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RESUME

Cette étude a pour objectifs 7) d’évaluer I'activité érythrocytaire de [linosine
triphosphate pyrophosphatase (ITPA) et de [linosine monophosphate deshydrogénase
(IMPDH) en lien avec le suivi des métabolites thiopuriques et le phénotypage de la thiopurine
S-méthyltransférase (TPMT), 2) d’étudier le lien entre I'activité de I'I'TPA et la survenue
d’effets indésirables observés sous azathioprine (AZA).

L’étude rétrospective réalisée sur une large population de sujets adultes et enfants,
sains et atteints de maladies auto-immunes, a permis d’identifier une distribution
quadrimodale de l'activité de I''TPA a l'aide d'un modéle de mélange gaussien ainsi qu'une
faible variabilité intra-individuelle de cette activité. Dans la population pédiatrique, une
activité de I'l'TPA basse est corrélée a une augmentation des dérivés méthylés suggérant un
risque d’hépatotoxicité. Le lien observé entre I'activité ITPasique, le volume globulaire moyen
et les gammaglobulines chez les enfants atteints de maladie inflammatoire chronique de
lintestin sous AZA suggére que la mesure de l'activité de I'I'TPA permettrait d’anticiper la
persistance d’'un syndrome inflammatoire chez les sujets a activité élevée.

L’étude phénotypique de 'IlMPDH montre une importante variabilité inter-individuelle de
l'activité de cette enzyme et I'absence d’influence de I'age, du sexe et du traitement par AZA
sur cette activité. Une distribution bimodale de I'activité¢ de 'IMPDH érythrocytaire a été
observée ainsi qu’un lien entre cette activité et les dérivés méthylés.

En perspective, I'étude combinée des activités de I'l'TPA, I'IMPDH et de la TPMT sur la

variabilité de la réponse aux traitements thiopuriques sera envisagée.



ABSTRACT

Title: Phenotypic study of enzymes involved in thiopurine metabolism (ITPA, IMPDH),

relationship with thiopurine metabolites and therapeutic optimization in gastro-enterology

Abstract: The aims of this study are 1) to evaluate inosine triphosphate pyrophosphatase
(ITPA) and inosine monophoshate dehydrogenase (IMPDH) activities in red blood cells
(RBCs) in relation to the monitoring of thiopurine metabolites and the phenotyping of
thiopurine S-methyltransferase (TPMT), 2) to investigate a possible link between ITPA
activity and the occurence of adverse effects observed under azathioprine (AZA) treatment.

The retrospective study was carried out on a large population of healthy adults and
children as well as those suffering from immunological diseases. A quadrimodal distribution
of ITPA was identified among the population using a gaussian mixture model. A weak
intraindividual variability of ITPA activity was found. In the paediatric population, a low ITPA
activity is correlated with increased levels of methyl nucleotides, suggesting a risk of
hepatotoxicity. The relationship observed between ITPA activity and both mean corpuscular
volume and gammaglobulin levels in IBD children on AZA therapy suggests that the
determination of ITPA activity may allow the prediction of a persistent inflammatory process
in subjects with elevated ITPA activity.

The phenotypic study of IMPDH shows no influence of age, sex and AZA therapy on
the activity of IMPDH. Moreover a large interindividual variability in the activity of IMPDH was
found. A bimodal distribution of IMPDH activity in RBCs was observed as well as a relation
between this activity and the methyl nucleotides.

Further study on the combined effect of the three enzymes ITPA, IMPDH and TPMT

on the variability of response to thiopurine therapy will be considered.
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. INTRODUCTION

La 6-mercaptopurine (6-MP) (Purinéthol®) et sa prodrogue I'azathioprine (AZA)
(Imurel®) sont des médicaments thiopuriques largement utilisés pour leurs propriétés
immunomodulatrices notamment dans les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin
(MICI) (1, 2) et les hépatites auto-immunes (HAI) (3, 4).

Actuellement en France, environ 200 000 personnes sont atteintes de MICI (5) et prés
d’'un patient sur deux est traité par ces médicaments thiopuriques (1). Ces molécules
anciennes, synthétisées dans les années 1950, restent essentielles dans la prise en charge
de ces pathologies (2, 6-11). L'efficacité de ces médicaments est cependant contrebalancée
par l'apparition d’effets indésirables incluant, en autres, myélotoxicité, hépatotoxicité,
troubles digestifs, réactions cutanées et pancréatites (12). Ces effets touchent 10 a 30% des
patients et nécessitent le plus souvent une réduction voire un arrét du traitement (12-15).
S’associe a ces effets indésirables une forte variabilité inter-individuelle en terme de réponse
clinique avec prés de 9% de sujets non répondeurs (16). Il est estimé que 30 a 50% des
patients arrétent ces traitements devant l'apparition d’effets indésirables ou le manque
d’efficacité (14, 16-18).

Afin d’anticiper et d’éviter ces effets indésirables et cette variabilité de réponse, un suivi
biologique des traitements thiopuriques peut étre réalisé par un contréle régulier de certains
marqueurs de toxicité associé ou non a un suivi thérapeutique pharmacologique (STP) de
ces médicaments. Actuellement, ce STP consiste en la mesure des concentrations intra-
érythrocytaires de certains métabolites de ces molécules ainsi qu'en I'étude d’'une des
nombreuses enzymes impliquées dans leur métabolisation, la thiopurine S-méthyltransférase
(TPMT ; EC 2.1.1.67). L'AZA et la 6-MP sont en effet des prodrogues qui nécessitent une
activation intracellulaire par métabolisation impliquant un grand nombre d’enzymes dont la
TPMT. Le polymorphisme de cette derniére est tenu responsable de 'apparition d’'une partie
de la toxicité hématologique qui reste I'un des effets indésirables les plus sévéres. La
variabilité génétique de la TPMT n’explique cependant que 30 a 60% de I'ensemble des
effets indésirables observés (19). L'étude d’'autres enzymes du métabolisme des
médicaments thiopuriques pourrait étre une approche complémentaire a celle de la TPMT
dans la compréhension des mécanismes d’apparition des effets indésirables liés a ces
traitements.

Parmi les nombreuses enzymes impliquées dans ce métabolisme, deux ont fait I'objet
de nos travaux : linosine triphosphate pyrophosphatase (ITPA; EC 3.6.1.19) et l'inosine
monophosphate deshydrogénase (IMPDH ; EC 1.1.1.205).
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Au cours de ces dix derniéres années, de nombreuses études génotypiques ont été
menées sur le lien possible entre le polymorphisme de I'ITPA et l'apparition d’effets
indésirables sous médicaments thiopuriques (9, 12, 20-46). Malheureusement, les résultats
rapportés sont discordants et ne permettent pas, a ce jour, de conclure sur [l'utilit¢é en
pratique courante de I'étude génotypique de cette enzyme dans le suivi des médicaments
thiopuriques (15, 47, 48). L’étude phénotypique pourrait apporter des informations
supplémentaires sur I'existence éventuelle d’un tel lien, mais peu d’équipes ont confronté
I'activité enzymatique de I'l'TPA a la survenue d’effets indésirables (12, 38, 44).

Nos travaux ont donc porté dans un premier temps sur la mise au point d’'une
technique de détermination de I'activité de I''TPA dans les érythrocytes. Cette technique
validée, a par la suite été appliquée a une large population adulte et pédiatrique incluant des
sujets sains et des sujets atteints de maladies auto-immunes traités ou non par des
meédicaments thiopuriques. Ceci a permis d’étudier la distribution de I'activité de I'I'TPA dans
la population et d’évaluer l'influence de paramétres génétiques et non génétiques sur cette
activité. Dans un deuxiéme temps, l'impact de l'activité de I'I'TPA sur le métabolisme des
médicaments thiopuriques a été exploré. Enfin, une étude du lien entre l'activité de I'I'TPA et
'apparition d’effets indésirables dans la population pédiatrique ainsi que I'évaluation de la
relation entre l'activité de I'I'TPA et la réponse inflammatoire observée chez les enfants
traités par AZA atteints de MICI ont été menées.

Concernant 'lMPDH, enzyme également impliguée dans le métabolisme des
thiopurines, les études menées sur son impact dans le cadre des traitements par
médicaments thiopuriques sont beaucoup moins nombreuses (9, 29, 49-53). Dans l'objectif
d’étudier I'implication de cette enzyme dans le métabolisme des thiopurines, une méthode de
détermination de son activité intra-érythrocytaire a été développée. Une étude phénotypique
de I'IMPDH, associée a la recherche d’'un lien potentiel entre I'activit¢ de I'lMPDH et le

métabolisme des médicaments thiopuriques a également été initiée dans ce travail.

13



. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1. Les médicaments thiopuriques

Les médicaments thiopuriques sont des analogues des bases puriques (Figure 1) utilisés
pour leurs propriétés antinéoplasiques, immunosuppressives et immunomodulatrices. Trois
spécialités sont actuellement disponibles en France :

- la 6-thioguanine / LANVIS®

- la 6-mercaptopurine (6-MP) / PURINETHOL®

- l'azathioprine (AZA) / IMUREL®

NH, 0
NZ N\ HN/uj:N\
|
<INZ ) ZHNJ\\N NZ
a

Fiqure 1 : Structure des bases puriques : adénine (a) et quanine (b)

Contrairement a la 6-MP et a sa prodrogue 'AZA, la 6-thioguanine est soumise a un
métabolisme moins intense et n’entre donc pas dans le cadre de nos travaux.

La 6-MP (Figure 2a), analogue sulfhydrile de I'hypoxanthine (Figure 2b), et sa
prodrogue I'AZA (Figure 2c), dérivé méthyl-nitro-imidazole de la 6-MP ont été synthétisées
initialement pour le traitement des leucémies infantiles, respectivement en 1951 par Gertrude
Elion et George Herbert Hitchings (54) et en 1957 par le laboratoire Hitchings-Elion (55).

N 0O,
ad
SH 0 S
/
N N\ HN)iN\ HC NAIN\
SO ER GRS

a Cc

Fiqure 2 : Structures chimiques de la 6-mercaptopurine (a), de I'hypoxanthine (b) et de I'azathioprine (c)

14



a) Indications

Leur premiére utilisation dans le cadre des maladies inflammatoires chroniques de
lintestin (MICI) remonte a 1962 (56), mais c’est a partir des années 1980 que leur
application dans des pathologies impliquant le systéme immunitaire s’est plus largement
répandue. Actuellement prés d'un patient sur deux atteints de MICI est traité par ces
médicaments (1). Bien qu’'une modification de traitement de 'AZA par la 6-MP puisse étre
réalisée chez certains sujets (57), les indications de ces deux molécules différent,
notamment en France, ou le laboratoire commercialisant 'AZA a obtenu des autorités de
santé, une indication spécifique du produit pour les MICI. Cette démarche n’a pas été
réalisée pour la 6-MP.

L’AZA était principalement utilisée, depuis les années 1980 et jusqu’a la fin des
années 1990 (9), dans le traitement des MICI les plus évolutives ou de traitement difficile
(rechutes fréquentes, poussées séveres, dépendance aux corticoides, lésions périnéales
séveres,...). Depuis les années 2000, 'AZA est plus largement et plus précocement prescrite
a la suite du diagnostic de la maladie car elle permet d’en ralentir I'évolution (15). L'AZA est
également trés largement utilisée dans le traitement des hépatites chroniques auto-immunes
ainsi que dans d’autres pathologies faisant intervenir un désordre immunologique : anémie
hémolytique auto-immune, dermatomyosite, lupus érythémateux disséminé, pemphigus,
polyarthrite rhumatoide, polymyosite, purpura thrombopénique idiopathique et vascularite
(58, 59). Son utilisation dans la prévention des rejets de greffes est en recul (60) depuis
larrivée de I'acide mycophénolique (61). Selon les données de I'étude permanente de la
prescription médicale (EPPM) réalisée par IMS-Health® (59), 'IMUREL® a fait I'objet de 113
985 prescriptions en France en 2014 ; dans 67% des cas dans le traitement de MICI.

La 6-MP est quant a elle principalement utilisée en France dans le traitement des
leucémies aigués lymphoblastiques (LAL), des leucémies aigués myéloides et des
leucémies myéloides chroniques (62). Nous n’aborderons pas dans ce travail ce type de

pathologies.

i Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

Les MICI sont des pathologies chroniques touchant le tractus gastro-intestinal et
évoluant typiquement par poussées, espacées par des phases dites de rémission,
asymptomatiques. La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) sont les
deux principales formes de MICI décrites.

Ces maladies toucheraient prés de 5 millions de patients dans le monde dont 2,5 en

Europe et concernent prés de 200 000 personnes en France (5). Elles sont le plus souvent
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diagnostiquées chez des sujets jeunes, entre 20 et 30 ans pour la MC (5), 30 a 40 ans pour
la RCH. Prés de 10% des nouveaux cas concernent des enfants.

L’étiologie de ces pathologies reste mal connue. L’hypothése la plus communément
admise serait une dérégulation de la réaction immunitaire vis-a-vis d’une flore intestinale
déséquilibrée, sous I'influence de facteurs environnementaux (tabac,
appendicectomie...(63)) et génétiques (64).

La MC et la RCH different 'une de l'autre notamment par la localisation de leurs
atteintes. La MC peut toucher 'ensemble du tractus gastro-intestinal de la bouche a I'anus et
éventuellement la peau, les articulations et les yeux. Elle est cependant préférentiellement
localisée au niveau de la région iléo-caecale. Cette maladie a également comme particularité
I'atteinte de l'ensemble de la paroi intestinale (65). La RCH, quant a elle, affecte
exclusivement I'extrémité distale du tube digestif, c’est-a-dire le cdlon et le rectum, et ne lése
que la muqueuse, partie intra-luminale de la paroi colique. Il n'y a donc pas de formation de
fistule dans la RCH.

D’un point de vu clinique, les signes digestifs de la MC sont le plus souvent marqués
par des diarrhées, des douleurs abdominales et/ou des saignements gastro-intestinaux
tandis que pour la RCH les symptomes sont plus bruyants, avec émission dans presque
100% des cas de sang mélé a des glaires, faisant consulter rapidement les patients. Tout
comme la MC, elle peut s'accompagner de manifestations extra-intestinales (articulaires,
cutanées, oculaires, etc.). Le diagnostic des MICI repose essentiellement sur les examens
histologiques qui accompagnent les prélévements réalisés lors d'une coloscopie.

Ces pathologies n’augmentent pas la mortalité mais, en raison de leur chronicité et
de leur survenue précoce, induisent une morbidité élevée altérant la qualité de vie des
patients (65). Il n’existe actuellement aucun traitement curatif (5). La cible des traitements
médicamenteux est l'inflammation intestinale. Grace a ses propriétés immunomodulatrices,
et malgré l'introduction des anticorps monoclonaux (ex : anticorps anti-TNF-a) dans I'arsenal
thérapeutique de ces pathologies, 'AZA reste une molécule majeure dans le traitement des
MICI pour l'induction et le maintien d’un état de rémission (2, 6-11). Elle permet également
de réduire, chez plus de 65% des patients, I'usage des corticoides et leurs nombreux effets
indésirables associés (6, 8). Cependant, la réponse a I'AZA est souvent lente, pouvant
prendre parfois plusieurs mois (en moyenne 3 a 4 mois) (66, 67). Ce n’est donc pas une
molécule utilisée seule dans les traitements d’attaque ou susceptible de résoudre une

situation urgente.
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ii. Hépatites auto-immunes

Les hépatites auto-immunes (HAI) sont des pathologies hépatiques chroniques
d’étiologie encore mal connue (4, 68). Il est cependant établi que I'association de facteurs
environnementaux, d'un déséquilibre de la réponse immune et de prédispositions
génétiques, concourent au développement d’'une atteinte hépatique (inflammation +/- fibrose)
médiée par les lymphocytes T (4, 69).

