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INTRODUCTION 
 
 
 
 

Les immunosuppresseurs sont des traitements inhibant la réponse immunitaire. 

Ainsi, ils sont indiqués dans de nombreuses maladies auto-immunes et inflammatoires 

liées à une hyperactivité du système immunitaire. Les médicaments immunosuppresseurs 

sont également utilisés en prophylaxie chez les patients greffés afin d’empêcher l’organe, 

le tissu ou des cellules transplantés soient attaqués par le système immunitaire du 

receveur conduisant à un rejet. Les patients reçoivent, le plus souvent, une association de 

plusieurs immunosuppresseurs agissant différemment sur une partie spécifique du 

système immunitaire. Malheureusement, ces médicaments utilisés pour 

l’immunosuppression agissent à d’autres endroits de l’organisme entraînant des effets 

indésirables liés à l’immunosuppression (infections, cancers) et liés à la toxicité « non 

immune ». 

 

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) est défini par l’Association 

Internationale de Suivi Thérapeutique Pharmacologique et de Toxicologie Clinique 

(IATDMCT) comme « une spécialité clinique pluridisciplinaire visant à améliorer la prise 

en charge du patient en ajustant individuellement la dose de médicaments pour lesquels 

le bénéfice clinique du STP a été démontré dans la population générale ou dans une 

population particulière. Il repose sur des informations pharmacogénétiques, 

démographiques et cliniques a priori et/ou sur la mesure à posteriori des concentrations 

sanguines du médicament ou de composées endogènes de substitution ou de 

paramètres biologiques d’effets ». Le but principal du STP est d’individualiser le traitement 

afin de diminuer le taux d’échecs thérapeutiques liés à une mauvaise observance ou une 

dose insuffisante et de réduire la fréquence des effets indésirables liées à une dose 

excessive du médicament. Pour des raisons pratique et économique, le STP s’applique 

uniquement aux traitements dont le risque d’inefficacité et d’effets indésirables sont lourds 

de conséquence. Le STP est particulièrement utile pour les médicaments présentant une 

marge thérapeutique étroite, une grande variabilité interindividuelle de la relation 

concentration-effet et une réponse pharmacologique difficilement accessible. 
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L’azathioprine (AZA) et la 6-Mercaptopurine (6-MP), de la classe des thiopurines, 

et l’acide mycophénolique (MPA) sont des immunosuppresseurs anti-métabolites inhibant 

la prolifération des lymphocytes en agissant sur la synthèse de l’ADN et l’ARN. Depuis les 

années 90, l’AZA est largement remplacé par le MPA dans la prévention du risque de 

rejet. Cependant, l’AZA et la 6-MP sont aussi prescrits dans les formes sévères de 

nombreuses pathologies inflammatoires chroniques et auto-immunes bien que la 6-MP ne 

possède pas cette indication spécifique dans son Autorisation de Mise sur le Marché. Du 

fait de l’importance des effets indésirables et du risque d’inefficacité pouvant se 

manifester par un rejet aigu chez les patients transplantés, l’utilité du STP de ces trois 

molécules semble incontestable. A l’heure actuelle, le STP des médicaments thiopuriques 

s’effectue par le dosage des métabolites, ainsi que le génotypage et le phénotypage 

d’une enzyme impliquée dans le métabolisme des thiopurines présentant un 

polymorphisme ayant un impact sur son activité. Le STP du MPA fait appel, lui, à un 

paramètre pharmacocinétique (PK) : la concentration plasmatique du MPA. Cependant, le 

STP de ces médicaments a des limites : la survenue d’effets indésirables et les échecs 

thérapeutiques restent parfois inexpliqués. 

 

L’Inosine 5’-Monophosphate Déshydrogénase (IMPDH) est une enzyme clé de la 

régulation du pool intracellulaire des nucléotides de la guanine. Cette enzyme est 

également impliquée dans la première réaction de la voie métabolique de l’AZA et de la 6-

MP formant les métabolites actifs principalement responsables de l’action thérapeutique. 

Cette position stratégique dans le métabolisme de l’AZA et de la 6-MP fait que le 

phénotype de l’IMPDH pourrait jouer un rôle dans la réponse thérapeutique de ces deux 

médicaments thiopuriques. Le MPA est un inhibiteur de l’IMPDH, l’activité de l’IMPDH 

pourrait donc être un biomarqueur pharmacodynamique (PD) du MPA. 

 

L’objectif de ce travail est de mettre au point une méthode de mesure de l’activité 

de l’IMPDH utilisable en pratique clinique courante et d’étudier cette activité dans 

différentes populations de sujet afin de déterminer le rôle du phénotype de l’IMPDH dans 

le métabolisme de l’AZA et de la 6-MP et d’évaluer la réponse pharmacodynamique du 

MPA. 

 

Dans une première grande partie nommée « revue générale de la littérature », la 

fonction in vivo de l’IMPDH, son mécanisme, sa structure, sa régulation et les méthodes 
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disponibles de mesures de son activité seront détaillées. Ces données sont essentielles 

dans la mise au point d’une nouvelle méthode de mesure de l’activité de l’IMPDH. Nous 

nous intéresserons ensuite plus particulièrement aux sources de variabilités de la réponse 

thérapeutique de l’AZA, la 6-MP et du MPA, après une revue de leur PK et de leurs 

mécanismes d’action. Le but est de situer et d’évaluer la place de l’IMPDH dans la 

réponse thérapeutique. 

La seconde partie, expérimentale, s’articulera autour d’un article scientifique 

traitant de la mise au point de la méthode de détermination de l’activité de l’IMPDH dans 

les érythrocytes. La méthode employée et les résultats des activités de l’IMPDH 

mesurées chez différentes populations de sujets seront exposés. Une partie discussion 

suivra, afin de mettre en lien nos résultats avec les données de la littérature. 
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PARTIE 1 : REVUE GENERALE DE LA 

LITTERATURE 
 
 
 

1. Rôle de l’IMPDH dans la Biosynthèse des Nucléotides 

 
 

Les enzymes de la voie de biosynthèse des nucléotides sont essentielles afin 

d’assurer la prolifération cellulaire. Les cellules peuvent synthétiser des nucléotides par 

deux voies différentes (FIGURE 1) : la voie de novo et la voie de sauvetage. La voie de 

novo consiste à l’assemblage du noyau purique ou pyrimidique étape par étape, tandis 

que la voie de sauvetage recycle les bases nucléiques (1). 

 

 La première étape de la voie de biosynthèse de novo des nucléotides de la 

guanine est catalysé par l’Inosine-5’-Monophosphate Déshydrogénase (IMPDH,          

E.C. 1.1.1.205). Cette enzyme catalyse l’oxydation de l’Inosine 5’-Monophosphate (IMP) 

en Xanthosine 5’-Monophosphate (XMP) à l’aide d’un cofacteur : le β-Nicotinamide 

Adénine Dinucléotide (βNAD). L’XMP sera ensuite converti en Guanosine 5’-

Monophosphate (GMP) par la GMP synthase (E.C. 6.3.5.2). Après l’action de plusieurs 

enzymes, la GMP se transformera en dGTP et GTP qui sont des éléments constitutifs de 

l’ADN et ARN, respectivement. Ainsi, cette enzyme est essentielle pour la prolifération 

cellulaire. 
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FIGURE 1 : Représentation schématique des voies de biosynthèse de novo et de 

sauvetage des nucléotides puriques d’après (2). 

L’allopurinol inhibe la xanthine oxydase. AMP/ADP/ATP : Adénosine ; 

Mono/Di/Triphosphate ; GMP/GDP/GTP : Guanosine Mono/Di/Triphosphate ; HGPRT : 

Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyltransferase ;  IMP : Inosine 5’-monophosphate ; 

PRPP : 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate ; XMP : Xanthine monophosphate 

 

Les lymphocytes sont incapables de recycler les bases puriques par la voie de 

sauvetage, ils sont dépendants de la voie de synthèse de novo des nucléotides puriques 

catalysés par l’IMPDH (2). Les inhibiteurs de l’IMPDH engendrent donc un effet 

antiprolifératif des lymphocytes dû à l’interruption de la biosynthèse d’ADN et d’ARN (3). 

Cet effet antiprolifératif fait des inhibiteurs de l’IMPDH de bons agents anti-leucémiques et 

immunosuppresseurs. 

L’inhibition de l’IMPDH, réduisant le pool des nucléotides de guanine, provoque 

également une diminution de la signalisation intracellulaire (4) ; une réduction de la 

synthèse du cofacteur BH4 (tétrahydrobioptérine) se traduisant par la diminution du 

processus inflammatoire ; et une inhibition de l’expression des glycoprotéines et des 

molécules d’adhésions responsables du recrutement des monocytes et des lymphocytes 

sur le site de l’inflammation. Une inhibition de cette enzyme entraîne donc des réponses 

biologiques variées ; par conséquent, l’IMPDH apparaît comme une cible majeure des 

antiviraux, des anticancéreux et des immunosuppresseurs (5,6). 
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2. Mécanisme de la Réaction de Catalysation de l’IMPDH 
 

2.1. Mécanisme Général 

La réaction catalysée par l’IMPDH est la suivante : 

 

L’IMPDH catalyse deux différentes réactions chimiques (FIGURE 2) : 

 une réaction redox impliquant un transfert d’hydrure au βNAD+ qui génère le 

βNADH et forme un intermédiaire E-XMP* par une liaison covalente entre l’XMP et 

l’enzyme puis, 

 une réaction d’hydrolyse libérant l’XMP de l’enzyme (6). 

 

FIGURE 2 : Mécanisme de la réaction de catalyse de l’IMPDH d’après (6). 
 

En premier lieu, le résidu Cys331 (numérotation selon l’IMPDH humaine) situé au 

niveau du site actif de l’enzyme va attaquer, par addition nucléophile, la position 2 du 

noyau purique de l’IMP formant un adduit tétraédrique. Celui-ci sera ensuite stabilisé par 

le transfert d’hydrure au βNAD+ libérant le βNADH et conduisant à l’intermédiaire E-XMP* 
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(7). Le recrutement du βNAD+ pour cette première étape de la réaction serait dû à la 

liaison de l’enzyme à l’IMP qui augmenterait l’affinité pour le βNAD+ (8). 

Le βNADH va alors s’écarter du site actif de l’enzyme permettant l’accès aux résidus 

Arg-Tyr d’occuper le site dinucléotide vacant. Le résidu arginine va ensuite réagir comme 

une base en activant une molécule d’eau engendrant l’hydrolyse entre l’IMPDH et l’XMP 

(6). Pour cette étape, l’enzyme doit rabattre son côté distal pour adopter une conformation 

fermée.  

Les mutants Arg418Ala (substitution du résidu arginine 418 par l’alanine, la 

numérotation de Trichomonas foetus sera utilisée dans la suite de cette partie) et 

Tyr419Phe de T. foetus montre une activité de l’IMPDH diminuée d’un facteur 500 et 10 

respectivement, mais sans affecter la première étape de catalysation. D’autres analyses 

montrent que ces mutations déstabilisent la conformation fermée de l’enzyme requise 

pour l’étape d’hydrolyse. Le duo Arg418 et Tyr419 semble donc être essentiel à cette 

seconde étape de la réaction enzymatique de l’IMPDH (9). 

Des simulations selon des algorithmes métadynamiques à partir de la structure 

cristalline de Trichomonas foetus suggèrent que le résidu Thr321 localisé sur la même 

boucle catalytique Cys319 est aussi capable d’activer cette molécule d’eau et serait la 

voie dominante lorsque le résidu Arg418 est alors protoné soit à pH bas. Cette voie 

utilisant le résidu Thr321 aurait été la voie exclusive dans la forme ancestrale de l’IMPDH 

et aurait été perdue pendant l’évolution au profit du résidu Arg418, plus efficient (10). 

L’hydrolyse de l’E-XMP* constitue l’étape limitante de la réaction de catalyse de 

l’IMPDH (11,12). 

 
 
 

2.2. Changement Conformationnel de l’IMPDH 

Comme on vient de le voir, l’IMPDH est donc capable de réaliser les deux types de 

réactions dans le même site actif. L’IMPDH possède ainsi deux conformations : ouverte 

pour la réaction redox et fermée pour l’hydrolyse de l’E-XMP* (FIGURE 3) (10) . 
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FIGURE 3 : Changement de conformation de l’IMPDH lors de la réaction de catalyse d’après 

(6,10). Après le départ du βNADH, l’enzyme adopte une conformation fermée nécessaire à 

l’étape d’hydrolyse. 

 

 

 

2.3. Inhibition Non Compétitive du βNAD+ et de ses Analogues 

La découverte de l’intermédiaire E-XMP*, l’utilisation d’analogues du βNAD+, la 

mesure d’isotopes et l’étude des cinétiques « pré-stables » suggèrent que les substrats 

de l’IMPDH se lient de façon aléatoire à l’enzyme (FIGURE 4) (12–14). De fortes 

concentrations de substrat du βNAD+ peuvent piéger l’intermédiaire E-XMP*. Ainsi le 

βNAD+ peut inhiber l’IMPDH à certaine concentration. Selon les valeurs de la constante 

d’inhibition du βNAD+ retrouvées dans l’étude d’Hupe et al., une fraction significative      

du E-XMP*∙βNAD+ pourrait exister dans des conditions physiologiques. Cependant, cette 

inhibition de l’IMPDH par le βNAD+ à des fortes concentrations n’est pas retrouvée chez 

les bactéries. Ceci laisse envisager que ce phénomène soit une évolution de l’enzyme, 

dans les organismes eucaryotes, à réguler la biosynthèse de nucléotides de la guanine 

(6,15).  

FIGURE 4 : Mécanisme cinétique de l’IMPDH d’après (12,15). 

