un patient sur deux ayant une MICI recevra un jour des thiopurines, il serait intéressant de phénotyper/génotyper la TPMT au moment 
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du diagnostic de MICI et d’inclure le résultat dans le dossier médical du patient, afin de pouvoir envisager dès le début toutes les éventualités thérapeutiques. Par ailleurs, en plus des trois phénotypes originellement décrits par Weinshilboum et al. – lent (activité basse), intermédiaire (activité intermédiaire) et rapide (activité élevée) –nous avons identifié un 4ème groupe de patients ayant un phénotype ultra-rapide correspondant à une activité TPMT très élevée [WEINSHILBOUM & SLADEK 1980]. Jusqu’à présent, la très grande majorité des études de la littérature s’était plutôt focalisée sur les conséquences du déficit d’activité TPMT, associé à la présence de principaux variants alléliques (TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B, TPMT*3C). Des patients ayant une activité TPMT très élevée –7 à 15 % des patients – avaient déjà été identifiés dans des études précédentes [ANSARI et al. 2002a; SERPE et al. 2009; YAN et al. 2000]. Cependant, pour la première fois nous avons caractérisé ce groupe de patients au sein d’une très grande population. Dans la littérature, deux études rapportent la présence de séquences de nucléotides répétées de type VNTR dans le promoteur du gène TPMT qui pourraient moduler l’expression et ainsi l’activité TPMT [ROBERTS et al. 2008; SPIRE-VAYRON DE LA MOUREYRE et al. 1998a]. Une régulation post-traductionnelle a également été proposée avec la SAM, co-facteur indispensable de la TPMT. La SAM stabilise la protéine et agit comme un modulateur positif de l’activité TPMT [MILEK et al. 2009]. Une étude in vitro a montré que l’ajout de SAM exogène permet de reverser les effets cytotoxiques de la 6-MP [MILEK et al. 2009]. A partir de prélèvements sanguins, il a également été montré que, chez les patients avec un génotype sauvage pour le gène TPMT, la concentration intracellulaire en SAM était significativement et positivement associée à l’activité TPMT [MILEK et al. 2012]. Les auteurs suggèrent que des modulations de concentrations intracellulaires en SAM pourraient être à l’origine d’une augmentation de l’activité TPMT et expliquer, au moins en partie et chez certains patients, une activité TPMT très élevée. Ces variations de concentrations en SAM semblent cependant de faibles amplitudes et leur contribution à une activité TPMT très élevée est probablement faible [MILEK et al. 2012].  
 L’activité TPMT très élevée, un marqueur prédictif de la résistance aux thiopurines ? Une activité TPMT très élevée pourrait être responsable d’une déviation du métabolisme des thiopurines vers la formation des 6-MMP au détriment de la production des 6-TGN, en lien avec une résistance au traitement. Cette observation empirique issue du cas 
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clinique, nous a amené à mettre en place une étude bioinformatique fondée sur le CDW de l’HEGP. Ainsi, à partir de la transposition de la méthodologie novatrice du PheWAS à une variable quantitative catégorisée – l’activité TPMT –, nous avons exploré, sans a priori, les conséquences d’une activité TPMT très élevée sur le phénome des patients traités par thiopurine pour une MICI. Cette étude a montré que les patients ayant une activité TPMT très élevée présentaient des signes de rechutes cliniques des MICI (anémie) et développaient des effets indésirables dus aux corticoïdes (diabète, hypertension secondaire), traitements de référence dans les poussées de MICI. Sur la base de ces résultats, nous avons formulé l’hypothèse que les patients avec une activité TPMT très élevée constituent un groupe de malades moins bons répondeurs que les autres patients. Cette hypothèse reste à valider à partir d’un autre CDW ou à l’aide d’une étude clinique prospective. Une augmentation des doses de thiopurine, en association avec une prise en charge et une surveillance clinico-biologique plus strictes, ou un changement de molécule précoce, pourraient sans doute être envisagés pour ces patients. Par ailleurs, l’analyse de la base de données pharmacogénétiques n’a pas rapporté de concentrations intra-érythrocytaires plus faibles en 6-TGN chez les patients avec une activité TPMT très élevée. Les ratios 6-MMPN:6-TGN n’étaient également pas significativement plus élevés, même si une tendance est observée, chez les patients ayant une activité très élevée. La méthodologie de constitution de cette base de données, reflétant l’activité en rapport avec la TPMT d’une unité hospitalière de pharmacogénétique, peut expliquer ces résultats discordants avec l’étude bioinformatique. Les valeurs du dosage des métabolites proviennent du STP au cours duquel les posologies en thiopurines ont été, au moins en partie, adaptées. Néanmoins, au-delà d’un seuil d’activité à 18,3 U/mL, nous avons pu déterminer un risque significativement 3 fois plus élevé d’avoir un ratio défavorable, soulignant l’importance du phénotypage dans ces situations pour la compréhension et la prise en charge de la mauvaise réponse thérapeutique aux thiopurines. Ainsi, même si l’activité TPMT n’est pas le déterminant majeur du ratio 6-MMPN:6-TGN, le métabolisme des thiopurines est probablement dévié à partir d’une activité particulièrement très élevée, exposant ces patients à un risque de résistance aux thiopurines [VAN EGMOND et al. 2012].  
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 Lymphopénie au cours d’un traitement par thiopurine, marqueur associé à 

l’efficacité ? L’efficacité des thiopurines est due, en partie, à une potentialisation de l’apoptose des lymphocytes T activés grâce à un mécanisme moléculaire impliquant le 6-TGTP [TIEDE et 

al. 2003]. Ainsi, comme tout médicament immunosuppresseur, les thiopurines sont responsables d’une lymphopénie associée. Cependant, la lymphopénie, pourtant présente chez un grand nombre de patients traités par thiopurines, n’a pas été beaucoup étudiée à ce jour par rapport aux leuco-neutropénies, effet indésirables majeurs de ces médicaments [NGUYEN et al. 2013b; AL RIFAI et al. 2011]. Les leuco-neutropénies ont même été décrites comme étant le reflet de l’efficacité des thiopurines [EVANS et al. 2001; LENNARD et al. 1990]. Des résultats préliminaires de notre étude clinique en pédiatrie (protocole REFAZAME) semblent montrer que la lymphopénie soit également associée à la réponse aux thiopurines. Ces résultats sont en accord avec deux autre études de la littérature [NGUYEN et al. 2013b; AL RIFAI et al. 2011]. Nous avons également identifié des facteurs prédictifs de la survenue d’une lymphopénie sous thiopurine, tels que le déficit en TPMT, un taux de lymphocytes avant le début du traitement inférieur à 2500/mm3, la prise de prednisone ou encore une concentration en 6-TGN supérieure à 360 pmol/8x108 GR. La lymphopénie pourrait probablement être mieux appréhendée avec la prise en compte de ces facteurs combinés au sein d’un algorithme. En effet, bien que probablement associée à l’efficacité du traitement, la lymphopénie prolongée est responsable d’infections voire de cancers viro-induits, dont la prévention est essentielle dans les traitements des maladies dysimmunitaires, notamment en pédiatrie.  
 Perspectives pour le dosage des métabolites thiopuriniques Nos travaux de recherche nous ont permis d’analyser les variations des métabolites des thiopurines en fonction de l’activité TPMT et d’autres facteurs (sexe, âge, doses d’azathioprine). Nous avons notamment trouvé des différences de concentrations en métabolites 6-MMPN en fonction du sexe. Ainsi, les femmes ont des concentrations intra-érythrocytaires en 6-MMPN et des ratios 6-MMPN:6-TGN respectivement 1,6 et 2,2 fois plus élevés que les hommes, alors que les concentrations en 6-TGN et les doses d’azathioprine et l’activité TPMT sont similaires. Ce résultat concernant les concentrations en 6-MMPN a également été mis en valeur à l’aide d’un modèle multivarié. 
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Ces différences en fonction du sexe, déjà retrouvées dans d’autres études mais peu explorées à ce jour, font poser l’hypothèse d’un pronostic de rémission plus faible chez les femmes. Au cours d’un STP longitudinal, nous avons également observé une réduction d’environ 29 % du nombre de patients sous-dosés en 6-TGN. Cependant, après une durée médiane de suivi de 2,3 ans (IQR : [1,1-3,8]), la moitié des déterminations de 6-TGN étaient encore inférieures au seuil thérapeutique de 235 pmol/8x108 GR proposé historiquement par Dubinsky et al. [DUBINSKY et al. 2000]. Ce résultat suggère que ce seuil d’efficacité clinique des thiopurines n’est probablement pas optimal. Il est en effet difficilement imaginable que la moitié des patients sous thiopurine après plus de deux ans de traitement, et avec une prise en charge par STP, ne soit pas en rémission. Dans la littérature, cette concentration seuil (235 pmol/8x108 GR) reste largement débattue, certains auteurs remettant même en cause l’intérêt du STP pour l’efficacité thérapeutique [BENKOV et al. 2013; FRIEDMAN et al. 2012; VIKINGSSON et al. 2009]. Les résultats discordants sur le STP parmi les études peuvent s’expliquer par des différence entre les méthodes de dosage dans les globules rouges, le seuil de 230-260 pmol/8x108 GR ne pouvant s’appliquer qu’à la méthode de dosage de Lennard & Singleton [MOREAU et al. 2014]. En effet, en fonction de la technique employée pour effectuer l’hydrolyse acide des nucléotides 6-TGN, une quantité variable de 6-TG libérée sera dosée par HPLC. Shipkova et al. avaient retrouvé des concentrations de 6-TG 2,6 fois plus élevées après l’hydrolyse par acide perchlorique de Dervieux & Boulieu, par rapport à l’hydrolyse par acide sulfurique de Lennard & Singleton [SHIPKOVA et al. 2003]. Une standardisation des méthodes de dosage, par le biais des sociétés savantes, serait donc souhaitable de manière à uniformiser les recommandations thérapeutiques. Par ailleurs, les 6-TGN représentent une entité regroupant des nucléotides mono-, di- et triphosphorylés. Ainsi, les résultats discordants sur l’intérêt des 6-TGN comme biomarqueurs de l’efficacité peuvent également s’expliquer par le fait qu’au sein des 6-TGN, seul le nucléotide triphosphorylé, le 6-TGTP, est responsable de la réponse clinique [NEURATH et al. 2005; TIEDE et al. 2003]. Ce nucléotide triphosphorylé est le dernier métabolite d’une longue chaine de métabolisation impliquant de nombreuses enzymes et se terminant par la NDPK [KARNER 
et al. 2010]. L’équilibre entre les formes mono-, di- et triphosphorylées est donc variable d’un individu à l’autre. Ainsi, un dosage différentiel des 6-TGN à l’aide d’une méthode HPLC par appariement d’ions à détection UV-fluorescence a été proposée afin de 
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déterminer précisément les concentrations respectives 6-TGMP, 6-TGDP, 6-TGTP chez les patients [VIKINGSSON et al. 2009, 2013]. Une étude clinique préliminaire, permettant de mieux appréhender le rôle de chacun de ces nucléotides, a montré que la présence prédominante de 6-TGTP, associée à des 6-TGDP inférieurs à 15 % des 6-TGN totaux, serait un facteur prédictif d’une réponse thérapeutique aux thiopurines [NEURATH et al. 2005]. L’intérêt du dosage du 6-TGTP dans le STP de l’efficacité des thiopurines nécessite une évaluation clinique plus large. Au total, même si les seuils des concentrations thérapeutiques restent débattus, le STP permet, a minima, d’expliquer les principales toxicités (hématologiques et hépatiques), ainsi qu’un dépistage des patients non-observants ou de ceux à risque de résistance pharmacologique.  
 Aspects économiques et éthiques En plus des aspects scientifiques précédemment discutés, des considérations économiques et éthiques sont à prendre en compte pour la généralisation de ces méthodes d’optimisation thérapeutique. Ainsi, une des principales limitations à l’incorporation en pratique clinique de la pharmacogénétique ou du STP des thiopurines repose sur l’accessibilité et le coût de ces analyses. Une enquête auprès de médecins experts dans les MICI à travers le monde a révélé que ces derniers considéraient comme utile le STP fondé sur le dosage intra-érythrocytaire des 6-TGN et 6-MMPN pour optimiser un traitement par thiopurine [ROBLIN et al. 2011]. Les médecins qui avaient accès au STP rapportaient moins de changements de traitement pour une autre classe pharmacologique. La principale raison limitant le recours au STP, hormis sa disponibilité, était son remboursement par les systèmes de santé [ROBLIN et al. 2011]. Ces deux paramètres, disponibilité et coût, soulèvent des questions éthiques et économiques. En effet, dès lors qu’un test n’est pas accessible à l’ensemble des patients pour des contraintes budgétaires, une inégalité de prise en charge peut apparaître. Peu d’études pharmaco-économiques permettant d’évaluer l’intérêt de la pharmacogénétique sont disponibles et le manque de données économiques constitue un frein au remboursement de ces tests par la sécurité sociale et à l’incorporation de ces tests dans la pratique de soins courants. Dans le cas de la TPMT, malgré certaines controverses notamment à cause de la très faible fréquence des individus ayant un déficit complet d’activité (∼ 0,3 %) et parce que les patients porteurs d’un génotype sauvage peuvent aussi développer une 
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myélotoxicité, la plupart des études pharmaco-économiques sont en faveur d’un dépistage prospectif du déficit en TPMT [VAN DEN AKKER-VAN MARLE et al. 2006; MARRA et 

al. 2002; OH et al. 2004; THOMPSON et al. 2014]. Ainsi, une étude européenne a analysé le gain économique d’un génotypage de la TPMT pour la prévention de la myélosuppression chez les enfants ayant une LAL et traités par la 6-MP. Les auteurs ont calculé un bénéfice moyen de 2100 € par année de vie, établi en tenant compte du coût du génotypage – estimé à 150 € –, d’une estimation de la fréquence du déficit en TPMT, du taux de myélosuppression aux thiopurines chez les patients déficitaires pour la TPMT et du coût de prise en charge d’une hospitalisation pour myélosuppression parmi quatre pays européens (Allemagne, Irlande, Pays-Bas et Royaume-Uni) [VAN DEN AKKER-VAN MARLE et 

al. 2006]. Une étude pharmaco-économique similaire effectuée au Royaume-Uni chez des patients ayant une MICI a montré un bénéfice plus faible, d’environ 526 €, paradoxalement sans bénéfice estimé sur la qualité de vie [THOMPSON et al. 2014]. A 