Les HAI sont des pathologies rares avec une prévalence comprise entre 10 et 17
pour 100 000 habitants en Europe (4). Elles sont plus fréquentes chez les femmes (4, 69)
sans prédominance ethnique ou d’age.

Les symptbmes sont variables et peu spécifiques : asthénie, nausées, douleurs
abdominales, perte de poids, prurit, ictére (4). lls peuvent également étre associés a des
signes extra-hépatiques (thyroidite auto-immune, arthrite, synovite, colite ulcérative, maladie
coeliaque). 12 a 35% des patients sont asymptomatiques au moment du diagnostic (4). Chez
25% des patients, les HAI se manifestent de fagon aigué, les HAI fulminantes restant
exceptionnelles (4).

Le diagnostic est basé sur des modifications histologiques et biologiques (aspartate
amino-transférase (ASAT), alanine amino-transférase (ALAT), phosphatase alcaline (PAL),
albumine, gammaglobulines, bilirubine) et la présence d’autoanticorps caractéristiques des
HAI (4, 69). Deux types d’HAIl sont décrits en fonction des marqueurs sérologiques
retrouvés : HAI de type 1 et HAI de type 2. Le type 1 représente 80% des cas d’HAI.

Le pronostic de cette maladie est largement orienté par la présence d’'un syndrome
inflammatoire et la présence d’une cirrhose. Les complications des HAI sont les mémes que
pour les autres pathologies hépatiques chroniques, c’est-a-dire la progression vers la
cirrhose avec décompensation et le développement de carcinome hépatocellulaire (4, 69).

L’AZA peut étre utilisée dans ce type de pathologies pour I'obtention dans un premier
temps d’'un état de rémission en association avec des corticoides (68, 70). Comme pour les
MICI, Tutilisation d’AZA seule ne permet pas dinduire de rémission rapide (70). Son
association aux corticoides permet la diminution des doses de ces derniers. Cet état de
rémission est atteint chez la plupart des patients dans un délai de 6 a 12 mois (69). La
deuxiéme étape du traitement des HAI est le maintien de la rémission. Durant cette phase
'AZA peut également étre utilisée seule ou en association. Le traitement est généralement
instauré pour 2 a 3 ans (68, 70) mais il n'y a pas de recommandation quant a sa durée.
L’arrét du traitement ne peut étre envisagé qu’aprés I'obtention d’une biopsie hépatique ne
retrouvant aucune activité inflammatoire. Cet arrét est réalisé progressivement par
diminution des posologies et sous surveillance biologique toutes les 3 semaines puis tous les

3 mois aprés arrét des thérapeutiques. Un suivi annuel est cependant maintenu a vie (69).
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La rémission est déclarée, en moyenne chez 65 a 75% des patients, aprés 2 ans de

traitement, devant la normalisation de tous les paramétres inflammatoires incluant

I'histologie. Chez 20% des patients la rémission n’est jamais atteinte et implique une

probable évolution des atteintes hépatiques.

b) Propriétés pharmacocinétiques

Les différents paramétres pharmacocinétiques de I'AZA et de son métabolite la 6-MP

sont résumés dans le tableau 1. Les médicaments thiopuriques étant sujets a une importante

métabolisation, nécessaire a

séparément.

leur activité pharmacologique, celle-ci sera présentée

Tableau 1 : Paramétres pharmacocinétiques de 'AZA et son métabolite la 6-MP (58, 62, 71, 72)

Absorption

Azathioprine

6-Mercaptopurine

Gastro-intestinale incompléte et
variable (50 a 72%)

88% de la dose convertie en 6-
MP

Gastro-intestinale, rapide,
incompléte et variable (environ
50%)

Biodisponibilité

27 a 80% (moyenne 47%)

5 a 37% (moyenne 16%)

Délai d’obtention du pic

0,4 a 4 heures (moyenne : 2,2

. 1a 2 heures
plasmatique heures)
Volume de distribution Non connu 0,9 +/-0,8 L/kg
Demi-vie plasmatique 6 a 28 minutes 38 a 114 minutes
Liaison aux protéines 30% 30%

plasmatiques

Métabolisation

Cf paragraphe dédié (lI-1-b-i)

Cf paragraphe dédié (lI-1-b-i)

Elimination

50% de la dose éliminée dans
les urines :
- principalement en
métabolite oxydé inactif
(acide 6-thiourique)
- 2a10% sous forme
inchangée
- une faible quantité en
1-méthyl-4-nitro-5-
thioimidazole
12,6% de la dose est excrétée
dans les selles

50% de la dose éliminée dans
les urines
- principalement en
métabolite oxydé inactif
(acide 6-thiourique)
- 7% sous forme
inchangée
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i.  Metabolisation (8, 15, 55, 73)

L’AZA et la 6-MP sont des prodrogues inactives soumises a un important
métabolisme intracellulaire conduisant a des métabolites actifs et inactifs.

Aprés administration orale, 88% de I'AZA absorbée au niveau du tractus gastro-
intestinal se dissocie en 6-MP au niveau hépatique (74). Cette dissociation se fait soit par
réduction chimique via les groupements sulfhydril de certains composés (glutathion,
cystéine) (75, 76) soit par conversion enzymatique impliquant la glutathion S-transférase
(GSTA1, GSTA2 et GSTM1), libérant ainsi un dérivé 1-méthyl-4-nitro-5-thioimidazole (73)

sans activité actuellement identifiée (Figure 3) (2).

N O,
ad
S GST/ SH- /
< I, S <fIN
|

\N NH 3

Azathioprine 6-mercaptopurine Imidazole

Figqure 3 : Conversion de l'azathioprine en 6-mercaptopurine avec libération d’une molécule d’imidazole.

La 6-MP, du fait de son analogie structurale avec I'hypoxanthine, traverse facilement
les membranes cellulaires par I'intermédiaire de différents transporteurs : SLC28A2 (Solute
Carrier), SLC28A3, SLC29A1 et SLC29A2 et ENT (Equilibrative Nucleoside Transporters)
(55, 77). Une fois dans la cellule, la 6-MP peut étre prise en charge par trois voies distinctes
(78). Deux voies dites d’inactivation impliquant la thiopurine S-méthyltransférase (TPMT) en
présence de S-adénosyl-L-méthionine (SAM, donneur de méthyl) (métabolisation extra-
hépatique) et la xanthine oxydase (XO) (métabolisation hépatique) (2) aboutissant
respectivement a la méthyl 6-mercaptopurine (Me6-MP) et a I'acide 6-thiourique (6-TU),

métabolite inactif retrouvé dans les urines (Figure 4).

SH
/ Thiopurine
S- Methyltransferase N~ Xanthine oxydase Xanthine oxydase
T sam \\ | \> )\N )\N \>_OH
N
N HO
Méthyl 6-mercaptopurine 6-mercaptopurine 6-thioxanthine Acide 6-thiourique

Fiqure 4 : Voies dites d’inactivation de la 6-mercaptopurine via la thiopurine S-méthyltransférase
(TPMT) et la xanthine oxydase (XO).

Suite a I'action de la XO, seuls 16% de la dose de 6-MP restent disponibles pour la

suite de la métabolisation (55, 79).
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S’associe a ces deux voies, une voie dite d’activation de la 6-MP initiée par
I'hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transférase (HGPRT ; EC 2.4.2.8) aboutissant, en
présence d’un donneur de phosphoribosyl, le 5-phospho-D-ribose-1-pyrophosphate (PRPP),
a la 6-thioinosine monophosphate (6-TIMP) (Figure 5).

SH
SH
N \
N >
N~ HGPRT N
| \> PRPP (|? i "
N
N~ NH HO—P—0 0
OH
OH OH
6-mercaptopurine 6-thioinosine monophosphate

Figure 5 : Action de I'hypoxanthine-quanine phosphoribosy! transférase (HGPRT) sur la 6-mercaptopurine

Ces 6-TIMP sont a leur tour métabolisés en 6-thioxanthosine monophosphate (6-

TXMP) sous I'action de I'inosine monophosphate deshydrogénase (IMPDH) (Figure 6).

SH SH
N
“s ~
LY T Y
N ~
0 N N IMPDH 0 HO N N
I [l
HO—P—0 0 FR HO—P—0 0
OH OH
OH OH OH OH
6-thioinosine monophosphate 6-thioxanthosine monophosphate

Figure 6 : Action de l'inosine monophosphate deshydrogénase (IMPDH) sur la 6-thioinosine monophosphate

Sous l'action de la guanosine monophosphate synthétase (GMPS ; EC 6.3.5.2), la 6-
TXMP est métabolisée en 6-thioguanosine monophosphate (6-TGMP) (Figure 7).

SH SH
N N
o v’
I e
NS
O HO N GMPS o) 2HNJ\N N
[l Ho =+~ [
HO—P—0 HO—P—0 0
OH OH
OH OH OH OH
6-thioxanthosine monophosphate 6-thioguanosine monophosphate

Figure 7 : Action de la guanosine monophosphate synthétase (GMPS) sur la_6-thioxanthosine monophosphate
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Enfin, aprés phosphorylations par des kinases, les dérivés di- et triphosphate de la 6-
thioguanosine sont formés (6-TGDP et 6-TGTP) (Figure 8) (79).

SH SH SH
N N N
v’ <2 ~
N | \> N I \> N | \>
(R ZHN Kinase ﬁ (Ijl) 2HN Kinase (? %) (|? ZHN
HO—IID—O\_/O Ho—rla—o—rl-*—o\_/o Ho—P—o—llo—o—llv—o\_/
OH OH OH OH OH OH
OH OH OH OH OH OH
6-thioguanosine monophosphate 6-thioguanosine diphosphate 6-thioguanosine triphosphate

Figure 8 : Phosphorylations de la 6-thioquanosine monophosphate en 6-thioguanosine diphosphate et
6-thioguanosine triphosphate

Ces dérivés mono, di et triphosphate de la 6-thioguanosine sont regroupés sont le
nom de 6-thioguanine nucléotides (6-TGN) reconnus pour leurs activités
immunosuppressives (cf paragraphe « Mécanisme d’action », 1l-1-c). L’état d’équilibre de ces
métabolites actifs est atteint en quatre a cing semaines avec cependant une trés large
variabilité inter-individuelle (31, 80, 81). Ces dérivés peuvent également étre méthylés sous
laction de la TPMT pour aboutir aux méthyl mono, di- et triphosphate de la 6-
thioguanosine (Me6-TGMP, Me6-TGDP et Me6-TGTP) (Figure 9).

SH e e
N N
Ng N7 N7~ N>
I )j[ B S
N N Thiopurine N N S N
(l? oHN S méthyltransférase ﬁ oHN Kmase " (l? ,HN Kinase (I? C") |OI JHN
HO—IID—O O SAM HO—FI’ 0. ~ Ho— l-;’ O= F[’—O O HO—IID—O—F:—O—I;’—O O
OH OH OH OH OH OH OH
OH OH OH OH OH OH OH OH

6-thioguanosine monophosphate Méthyl 6-thioguanosine monophosphate Meéthyl 6-thioguanosine diphosphate Méthyl 6-thioguanosine triphosphate

Figure 9 : Méthylation puis phosphorylations de la 6-thiogquanosine monophosphate

Plusieurs autres enzymes sont impliquées tout au long de cette voie d’activation. Les
6-thioinosine monophosphates (6-TIMP) produits sous I'action de 'THGPRT peuvent subir 2
autres voies de métabolisation :

- soit une phosphorylation en 6-thioinosine diphosphate (6-TIDP) puis en 6-thioinosine
triphosphate (6-TITP) par lintervention de kinases puis, sous l'action de la TPMT
aboutir a la méthyl 6-thioinosine triphosphate (Me6-TITP). Au cours de cette
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phosphorylation, intervient l'inosine triphosphate pyrophosphate (ITPA) qui catalyse
la conversion des 6-TITP en 6-TIMP (Figure 10)

/CH3
SH S
N N
N~ N7
N Thiopurine | \>
o o \N N S-méthyltransférase o 0 N\
Il || [l SAM || || Il
Ho—||3—o—||=—o—|7—o\_/0 HO—P—0—P—0—P—0 0
OH OH OH OH OH OH
SH OH OH OH OH
&
N~ | N\> 6-thioinosine triphosphate Méthyl 6-thioinosine triphosphate
o S N
|| 2
HO—P—0 0 g
| 7
OH 'f;,,
OH OH

N/
6-thioinosine monophosphate

i
HOIIDOPO\
OH

OH OH
6-thioinosine diphosphate

Figure 10 : Phosphorylation de la 6-thiocinosine monophosphate et intervention de l'inosine
triphosphate pyrophosphatase (ITPA)

- soit une méthylation en méthyl 6-thioinosine monophosphate (Me6-TIMP) via
l'intervention de la TPMT suivie d’'une phosphorylation en dérivés di- et triphosphate
de la méthyl 6-thioinosine (Me6-TIDP et Me6-TITP) (Figure 11). Ces dérivés mono-,
di- et triphosphate étant regroupés sous le nom de méthyl 6-mercaptopurine
nucléotides (Me6-MPN) (Figure 11).

Me6-MPN
[ 1
CH CH, CH,
g
SH s g s~
N N N
- < 7 -
IR I I D
N Sthyl- ; & . 3 ; N
0 N S méthyl-transférase (“) N  Kinase (I:l) 0 N Kinase ﬁ ﬁ ﬁ N
SAM
HO—P—0 o HO—P—0 0 HO—P—0—P—0. _© HO—P—0—P—0—F—0 0
OH OH OH OH OH OH OH
OH OH OH OH OH OH OH OH
6-thioinosine monophosphate Meéthyl 6-thioinosine monophosphate Meéthyl 6-thioinosine diphosphate Meéthyl 6-thioinosine triphosphate

Figure 11 : Méthylation de la 6-thioinosine monophosphate puis phosphorylation en dérivés di- et
triphosphate de la méthyl 6-thioinosine
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Une vue d’ensemble du métabolisme de 'AZA et de la 6-MP est présentée figure 12.
I est a noter que les 6-TGDP et 6-TGTP donnent, aprés réduction enzymatique,
respectivement la désoxy 6-thioguanosine diphosphate (d6-TGDP) et la désoxy 6-
thioguanosine triphosphate (d6-TGTP), les d6-TGDP aboutissant également aux d6-TGTP
sous l'action d’une kinase (15, 55). Enfin, les 6-TIMP, 6-TXMP et 6-TGMP formées peuvent,
par la suite, étre exportées de la cellule par les transporteurs de la famille des Multidrug
Resistance Proteins (MRPs) : ABCC4 et ABCC5 (55, 77).
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c¢) Mécanisme d’action

Bien que de nombreuses études aient été menées durant les cinquante derniéres
années, le mécanisme d’action des médicaments thiopuriques n’est a ce jour pas totalement
élucidé. 1l est cependant communément admis que les effets antiprolifératifs et
immunosuppresseurs sont liés a plusieurs mécanismes dont l'incorporation des 6-TGTP
dans 'ARN et des d6-TGTP dans 'ADN, l'inhibition de la synthése des purines de novo par
les Me6-TIMP (82), la modulation de l'activité¢ Rac1 par les 6-TGTP (83) et linhibition de

certaines cytokines pro-inflammatoires par I'accumulation intracellulaire des 6-TGN.

i Incorporation des 6-TGTP et d6-TGTP dans ’TARN/ADN

Les 6-TGTP et d6-TGTP, formées lors de la métabolisation des thiopurines, sont
tenues responsables du principal effet cytotoxique de 'AZA et de la 6-MP. Du fait de leur
similitude structurale avec les nucléotides de la guanine, les 6-TGTP et d6-TGTP peuvent
s’intégrer respectivement dans I'ARN et 'ADN (84). L’intégration de ces nucléotides,
analogues des purines, dans I’ADN ou I'’ARN est responsable d’une perturbation du cycle
cellulaire (85) conduisant a une entrée en apoptose de la cellule (72, 86). Cette perturbation
du cycle de réplication interviendrait majoritairement en aval de 'ARN ou de I'ADN
polymérase (pour lesquelles les 6-TGTP et d6-TGTP sont des substrats) (87), au niveau
d’autres protéines impliquées dans la réplication (T4 ligase par exemple) (51, 87) et la
réparation de type MMR (DNA MisMatch Repair system) (86-89). Cet effet, en aval des
polymérases, expliquerait le délai observé entre l'incorporation des 6-TGTP et 6-dTGTP
dans I'ADN et 'ARN et I'apparition de l'effet cytotoxique. Il a également été proposé que les
Me6-TGTP et méthyl désoxy 6-thioguanosine triphosphate (Me-d6-TGTP) puissent
contribuer a linhibition de la transcription au cours du cycle cellulaire (90) en s’intégrant
également respectivement dans les chaines d’ARN et ADN (55).