Les indications « ouvert » et « fermé » indique la conformation de l’enzyme. Le complexe 

inhibiteur est encadré en orange. 
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3. Structure de l’IMPDH 

 

3.1. Structure Globale du Tétramère 

L’IMPDH humain est active sous forme d’homotétramère (16). Chaque monomère est 

composé de 2 domaines : un grand domaine catalytique composé d’un enchaînement de 

feuillets  et d’hélices  (/)8, et d’un petit domaine adjacent (résidus 110 – 244) 

contenant deux domaines CBS (cystathionine--synthase ou domaine Bateman). Sa 

jonction avec le domaine catalytique est flexible, pouvant varier jusqu’à 120° (6). La 

suppression du domaine CBS chez Escherichia coli a entraîné un arrêt de croissance, 

l’adenosine et l’inosine vont se convertir en ATP. En effet, ce phénomène engendre une 

accumulation des bases puriques d’adénine qui induit une inhibition de PRPP synthétase 

(par l’AMP et l’ADP) et donc une déplétion du précurseur des nucléotides puriques et 

pyrimidiques : la PRPP (FIGURE 1) (17). Le domaine CBS n’est pas requis pour l’activité 

de l’enzyme mais pourrait donc agir comme une région régulatrice (7). 

 

Le site actif de l’enzyme se trouve au niveau de la boucle (résidus 325-342) du côté 

C-terminal des feuillets . Cette boucle contient l’acide aminé Cys331 responsable de la 

première étape de la réaction catalytique que l’on a vu précédemment. La boucle Cyst331 

est liée au segment C-terminal via un cation monovalent.  

Un large segment entre 8 et 8 (résidus 110-244) forme un « rabat » couvrant le site 

actif. Cette portion va s’ouvrir et se fermer sur le site actif durant la réaction de catalyse : 

la conformation ouverte est requise pour la réaction d’oxydation tandis que la 

conformation fermée est nécessaire pour l’hydrolyse (FIGURE 3) (18). 

 

 

3.2. Le Site Actif 

Deux sites distincts mais adjacents permettent la réaction de catalyse : une région 

liant le substrat, soit l’IMP, et l’autre liant le cofacteur, soit le βNAD+.  

Lors de la réaction, l’intermédiaire XMP* va être lié de façon covalente au résidu 

Cys331. Cependant, il existe de nombreuses autres interactions non covalentes entre le 

noyau purique et les autres résidus du site catalytique. La fonction phosphate de l’IMP va 

se lier à certains acides aminés par leurs fonctions amides ou hydroxyles : la Tyr411, la 

Ser388, la Ser329, la Gly366 et la Gly387 (FIGURE 5). Le « rabat » ou volet actif va lui se 

lier au noyau de l’hypoxanthine par la Met414, la Gly415 et la Gln441. Les groupements 
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hydroxyles du ribose interagissent avec la Ser68 et l’Asp364. Des interactions Van der 

Waal sont aussi observées entre l’intermédiaire réactionnel XMP* et le Met70 ainsi que 

l’Ile330 (19,20). L’ensemble de ses interactions semblent organiser la structure de 

l’IMPDH afin que la réaction de catalyse soit assurée (7). En effet, une étude de 

protéolyse effectuée par Nimmesgen et al. montre que l’IMPDH est protégé du clivage par 

l’elastase (enzyme clivant des séquences de l’IMPDH du côté C-terminal) en présence de 

l’IMP ou de l’XMP au niveau du site actif. Ces interactions non covalentes peuvent ainsi, 

en être la cause (1). 

 

 

 

FIGURE 5 : Représentation schématique des interactions XMP*-IMPDH d’après (7,19). 

Il existe une liaison covalente entre l’atome sulfure de Cys331 (numérotation selon 

l’IMPDH humaine) et le carbone C2 du noyau de l’hypoxanthine.  

 

 

3.3. Activation de l’IMPDH par un Cation Monovalent 

La réaction de catalyse ne fait pas appel à un cation monovalent. Cependant, celui-ci 

est requis pour activer l’enzyme même si son mécanisme d’action n’est pas tout à fait 

clair. Toutes les IMPDH des différentes espèces sont activées par le potassium (K+) 

même si la spécificité varie. Chez l’homme, le K+, le sodium (Na+), le rubidium (Rb+), le 

thallium (Tl+) et l’ammonium (NH4
+) activent tous l’IMPDH alors que le lithium (Li+) n’a pas 

d’action sur l’activité de l’IMPDH (6). Toutefois, le K+ et le Tl+ sont les activateurs les plus 

puissants : ils produisent une activité maximale à des concentrations 10 fois inférieures 

aux autres cations monovalents. Ceci suggère que l’activité de l’IMPDH adopterait 
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différentes conformations faisant varier son activité en fonction du rayon ionique des 

différents cations qu’il lie. De plus, la taille du cation pourrait être un facteur sélectif. Enfin, 

une étude montre que la suppression des cations monovalents de l’IMPDH II humaine par 

dialyse n’engendre pas une perte irréversible d’activité de l’IMPDH ni une destruction de 

la structure tétramère (21).  

 

L’ion K+ représente le cation permettant une activité enzymatique la plus élevée. Il 

interagit avec des carbonates provenant d’acides aminés situé dans la boucle Cys331 et 

l’hélice en C-terminal (6). Trois de ces résidus sont adjacents aux autres sous-unités de 

l’IMPDH, ils stabiliseraient donc la forme tétramère de l’enzyme. De plus, l’ion K+ pourrait 

agir en organisant la conformation protéique de la boucle constituant le site actif afin de 

positionner la Cys331 nécessaire à la réaction de catalyse (7). Une étude utilisant le 

calcul des forces potentielles indique que la présence de K+  améliore le déplacement de 

la conformation « fermée » à « ouverte » de l’IMPDH. Le K+ semble donc agir à la fois 

dans l’organisation et la mobilisation de la structure afin de faciliter les changements 

conformationels (22). Ainsi, le K+ est un cofacteur de choix nécessaire au bon 

fonctionnement de l’enzyme. 
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4. Caractéristiques et Régulation des Isoformes de l’IMPDH 

 

Dans l’espèce humaine, il existe deux iso-enzymes distinctes de l’IMPDH : IMPDH I et 

IMPDH II, codées par deux gênes distincts. Ces deux iso-enzymes contenant 514 résidus 

avec une masse de 56 kDa, partagent 84 % d’homologie de leur séquence (23). Leurs 

propriétés cinétiques sont également similaires. On retrouve les deux isoformes dans la 

plupart des tissus, toutefois, l’IMPDH I est prédominant au niveau de la rate, la rétine et 

les cellules sanguines mononucléées périphériques (6,24,25). Généralement, l’IMPDH I 

est exprimée à faible niveau alors que l’activité de l’IMPDH II est surexprimée dans les 

cellules peu différenciées avec un forte activité mitogène (26,27), comme les 

lymphocytes T et B activés ou les cellules néoplasiques (28,29). L’isoforme II serait ainsi 

inductible. 

Une étude chez des souris KO (Knocked-Out, inactivation) du gène de l’IMPDH II a 

montré une létalité embryonnaire précoce, prouvant l’importance de ce gène (30). Cette 

protéine a donc un rôle vital pour la survie cellulaire ce qui explique sa forte conservation 

au cours de l’évolution et le faible nombre de variants fonctionnels décrits dans la 

littérature (31). Par contre, l’inactivation du gène de l’IMPDH I chez les souris, n’a pas 

provoqué de dysfonctions concernant le développement et la fertilité des souris (32). 

 

Une augmentation d’un facteur 5 des nucléotides de la guanine paraît essentielle pour 

une prolifération cellulaire en particulier pour les lymphocytes T en réponse à une 

stimulation antigénique et mitogénique. L’ajout de GTP en excès semble diminuer la 

transcription des deux gènes de l’IMPDH supposant donc un rétrocontrôle négatif de GTP 

sur l’IMPDH, qui constitue l’enzyme responsable de l’étape limitante de la synthèse de 

novo des nucléotides de la guanine (33,34). 

Les isoformes de l’IMPDH I et II seraient également régulées différemment par l’AMP 

et l’ATP. En effet, la fixation de l’AMP au domaine CBS induirait un changement 

conformationnel de l’IMPDH II qui altère l’accès du site de clivage d’une protéase se 

traduisant ainsi par une protection significative de l’IMPDH II. Ce phénomène est aussi 

visible lors de la fixation de l’ATP sur l’IMPDH I. Toutefois, contrairement à l’XMP, 

l’incubation de AMP et ATP n’engendre pas une augmentation d’activité de l’IMPDH, ils 

n’ont donc pas un rôle d’activation allostérique de l’enzyme (35). 

Ainsi, les isoformes humaines répondent à des régulations distinctes et sont 

exprimées différemment dans chaque tissu. 
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5. Génétique de l’IMPDH 

 

Comme nous venons de le voir, les deux isoenzymes sont codées par deux gènes 

distincts. Le gène codant pour l’IMPDH I est localisé sur le chromosome 7 (7q31.3-q32) et 

celui codant pour l’IMPDH II sur le chromosome 3 (3p21.2-p24.2). La séquence codante 

nucléotidique de ces deux gènes présente approximativement 76 % de similitude (5). 

 

5.1. Régulation Transcriptionnelle 

5.1.1. L’IMPDH I 

 

Le gène de l’IMPDH I a une taille d’environ 18 kb avec une partie codante composée 

de 14 exons (FIGURE 6). Les travaux de Gu et al. ont montré que la transcription de 

l’IMPDH I est régulée par trois promoteurs distincts conduisant à trois ARNm de tailles 

différentes. Le promoteur P1 code pour un transcrit de 4 kb et possède un site de fixation 

du facteur de transcription spécifique NFB (Nuclear factor kappa B) impliqué dans la 

régulation de nombreux gènes suite à l’activation des lymphocytes B et T et en réponse 

aux cytokines inflammatoires (31,36). Le promoteur P2 entraîne la transcription d’un 

ARNm de 2,7 kb et le promoteur P3, un transcrit de 2,5 kb. L’expression des transcrits 

induits par les promoteurs P1 et P3 est fortement augmentée lors de l’activation des 

lymphocytes T (25). Par la présence des trois promoteurs, l’expression de l’IMPDH I 

semble être régulée de façon complexe et différente selon les tissus par la fixation de 

facteurs spécifiques trans-régulateurs (36). 

 

5.1.2. L’IMPDH II 

 

Par comparaison avec le gène de l’IMPDH I, l’IMPDH II possède un gène bien plus 

petit de 5,8 kb ne comprenant ni les trois exons côté 5’ (A, B et C), ni l’exon 13b, ni la 

région non-codante en 3’ du gène de l’IMPDH I (FIGURE 6). Cependant, les 14 exons de la 

partie codante sont identiques au gène de l’IMPDH I en terme de taille et de composition 

en acides aminés, à l’exception d’une substitution isoleucine  valine au niveau de la 

frontière entre l’exon 5 et 6 (37).  

L’IMPDH II possède un seul promoteur codant pour un seul ARNm de 2,3 kb. L’équipe 

de Zimmermann et al. a identifié le site de transcription du gène de l’IMPDH II en position 

- 50 ainsi que 7 sites cis-regulateurs sur 200 paires de bases en amont de ce site de 
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transcription (37). Ces séquences cis-régulatrices comprennent entre autre deux sites 

CRE (cAmp responsive element) permettant la fixation de la protéine CREB (cAMP-

response element binding protein) dépendante de la concentration cellulaire en AMP 

cyclique (AMPc) pour être activé. L’AMPc est un messager second impliqué dans la 

cascade de signalisation de la mitose, ainsi, les motifs CRE pourraient activer la 

transcription du gène lors des phases de divisons cellulaires (31). 

La même équipe s’est également intéressée à l’activation des régions promotrices 

dans les lymphocytes T activés par des stimulus induisant leurs proliférations (38). Ils ont 

constaté une absence de variation de la demi-vie de l’ARNm de l’IMPDH II à différents 

temps après activation d’une population de lymphocytes démontrant que la stabilité de 

l’ARNm a été conservée et donc que cet ARNm n’a subi aucune régulation post-

transcriptionnelle en réponse à l’activation lymphocytaire. Ainsi, la régulation du pool 

d’ARNm ne se déroule pas à un niveau post-transcriptionnel mais à un niveau 

transciptionnel en faisant appel à des séquences cis-régulatrices (31). 

 

 
 
FIGURE 6 : Structure génomique de l’IMPDH I (A) et II (B) d’après (5,39). 

Les différents exons sont représentés par des rectangles nommés par des lettres ou 

des numéros. Les rectangles verts correspondent aux promoteurs. Les flèches 

indiquent les principales mutations qui seront décrites dans la sous-partie suivante 

5.2. 
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5.2. Polymorphismes Génétiques 

Dans cette partie, nous recenserons uniquement les variants allèliques de l’IMPDH 

ayant fait l’objet de publications et ayant un impact potentiel sur l’activité de l’enzyme ou 

sur des données cliniques. Le but est d’étudier les polymorphismes génétiques présentant 

des applications potentielles pharmacogénétiques. 

 

5.2.1. L’IMPDH I 

 
Comme nous l’avons vu dans la partie précédente, il existe plusieurs transcrits 

possibles à partir du gène de l’IMPDH. Parmi eux, différentes isoformes obtenues par 

mutation faux sens ont été identifiés chez des fratries atteintes de rétinite pigmentaire à 

transmission autosomique dominant : la Thr116Met, l’Asp226Asn, la Val268Ile, la 

Gly324Asp, l’Arg231Pro et l’His372Pro. Cependant, leurs implications dans cette 

pathologie restent encore à définir. Ces mutations ne seront pas détaillées étant donné 

que la rétinite pigmentaire ne fait pas partie de notre problématique. 

 

L’étude de Wang et al. s’est intéressée à l’influence des variations génétiques de 

l’IMPDH I sur la réponse et la toxicité du MPA, immunosuppresseur inhibiteur de l’IMPDH, 

chez des patients transplantés. Le séquençage de 30 patients transplantés hépatiques a 

rapporté deux nouveaux SNPs (Single Nucléotide Polymorphisms ou polymorphisme 

mononucléotidique)  faux-sens au niveau des exons 10 et 15 conduisant aux substitutions 

suivantes : l’Asp301Asn et la Gly519Arg, respectivement. Cependant, ces deux SNPs 

n’ont induit aucune modification de l’IMDPH ni sur sa production ni sur son activité ni sur 

ses liaisons (40). 