contrario, une autre étude chez des enfants atteints de LAL a rapporté un coût supplémentaire de 277 $ par enfant lors d’une adaptation des doses de 6-MP en fonction du génotype TPMT, par rapport à un protocole habituel avec une posologie en fonction du poids [DONNAN et al. 2011]. Cependant, cette dépense est minime par rapport au coût de prise en charge d’une LAL. De plus, il est fort probable que le bénéfice économique d’un génotypage TPMT avant traitement par thiopurine, même s’il est négatif comme dans le cas de l’étude de Donnan et al., augmente au fil du temps parallèlement à la forte décroissance des coûts de génotypage. Ce bénéfice sera d’autant plus important dans des cas tels que celui du gène TPMT, dont la présence homozygote de variants alléliques est rare, nécessitant de dépister de nombreux patients (entre 150 et 300 patients) pour détecter un patient à risque sévère de myélosuppression. Les progrès actuels de la génomique vont permettre d’effectuer des génotypages en haut-débit ou même un séquençage d’exon pour des coûts dérisoires. Au-delà des questionnements économiques se posent des problèmes éthiques. De nombreux tests pharmacogénétiques, tels que la TPMT ou encore la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPYD) dans les traitements par 5-fluorouracile (5-FU), ont une VPP élevée. Ainsi, en présence d’un déficit complet en TPMT, chez les patients porteurs de deux variants alléliques, une myélosuppression est observée chez quasiment tous les patients lors d’un traitement par thiopurine à dose standard. Il devient alors difficilement acceptable d’exposer des patients à un traitement par thiopurine, dont au minimum 1 à 2 
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patients sur 300 auront très probablement une myélosuppression potentiellement létale, alors qu’un test de dépistage simple et efficace est disponible. Bien entendu, le dépistage du déficit en TPMT ne se substitue pas à la numération sanguine régulière et réduit uniquement ce risque individuel étant donné que les déficits en TPMT n’expliquent d’environ un quart des myélosuppressions sous thiopurines. D’autres gènes restent encore à identifier pour prévenir un plus grand nombre d’accidents hématologiques aux conséquences graves. Dans le cas des thiopurines, une des possibilités pour s’affranchir du dépistage du déficit en TPMT est de débuter le traitement par une dose diminuée de moitié durant les 3 premiers mois et de surveiller la numération sanguine ou l’évolution des concentrations intra-érythrocytaires en 6-TGN. Cette stratégie, protégeant les patients porteurs d’un génotype TPMT hétérozygote d’un risque modéré de toxicité hématologique, expose tout de même les patients ayant un déficit TPMT complet à un risque de myélosuppression, à moins de réduire drastiquement les doses de 90 %, selon les recommandations de Relling et al. De plus, cela entraîne un important retard d’efficacité thérapeutique pour les patients, notamment dans les MICI où l’azathioprine constitue le traitement de référence du maintien de la rémission. Enfin, concernant l’accessibilité aux tests pharmacogénétiques, tous les patients sur le territoire national devraient avoir la même égalité de prise en charge, sans perte de chance en fonction de leur localisation. Dans le domaine de cancérologie, pour pallier à certains manques, le troisième Plan Cancer (2014-2019) a ainsi parmi ses objectifs de « permettre un accès large au diagnostic individualisé dans toute la France », et d’inclure le développement de la pharmacogénétique dans des plateformes de génétique moléculaire, dont le maillage territorial devra être dense pour couvrir l’ensemble de la population [INCA 2014].  
 Approches pharmacogénétiques intégrées Des recommandations thérapeutiques de pharmacogénétique, fondées sur des approches monogéniques, ont été établies aux Etats-Unis par CIPC [CAUDLE et al. 2014]. Depuis 2011, 27 médicaments ont ainsi fait l’objet de guidelines d’adaptation posologique en fonction d’un génotype, publiés dans la revue Clinical Pharmacology & Therapeutics (www.pharmgkb.org/page/cpic). En France, ces recommandations thérapeutiques pourraient être proposées par le Réseau national de Pharmacogénétique ou la Société 
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française de Pharmacologie et de Thérapeutique afin de guider les cliniciens dans l’utilisation de ces tests pharmacogénétiques. Des algorithmes thérapeutiques intégrés, établis à partir de facteurs pharmacogénétiques mais également physiopathologiques et thérapeutiques semblent plus intéressants pour individualiser la posologie d’un traitement. A titre d’exemple, le site www.warfarindosing.org développé par la Washington University (MO, USA) propose une posologie de warfarine en fonction des génotypes de plusieurs gènes (VKORC1, CYP4F2, 
GGCX et CYP2C9) mais également de facteurs démographiques (âge, sexe, ethnicité) cliniques (taille, poids, indication de la warfarine), biologiques (INR), environnementaux (tabac) et thérapeutiques (prise de statine, d’amiodarone, de dérivés azolés ou de cotrimoxazole). En France, les travaux du laboratoire d'oncopharmacologie de l’Institut de Cancérologie de l’Ouest (Université d’Angers) ont abouti à la création d’une société, Onco Drug Personalized Medicine, qui commercialise un outil de prévention des toxicités au 5-FU prenant en compte simultanément le génotype DPYD et des paramètres physiopathologiques, permettant d’avoir une sensibilité et une spécificité annoncées, respectivement, de 98 % et de 99,5 % (www.odpm.fr). Cette société propose également une aide à la décision de la posologie de 5-FU à administrer en fonction des résultats du STP et de paramètres physiopathologiques. Ce type d’outil n’existe pas encore pour la prescription des thiopurines et pourrait être utile afin de rationaliser l’utilisation du STP et des données pharmacogénétiques de la TPMT, voire d’autres gènes.  
 De la place pour d’autres marqueurs pharmacogénétiques ? La TPMT, enzyme présentant une très grande variabilité au sein du métabolisme des thiopurines, est le facteur pharmacogénétique autour duquel s’est développée l’optimisation thérapeutique des thiopurines en pratique de soins courants. Cependant, la détermination d’un génotype TPMT sauvage n’exclut pas l’apparition d’effets indésirables, le déficit en TPMT n’expliquant qu’un quart des toxicités hématologiques [COLOMBEL et al. 2000; DEWIT et al. 2011]. D’autres gènes du métabolisme des thiopurines ont potentiellement un intérêt pour l’optimisation thérapeutique. L’ITPA, est une enzyme prévenant l’accumulation toxique d’un dérivé thiopurinique, le 6-TITP, et dont la détermination de l’activité et/ou du génotype est intégrée dans les soins courants dans certains centres hospitaliers. L’identification d’un déficit en ITPA est un facteur de 
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prédisposition à la survenue d’effets indésirables, plutôt de type immuno-allergiques [MARINAKI et al. 2004]. Par ailleurs, l’HPRT, première enzyme de la voie de la synthèse de 

novo des purines et présentant une Km 17 fois plus faible pour la 6-MP que la TPMT, possède une activité relativement conservée dans la population générale [BLAKER et al. 2013; LENNARD et al. 1993]. De faibles variations d’activité sont susceptibles d’entraîner une modulation importante de la production des 6-TGN. Une étude prospective a d’ailleurs rapporté une corrélation positive entre l’activité HPRT et la survenue de leucopénies [DING et al. 2012]. Ainsi, l’incorporation dans la prise en charge thérapeutique d’autres gènes du métabolisme ou transport des thiopurines – tels que HPRT, ITPA, XO, 
MTHFR, ABCC4 – est prometteuse pour la prédiction de la réponse clinique. Ces facteurs pharmacogénétiques, utilisés seuls ou combinés entre eux, devront être incorporés dans des algorithmes d’optimisation thérapeutique restant à définir.   
 Nouvelles approches pour de prédiction de la 

réponse aux médicaments 

Historiquement, la pharmacogénétique s’est développée de façon monogénique – un médicament pour un gène –  grâce à des techniques « classiques » de biologie moléculaire. Ainsi, alors qu’il y a eu au cours des 20 dernières années des progrès significatifs en recherche pharmacogénétique, l’intégration clinique de la pharmacogénétique est restée limitée à un faible nombre de médicaments (cf. Annexe 1). Il parait vraisemblable qu’une meilleure prédiction de la réponse aux médicaments sera possible avec des approches pharmacogénomiques globales. Ces marqueurs pharmacogénomiques ne seront pas forcément en lien avec le métabolisme des médicaments, comme le sont actuellement la plupart des tests pharmacogénétiques. De nouvelles approches in vitro ou cliniques sont à développer pour permettre la découverte de ces marqueurs avec des méthodes de recherche sans a priori.  
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 Les lignées cellulaires lymphoblastoïdes, un outil pharmacogénomique in vitro 

prometteur ? Les LCL provenant d’individus sains constituent un modèle novateur en pharmacogénomique pour l’exploration de voies métaboliques associées à la réponse aux médicaments. Elles sont particulièrement adaptées aux études transcriptomiques ou aux études d’association sur génome entier (GWAS). Ces lignées cellulaires, utilisées dans de nombreux projets en génomique tel que le projet HapMap, permettent de générer des hypothèses de recherche dans le but d’identifier des facteurs génomiques prédictifs de la réponse aux médicaments [INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM 2003]. A titre d’exemple, ce modèle a permis la découverte de l’implication du gène CHL1, prédisant la réponse aux inhibiteurs de la recapture de la sérotonine dans le domaine de la dépression, ultérieurement retrouvé dans une très large étude GWAS comme associé à la présence d’effets indésirables aux antidépresseurs chez des patients souffrants de dépression [CLARK et al. 2012; MORAG et al. 2011]. Ce modèle a été mis en place au laboratoire afin d’identifier de nouveaux facteurs génétiques prédictifs de la résistance aux thiopurines. Après avoir analysé la variabilité des principales enzymes du métabolisme des thiopurines dans ce modèle, une analyse transcriptomique globale a été effectuée sur des lignées préalablement sélectionnées pour leur phénotype extrême « résistant » ou à l’inverse, « sensible », aux thiopurines. Nous avons ainsi pu établir une signature transcriptomique comprenant 32 gènes, prédictive de la résistance aux thiopurines, dont certains gènes tels que TNFRSF10D, cible de p53 et membre de la super-famille des récepteurs au TNF, ont déjà été associés à des cas de résistance aux chimiothérapies [LIU 
et al. 2005]. Cette signature moléculaire incluait également le gène GTPBP4, codant pour une protéine nucléolaire liant le GTP et interagissant avec p53, et dont la diminution de l’expression dans les lignées résistantes pourrait être associée à une activation de p53 [LUNARDI et al. 2010]. En effet, une analyse bioinformatique fonctionnelle des voies métaboliques associées à ce phénotype de résistance a mis en évidence une surexpression de la voie ATM/p53/p21. L’activation de cette voie, en présence de dommages à l’ADN, comme ceux induits par les 6-TGN, aboutit à l’inhibition des cyclines et a pour conséquence un arrêt ou un ralentissement du cycle cellulaire [CHEN et al. 2014; KOSTER et 

al. 2010]. Dans les lignées résistantes, ces gènes et voies métaboliques mis en évidence 
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par ce modèle sont en lien avec une activation de la voie p53, gène « suppresseur de tumeurs » dans les lignées résistantes. Par ailleurs, dans ces même lignées, nous avons mis en évidence une sous-expression d’ARHGDIA, faisant parti du cycle des RhoGTPases [ETIENNE-MANNEVILLE & HALL 2002]. Sa proximité fonctionnelle avec Rac1, cible moléculaire des thiopurines, constitue une piste de recherche originale et prometteuse pour l’identification de facteurs génétiques impliqués dans la résistance aux thiopurines. Nous avons ainsi mis en lumière des voies moléculaires pouvant être à l’origine d’une réduction de l’apoptose dans les lymphocytes, associée à une résistance au traitement. Ces facteurs pharmacogénomiques identifiés à l’aide des LCL nécessitent une validation fonctionnelle in vitro, par exemple à l’aide d’ARN interférence pour analyser les conséquences phénotypiques de l’invalidation de ces gènes.  
 Approches « big-data » en pharmacogénomique : intérêts des entrepôts de données 

cliniques couplés à une biobanque 

- Médecine factuelle en pharmacogénomique Les preuves en médecine factuelle (evidence-based medicine) sont fondées sur des essais cliniques prospectifs, contrôlés et randomisés (randomized controled trials, RCT) qui font référence pour la démonstration aussi bien de l’efficacité d’un médicament que pour l’évaluation d’une pratique de soins. Ces essais, portant sur une population bien définie, sont généralement difficiles à mettre en œuvre et très coûteux. Ils excluent quasi-systématiquement certains sous-groupes de patients, pourtant d’intérêt majeur pour l’optimisation thérapeutique, tels que les patients âgés, ayant des comorbidités ou encore polymédicamentés [BOWTON et al. 2014]. Concernant la pharmacogénétique, ces RCT ne sont particulièrement pas adaptés pour au moins trois raisons : (i) les variations génétiques, principalement des SNP, même si elles ne sont pas « rares » (< 1 %) au sens génétique du terme, ont rarement une fréquence supérieure à quelques pourcents en population générale ; (ii) les recherches pharmacogénétiques peuvent concerner des médicaments mis le marché depuis de nombreuses années, dont le brevet peut être dans le domaine public (ex : thiopurines, fluoropyrimidines) et pour lesquels aucune industrie pharmaceutique ne sera promoteur d’un RCT ; (iii) les critères d’évaluation choisis, 
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cliniques ou biologiques, ne sont pas toujours pertinents pour conclure quant à l’intérêt du test génétique dans le cadre d’essais cliniques où les différences entre les groupes génotypés et non génotypés peuvent être faibles du fait du suivi très strict des patients inclus dans l’étude. Par ailleurs, les études longitudinales observationnelles portant sur des grandes cohortes de patients suivis de nombreuses années nécessitent des investissements importants de temps et d’argent. Des analyses en sous-groupes, telles que la comparaison de plusieurs génotypes, sont complexes à mettre en place si elles n’étaient pas prévues dans le protocole initial, et les résultats cliniques sont limités aux pathologies définies lors de la conception de l’étude [BOWTON et al. 2014]. Cette méthodologie n’est donc pas totalement adaptée à la recherche clinique en génomique. Ainsi, d’autres alternatives méthodologiques, nécessitant l’obtention de données génomiques globales, par génotypage sur puce ou par séquençage, sont à développer pour évaluer ou mettre en place des tests pharmacogénomiques. Ces données génomiques devront être associées à des données cliniques ou biologiques de manière à pouvoir multiplier les axes de recherche. Une voie prometteuse est celle de l’utilisation conjointe d’une biobanque et d’un CDW.  
- Biobanques De manière générale, il convient de distinguer deux types de biobanques : les biobanques en population générale permettant d’avoir des approches sans a priori, et les biobanques basées sur une pathologie ou une caractéristique physiopathologique particulière, dont les échantillons ont été obtenus au cours d’un protocole spécifique [NAM et al. 2011]. Ce second type de biobanque est largement utilisé en cancérologie à l’aide d’échantillons de tissus tumoraux obtenus par biopsie. A l’inverse, les biobanques en population générale contiennent, pour chaque patient, des échantillons de sérum, de plasma, d’ADN génomique, voire des LCL [NAM et al. 2011]. Ces biobanques sont constituées à partir de prélèvements de patients consécutifs, non sélectionnés et ayant donné leur consentement. Les biobanques en population générale sont ainsi un outil intéressant pour la recherche de biomarqueurs en génomique et plus particulièrement en pharmacogénomique [OLSON et al. 2014]. Un exemple intéressant est celui de l’hôpital de la Vanderbilt University à Nashville (TN) aux Etats-Unis qui a mis en place ce type de banque à ADN et dispose d’un recueil de consentement par non-opposition de principe 
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(opt-out) : tous les patients hospitalisés auront un prélèvement sanguin qui sera anonymisé en vue d’intégrer la biobanque, à l’exception de ceux qui refusent expressément [PULLEY et al. 2010]. Dans le domaine des thiopurines, des approches génomiques globales ont permis la découverte de marqueurs génétiques intéressants. Ainsi, une étude GWAS chez des patients présentant des toxicités gastro-intestinales aux thiopurines a rapporté l’implication d’un gène, PACSIN2, codant pour une kinase pouvant avoir un rôle dans la modulation de l’activité TPMT, dont l’impact clinique est actuellement incertain [ROBERTS 
et al. 2014b; STOCCO et al. 2012]. Par ailleurs, très récemment, une étude GWAS dans une population coréenne a rapporté une très forte association entre la présence d’un SNP sur le gène NUDT15 et la survenue de leucopénies précoces aux thiopurines [YANG et al. 2014]. Ce gène code pour une enzyme qui catalyserait, in vitro, l’hydrolyse des nucléotides diphosphate ou triphosphate et modifierait l’équilibre du pool de nucléotides thiopuriniques. Ces facteurs pharmacogénomiques nécessitent des validations ultérieures avant de pouvoir être transférés en pratique de soins courants.  