Au final, cette perturbation du cycle cellulaire aboutit a la diminution de synthése
d’ADN et d’ARN induisant préférentiellement une inhibition de la prolifération des cellules a

réplication rapide (73) telles que les lymphocytes T et B (67).

ii. Inhibition de la synthése de novo des purines

Un autre mécanisme d’action de 'AZA et de la 6-MP passe par la Me6-TIMP, autre
molécule produite lors du métabolisme des thiopurines, inhibant la synthése de novo des
purines (91). Ce mécanisme fait suite a l'inhibition de la phosphoribosyl pyrophosphate
amidotransférase (PRPP-AT) par les Me-6TIMP (55) (Figure 13).
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Figure 13 : Inhibition de la synthése de novo des purines par la méthyl 6-thioinosine monophosphate (91, 92)

La PRPP-AT étant 'une des premiéres enzymes impliquée dans la synthése de novo
des purines, son inhibition provoque une forte diminution de la synthése des purines. Cette
diminution engendre une baisse de la synthése d’ADN et par conséquent une réduction de la
prolifération cellulaire impactant plus particuliérement les lymphocytes et leucocytes du fait
d’'une synthese des purines initialement faible a I'état basal (93). Cette inhibition a également
pour conséquence une accumulation de la PRPP, co-substrat de THGPRT, augmentant ainsi
la métabolisation de la 6-MP en 6-TIMP (55) (Figure 13). De plus, le déséquilibre de
concentrations entre les nucléotides puriques et pyrimidiques engendré par la réduction de la
biosynthése de novo des purines et I'augmentation de la synthése des nucléotides
pyrimidiques contribuerait a la mort cellulaire (55).

Au final, la prolifération des lymphocytes, dépendante de la voie de biosynthése de

novo des purines, serait donc impactée.

iii. Blocage de la voie anti-apoptotique des lymphocytes T via Rac1

Il a été montré que les 6-TGTP pouvaient induire directement I'apoptose cellulaire,
notamment des lymphocytes T CD4", par voie mitochondriale (83). De facon simplifiée, cette
induction nécessite une co-stimulation via le CD28 et est médiée par une inhibition
spécifique de l'activation de Rac1 (GTPase de la famille Rho), via la signalisation Vav
(Guanosine nucleotide exchange factors (GNEFs) (94). Cette inhibition spécifique de
l'activation de Rac1 est générée par la liaison sur Rac1 des 6-TGTP, formées a partir du
métabolisme de la 6-MP, au lieu des GTP (83) (Figure 14). Ceci a pour conséquence une

activation de I'apoptose par voie mitochondriale en supprimant I'activation des génes cibles
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anti-apoptotiques de Rac1 : MEK (mitogen-activated protein kinase), NF-kB (nuclear factor-
kappa B) and bcl-x.. Ainsi 'AZA et la 6-MP convertissent un signal de co-stimulation en un
signal apoptotique en modulant l'activit¢ de Rac1. Ce mécanisme contribue a réduire le
nombre de lymphocytes T activés, notamment dans la lamina propria digestive (tissus

conjonctif de soutien) des patients atteints de MICI (83).
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Figure 14 : Blocage de la voie anti-apoptotique des lymphocytes T via Rac1 par les 6-TGTP

iv. Blocage de cytokines pro-inflammatoires

Un autre mécanisme d’action décrit est médié par le blocage de I'expression de
certaines cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-related apoptosis-inducing ligand,
TNF receptor S7 et l'alpha 4 integrin, par 'accumulation intra-lymphocytaire des 6-TGN. Ce
blocage aurait pour conséquence une inhibition de la réponse inflammatoire médiée par les

lymphocytes T notamment au niveau de la lamina propria des patients atteints de MICI (95).

Au total, les thiopurines ont donc des sites d’action multiples au sein de la
cellule. Les lymphocytes seraient plus sensibles a I’action de ces médicaments du fait
d’'une activité de la xanthine oxydase (XO) moins importante que dans d’autres
cellules augmentant ainsi les concentrations en 6-MP disponibles pour la voie
d’activation (93).
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d) Effets indésirables

L'efficacité des médicaments thiopuriques, notamment dans les MICI, est
contrebalancée par I'apparition d’effets indésirables. Ceux-ci touchent 10 a 30% des patients
et nécessitent une réduction voire un arrét du traitement (12-15). Ces effets indésirables sont
classiquement catégorisés en effets dose-dépendants et dose-indépendants (8, 73, 96) bien
que le terme « dose » soit mal approprié et devrait plutdt étre remplacé par « exposition ».
Un certain nombre des effets dose-dépendants pourrait étre expliqué par la variabilité inter-

individuelle du métabolisme de ces molécules (13).

i Les effets dose-indépendants

lls peuvent correspondre, pour certains, a des réactions d’hypersensibilité. Ces effets
indésirables apparaissent généralement dans les 2 a 4 premiéres semaines de traitement (8,
97) et se traduisent habituellement par de la fiévre, des réactions cutanées, des arthralgies,
des pancréatites ou des hépatites (13). lls sont indépendants de la dose et régressent a

’'arrét du traitement.

ii. Les effets dose-dépendants

lls peuvent apparaitre a n'importe quel moment du traitement. Parmi ces effets dose-
dépendants on retrouve, entre autres, des intolérances digestives, des myélotoxicités, des
hépatotoxicités ainsi que de trés rares cas de manifestations cancéreuses.

Les intolérances gastro-intestinales se traduisent par des inconforts digestifs tels que
des diarrhées, de I'anorexie et des nausées parfois accompagnées de vomissements. Au vu
des bons résultats obtenus par la modification de traitement de '’AZA par la 6-MP chez les
patients souffrant de ce type d’intolérances (98, 99), certains auteurs ont incriminé
l'imidazole libéré lors de la conversion de 'AZA en 6-MP (Figure 3) comme cause potentielle
de ces intolérances (100). En effet, chez des patients dits « intolérants » a 'AZA, sujets a
des troubles gastro-intestinaux, un changement de traitement par la 6-MP a amélioré ces
intolérances dans 61 a 77% des cas selon les études (98-100). Cependant, des intolérances
digestives étant également fréquemment retrouvées chez les patients traités par la 6-MP
(57, 98, 99), I'imidazole libéré lors de la conversion de 'AZA en 6-MP ne peut, a lui seul,
expliquer 'ensemble des intolérances digestives.

La toxicité hématologique est la premiére cause de réduction des posologies chez les
patients traités pas les médicaments thiopuriques (8). Bien qu’une Iégére leucopénie ait été

proposée comme un marqueur d’efficacité du traitement (14, 101, 102), la myélotoxicité est
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l'effet indésirable le plus grave des médicaments thiopuriques pouvant mettre en jeu le
pronostic vital du patient dans les cas d’aplasies médullaires. Elles peuvent étre fatales chez
environ 1% des patients atteints de myélotoxicité (1, 103). Toutes les lignées peuvent étre
touchées par cette toxicité hématologique avec cependant une fréquence plus importante
pour les leucocytes (2 a 4% des patients (97)); les anémies et les thrombocytopénies
n’apparaissant respectivement que chez 0,9 et 0,2% des sujets traités par 'AZA ou la 6-MP
(13, 97). Cette myélotoxicité peut apparaitre subitement a n’importe quel moment du
traitement avec néanmoins une fréquence plus importante lors des premiers mois de
traitement (1, 104). Elle est généralement rapidement réversible par diminution ou arrét du
traitement (1, 104).

Les atteintes hépatiques peuvent étre asymptomatiques et se manifester uniquement
par une augmentation transitoire et réversible des transaminases (72, 97, 105). Cette
cytolyse peut étre associée ou non a une cholestase (1). Cette hépatotoxicité apparait
généralement entre 1 et 3 mois aprés le début du traitement et peut régresser spontanément
ou apres diminution des posologies (1). A ce jour, aucun cas fatal d’hépatotoxicité, imputable
aux meédicaments thiopuriques, na été rapporté (1). De fagon beaucoup plus rare et
majoritairement chez des patients traités par la 6-thioguanine, des hyperplasies nodulaires
régénératives (HNR) ainsi que des maladies veino-occlusives ont été décrites (72, 97, 105-
107). Il a été montré que 0,5% des patients traités par 'AZA développent une HNR aprés 5
ans de traitement, ce chiffre est porté a 1% aprés 10 ans de traitement (97, 108, 109).

Concernant les manifestations cancéreuses, bien que des cas de lymphomes (110-
113), de cancers du tractus urinaire (114) et de cancers cutanés (115, 116) aient été
rapportés sous traitements thiopuriques, le lien entre manifestations cancéreuses et ces
médicaments n’est actuellement pas totalement établi (117-119). De plus, au vu de la rareté
de ces manifestations, le rapport bénéfice/risque est largement en faveur du maintien de
I'utilisation de ces thérapies (112).

Enfin, la baisse modérée de l'immunité provoquée par ces médicaments peut
accroitre le risque d’infections méme en I'absence de neutropénie (97). Ces infections sont
favorisées par I'association de ces médicaments a d’autres traitements immunodépresseurs

tels que des corticoides ou de linfliximab (120, 121).
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iii. Fréquence des effets indésirables

La fréquence de ces effets indésirables est trés variable d’'une étude a l'autre. Ces

différences peuvent étre expliquées en partie par les divers profils d’études mis en place

(rétrospectifs, prospectifs), les populations étudiées (ethnicité, pathologies) et les différences

d’appréciations des effets indésirables (paramétres biologiques, signes cliniques). Les

chiffres rapportés ici sont issus de deux études prospectives portant respectivement sur
3931 (13) et 207 (21) patients atteints de MICI (15) (Tableau 2).

Tableau 2 : Fréquence des effets indésirables associés aux médicaments thiopuriques chez les
patients atteints de MICI (13, 15, 21)

Effet indésirable Définition Fre?;‘;"“
(1]
i . . Nausées, vomissements, douleurs abdominales,

Intolérances digestives ; 8-16

anorexie
. Malaise, fievre, douleurs articulaires et

Syndrome pseudo-grippal . 1-5

musculaires
. . Forte douleur abdominale associée a I'élévation

Pancréatite . - 34
des marqueurs pancréatiques

Atteinte hépatique Modification des marqueurs hépatiques 34

e . Apparition de réactions cutanées aprés le début

Réactions cutanées . N . N 34
de traitement et régressant a son arrét

Myélotoxicité Leucopénie, neutropénie 2-4

L Perte de cheveux a l'instauration du traitement et

Alopécie . . R 0,3
régressant a son arrét

Manifestations cancéreuses 0,2

Autres Infections, céphalées, asthénie.... 2-3
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2. Suivi biologique et suivi thérapeutique pharmacologique
des médicaments thiopuriques

La nécessité d’'un suivi biologique des traitements thiopuriques est dictée par la
fréquence des effets indésirables ainsi que par la variabilité inter-individuelle observée vis-a-
vis de la réponse thérapeutique, 9% des patients atteints de MICI étant résistants aux
thiopurines (16). Ce suivi biologique peut étre réalisé par un contrdle de marqueurs
biologiques (numération sanguine, bilan hépatique) associé ou non a un suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) des métabolites thiopuriques ainsi par que I'étude d’enzymes de leur
métabolisme. Ce suivi permet d’optimiser ces traitements de fagon individuelle dans le but
d’augmenter leur efficacité et limiter leurs effets indésirables. Actuellement, seuls les
dosages intra-érythrocytaires des 6-TGN et Me6-MPN, associés ou non au phénotypage ou
au génotypage de la TPMT, sont réalisés en pratique courante dans des laboratoires
spécialisés. L’étude des autres enzymes du métabolisme reste, dans I'attente de résultats

consensuels, du domaine de la recherche.

a) Suivi des marqueurs biologiques

Du fait de leur toxicité hépatique et hématologique, la Société Nationale Frangaise de
Gastro-Entérologie recommande la réalisation d’'une numération sanguine compléte une fois
par semaine le premier mois de traitement par médicament thiopurique puis une fois par
mois les trois mois suivants puis tous les trois mois pendant toute la durée du traitement
(122). S’associe a cela une surveillance hépatique (ASAT, ALAT, gamma glutamyl
transpeptidase (GGT), PAL) une fois par mois durant les trois premiers mois de traitement

puis une fois tous les trois mois pendant toute la durée du traitement (122).

b) Suivi thérapeutique pharmacologique des médicaments thiopuriques

Le dosage des molécules méres AZA et 6-MP n’a pas d'utilité, leurs concentrations
sanguines n’ayant aucune valeur pronostique vis-a-vis de I'efficacité ou de la toxicité de ces
composeés (58, 62). Le STP est réalisé par le dosage de la concentration intra-érythrocytaire
des dérivés mono- di- et triphosphates des 6-thioguanosines et méthyl 6-mercaptopurines
regroupés respectivement sous les noms de 6-thioguanine nucléotides (6-TGN) et méthyl 6-
mercaptopurine nucléotides (Me6-MPN) (Figures 8, 11 et 12). Ce dosage est majoritairement
réalisé par techniques séparatives aprés hydrolyse acide de la liaison base-ribose
permettant de doser la somme des dérivés mono- di- et triphosphates de chacun des

métabolites (123-125). Plus récemment, des méthodes permettant de quantifier séparément
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les dérivés mono- di- et triphosphates ont été décrites (126, 127). Au regard de I'excellente
corrélation retrouvée entre les anciennes méthodes de dosage des 6-TGN et Me6-MPN et
les nouvelles méthodes permettant le dosage individuel des formes mono- di- et
triphosphates, le rapport intérét/contraintes est en faveur des anciennes techniques et limite
donc, pour linstant, I'utilisation des nouvelles méthodes plus délicates a réaliser (128).
Cependant au vu du nombre restreint d’études portant sur ce sujet, cet axe de recherche
nécessiterait d’étre approfondi, notamment par I'étude du lien entre les concentrations en
formes mono-, di- et triphosphates et I'apparition d’effets indésirables lors des traitements
par médicaments thiopuriques.