 De plus, la même étude a observé 15 autres SNPs après génotypage de 191 

transplantés rénaux. Deux de ces SNPs (le rs2278293 (G>A) et le rs2278294 (G>A)), 

localisés sur l’intron 7 (FIGURE 6) ont montré une incidence significativement inférieure du 

rejet aigu confirmé par biopsie lors de la première année post-transplantation chez les 

patients transplantés porteurs de ces polymorphismes. Aucun des SNPs génotypés n’a 

présenté d’impact sur l’incidence du risque de leucopénie (40). Les travaux effectués par 

Gensburger et al. de génotypage des deux SNPs rs2278293 et rs2278294 de l’IMPDH I 

comprenant 456 patients transplantés rénaux traités par le MPA, montre que seul le SNP 

rs2278294, avec une fréquence allèlique de 36 %, induit significativement un risque 1,66 

fois plus important de leucopénie avec un risque réduit de moitié de présenter un épisode 

de rejet. Cependant, aucune association n’a été trouvée pour le SNP rs2278293 (41). 
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L’équipe de Cao et al. a étudié l’impact des polymorphismes de l’IMPDH I sur des 

patients ayant subi une transplantation de cellules souches hématopoïétiques traités par 

l’association de ciclosporine, méthotrexate et MPA à court terme et à faible dose. Quatre 

SNPs de l’IMPDH I ont été analysés sur les 240 paires de patients donneurs-receveurs : 

le rs2278293 et le rs2278294 sur l’intron 7, le rs2228075 (G>A) sur l’exon 15 et le 

rs714510 (C>T) dans la région adjacente intron-exon en 5’.  La présence du génotype 

rs2278294 chez les receveurs était associée à une incidence significativement moins 

élevée de réaction aiguë du greffon contre l’hôte par comparaison aux autres génotypes. 

Cependant, le génotype rs2278294 des donneurs n’a pas d’impact significatif sur le risque 

de développer une réaction aiguë du greffon contre l’hôte. De plus, aucune association 

n’a été trouvée entre les allèles de l’IMPDH I étudiés et le risque d’apparition d’une 

réaction chronique du greffon contre l’hôte. Le mécanisme d’action du SNP rs2278294 est 

pour le moment non élucidé. Ce polymorphisme est positionné sur un intron de l’IMPDH 

et est donc sans conséquence sur la séquence directe de la protéine, il peut agir seul ou 

bien en lien avec d’autres SNPs pour contribuer à la régulation de l’expression de l’ARNm 

de l’IMPDH I, à l’activité de l’enzyme ou encore sur la pharmacodynamie du MPA (42). 

 Concernant cette mutation rs2278294, les trois précédentes études portant sur les 

transplantations rénales et des cellules souches hématopoïétiques confirment toutes, que 

les transplantés porteurs du génotype sauvage homozygote (GG) présentent un risque 

supérieur de rejet aigu par comparaison aux transplantés porteurs de l’allèle muté 

hétérozygote (AG) ou homozygote (AA) (40–42). Cependant, une dernière grande étude 

cohorte réalisée par Shah et al. portant sur 1040 transplantés rénaux traités par un 

inhibiteur de la calcineurine (la ciclosporine ou le tacrolimus) et le MPA démontre le 

contraire : les variants rs2278294 et rs2278293 ne présentent aucun impact sur le rejet 

aigu, ni sur la tolérance au MPA, ni sur la fonction du greffon à 1 an et ni sur la survie du 

greffon à 5 ans. Les fréquences alléliques minoritaires retrouvées pour rs2278294 et 

rs2278293 sont 43 % et 35 % respectivement (43). 

 

Le séquençage de patients atteints de maladie inflammatoire de l’intestin comprenant 

20 patients résistants à l’AZA et 17 répondeurs à ce même traitement, a dévoilé 12 SNPs 

de l’IMPDH I. Les variants du promoteur P3 retrouvés se caractérisent par la substitution 

de paires de bases (-76T>C, -69A>G, -66A>G) et pour l’un des patients sévèrement 

résistant à l’AZA, une insertion de 9 paires de bases (-92-83insGAGCAGTAG). L’activité 

du promoteur sauvage et du promoteur présentant ces dernières mutations a été 
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déterminée par clonage dans un vecteur possédant le gène rapporteur de la luciférase. 

Les mutations situées au niveau du promoteur P3 ont montré une discrète diminution, 

mais significative, de l’activité du promoteur P3 in vitro qui pourrait se révéler être plus 

importante in vivo. De plus, l’insertion de 9 paires de base au niveau du promoteur P3 

pourrait être un site CRE fixant une protéine impliquée dans la régulation de l’expression 

du gène CREB (39). 

 

 

5.2.2. L’IMPDH II 

 
L’équipe de Wang et al. a travaillé sur les variations du gène de l’IMPDH II. Un total 

de 152 échantillons d’ADN provenant de transplantés hépatiques, pulmonaires et 

cardiaques ont été récoltés afin de séquencer les 14 exons, les jonctions exon-intron ainsi 

que les 300 premières bases de la région promotrice du gène. Deux SNPs exoniques ont 

été retrouvés mais seul un était non silencieux : le 787C>T sur l’exon 7 (FIGURE 6) 

menant à la substitution du résidu leucine en phenylalanine en position 263 (Leu263Phe). 

Ce résidu leucine, hautement conservé à travers les organismes, se situe à l’intérieur de 

l’hélice α appartenant au domaine catalytique de la protéine de l’IMPDH II (49). Une étude 

catalytique in vitro a alors été réalisée en produisant l’enzyme recombinante par 

Escherichia coli. Le variant 787C>T a démontré des constantes d’affinités à l’IMP et au 

βNAD+ ainsi qu’une constante d’inhibition par le MPA similaire à l’allèle sauvage. 

Toutefois, la vitesse de réaction enzymatique a été diminuée pour l’enzyme mutée d’un 

facteur 10 par rapport à l’enzyme sauvage. Etant donné la faible fréquence de cet allèle 

(< 1 %), il serait nécessaire de réaliser de nouvelles études in vivo sur une grande 

population afin de conclure à un véritable impact clinique (44). 

 

Lors de la même étude, 7 SNPs introniques ont été identifiés dont un possédant une 

fréquence allèlique de 10,2 % sur la cohorte de 152 patients : il s’agit de la mutation 

3757T>C sur l’intron 7 ou rs11706052 (FIGURE 6). Ce dernier SNP n’était pas associé à 

l’incidence de rejet aigu prouvé par biopsie chez 191 patients transplantés rénaux (44). 

Cependant, le séquençage de ce même allèle par l’équipe de Grinyo et al. comportant 

237 patients transplantés rénaux traités par le MPA, montre le contraire. En effet, la 

présence d’au moins un allèle muté (patients à génotype CT ou CC) augmente d’un 

facteur de 3 l’incidence de rejets aigus confirmé par biopsie dans les 12 mois post-

transplantation par comparaison aux patients à génotype sauvage TT (45). 
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Ce même allèle minoritaire rs11706052 a affiché une fréquence de 19 % dans un 

échantillon de 100 volontaires sains dans les travaux de Winnicki et al.. Les auteurs ont 

mesuré sur 20 échantillons de sang (comportant 8 patients porteurs d’un allèle variant et 

12 patients avec le génotype sauvage) l’activité de l’IMPDH des lymphocytes et la 

prolifération lymphocytaire, en ajoutant le MPA à plusieurs concentrations : 2.5 µmol/L, 

10 µmol/L et 25 µmol/L. Les échantillons des patients porteurs du polymorphisme 

rs11706052 montrent une réduction d’approximativement 50 % de l’inhibition de la 

prolifération lymphocytaire par le MPA par comparaison aux échantillons des patients à 

génotypes sauvages pour les plus fortes concentrations du MPA testées : 10 et 

25 µmol/L. Ainsi, la présence du variant allèlique est associée à une réduction de 

l’efficacité du MPA à inhiber la prolifération lymphocytaire pour un certain dosage (46). 

De plus, un étude comportant une population de 101 patients transplantés rénaux 

dont 10 % était hétérozygote et 2 % homozygote pour l’allèle de l’IMPDH II rs11706052, a 

montré une activité de l’IMPDH significativement supérieure de 49 % 12 h après 

l’administration de MPA pour les patients porteur aux moins d’un allèle muté. L’exposition 

au MPA (mesurée par l’ASC, Aire Sous la Courbe de la concentration en MPA par rapport 

au temps) ne différait pas entre les deux groupes. Aucune différence de l’activité de 

l’IMPDH n’avait non plus été retrouvée avant la transplantation entre les porteurs et les 

non porteurs de la mutation rs11706052. Ces résultats peuvent être expliqués par le fait 

que les volontaires sains et les patients avant transplantation auraient une expression de 

l’IMPDH I majoritaire dans les lymphocytes non activés. La transplantation entraînerait 

une induction de l’expression de l’IMPDH II dans ces cellules. Etant donné que le MPA 

présente une affinité 5 fois plus élevée pour l’IMPDH II que l’IMPDH I, un polymorphisme 

ayant un impact sur l’activité de l’enzyme ou sur la liaison du MPA à l’IMPDH pourrait être 

détectable lors de l’activation des lymphocytes et engendrer une réponse thérapeutique 

au MPA significativement différente (47).  

 

Enfin, les études de cohortes de Gensburger et al. et de Shah et al. incluant 

respectivement, 456 et 1040 patients transplantés rénaux traités par le MPA en 

combinaison avec la ciclosporine ou le tacrolimus montrent une fréquence allèlique du 

variant rs11706052 de 9 % et 11 % respectivement (41). Contrairement aux résultats 

obtenus par Grinyo et al., les travaux de Gensburger et al. ne montrent aucune 

association significative entre rs11706052 et le rejet aigu confirmé par biopsie, la 

leucopénie, les infections CMV ou les autres infections. L’étude de Shah et al. ne met pas 
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non plus en évidence d’association entre le variant mutant et le rejet aigu, la tolérance au 

MPA, la fonction du greffon à 1 an et la survie du greffon à 5 ans (45). Il faut noter que les 

études prospectives de Gensburger et al. et Shah et al. ont été réalisé sur un échantillon 

plus important et incluent plus de paramètres cliniques et biologiques (41,43). 

 

Les travaux de Mohamed et al. se sont intéressés à certains SNPs référencés dans la 

base de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI). Le SNP 

rs4974081, qui serait situé dans une zone promotrice du gène de l’IMPDH II en position    

-3624 A/G, représente une fréquence allèlique de 21 % sur un échantillon de 400 ADN 

humain. Leur analyse in silico prédit que ce SNP pourrait être un facteur impliqué dans la 

régulation promotrice du gène (48). L’équipe de Gensburger et al. ont inclu ce variant 

allèlique dans leur étude qui était présent à 25 %. Cependant, aucune association n’a été 

démontrée entre rs4974081 et le risque de rejet aigu, leucopénie et infections chez les 

patients transplantés prenant du MPA. D’autres études in vitro sur la transcription de 

l’IMPDH II seraient nécessaire afin de déterminer l’effet potentiel de cette mutation (41). 

 

Une autre étude de Garrat et al. a trouvé de nouveaux SNPs en utilisant une 

technique PCR-SSCP (Polymerase Chain Reaction – Single Strand Conformational 

Polymorphism) permettant de séparer les différents allèles d’un même gène par migration 

sur un gel non dénaturant en fonction de leurs structures secondaires adoptées sur un 

échantillon de 96 volontaires. Trois nouveaux SNPs ont été identifiés concernant, pour le 

premier une substitution au niveau du promoteur : -95C>T, le second une mutation 

silencieuse, et le dernier à une séquence non codante. La mutation -95C>T a donc été 

examinée afin de déterminer sa fonction potentielle en transfectant un vecteur contenant 

le gène muté ou sauvage associé à un gêne rapporteur de la luciférase dans des lignées 

de cellules immortalisées. L’activité luciférase traduisant l’activité transcriptionnelle du 

promoteur s’est révélée être diminuée significativement de 50 à 65 % pour le vecteur 

comprenant la mutation -95C>T par comparaison au gène sauvage. Ces résultats 

pourraient également être retrouvés in vivo étant donné que le SNP se situe au niveau 

d’un motif CRE (induit par l’AMPc) qui constitue un élément cis-régulateur. La fréquence 

de l’allèle minoritaire reste faible (0,5 %) (41). 

 

 Pour finir, une publication portant sur la variabilité inter-ethnique de 3 SNPs de 

l’IMPDH II : 787C>T ; rs11706052 et -95C>T montre que les Français caucasiens 
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présentent une fréquence de l’allèle muté plus importants par comparaison aux Tunisiens, 

Péruvien, Sénégalais et Gabonais (49). 

 

 

Les différents polymorphismes de l’IMPDH décrits dans cette partie, pourraient donc 

avoir un rôle dans la pharmacogénétique du MPA, de l’AZA et de la 6-MP. Cependant, les 

études cliniques sont encore discordantes et parfois insuffisantes. D’autres études doivent 

être instaurées afin de pouvoir conclure. 
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6. Mesure de l’Activité de l’IMPDH 

 
 

La mesure de l’activité de l’IMPDH permet de déterminer le phénotype de l’enzyme. 

Contrairement au génotype qui correspond à la séquence nucléotidique des gènes 

concernés, le phénotype prend en compte l’expression génomique et ses interactions 

avec l’environnement. Ainsi, le phénotypage de l’IMPDH peut être intéressant dans le but 

d’un suivi thérapeutique des médicaments thiopuriques et du MPA. 

 
 

6.1. Mesure de l’Expression des ARNm de l’IMPDH 

Une des méthodes possible pour suivre l’activité d’une enzyme est de mesurer 

l’expression de ses ARNm par RT-PCR (Real-time Polymerase Chain Reaction) qui reste 

une technique facilement réalisable. De plus, cette technique permet la distinction des 

différentes isoformes. 

 

Plusieurs articles ont évalué l’expression génomique de l’IMPDH I et II chez des 

patients ayant subi une transplantation rénale et traités par le MPA. Tout d’abord, il existe 

une large variabilité interindividuelle de l’expression des gènes des deux isoformes avec 

une différence de 3 ; 8 et 17 fois dans les lymphocytes CD4+, le sang total et les 

réticulocytes, respectivement (50,51). La transplantation et l’instauration d’une thérapie 

immunosuppressive induit une augmentation significative de l’expression de l’IMPDH I 

dans le sang total (57 %), les lymphocytes CD4+ (50 %) et les réticulocytes (88 %) dès le 

premier jour suivi d’un retour à l’état initial une semaine après. Concernant l’IMPDH II, 

une diminution transitoire de l’ARNm de 42 % et 56 % dans le sang total et les 

réticulocytes a été décelée. L’ARNm dans lymphocytes CD4+ a, au contraire, été 

augmenté de 15 % de façon transitoire également (50).  