- Couplage entrepôt de données cliniques - biobanque Le couplage d’une banque d’ADN à un CDW, associé à de fortes capacités informatiques afin par exemple d’exploiter les données en texte libre – tels que dans les comptes rendus d’hospitalisation ou de consultation –, permet de puissantes corrélations entre génotypes et phénotypes de réponse à un médicament dans le cadre de la pharmacogénomique ou de la pharmacovigilance [PATHAK et al. 2013]. Plus largement, de nombreuses applications sont très prometteuses en génomique ou en « médecine de précision », établissant une définition au niveau moléculaire des phénotype cliniques et de processus pathologiques [NATIONAL RESEARCH COUNCIL (US) COMMITTEE ON A FRAMEWORK FOR DEVELOPING A NEW TAXONOMY OF DISEASE 2011]. Cette approche a été mise en place aux Etats-Unis au sein du réseau eMERGE avec pour objectif le développement d’axes de recherche fondés sur des données existantes dans le but d’intégrer des informations génomiques en pratique de soins courants [MCCARTY et al. 2011]. Ce réseau eMERGE a permis diverses études d’association sur génome (GWAS) et phénome (PheWAS) entiers incluant plusieurs milliers de patients [RITCHIE et al. 2013b; SHAMEER et al. 2014]. Cette méthodologie présente le double avantage de réutiliser des 
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données cliniques existantes provenant de la pratique de soins courants, et d’utiliser des échantillons issus d’une biobanque, et dont les résultats pourront être utilisés ultérieurement pour le soin en fonction des nouvelles découvertes (FIGURE 13).   

 
Source : adapté de [KOHANE 2011] 

FIGURE 13. Méthodologie de mise en place d’étude pharmacogénomique basée sur 
un entrepôt de données cliniques couplé à une biobanque   En France, certains hôpitaux, comme par exemple l’HEGP, commencent à développer des CDW à partir des EHR. Ainsi, nous avons effectué, à notre connaissance, la première étude PheWAS dans le domaine de la pharmacogénomique et réalisée à partir d’une variable quantitative catégorisée – l’activité TPMT. La méthodologie d’un PheWAS, développée en 2010 par Denny et al., a été conçue par similarité à celle d’un GWAS – étude d’association 
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comparant le génome de patients présentant une pathologie ou un signe clinique particulier par rapport à un groupe contrôle – permettant de comparer le phénome de patients porteurs d’un SNP à un groupe contrôle [DENNY et al. 2010]. La dizaine de PheWAS publiée dans la littérature concerne l’association entre un SNP et une caractéristique physiopathologique. Appliquée à la pharmacogénomique, cette étude nous a permis d’explorer, sans a priori, les conséquences d’une activité TPMT très élevée sur le phénome de patients hospitalisés avec un historique d’une dizaine d’années.  Un avantage important par rapport aux essais cliniques « classiques » est le faible coût de la réutilisation des données obtenues dans les EHR [DENNY 2012; BOWTON et al. 2014]. Les EHR contiennent un suivi longitudinal de données médicales fiables obtenues dans le cadre de la pratique de soins courants. Ces données représentent la « vraie vie » et peuvent être obtenues sans nécessiter d’importants moyens financiers, excepté la présence sur site d’une forte capacité bioinformatique (FIGURE 13). Un autre avantage des EHR, lorsqu’ils sont associés à une banque d’ADN, est la réutilisation potentielle d’informations génétiques provenant d’un autre domaine de recherche que celui pour lequel elles ont été produites [DENNY 2012]. Cela est particulièrement vrai pour les données génétiques denses telles que celles générées par les études sur génome entier (GWAS) ou par séquençage.           
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 Conclusion générale : l’avènement de la 
pharmacogénomique ? 

L’évolution rapide des techniques de biologie moléculaire et l’achèvement du séquençage du génome humain en 2003 ont fait émerger la génomique [GOLDSTEIN et al. 2003]. La convergence de la pharmacogénétique avec la génomique a permis le développement d’une approche plus large, la pharmacogénomique. L’identification de variations génétiques pouvant moduler la réponse aux médicaments sera possible grâce à des méthodes de séquençage couvrant le génome entier regroupées sous le terme de « next-

generation sequencing » (NGS). Ainsi, l’approche monogénique qui prévalait pour la pharmacogénétique sera probablement complétée par des analyses plus globales ciblant de nombreux gènes– par exemple codant pour une succession d’enzymes impliquées dans le métabolisme d’un médicament [WEINSHILBOUM & WANG 2004]. Ainsi, la caractérisation simultanée de plusieurs gènes codant pour diverses protéines impliquées dans la pharmacocinétique et/ou la pharmacodynamie d’un médicament permettra une approche par voie métabolique. Cette approche, plus réaliste, rendra possible une évaluation de la contribution totale de l’hérédité sur les variations de la réponse à un médicament [RITCHIE 2012]. Il est possible alors d’imaginer une individualisation thérapeutique non plus en fonction d’un seul gène mais en fonction d’une combinaison multiple de génotypes dont l’influence relative sera déterminée par des analyses multivariées. Ces évolutions vont modifier de façon significative l’usage du génotypage d’un polymorphisme et seront rendues possibles grâce aux avancées révolutionnaires du séquençage, dont le coût ne cesse de diminuer. Alors que le décryptage du génome humain qui s’est achevé en 2003 après presque une décennie a coûté 2,7 milliards de dollars, la décroissance des coûts du séquençage est exponentielle depuis 2008. Ainsi, selon le National Human Genome Research Institute (NHGRI) aux Etats-Unis, le coût d’un séquençage du génome en avril 2014 est d’environ 4900 $ (www.genome.gov/sequencingcosts) et il est estimé très prochainement à 1000 $ [CHECK HAYDEN 2014].  
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Source : National Human Genome Research Institute (NHGRI) aux Etats-Unis 

FIGURE 14. Evolution des coûts du séquençage d’un génome humain  Les études de validation permettant le transfert de nouveaux marqueurs pharmacogénomiques en pratique de soins courants devront être particulièrement adaptées à la pharmacogénomique. En effet, les multiples hypothèses testées (nombreux gènes, interactions gène-gène et gène-environnement) nécessiteront un très grand nombre de patients [RITCHIE 2012; WEINSHILBOUM & WANG 2004]. Pour faire face à cette difficulté, des innovations méthodologiques sont nécessaires pour la validation de marqueurs pharmacogénomiques. Les nouveaux outils de recherche et de validation pourraient inclure des études prédictives in silico, des banques d’ADN permettant d’utiliser un même échantillon pour plusieurs études, ou encore des CDW afin de mettre en place des études rétrospectives contrôlées sur de très grands effectifs avec un suivi longitudinal. Cependant, si les études in silico ne remplaceront probablement jamais les essais cliniques in vivo, elles permettront de présélectionner les études à mettre en œuvre afin d’augmenter leur chances de réussite. Enfin, l’incorporation de nouveaux tests pharmacogénomiques en pratique de soins courants ne pourra se faire que sur la base de recommandations et d’algorithmes de prise en charge thérapeutique précis guidant le clinicien « non averti » dans sa prescription. A terme, ces recommandations seront intégrées dans les RCP des médicaments et apparaîtront dans des systèmes d’aide à la prise de décision lors de la prescription médicamenteuse informatisée. 
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Annexe 1 – tests pharmacogénétiques 
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Annexe 2 – lettre à l’Editeur dans J Crohns 
Colitis 

 

Lettre à l’Editeur publiée dans Journal of Crohn’s and Colitis  En réponse à la publication de Hindorf & Appell dans Journal of Crohn’s and Colitis comparant l’efficacité du phénotypage et du génotypage de la TPMT pour l’identification des patients à risque de développer une myélosuppression sous thiopurines [HINDORF & APPELL 2012].   « TPMT status determination: the simplest is the most effective? » Chouchana L, Narjoz C, Loriot MA. J Crohns Colitis. 2012;6(7):807. 
Impact factor : 3,4   



LETTER TO THE EDITOR

TPMT status determination: The simplest is the
most effective?

Dear Sir,

We carefully read the article by Hindorf and Appell stating
that genotyping should be considered the primary choice
for pre-treatment evaluation of thiopurine methyltransferase
(TPMT) function.1 As evidence since many years, TPMT status
should be determined before a thiopurine treatment to identify
patients at risk for severe adverse events, as bone marrow
suppression, and to propose an individualized dosage.2 Hindorf
and Appell mentioned “it is not reasonable to check both
genotype and phenotype in all patients”. We agree with that
statement but we are concerned by the conclusions drawn by
the authors and the choice for genotyping as primary choice.1

TPMT genotype is almost exclusively determined on the
basis of testing the three mutations 238 GNC, 460 GNA and 719
ANG, defining the most frequent defective TPMT alleles (*2,
*3A and *3C), and covering more than 90% of the mutations
in the Caucasian population.3 Indeed, as the authors men-
tioned, assessing only genotype before treatment leads to not
detect 8% and 1% of the homozygous and heterozygous mutant
patients who are, respectively, at highly and elevated risk
of hematological accidents. These patients, at least the
homozygous deficient, will develop a potentially lethal
hematological adverse event when treated with standard
dose of thiopurine while their physician thought to have
excluded that risk by a TPMT genotyping.4

Recently, we analyzed the correlation between TPMT
phenotype and genotype in 1500 IBD patients from our
university hospital.5 Negative predictive value for genotyping
to predict a low or intermediate phenotypewas 95.3%,meaning
that around 5% of the patients with a complete or partial TPMT
deficiency will slip through the net. In this situation, we think
that phenotype is more powerful to detect patients at risk
of hematological adverse event.5 In case of deficient TPMT
activity, TPMT genotype could be checked to confirm the
genetically based low enzyme activity and to exclude technical
or pre-analytical problems. Moreover, phenotyping allows to
identify patients with very high TPMT activity, usually
associated to 6-thioguanine nucleotide (6-TGN) levels under
therapeutic threshold, which are prone to exhibit thiopurine
resistance.4

Although genotyping is probably the simplest method to
identify TPMT deficient patients, phenotyping is more predic-
tive for TPMT activity as it considers genotype, pathophysio-
logical status and environmental factors (e.g. co-prescribed
drugs, epigenetic regulation) that can also impact enzyme
activity. However, standardization of its determination is
challenging, requiring a probable redefinition and refinement
of the cut-off values between low, intermediate and rapid
TPMT metabolizers.
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Annexe 3 – revue de la littérature dans 
Aliment Pharmacol Ther 

Revue de la littérature sur les thiopurines publiée dans Alimentary Pharmacology & 

Therapeutics, suivie d’une correspondance de deux lettres à l’Editeur et de nos réponses.   « Review article: the benefits of pharmacogenetics for improving thiopurine therapy in inflammatory bowel disease » Chouchana L, Narjoz C, Beaune P, Loriot MA, Roblin X. Aliment Pharmacol Ther. 2012;35(8):967-9. 
Impact factor : 4,5   « Letter: thiopurine blood monitoring for patients with inflammatory bowel disease – authors' reply ». Aliment Pharmacol Ther. 2012;35(6):742-3.  « Letter: TPMT activity and age in IBD patients – authors’ reply ». Aliment Pharmacol Ther. 2012;35(6):742-3.   
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SUMMARY

Background
Thiopurines represent an effective and widely prescribed therapy in inflammatory
bowel disease (IBD). Concerns about toxicity, mainly resulting from a wide inter-
individual variability in thiopurine metabolism, restrict their use. Optimal thiopu-
rine dosing is challenging for preventing adverse drug reactions and improving
clinical response.

Aim
To review efficacy and toxicity of thiopurines in IBD. To provide pharmacogenet-
ic-based therapeutic recommendations.

Methods
We conducted a query on PubMed database using ‘inflammatory bowel disease’,
‘thiopurine’, ‘azathioprine’, ‘6-mercaptopurine’, ‘TPMT’, ‘pharmacogenetics’,
‘TDM’, and selected relevant articles, especially clinical studies.

Results
Thiopurine metabolism – key enzyme: thiopurine S-methyltransferase (TPMT) –
modulates clinical response, as it results in production of the pharmacologically
active and toxic metabolites, the thioguanine nucleotides (6-TGN). Adjusting dos-
age according to TPMT status and ⁄ or metabolite blood levels is recommended
for optimising thiopurine therapy (e.g. improving response rate up to 30% or
decreasing haematological adverse events of 25%). Other enzymes or transporters
of interest, as inosine triphosphatase (ITPase), glutathione S-transferase (GST),
xanthine oxidase (XO), aldehyde oxidase (AOX), methylene tetrahydrofolate
reductase (MTHFR) and ATP-binding cassette sub-family C member 4 (ABCC4)
are reviewed and discussed for clinical relevance.

Conclusions
Based on the literature data, we provide a therapeutic algorithm for thiopurines
therapy with starting dose recommendations depending on TPMT status and
thereafter dose adjustments according to five metabolite profiles identified with
therapeutic drug monitoring (TDM). This algorithm allows a dosage individuali-
sation to optimise the management of patients under thiopurine. Furthermore,
identification of new pharmacogenetic biomarkers is promising for ensuring max-
imal therapeutic response to thiopurines with a minimisation of the risk for
adverse events.
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INTRODUCTION
Thiopurine drugs, discovered by Elion and Hitching in
the middle of the last century, are mainly represented by
mercaptopurine (6-MP), its pro-drug azathioprine
(AZA), and 6-thioguanine (6-TG).1 These drugs have
cytotoxic and immunosuppressive properties. 6-MP and
AZA are major drugs in the treatment of inflammatory
bowel disease (IBD) such as Crohn’s disease and ulcera-
tive colitis. The earliest use in IBD was reported in 1962
by Bean for the treatment of ulcerative colitis.2 Currently,
about half of IBD patients have received thiopurines.3, 4

They are frequently prescribed for patients in whom
first-line therapy fails, in particular those who are ste-
roid-dependent or who do not have a response to sys-
tematic corticosteroids.5, 6 Both AZA and 6-MP have
proven their efficacy for the induction of remission in
active Crohn’s disease,7, 8 for maintaining remission and
sparing steroids in quiescent steroid-dependent Crohn’s
disease,9, 10 or for preventing recurrence after surgery in
Crohn’s disease.11–15 For use in ulcerative colitis, efficacy
has been proven for maintenance therapy, but only as
alternative treatment.16

Besides having good clinical efficacy, thiopurines dem-
onstrate wide inter-individual variability in terms of
response. Indeed, between 15% and 28% of patients
experience adverse drug reactions (haematologic, hepatic,
pancreatic).17–19 Moreover, about 9% of IBD patients are
classified as resistant to thiopurines, i.e. there is no thera-
peutic effect.20 This inter-individual variability mainly
results from thiopurine metabolism. Hence, understand-
ing thiopurine metabolism is a key for preventing
adverse events and optimising therapy.