Les concentrations en 6-TGN dans les érythrocytes sont corrélées a celles des 6-
TGN incorporés a I'ADN leucocytaire (129-132). De nombreuses études ont été réalisées
depuis les années 2000 et un seuil d’efficacité, pour les concentrations intra-érythrocytaires
en 6-TGN, au-dela de 230 a 260 pmol/8x108 cellules a été plusieurs fois proposé pour le
traitement des MICI (16, 133-137). Cependant, ces chiffres restent a ce jour toujours
débattus (73, 138, 139). De ce fait, bien que recommandés par de nombreuses sociétés
savantes (ex: Société Francaise de Pharmacologie et Thérapeutique (73, 140)), aucun
consensus n’a pour le moment été établi sur 'adoption ou non de ces dosages en pratique
courante (102). Concernant la toxicité, un seuil a 450 pmol/8x108 cellules, au-dela duquel le
risque d’apparition de myélotoxicité est majoré, a également été établi (66, 106, 135, 136,
141-143). L'intérét du suivi thérapeutique de la concentration des 6-TGN est donc triple. En
plus de vérifier 'observance du traitement, il permet a la fois de suivre l'efficacité de ce
dernier (102, 133, 137, 140, 144) ainsi que sa potentielle toxicité hématologique en cas de
fortes concentrations. Il permet donc d’optimiser la posologie des médicaments thiopuriques
afin d’obtenir le meilleur rapport bénéfice/risque (145). Récemment il a été proposé de
réaliser ce dosage 4 semaines aprés le début du traitement (afin de s’assurer d’avoir atteint
I'état d’équilibre) pour vérifier 'observance et réaliser une adaptation posologique si besoin,
puis de recontrbler les concentrations 12 a 16 semaines plus tard (66). Ce suivi est
également conseillé a n’importe quel moment du traitement lorsque des signes de surdosage
surviennent (66).

Concernant le dosage des Me6-MPN, une relation entre concentrations élevées et
hépatoxicité a été plusieurs fois rapportée (16, 146-149). Un lien entre les Me6-TIMP
(composant minoritaire des Me6-MPN) et la myélotoxicité a également été proposé (31). Un
seuil de toxicité hépatique des Me6-MPN a 5700 pmol/8x108 cellules a été établi (136). Bien
que repris par d’autres études (135, 150), ce seuil ne permet pas de prédire 'ensemble des
effets hépatotoxiques des thiopurines ; des manifestations hépatotoxiques pouvant étre
observées avec des concentrations inférieures a ce seuil (151, 152) et inversement des

patients avec des concentrations supérieures au seuil n'auront pas d’hépatotoxicité (153).
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Ceci tend a confirmer que la toxicité hépatique des thiopurines n’est pas exclusivement liée
aux concentrations de Me6-MPN. La mesure des concentrations en Me6-MPN permet
néanmoins de proposer une réduction des posologies lorsque des manifestations hépatiques
sont associées a des concentrations élevées (15).

Le tableau 3 propose une interprétation combinée des concentrations de 6-TGN et
Me6-MPN intra-érythrocytaires (1, 15, 66, 147, 154).

Tableau 3 : Interprétation combinée des concentrations intra-érythrocytaires des 6-TGN et Me6-MPN

6-TGN Me6-MPN Interprétation
(pmol/8x108 cellules) (pmol/8x108 cellules)
Non détecté Non détecté Probléme d’observance
<250 Tres faible Probléme d’observance ou sous-dosage
Métabolisme dévié vers les Me6-MPN, suspicion

<250 >5700 d'hyperactivité de la TPMT

250-450 <5700 Dans les fourchettes thérapeutiques
>450 Tres faible Suspicion de déficit de la TPMT
>450 >5700 Surdosage probable, a confronter a la clinique

Le calcul du ratio Me6-MPN/6-TGN pourrait également servir au STP de ces
médicaments puisqu’une corrélation inverse a été plusieurs fois décrite entre ce ratio et
I'efficacité thérapeutique (16, 80, 140, 147).

Au final, au regard des connaissances actuelles, le suivi des concentrations en
6-TGN associé a celles des Me6-MPN contribue a améliorer la réponse aux traitements
et a éviter certains effets indésirables (155). Une utilisation optimale de ces dosages
permettrait d’augmenter l'efficacité du traitement de 15 a 30% chez les patients

atteints de MICI (142) tout en diminuant la toxicité hématologique de prés de 25% (1).

c) Etude des enzymes du métabolisme

La forte variabilité inter-individuelle observée dans la survenue des effets indésirables
et la réponse thérapeutique est en partie explicable par le polymorphisme génétique de
certaines enzymes impliquées dans le métabolisme de ces médicaments (9). A ce sujet, la
TPMT a été 'une des premiéres étudiée. Dans ce travail nous nous sommes également

intéressés a deux autres enzymes : I'lTPA et 'I|MPDH.
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i Thiopurine S-méthyltransférase (TPMT)

La TPMT, enzyme cytosolique (156), présente dans les érythrocytes et les leucocytes
(55, 88), est 'enzyme du métabolisme de 'AZA et de la 6-MP la plus étudiée a ce jour. Elle
est directement responsable de la formation des dérivés méthylés et limite ainsi la formation
des métabolites actifs, 6-TGN (Figure 12). Son réle physiologique n’est pas connu et aucune
pathologie n’est actuellement associée a son déficit (88). Dans le cadre d’un traitement par
des médicaments thiopuriques, la TPMT catalyse la S-méthylation de I'atome de soufre situé
en position 6, de la 6-MP et de ses métabolites, en utilisant la S-adénosyl-méthionine (SAM)
comme donneur de groupements méthyl (Figures 4 et 12).

Le géne de la TPMT est situé sur le bras court du chromosome 6 (segment p22.3) et
code pour une protéine de 245 acides aminés. L’alléle sauvage de la TPMT est
communément dénommé TPMT*1 (15). A ce jour, plus d’une trentaine de variants alléliques
a été identifiee (155). Parmi ces nombreux variants alléliques, 4 représentent entre 60 et
95% des mutations retrouvées dans la population générale (TPMT*2, *3A, *3B et *3C) (1, 6,
15, 155), les mutations TPMT*3B et *3C étant souvent coportées sur le méme alléle *3A
(140). La présence de ces alléles variants est associée a une diminution de lactivité
enzymatique liée a une destruction accrue de cette enzyme par la voie du protéasome (157).
Cette diminution d’activité a pour conséquence, chez les patients traités par I’AZA ou
la 6-MP, une réduction de la transformation des thiopurines en métabolites méthylés
(Me-6MP et Me-6MPN) et une déviation de ce métabolisme vers les 6-TGN
potentiellement myélotoxiques (Figure 12).

L’activit¢ de la TPMT présente une trés large variabilité inter-individuelle.
Historiquement (158), sur une population de 289 individus, une activité trimodale a été
rapportée avec 89% des individus a activité normale ou élevée, 11% a activité intermédiaire
et 0,3% avec une activité faible ou déficitaire. Des résultats trés proches ont été par la suite
retrouvés (135, 155). Les 3 groupes observés, de phénotype normal, intermédiaire et
déficitaire, sont porteurs respectivement d’aucun, un ou deux alleéles variants (86). Plus
récemment, une 4°™ classe de sujets a activité dite « ultra-rapide » a été proposée (17, 155,
159, 160). Cette activité ultra-rapide aurait également une explication génétique (161).

L’'impact de 'age et du sexe sur l'activité de cette enzyme varie selon les études
(159, 162-164) mais ne semble pas étre un facteur prépondérant. De plus, il n’a pas été
montré de différence entre les sujets sains et les sujets atteints de MICI dans des
populations caucasiennes (165, 166) mais une grande variabilité inter-ethnie a été rapportée
dans la distribution des différents alleles de la TPMT (1).
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Dans le cadre du suivi des médicaments thiopuriques, deux approches sont réalisées

en pratique courante pour I'étude de la TPMT dans des laboratoires spécialisés :
- le génotypage des variants les plus fréequemment rencontrés
- le phénotypage par mesure de l'activité intra-érythrocytaire de la TPMT qui est le

reflet direct de I'activité intra-lymphocytaire (50, 55).

Ces deux approches concourent aux mémes conclusions dans 76 a 99% des cas
selon les auteurs (72). Cette différence est en partie expliquée par le fait que la plupart des
laboratoires pratiquant le génotypage se concentrent uniquement sur les 3 alleles les plus
représentés (TPMT*2, *3B et *3C), sans prendre en compte les autres mutations. De plus les
alleles variants actuellement étudiés ne seraient pas suffisants pour expliquer I'ensemble
des variations observées dans l'activité de la TPMT (15). Enfin, d’autres variations peuvent
également conduire a des diminutions de l'activitt comme par exemple des déficits en
donneur de méthyl (SAM) indispensable a I'action de la TPMT (15). De ce fait, la sensibilité
du génotypage de la TPMT, qui est la probabilité qu’'une mutation soit détectée lorsque le
patient présente une activité intermédiaire ou déficitaire, a été estimée entre 70,3 et 86,2%
tandis que sa spécificité, qui est la probabilit¢é de ne pas trouver de mutation chez les
patients a activité normale, est proche de 100% (6, 15). Pour ces raisons, lorsque le patient
n’a pas recu de transfusion sanguine au cours des 3 derniers mois, le phénotypage semble

étre a privilégier en pratique courante (6, 120, 167).

En pratique clinique, de nombreux auteurs (73, 93, 150, 155, 167-170) préconisent
de réaliser en systématique une étude de la TPMT chez tous les patients avant mise sous
traitement thiopurique. Cette étude pré-thérapeutique permettrait d’anticiper et d’éviter la
survenue des effets cytotoxiques sévéres auxquels sont exposés les patients déficitaires ou
intermédiaires en TPMT (171), par une adaptation posologique :

o éviction ou 10% de la dose standard pour les patients a activité déficitaire
o 50% de la dose standard pour les sujets a activité intermédiaire
o dose standard pour les sujets a activité normale.

Cette étude pré-thérapeutique permet également de remplacer la traditionnelle mise
en place des traitements thiopuriques qui consiste a augmenter progressivement les doses
(172, 173) afin d’éviter la toxicité hématologique (9). Le traitement peut ainsi étre débuté
directement avec une dose optimisée pour I'ensemble des patients (171, 174, 175) et
permettre d’obtenir plus rapidement les effets cliniques (74) (22,4 vs 18,9 semaines (176)).
Enfin, au regard de la sévérité des événements hématologiques, et bien que peu fréquents,
cette étude pré-thérapeutique aurait un réel impact médico-économique (93, 176). En effet,

chez les sujets homozygotes pour un alléle variant ou a activité déficitaire en TPMT, le
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métabolisme des thiopurines est largement dévié vers la voie des 6-TGN, prédisposant ces
patients a une sévere myélotoxicité (17, 46, 73).

En ce qui concerne les patients hétérozygotes ou ayant une activité intermédiaire, la
déviation du métabolisme est moins prononcée que pour les patients déficitaires mais le
risque d’effets cytotoxiques reste supérieur par rapport aux patients avec une activité
normale (15, 17, 46, 135). Il a été montré que 30 a 60% des patients avec une activité
intermédiaire ont des effets cytotoxiques avec des doses standards (177-179).

Enfin pour la catégorie de patients avec de fortes activités en TPMT, le métabolisme
pourrait étre dévié vers la formation de dérivés méthylés (Me6-MPN) avec de plus faibles
concentrations en 6-TGN (155). Ces patients seraient prédisposés a étre résistants a ces
traitements (17, 134) nécessitant une augmentation des posologies, les exposant au risque
d’accumulation des Me6-MPN (134). Cette théorie reste cependant controversée (155, 180).
Néanmoins chez ces patients, un co-traitement par allopurinol, un inhibiteur de la xanthine
oxydase, associé a une diminution des posologies d’AZA ou 6-MP de l'ordre de 25% (21) et
une surveillance rapprochée des paramétres hématologiques, ont été proposés afin de
dévier le métabolisme des médicaments thiopuriques vers la voie des 6-TGN (181, 182).
Une autre approche permettant d’augmenter les concentrations en 6-TGN serait 'association
des médicaments thiopuriques a I'acide 5-aminosalicylique (5-ASA). En effet, des études in
vitro ont montré une inhibition de la TPMT par le 5-ASA (183). Des résultats discordants ont
toutefois été obtenus in vivo (1, 21, 88, 184, 185).

Au final, les effets myélotoxiques et dans wune moindre mesure
hépatotoxiques observés chez certains patients traités par les médicaments thiopuriques
ainsi que certaines résistances au traitement (102) seraient en partie expliqués par le
polymorphisme de la TPMT. Cependant, seulement 25% des patients atteints de
myélotoxicité sous thiopurines ont un génotype de la TPMT déficient (9, 186, 187). De
méme, 50 a 75% des patients atteints de leucopénie sous traitement thiopuriques ont
une activité de la TPMT normale (15, 17, 66, 186). Enfin, I'activité de la TPMT n’explique
pas I'ensemble des effets indésirables sous médicaments thiopuriques (19), un suivi régulier
des paramétres hématologiques et hépatiques reste donc nécessaire (6, 93, 120). C’est
pourquoi, I'étude d’autres enzymes impliquées dans le métabolisme des thiopurines, telles

que I'ITPA et 'IMPDH, pourraient étre une approche complémentaire a I'étude de la TPMT.
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ii. Inosine triphosphate pyrophosphatase (ITPA)

L’ITPA est une enzyme cytosolique présente dans de nombreux types cellulaires
notamment dans les érythrocytes (188). En présence d’un cation divalent (Mg?* ou Mn?*), a
37°C et a pH 9, elle catalyse la pyrophosphohydrolyse de linosine triphosphate (ITP) en
inosine monophosphate (IMP) (189). Son rble physiologique serait de prévenir
'accumulation, dans les cellules, de nucléotides puriques triphosphates, potentiellement
mutagénes et clastogénes (189). Le géne de I'I'TPA est localisé sur le bras court du
chromosome 20 (190, 191). Le déficit en ITPA n’est pas associé a une pathologie
particuliere mais provoque I'accumulation d’'ITP dans les érythrocytes (191). Dans le cadre
d’un traitement par médicaments thiopuriques, I''TPA est impliquée dans I'hydrolyse des 6-
TITP, provenant du métabolisme de ces médicaments, en 6-TIMP (47) (Figure 10). Un déficit
en ITPA pourrait donc jouer un réle toxique par accumulation de 6-TITP (30, 33, 191) et/ou
de Me-6TITP (28) (composé majeur des Me-6MPN (126-128)) et expliquer en partie les
effets indésirables des médicaments thiopuriques indépendants du polymorphisme de la
TPMT.

Ce déficit en ITPA a été étudié du point de vue génotypique et plusieurs mutations,
conduisant a une diminution voire a une absence d’activité, ont été répertoriées (188, 189,
191-193). Les deux polymorphismes majoritaires, 'un sur I'exon 2 (94C>A) et l'autre sur
lintron 2 (IVS2+21A>C), sont des mutations fréquentes dans la population générale,
estimées respectivement entre 1 & 19% et entre 10 a 18% selon les études (12, 193). Les
sujets homozygotes porteurs de la mutation 94C>A n’ont pas d’'activité ITPasique mesurable,
tandis que les patients hétérozygotes conservent 22,5% d’activité par rapport aux sujets
porteurs de l'allele sauvage (188, 191). Concernant la mutation /VS2+21A>C les porteurs
homozygotes ont une activité similaire aux patients hétérozygotes pour la mutation 94C>A et
les patients hétérozygotes ont une activité 40% plus basse que les patients sains (188).
Enfin, l'activité de I''TPA chez les hétérozygotes composites 94C>A / IVS2+21A>C est de
'ordre de 10% de I'activité moyenne de la population générale (191).