Une autre étude montre une augmentation de 2 à 4 fois de l’expression de 

l’IMPDH I dans les cellules mononucléées du sang durant les 3 mois suivant la 

transplantation. Deux patients ayant présentés un rejet aigu ont vu leur ARNm de 

l’IMPDH I se multiplier par 20 (52). Paradoxalement, d’autres travaux ont rapporté un 

niveau d’ARNm des deux isoformes significativement inférieurs 6 jours après 

transplantation chez les patients ayant subi un épisode rejet aigu confirmé par biopsie, 

par comparaison aux autres patients n’ayant pas endurés d’épisodes de rejets. Les 

patients subissant un rejet aigu présentaient un niveau d’ARNm de l’IMPDH I et II, avant 

la transplantation, supérieur aux autres patients (53). 
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 Aucune corrélation entre le niveau d’ARNm et l’activité de l’IMPDH au sein des 

cellules mononucléées du sang périphérique n’a été trouvée après transplantation. Une 

explication possible serait le fait que ces patients auraient un niveau des nucléotides de la 

guanine diminué à cause du traitement par le MPA inhibant l’IMPDH, ce qui induirait une 

augmentation de l’expression du gène de l’IMPDH (25). Toutefois, avant la 

transplantation, l’activité de l’IMPDH n’était pas non plus corrélée avec son ARNm alors 

que les patients n’étaient pas sous traitement par le MPA (53).  

L’étude de Bremer et al. relève une tendance comparable entre l’activité de 

l’IMPDH du sang total et l’expression génomique de l’IMPDH II dans le sang total et les 

réticulocytes. L’activité de l’IMPDH II dans les érythrocytes qui constitue la population de 

cellules du sang la plus importante, influence très certainement l’activité du sang total 

(54). 

 

 Bien que la quantification de l’ARNm de l’IMPDH reste une méthode attractive, 

répandue et assez rapide par comparaison aux autres techniques qui seront vues par la 

suite, aucune corrélation n’a été précisément établie entre cette expression génomique de 

l’IMDPH et son activité. L’expression de l’IMPDH I et II varie en fonction des différentes 

populations des cellules du sang. Il faut toutefois noter qu’il existe une corrélation entre le 

niveau d’ARNm des deux isoformes et le risque de rejet aigu chez les transplantés 

rénaux. 

 

 
6.2. Mesure de l’Activité de l’IMPDH par des Méthodes Radio-marquées 

Proffitt et al. est une des premières équipes à publier une méthode radiochimique 

en 1983. L’objectif était de déterminer l’impact d’inhibiteurs de plusieurs enzymes 

interférentes afin d’optimiser la mesure de l’IMPDH. Le milieu réactionnel contenant du 

tampon Tris (pH 8), du chlorure du potassium, de l’EDTA, du α-β-methylene adenosine-

5’diphosphate, de l’allopurinol, du βNAD+ et du [14C]IMP était ajouté aux surnageants 

d’extraits tissulaires. Après une incubation à 37°C, l’IMP et l’XMP ont été mesurés grâce à 

une séparation par chromatographie sur couche mince (47,55). 

L’utilisation de l’isotope [3H]IMP a été introduit par Cooney et al. et permet de 

quantifier 95 % de [3H]XMP formé contre 30 à 80 % pour [14C]XMP lorsque des extraits 

tissulaires bruts sont utilisés (47,56). Le principe repose sur l’ajout des précurseurs de 
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l’IMP : [2,8-3H]-hypoxanthine ou [2,8-3H]-inosine afin d’estimer 3H2O libéré durant la 

conversion de l’IMP en XMP par l’IMPDH (57–59). Grâce à cette technique, Sanquer et al. 

suivent l’activité de l’IMPDH et la concentration plasmatique de MPA chez des patients 

traités pas le MPA. Ils montrent une augmentation de l’activité de l’IMPDH dans le sang 

total et une diminution de l’effet inhibiteur du MPA sur l’IMPDH dans les 6 h suivant la 

prise du médicament chez les patients traités depuis plus de 2 ans par le MPA par rapport 

aux patients traités depuis moins d’1 an (57). 

 

 En 2001, l’équipe de Weigel et al. s’intéresse aux niveaux de la GTP et de l’ATP 

ainsi qu’à l’activité de l’IMPDH et de l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 

(HGPRT) dans les érythrocytes chez des patients ayant subi une transplantation 

cardiaque. L’activité de l’IMPDH est déterminée par une méthode radiochimique par ajout 

de [14C]-hypoxanthine avant incubation. La séparation est ensuite réalisée sur une plaque 

de polyéthyleneimine de cellulose (PEI cellulose) ; la détection est effectuée par 

spectrophotométrie UV et enfin le comptage par scintillation liquide. Leurs travaux 

révèlent une augmentation de 15 % de la concentration en ATP, 13 mois post-

transplantation chez le groupe contrôle traité par l’AZA par comparaison à la 

concentration initiale avant la transplantation. De plus, l’instauration d’un traitement par le 

MPA à la place de l’AZA dans le groupe d’étude induit une augmentation significative de 

la GTP, de l’activité de l’IMPDH et de l’HGPRT par rapport au groupe contrôle traité par 

l’AZA (60). Ces données seront revues plus en détails dans la partie discussion. 

 

 L’avantage de ces techniques est le faible volume d’échantillons nécessaires mais 

aussi l’utilisation possible de cellules intactes (61).  

 

 
6.3. Mesure de l’Activité de l’IMPDH par des Méthodes 

Chromatographiques avec détection UV 

 
Malgré la précision des méthodes radioactives, ces techniques restent fastidieuses et 

font appel à des équipements de laboratoire peu standard. Ainsi, différentes méthodes de 

dosage spectrophotométrique non radioactives de l’activité de l’IMPDH ont vu le jour. Le 

principe de ces techniques repose sur la quantification du produit de la réaction 

enzymatique : l’XMP. Les cellules étudiées sont supplémentées avec le substrat de 

l’enzyme : l’IMP en excès et des cofacteurs dont le βNAD+, puis incubée à 37°C. L’arrêt 

BERINGER 
(CC BY-NC-ND 2.0)



44 

de la réaction s’effectue ensuite par ajout d’acide suivi d’une neutralisation de l’échantillon 

par une base. Le surnageant, contenant l’XMP produit, est ensuite analysé par 

chromatographie en phase liquide à haute performance. 

 

6.3.1. Mesure de l’activité de l’IMPDH dans les Cellules Mononucléées du Sang 

Périphérique 

 

De nombreuses méthodes de mesure de l’activité de l’IMPDH des cellules 

mononucléées du sang périphérique ont été rapportées dans le but d’évaluer l’effet 

immunosuppresseur du MPA. Les lymphocytes sont une sous-population des cellules 

mononucléées et constituent la matrice privilégiée de l’effet thérapeutique du MPA. 

  

Bien que le principe de dosage reste le même, la difficulté se situe au niveau de 

l’étape d’isolement de ce type de cellules. Les cellules mononucléées du sang sont 

isolées par l’utilisation de « Ficoll-Paque » qui permet de séparer les différents 

constituants du sang après centrifugation dans un tube. Griesmacher et al. ajoutent à 

cette étape une centrifugation par un processus permettant de séparer les cellules en 

fonction de leurs propriétés de sédimentation afin de travailler sur les lymphocytes et les 

lymphoblastes, après une étape de culture pour ces derniers. Les auteurs montrent que le 

MPA et son métabolite glucuronidé ont un effet inhibiteur sur les deux isoformes tout en 

confirmant un effet plus intense sur les lymphoblastes (type IMPDH II majoritaire) que sur 

les lymphocytes (type IMPDH I majoritaire).  

Vethe et al. applique la méthode de dosage de l’XMP aux lymphocytes CD4+ qui 

sont composés majoritairement des cellules T-helper très impliquées dans les processus 

d’inflammation et de rejet de greffe. Pour cela, ces cellules sont isolées des cellules 

mononucléées du sang périphérique par l’utilisation de billes paramagnétiques 

recouvertes d’anticorps (62). 

 

Les étapes d’isolement et de lavage sont critiques pour les études portant sur la 

pharmacodynamie du MPA. En effet, la suppression de la procédure de lavage entraîne 

une diminution de l’activité de l’IMPDH alors que l’ajout d’une étape de lavage provoque 

une élimination du MPA se traduisant par une augmentation de l’activité de l’enzyme (63). 

En 2009, Glander et al. publient une nouvelle procédure nécessitant une quantité 

moins importante de sang et propose une standardisation de l’expression de l’activité de 

l’IMPDH en XMP produit par rapport au temps d’incubation et par rapport à la quantité de 
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l’adénosine monophosphate (AMP). En effet, l’activité de l’IMPDH exprimée par rapport à 

la quantité an AMP montre une variabilité moins élevée que le rapport en fonction de la 

concentration en protéine ou de la numération cellulaire (47,64). 

 

Concernant la détection de l’XMP produit, des techniques de spectrophotométrie 

de masse ont été développées. Deux études récentes présentent une technique de 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse simple ou en tandem afin 

de quantifier l’XMP et l’AMP par rapport à l’étalon interne (le 8-bromo-adenosine-5’-

monophosphate) (59,71). Cette méthode de détection apporte un gain en spécificité et en 

sensibilité. De plus l’activité de l’IMPDH peut être directement exprimée en XMP formé 

rapportée à la quantité de l’AMP. Une autre méthode de détection et de quantification 

simultanée de la xanthine, l’hypoxanthine, la guanine et l’adénine des lymphocytes CD4+ 

par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem a été décrite 

par Vethe et al. Les auteurs mettent en évidence que la diminution du ratio 

guanine / hypoxanthine semble refléter une inhibition prolongée de l’IMPDH (66). 

 

Comme nous venons de le voir, de nombreuses équipes se sont intéressées à la 

détermination de l’activité de l’IMPDH dans les cellules mononucléées du sang 

périphérique ou des lymphocytes circulants dans le but d’un suivi thérapeutique du 

MPA (67). Toutefois, ces méthodes nécessitent une étape d’isolement des cellules mais 

également une quantité conséquente de sang total allant de 4 mL à 30 mL (67,74-76). 

 

 

6.3.2. Mesure de l’Activité de l’IMPDH dans les Cellules du Sang Total et les 

Erythrocytes 

 

Trois méthodes ont été décrites dans la littérature pour la détermination de 

l’activité de l’IMPDH dans les cellules du sang total et les érythrocytes. Seules deux de 

ces méthodes concernent la détermination de l’activité de l’IMPDH dans les érythrocytes. 

Les caractéristiques des trois méthodes sont résumées dans le TABLEAU 1 ci-après.
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Auteurs 
Montero et al. 1995  

(69)  
Albrecht et al. 2000  

(70)  
Mino et al. 2009 

(71)  

Matrice biologique érythrocytes 

érythrocytes + cellules  

mononucléées  du 

sang périphérique 

érythrocytes 

Anticoagulant héparine héparine EDTA 

Milieu Réactionnel    

IMP (mmol/L) 1 0,25 0.5 

βNAD+ (mmol/L) 0,5 0,25 1.8 

KCl (mmol/L) 100 - 100 

EDTA (mmol/L) - 3 1.07 

DTT (mmol/L) - - 0,36 

Allopurinol (mmol/L) - 0,058 - 

Tampon (mmol/L) 40 (Phosphate) 0,1 (Tris) 35 (Phosphate) 

pH 7,4 ND 7,4 

Conditions d’incubation    

Temps (heure) 2 0,5 et 1 3 

Température (°C) 37 37 37 

Fin de la réaction 40 % TCA 4 mol/L PCA 9,2 mol/L PCA 

Neutralisation 
Eau saturée éther 

diéthylique (pH>5) 

Chauffage 1h à 100°C, 

KOH 4 mol/L (pH 2-3) 

Phosphate 

dipotassique 5 mol/L  

    

Facteur de dilution 21,7 8,8 – 9,9 9,7 

Conditions 

chromatographique 
   

Phase stationaire ODS2 Hypersil 

125×4,6mm 3µm 

2 en série : 150×4,6mm 

5 µm 
ND 

Type d’HPLC Echange d’ions Phase inverse (affinité) ND 

Phase mobile 0.1 mol/L 

KH2PO4, 8 mmol/L 

TBAS / méthanol 

(pH 5,5) 

 mode gradient 

4 % de méthanol dans 

de l’eau  

(pH 1,8) 

 

 mode isocratique 

85 % 20 mmol/L 

KH2PO4 ,40 mmol/L 

TBAB / 15 % CAN 

(pH 7,3) 

 mode isocratique 

Volume d’injection (µL) 50 200 10 

Débit (mL/min) 1 1 ND 

Longueur d’onde UV 254 et 280 260 ND 

LLOQ (μmol/L) ND 118 ng/mL = 0,78 1,25 

Composé analysé XMP xanthine XMP 

Unité de l’activité 
pmol XMP/mg 

protéine/h 

nmol XMP/mL cellules 

du sang total/min 
nmol XMP/g Hb/h 

TABLEAU 1 : Comparaison des trois méthodes chromatographiques de mesure de l’IMPDH dans 

les érythrocytes et les cellules du sang total. 

ND : Non Disponible ; TCA :  acide trichloracétique , PCA :  acide perchlorique ; Ht : Hématocrite ; 

TBAS/TBAB : Sulfate d’hydrogène/Bromure de tetra-n-butylammonium ;  ACN : acétonitrile ; 

LLOQ :Lower limit of quantification. 
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Montero et al. publient en 1995 la première méthode de mesure de l’activité de 

l’IMPDH par quantification par HPLC de l’XMP produit après incubation, en présence de 

l’IMP et du βNAD+ dans des érythrocytes obtenus à partir de sang total. Cette étude 

montre que les 9 patients déficients en HPRT (Hypoxanthine Guanine 

Phosphoribosyltransferase, cf. FIGURE 1) présentent une activité de l’IMPDH supérieure 

de 2,7 fois aux contrôles. Aucune différence significative de l’activité de l’enzyme n’est 

toutefois rapportée entre les patients souffrants de leucémie et les sujets sains (69). 