In the first part of this review, thiopurine metabolism
and some pharmacogenetics evidence are presented.
Then, thiopurine response in IBD – efficacy and toxicity
– will be described, followed by a pathophysiological dis-
cussion and identification of certain risk factors, with the
contribution of pharmacogenetics to each item, for opti-
mising thiopurine therapy. Therafter, some new pharma-
cogenetic targets of interest will be highlighted. Finally,
some therapeutic recommendations will be provided.

THIOPURINE METABOLISM

Pharmacokinetics – pharmacodynamics
Neither AZA nor 6-MP has intrinsic activity; hence they
have to undergo extensive metabolic transformations to
exert their clinical efficacy.21 After successive biotransfor-
mations, thiopurines lead to purine analogues that have
cytotoxic effects and are incorporated into DNA (Figure 1).

Once absorbed, AZA is rapidly and largely transformed
to 6-MP, probably by glutathione S-transferase
(GST).22, 23 Following intra-cellular uptake by nucleoside
transporters (SLC28A2, SLC28A3, SLC29A1 and
SLC29A2)24–26 6-MP is then metabolised according to
three competitive enzymatic pathways: two of which are
catabolic, xanthine oxidase (XO) and thiopurine S-methyl-
transferase (TPMT), and one is anabolic, hypoxanthine
guanine phosphoribosyltransferase (HPRT). XO leads to
thiouric acid, an inactive metabolite excreted in urine and
TPMT methylates 6-MP into 6-methylmercaptopurine
(6-MMP). Activation pathway, through HPRT, followed
by inosine monophosphate dehydrogenase (IMPDH) and
guanosine monophosphate synthase (GMPS) conversion,
results, after successive kinase, in 6-thioguanine
monophosphaste (6-TGMP), diphosphate (6-TGDP) and
triphosphate (6-TGTP), i.e. the 6-thioguanine nucleotides
(6-TGN), which represent active metabolites
(Figure 1).21, 27, 28 While thiopurines are inactive
molecules with a half-life of about 1–2 h, therapeutic
response is related to 6-TGN production and accumula-
tion.29 In vivo, 6-TGN steady-state is approximately
achieved in 4–5 weeks and their half-life is between 3 days
and 13 days, with wide inter-individual variations.30–33

Thus, for most patients, efficacy is achieved between
12 weeks and 17 weeks after treatment initiation.8

Intracellular 6-TGN are incorporated into DNA instead
of guanine nucleotides, which, after a strand breakage, trig-
gers cell-cycle arrest and apoptosis.34 This results in the
inhibition of nucleotide and protein synthesis, and ulti-
mately in the inhibition of lymphocytes proliferation.35 In
addition, one 6-TGN in particular, specifically 6-TGTP,
binds to Rac1 and inactivates it by modulation of the Vav-
Rac1 signalling pathway in T lymphocytes.36, 37 Therefore,
it suppresses the activation of Rac1 target genes, such as
NF-kB, and exerts a pro-apoptotic action on T-lympho-
cytes. This mechanism plays a major role in the therapeu-
tic effect of thiopurines in IBD.38, 39 As a result, the
increasing apoptosis of activated T-lymphocytes, due to
the accumulation of active metabolites, decreases inflam-
mation.40 In addition, a methylated product of TPMT,
6-methylthioinosine monophosphate (6-MeTIMP), being
part of the 6-methylmercaptopurine ribonucleotides
(6-MMP(R)), is an inhibitor of purine de novo synthesis
and seems to contribute, probably in a small manner, to
the antiproliferative properties of the thiopurines.41–43

Pharmacogenetics & thiopurine S-methyltransferase
Thiopurines are metabolised by a complex multistep
enzymatic pathway. This metabolism, and therefore
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production of active metabolites, is mainly regulated by
TPMT (EC 2.1.1.67). TPMT was first partially purified
and characterised by Woodson and Weinshilboum in
1983.44, 45 It is a cytosolic enzyme that catalyses the
methylation of aromatic cycles, especially thiopurines,
using S-adenosyl L-methionine (SAM), as a methyl pro-
vider.46, 47 SAM is a mandatory co-factor, and lack of
SAM could alter TPMT activity.

Thiopurine S-methyltransferase activity presents a wide
inter-individual variability.48 Historically, Weinshilboum
and Sladek, in a study of 298 randomly selected patients,
showed that TPMT activity has a trimodal distribution in
the general population: approximately 89% have high
enzyme activity, 11% intermediate activity and one over
300 (0.3%) a deficient activity.48 Recently, a Spanish study
on a large cohort of 14 545 patients with inflammatory
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Figure 1 | Thiopurine metabolism. (i) Drugs and metabolites. AZA, azathioprine; 6-MP, mercaptopurine; 6-MMP,
6-methylmercaptopurine; 6-TU acid, 6-thiouric acid; 6-MeTIMP, 6-methylthioinosine monophosphate; 6-MeTIDP,
6-methylthioinosine diphosphate; 6-MeTITP, 6-methylthioinosine triphosphate; 6-TIMP, 6-thioinosine monophosphate;
6-TIDP, 6-thioinosine diphosphate; 6-TITP, 6-thioinosine triphosphate; 6-TXMP, 6-thioxanthosine monophosphate;
6-TGMP, 6-thioguanine monophosphate; 6-TGDP, 6-thioguanine diphosphate; 6-TGTP, 6-thioguanine triphosphate;
6-MeM-8-OHP, 6-methylmercapto-8-hydroxypurine. 6-MeTIMP, 6-MeTIDP and 6-MeTITP together form the
6-methylmercaptopurine ribonucleotides, 6-MMP(R). 6-TGMP, 6-TGDP and 6-TGTP together form the 6-thioguanine
nucleotides, 6-TGN. (ii) Enzymes. GST, glutathione S-transferase; AOX, aldehyde oxidase; XO, xanthine oxidase;
TPMT, thiopurine S-methyltransferase; HPRT, hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; IMPDH, inosine
monophosphate dehydrogenase; GMPS, guanosine monophosphate synthetase; ITPase, inosine triphosphatase.
(iii) Transporters. SLC28A3 and SLC29A2: solute carrier family, formerly nucleoside transporter; ABCC4 and ABCC5:
ATP-binding cassette, formerly multidrug resistance-associated protein. Adapted with permission from Informa
Healthcare: Stocco et al.194
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diseases reported a proportion of 0.5% of patients with
deficient activity, which was confirmed in a cohort of
healthy Caucasian subjects.49, 50 However, even though a
trimodal distribution is classically described, TPMT activ-
ity is rather variable across a large range of values. Indeed,
among patients with high activity, about 15% have a
TPMT activity above the normal value and 1–2% have an
ultra-high TPMT activity (unpublished personal data).18

The activity does not seem to be altered, in a relevant
manner, by age or gender, even though some studies show
a slightly lower activity in children and in females.50–52

Inter-individual variability of TPMT activity is partly
caused by the presence of single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) on TPMT gene.53 This gene, located on
the short arm of the 6th chromosome (6p22.3), has
approximately 34 kb in length and contains 10 exons
and 9 introns.54 To date, 30 variant alleles (TPMT*2–
TPMT*28) have been characterised, and are associated
with decreased enzyme activity, compared with the wild
allele (TPMT*1).55–58 TPMT*4 and TPMT*15 involve in-
tronic splice site sequences resulting in alternative TPMT
mRNA splicing and decreased enzyme expression.59–61

Other alleles are characterised by nonsynonymous
SNPs.56 These mutations cause a lowering of the protein
amount in cells, which could be the result of an
increased proteolysis rate by proteasome, and finally a
decreased activity.54, 62, 63 A correlation exists between
TPMT phenotype and genotype: heterozygote patients
for TPMT exhibit a partial deficit of enzymatic activity,
while homozygote patients carrying two mutant alleles
exhibit a full deficit of enzymatic activity.53, 64 Different
studies in Caucasians showed a similar distribution of
TPMT variant alleles in healthy subjects and in IBD
patients.65, 66 In Caucasians, the most frequent mutant
allele is TPMT*3A (resulting from the frequent associa-
tion of *3B and *3C alleles due to tight linkage disequi-
librium) and four TPMT mutant alleles, namely
TPMT*2, *3A, *3B and *3C, were detected in more than
80% of individuals with intermediate or poor metabo-
lism.67–69 However, substantial differences have been
reported between ethnic groups. Mutation prevalence is
approximately 10% in Caucasians, only 2% in South-
West Asians and 5% in Chinese.70 Regarding frequency
distribution of variant alleles, even if TPMT*3C is the
most frequent variant in Chinese, African, Afro-Ameri-
can and South-East Asian populations, there is an
important number of TPMT*8 in Africans and TPMT*6
in South-East Asians.69, 70

Previously described mutations affecting coding
sequences of the TPMT gene are not sufficient to explain

the large variability of enzymatic activity observed in the
general population. Indeed, discordances between geno-
type and phenotype, among individuals with deficient
activity and wild-type genotype, have been reported in
many populations.71, 72 Other gene abnormalities, located
on noncoding sequences of the TPMT gene and likely to
alter the expression and ⁄ or the activity of TPMT, have
been proposed.73 The 5¢-flanking region of the TPMT
gene, with many transcription factor binding sites, has
been studied, and a ‘variable number tandem repeat’-like
nucleotide sequence repetition has been identified.54 It
can result in shifts to lower or higher TPMT activities
observed among discordant individuals.71 Particularly,
the presence of a trinucleotide repeat polymorphism
within the TPMT gene promoter has been described in
patients with ultra-high activity.74 Nevertheless, the influ-
ence of these sequence repetitions on TPMT activity
seems minor, compared with the importance of
polymorphisms on the coding sequences, through which
unidentified mutations could be involved.75, 76 A recent
meta-analysis showed a genotyping sensitivity to identify
patients with low and intermediate TPMT activity from
70.33% to 86.15%.77 Finally, in phenotype–genotype dis-
cordances, a particular attention should be drawn for
patients who received packed red blood cells transfusion
within the last 3 months: as TPMT is assayed on ery-
throcytes, phenotyping is not reliable during this
time.64, 78, 79

Enzymatic activity and genetic polymorphisms of
TPMT are partially involved in the variability of clinical
response to thiopurines. Thus, individuals carrying a
homozygous mutation associated with deficient TPMT
activity are at greatly increased risk for potentially life-
threatening haematological toxicity when exposed to
standard doses of thiopurine drugs.80, 81 Patients with a
heterozygous mutation and intermediate TPMT activity
could also be at increased risk of myelosuppression if
the daily thiopurine dosage is not lowered.82 Conversely,
individuals with very high TPMT activity, correlated
with low 6-TGN levels, may be underdosed with stan-
dard doses of these drugs.81 This could explain, at least
partially, resistance to thiopurines. In these patients,
thiopurine daily dosage could be increased to achieve
therapeutic 6-TGN blood levels. However, this strategy,
poorly effective, requires a close clinical monitoring as it
is at risk in most patients, because of a preferential 6-
MMP(R) production upon dose escalation.20 Finally, an
inverse relationship between metabolite profile, i.e. 6-
MMP(R) ⁄ 6-TGN ratio, and therapeutic efficacy has been
reported.20, 21, 31 Another approach is to potentiate
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6-TGN production with a managed drug-drug interac-
tion possibly with a XO inhibitor, as allopurinol.83, 84

Besides pharmacological resistance related to insufficient
6-TGN level, refractoriness to thiopurines can occur. In
this situation, a thiopurine dose increase is ineffective
and a switch to an alternative drug is required. Seidman
concludes to thiopurine refractoriness if no clinical
improvement has been observed after 4 months of AZA
treatment at standard doses and if the ratio of 6-
MMP(R) ⁄ 6-TGN intra-erythrocyte level is over 30 ⁄ 1.85

In this case, metabolites measurement can help to dis-
tinguish patient noncompliance with thiopurine therapy
to refractoriness.

THIOPURINE RESPONSE IN INFLAMMATORY
BOWEL DISEASE

Efficacy
Because of their mechanism of action, thiopurines are
slow acting drugs. A meta-analysis, including 367
patients with active Crohn’s disease, showed a mean
drug response period of approximately 17 weeks, ranging
from 2 months to 12 months, due to 6-TGN accumula-
tion.7 The drug response rate increases with treatment
duration.7 The overall response rate for induction of
remission, found in a meta-analysis of 425 patients from
eight studies, was 54% vs. 33% for placebo (Table 1).8

Recently, in a randomised double-blind trial by Colombel
et al. (SONIC study), including 508 patients with moder-
ate-to-severe active Crohn’s disease, 30% of the 170
patients receiving AZA at 2.5 mg ⁄ kg ⁄ day had a cortico-
steroid-free clinical remission after 6 months.86 A similar
efficacy rate was found in a comparable study on 58
patients by Lemann et al.87 However, a steroid sparing
effect was observed in approximately 70% of 78 steroid-
dependent patients with Crohn’s disease receiving thiop-
urines for a year and a half.88 Differences observed in
clinical remission rates result from different assessment
criteria (endpoints, time, population, various tools for
disease activity assessment). Clinical remission should be
evaluated with hard endpoints like the Crohn’s Disease
Activity Index (CDAI) score below 150 at different time
points and should include a corticosteroid sparing effect;
additional endpoints may also consider mucosal healing
as recently done in the SONIC trial.86, 89, 90 Effectiveness
of thiopurines is better for maintenance therapy, once
remission is already induced. In a meta-analysis includ-
ing 208 patients receiving AZA (1.0–2.5 mg ⁄ kg ⁄ day) for
6 months to 2 years, maintenance of remission with
AZA was 71% vs. 55% for placebo.10 Higher doses of

AZA (2.5 mg ⁄ kg ⁄ day) were more effective than lower
doses (1.0 or 2.0 mg ⁄ kg ⁄ day) for preventing disease
recurrence.10 AZA has been evaluated in the mainte-
nance of very long term remission, such as 64 months.91

Its withdrawal induced a relapse rate between 14%91 and
41%92 for the first subsequent year, while the relapse rate
on thiopurine maintenance therapy appeared to be
approximately 5% per year.92, 93 In a recent retrospective
analysis of 363 IBD patients, approximately 50% of them
were still using thiopurines after 24 months, the rate
decreasing to 40% after 60 months.94 This rate is gener-
ally the same whether patients have Crohn’s disease or
ulcerative colitis.94 Thiopurines have also proven their
efficacy for preventing clinical post-operative relapse in
Crohn’s disease. In two large prospective randomised
clinical trials, relapse occurred between 0% and 17% after
12 months and 24 months, respectively, during AZA
therapy (Table 1).95, 96

The clinical efficacy of thiopurines in IBD is related to
the production of active metabolites. Cuffari et al.
showed a significant negative correlation (P < 0.05)
between intra-erythrocyte 6-TGN levels and Crohn’s dis-
ease activity in 25 adolescents.97 A threshold 6-TGN
level of 235 pmol ⁄ 8 · 108 red blood cells (RBC), above
which there is a significantly greater therapeutic response
(P < 0.001), has been found by Dubinsky et al. in a pro-
spective study of paediatric IBD patients.98 Since then,
several prospective studies have reported a correlation
between 6-TGN and clinical response,99–101 and the 6-
TGN cut-off efficacy value is probably 235–
250 pmol ⁄ 8 · 108 RBC (Table 2).20, 97–99, 101 Dubinsky
et al. reported an odds ratio (OR) of 5.0 (95% CI, 2.6–
9.7; P < 0.001) for therapeutic response when the 6-TGN
level is above 235 pmol ⁄ 8 · 108 RBC.98 A 6-TGN level
of 292 pmol ⁄ 8 · 108 RBC is associated with a positive
predictive value of 85.7% for clinical response, according
to a prospective study by Cuffari et al.102 Similarly, a
meta-analysis by Osterman et al. in 2006 concluded that
patients with 6-TGN levels above 230–260 pmol ⁄ 8 · 108