D’un point de vu phénotypique, la mesure de l'activité de I'l'TPA, déterminée par le
dosage de I'MP formée sous I'action de I'I'TPA sur I'lTP, est préférentiellement réalisée sur
des lysats érythrocytaires ; peu de techniques sont disponibles dans la littérature (44, 188,
191, 194-196). Il existe également peu de données sur la distribution de cette activité dans la

population générale (Tableau 4).
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Tableau 4 : Distributions de I'activité de I'lTPA intra-érythrocytaire rapportées dans la littérature

Auteurs Population étudiée No:‘?;tesde Distribution Remarques
Van Waeg, 1988 (196) Adultes sains 48 Bimodale 2 patients avec activité

trés faible

3 patients avec activité

Duley, 1990 (195) Adultes sains 71 Bimodale non détectable
Sumi, 2002 (191) Adultes sains 100 Bimodale /
Activité plus faible chez
Shipkova, 2006 (188) Adultes sains 100 Bi ou trimodale les femmes que chez
les hommes
Activité plus faible chez
Atasanova, 2007 (19) Adultes sains 185 Non précisée les femmes que chez
les hommes
3 patients avec activité
. Adultes . non détectable
Xiong, 2009 (44) transplantés rénaux 155 Bimodale Pas de différence
hommes/femmes
Pas influence de I'age,
. Adultes atteints de C . du sexe, de la dose
Shipkova, 2011 (12) MICI 160 Non précisée d'AZA et des

comeédications

Concernant l'influence de I'I'TPA sur le métabolisme des thiopurines, seules 5 études
génotypiques avec des résultats discordants ont été publiées (9, 30, 37, 50, 146) (Tableau 5)

et aucune n’a portée sur des données phénotypiques.

Tableau 5 : Récapitulatif des études portant sur le lien entre polymorphisme de I'l'TPA et métabolites
thiopuriques.

Auteurs Population étudiée Nature du lien
Hawwa, 2008 (30) 19 enfants avec LAL et 35 patients avec Lien entre /IVS2+21A>C et
’ MICI sous AZA ou 6-MP augmentation des 6-TGN
Haglund, 2008 (50) 50 adultes avec MICI sous AZA ou 6-MP  Absence de lien
Lien entre 94C>A et
Stocco, 2009 (37) 240 enfants avec LAL sous 6-MP augmentation des Me6-MPN
Adam de Beaumais, 66 enfants avec LAL sous 6-MP et Lien entre 94C>A et
2011 (146) méthotrexate augmentation des Me6-MPN
Lien entre (rs2236206 et
Lee, 2015 (9) 132 enfants avec MICI sous AZA rs8362) et augmentation des 6-
TGN

Quant au lien entre I'I'TPA et la survenue d’effets indésirables chez les patients traités
par médicaments thiopuriques, plusieurs études génotypiques ont été menées dans
différentes populations. Les résultats rapportés sont discordants, certains démontrant une

association (Tableau 6), d’autres non (Tableau 7).
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Tableau 6 : Récapitulatif des études rapportant une association entre le polymorphisme génétique de
I'ITPA et la survenue d’effets indésirables

Type Auteurs Nombre Pathologie(s)  Traitement(s) Nature de
de de I'effet
population sujets indésirable
Von Ahsen, 2005 (41) 71 MC AZA Non précisé
Ansari, 2008 (21) 202 MICI AZA Syndrome
pseudo-grippal
Intolérance
Adulte Xiong, 2009 (44) 155 TR* AZA g‘;‘;t(;‘r’;'r':ss“”a'e
pseudo-grippal
Shipkova, 2011 (12) 160 MICI AZA Leucopénie
Hépatotoxicité
Stocco, 2009 (37) 240 LAL 6-MP ;‘e"re »
eutropénie
Dorababu, 2012 (26) 90 LAL 6-MP E'e‘”e »
eucopenie
Pédiatrique Tanaka, 2012 (38) 60 LAL 6-MP Hépatotoxicité
Hareedy, 2015 (29) 70 LAL 6-MP Ee“tmp,er?'e
eucopenie
Azimi, 2015 (22) 70 LAL 6-MP Hyelosuppression
epatotoxicite
Syndrome
Marinaki, 2004 (33) 130 MICI AZA pseudo-grippal
Rashs cutanés
Pancréatite
Hawwa, 2008 (30) 54 MICI/LAL AZA/6-MP Thrombopénie
Mixte Uchiyama, 2009 (39) 16 MICI AZAl6-MPp ~ -eucopenie
Agranulocytose
aast;a'a'Fer”a”dez' 2011 232 MICI AZA Arthralgie
Wan Rosalina, 2012 (42) 62 LAL 6-MP Fievre
Hépatotoxicité
Zelinkova, 2005 (46) 262 MICI AZA Leucopénie
Non précisé  \yang, 2014 (43) 74 DER* AZA Nausées

Vomissements

*TR : transplantés rénaux, DER : pathologies dermatologiques

Tableau 7 : Récapitulatif des études ne rapportant pas d’association entre le polymorphisme
génétique de I'ITPA et la survenue d’effets indésirables

Type Auteurs Nombre Pathologie(s) Traitement(s)
de population de sujets
Hindorf, 2006 (31) 54 MICI AZA
Adulte Wroblova, 2012 (197) 188 MICI AZA
Al-Judaibi, 2016 (198) 53 MICI AZA/6-MP
De Ridder, 2006 (25) 72 MICI AZA
Pédiatrique Farfan, 2014 (27) 103 LAL 6-MP
Lee, 2015 (9) 132 MICI AZA
Mixte Palmieri, 2007 (35) 422 MICI AZA/6-MP
Kurzawski, 2009 (32) 157 *TR AZA
Gearry, 2004 (28) 147 MICI AZA
Van Dieren, 2005 (40) 109 MICI AZA
Non précisé Breen, 2005 (24) 65 *TH AZA
Allorge, 2005 (20) 41 MICI AZA/6-MP
Steponaitiene, 2016 (36) 82 MICI AZA

*TR : transplantés rénaux, TH : transplantés hépatiques
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Contrairement au génotypage, le phénotypage permet de détecter une diminution de
l'activité de I''TPA potentiellement due a des facteurs non génétiques ou des mutations non
connues et/ou non recherchées. L’étude phénotypique pourrait donc apporter des
informations supplémentaires aux précédentes études génotypiques conduites. Cependant
peu d’équipes (12, 38, 44) ont confronté l'activité enzymatique de I''TPA a la survenue
d’effets indésirables sous médicaments thiopuriques et une seule porte sur des patients
atteints de MICI (12) (Tableau 8).

Tableau 8 : Récapitulatif des études menées sur I'association entre la diminution de I'activité de I'l'TPA
et la survenue d’effets indésirables

Auteurs Population étudiée Résultats obtenus
o Association avec
Xiong, 2009 (44) 155 adultes transplantés rénaux sous AZA - intolérances digestives

- syndrome pseudo-grippal

Association avec
Shipkova, 2011 (12) 160 adultes avec MICI sous AZA - leucopénie
- hépatotoxicité

Association avec

Tanaka, 2012 (38) 60 enfants avec LAL sous 6-MP X P
- hépatotoxicité

Au final, les résultats discordants des nombreuses études réalisées,
principalement génotypiques, ne permettent pas de conclure sur l'utilité ou non
d’instaurer en pratique courante I'étude de I'ITPA chez les patients traités par

médicaments thiopuriques.

iii. Inosine monophosphate deshydrogénase (IMPDH)

L’'IMPDH, présente dans la plupart des tissus, est une enzyme qui catalyse, en
présence d’'un co-substrat, le B-nicotinamide adénine dinucléotide (B-NAD), et d’un cation
monovalent (K*) (199, 200), la conversion de 'inosine monophosphate (IMP) en xanthosine
monophosphate (XMP) (201). Cette activité enzymatique est inhibée par la présence de
certains cations divalents (Mg?*, Ca?") (199). Physiologiquement, elle intervient lors de la
premiére étape limitante de la biosynthése de novo des nucléotides de la guanine (201).
Dans le cadre d’'un traitement thiopurique, elle catalyse la conversion de la 6-thioinosine
monophosphate (6-TIMP) en 6-thioxanthosine monophosphate (6-TXMP) (Figure 6). Cette
enzyme est considérée comme l'enzyme limitante du métabolisme des médicaments

thiopuriques pour la formation des 6-TGN (50).
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Il existe 2 iso-enzymes de 'IMPDH : IMPDH1 et IMPDHZ2. Ces 2 iso-enzymes, qui ont
84% d’acides aminés en commun (9, 202), ont des caractéristiques similaires en termes
d’activité catalytique et de substrat (55). L'IMPDH1 est exprimée dans tous les tissus a I'état
basal. L'IMPDH2, surtout exprimée dans les cellules en prolifération (201), serait une forme
inductible (131). Le géne de 'IMPDH1 est localisé sur le chromosome 7 (203), le géne de
'IMPDH2 se trouve sur le chromosome 3 (201, 204). Il n’a pas été rapporté d’influence de
ldge ou du sexe sur lactivitt de I'lMPDH mesurée dans les cellules mononucléées
sanguines (49, 205), mais cette activité présente une importante variabilité inter-
individuelle avec une distribution non différente d’'une distribution normale (50). Un certain
nombre de polymorphismes génétiques touchant 'IMPDH1 et 'IMPDH2 et pouvant conduire
a une modification de l'activité de cette enzyme, ont été rapportés (131, 206-211). Par
ailleurs, des mutations sur le géne de 'IlMPDH1 ont été décrites comme l'une des causes
possibles de rétinites pigmentaires (207, 208).

Les études portant sur l'implication de cette enzyme dans le cadre des traitements
par médicaments thiopuriques sont beaucoup moins nombreuses que pour la TPMT ou
PITPA (9, 29, 49-53). Un certain nombre de techniques de détermination de l'activité de
I'IMPDH par méthodes radio-marquées (mesure du 3H libéré par I'action de I'IMPDH sur de
la [2,8°H]IMP) (202, 212-214) et chromatographiques, souvent dérivées des méthodes
proposées par Montero et al. (215), et Glander et al. (205, 216), (mesure de '’XMP formée
lors de la conversion enzymatique de I'lMP par I'IMPDH) (49, 50, 217-230) dans le sang total
et les cellules mononucléées sanguines, ont été décrites principalement dans le cadre
d’études sur le mycophénolate. Trés peu de méthodes chromatographiques ont été
développées pour la mesure intra-érythrocytaire (215, 217, 231) et aucune dans le cadre des
traitements de maladies auto-immunes par médicaments thiopuriques. Une technique de
mesure de l'activité de 'MPDH a également été proposée par la mesure du NADH formé
lors de la conversion enzymatique de I'IMP en XMP (208).

L’étude de l'influence de l'activité, dans les cellules mononucléées, de cette enzyme
sur le métabolisme des médicaments thiopuriques, chez des sujets atteints de MICI, a
montré une corrélation négative avec les Me6-TIMP mais aucun lien avec les 6-TGN (50,
51). Un lien a également été rapporté entre une diminution de l'activité de 'IMPDH dans les
cellules mononucléées et un ratio Me6-TIMP/6-TGN supérieur a 20 (51). Une autre étude
menée sur 20 patients souffrants de MICI, résistants au traitement par 'AZA, a exploré le
lien entre cette résistance et I'implication de polymorphismes sur les génes de I'lMPDH1 et 2
(52). Cette étude a montré une mutation génétique chez un seul des 20 patients résistants
indiquant que cette mutation pourrait étre la cause de cette résistance mais ne peut pas

expliquer 'ensemble des résistances aux traitements par AZA (52).
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Concernant le lien entre le polymorphisme génétique de I'lMPDH et I'apparition
d’effets indésirables sous traitement par médicaments thiopuriques, Hareedy et al. (29) ont
rapporté, dans une population pédiatrique atteinte de LAL, une association entre un
polymorphisme sur 'lMPDH 1 et un risque accru de leucopénie tandis que Lee et al. (9),
dans une population pédiatrique atteinte de MICI, ont retrouvé un impact significatif de
polymorphismes touchant 'TMPDH1 et 'IMPDH2 sur les lymphopénies.

Aucune étude n’a été réalisée sur le lien entre lactivité intra-érythrocytaire de
'IMPDH et l'apparition des effets indésirables lors des traitements par médicaments
thiopuriques dans le cadre de pathologies auto-immunes. Comme pour I'I'TPA, au regard des
données actuelles, l'influence de 'IMPDH sur la variabilité des réponses aux médicaments
thiopuriques ne peut pas étre établie (15, 55). D’autres études restent nécessaires afin de
pouvoir conclure sur l'intérét de la mesure de cette enzyme dans le suivi des patients sous

meédicaments thiopuriques.
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TRAVAUX DE RECHERCHE

Ces travaux ont pour objectifs 1) d’évaluer l'activité érythrocytaire de linosine

triphosphate pyrophosphatase (ITPA) et de [linosine monophosphate deshydrogénase

(IMPDH) en lien avec le suivi des métabolites thiopuriques de I'azathioprine (AZA) et le

phénotypage de la thiopurine S-méthyltransférase (TPMT), 2) de rechercher le lien éventuel

entre l'activité de I'I'TPA et la survenue d’effets indésirables observés sous AZA. Plusieurs

étapes ont été nécessaires pour atteindre ces obijectifs :

1-

Développer une méthode de détermination de I'activité de I''TPA intra-érythrocytaire
(Publications N°1 (232) et 2 (233))

Réaliser une étude phénotypique de I''TPA dans une large population de sujets
(Publication 3)

Etudier la relation entre l'activité¢ de I''TPA et le métabolisme des médicaments
thiopuriques (Publication N°3)

Etudier la relation entre I'activité de I'I'TPA et les effets indésirables des médicaments
thiopuriques (Publication N°4)

Etudier la relation entre l'activité de I'I'TPA et la réponse inflammatoire (Publication
N°4)

Développer une méthode de détermination de [Iactivité de [I'IMPDH intra-
érythrocytaire (Publication N°5)

Réaliser une étude phénotypique de I'lMPDH (Rédaction en cours pour publication
N°6)

Etudier la relation entre l'activité de 'IMPDH et le métabolisme des médicaments

thiopuriques (Rédaction en cours pour publication N°6)
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1. Détermination de I’activité intra-érythrocytaire de I'ITPA

Publication 1

Determination of inosine triphosphate pyrophosphatase phenotype in

human red blood cells using HPLC

Citterio-Quentin A, Salvi JP, Boulieu R.

Therapeutic Drug Monitoring 2012; 34: 477-80

L’objectif de ce travail est de mettre au point, optimiser et valider une méthode de
détermination de [lactivité ITPasique intra-érythrocytaire, par chromatographie liquide
couplée a un détecteur a barrette de diodes, applicable sur le méme lysat érythrocytaire que
celui utilisé au laboratoire pour la mesure de I'activité de la TPMT (156).

La méthode développée repose sur la conversion enzymatique de I'l'TP en IMP par
I'ITPA intra-érythrocytaire aprés incubation de lysats érythrocytaires en présence du substrat
de I'ITPA (ITP) et d'un milieu réactionnel optimisé (Tampon TRIS, MgCl,, DTT). La
séparation chromatographique de I'lMP, I'IDP et I'lTP est réalisée sur une phase stationnaire
échangeuse d’ions (Hypersil APS-2), greffée avec des groupements amino-propyl
permettant des interactions ioniques et hydrophobes.

Les composés d’intérét, IMP, IDP et ITP sont élués en moins de 12,5 minutes. Les
coefficients de variations intra et inter-essais sont inférieurs a 5%. Le domaine de linéarité de
la méthode compris entre 5 et 1500 pymol/L d’'IMP est en adéquation avec la variabilité inter-
individuelle observée chez les 73 patients analysés. La constante d’affinité (Kn) et la vitesse
initiale maximale (Vmax) ont été estimées respectivement a 677,4 umol/L et 19,6 ymol/L/min.

La méthode décrite permettra la détermination de l'activit¢ de I'ITPA dans les
érythrocytes de patients et I'étude de la relation entre l'activité de I'l'TPA et la survenue des

effets indésirables observés sous traitement par les médicaments thiopuriques.
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2. Amélioration de Ia méthode de détermination de I’activité
ITPAsique

Publication 2

Determination of inosine triphosphate pyrophosphatase in red blood cells using

HPLC: an improved method

Citterio-Quentin A, Long S, Salvi JP, Moulsma M, Boulieu R.