 

L’équipe d’Albrecht et al. rapporte une méthode reposant sur la détermination de 

la concentration de la xanthine après hydrolyse de l’XMP formé. Leurs travaux montrent 

que l’activité enzymatique de l’IMPDH est principalement localisée dans les érythrocytes 

et uniquement 10 % de l’activité du sang total est recensée au niveau des cellules 

mononucléées du sang chez deux patients transplantés rénaux (70). Ainsi, l’activité 

mesurée des cellules du sang total reflètent principalement l’activité de l’IMPDH présente 

dans des érythrocytes qui représentent la population quantitativement dominante du lysat 

des cellules sanguines. 

Mino et al. ont, pour leur part, étudié l’activité de l’IMPDH érythrocytaire en 

fonction des concentrations plasmatiques du MPA et de ses métabolites chez les 

transplantés rénaux (71). Leurs résultats seront présentés dans la partie discussion.  

La mesure de l’activité de l’IMPDH dans les érythrocytes et les cellules sanguines 

est plus facilement réalisable par comparaison aux cellules du sang mononucléées. En 

effet, aucune isolement particulière des cellules n’est nécessaire et le volume de sang 

requis est moins élevé étant donné le ratio érythrocytes/cellules mononucléées du sang 

est important.  

 

Pour conclure, de nombreux travaux portent sur la mesure de l’activité de l’IMPDH 

dans le cadre du suivi thérapeutique du MPA qui constitue un immunosuppresseur très 

utilisé en transplantation. Cependant, à notre connaissance, aucune étude ne traite de la 

distribution de l’activité érythrocytaire de l’IMPDH au sein de la population. Seulement 

deux publications abordent le rôle de l’IMPDH dans le métabolisme des thiopurines qui 

sera décrit dans la partie suivante (72,73). Toutefois, la mesure de l’activité de l’IMPDH 

s’est effectuée dans les cellules mononucléées du sang périphérique. 
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7. L’IMPDH dans le Métabolisme des Thiopurines 

 
 

7.1. Molécules disponibles, Indications et Effets Indésirables 

 
Trois médicaments thiopuriques sont actuellement sur le marché international : 

l’azathioprine (AZA), la 6-mercaptopurine (6-MP) et la 6-Thioguanine. Ces molécules ont 

des propriétés antinéoplasiques et immunosuppressives. Elles sont indiquées dans le 

traitement de certaines leucémies, de maladies auto-immunes et inflammatoires mais 

aussi dans la prévention du rejet de greffe. Les caractéristiques de ces différents 

médicaments sont résumées dans le TABLEAU 2 (74–76). 

 

Seule l’AZA possède une indication spécifique pour les formes sévères de pathologies 

inflammatoires chroniques et auto-immunes comme les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (MICI) caractérisées par une inflammation de la paroi d’une partie 

du tube digestif. Les MICI regroupent la maladie de Crohn et la recto-colite hémorragique. 

La maladie de Crohn s’installe le plus souvent à la jonction de l’iléon et du colon alors que 

les atteintes de la recto-colite hémorragique sont plutôt localisées au niveau du colon et 

du rectum. Les médicaments thiopuriques sont indiqués dans les MICI en seconde 

intention après échec d’un traitement par un anti-inflammatoire intestinal aminosalicylé 

(mésalazine ou sulfasalazine), ou bien en cas d’intolérance aux corticoïdes ou 

corticodépendance (77). 

 

Dans le cadre de l’étude de l’IMPDH, nous nous intéresserons uniquement à l’AZA et 

la 6-MP car l’IMPDH n’entre pas dans le métabolisme de la 6-thioguanine. 
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DCI 
Nom commercial 

Formule chimique Classification ATC et Indications Effets indésirables 

6-Thioguanine 

Lanvis® 

(74) 

 
Analogue sulfhydryl de la guanine 

Antineoplasiques → antimétabolique → analogues de la 
purine 
(code L01BB) 
 
Leucémie Aigüe Myéloblastique (LAM) 

- Hypoplasie 
médullaire 
(leucopénie, 
thrombopénie, 
anémie) 
 

- Hépatotoxicité 
(cholestase, 
nécrose 
hépatocytaire) 

 
- Troubles gastro-

intestinaux 
(anorexie, nausées, 
vomissements, 
ulcérations 
buccales ou 
intestinales, 
diarrhée, 
pancréatite) 

 
- Réaction 

d’hypersensibilité 
(rare) : fièvre, 
arthralgies, 
myalgies, éruption 
cutanée, malaise 
général, 
hypotension 

 

6-
Mercaptopurine 

(6-MP) 

Purinethol® 

(75)  
Analogue sulfhydryl l’hypoxanthine 

Antineoplasiques → antimétabolique → analogues de la 
purine (code L01BB) 
 
- Leucémie Aigüe Lymphoblastique (LAL) 
- Leucémie Aigüe Myéloblastique (LAM) 
- Leucémie Myéloïdes Chronique (LMC) 

Azathioprine 
(AZA) 

Imurel® 

(76) 
 

Dérivé méthyl-nitro-imidazole de 
la 6-MP 

 
Immunosuppresseurs (code L04AX) 
 
- Prévention du rejet du greffon (en association avec des 

corticoïdes et d’autres agents immunosuppresseurs) 
- Maladies dysimmunitaires (forme sévère, intolérance ou 

échec à un autre traitement) : Lupus érythémateux 
disséminé, Polyarthrite rhumatoide sévère, Hépatite 
chronique autoimmune, Purpura thromopénique 
idiopathique, Anémie hémolytique auto-immune, 
Dermatomyosite, Polymyosite, Vascularite, Pemphigus 
vulgaire, Maladie de Crohn et Rectocolite hémorragique 

 

TABLEAU 2 : Formules, classifications, indications et effets indésirables de la 6-thioguanine, de la 6-mercaptopurine, et de l’azathioprine.  

DCI : Dénomination Commune Internationale, Classe ATC : Classification Anatomique, Thérapeutique et Chimique. 

BERINGER 
(CC BY-NC-ND 2.0)



50 

7.2. Pharmacocinétique 

7.2.1. Absorption et Distribution 

 
Les concentrations maximales plasmatiques de l’AZA et de la 6-MP sont atteintes 

rapidement environ 2h après la prise orale. La biodisponibilité absolue de la 6-MP après 

administration de l’AZA est de 50 % environ (78). La biodisponibilité moyenne de la 6-MP 

est quant à elle de 16 % avec d’importantes variations interindividuelles allant de 5 à 

37 %. Un effet de premier passage, dû au métabolisme hépatique de la 6-MP, pourrait 

expliquer cette variabilité, nous le détaillerons dans la partie suivante. Le taux de liaison 

aux protéines plasmatiques est évalué à 30 % (75).  

 

7.2.2. Métabolisme et Elimination 

 

Par comparaison à la plupart des autres médicaments, le métabolisme des 

thiopurines est complexe. L’AZA et la 6-MP sont tous les deux des pro-drogues convertis 

en métabolites actifs via un métabolisme détaillé dans la FIGURE 7. La biodisponibilité de 

ces deux molécules est variable comme nous venons de le voir : 27 – 83 % pour l’AZA et 

5 – 37 % pour la 6-MP (79). En effet, il existe un  passage hépatique transformant 6-MP 

en thioxanthine (2-OH-6-MP) puis en acide thiourique (ATU) via l’aldéhyde oxydase (AO) 

et/ou xanthine oxydase (XO) qui pour ce dernier, est exprimé dans les cellules épithéliales 

intestinales et du foie (80). L’ATU est un métabolite inactif qui sera excrété dans les 

urines. 

 

La 2nd voie de métabolisation de la 6-MP fait appel à la Thiopurine S-

méthyltransférase (TPMT) qui convertit la 6-MP en un métabolite inactif : le 6-

méthylmercaptopurine (6-MMP).  

 

La 3ème voie qui mène à l’action thérapeutique, transforme la 6-MP en 6-

Thioinosine monophosphate (6-TIMP) qui constitue un substrat de plusieurs enzymes. 

Premièrement, l’action de l’IMPDH sur le 6-TIMP conduit, après plusieurs transformations 

enzymatiques à la formation des métabolites actifs de l’AZA : les 6-Thioguanosine 

nucléotides (6-TGN) incluant les Thioguanines 5’-monophosphate, -diphosphate,               

-triphosphate (6-TGMP, 6-TGDP, 6-TGTP) et les désoxy-6-TGN. Les 6-TGTP 

représentent 85 % des 6-TGN retrouvés dans les érythrocytes (81). 
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De plus, la 6-TIMP est aussi substrat de la TMPT formant un métabolite crucial : 

MeTIMP pouvant également être converti en forme diphosphate (MeTIDP) et triphosphate 

(MeTITP). Ces métabolites méthylés avec les 6-MMP sont désignés sous le terme de 6-

Méthyl Mercaptopurine Nucléotides (6-MeMPN), ce sont des puissants inhibiteurs de 

synthèse des purines et contribuent ainsi à l’effet plutôt hépatotoxique de l’AZA et de la 6-

MP (82,83). 

 

Enfin, les 6-TIMP peuvent également être pris en charge par une kinase 

aboutissant à la formation de 6-TIDP puis de 6-TITP. Ce dernier peut subir une 

déphosphorylation qui reformera le 6-TIMP. 

 

L’élimination du médicament est principalement urinaire : 50 % de la dose est 

excrétée dans les urines et 12 % dans les selles. Dans l’urine, le composé le plus 

retrouvé est le métabolite oxydé inactif, l’ATU. L’AZA et la 6-MP représentent moins de 

2 % des formes excrétées (78). 
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FIGURE 7 : Métabolisme de l’azathioprine et de la 6-mercaptopurine d’après (84,85). 
AZA : azathioprine ; 6-MP : 6-mercaptopurine ; 6-TIMP : 6-thioinosine monophosphate ; 6-TXMP : 6-thioxanthosine 5’monophosphate ; 6-TGMP : 6-

thioguanosine monophosphate ; 6-TGDP : 6-thioguanosine diphosphate ; 6-TGTP = 6-thioguanosine triphosphate ; 6-MeMP : 6-méthylmercaptopurine ; 

MeTIMP = 6-méthylthioinosine monophosphate ; MeTIDP : 6-méthylthioinosine diphosphate ; MeTITP : 6-méthylthioinosine triphosphate ; ATU : acide 

thiourique ; 6-TIDP : 6-thioinosine diphosphate ; 6-TITP : 6-thioinosine triphosphate ; 6-dTGMP : désoxythioguanosine monophosphate ; 6-dTGDP : 

désoxythioguanosine diphosphate ; 6-dTGTP = désoxythioguanosine triphosphate ; TPMT : thiopurine S-méthyltransférase ; HGPRT = Hypoxanthine guanine 

phosphoribosyl transférase ; XO : xanthine oxidase ; ITPA : inosine triphosphate pyrophosphatase ; IMPDH : inosine monophosphate déshydrogénase ; 

GMPS : Guanosine monophosphate synthétase ; GMP reductase : guanosine monophosphate reductase ; AO : aldéhyde oxidase ; 6-TGN : 6-thioguanine 

nucleotides ; 6-MeMP(N) : 6-méthylmercaptopurine (nucléotides) ; L.T : lymphocyte T
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7.3. Mécanisme d’Action 

7.3.1. Incorporation des 6-TGN dans l’ADN/ARN 

 

L’effet immunosuppresseur principal de l’AZA et la 6-MP est l’incorporation de la 

6-dTGTP dans l’ADN et de la 6-TGTP dans l’ARN à la place des bases puriques. En 

effet, ces analogues des bases puriques engendrent un mésappariement lorsque les 

nucléotides thioguanines (la 6-dTGTP et  la 6-TGTP) veulent former une paire de base 

avec la cytosine ou bien par erreur la thymine (86). Ces paires de bases sont tolérées par 

l’ARN et l’ARN polymérases, mais elles inhibent ultérieurement la progression du cycle 

cellulaire lors des phases S et G2 (87). 

 

7.3.2. Blocage de la Voie Anti-apoptotique des Lymphocytes T via RAC1 

 

L’apoptose des lymphocytes T CD4+ activé via le CD28, le CD3 et l’IL-2 est 

prévenu par l’activation de bcl-XL via la GTPase Rac 1 (88). L’AZA et la 6-MP peuvent 

empêcher cet effet anti-apoptotique par leur métabolite 6-TGTP qui entre en compétition 

avec la GTP au niveau du site RAC1. Le RAC1-6-TGTP va entraîner une accumulation 

de molécules RAC1 inactives et diminuer l’expression des gènes cibles de RAC1 (79). 

Ainsi, cette voie à la base anti-apoptotique va entraîner l’apoptose des mitochondries 

dans ce contexte (89). Ce mécanisme contribue à réduire le nombre de lymphocytes T 

activés dans la lamina propria digestive (tissus conjonctif de soutien) des patients 

présentant une MICI (88). 

 

7.3.3. Inhibition de la Synthèse de novo de Purines 

 

Bien que la voie menant aux 6-MeMPN est considérée comme une voie 

concurrente des 6-TGNs, certains de ces métabolites méthylés ont une activité 

biologique. En effet, les 6-MeMPN sont des inhibiteurs de la Phosphoribosyl 

Pyrophosphate (PRPP) amidotransferase qui constitue une enzyme limitante dans la 

biosynthèse de novo des purines (82,87). Ainsi, la biosynthèse des bases puriques est 

réduite, facilitant l’incorporation des 6-TGN dans l’ADN et l’ARN. Concernant la PRPP, 

qui est un co-substrat du HGPRT, sa concentration est augmentée ce qui d’une part, 

intensifie la voie de sauvetage des précurseurs (thio)purines et d’autre part, augmente 

l’activation de la 6-MP en 6-TIMP via l’HGPRT (FIGURES 1 et 7) (90). 
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La prolifération des lymphocytes, dépendante de la voie de biosynthèse de novo 

des purines, serait donc impactée. De plus, le déséquilibre entre les nucléotides puriques 

et pyrimidiques causés par la réduction de la biosynthèse de novo des purines et 

l’augmentation des concentrations de la PRPP contribuerait à la mort cellulaire (79,90). 