RBC were more likely to be in remission (62%) than
those below the threshold value (36%) (OR, 3.3; 95% CI,
1.71–6.27; P < 0.001).103 In contrast, more recently
Reinshagen et al., in a study of 58 IBD patients, reported
a similar 6-TGN level of 222 pmol ⁄ 8 · 108 RBC at
16 weeks, both in patients with active disease and in
remission.104 However, in the largest prospective multi-
centre study with 207 IBD patients, clinical response was
significantly greater for patients with 6-TGN blood levels
above 100 pmol ⁄ 8 · 108 RBC (74% vs. 46%), and no
overall relationship between mean 6-TGN levels and
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clinical response was found.105 Also Lowry et al. in a ret-
rospective study, and González-Lama et al. in a prospec-
tive study, failed to find any correlation with 6-TGN
levels and clinical efficacy, probably because of a differ-
ent assay method, patient inclusion bias or methodologi-
cal inconsistencies (Table 2).106–108 To explain these
conflicting results, one possible hypothesis is that one
nucleotide in particular, 6-TGTP, is related to thiopurine
activity and clinical outcome.38 Indeed, the quantification
of 6-TGTP may be more relevant for monitoring
thiopurine therapy. The predominant presence of 6-
TGTP, associated with a 6-TGDP level less than 15% of
global 6-TGN, is a predictive factor of a good therapeutic
response to thiopurines.38 Finally, as it regulates 6-TGN
production, TPMT activity is an important determinant
of clinical response. Ansari et al. showed that a TPMT
activity below 35 pmol ⁄ h ⁄ mg of haemoglobin was associ-
ated with a greater chance of clinical response (81% vs.
43%; P < 0.001).105 Similarly, Cuffari et al. determined,

in a prospective study of 43 patients, that TPMT activity
below 15.3 U ⁄ mL RBC is associated with a sixfold higher
response rate to AZA.102 Conversely, there is an
increased risk of resistance to thiopurines in patients
with high TPMT activity, over 14 U ⁄ mL RBC (OR, 0.21;
95% CI, 0.06–0.71; P = 0.009).18 In these patients, con-
ventional AZA daily dosage (2.0–2.5 mg ⁄ kg) is probably
insufficient to achieve therapeutic 6-TGN levels, requir-
ing an increased dosage up to 3.0 mg ⁄ kg ⁄ day, as sug-
gested by Cara et al.43

For therapy optimisation, the addition of a XO inhibi-
tor, allopurinol, has been proposed.109, 110 Indeed, high
TPMT activity can result into an unfavourable metabolite
ratio, i.e. low 6-TGN and high 6-MMP(R) levels, and
drug–drug interaction thiopurine–allopurinol shunts the
catabolism of 6-MP towards 6-TGN production. Allopu-
rinol 100 mg combined with 25–50% of the original
thiopurine dose safely improved disease activity and
reduced steroids requirement in 20 IBD nonresponder

Table 1 | Efficacy response rates of thiopurines in Crohn’s disease

Methodology
of the study

Author,
year Indication

Number of
treated
patients

Response
rate on
thiopurine
(%)

Duration of
treatment Drug Comments

Prospective Colombel,
201086

Steroid
withdrawal

170 30 6.5 months AZA Moderate-to-
severe patients

Lemann,
200687

Steroid
withdrawal

58 29 6 months AZA ⁄6-MP

O’Brien,
199188

Steroid
withdrawal

52 70 1.6 year AZA ⁄6-MP

González-
Lama,
2011108

Steroid
withdrawal

113 62 6 months AZA Also ulcerative
colitis patients;
many lost of
follow-up

Reinshagen,
2007104

Steroid
withdrawal

32 44 6 months AZA

Reinisch,
201095

Maintenance of
post-operative
remission

41 100 12 months AZA Relapse rate 0%

Ardizzone,
200496

Maintenance of
post-operative
remission

69 83 24 months AZA Relapse rate 17%

Retrospective Treton,
200991

Maintenance
of remission

– – 64 months AZA Longest duration
assessed on AZA

Cochrane
Review

Prefontaine,
200910

Maintenance
of remission

208 71 – AZA Placebo 55%; high
dose of AZA more
effective

Prefontaine,
20108

Induction of
remission

209 54 – AZA ⁄6-MP Placebo 33%

AZA, azathioprine; 6-MP, 6-mercaptopurine.

LL.. CChhoouucchhaannaa eett aall..

20 Aliment Pharmacol Ther 2012; 35: 15–36

ª 2011 Blackwell Publishing Ltd

- Annexe 3 -

- 290 -



Ta
bl
e
2
|M

ed
ia
n
6-
TG

N
le
ve
ls

in
pa

tie
nt
s
in

re
m
is
si
on

an
d
in

pa
tie

nt
s
w
ith

ac
tiv

e
di
se
as
e

D
at
a
co
lle
ct
io
n

A
ut
ho

r,
ye
ar

D
is
ea
se

N
um

be
r
of

pa
tie

nt
s

as
se
ss
ed

T
im

e
de

la
y

to
6-
TG

N
as
sa
y
af
te
r

in
iti
at
io
n

6-
TG

N
re
fe
re
nc
e

m
et
ho

d
as
sa
y

6-
TG

N
le
ve
l

(p
m
ol

⁄8
·
10

8
RB

C
)

Pa
tie

nt
s
in

re
m
is
si
on

Pa
tie

nt
s

w
ith

ac
tiv

e
di
se
as
e

Pr
os
pe

ct
iv
e

C
uf
fa
ri
,2

0
0
19

9
IB
D

82
3
m
on

th
s

Le
nn

ar
d,

19
92

;
m
od

ifi
ed

31
6

17
6

P
<
0
.0
1

D
ub

lin
sk
y,

20
0
0
9
8

Pa
ed

ia
tr
ic

IB
D

92
4
m
on

th
s

Le
nn

ar
d,

19
92

;
m
od

ifi
ed

31
2

20
9

P
<
0
.0
0
4

H
an
ai
,2

0
10

2
2
8

U
lc
er
at
iv
e

co
lit
is

17
0

12
m
on

th
s

Er
dm

an
n,

19
90

;
m
od

ifi
ed

32
2

20
4

P
<
0
.0
0
1

H
in
do

rf
,2

0
0
63

0
IB
D

27
5
m
on

th
s

Le
nn

ar
d,

19
92

17
6

16
3

N
S

Re
in
sh
ag
en

,2
0
0
71

0
4

C
ro
hn

’s
di
se
as
e

39
4
m
on

th
s

Le
nn

ar
d,

19
92

22
2

22
2

N
S

G
on

zá
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patients.83 In a larger retrospective study, Ansari et al.
also found this strategy useful to increase thiopurine
response and to avoid some thiopurine adverse events.111

It appeared to be safe and effective in a long term fol-
low-up of 42 months.112 Rahhal et al. also showed an
improvement in 13 paediatric IBD patients with initially
elevated serum transaminases.113 Specially, adding allo-
purinol and lowering the thiopurine dose increases the
6-TGN levels, while it decreases 6-MMP(R) levels which
are related to hepatotoxicity. This strategy needs to be
reserved for selected cases and used with careful manage-
ment and monitoring.109

Another approach for increasing 6-TGN levels is the
addition of 5-aminosalicylic acid [5-ASA or mesalazine
(mesalamine)]. This combination is frequently used in
IBD, mainly for the local anti-inflammatory effect of 5-
ASA.114 Furthermore, an alteration in thiopurine metab-
olism caused by 5-ASA combination has been described,
leading to an increase in 6-TGN levels.115, 116 In a pro-
spective study on 29 IBD patients with a stable dose of
AZA, consecutive 4-week courses of 2 g and 4 g of 5-
ASA increased 6-TGN levels from 243 pmol ⁄ 8 · 108

RBC to 326 pmol ⁄ 8 · 108 RBC (P = 0.001) and to
396 pmol ⁄ 8 · 108 RBC (P = 0.011), with constant
6-MMP(R) levels.117 However, this association will prob-
ably results in both increase of clinical efficacy and myel-
otoxicity risk. The increase of 6-TGN levels is mainly
due to an increase of 6-TGDP and 6-TGTP, the latter
controlling the pharmacological activity of thiopurines.118

Even if an in vitro inhibition of TPMT by 5-ASA has
been described,115, 119 in vivo effects of 5-ASA co-treat-
ment on 6-MMP(R) levels are conflicting.105, 117, 118, 120

To date, the underlying mechanism of this interaction
remains unclear. Further clinical trials are required to
assess the additional benefit of 5-ASA in association with
thiopurines.121

More recently, the combotherapy azathioprine with an
anti-TNF drug, such as infliximab, showed better remis-
sion rate than the use of each drug alone: 56.8% of corti-
costeroid-free remission at week 26 with combotherapy,
vs. 44.4% for infliximab (P = 0.02) and 30% for azathio-
prine (P < 0.001).86 Nevertheless, in this study, patients
with decreased TPMT activity, who were more likely to
have a response to AZA, were excluded. A drug–drug
interaction between infliximab and azathioprine could
led to a brief increase of 6-TGN levels, which could be
related to a favourable response in this association.122

Thus, in patients with moderate-to-severe Crohn’s dis-
ease, combotherapy can be considered in early disease
for fast remission.86, 87

Toxicity
Adverse events can be classified as two types according
to thiopurine metabolism. First, dose dependent toxicity,
related to intracellular concentration of active metabo-
lites, which can appear months to years after the initia-
tion of therapy. The most serious dose dependent
adverse events are bone marrow (myelosuppression) and
liver toxicities. Second, there is dose independent
toxicity, as myalgia, flu-like symptoms, rash and acute
pancreatitis.

Haematologic toxicity. Haematologic toxicity, mainly
represented by mild leucopenia (white blood cells
[WBC]: 2.0–4.0 · 109 ⁄ L) and neutropenia (absolute neu-
trophil count [ANC] <1.5 · 109 ⁄ L), is the most common
side effect of thiopurines.123, 124 At conventional dosage,
it occurs in IBD patients between 2%125 and 10.5%,126

depending on length of follow-up and how leucopenia is
defined. In a 27-year retrospective cohort of 739 IBD
patients, 3.8% of them developed leucopenia, including
1.2% with severe leucopenia (WBC <2.0 · 109 ⁄ L).123

Myelotoxicity can occur abruptly at any time during
therapy, but often early during the first months, begin-
ning from 2 weeks after introduction of thiopurine.123

Blood count monitoring is required regularly throughout
therapy, as it is usually normal 1 month before the
occurrence of severe leucopenia.123 Myelotoxicity is usu-
ally quickly reversible when drug dose is lowered by 50%
or discontinued.123, 125 A meta-analysis including 8302
IBD patients, from 66 studies, treated with thiopurines,
showed a myelotoxicity incidence rate of 3% per patient
and per year, and 0.9% for severe myelotoxicity, defined
by an ANC below 1 · 109 ⁄ L.127 However, when only
studies with less than 12 months of follow-up were
included, the myelotoxicity incidence rate rose to 11%.127

Severe myelosuppression, including leucopenia, thrombo-
cytopenia and sometimes pancytopenia, is reported in
IBD patients, as well as other diseases.17, 128–135 It can
be lethal in approximately 1% of patients who develop
myelotoxicity.127 Among patients experiencing myelotox-
icity, the cumulative risk of infection, preferentially from
the oral cavity, mucous membranes or skin, is approxi-
mately 6.5%.127 Incidence of myelotoxicity does not
seem to be related to thiopurine dosage.127 Isolated mild
thrombocytopenia is also possible, occurring in about
2% of treated patients in the 27-year experience
cohort.123

Myelosuppression occurrence is strongly linked to
high 6-TGN blood levels and low TPMT activ-
ity.80, 81, 98, 136 Indeed, 6-TGN intra-erythrocyte levels
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represent an indirect biomarker of 6-TGN accumulation
into bone marrow, which results in myelotoxic-
ity.97, 124, 137 Patients with reduced or undetectable
TPMT activity, due to genetic alterations, exhibit a pref-
erential metabolism towards 6-TGN through HPRT
pathway and consequently are predisposed to bone mar-
row suppression.18, 127, 128, 138, 139 This evidence is
strongly supported by a TPMT knockout murine
model.140 Regarding patients with intermediate TPMT
activity, a large meta-analysis, including 4306 patients
from 47 studies, showed an OR of 4.09 (95% CI, 3.20–
5.48; P = 0.001) for developing leucopenia, compared
with normal TPMT activity.82 Yet, this meta-analysis
included heterogeneous retrospective and prospective
studies, with mostly mild rather than severe leucopenia,
and different TPMT testing methods. Furthermore, even
if nearly all the TPMT-deficient patients treated with a
standard dosage of thiopurine exhibit myelosuppression,
TPMT deficiency accounts for a quarter of all the cases
of myelosuppression under thiopurine treatment.141, 142

However, patients with TPMT deficiency can be treated
by thiopurines in a dose-adjusted manner without hae-
matological adverse events.143–146 Interestingly, Hindorf
et al. reported an increased haematological risk in
patients with high concentrations of methylated deri-
vates.30 In this prospective study of 60 patients, 10 cases
of myelotoxicity were observed, 6-TGN concentrations
were not predictive of the development of myelotoxicity,
and mean TPMT was high (11.9 U ⁄ mL RBC). A
regression analysis showed that the only independent
factor associated with myelotoxicity was the maximum
6-MeTIMP concentration (OR, 25.1; 95% CI, 1.4–467.1;
P = 0.03) and high levels of 6-MeTIMP (10 450
pmol ⁄ 8 · 108 RBC vs. 4550 pmol ⁄ 8 · 108 RBC; P =
0.046) were measured in patients with myelotoxicity.

In conclusion, screening of TPMT deficiency before
treatment initiation could avoid a quarter of the haema-
tological events under thiopurine.