Therapeutic Drug Monitoring 2014; 36: 689-91

L’objectif de cette étude est d’améliorer la robustesse de la méthode de détermination
de l'activité ITPasique précédemment publiée.

Suite a 'observation d’une perte de résolution des composés au cours de l'utilisation
de la phase stationnaire Hypersil APS-2, une nouvelle phase stationnaire greffée par des
groupements amino-propyl, Luna NH2, a été testée pour I'analyse des nucléotides IMP, IDP
et ITP. Les conditions chromatographiques ont été optimisées. Les performances de la
phase stationnaire Luna NH, ont été comparées a celles de la phase Hypersil APS-2 sur des
échantillons de patients.

La méthode optimisée permet I'élution de I'IMP, I'IDP et I'Il'TP en moins de 14 minutes.
Le domaine de linéarité de la méthode s’étend de 5 a 3000 umol/L d’'IMP et les coefficients
de variations intra et inter-essais sont inférieurs a 10%. Plus de 700 injections ont été
réalisées sans modification de la résolution chromatographique. La comparaison des
activités mesurées dans 2 populations de sujets traités ou non par I'azathioprine (n=99 et
n=126), analysées avec les deux méthodes, n’a montré aucune différence significative.

L’utilisation d’'une nouvelle phase stationnaire avec une gamme d'utilisation de pH
plus étendue a permis d’obtenir des performances chromatographiques similaires a celles
initialement décrites mais avec une robustesse accrue. Cette méthode peut facilement étre

applicable en pratique clinique pour I'étude de I'activité de I'ITPA.
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3. Etude phénotypique de [I'ITPA dans des populations

pédiatriques et adultes traitées ou non par I’azathioprine

Publication 3

ITPA activity in adults and children treated or not by azathioprine: relationship to

TPMT activity, thiopurine metabolites and co-medications

Citterio-Quentin A, Moulsma M, Gustin MP, Boulieu R.

Version révisée soumise a British Journal of Clinical Pharmacology

Cette étude comporte deux objectifs 1/ réaliser une étude phénotypique de I'activité
intra-érythrocytaire de I''TPA dans une large population de sujets et 2/ étudier la relation
entre 'activité de I'I'TPA et le métabolisme des médicaments thiopuriques.

L’activité de I''TPA a été déterminée chez 183 adultes et 138 enfants traités ou non
par I'azathioprine. Les métabolites thiopuriques, 6-TGN et Me6-MPN, ainsi que les activités
de la TPMT et de I'I'TPA ont été mesurés dans les érythrocytes. Une approche par un
modéle de mélange gaussien a été utilisée pour évaluer la distribution de I'activité de I'ITPA.
Il s’agit d’'un modéle statistique qui sert a estimer de fagon paramétrique la distribution de
variables aléatoires en les modélisant comme une somme de plusieurs variables
gaussiennes. Cette méthode de classification non supervisée permet d’identifier des sous-
populations dans une série de données. Le but étant de classer, dans des partitions,
plusieurs échantillons provenant de populations distinctes. Une probabilité a posteriori
d’'appartenance a chacune des classes obtenues est calculée et chaque observation est
affectée a la classe la plus probable. Tout ceci concourt a s’approcher le plus possible de la
distribution recherchée. La variabilité intra-individuelle de I'I'TPA ainsi que l'influence de I'age,
du sexe, du traitement par I'azathioprine et des médicaments généralement associés ont
également été explorées.

Cette étude rétrospective montre une distribution quadrimodale de [activité
ITPasique. Aucune influence de I'age, du sexe, du traitement par AZA et des médicaments
co-prescrits, n’a été retrouvée. Chez les adultes, I'activité de I''TPA n’est pas corrélée aux
concentrations en 6-TGN et Me6-MPN, tandis que chez les enfants une corrélation négative
a été observée entre l'activité ITPasique et la concentration en Me-6MPN (rs=-0,261 ;
p=0,024). Une corrélation positive a également été observée entre les activités de la TPMT
et 'I'TPA dans la population pédiatrique (rs=0,289 ; p=0,001).
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Ces travaux montrent que l'activité de I''TPA n’est pas influencée par les paramétres
non génétiques étudiés et n’a pas d’influence sur les concentrations en 6-TGN et Me6-MPN
dans la population adulte. Une faible corrélation avec les concentrations en Me-6MPN ainsi
qu'avec l'activité de la TPMT a été observée dans la population pédiatrique. Ces résultats
démontrent que I'ITPA n’est pas une enzyme limitante dans la formation des 6-TGN mais
suggére que les enfants avec une activité ITPasique diminuée seraient plus a risque

d’accumuler les dérivés méthylés (Me-6MPN).
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4. Etude des liens entre activité de I'ITPA et effets indésirables

dans une population pédiatrique traitée par I’azathioprine

Publication 4

ITPA activity in children treated by azathioprine: relationship to the occurrence of

adverse events and inflammatory response

Citterio-Quentin A, Moulsma M, Gustin MP, Lachaux A, Boulieu R.

Soumise a British Journal of Clinical Pharmacology

Afin de répondre aux objectifs définis dans ce mémoire, nous avons réalisé une étude
rétrospective a partir des données collectées sur les patients traités pour maladies auto-
immunes et suivis au sein de notre structure. Nous proposons 1) d’étudier la relation entre
l'activité de I''TPA et la survenue d’effets indésirables chez des enfants atteints de maladies
auto-immunes traités par 'AZA, 2) et évaluer le lien entre activité de I'I'TPA et la réponse
inflammatoire observée chez les enfants atteints de Maladies Inflammatoires Chroniques de
I'Intestin (MICI).

106 enfants atteints de maladies auto-immunes traités par I'azathioprine ont été
inclus dans I'étude. Les activites de I''TPA et de la TPMT ainsi que les métabolites
thiopuriques ont été déterminés. Des marqueurs de toxicité, hépatique, hématologique,
pancréatique, de réponse inflammatoire ainsi que des effets indésirables tels que des
intolérances digestives, des arthralgies, des syndromes pseudo-grippaux et des réactions
dermatologiques, incluant rashs cutanés et alopécies, ont été collectés.

Les résultats obtenus ne montrent aucune association significative entre I'activité de
I'ITPA, I'hépatotoxicité, les réactions dermatologiques, les arthralgies, les syndromes
pseudo-grippaux et les intolérances digestives. Concernant la myélotoxicité, une association
est mise en évidence entre l'activité de I'I'TPA et le volume globulaire moyen érythrocytaire
(VGM). Une relation est également observée entre une activité ITPasique élevée et une
augmentation des gammaglobulines qui constitue un marqueur d’inflammation chez les
enfants souffrant de MICI.

Ces observations démontrent que I'activité de I'I'TPA n’est pas associée a 'apparition
d’effets indésirables. La relation mise en évidence entre I'activité ITPasique et les marqueurs
de linflammation nous incite a penser que la détermination de I'activité enzymatique de
I'I'TPA pourrait permettre d’identifier les enfants prédisposés a un syndrome inflammatoire
persistant sous traitement par AZA. Ces résultats devront étre confirmés par des

investigations complémentaires.
80



81



82



83



84



85



86



87



88



89



90



91



92



93



94



95



96



97



98



99



100



101



102



103



104



105



106



107



5. Détermination de I’activité intra-érythrocytaire de 'IMPDH

Publication 5

Determination of inosine 5’-monophosphate dehydrogenase activity in red blood cells

of thiopurine-treated patients using HPLC
Beringer A, Citterio-Quentin A, Obenza-Otero R, Gustin R, Clarke R, Salvi JP, Boulieu R.

Version en cours de révision soumise a Journal of Chromatography B

L’'IMPDH ayant une position centrale dans le métabolisme des thiopurines, nous
avons souhaité développer une méthode de détermination de l'activité de 'MPDH dans les
érythrocytes afin de pouvoir disposer, des activités enzymatiques ainsi que des
concentrations de nucléotides thiopuriques, déterminées a partir d'une méme matrice
biologique, a savoir la matrice érythrocytaire.

La détermination de l'activité de 'IlMPDH est basée sur la transformation de 'lMP en
XMP. L'XMP formée est quantifiee par CLHP sur une phase stationnaire LUNA NH»
échangeuse d’ions présentant des propriétés ioniques et hydrophobes. Les échantillons
sanguins provenant de 142 sujets adultes et enfants, traités ou non par médicaments
thiopuriques, ont été analysés.

L’XMP est éluée en moins de 15 minutes. Les coefficients de variations intra et inter-
essais sont inférieurs a 9% pour des lysats érythrocytaires surchargés avec 2, 40 et
80 umol/L d’XMP. Une forte variabilité inter-individuelle de I'activité de 'I|MPDH est observée.
L’activité de 'IMPDH n’est pas significativement différente entre les sujets non ftraités, la
population adulte et les enfants sous traitement. Une répartition bimodale de I'activité de
'IMPDH est suggérée au vu des données préliminaires obtenues pour I'ensemble des
populations étudiées.

La méthode décrite devrait permettre de définir la distribution phénotypique de
'IMPDH sur une cohorte plus importante de patients traités par les médicaments
thiopuriques et d’étudier le lien entre l'activité intra-érythrocytaire de I'MPDH et les effets

indésirables observés sous traitements thiopuriques.
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6. Etude phénotypique de I'IMPDH dans des populations

pédiatriques et adultes traitées ou non par I’azathioprine

Publication 6

IMPDH activity in adults and children treated or not by azathioprine: relationship to

thiopurine metabolites, ITPA and TPMT activities

Citterio-Quentin A, El Mahmoudi A, Perret T, Ryan A, Beringer A, Lachaux A, Boulieu R.

Publication en cours de rédaction

Dans cette partie, nous présentons les résultats préliminaires de I'étude du
phénotype de I'IMPDH réalisée chez des patients adultes et enfants, sains et atteints de

maladies auto-immunes, traités ou non par I'azathioprine.

Objectifs

1/ Réaliser une étude phénotypique de I'activité intra-érythrocytaire de 'lMPDH dans
les populations précitées.

2/ Etudier la relation entre I'activité de I'lMPDH, le métabolisme des médicaments

thiopuriques et les activités intra-érythrocytaires de I''TPA et de la TPMT.

Méthodes
Sujets inclus

L’activité de 'IMPDH a été déterminée rétrospectivement chez des adultes et des
enfants traités ou non par 'AZA. Les patients pour lesquels une demande de détermination
de l'activité de la TPMT et/ou de STP des métabolites thiopuriques a été prescrite au
laboratoire de Pharmacocinétique Clinique du CHU de Lyon ont été recrutés. Le recrutement
s’est déroulé de janvier 2012 a juin 2016. Les sujets atteints de pathologies auto-immunes,
avant mise sous traitement thiopurique (n=10), et ceux depuis au minimum 2 mois de
traitement par 'AZA a posologie constante (n=124) ont été inclus. 30 patients sans
traitement thiopurique, ni pathologie auto-immune ont également été inclus.

Les échantillons de patients traités par 'AZA pour lesquels une mauvaise observance
a été confirmée par des valeurs de concentrations de 6-TGN + Me6-MPN inférieures a 150
pmol/8.108 cellules ont été exclus (148). De méme, les patients ayant regu une transfusion
sanguine au cours des 3 derniers mois n’ont pas été inclus. Les informations cliniques (date

de naissance, sexe, poids, pathologie, traitement (molécule, posologie, date de début de
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traitement a posologie constante) et biologiques (activités intra-érythrocytaires de la TPMT,
de I''TPA, de 'MPDH et les dosages des métabolites thiopuriques) ont été collectées.
L’analyse de la relation entre lactivit¢ de I'IMPDH et les concentrations en
métabolites thiopuriques a été réalisée en normalisant ces concentrations par la dose
quotidienne d’AZA (pmol/8.108 cellules/mg d’AZA) pour les adultes (218 ans) et par la dose
quotidienne d’AZA par kilogramme (pmol/8.108 cellules/(mg d’AZA/kg)) pour les enfants (<18

ans). Pour cette étude, seuls les sujets avec une activité de la TPMT normale ont été inclus.

STP des métabolites thiopuriques et détermination de l'activité de la TPMT, de I'ITPA et de
'IMPDH

Les concentrations en métabolites thiopuriques, 6TGN et Me-6MPN ainsi que les
activités de la TPMT, de I'I'TPA et de 'IMPDH ont été déterminées dans les érythrocytes a
'aide des méthodes précédemment décrites (123, 156, 232, 233) et dans la publication 5

présentée dans ce travail (Beringer et al. 2016) (lll,5).

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel XLSTAT® version
2013.4.08 (Adddinsoft, NC, USA). Un test de corrélation de Spearman a été utilisé pour
étudier le lien entre les différentes variables quantitatives. L’activité de I'IMPDH a été
comparée entre les différents groupes par des tests de Mann et Whitney et entre plusieurs
groupes indépendants par des tests de Kruskal-Wallis.

Pour 'étude de l'influence de I'age sur l'activité de 'IMPDH, 4 groupes d’ages ont été
identifiés dans la population pédiatrique (0-3, 3-6, 6-12 et 12-18 ans) et 2 groupes dans la
population adulte (18-75 et 275 ans).

Un modéle de mélange gaussien a été utilisé pour évaluer la distribution de I'activité
de 'IMPDH dans la population totale. Un test exact de Fisher a été mis en place pour la
comparaison des distributions entre les différents groupes étudiés.

Une valeur de p inférieure a 0,05 a été considérée comme significative.
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Résultats

Sujets inclus
Les caractéristiques de la population étudiée sont présentées dans le tableau 1 :

Tableau 1 : Caractéristiques de la population étudiée

Population Population
adulte pédiatrique
Nombre de sujets, n (hommes/femmes) 97 (41/56) 67 (34/33)
Activité de 'lMPDH (nmol XMP/g Hb/h) (médiane; n (%))  10,3; 97 (100) 8,1; 67 (100)
Normale <21 7,9; 81 (83,5) 7,4; 61 (91,0)
Elevée =21 26,4; 16 (16,5) 23,6; 6 (9,0)
Activité de I''TPA (umol IMP/g Hb/h) (médiane; n (%)) 48,2; 84 (100) 55,1; 63 (100)
Déficitaire <5 /;0(/) 2,1;1(1,6)

Intermédiaire [5-34]
Normale [34-70]
Elevée 270

Non disponible

19,7; 19 (22,6)
50,7; 55 (65,5)
77,3; 10 (11,9)
/13 (/)

22,3; 16 (25,4)
54,7: 28 (44.,4)
80,0; 18 (28,6)
154 (/)

Activité de la TPMT (nmol/h/mL) (médiane; n (%))

19,7; 65 (100)

20,3; 64 (100)

Déficitaire <5 /; 0 (0) /; 0 (0)
Intermédiaire [5-16] 10,6; 6 (9,2) 11,8; 8 (12,5)
Normale [16-28] 19,9; 57 (87,7) 20,3; 49 (76,6)
Elevée 228 29,5,2 (3,1) 32,1;7 (10,9)
Non disponible /; 32 (/) ;3 (/)

Sujets traités par azathioprine, n (%) 64 (66,0) 60 (89,6)

Sexe, n (%)

Hommes 28 (43,7) 33 (55,0)
Femmes 36 (56,3) 27 (45,0)

Age (années), médiane; (min-max)

34,4; (18,0-79,3)

13,3; (3,0-17,7)

Pathologies, n (%)

Maladie inflammatoire chronique de I'intestin
Hépatite auto-immune

Lupus érythémateux disséminé
Associations de pathologies auto-immunes
Autres pathologies auto-immunes

41 (64,0)
8 (12,5)
3(4,7)
3(4,7)
9(14,1)

48 (80,0)
9 (15,0)
0 (0)

0 (0)
3(5,0)

Dose journaliére d’azathioprine, médiane; (min-max)

mg
mg/kg

100,0; (25-200)
/

/
1,88; (0,74-3,31)

6-TGN (pmol/8.108 cellules), médiane; n (%)

<250
250-450
>450

374,5; 64 (100)
195,0; 14 (21,9)
334,0; 28 (43,8)
742,0; 22 (34,3)

415,5; 60 (100)
174,5; 12 (20,0)
352,0; 21 (35,0)
699,0; 27 (45,0)

Me6-MPN (pmol/8.108 cellules), médiane; n (%)

<6000
>6000

422,5; 60 (93,7)

(
(
477,0; 64 (100)
(
7854,5; 4 (6,3)

712,5; 60 (100)
661,0; 59 (98,3)
6031,0; 1 (1,7)

Sujets non traités par azathioprine, n (%) 33 (34,0) 7(10,4)

Sexe, n (%)
Hommes 13 (39,4) 1(14,3)
Femmes 20 (60,6) 6 (85,7)

Age (années), médiane; (min-max)

35,7; (21,3-80,9)

11,8; (4,7-16,8)
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Etude phénotypique de I'IMPDH

La distribution de rlactivit¢ de 'IMPDH a été évaluée sur les 164 sujets inclus.