 

 

7.4. Sources de Variabilité à la Réponse Thérapeutique 

7.4.1. Interactions d’ordre Pharmacocinétique liées au Métabolisme 

 
Plusieurs interactions médicamenteuses interviennent au niveau du métabolisme 

de l’AZA et de la 6-MP (FIGURE 8). Les dérivés de l’acide aminosalicylique (ASA), 5-ASA 

ou sulfasalazine, majorent l’effet myélosuppresseur des thiopurines pas l’augmentation 

des concentrations de 6-TGN. La TPMT serait inhibée par les dérivés de l’ASA mais les 

études restent discordantes à ce sujet (79). 

 

L’allopurinol est un médicament hypo-uricémiant inhibant la xanthine oxydase 

(XO). L’oxypurinol, le métabolite de l’allopurinol, est un inhibiteur plus puissant de la XO 

et il possède également une demi-vie plus longue. Cette diminution de l’activité de la XO 

se traduit par une inhibition de la transformation de la 6-MP en métabolites inactifs. La 

biodisponibilité de la 6-MP est augmentée comme ses risques de toxicité (79,91). 

Toutefois, l’allopurinol est parfois prescrit à faibles doses en association aux thiopurines 

chez les patients résistants présentant un ratio MeTIMP / 6-TGN élevé (84). En effet, les 

espèces réactives de l’oxygène produites par la XO lors de l’oxydation de la 6-MP, 

génèrent du stress oxydant susceptible d’entraîner des lésions hépatiques. 

L’administration d’allopurinol chez les patients ayant une concentration de 6-MeMPN 

importante diminue le risque de toxicité hépatique (92). 

 

Le méthotrexate est également un inhibiteur de la XO augmentant donc le risque 

de la toxicité des thiopurines. De plus, le méthotrexate facilite l’incorporation des 6-TGN 

dans l’ADN et l’ARN par son effet thérapeutique inhibant la synthèse de novo des 

nucléotides de la guanine (93). 
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7.4.2. Pharmacogénétique 

 
 

La pharmacogénétique étudie l’influence des variations de la séquence génomique 

sur la réponse aux médicaments. Une partie de la variabilité de la réponse aux thiopurines 

pourrait être expliquée par la pharmacogénétique des nombreux transporteurs et d’enzymes 

intervenant dans le métabolisme de ces médicaments. Les principaux polymorphismes 

génétiques présentant une action potentiellement impliquée dans la réponse thérapeutique 

de l’AZA ou de la 6-MP seront détaillées dans cette partie (FIGURE 8). Les polymorphismes 

touchant les gènes de l’IMPDH ont été traités dans la partie 5.2, ils ne seront donc pas revus 

dans cette partie. 

 

 

TPMT 

La TPMT constitue, sans doute, l’enzyme la plus étudiée en terme de polymorphisme 

génétique bien que l’on ne connaisse ni sa fonction biologique, ni ses substrats endogènes. 

Cependant, cette enzyme occupe une place cruciale dans le métabolisme de l’AZA et de la 

6-MP en catalysant les réactions de S-méthylation menant aux métabolites des 6-MeMPN. A 

ce jour, plus de 40 variants alléliques ont été identifiés (94). Les variants les plus retrouvés 

sont les allèles TPMP*2, TPMT*3A et TPMT*3B. TPMP*2 et TPMT*3A augmentent la 

dégradation de l’enzyme entrainant une demi-vie raccourcie à 15 min contre 18h pour l’allèle 

sauvage TPMT1*, alors que l’allèle TPMT*3B est non fonctionnel. La fréquence allélique 

diffère entre les populations ethniques. Les mutations les plus retrouvées dans la population 

Caucasienne sont TPMT*3A (3,2 – 5,7 %) suivi de TPMT*2 (0,2 – 0,5 %) et de TPMT*3C 

(0,2 – 0,8 %). Ces trois variants alléliques représentent à eux seuls, plus de 95 % des 

variants totaux recensés (85). 

Ces mutations engendrent une distribution trimodale de l’activité de la TPMT. Le 

phénotype d’activité de la TPMT est transmis sous le mode autosomal co-dominant. En 

Europe et en Amérique du Nord, environ 89% des sujets présentent une activité élevée en 

TPMT (homozygote de l’allèle fonctionnelle de la TPMT), 11 % ont une activité intermédiaire 

(hétérozygote : un allèle fonctionnel et un allèle non fonctionnel) et 0,3 % présentent un 

déficit total d’activité (homozygotes de l’allèle non fonctionnel) (95). Dans certains cas assez 

rares, il peut exister une amplification du gène menant à une augmentation de l’activité de la 

TPMT et à un phénotype de métaboliseurs ultra-rapides. 
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ITPA 

 L’ITPA est une enzyme cytosolique catalysant la conversion de 6-TITP en 6-TIMP. 

La mutation faux-sens 94C>A (rs1127354) de l’ITPA est responsable d’un déficit complet en 

ITPA. Les hétérozygotes ont une activité résiduelle d’environ 20 % de l’activité de l’ITPA 

moyenne. La fréquence de ce polymorphisme est de l’ordre de 11 – 19 % chez les 

Asiatiques et de 5 à 7 % chez les Caucasiens, les Afro-Américain et les Africains (92). Cette 

mutation entraînerait une accumulation de 6-TITP qui serait responsable d’effets néfastes 

comme des éruptions cutanées ou des symptômes pseudo-grippaux. La concentration des 

métabolites méthylés (MeTITP) serait également augmentée. Cependant, certaines études 

ne sont pas en accord avec ses résultats (79,92). 

 

XO 

 La XO, présente dans la muqueuse intestinale et dans le foie, catalyse la 

transformation de 6-MP en acide thiourique. Il existe une variabilité interindividuelle et inter-

ethnique de l’activité de la XO importante. Les hommes présentent une activité 21 % plus 

importante que les femmes. On trouve également 11 % de métaboliseurs lents dans la 

population japonaise contre 20 % dans la population Caucasienne. Plusieurs SNP pouvant 

entrainer une diminution ou une augmentation de l’activité de la XO ou bien la synthèse de 

l’enzyme inactive ont été découvertes (92). 

 

GST 

 L’AZA est transformée en 6-MP grâce à l’action de la GST consommant du glutathion 

sous forme réduite (GSH). Une déplétion de GSH engendre des dommages causés par les 

espèces réactives à l’oxygène et une dénaturation de nombreux composés. L’allèle nul du 

GSTM1 (GSTM1*0), présent chez 39 – 62 % des Européens, a montré une diminution de la 

survenue de leucopénie et un rôle protecteur sur l’incidence des effets indésirables de l’AZA 

(79,92). Ce phénomène pourrait expliquer que 47 – 60 % des patients intolérants à l’AZA 

supportent la 6-MP (88). 

 

Transporteurs 

 L’entrée cellulaire des métabolites thiopuriques est assurée par les ENT1 et ENT2 

(Equilibrative nucleosides transporters, codés par les gènes SLC29A1 et SLC29A2) et CNT2 

et 3 (Concentrative Na+-dependant nucleoside transporters, codé par les gènes SLC28A2 et 

SLC28A3). Les transporteurs MRP4 et MRP5 (Multidrug Resistance associated Proteins, 

codés par les gènes ABCC4 et ABCC5) sont responsables de l’efflux des nucléotides 

thiopurines. Le métabolisme de l’AZA et de la 6-MP peut être altéré par certaines mutations 
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conduisant à une dysfonction des transporteurs ou à une régulation positive ou négative de 

leurs fonctions (92). Un SNP présent sur le gène ABCC4 (rs3765534), engendrant une 

importante réduction de l’activité du transporteur MRP4, a été identifié (96). Les patients 

porteurs de ce variant ont d’ailleurs montré une concentration intra-érythrocytaires plus 

élevée en 6-TGN et une numération significativement plus faible des leucocytes (97). Une 

augmentation de l’expression des transporteurs MRP peut aussi entraîner une résistance 

aux thiopurines (98). 

FIGURE 8 : Variabilités et suivi thérapeutique de l’azathioprine et de la 6-mercaptopurine. 
ASA : acide aminosalicylique 
 
 
 

7.5. Suivi Thérapeutique Pharmacologique Recommandé 

 
Comme nous venons de le voir, le métabolisme de l’AZA et de la 6-MP est complexe et 

comprend plusieurs voies métaboliques qui peuvent être influencées par le profil 

pharmacogénétique des patients. Il n’existe pas de biomarqueur PD spécifique des 

médicaments thiopuriques, le STP s’appuie donc à ce jour sur d’autres données (FIGURE 8). 
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7.5.1. Génotype et Phénotype de la TPMT 

 

Comme nous l’avons déjà évoqué, l’activité de la TPMT a une distribution trimodale dans 

la population. Avant l’initiation d’un traitement aux thiopurines, l’activité de la TPMT est 

déterminée en pratique clinique courante, comme les recommandations le stipule (99). En 

effet, la génotypage et/ou le phénotypage de la TPMT sont des outils précieux permettant de 

prévoir quels sont les patients susceptibles de faire un accident hématologique sous AZA ou 

6-MP (homozygotes déficitaires, activité de la TPMT faible) ou, au contraire, d’être 

répondeurs faibles (activité de la TMPT élevée) (92). Les patients « métaboliseurs ultra-

rapides » sont également susceptibles d’éliminer trop rapidement le médicament.  

Ces deux techniques permettent de déterminer les métaboliseurs ultra-rapides, rapides, 

intermédiaires et lents. La corrélation entre le génotype et le phénotype de la TPMT varie 

entre 65 et 89 %. La cause de cette variabilité n’est pas claire, cependant, le risque 

myélosuppression induit par le traitement est mieux prédit par le phénotypage de la TPMT 

que son génotypage. Toutefois, le génotypage de la TPMT sera préféré chez les patients 

ayant subi une transfusion récente et les patients dialysés car ces derniers possèdent 

généralement une urémie élevée pouvant affecter certaines méthodes de phénotypage de la 

TPMT (84). 

 
 

7.5.2. Dosage des Métabolites Actifs 

 
 Les deux méthodes de dosage des métabolites actifs des thiopurines les plus 

répandues sont les méthodes chromatographiques de Lennard et Singleton et de Dervieux 

et Boulieu. Ces dosages s’effectuent dans les globules rouges. Le protocole proposé par 

Dervieux et Boulieu affiche certains avantages : le protocole est simplifié, plus rapide avec 

un taux de recouvrement > 84 % pour les 6-MeMPR contre 37 % pour la méthode de 

Lennard et Singleton (100,101).  

 

 Les travaux de Nguyen et al. ont traité de la relation entre les concentrations en 

métabolites actifs et certaines données démographiques et pharmacologiques chez des 

patients pédiatriques atteints de MICI. Une corrélation positive entre la dose d’AZA, la 

concentration des 6-TGN et des 6-MeMPN et le ratio 6-MeMPN/6-TGN a été mise en 

évidence. Les patients les plus jeunes ont montré une concentration des métabolites actifs 

plus basse, probablement dûe à l’influence de l’âge sur l’absorption et le métabolisme de 

l’AZA. Chez les patients pédiatriques, les filles présentaient une concentration en 6-MeMPN 

plus importante que les garçons. La co-administration de l’infliximab (anticorps monoclonal 

liant TNFα) et de l’AZA augmentait  la concentration des 6-TGN pouvant expliquer l’efficacité 
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des thérapies combinées. Enfin, une importante variabilité interindividuelle des 

concentrations en métabolites actifs d’approximativement 50 % a été rapportée, démontrant 

l’intérêt du STP et de l’ajustement posologie pour chaque patient (102). 

Plusieurs études ont travaillé sur la relation entre l’activité de la TPMT et la 

concentration des métabolites. L’activité de la TPMT est corrélée positivement avec les 

concentrations de MeTIMP (89,103) mais négativement aux concentrations des 6-TGN 

(104).  

 

Les 6-TGN semblent un marqueur essentiel dans le suivi thérapeutique des patients 

sous AZA et 6-MP (105). En effet, de trop fortes concentrations de 6-TGN sont associées à 

une augmentation du risque de myélotoxicité tandis que de faibles concentrations sont 

associées à une diminution de l’efficacité thérapeutique (83). Une concentration de 6-TGN 

supérieure à 250 pmol / 8.108 érythrocytes est corrélée à une meilleure réponse 

thérapeutique chez les enfants atteints de MICI (106) tandis qu’une concentration supérieure 

à 405 pmol / 8.108 érythrocytes prédirait une résistance à l’AZA nécessitant l’instauration 

d’une thérapie alternative (107). De plus, ce dosage a un intérêt dans le suivi dans la 

compliance au traitement : une concentration de 6-TGN bas ou nul peut montré une non-

observance du patient. Bien que la concentration efficace de 6-TGN ne soit pas uniformisée, 

toutes les études semblent s’accorder sur le fait que le monitorage des 6-TGN a son utilité 

en cas de sous-dosage en AZA et d’effets indésirables hématologiques (FIGURE 8) (92). 

 

De fortes concentrations en 6-MeMPN supérieures à 5 700 pmol / 8.108 érythrocytes 

ont été associées à un risque de survenu d’hépatotoxicité (108). Le risque de myélotoxicité 

serait, lui, associé avec des concentrations importantes en 6-TGN (109). Les patients 

déficients en TMPT, formant peu de 6-MeMPN, ont montré une bonne tolérance aux fortes 

concentrations de 6-TGN par comparaison aux patients ayant une activité en TMPT 

normale. Ce phénomène pourrait s’expliquer par le fait que la voie de biosynthèse de novo 

des nucléotides n’est pas impactée, du fait de l’absence de 6-MeMPN, diminuant ainsi 

l’incorporation de 6-dTGTP dans l’ADN. Ce phénomène a été décrit dans le mécanisme 

d’action (sous-partie 7.3.3.). La cytotoxicité des 6-TGN serait donc rencontrée à une 

concentration plus élevée (79,82). 

 

7.5.3. Limites 

 
Bien qu’il soit maintenant évident que l’efficacité de l’AZA et de la 6-MP n’est pas 

fonction du dosage mais de leur métabolisme, des effets indésirables restent encore 

BERINGER 
(CC BY-NC-ND 2.0)



60 

fréquemment observés : 15 à 28 % des patients sous ces traitements selon les études 

(92,110). De plus, le polymorphisme de la TPMT n’explique pas toutes les intolérances : 

approximativement 25 % des patients souffrant de MICI ont des concentrations faibles en 6-

TGN et des concentrations hautes en MeTIMP malgré une activité normale en TPMT (79). 