Liver toxicity. Thiopurine-induced liver injuries can be
divided into three syndromes: hypersensitivity, idiosyn-
cratic cholestatic reaction and nodular regenerative
hyperplasia (NRH), i.e. presumed endothelial cell injury
with raised portal pressures resulting in veno-occlusive
disease.147

Patients treated with thiopurines can exhibit mild,
transient or reversible, elevation in serum transaminases,
which is the most common biological abnormality.20, 98

Thiopurines can cause both cytolytic and cholestatic liver
injury.148 Present et al. reported a hepatitis rate of 0.3%

in a population of 396 IBD patients treated for 3 years,
whereas Kirschner, in a cohort of 95 paediatric patients,
observed a serum transaminase increase twice the upper
normal value in 13.7% of the patients, all resolving spon-
taneously or after thiopurine dose reduction.125, 126 This
discrepancy is probably caused by a variable hepatitis
definition, as Present et al. reported clinical hepatitis
with jaundice.125 In the same manner, between 8.6%149

and 21%150 of patients have increased serum transami-
nase levels after thiopurine therapy. The first prospective
study to assess thiopurine hepatotoxicity was conducted
by Bastida et al. in 2005.151 A total of one hundred and
sixty-one IBD patients treated with conventional dosage
were followed for 9 months. Hepatotoxicity, with a
transaminase plasma level at least twice the upper
normal value, was detected in 10% of the patients, and
co-treatment by corticosteroids was found as a risk
factor.151 A recent systematic review, including 3485 IBD
patients, almost all from retrospective studies, estimated
an overall hepatotoxicity prevalence of 3.4%, with a
yearly incidence of approximately 1.4%.147 Again, there
is no explicit drug-induced liver injury definition pro-
vided in most studies. A slightly elevated rate of 5% of
hepatotoxicity, defined as transaminase level twice above
the upper normal value, was found by Gisbert et al. in a
retrospective study of a large group of 786 IBD
patients.152 The hepatotoxicity incidence was approxi-
mately 2.6% per patient-year.152 Hepatotoxicity usually
develops early after thiopurine introduction, after a med-
ian of 1.5–3 months.151, 153, 154 Thus, for delayed hepato-
toxicity during thiopurine medication, other potential
causes should be considered, such as viral or alcoholic
hepatitis. It should be noted that most patients spontane-
ously normalise their serum transaminases despite
continuing AZA ⁄ 6-MP; the remainder resolve after drug
tapering or discontinuation. No fatal case was
reported.147, 151, 152

Underlying mechanisms for thiopurine-induced liver
injuries are unknown. Although some cases appear in a
hypersensitivity context, hepatic adverse events seem to
be related to the presence of high methylated derivative
levels, especially 6-MMP.20, 27, 85, 97, 98, 155, 156 As TPMT
activity in the liver is similar to that in the erythrocytes,
this suggests that high TPMT activity could be a deter-
minant factor for thiopurine-induced hepatotoxicity.157 A
cut-off 6-MMP(R) concentration of 5700 pmol ⁄ 8 · 108

RBC has been established in a prospective study of IBD
paediatric patients, above which there is a high risk of
hepatotoxicity.98 Hande et al. also showed a positive cor-
relation (P < 0.001) between higher 6-MMP(R) levels
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and higher transaminase levels.116 A prospective study
on 43 leukaemic patients also indicate that elevated
transaminases are related to high levels of methylated
metabolites (P < 0.001).156 However, in a prospective
study of 74 IBD patients, of which 12.2% had above
5700 pmol ⁄ 8 · 108 RBC, none developed hepatotoxic-
ity.158 This result is in line with the findings from the
prospective study (n = 71) of Reinshagen et al. in which
28% of patients with 6-MMP(R) concentrations above
10 000 pmol ⁄ 8 · 108 RBC did not exhibit hepatotoxic-
ity.104 Thus, duration of exposure to high 6-MMP(R)
levels may also be an important determinant, as well as
other unidentified factors.98 The different quantification
methods of 6-MMP(R) may play a role in those discrep-
ancies.27, 159 An optimisation strategy in patients with
preferential 6-MMP metabolism experiencing liver toxic-
ity is the combination with allopurinol. As previously
described, this combination leads to dramatically dimin-
ished 6-MMP(R) levels and can overpass hepatotoxic-
ity.112, 160, 161 A splitting of the daily regimen in twice
daily have been proposed with promising results in a
preliminary study on 12 patients.162 Some authors also
discuss a possible decreased hepatotoxicity risk of 6-MP
compared with AZA, but to date, only weak evidence
and scarce data are available, and the risk is very likely
the same.147, 152, 154, 163

Another kind of thiopurine hepatic toxicity, much
rarer, is NRH, whose symptoms are associated with the
complication of portal hypertension and eventually the
need for liver transplant.164 Only a few cases have been
reported in the literature.165–167 It is a late complication
of thiopurine treatment, as the median time to develop
NRH is approximately 50 months.168, 169 A recent study
of 37 cases estimated a cumulative incidence of 1.25% at
10 years.168 Two major risk factors have been identified:
male sex and small bowel resection >50 cm, with a sev-
enfold increased risk to develop NRH for each factor.169

Those patients require a close monitoring, specifically
with regular platelet count and functional liver tests, for
early diagnosis of NRH before initiation of clinical symp-
toms.169 Abdominal Doppler echography and upper gas-
trointestinal endoscopy are useful for screening portal
hypertension. In case of abnormalities, magnetic reso-
nance imaging (MRI) is advocated as it presents a high
specificity and sensitivity profile to detect pathohistologi-
cal alteration related to NRH.170, 171 Although some
cases of NRH are associated with the presence of TPMT
heterozygous genotype, elevated 6-TGN levels or 6-TG
therapy, no clear pathophysiological hypothesis has been
proposed.172–175

Pancreatic toxicity. Pancreatitis is frequently associated
with epigastric pain, nausea, vomiting, abdominal pain,
flu-like symptoms, rash, arthralgia and fever. It is a
part of allergic-like, dose-independent, adverse reac-
tions.21, 27, 28 In pancreatitis, the serum amylase level
is elevated in almost all cases.125 When the medication
is discontinued, symptoms disappear, serum amylase
value return to normal within a mean of 3 days, and
no complications such as chronic pancreatitis have
been reported.176 In a retrospective investigation of
6-MP safety in 396 patients, the prevalence of pancrea-
titis was 3.3%.125 All pancreatitis cases occurred in a
median time of 23 days after the introduction of
a thiopurine.125 A similar rate of 4% has been
reported in a paediatric cohort.126 Other studies found
a rate between 3.2%17 and 7.4%.30 Considering the dif-
ferent definitions, Dubinsky et al. reported 8% elevated
amylase and lipase levels, with only 1% clinically overt
pancreatitis.98 This is in accordance with a large
meta-analysis (n = 214 patients) which reported an
incidence of 1.4% pancreatitis causing treatment with-
drawal.8

Pathophysiological mechanism of pancreatitis remains
unclear, and it may be mediated by an allergic mecha-
nism.27, 177, 178 Thus, thiopurines should not be re-chal-
lenged once it has caused pancreatitis.126, 177 To date, no
correlation has been found with thiopurine metabolite 6-
TGN and 6-MMP(R) blood levels, and it is not related
to thiopurine dosage.98, 177 However, Hindorf et al., in a
prospective study, found lower maximum 6-MeTIMP
concentrations in patients with pancreatitis
(1650 pmol ⁄ 8 · 108 RBC) than in those without pancre-
atitis (5600 pmol ⁄ 8 · 108 RBC; P = 0.011), while no sig-
nificant differences in maximum 6-TGN concentrations
were noted.30

For patients exhibiting immune-allergic reactions on
AZA or 6-MP such as pancreatitis, an alternate thiopu-
rine drug, namely 6-TG, has been proposed.179 This drug
is directly converted into 6-TGN by HPRT; i.e. the
extensive thiopurine metabolism is bypassed, including
the TPMT step. In two short-term prospective studies,
including patients with hypersensitivity reactions to AZA
or 6-MP 6-TG was well tolerated and effective, despite
very high 6-TGN levels.180, 181 However, long term expe-
rience in leukaemia, and subsequently closer assessment
in IBD, showed a strong association with elevation of
liver enzymes and NRH.175 It is unclear whether an ele-
vated dose (median: 40 mg ⁄ day) of 6-TG, leading to very
high 6-TGN levels (median: 1200 pmol ⁄ 8 · 108 RBC) is
implicated in the pathophysiology of this toxicity.182 In
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any case, 6-TG needs further evaluation before it can be
recommended in IBD.

Gastrointestinal intolerance. Gastrointestinal intolerance,
principally represented by abdominal pain, nausea and
vomiting, mainly appears within the first weeks of treat-
ment, and represents more than half of adverse
events.153, 178 It occurs in approximately 5–20% of trea-
ted patients, depending on the study.30, 95, 105, 126

Although a retrospective study did not find a correlation
between TPMT activity and gastrointestinal intolerance,
a large prospective study showed that gastrointestinal
intolerance is more frequent in patients carrying an het-
erozygous genotype for TPMT (37%) than in those with
normal TPMT (7%; P < 0.001).105, 153 Marinaki et al., in
a cohort study, also reported that the TPMT heterozy-
gous genotype is significantly associated with more nau-
sea and vomiting than the wild-type genotype (OR, 5.5;
95% CI, 1.4–21.3; P = 0.02), which is consistent with a
slightly lower TPMT median activity in patients from
this study.19 Nevertheless, the role of TPMT and its
mechanism of action in gastrointestinal intolerance
remains totally uncertain and need to be assessed. Gastro-
intestinal intolerance leads to treatment discontinuation
in less than 10% of the treated patients, but it could be a
serious cause of poor compliance in a much larger num-
ber of patients.153 Gastrointestinal intolerance seems to
be related to thiopurine dosage: reintroduction at a lower
dosage after a short cessation can be successful, while
splitting regimen to twice daily did not conclude.183

Moreover, some authors consider that a switch to 6-MP
is a therapeutic alternative for gastrointestinal intolerant
patients on AZA.183–186 Indeed, early digestive intoler-
ance may be linked to the imidazole derivative, after the
cleavage by GST of AZA into 6-MP.186 Even if this clini-
cal practice seems to be useful in small studies and case
reports, it has still to be widely assessed.

NEWLY IDENTIFIED PHARMACOGENETIC FACTORS
CONTRIBUTING TO VARIABILITY IN THIOPURINE
RESPONSE

Inosine triphosphatase
Inosine triphosphatase (ITPase) is a widely expressed
enzyme in tissues, including erythrocytes and leuco-
cytes.187, 188 In normal cells, inosine diphosphate (IDP)
and inosine triphosphate (ITP) are produced by kinase
from inosine monophosphate (IMP), and ITPase con-
verts ITP back to IMP, to protect cells from the accumu-
lation of potentially harmful nucleotides which may be

incorporated in nucleic acids.187 In patients treated with
thiopurines, this futile cycle also exists, and ITPase hy-
drolyses 6-thioinosine triphosphate (6-TITP) into 6-thio-
inosine monophosphate (6-TIMP). An ITPase deficiency
therefore leads to toxic accumulation of 6-TITP.19 One
genetic missense mutation, 94C>A (Pro32 to Thr), iden-
tified in 6–7% of Caucasians and Africans and in up to
19% of Asians, has been associated with a completely
deficient enzyme activity.189, 190 An assessment of ITPase
activity in erythrocytes, well correlated to genotype, has
been proposed.191 In 62 patients experiencing adverse
drug reactions to AZA therapy, the ITPase 94C>A muta-
tion was found in 18 patients.19 More specifically, a sig-
nificant association was found for rash (OR, 10.3; 95%
CI, 4.7–62.9; P = 0.02), pancreatitis (OR, 6.2; 95% CI,
1.1–32.6; P = 0.049) and flu-like symptoms (OR, 4.7;
95% CI, 1.2–18.1; P = 0.03), compared with control
patients without adverse events after 3 months of AZA.19

The association with flu-like symptoms is also reported
by Ansari et al. (OR, 4.13; 95% CI, 1.23–13.94;
P = 0.014).105 Moreover, in a prospective study including
71 patients with Crohn’s disease, drop-out attributable to
AZA-related side effects was significantly associated with
ITPase 94C>A mutation (OR, 7.8; 95% CI, 2.1–29.1;
P = 0.002).192 Another large retrospective study of 262
IBD patients showed a higher risk of leucopenia in
patients with the ITPase 94C>A genotype (OR, 3.5; 95%
CI, 1.12–10.97; P = 0.046).138 This result has also been
reported in 244 ALL children treated with thiopurines,
associated with an increased blood level of 6-MMP(R)
but not 6-TGN.193, 194 Even so, several other studies did
not report any significant association.195–197 In a short
communication, Gearry et al. did not find any over-rep-
resentation of the ITPase 94C>A polymorphism in 73
patients intolerant to AZA therapy with the same
adverse events.198 In the study of Gearry et al. only eight
patients carried this mutation, all heterozygous.198 This
is consistent with a meta-analysis including 751 patients
from six studies.199 In these studies, there were very few
homozygous patients, and a large prospective study
including these patients is required to assess the effec-
tiveness of ITPase genotyping.

Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferases are cytosolic enzymes, belong-
ing to a super-family of enzymes responsible for the con-
jugation of a number of xenobiotics. Some of them are
abundantly expressed in the human liver and are
involved in the early metabolism of AZA. GSTs catalyse
the release of 6-MP from its pro-drug AZA.22, 200 The
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isoforms GSTs A1-1, A2-2 and M1-1, all abundantly
expressed in human liver, exhibit the highest activity
towards AZA.22 Their catalytic activities depend on
genetic polymorphisms. Concerning GST A2-2, five alle-
lic variants were associated with high activity towards
AZA, but specifically one allelic variant, GST-A2-2*E,
displays a three- to fourfold elevated activity.201 Based
on these results, Elkund et al. suggested that a high
hepatic GST activity in combination with a high dose of
AZA could lead to glutathione depletion and cause cell
damage.22

Studying the influence of three GST isoenzymes
(GST-M1, GST-P1, GST-T1) in 70 IBD patients, Stocco
et al. found a correlation between GST-M1 and adverse
events. The presence of the wild-type GST-M1 genotype,
related to high enzyme activity, is associated with a
small, but significant, increased probability of developing
adverse events (OR, 0.18; 95% CI, 0.037–0.72;
P = 0.007), especially lymphopenia (OR, 0.15; 95% CI,
0.013–1.08; P = 0.032).202 Therefore, the null genotype
affords protection against lymphopenia. Similarly, a small
trend of under-representation of the null genotype in
patients exhibiting pancreatic toxicity has been
reported.202 According to the high prevalence of the
GST-M1 null genotype, around 50% of Caucasians and
Asians, its implication in clinical drug response should
be prospectively assessed.203, 204

Xanthine oxidase
Xanthine oxidase is an early detoxifying enzyme in the
metabolism of thiopurines, which oxidises 6-MP to 6-thi-
ouric acid, an inactive metabolite excreted in urine.28, 205

XO is an ubiquitous cytoplasmic enzyme, extensively
presents within the small intestine and liver, which
largely contributes to first-pass metabolism of dietary
purines and thiopurines.206 XO deficiency is a very rare
disorder, with an incidence of approximately 1 ⁄ 70 000,
and severe toxicity has been reported with full dose of
AZA.207, 208 However, XO activity presents a four- to
10-fold inter-individual variation, which could be
involved in the clinical response to thiopurines.21, 207, 209

Similarly, there is different activity between ethnic groups
and gender.209 A variety of SNPs have been associated
with decreased XO in the Japanese population, and preli-
minary evidence suggests an alteration in thiopurine
metabolite levels.210, 211 To exert its oxidising activity,
XO requires an essential cofactor, molybdenum, of which
deficiency also alters enzymatic activity.212, 213 Moreover,
some XO products as oxidised purine metabolites, inhibit
TPMT, probably resulting in a higher level of 6-TGN.47

Finally, as described above, the use of a common XO
inhibitor, allopurinol, in combination with a reduced
dosage of thiopurine is a useful strategy to achieve thera-
peutic 6-TGN levels and ⁄ or alleviate hepatotoxicity
related to 6-MMP(R), although the exact mechanism
remains unclear.109, 110, 160

Aldehyde oxidase
Aldehyde oxidase (AOX), another oxidase enzyme widely
distributed in the organism, is involved in early thiopu-
rine metabolism.214 It catalyses the 8-hydroxylation of
6-MP or AZA into inactive compound.215 The presence
of a SNP on the AOX gene has been described, associ-
ated with a lack of clinical response to AZA (OR, 2.54;
95% CI, 1.06–6.13; P = 0.035) with similar 6-TGN levels
in 192 patients.212 Moreover, when this SNP is combined
with TPMT activity, it allows predicting the probability
of a therapeutic response to AZA, which is between 33%
and 86%, in patients with both markers unfavourable
and favourable respectively.212 Alternatively, no differ-
ence in adverse events has been observed in this study.
The frequency of AOX polymorphism is unknown in the
general population, and its clinical implication has yet to
be explored.