L’utilisation d’'un modele de mélange gaussien a permis d’identifier une distribution bimodale

dans I'ensemble de la population étudiée (Figure 1). 6 individus (3,7%) présentent une

activité tres élevée (> a 30 nmol XMP/g Hb/h). Cette distribution bimodale se retrouve dans

les 6 sous-groupes identifiés (Hommes/Femmes, Adultes/Enfants, Traités/Non traités par
AZA (Test exact de Fisher : p=0,369 ; p=0,243 et p=0,182 respectivement).
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Figure 1 : Distribution de l'activité de 'lMPDH, (a) dans la population totale (n=164) et scattergram de
'activité de I'lMPDH en fonction du phénotype de 'lMPDH, (b) chez les adultes (n=97), (c) chez les
enfants (n=67), (d) chez les hommes (n=75), (e) chez les femmes (n=89), (f) chez les sujets traités par
AZA (n=124), (g) chez les sujets non traités par AZA (n=40).
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Etude de linfluence de l'dge, du sexe, du traitement par I'AZA et de la pathologie sur
l’activité de I'IlMPDH

Aucune différence d’activité de 'lMPDH n’a été mise en évidence entre les adultes et

les enfants (p=0,261), les hommes et les femmes (p=0,692) et entre les sujets traités ou non
par AZA (p=0,095). La comparaison de l'activit¢ entre les différentes classes d’age ne
montre aucune différence significative (p=0,074). Aucune différence d’activité de I'lMPDH n’a

également été observée entre les différentes pathologies auto-immunes étudiées (p=0,122).

Lien entre les activités intra-érythrocytaires de I'IMPDH, de I'lTPA et de la TPMT

Aucune corrélation n’a été observée entre les 3 activités étudiées, aussi bien dans la

population totale que chez les adultes ou chez les enfants étudiés séparément.

Lien entre l'activité de 'IMPDH et les métabolites thiopuriques

Dans la population adulte et pédiatrique, aucun lien n’a été mis en évidence entre
lactivité¢ de I'lMPDH et les concentrations en 6-TGN normalisés (Figures 2a et 2d).
Concernant les dérivés méthylés normalisés (Me-6MPN), une corrélation négative a été mise
en évidence dans les 2 populations étudiées (rs=-0,335 p=0,014 et rs=-0,383 p=0,012
respectivement) (Figures 2b et 2e). Une corrélation négative est également retrouvée dans
la population adulte entre l'activité de 'lMPDH et le ratio Me6-MPN/6-TGN (rs=-0,348
p=0,010) (Figure 2c).
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Figure 2 : Concentrations en (a) 6-TGN normalisés, (b) Me6-MPN normalisés et ratio Me6-MPN/6-
TGN en fonction de l'activité de I'lMPDH dans la population adulte, concentrations en (d) 6-TGN
normalisés, (e) Me6-MPN normalisés et (f) ratio Me6-MPN/6-TGN en fonction de I'activité de 'lMPDH
dans la population pédiatrique.
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Discussion

Ces données préliminaires révelent une répartition bimodale de I'activité de 'lMPDH
avec un phénotype d’activité normale maijoritaire et un phénotype d’activité élevée. Quelques
patients ont une activité trés élevée. Aucune donnée n’est disponible dans la littérature sur la
distribution de I'activité de 'I[MPDH intra-érythrocytaire. Seule une étude réalisée sur I'activité
de I'IMPDH dans les cellules mononucléées sanguines rapporte une distribution non
différente d’une distribution normale (50).

Aucune influence de I'adge, du sexe, du traitement par AZA et de la pathologie, n'a
été retrouvée. Ces résultats confirment les résultats observés dans les travaux antérieurs
(Publication 5) et sont en accord avec les travaux de Weigel et al. (214) basés sur la
détermination de I'activité de I'lMPDH érythrocytaire par une méthode radio-marquée et qui
ne rapportent aucune différence entre l'activité de I'lMPDH intra-érythrocytaire déterminée
chez des patients traités par I'AZA par rapport a des sujets sains. D’autres auteurs (49, 205)
n’ont pas observé d’influence de I'age ou du sexe sur l'activité de 'IlMPDH mais dans ces
études, I'activité de 'IMPDH a été mesurée dans les cellules mononucléées sanguines.

Peu détudes ont été rapportées sur linfluence de lactivit¢ de I'lMPDH sur le
métabolisme des médicaments thiopuriques (50, 51, 53) et aucune ne s’est intéressée a
lactivité de 'IMPDH dans les érythrocytes dans le cadre de maladies auto-immunes. Bien
que considérée comme l'enzyme limitante dans la formation des nucléotides de la 6-
thioguanine (50), nous ne retrouvons pas d’association entre [lactivit¢ de I'MPDH
érythrocytaire et les 6-TGN et ceci quelle que soit la population étudiée. Dans des études
antérieures réalisées sur des patients adultes atteints de MICI et traités par des
médicaments thiopuriques, aucune relation entre les 6-TGN et l'activit¢ de I'IMPDH
déterminée dans les cellules mononucléées n'a été retrouvée (50, 51). Concernant les
dérivés méthylés, nous avons mis en évidence une corrélation négative entre l'activité
érythrocytaire de 'IMPDH et les Me6-MPN. Ce résultat est en adéquation avec le schéma
métabolique des thiopurines. Une relation entre l'activité de I'IMPDH dans les cellules
mononucléées et les concentrations en Me-6TIMP, dérivés méthylés minoritaires des Me-
6MPN (126-128), a été rapportée (50, 51). Enfin, nous avons retrouvé dans la population
adulte un lien entre l'activité de 'MPDH et le ratio Me-6MPN/6-TGN, ratio plusieurs fois
décrit comme inversement corrélé a l'efficacité thérapeutique des médicaments thiopuriques
(16, 80, 140, 147). Haglund et al. (51) rapportent une activité de 'lMPDH dans les cellules
mononucléées plus basse chez les patients avec un ratio Me6-TIMP/6-TGN supérieur a 20
par rapport aux patients avec un ratio inférieur a 20. L’ensemble de ces résultats suggérent
que l'activité de 'MPDH érythrocytaire pourrait étre le reflet de I'activité lymphocytaire. Ceci
tend a confirmer que la matrice érythrocytaire pourrait constituer une excellente alternative a

la matrice lymphocytaire, avec en particulier des méthodes d’isolement moins fastidieuses et
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plus rapides. Nos résultats pourraient suggérer également que les patients traités par 'AZA
et présentant une activité de I'lMPDH érythrocytaire plus faible seraient susceptibles d’avoir
des dérivés méthylés plus élevés, potentiellement hépatotoxiques. Ces résultats méritent
d’étre confirmés par linclusion de patients supplémentaires afin d’essayer d’identifier un
seuil en dessous duquel le risque d’hépatotoxicité est majoré.

D’autre part, aucun lien na été établi entre les 3 enzymes du métabolisme des
thiopurines étudiées : ITPA, IMPDH et TPMT.

Pour conclure, la détermination de I'activité de 'MPDH dans les érythrocytes pourrait
étre proposée pour le suivi thérapeutique de patients atteints de MICI et traités par les
meédicaments thiopuriques. Le choix de la matrice érythrocytaire comme matrice unique pour
le suivi des métabolites thiopuriques ainsi que des enzymes polymorphiques impliquées
dans le métabolisme des thiopurines apparait pertinent et pourrait constituer une alternative
intéressante a une matrice lymphocytaire.

L’ensemble de ces observations mérite d’étre confirmé sur une cohorte de patients

plus importante.
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IV. DISCUSSION GENERALE

La réponse clinique aux médicaments thiopuriques est sujette a une importante
variabilité inter-individuelle. Cette variabilité, qui se manifeste aussi bien au niveau de
I'efficacité (16) que dans I'apparition fréquente d’effets indésirables (12-15), pourrait étre en
partie expliquée par le polymorphisme des enzymes impliquées dans le métabolisme de ces
médicaments. Parmi les nombreuses enzymes participant a ce métabolisme, le
polymorphisme de la TPMT est tenu responsable de I'apparition d’'une partie de la toxicité
hématologique qui reste I'un des effets indésirables les plus sévéres. Cependant, la
variabilité génétique de la TPMT n’explique que 30 a 60% de I'ensemble des effets
indésirables observés (19). A ce jour, une partie de ces effets indésirables survenant chez
les patients sous médicaments thiopuriques reste donc inexpliquée. Les résultats des études
précédemment réalisées sur les polymorphismes génétiques d’autres enzymes impliquées
dans ce métabolisme sont discordants et n‘ont pas permis d’associer de fagon formelle
mutation génétique et survenue d’effets indésirables. Une approche alternative par le versant
phénotypique, reflet direct de I'activité enzymatique, prenant en compte I'ensemble des
polymorphismes génétiques, connus ou non, ainsi que toutes les variations non génétiques,
pourrait apporter de nouveaux éléments dans 'existence éventuelle d’'une telle association.
L’'objectif de ce travail est donc d’étudier l'activité d’enzymes du métabolisme des
médicaments thiopuriques dans le but d’optimiser les traitements thiopuriques en gastro-
entérologie.

Les enzymes étudiées doivent occuper une position stratégique dans le métabolisme
des médicaments thiopuriques, présenter une variabilité inter-individuelle sans
retentissement clinique facilement identifiable et avoir été peu explorées d’un point de vu
phénotypique. Parmi les nombreuses enzymes impliquées dans le métabolisme des
médicaments thiopuriques, deux, parmi d’autres, répondaient a ces critéres et ont été
sélectionnées dans ce travail : 'TPA et 'IMPDH.

En pratique courante, les métabolites 6-TGN et Me-6MPN, utilisés pour le suivi
thérapeutique pharmacologique des médicaments thiopuriques, sont dosés dans les
érythrocytes. L’activité de la TPMT est également déterminée dans cette méme matrice. Le
choix des érythrocytes pour la détermination de l'activité enzymatique de I'I'TPA et de
'IMPDH permet donc de compléter I'exploration du métabolisme des thiopurines dans une
matrice unique et de réaliser une étude globale de ce métabolisme intra-érythrocytaire. De
plus, bien que reflétant moins directement I'action des médicaments thiopuriques qu’une
matrice lymphocytaire, des transferts dynamiques intercellulaires des métabolites
thiopuriques ont été décrits (234, 235), confirmant que la matrice érythrocytaire, aisément

accessible, peut étre une alternative intéressante a la matrice lymphocytaire.
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Détermination de l'activité de I'I'TPA dans les érythrocytes

La mesure de l'activité intra-érythrocytaire de I''TPA par méthode chromatographique
est peu décrite dans la littérature (44, 188, 191, 194-196). La premiére étape de ce travail a
consisté en la mise au point, 'optimisation et la validation d’'une technique de détermination
de l'activité de 'I'TPA dans les érythrocytes humains (Publication N°1) (232). Le principe de
la méthode repose sur le dosage de I'lMP formée par la conversion enzymatique de I'I'TP par
PITPA intra-érythrocytaire. Dans un premier temps, une méthode chromatographique
permettant la séparation de I'lMP, I'ITP ainsi que I'IDP a été développée. Pour des raisons
de simplicité et de praticabilité, un mode isocratique associé a une phase mobile constituée
de tampon phosphate acidifié a été choisi. La phase stationnaire sélectionnée est une
colonne Hypersil APS-2 (3 um, 4,6x150 mm, Thermo Scientific®) greffée avec des
groupements amino-propyl. Cette phase stationnaire permet des échanges ioniques grace
aux fonctions amines ainsi que des interactions hydrophobes via ses groupements propyl.
Une molarité de phase mobile a 400 mmol/L a été retenue pour permetire la séparation
chromatographique des trois composés d’intérét structurellement trés proches. Nos essais
ont montré que l'influence de la molarité de la phase mobile était plus importante que celle
du pH sur les temps de rétention des trois nucléotides d’intérét. Dans ces conditions de forte
molarité, la séparation chromatographique de I'IMP, I'IDP et I'I'TP est obtenue avec une
excellente résolution en moins de 12,5 minutes et présente l'avantage par rapport a
certaines méthodes publiées précédemment (44, 188, 191) de détecter également I'IDP,
potentiel interférent chromatographique, et I'I'TP pouvant servir de contréle pour la réaction
enzymatique, celle-ci étant consommée proportionnellement a la formation de I'IlMP.

Dans un deuxiéme temps, nous avons optimisé la composition du milieu réactionnel
(substrat (ITP), tampon TRIS, MgCl,, DL-dithiothréitol (DTT)) ainsi que les conditions
d’'incubation (pH, durée d’incubation et volume d’échantillon). Nos résultats ont montré que
I'utilisation des fortes concentrations en DTT rapportées dans la littérature (44, 188) n’étaient
pas nécessaires. De méme, la concentration finale optimale en ITP est de 3 mmol/L. Enfin,
la technique d’arrét de la réaction enzymatique par la chaleur retenue, permet de s’affranchir
des étapes d’acidification puis de neutralisation du milieu mises en place dans les
techniques précédemment décrites (44, 188, 191, 194-196). La déprotéinisation par la
chaleur évite ainsi de diluer I'échantillon et diminue le temps nécessaire a I'étape d’arrét de
la réaction.

Le choix de conditions opératoires appropriées a permis de proposer une méthode de
détermination de l'activité ITPasique présentant de trés bonnes performances analytiques.
Dans l'objectif de tester cette méthode en conditions réelles, nous I'avons appliquée a 73
lysats érythrocytaires de patients traités ou non par 'AZA. Les résultats obtenus montrent

que le domaine d’analyse proposé est parfaitement adapté aux activités mesurées dans une
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population générale et aucune interférence chromatographique n'a été retrouvée.
Cependant, en cours d’utilisation, la phase stationnaire initialement sélectionnée a présenté
un manque de robustesse qui s’est manifesté par une perte plus ou moins rapide du pouvoir
de rétention en fonction des lots de colonnes utilisés. Une autre phase stationnaire, Luna
NHz : (3 um, 4,6x150 mm, Phenomenex®), équipée d'une pré-colonne (SecurityGuard
Cartridges, 4x3,0 mm, Phenomenex®), greffée également par des groupements amino-
propyl, a été testée (Publication N°2) (233). Cette phase stationnaire se différencie
principalement de la premiére par une gamme d’utilisation de pH plus étendue. Une
optimisation des conditions chromatographiques a été réalisée et une validation compléte de
la méthode a été effectuée. Les performances chromatographiques obtenues sont
comparables a celles précédemment décrites mais avec une robustesse accrue. Plus de 700
injections ont pu étre ainsi réalisées sans modification des temps de rétention ou de I'aspect
des pics chromatographiques. Une comparaison des activités mesurées dans une population
analysée avec I'ancienne méthode et une population analysée avec la nouvelle n’a montré

aucune différence significative.