La TPMT seule ne prédit donc pas tous les profils métaboliques.  

L’IMPDH pourrait ainsi être un facteur de variations supplémentaires impliqué dans l’effet 

thérapeutique, mais aussi dans la survenue d’effets indésirables des patients sous AZA et 6-

MP. En effet, cette enzyme occupe une place stratégique dans le métabolisme des 

thiopurines en transformant le 6-TIMP, substrat également de la TPMT, en 6-TGN. 

 
 
 

7.6. Rôle Potentiel du Phénotype de l’IMPDH dans la Réponse 

Thérapeutique 

 

Seuls les travaux de Haglund et al. ont étudié le rôle de l’activité de l’IMPDH chez les 

patients souffrants de MICI traités par des médicaments thiopuriques (72,73,79). Dans leurs 

travaux, les mesures de l’activité de la TPMT, le dosage des 6-TGN et des 6-MeMPN étaient 

effectués dans les érythrocytes tandis que l’activité de l’IMPDH était déterminée dans les 

cellules mononucléées sanguines. 

Les auteurs ont montré une activité de l’IMPDH des cellules mononucléées du sang 

inversement corrélée aux concentrations des dérivés méthylés (6-MeMPN) chez les patients 

ayant une activité de la TPMT normale. Paradoxalement, aucune corrélation entre l’activité 

de l’IMPDH et les concentrations en 6-TGN n’a été trouvée chez ces mêmes patients (72).  

Chez 26 patients avec un fort ratio métabolique 6-MeMPN/6-TGN > 20, l’activité de 

l’IMPDH mesurée était significativement plus basse que l’activité des 21 patients avec un 

ratio 6-MeMPN/6-TGN < 20 bien que l’activité de la TPMT soit similaire entre les deux 

groupes d’étude. Les auteurs ont rapporté une activité de l’IMPDH des cellules 

mononucléées du sang, inversement corrélée aux concentrations des dérivés méthylés (6-

MeMPN). Toutefois, aucune corrélation entre l’activité de l’IMPDH et les concentrations en 

6-TGN n’a été trouvée chez ces mêmes patients (72). De plus, les patients avec un faible 

ratio métabolique < 4 n’ont pas montré d’activité de l’IMPDH significativement supérieure 

aux patients ayant un ratio > 20 (79). 

Pour 10 patients ayant une activité de la TPMT réduite, aucune corrélation n’a été 

trouvée avec l’activité de l’IMPDH, ni même avec les concentrations de 6-MeMPN et de 6-

TGN normalisées par la dose. Seule la concentration en 6-TGN était significativement plus 
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élevée chez les patients avec une activité de la TPMT réduite par comparaison aux patients 

avec une activité normale en TPMT (73). 

 

Les résultats de l’équipe de Haglund et al. n’ont donc pas mis en évidence de liens 

tangibles entre le phénotype de la TPMT et la concentration des métabolites actifs 

intervenants dans le suivi thérapeutique des thiopurines. Il ne faut pas perdre de vue que les 

compartiments d’étude diffèrent dans ces analyses. Les auteurs ont choisi de mesurer 

l’activité de la TPMT et de doser les métabolites dans les érythrocytes. La mesure de 

l’activité de l’IMPDH s’est effectuée dans les cellules mononucléées du sang et a été 

justifiée par le fait que ces cellules sont les cibles des thiopurines et que l’activité de 

l’enzyme dans les érythrocytes est très basse (79).  

 

Cependant, l’équipe d’Albrecht et al. a démontré que l’activité de l’IMPDH du sang 

total est présente majoritairement dans les érythrocytes, probablement parce qu’ils 

constituent la population sanguine largement prédominante. L’expression de l’IMPDH I et II 

peut différer entre ces deux populations cellulaires, notamment, chez des patients souffrant 

de leucémie, d’une pathologie auto-immune ou ayant subi une transplantation. Comme nous 

l’avons déjà évoqué, l’expression de l’IMPDH II est induite dans les cellules néoplasiques et 

dans les lymphocytes activés. De plus, les érythrocytes matures sont démunis de noyau 

cellulaire ainsi, l’expression de l’IMPDH n’est plus régulée à un niveau transcriptionnel ni 

traductionnel dans ce type de cellule. Enfin, l’expression de l’IMPDH érythrocytaire pourrait 

avoir un impact sur la concentration des 6-TGN dans les cellules mononucléées du sang 

étant donné qu’il existait un transfert des 6-TGN entre les érythrocytes et les leucocytes 

(111). Ce mécanisme dynamique est illustré dans la FIGURE 9 et détaillé dans le prochain 

paragraphe. 
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FIGURE 9 : Echanges intercellulaires des nucléotides de la 6-thioguanine d’après (111,112). 

NTE5 : ecto-5-nucléotidase ; Tgua : Thioguanosine. Les autres abréviations ont déjà été 

rencontrées dans la FIGURE 7. 

 

 

 

Après conversion de l’AZA en 6-MP dans le plasma, la 6-MP pénètre dans la cellule 

par les transporteurs SLC29A1, SCL29A2, SLC28A2 et SLC29A3 (113). La 6-MP suivra 

ensuite plusieurs voies métaboliques que nous avons déjà détaillées dans la FIGURE 9. Les 

6-TGN ne peuvent pas diffuser à travers la membrane plasmatique, par contre, ils peuvent 

sortir de la cellule via les transporteurs MRP4 et MRP5 (117). Le 6-TGMP sera alors converti 

en 6-thioguanosine par le CD73, nommé également ecto-5’-nuleotidase (5’-NT, EC 3.1.3.5) 

codée par le gène NT5E. Cette enzyme se situe à la surface externe de la membrane 

plasmatique. Elle catalyse l’hydrolyse des ribonucléotides 5’-monophosphate extracellulaire 

formant ainsi leurs nucléotides correspondants. L’étude in vitro de Li et al. a montré une 

corrélation entre l’expression de NT5E et les concentrations intracellulaire de 6-TGN. Leurs 

travaux démontrent également que TGMP est incapable de rentrer dans la cellule. La 6-

thioguanosine peut pour sa part, pénétrer dans la cellule en utilisant les transporteurs SLC29 

(112).  
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Cette circulation dynamique des métabolites des thiopurines permettrait le transfert 

des 6-TGN, notamment entre les érythrocytes et les cellules du sang mononucléées. Pour 

rappel, les érythrocytes matures n’ont pas de noyau cellulaire, les 6-TGN n’agissent donc 

pas dans ce type de cellules sans ADN. Par contre, ils pourraient réaliser leur effet 

thérapeutique en étant transférés dans les lymphocytes via les transporteurs et à l’action du 

NT5E. 

Comme nous l’avons déjà évoqué, l’activité de l’IMPDH est vraisemblablement 

différente entre les cellules mononucléées du sang et les globules rouges. Cette hypothèse 

peut être confortée par les résultats des travaux de Haglund et al.. Aucune corrélation entre 

l’activité de l’IMPDH mesurée et la concentration en 6-TGN n’a été mis en évidence (72). De 

plus, l’impact de l’activité de l’IMPDH des érythrocytes sur l’activité du sang total est 

conséquent. Ainsi, l’activité de l’IMPDH érythrocytaire pourrait être corrélée à la fois aux 

concentrations de 6-TGN et de 6-MMPR érythrocytaire mais aussi à l’effet thérapeutique et 

aux effets indésirables de l’AZA et de la 6-MP étant donné qu’il existerait des échanges 

dynamiques de certains métabolites actifs entre les érythrocytes et les cellules 

immunocompétentes constituant la cible thérapeutique. Le phénotypage de l’IMPDH dans 

les érythrocytes pourrait donc être une donnée pertinente à intégrer au suivi thérapeutique 

de l’AZA et de la 6-MP. 
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8. L’Acide Mycophénolique, un Inhibiteur de l’IMPDH 

 

8.1. Formes Commerciales et Indications 

 
Le MPA (FIGURE 10A, code ATC : L04AA06) est un produit de fermentation de plusieurs 

espèces de Penicillium et possède des propriétés immunosuppressives utilisées dans la 

prévention des rejets de greffes. Deux formes pharmaceutiques, qui ont pour objectif 

d’augmenter la biodisponibilité du MPA, sont actuellement sur le marché : le mycophénolate 

mofetil (Cellcept®) et le mycophénolate sodique (Myfortic®). Le mycophénolate mofétil est 

l’ester morpholino-éthyle du MPA (FIGURE 10B), c’est donc une prodrogue qui sera 

hydrolysée par des estérases intestinales dans l’estomac et l’intestin grêle en MPA (114). 

Afin de limiter les effets indésirables du mycophénolate mofétil, une formulation gastro-

résistante permettant une libération plus tardive dans le tube digestif a été développée : il 

s’agit du mycophénolique sodique (FIGURE 10C). Cette dernière libère directement le MPA 

qui correspond au composé pharmacologiquement actif (115). 

 

FIGURE 10 : Structures chimiques de l’acide mycophénolique, du mycophénolate 

mofétil et du mycophénolate sodique. 

 
 

Le MPA est indiqué, en association à la ciclosporine et aux corticoïdes, pour la 

prévention des rejets aigus d’organe chez des patients ayant bénéficiés d’une allogreffe 

rénale. L’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) du mycophénolate mofétil a également 

une indication pour les transplantations cardiaques et hépatiques. Le Service Médical Rendu 

(SMR) a été évalué comme important pour les deux formes pharmaceutiques disponibles 

Cellcept® et Myfortic® (116,117). 
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 Cependant, en pratique, le mycophénolate mofétil est parfois utilisé seul ou en 

association à d’autres immunosuppresseurs non mentionnés dans l’AMM. La ciclosporine 

est couramment remplacée par un autre inhibiteur de la calcineurine : le tacrolimus, qui a 

d’ailleurs prouvé, dans plusieurs études, son efficacité au côté du Cellcept® (115,118,119). 

Le MPA peut aussi être associé aux inhibiteurs de la mTOR, comprenant le sirolimus et 

l’éverolimus (115,120). 

 

 

8.2. Pharmacocinétique 

 
8.2.1. Absorption et Distribution 

 
Le mycophénolate mofétil est rapidement et massivement absorbé après une 

hydrolyse dans l’estomac et l’intestin grêle grâce aux estérases (112). Cette forme pro-

drogue du MPA est indétectable dans le plasma après administration orale. Pour la forme 

injectable, le mycophénolate mofétil n’est plus détectable après 10 à 30 min. La 

biodisponibilité absolue de la forme orale de Cellcept®  est de 94 % par rapport à sa forme 

intraveineuse (121). En ce qui concerne le mycophénolate sodique, le temps d’obtention de 

la concentration maximale du MPA est de 1,5 à 2 h ce qui est en accord avec la forme 

pharmaceutique gastro-résistance. Concernant cette forme sodique, l’absorption digestive 

du MPA est de 93 % et sa biodisponibilité absolue de 72 % (122). 

 
Dans le sang, le MPA est présent à 99,99 % dans le plasma, 0,01 % dans les 

cellules mononucléées du sang et 0,0005 % dans les érythrocytes (123). Le MPA et son 

métabolite, le glucuronide du MPA, sont fortement liés aux protéines plasmatique à hauteur 

respectivement, de 97 % et de 82 % (122). 

 
8.2.2. Métabolisme et Elimination 

 
Le métabolisme du MPA, essentiellement rénal et hépatique, est complexe et fait appel à 

des enzymes de la phase I et II. Les enzymes de phase II sont principalement impliquées 

dans le métabolisme du MPA (FIGURE 11). Les Uridines Diphosphate 

Glucuronosyltransferases (UGT) forment le métabolite majoritaire : le MPA-phenyl-

glucuronide (MPAG). Ce dernier est inactif, il ne possède pas d’activité inhibitrice de 

l’IMPDH mais il participe à la PK via le cycle entéro-hépatique contribuant à environ 10 –

 60 % de l’exposition au MPA (5). En effet, le MPAG est transporté par les protéines MRP2 

ou OATP1B1/1B3 au niveau biliaire puis, il est partiellement déconjugué par la flore 

bactérienne pour enfin être réabsorbé sous forme de MPA. Ce phénomène contribue donc à 
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un rebond de la concentration du MPA (FIGURE 11) (5,31). Il existe également deux autres 

métabolites minoritaires de phase II : le MPA-phenyl-glucoside (MPAGI), inactif, et le MPA-

acyl-glucuronide (AcMPAG), actif sur l’IMPDH mais via un mécanisme encore flou.  

Le métabolisme de phase I est minoritaire et fait appel au cytochrome P450 

(principalement par les isoformes CYP3A et 2C) pour donner le métabolite 6-O-desméthyl 

du MPA (DM-MPA) qui pourra ensuite être secondairement glucuro-conjugué. 

 

L’administration par voie orale du mycophénolate mofétil radiomarqué montre que 93 % 

de la dose administrée est retrouvée dans les urines et 6 % dans les selles. La majorité de la 

fraction urinaire (environ 83 %) se retrouve sous forme de MPAG (121). 
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FIGURE 11 : Métabolisme de l’acide mycophénolique par les enzymes de phase II d’après (5). 

Le métabolite majeur du MPA est le MPA-phenyl-glucuronide (MPAG, actif). Les deux 

métabolites mineurs sont le MPA-acyl-glucuronide (AcMPAG, actif) et le MPA-phenyl-

glucoside (MPAGI, inactif). MRP2 : Multidrug resistance-associated protein 2 

 

 

 
 

8.3. Mécanisme d’Action 

 
Le MPA est un inhibiteur non compétitif et réversible de l’IMPDH. Comme nous l’avons 

déjà vu, l’IMPDH est une enzyme clé dans la synthèse de novo des nucléotides de guanine, 

indispensable à la réplication de l’ADN. Le mécanisme d’action de cet inhibiteur est illustré 

dans la FIGURE 12 : le MPA se fixe au complexe Enzyme-XMP* lors de la seconde phase de 

la réaction catalytique, et empêche la libération de l’XMP (5). Le MPA présente une affinité 5 

fois supérieure à l’isoforme de type II de l’IMPDH qui est fortement exprimé dans les 

lymphocytes activés (2). Ainsi, le MPA présente un effet plus marqué sur les lymphocytes 
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que sur les autres cellules. Les différents effets immunosuppressifs, antiprolifératifs et anti-

inflammatoires du MPA vont être présentés dans les prochains paragraphes. 