Methylene tetrahydrofolate reductase
Besides genetic deficiency, an alternative aetiology for
decreased TPMT enzyme activity could be related to a
reduced availability of its cofactor, SAM. After the
methyl transfer catalysed by TPMT, SAM is converted
into S-adenosyl L-homocysteine, which is thereafter recy-
cled in SAM with the folate cycle.216 Polymorphisms in
enzymes involved in this cycle could alter SAM produc-
tion and modify TPMT activity. In particular, 5,10-meth-
ylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) presents
different genetic polymorphisms, two of which occur in
20% of the general population and are associated with
decreased enzyme activity.216 A genetic study on 86
healthy individuals showed an influence of these MTHFR
genetic polymorphisms on TPMT activity.217 However,
Breen et al., in a study of liver recipient patients, showed
that these two MTHFR mutations were not significantly
associated with AZA intolerance.172 Nevertheless, in this
study, donor rather than recipient genotype would prob-
ably have better predicted AZA intolerance, as liver is
the main site for 6-MP methylation.157 Moreover, antifo-
late drugs such as methotrexate or trimethoprim exert a
pharmacological inhibition of the folate cycle, which
could result in variations of TPMT activity and 6-TGN
production.218, 219
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ABCC4
ABCC4 (ATP-binding cassette sub-family C member 4,
formerly named MRP4), a nucleotide efflux transporter
for purines is expressed in many cells, including myeloid
progenitors.220, 221 It protects the cell from the accumu-
lation of cytotoxic thiopurine metabolites, and therefore
it can also modify sensitivity and confer resistance to thio-
purine therapy.220–222 Thus, a common SNP, associated
with a dramatically reduced ABCC4 function, has been
identified in approximately 14–18% of the Japanese pop-
ulation and could probably be present in other ethnic
groups.221–223 In these patients, there is a significantly
lower white blood cells count associated with an increase
of 6-TGN levels, and the OR of carrying the ABCC4
variant and having leucopenia was 3.30 (95% CI, 1.03–
10.57; P = 0.036).223 In addition, an in vitro study of
leukaemic-resistant cells treated with 6-MP showed an
up-regulation of ABCC4, while there is a down-
regulation of the influx transporter SLC28A3, which
could be related to treatment failure.25 ABCC4 is related
to thiopurine sensitivity, and its involvement in different
populations has yet to be studied.

THERAPEUTIC RECOMMENDATIONS
Thiopurine metabolism and its influence on drug response
have raised considerable scientific interest, underlined by
numerous studies on this topic in the literature of the past
few years. Based on the literature data, we provide, hereaf-
ter, therapeutic recommendations for patients (i) initiating
treatment and (ii) under thiopurine therapy.

Initiation of thiopurine therapy
Current U.S. Food and Drug Administration (FDA) rec-
ommendations suggest that individuals should have their
TPMT phenotype or genotype assessed before the initia-
tion of AZA ⁄ 6-MP therapy, to prevent myelotoxicity.224

By contrast, the European Crohn’s and Colitis Organisa-
tion (ECCO) guidelines state that no recommendation
can be made about routine assessment of TPMT pheno-
type or genotype prior to initiating thiopurine therapy.6

These conflicting positions may partly explain that
TMPT status, unsupported by most of the social welfare
systems, is determined in clinical practice by less than
half of the experts in the field of IBD.225

Very recently, the first guideline for thiopurine start-
ing dose according to TPMT phenotype ⁄ genotype has
been developed by the Clinical Pharmacogenetics Imple-
mentation Consortium from the U.S. National Institutes
of Health.226 When patients with normal ⁄ high activity

(homozygous wild-type) should receive an AZA standard
dose of 2.5 mg ⁄ kg ⁄ day, a reduction to 30–70% of the full
dose is necessary in patients with an intermediate activity
(heterozygote). Particular attention should be raised to
patients with low ⁄ absent activity (homozygous mutant or
compound heterozygote): an alternative drug should be
considered or else AZA may be prescribed but with a
dramatically reduced dose by 10-fold, administered thrice
weekly, and associated to a close monitoring. For
patients with intermediate and low ⁄ absent TPMT activ-
ity, a therapeutic drug monitoring (TDM) 4 weeks after
treatment initiation is useful to confirm the dosage
adjustment (Figure 2).

Furthermore, TPMT phenotyping prior to treatment
will allow to identify patients with very high activity that
can exhibit resistance to standard doses of thiopurines.
These patients could benefit from an increase in AZA
dosage, up to 3.0 mg ⁄ kg ⁄ day.

Finally, as thiopurines remain the backbone of therapy
for IBD, we recommend determining the TPMT status at
diagnostic stage and mentioning it in the patient medical
record.

Patients under thiopurine therapy
In a recent clinical worldwide practice survey, IBD
experts considered useful a TDM, based on thiopurine
metabolites (6-TGN and 6-MMP(R)) measurement, for
optimising therapy.225 Moreover, physicians who have
access to TDM are less prone to switch to another drug
class. In this survey, similar to TPMT status determina-
tion, the major predictor for using TDM was the reim-
bursement by social welfare systems.225 Indeed, TDM is
a useful tool to elucidate mechanisms of clinical resis-
tance or poor response, or to prevent and explain
adverse events (myelotoxicity, hepatotoxicity). In the lat-
ter, it is very important to explore other etiologies such
as viruses (e.g., cytomegalovirus or Epstein–Barr virus),
vitamin deficiency (e.g., folate or vitamin B12), or other
treatments leading to drug–drug interactions. Thus,
before discontinuing thiopurine therapy for toxicity or
resistance, a metabolites measurement is recommended
to confirm its aetiology and allowing dose adjustment.

According to the literature data, we describe hereafter
five metabolite profiles, identifying five groups of
patients. Consequently, we propose a specific therapeutic
management for each group (Figure 3).

Group 1 – Patients with non-compliance to thiopurine
therapy. Undetectable or very low metabolite levels are
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probably caused by non-compliance to therapy. Thera-
peutic patient education is required.

Group 2 – Patients with thiopurine underdosing. These
patients have sub-therapeutic levels of both metabolites.
Thiopurine dose escalation can increase the likelihood of
remission.

Group 3 – Patients pharmacologically resistant to thiopu-
rines. Low 6-TGN levels and poor or nonresponse at
standard thiopurine dosage are frequently associated with
very high TPMT activity. Thus, an increase in thiopurine
dosage can expose patients to high 6-MMP(R) levels and
hepatoxicity. Before switching to another drug class, treat-
ment can be optimised by adding allopurinol 100 mg daily
and decreasing thiopurine dosage to 25–50% of original

dose. Then, close monitoring of blood cells counts and liver
tests is necessary. Repeat metabolites measurement 4 weeks
after the addition of allopurinol should be performed.

Group 4 – Patients with deficient TPMT activity. High
6-TGN levels strongly expose patients to myelotoxicity.
This metabolite profile, high 6-TGN and low 6-MMP(R), is
associated with intermediate (heterozygote) or low ⁄ absent
(homozygous mutant or compound heterozygote) TPMT
activity. These patients require a reduced thiopurine dos-
age, as described above (Figure 2). Allow approximately
4 weeks to reach steady state after each dose adjustment.

Group 5 – Patients with thiopurine overdose or with
refractory disease. High 6-TGN and 6-MMP(R) levels
could reveal a thiopurine overdosage and result into

Before starting thiopurine therapy

TPMT status determination
phenotyping/genotyping

High/normal

Homozygous wild-type

Standard dose

AZA : 2.0-2.5 mg/kg/day
6-MP : 1.5 mg/kg/day

Phenotype

Genotype

Dose
adjustment

Intermediate

Heterozygote

30-70% of standard dose

AZA : 1.0-1.5 mg/kg/day
6-MP : 0.75 mg/kg/day

Low/absent

Homozygous mutant*

Reduction by 10-fold of standard 
 dose, thrice weekly

AZA : 0.2-0.25 mg/kg/thrice weekly
6-MP : consider alternative therapy

Starting
dosage

Toxicity
Non 

response

Therapeutic drug monitoring
6-TGN/6-MMP(R)

Efficacy

Clinical & biological follow-up

See Figure 3

Therapeutic drug monitoring
6-TGN

4 weeks after 
treatment initiation

if 6-TGN are within 
therapeutic range

Continue 
treatment

if 6-TGN are 
out of range

Adjust
thiopurine 

dosage

2 weeks after each 
dose adjustment

Regular blood cells counts & liver tests during thiopurine therapy

Figure 2 | Therapeutic algorithm for thiopurine therapy management. For patients before initiating thiopurine therapy:
recommended starting dose of thiopurines, depending on TPMT phenotype ⁄ genotype (Adapted from Relling et al.226)
For patients under thiopurine therapy: recommendations of therapeutic monitoring, based on thiopurine metabolites
measurement [6-TGN and 6-MMP(R)]. TPMT, thiopurine S-methyltransferase; AZA, azathioprine; 6-MP, 6-mercaptop-
urine; 6-TGN, 6-thioguanine nucleotides; 6-MMP(R), 6-methylmercaptopurine ribonucleotides. * Or compound hetero-
zygote.
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adverse events, such as myelotoxicity or hepatotoxicity.
This metabolite profile can also be related to refractori-
ness in patients presenting still an evoluting disease after
at least 6 months of treatment with high metabolites
levels. Hence, poor or nonresponse is likely not sup-
ported by an unfavourable metabolite profile. Thiopurine
refractory disease should be considered and a switch to
another drug discussed.

Thiopurine therapy management
Finally based on TPMT status determination prior to
treatment, and then TDM in patients exhibiting toxicity
or poor response, we propose a therapeutic algorithm
allowing a dosage individualisation to optimise and
secure the management of patients under thiopurine
(Figures 2 and 3). This therapeutic algorithm cannot be
used as a substitute for the current practice of regular
monitoring of blood cells counts and liver tests.

Incorporating pharmacogenetic factors into therapeu-
tic management is promising for ensuring maximal ther-
apeutic response to thiopurines with a minimisation of
the risk for adverse events in IBD patients. Clinical vali-
dation of newly identified biomarkers (ITPase, GST, XO,

AOX, MTHFR and ABCC4) is necessary before moving
it into routine practice, even if they are promising for
the future. To date, thiopurines offer the possibility to
validate the importance of genetic polymorphisms for a
personalised medicine and, consequently, pharmacoge-
netics will become a reality in clinical practice. However,
prospective randomised trials including large population
are warranted to provide strong evidence about the clini-
cal utility of pharmacogenetic-based individualised ther-
apy. Finally, as discussed by Lesko LJ227 – Office of
clinical pharmacology, U.S. FDA – ‘‘the more important
question is, while more and more studies are being
planned and ⁄ or conducted, should we accept and use
our current knowledge about genetic factors to improve
the quality’’ of thiopurine management and clinical out-
come in our IBD patients.
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Risk

Hypothesis

Action

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5

Low/absent 6-TGN
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Low/absent 6-MMP(R)

Low 6-TGN
and

Low 6-MMP(R)

Low 6-TGN
and

High 6-MMP(R)

High 6-TGN
and

Low 6-MMP(R)
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High 6-MMP(R)

Inefficacy
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Inefficacy
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Poor response
and/or
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Myelotoxicity

Myelotoxicity
and/or

hepatotoxicity

Poor compliance to  
treatment Underdosing

Very high TPMT
activity i.e.

pharmacological Deficient TPMT activity 
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or

refractoriness to 
thiopurines

Therapeutic patient 
education

Increase thiopurine
dosage

Add allopurinol 
100mg/day and

decrease thiopurine 
dosage (25-50% of 

original dose)

Decrease thiopurine 
dosage according to 

TPMT phenotype*

Switch to another drug 
if active disease

resistance to
thiopurines

Figure 3 | Therapeutic drug monitoring, based on thiopurine metabolite profiles, in inflammatory bowel disease
patients experiencing toxicity or resistance: what to do? TDM, therapeutic drug monitoring; 6-TGN, 6-thioguanine
nucleotides; 6-MMP, 6-methylmercaptopurine; TPMT, thiopurine S-methyltransferase. * Particular attention should be
raised to patients with low ⁄absent activity (homozygous mutant or compound heterozygote). Adapted from
Dewit et al.109
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Letter: thiopurine blood monitoring for patients with inflammatory
bowel disease

SIRS, I read with great interest, the article by Chouchana and colleagues.1 The
authors summarised the current evidence examining the efficacy and dose and non-
dose-related toxicity of thiopurine in patients with inflammatory bowel disease
(IBD). They suggested an evidence-based algorithm to help with guiding practitio-
ners in using thiopurine for patients with IBD. They recommended monitoring of
blood count regularly during therapy as myelotoxicity can happen at any time dur-
ing therapy beginning from 2 weeks after introduction of thiopurine.2 In the algo-
rithm provided, the authors recommended regular blood testing for blood cell
counts and liver tests. Unfortunately, the authors did not provide any recommenda-
tions regarding how frequently the blood testing should be performed.

Regular blood testing can be an obstacle in initiating and maintain thiopurine
especially in children with IBD. Currently, there is no consensus regarding the
frequency of blood testing for thiopurine monitoring. Several practitioners would
do blood testing every week for the first 4 weeks after initiating thiopurine ther-
apy, followed by fortnight blood testing for 1 month, then monthly blood testing
for a variable duration, and then 3-month blood testing, until thiopurine is
stopped. Although there is no good evidence to suggest clear benefits of thiopu-
rine therapy after 18 months of maintaining IBD remission, it is very common
for patients with IBD to be on thiopurine for 5 years.3 Continuoing blood moni-
toring for such a long duration can create major anxiety especially in children
with IBD. Large well-designed studies are needed to address this important issue.
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Letter: thiopurine blood monitoring for patients with inflammatory
bowel disease – authors' reply

SIRS, We read carefully the letter from Dr El-Matary regarding our review on the
benefits of pharmacogenetics for improving thiopurine therapy in inflammatory
bowel disease.1, 2 We agree that performing blood testing remain a matter of
debate for the prevention of thiopurine toxicity.

First, neutropenia, strongly linked to high 6-thioguanine nucleotide blood level,
is a frequent and serious adverse event of thiopurine therapy, potentially lethal.3

It frequently occurs in the first months of therapy, starting from 2 weeks, mostly
in thiopurine S-methyltransferase deficient patients.3 However, neutropenia can
happen anytime during therapy, until 27 years in long-term follow-up.3 More-
over, as Connell et al. showed, blood count is often normal, 1 month before the
occurrence of a moderate or severe leucopenia.4 Nevertheless, this suggests that
performing blood counts in a 3 months basis may have limited efficacy to predict
early bone marrow suppression. Actually, early neutropenia probably differs from
delayed toxicity, in which a dosage alteration, a therapy change or a deficiency in
vitamin B12 or folates can be involved.