Etude phénotypique de I''TPA

Aucune étude portant sur une large population de patients n’a été conduite a ce jour
sur la relation éventuelle entre l'activité de ''TPA et le profil métabolique des médicaments
thiopuriques. Une étude rétrospective portant sur 321 sujets adultes et enfants incluant 228
patients atteints de maladies auto-immunes traités par 'AZA a donc été mise en ceuvre afin
d’étudier l'influence de l'activité ITPasique sur le métabolisme des thiopurines (Publication
N°3). Des patients traités par AZA depuis au minimum 2 mois, n’ayant pas eu de transfusion
au cours des 3 derniers mois et dont 'observance a été évaluée par le STP des métabolites
thiopuriques ont été inclus dans I'étude.

L’approche statistique basée sur un modéle de mélange gaussien nous a permis
d’identifier 4 phénotypes d’activité de I'I'TPA dans la population étudiée avec 1% de sujets
déficitaires, 20% de sujets intermédiaires, 61% de sujets a activité normale et 18% a activité
élevée. La distribution quadrimodale a également été observée dans les 6 sous-populations
étudiées (hommes, femmes, adultes, enfants, traités et non traités par AZA) en particulier
dans la population pédiatrique pour laquelle aucune donnée sur la distribution phénotypique
de I'ITPA n’était disponible. Une distribution bimodale de I'activité ITPase a été rapportée
dans la littérature dans des populations adultes (44, 188, 191, 195, 196), cependant
I'évaluation de cette distribution a été réalisée uniquement sur la base d’une analyse visuelle
des histogrammes. L’étude de l'influence de I'dge, du sexe, du traitement par I'AZA et des
meédicaments classiquement co-prescrits n’a pas montré de différence significative sur

l'activité de I'TPA. Enfin, la variabilité intra-individuelle de I'activité ITPasique, étudiée chez
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32 sujets atteints de maladies auto-immunes traités ou non par 'AZA, s’est révélée trés
faible suggérant une influence négligeable des paramétres non génétiques sur I'TPA. A
notre connaissance, aucune donnée sur la variabilité intra-individuelle n’a été rapportée a ce

jour.

Relation entre I'activité de I'ITPA et le métabolisme des médicaments thiopuriques

Peu de données ont été rapportées quant a linfluence de [I'ITPA sur les
concentrations en métabolites thiopuriques et I'activité de la TPMT. Certains auteurs (12, 37,
78) suggérent que des patients avec une faible activité de I''TPA présenteraient une
concentration plus élevée de 6-TITP conduisant a une accumulation de Me6-TITP principal
composant des Me6-MPN dans les érythrocytes (126-128). Les données que nous avons
obtenues dans la population pédiatrique montrent qu'une activité ITPasique basse est
significativement corrélée a des concentrations en Me6-MPN plus élevées qui pourraient étre
associées a un risque d’hépatotoxicité (16, 146-149). Ces résultats corroborent des données
rapportées dans le cadre des études génotypiques sur des populations pédiatriques (37,
146). Dans la population pédiatrique, la détermination de I'activité ITPA avant traitement
pourrait donc sensibiliser le clinicien sur le risque d’hépatotoxicité et l'inciter a renforcer le
suivi des marqueurs hépatiques associé a une surveillance des concentrations en Me6-
MPN. Nous observons également dans la population pédiatrique, un lien entre I'activité de
I'ITPA et l'activité de la TPMT, cependant des investigations complémentaires sont requises
pour expliciter ces résultats. Concernant la population adulte, aucun lien n’a été observé
entre l'activité ITPasique et les métabolites thiopuriques ainsi que l'activité de la TPMT
suggeérant que I'I'TPA ne serait pas une enzyme limitante dans la formation des métabolites

thiopuriques intra-érythrocytaires.

Relation entre I'activité de I'I'TPA et les effets indésirables des médicaments thiopuriques
Peu d’études ont été rapportées sur le lien entre le phénotype de I'ITPA et les effets
indésirables observés chez des patients traités par 'AZA (12, 44). Dans la population adulte,
une association entre une diminution de I'activité en ITPA et la survenue de leucopénie a été
décrite (12) ainsi qu’une incidence plus élevée d’hépatotoxicité chez des patients présentant
une tres faible activité ITPasique (12). Dans une population pédiatrique atteinte de LAL sous
6-MP, une incidence plus élevée d’hépatotoxicité chez les sujets présentant une faible
activité ITPA a également été décrite (38). Aucune étude n’ayant été réalisée sur une
population pédiatrique atteinte de maladies auto-immunes, nous avons initi€ une étude
rétrospective sur 106 enfants présentant une pathologie auto-immune traitée par I'AZA
(Publication N°4). Cette étude avait pour objectif de rechercher I'implication éventuelle de

l'activité de I'I'TPA dans la survenue des effets indésirables observés sous AZA et d’étudier
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limpact de cette activité sur la réponse inflammatoire. Des marqueurs hématologiques,
hépatiques, pancréatiques, ainsi que des signes cliniques tels que des intolérances
digestives, des arthralgies, des syndromes pseudo-grippaux et des réactions
dermatologiques incluant rashs cutanés et alopécies ont été collectés. Dans la population
pédiatrique étudiée, aucun lien n’a été établi entre activité de I''TPA et les marqueurs
d’hépatotoxicité ainsi qu’avec les signes cliniques étudiés. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus dans des populations pédiatriques atteintes de MICI dans le cadre d’études
sur le génotype de I'TPA (9, 25). Nos observations doivent cependant étre modulées du fait
du caractére rétrospectif de I'étude et du nombre trés faible de certains effets indésirables
observés en particulier hépatiques. Concernant les effets myélotoxiques, fréquemment
rencontrés dans la population que nous avons étudiée, seule une association a été mise en
évidence entre I'activité de I''TPA et le volume globulaire moyen érythrocytaire (VGM). Une
relation significative a également été observée entre une activité ITPasique élevée et une
augmentation des gammaglobulines qui constitue un marqueur d’inflammation. Ces deux
observations suggérent que les enfants atteints de MICI, présentant une activité ITPasique
élevée sous AZA, présenteraient plus fréquemment un syndrome inflammatoire, cause
potentielle de rechute. La mesure de I'activité de I'I'TPA dans cette population permettrait aux
cliniciens d’anticiper un risque plus important d’'inflammation persistante et d’élaborer ainsi
une stratégie thérapeutique de suivi et si besoin de traitement de ce syndrome

inflammatoire. Ces résultats devront étre confirmés par d’autres études.

Détermination de l'activité de 'IlMPDH dans les érythrocytes

L'IMPDH est une enzyme polymorphique impliguée dans la modulation de la
formation des 6-TGN responsables des effets myélotoxiques de I'AZA. L’implication
éventuelle de 'lMPDH dans la survenue des effets indésirables et dans la variabilité de la
réponse observée sous traitements thiopuriques a été peu étudiée (50, 51) bien qu’'un lien
entre une mutation de 'MPDH et un cas de résistance a 'AZA (52) ainsi que des relations
entre des polymorphismes de 'IlMPDH et un risque accru de myélotoxicité (9, 29) aient été
rapportés. Sachant que I'activité de 'lMPDH est située majoritairement dans les érythrocytes
(217) et que cette matrice est plus aisée a isoler que les cellules mononucléées, la
détermination de l'activité de 'IMPDH a été mise au point dans les érythrocytes (Publication
N°5). De plus, comme précisé préecédemment, la détermination de I'activité de 'IMPDH dans
la méme matrice que celle utilisée pour le suivi des métabolites thiopuriques ainsi que pour
le phénotypage de la TPMT et de I'I'TPA nous apparait pertinent.

Trés peu d’études sur la mesure d’activité de I'IMPDH dans les érythrocytes par

techniques chromatographiques ont été décrites (215, 217, 231). Le principe de la méthode
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est basé sur le dosage de 'XMP formée aprés incubation de lysats érythrocytaires en
présence du substrat de I'enzyme (IMP) et de ses cofacteurs. L'’XMP est analysée sur une
phase stationnaire échangeuse d’'ions, Luna NH; : (3 um, 4,6x150 mm, Phenomenex®),
équipée d’'une pré-colonne (SecurityGuard Cartridges, 4x3,0 mm, Phenomenex®) et éluée
par du tampon phosphate (280 mmol/L). Le milieu réactionnel et les conditions d’incubation
ont été optimisés. Des concentrations finales de 5 mmol/L d'IMP, 0,3 mmol/L de B-NAD, 0,2
mol/L de KCI et 5 mmol/L d’EDTA se sont avérées optimales. Nous avons observé que des
concentrations en B-NAD supérieures a 0,5 mmol/L sont associées a une diminution de
l'activité¢ de I'IMPDH. Nous avons également montré qu'un pH de 8,5 conduit a une
augmentation de l'activité de 'IMPDH par rapport a un pH de 7,4 tel que décrit dans la
littérature (215, 231).

L’application de cette méthode a 142 lysats érythrocytaires provenant de sujets
adultes et enfants traités ou non par des médicaments thiopuriques a montré une importante
variabilité inter-individuelle de 'lMPDH érythrocytaire. Aucune différence significative n’a été
observée dans lactivité de I'IMPDH entre les sujets non traités par médicaments

thiopuriques, la population adulte et les enfants sous traitement.

Etude phénotypique de 'lMPDH

Peu détudes ont été rapportées sur l'influence de lactivit¢ de I'MPDH sur le
métabolisme des médicaments thiopuriques (50, 51, 53), et aucune ne s’est intéressée a
lactivité de 'IMPDH dans les érythrocytes dans le cadre de maladies auto-immunes. Une
étude phénotypique de 'lMPDH, associée a I'exploration du lien potentiel entre I'activité de
'IMPDH et le métabolisme des médicaments thiopuriques a été initiée dans ce travail
(Publication N°6). L’activité de 'MPDH a été déterminée rétrospectivement chez 97 adultes
et 67 enfants traités ou non par 'AZA. Les modalités de recrutement ont été les mémes que
pour I'étude phénotypique réalisée sur I'ITPA. Les résultats préliminaires obtenus dans cette
étude rapportent une répartition bimodale de I'activité intra-érythrocytaire de 'lMPDH avec
un phénotype a activité normale majoritaire (86,6%) et un phénotype d’activité élevée
(13,4%). Quelques patients (3,7%) présentent une activité trés élevée. Aucune influence de
l'age, du sexe, du traitement par AZA ainsi que de la pathologie n’a été retrouvée. A notre
connaissance, aucune donnée sur la distribution de l'activité de 'IMPDH érythrocytaire n’a

été rapportée.
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Relation entre l'activité de 'lMPDH et le métabolisme des médicaments thiopuriques

Au vu des connaissances actuelles, et de par sa position centrale dans le
métabolisme des thiopurines, une diminution de I'activité de 'lMPDH pourrait s’accompagner
d’'une diminution de la formation des 6-TGN et d’'une augmentation des concentrations en
dérivés méthylés. Aucune influence de I'activité de 'IMPDH sur les concentrations en 6-TGN
dans les populations adultes et pédiatriques étudiées n’a été mise en évidence mais une
corrélation négative avec les concentrations en Me-6MPN a été observée. Une corrélation
négative entre le ratio 6-MeMPN/6-TGN, plusieurs fois décrit comme inversement corrélé a
I'efficacité thérapeutique des médicaments thiopuriques (16, 80, 140, 147) et l'activité de
cette enzyme a également été mise en évidence dans la population adulte. Ces résultats, en
accord avec de précédents travaux réalisés sur l'activité de I'lMPDH mesurée dans des
cellules mononucléées (50, 51), suggérent que 'IlMDPH ne soit pas une enzyme limitante
dans la formation des 6-TGN mais confirment que les patients avec une activité de I'lMPDH
diminuée seraient plus a risque d’avoir des dérivés méthylés plus élevés impliquant une

potentielle hépatotoxicité.
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V. CONCLUSION

Les travaux rapportés dans cette thése ont permis d’apporter des informations sur la
distribution de l'activité de I''TPA et de 'lMPDH, d’évaluer le lien entre ces activités et les
métabolites thiopuriques chez des patients atteints de maladies auto-immunes traités par les
médicaments thiopuriques et de suggérer une optimisation du suivi thérapeutique de ces

traitements. Les points marquants sont les suivants :

- Le développement de la détermination de I'activité de I'I'TPA et de I'IMPDH associée
a celle de la TPMT sur une matrice unique de lysat érythrocytaire obtenue a partir d’'un faible
volume de sang total constitue un atout majeur en particulier pour le suivi de la population

pédiatrique.

- L’approche du modéle de mélange gaussien a permis d’identifier une distribution
quadrimodale de [lactivitt¢ de I'ITPA avec un phénotype déficitaire, un phénotype
intermédiaire, un phénotype normal et un phénotype a activité élevée chez les patients

traités par AZA ainsi que chez les sujets non traités.

- Aucune influence de I'age, du sexe, du traitement par 'AZA et des médicaments
classiquement co-prescrits, sur l'activité de I'I'TPA n'a été mise en évidence. Une faible
variabilité intra-individuelle de l'activité ITPasique a été observée évoquant une influence

négligeable des facteurs environnementaux sur I'I'TPA.

- Dans la population pédiatrique, l'activité de I''TPA basse est significativement
corrélée a une augmentation des dérivés nucléotidiques méthylés suggérant un risque

d’hépatotoxicité accru.

- La relation mise en évidence entre I'activité ITPasique et le volume globulaire moyen
ainsi que les gammaglobulines dans la population pédiatrique atteinte de MICI nous incite a
penser que la détermination de 'activité enzymatique de I'l'TPA pourrait permettre d’identifier

les enfants prédisposés a un syndrome inflammatoire persistant sous traitement par AZA.

- Une forte variabilité inter-individuelle de I'activité de 'IMPDH a été observée dans les
différentes populations étudiées. L’étude de la répartition de [lactivité de I'MPDH
érythrocytaire suggeére une distribution bimodale avec quelques individus identifiés avec une

activité élevée.
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- L’age, le sexe, la pathologie et le traitement par 'AZA n'ont pas d'influence sur
I'activité de 'IMPDH.

- Une relation entre les Me-6MPN et I'activité de 'IMPDH a été détectée aussi bien
dans la population adulte que pédiatrique. Concernant le ratio 6-MeMPN/6-TGN, une
corrélation négative a été mise en évidence dans la population adulte. Ces observations

nécessitent d’étre confortées par des investigations complémentaires

VI. PERSPECTIVES

Les résultats obtenus dans la population pédiatrique sur I'implication de I''TPA, dans
les effets indésirables observés et sur la réponse inflammatoire lors de traitement par les
médicaments thiopuriques, nous incitent a poursuivre I'analyse des données collectées sur
la population adulte.

L’influence potentielle de I'activité de 'IlMPDH, dans la survenue des effets indésirables
imputés aux thiopurines, sera analysée dans la population adulte et la population
pédiatrique.

Enfin, le métabolisme des thiopurines étant complexe, la variabilité d’'une seule enzyme
ne peut probablement pas expliquer 'ensemble des effets indésirables observés. L’étude de
l'impact combiné des différentes enzymes étudiées, ITPA, IMPDH et TPMT, sur la variabilité

de la réponse aux traitements thiopuriques sera donc envisagée.
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