Second, hepatotoxicity, probably related to elevated and lasting 6-methylmer-
captopurine blood level, is commonly represented as mild, transient or revers-
ible, elevation in serum transaminase.5 Thiopurine-induced liver injury occurs
more frequently within the first months of treatment between, 1.5 and
5 months, although it can also occur after long-term treatment.6, 7 Thus,
despite no consensus, liver tests can be easily added to routine blood count
determinations.

A recent meta-analysis did not conclude for clear benefits to maintain thiopu-
rine therapy after 18 months.8 However, relapse occurs between 14% and 41%
for the first subsequent year after therapy cessation.9, 10 In this meta-analysis, as
the authors acknowledged, only two studies with high heterogeneity and poor
statistical power were included for the assessment of relapse until 5 years.8

Finally, stopping an effective and well-tolerated thiopurine therapy is still ques-
tionable.
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Letter: TPMT activity and age in IBD patients

SIRS, We read the review by Chouchana et al.1 with interest. We think this is a
comprehensive and well-written update on the topic of thiopurine pharmacoge-
netics for IBD, particularly interesting because of recent prospective studies that
were unable to find an association between thiopurine metabolites concentration
and clinical response in IBD, which should be put in the perspective of current
literature.

However, we underline that the statement that thiopurine-S-methyl-transferase
(TPMT) activity does not seem to be altered in a relevant manner by age may not
be perfectly accurate, particularly for children with IBD. Indeed, there are previous
reports that young subjects have higher TPMT activity compared to older ones:
Serpe et al. showed that TPMT activity is significantly higher in wild-type children
than wild-type adults and, in particular, wild-type infants (0.08–2 years) had a 9%
higher TPMT activity than other wild-type groups2; McLeod et al. reported simi-
larly that in newborns TPMT activity and TPMT protein concentration in ery-
throcytes are 50% higher than in healthy adults.3 Results consistent with these
observations have been reported by other authors.4, 5

Moreover, a recent study showed that IBD patients 6 years of age or younger
treated with thiopurines had an 85% increase in probability of response if taking
a dose >3.0 mg/kg/day, that is considered the upper limit for the safe dose of this
medication in the general adult population, compared to a dose of 2–3 mg/kg/
day. These data support the view that closely monitored dose escalation beyond
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the standard dosing range, including evaluation of thiopurine metabolites, may
be effective and well tolerated6 in very young patients. Therefore, we think that
prospective studies evaluating the possibility of treating young children with IBD
with higher doses of thiopurines, in the perspective of their higher TPMT activ-
ity, while monitoring thiopurine metabolite concentrations may be of importance
to improve treatment of this particularly relevant population of patients.
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Letter: TPMT activity and age in IBD patients – authors’ reply

SIRS, We thank Stocco et al. for their letter about the influence of age on thiopurine
S-methyltransferase (TPMT) activity, with respect to our review on thiopurine
pharmacogenetics for inflammatory bowel disease (IBD).1, 2 Influence of age has
been shown for many drug-metabolising enzymes.3 Several confounding factors
such as treatment (by thiopurine or methotrexate) or analytical variations can
affect TPMT activity measurement.4, 5

Although some articles conclude that there is a higher TPMT activity in children,
Ganiere-Monteil et al., in a population of 147 children and 304 healthy adult blood
donors, showed a slight, but significantly, lower TPMT activity in children than in
adults (18.62 ± 4.14 vs. 19.34 ± 4.09 nmol/h/mL; P = 0.033).6 However, this minor
difference is almost certainly not clinically relevant during thiopurine therapy.

Globally, in two large-scale cohort studies, TPMT activity did not appear to be
modified by age.7, 8 In addition, based on our own 8-year laboratory experience
(n = 3771 patients) in a French University hospital, we measured TPMT activity
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in 244 wild-type children (median: 11.0 years; range: 0.3–15). We did not find any
impact of age on TPMT activity (r2 = 0.06) (Figure 1; unpublished personal data
from L. Chouchana, C. Narjoz, M.-A. Loriot and P. Beaune).

It is a known fact that higher doses of azathioprine (2.5 mg/kg/day) are more
effective than lower doses (1.0–2.0 mg/kg/day) in IBD.9 Interestingly, Grossman
et al. showed that 6-year-old, or younger, IBD patients might require azathio-
prine doses >3.0 mg/kg/day.10 However, many pharmacokinetic parameters (e.g.
absorption, hepatic clearance) or metabolic enzymes, probably more significant
than TPMT activity, could account for this difference between adults and
children.

To conclude, we think that even if it exists, TPMT activity difference between
children and adults is very small and clinically irrelevant in terms of any effect
on thiopurine response, considering the inter-individual variability in thiopurine
metabolism and the lack of a standardised method to assay TPMT activity.
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Revue de la littérature sur les thiopurines publiée dans La Lettre du Pharmacologue.  « Pharmacogénétique des thiopurines » Chouchana L, Loriot MA. La Lettre du Pharmacologue. 2013;27(3):72-5.   



Figure 1. Métabolisme simplifi é des thiopurines.
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L
es thiopurines – azathioprine et 6-mercaptopu-

rine (6-MP) – sont des médicaments immuno-

suppresseurs et cytotoxiques utilisés dans de 

multiples indications (maladie de Crohn, lupus, 

transplantation d’organe, leucémie aiguë lympho-

blastique, etc.). Ces molécules étant des prodrogues, 

leur effi cacité thérapeutique dépend d’une biotrans-

formation enzymatique complexe en métabolites 

pharmacologiquement actifs. La variabilité observée 

dans la réponse clinique aux thiopurines (effi cacité, 

toxicités, résistance) est majoritairement due à la 

variabilité interindividuelle de leur métabolisme, 

en particulier au niveau de la thiopurine S-méthyl-

transférase (TPMT), qui module la production des 

métabolites actifs. L’optimisation thérapeutique des 

patients traités par thiopurines repose sur l’explora-

tion du métabolisme des thiopurines par :

– la mesure de l’activité TPMT ;

– et le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) 

avec le dosage des métabolites–6-thioguanine 

nucléotides (6-TGN) et 6-méthylmercaptopurine 

ribonucléotides (6-MMP[R]).

Métabolisme des thiopurines

L’azathioprine est rapidement transformée en 6-MP, 

en partie par des glutathion S-transférases (GST), 

puis est ensuite métabolisée par 3 voies enzyma-

tiques compétitives (fi gure 1) [1] :

 ➤ la xanthine oxydase (XO), conduisant à l’acide 

thiourique, métabolite inactif excrété dans les 

urines ;

 ➤ la TPMT, méthylant la 6-MP en 6-méthylmer-

captopurine (6-MMP) ;

 ➤ l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltrans-

férase (HPRT), conduisant, après plusieurs trans-

formations enzymatiques passant par la 6-thio- 

inosine monophosphate (6-TIMP), à la formation 

des métabolites actifs, les 6-TGN. Après interven-

tion de la TPMT, cette voie aboutit également à 

la formation de ribonucléotides méthylés mono-, 

di-, puis triphosphatés, désignés collectivement 

sous le terme de 6-méthylmercaptopurine ribonu-

cléotides (6-MMP[R]) [1].

L’incorporation des 6-TGN à l’ADN, associée à l’in-

hibition de la protéine Rac1 provoquée plus parti-

culièrement par le thionucléotide triphosphaté 

– 6-thioguanine triphosphate (6-TGTP) –, induit une 

apoptose cellulaire, notamment des leucocytes, 

à l’origine de la cytotoxicité et de l’immunosup-

pression. De plus, les 6-MMP[R] sont de puissants 

inhibiteurs de la synthèse de novo des purines (1).

Thiopurine S-méthyltransférase

Enzyme cytosolique dont le substrat endogène 

est inconnu à l’heure actuelle, la TPMT catalyse 

la S-méthylation de cycles aromatiques comme 

la 6-MP, en utilisant la S-adénosyl L-méthio-

nine (SAM) comme donneur de groupement 

méthyle.

L. Chouchana
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Figure 2. Polymorphisme génétique de la TPMT et distribution schématique d’activité dans la population.
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 ◆ Polymorphisme de l’activité TPMT

L’activité catalytique de la TPMT est variable et est 

associée à un polymorphisme du gène qui code 

pour cette enzyme, dont le caractère héréditaire 

a été démontré par des études de familles dans les 

années 1980 (2). Ainsi, si 89 % des individus ont une 

activité élevée/normale, environ 11 % présentent 

un défi cit partiel d’activité (activité intermédiaire) 

et sont porteurs de 1 allèle muté (hétérozygote), 

et moins de 1 % ont un défi cit complet d’activité 

et sont porteurs de 2 allèles mutés (homozygote 

muté ou hétérozygote composite) [fi gure 2] (2).

 ◆ Le gène de la TPMT

Le gène TPMT, localisé sur le chromosome 6 

(6p22.3), comprend 10 exons – dont 8 sont codants – 

et 9 introns (3). L’allèle sauvage est appelé TPMT*1. 

À ce jour, une trentaine de variants alléliques ont été 

identifi és (4) ; les plus fréquents, qui représentent 

95 % des allèles mutés, sont TPMT*2, *3A, *3B et 

*3C, porteurs de mutations faux-sens localisées sur 

les exons 5, 7 et 10 (fi gure 2) [3, 5]. La présence 

d’une de ces mutations est associée à un défi cit 

d’activité. Par ailleurs, 10 à 15 % des individus ont 

une activité très élevée, probablement en relation 

avec un polymorphisme au niveau du promoteur du 

gène de la TPMT (6, 7).

 ◆ Corrélation entre le génotype et le phénotype

De manière générale, il existe une bonne corrélation 

entre le génotype et le phénotype TPMT sur la base 

de la détection des 3 mutations principales (exons 5, 

7 et 10) pour la recherche du défi cit d’activité TPMT. 

Les discordances génotype-phénotype sont principa-
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lement dues à des mutations rares, non recherchées 

a priori (9). Par rapport au génotypage, le phéno-

typage présente l’avantage de détecter également 

les individus ayant une activité TPMT très élevée 

et potentiellement à risque de faible réponse au 

traitement et de toxicité hépatique (cf. infra).

Conséquences cliniques 
du polymorphisme de la TPMT

Schématiquement, chez les sujets présentant un 

défi cit partiel ou complet d’activité TPMT, le méta-

bolisme des thiopurines est dévié vers la voie enzy-

matique responsable de la production des 6-TGN, qui 

sont pharmacologiquement actifs mais également 

responsables de la cytotoxicité. Une concentration 

sanguine élevée en 6-TGN entraîne leur accumu-

lation dans les tissus hématopoïétiques, à l’origine 

d’une toxicité hématologique importante – de type 

leucopénie-neutropénie (dans 10 à 20 % des cas), 

voire aplasie médullaire (dans 1 à 5 % des cas) – 

pouvant être létale.

Ainsi, la mesure de l’activité TPMT (phénoty-

page) ou la détermination du génotype TPMT a 

priori permet de dépister les patients ayant une 

activité faible (homozygotes mutés) ou intermé-

diaire (hétérozygotes) et qui sont respectivement 

à très haut risque et à risque élevé de développer 

une toxicité hématologique sévère et précoce, en 

l’absence d’une réduction posologique (10, 11). Ces 

patients peuvent être traités de façon satisfaisante 

par thiopurines en diminuant la posologie initiale 

en fonction de leur statut TPMT, selon les recom-

mandations du NIH Pharmacogenomics Research 

Network (tableau) [8].

À l’inverse, les individus ayant une activité TPMT très 

élevée, associée à une faible production de 6-TGN, 

pourraient être sous-dosés aux posologies standard, 

ce qui expliquerait en partie certaines résistances 

aux thiopurines (12). Par ailleurs, un métabolisme 

préférentiel vers la formation des dérivés méthylés 

expose également les patients à de fortes concen-

trations en 6-MMP[R] pouvant être à l’origine d’une 

toxicité hépatique, retrouvée chez environ 10 % des 

patients traités (13).

Suivi thérapeutique 
pharmacologique : 
dosage intraérythrocytaire 
des métabolites

Au cours du traitement, le STP, fondé sur le dosage 

intraérythrocytaire des 6-TGN et des 6-MMP[R], 

permet de suivre la réponse au traitement. L’état 

d’équilibre des 6-TGN est obtenu en 4 à 5 semaines 

environ. Même si la corrélation entre les concen-

trations en 6-TGN et la réponse clinique est encore 

discutée, le seuil de 235 pmol/8 × 108 globules 

rouges (GR) semble être associé à l’effi cacité (13, 14). 

De même, un ratio 6-MMP[R]/6-TGN inférieur à 20 

semble être prédictif d’une réponse thérapeutique. 

De plus, les patients avec une concentration en 

6-MMP[R] supérieure à 5 700 pmol/8 × 108 GR ont 

un risque 3 fois plus élevé de développer une hépa-

tite (13). Ainsi, a minima, le STP est indiqué dans 

les cas suivants :

 ➤ toxicité hématologique ou hépatique ;

 ➤ résistance au traitement ;

 ➤ suspicion de non-observance du patient ;

 ➤ validation d’une adaptation posologique chez 

un patient avec une TPMT faible ou intermédiaire.

Conclusion

La pharmacogénétique (génotypage/phéno typage de 

la TPMT) associée au suivi thérapeutique pharmaco-

logique (dosage des 6-TGN et 6MMP[R]) offre 

aux cliniciens l’opportunité d’une prise en charge 

optimisée tant sur le plan de l’effi cacité que de la 

 toxicité. ■

Tableau. Proposition d’adaptation de la posologie initiale de thiopurine en fonction du phénotype ou du génotype TPMT (8).

Phénotype TPMT Activité normale/élevée Activité  intermédiaire Activité faible

Génotype TPMT Homozygote sauvage Hétérozygote Homozygote muté

Ajustement posologique Dose standard 30-70 % de la dose standard 10 % de la dose standard, 3 fois par 
semaine

Posologie initiale AZA : 2,0-2,5 mg/kg/j
6-MP : 1,5 mg/kg/j

AZA : 1,0-1,5 mg/kg/j
6-MP : 0,75 mg/kg/j

AZA : 0,2-0,25 mg/kg × 3/sem.
6-MP : préférer un autre traitement

 L. Chouchana déclare ne pas avoir 
de liens d’intérêts.
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Annexe 5 – avis CPP base de données 
pharmacogénétiques 

 Avis favorable du Comité de Protection des Personnes Ile-de-France II pour l’étude sur la base de données pharmacogénétiques (cf. Article 1).   
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Annexe 6 – accord de transfert de matériel 
biologique LCL 

 Accord de transfert de matériel biologique (material transfer agreement, MTA) entre l’Université Paris Descartes et Tel-Aviv University pour l’obtention des lignées cellulaires lymphoblastoïdes (cf. Article 4).    
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Annexe 7 – protocole REFAZAME 

 Protocole de recherche clinique REFAZAME « REcherche de Facteurs clinico-biologiques prédictifs de la réponse clinique (efficacité/toxicité) à l’AZAthioprine dans les Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin de l’Enfant »    
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Annexe 8 – avis CPP REFAZAME 

 Avis favorable du Comité de Protection des Personnes Ile-de-France II pour l’étude REFAZAME (cf. Article 5).    
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