 

 

FIGURE 12 : Mécanisme d’inhibition de l’IMPDH par l’acide mycophénolique d’après (6,10). 

MPA : acide mycophénolique ; E : Enzyme 

 

 

8.3.1. Arrêt du Cycle Cellulaire, Mort Cellulaire 

 
. Les lymphocytes B et T sont incapables d’utiliser la voie de sauvetage des nucléotides. 

Ainsi, leurs proliférations est dépendantes de la voie de novo des nucléotides puriques et 

donc de l’IMPDH. Le MPA a donc un effet cytostatique sur ces types de cellules. Le MPA 

pourrait également induire l’apoptose dans les lignées cellulaires des lymphocytes et des 

macrophages / monocytes via l’activation de signaux de nécrose (2,124).  

 

8.3.2. Inhibition de la Synthèse de Glycoprotéines 

 
Le MPA agit également au niveau du recrutement des leucocytes, de la présentation 

des antigènes et de la fonction effectrice des leucocytes. La diminution de GTP provoqué 

par le MPA inhibe le transfert de fructose en mannose nécessaire à la synthèse des 

glycoprotéines qui comprennent plusieurs molécules d’adhésions et de co-stimulation. Ceci 

se traduit par une diminution du recrutement des monocytes et des leucocytes au niveau 

des sites inflammatoires et donc supprime la phase d’initiation et effectrice de la réponse 

immunitaire (2,5).  

 

8.3.3. Diminution de la Production d’Oxyde Nitrique 

 
L’enzyme iNOS (inductible nitric oxide synthetase), qui catalyse la production d’oxyde 

nitrique, est impliquée dans plusieurs processus inflammatoire. L’activation de l’iNOS est 

d’ailleurs corrélée aux rejets de greffes. Le MPA inhibe cette enzyme, probablement via la 
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diminution de GTP qui réduit la synthèse du cofacteur BH4 (tetrahydrobiopterin) de l’iNOS 

dans les cellules endothéliales. Dans les fibroblastes, une diminution de l’activation du 

facteur de transcription IRF-1 de l’iNOS a été rapportée. Le MPA présente, via ce 

mécanisme un effet anti-inflammatoire (2,5). 

 
8.3.4. Transduction du signal 

 

Une diminution de GTP induite par le MPA interfère avec la fonction des protéines G 

responsable de la transduction du signal qui peut être nécessaire à l’activation et aux 

fonctionnements des lymphocytes T et de leurs antigènes de surfaces. La concentration en 

cGMP (cyclic GMP) jouant un rôle dans les voies de signalisation cellulaire, est également 

réduite étant donné que le cGMP est formé par la GTP. L’altération des protéines G et la 

diminution de cGMP provoque donc un effet antiprolifératif et cytotoxique (2,5). 

 

8.3.5. Rôle dans l’Equilibre Lymphocytes Th17 / Lymphocytes T Régulateurs 

 
Les lymphocytes Th17 possèdent un rôle pro-inflammatoire antagonisé par les 

lymphocytes T régulateurs (Treg) (125). Des études récentes montrent que les patients 

transplantés rénaux traités par le mycophénolate mofétil possèdent un niveau du facteur de 

transcription FoxP3 supérieur aux patients transplantés non traités par le mycophénolate 

mofétil (124). FoxP3 est nécessaire à la différentiation des Treg, ainsi, l’équilibre Th17/Treg 

est maintenu, ce qui évite un effet pro-inflammatoire, et développe une certaine tolérance 

immunitaire (123). 

 

 

8.4. Effets Indésirables 

Les principaux effets indésirables du MPA sont d’ordre digestif, hématologique et 

infectieux (126). Plusieurs études montrent que les patients ayant une fraction libre du MPA 

significativement plus élevée, ont plus de risque de présenter ces effets indésirables (124). 

Les troubles hématologiques les plus fréquents sont la leucopénie, l’anémie et la 

thrombocytopénie. Les affections gastro-intestinales souvent rencontrées comprennent la 

diarrhée, les douleurs abdominales, les nausées, les vomissements, la dyspepsie et la 

constipation. En ce qui concerne les infections, elles sont de type virales, bactériennes et 

fongiques. Les infections invasives à Cytomégalovirus (CMV) et au virus de l’herpès restent 

les infections les plus rapportées (115,127). 
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8.5. Sources de Variabilité à la Réponse Thérapeutique 

 
Afin d’assurer l’efficacité du MPA et de limiter les effets indésirables, il est nécessaire 

que les concentrations en MPA se situent dans la fenêtre thérapeutique, qui est évaluée 

entre 30 et 60 mg/h/L (5). En effet, une faible exposition à la fraction libre du MPA entraîne 

une augmentation du risque de rejet aigu tandis qu’une fraction libre du MPA élevé 

augmente le risque de survenue d’effets néfastes (117). En pratique, la fenêtre 

thérapeutique du MPA est loin d’être atteinte chez tous les patients. Plusieurs études 

rapportent des variabilités interindividuelles pour une dose fixe de MPA pouvant atteindre un 

facteur 10. La variation intra-individuelle est également très importante, le coefficient de 

variation moyen de l’ASC individuel se situe entre 30 – 47 % (114). Il est donc important de 

connaître les sources de variabilités PK et PD afin d’ajuster le traitement en conséquence. 

Certaines de ces variabilités seront résumées dans la FIGURE 13. 

 

8.5.1. Variabilités Pharmacocinétiques 

 
Le MPA est lié à l’albumine, ainsi, l’albuminémie a un rôle important car il est 

responsable du ratio MPA libre/MPA lié. Seule la fraction libre du MPA est responsable de 

l’effet immunosuppresseur. Une diminution de l’albuminémie entraîne une augmentation de 

la fraction libre du MPA (31).  

Une altération de la fonction rénale, diminuant la filtration glomérulaire, provoque une 

accumulation de MPAG (métabolite glucuronide du MPA) qui déséquilibrera la fraction 

libre/fraction lié du MPA par compétition sur l’albumine (114). On aura alors une 

augmentation de la fraction libre du MPA. Ce phénomène sera aussi retrouvé lors d’une 

urémie élevée car l’urée entre également en compétition avec le MPA sur l’albumine (31).  

 

Différents immunosuppresseurs souvent associés au MPA ont présenté des interactions 

pharmacocinétiques. L’association ciclosporine et MPA diminue entre 35 – 50 % l’ASC0-12h 

du MPA (114) et supprime même chez certains patients le deuxième pic de concentration du 

MPA par comparaison aux combinaisons MPA et tacrolimus ou sirolimus (31). La 

ciclosporine inhibe la protéine MRP2 responsable de la sécrétion biliaire de MPAG. Le cycle 

entéro-hépatique de MPAG, menant la réabsorption du MPA est donc diminué (FIGURE 11) 

(111).  

Une étude montre qu’une diminution progressive des corticoïdes engendre une 

augmentation du MPA par comparaison aux patients ayant conservé la même posologie 
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pour les corticoïdes. Les auteurs suggèrent que les corticoïdes possèdent une fonction 

inhibitrice sur les UGT augmentant le clairance du MPA (31). 

 

Chez les patients transplantés rénaux, il faut être très attentif à la durée nécessaire afin 

que la fonction rénale soit totalement rétablie. En effet, l’ASC du MPA durant la période post-

transplantation est approximativement 30 – 50 % plus faible à l’activité mesurée 3 mois 

après la greffe. De plus, les patients ayant subi une transplantation récemment montre des 

profils d’ASC du MPA irréguliers et très variables à plusieurs reprises pour un même 

receveur (114). Ces observations peuvent être dues à l’hypoalbuminémie ou encore la 

réduction de médicaments associée lorsque que le patient transplanté rénal atteint un état 

stable, comme par exemple les corticoïdes qui diminue le métabolisme du MPA (31). 

 

8.5.2. Variabilité Pharmacodynamique 

 
Une variabilité importante de l’activité basale de l’IMPDH pourrait avoir un impact sur les 

différences PD du MPA chez les patients greffés. D’ailleurs, une étude montre une 

association entre l’activité de l’IMPDH des cellules mononucléées du sang total avant, et 

après la transplantation. Les patients avec une activité de l’IMPDH faible présentaient plus 

de complications liées au traitement par le MPA. Au contraire, les patients avec un activité 

importante de l’IMPDH étaient plus sujets aux risques de rejets (128). De même, les patients 

présentant une expression de l’IMPDH II importante dans les lymphocytes T CD4+ avant la 

transplantation ont montré un risque supérieur de développer un rejet aigu (50). La variabilité 

interindividuelle de l’activité de l’IMPDH peut donc être en partie responsable des différences 

observées de l’effet thérapeutique et des effets indésirables liés au MPA. Les patients 

possédant une activité élevée de l’IMPDH pourraient nécessité une posologie supérieure en 

MPA et inversement (114).  

 

 

8.5.3. Pharmacogénétique 

 
Certaines variations génétiques ont montré des effets PK et clinique au MPA. Ces 

gènes impliqués codent pour les enzymes UGT du métabolisme du MPA (UGT1A9, 

UGT1A8, UGT2B7), des transporteurs MRP2 (ABCC2) et OATP (SLCO1B1 et SLCO1B3) et 

enfin, de l’enzyme cible du MPA (IMPDH I et II) (124). Les différents SNPs ne seront pas 

détaillés mais il faut savoir qu’elles peuvent jouer un rôle dans l’absorption, le métabolisme 

du médicament, le cycle entéro-hépatique, la liaison à l’albumine et donc présenter un 

impact sur l’élimination du médicament. Ces facteurs pharmacogénétiques pourraient 
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contribuer aux causes de variations de la réponse thérapeutique au MPA. Le polymorphisme 

génétique de l’IMPDH I et II, qui a déjà été traité dans la partie 5.2, peut aussi influencer la 

réponse au traitement du MPA d’un point de vue PD.  

 

 

FIGURE 13 : Variabilités et suivi thérapeutique de l’acide mycophénolique 

ASC0-12h : Aire sous la courbe concentration de l’acide mycophénolique en fonction du 

temps. 
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8.6. Suivi Thérapeutique Pharmacologique 

 
Comme nous venons de le voir, de nombreux travaux ont montré une relation entre la 

concentration la concentration en MPA et l’apparition de rejet aigu ou d’effets indésirables. 

Les effets indésirables peuvent être lourds et le risque d’inefficacité du MPA est très 

important se traduisant par un risque de rejet aigu (124). De plus, il existe une forte 

variabilité PK et PD intra et interindividuelle et des polymorphismes génétiques ayant un 

impact sur la réponse au MPA (FIGURE 13). Le suivi thérapeutique du MPA qui possède une 

marge thérapeutique étroite est nécessaire afin d’adapter la posologie du MPA au cas par 

cas en fonction du temps. La période post-transplantation, les changements des traitements 

immunosuppresseurs et les manifestations cliniques majeures sont des périodes critiques 

nécessitant une surveillance particulière du MPA. 

 

8.6.1. Approches Pharmacogénétiques 

 
L’approche de pharmacogénétique peut être particulièrement utile afin de choisir la 

dose initiale lors de la mise en place d’un nouveau traitement afin d’assurer une 

immunosuppression adéquate. Les informations concernant le génotype peuvent être 

également nécessaire à l’interprétation des données PK et PD (5). Le génotypage des SNPs 

connus ou le séquençage des gènes codant pour l’IMPDH I et II, les transporteurs MRP2 

(ABCC2) et OATP (SLCOB1 et SLCO1B3) et les enzymes UGT (UGT1A9, UGT1A8, 

UGT2B7) peuvent être intéressants pour l’initiation d’un traitement au MPA. Cependant, 

l’impact de ces données génétiques sur la PK et PD du MPA n’est pas encore établi. 

D’autres études comprenant de grands échantillons de patients inter-ethniques doivent être 

réalisées afin de déterminer le lien entre les données génétiques et le phénotype des 

patients pour potentiellement définir des recommandations en fonction du génotype. 

 
8.6.2. Suivi Pharmacocinétique : Exposition à l’Acide Mycophénolique 

 
A ce jour, le meilleur prédicteur d’exposition du MPA est l’ASC0-12h. Cette valeur est le 

reflet de l’exposition totale du patient au MPA durant les 12 premières heures suivant 

l’administration du médicament. Plusieurs méthodes d’estimation de l’ASC0-12h ont vu le jour 

afin de pouvoir déterminer cette ASC en pratique clinique en réduisant le nombre de 

prélèvements. La meilleure stratégie d’approximation de l’ASC0-12h utilise un estimateur 

bayésien qui est basé sur les caractéristiques PK de la population et les données de 

concentration sanguine issues de 3 prélèvements sanguins. Cette méthode présente moins 

de biais que l’utilisation d’une méthode par régression linéaire multiple (31). Cependant, ce 
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paramètre a ses limites : les données nécessaires à l’estimateur bayésien ne sont pas 

toutes disponibles les premiers jours suivant la transplantation, l’ASC0-12h n’est pas toujours 

corrélé aux effets indésirables et la variabilité de l’enzyme cible du MPA, l’IMPDH, n’est pas 

prise en compte (7). 

 
8.6.3. Biomarqueurs Pharmacodynamiques 

 
Les biomarqueurs PD déterminent de façon plus directe l’effet biologique des 

médicaments en intégrant la variabilité PK, PD et pharmacogénétique (FIGURE 13). Les 

paramètres PD non spécifiques du MPA reflètent l’activité générale du système immunitaire. 

La prolifération lymphocytaire, la détermination des antigènes de surface et la production de 

cytokines peuvent être des biomarqueurs utiles au suivi des immunosuppresseurs. 

L’inhibition de la prolifération lymphocytaire et l’expression antigénique par le MPA est 

d’ailleurs corrélée aux doses de mycophénolate mofétil (5). 

  

Le principal effet du MPA est la réduction du taux de nucléotides de la guanine. Ces 

nucléotides peuvent donc être un biomarqueur proche de l’efficacité du MPA. Des patients 

souffrant de myélome multiple traité par mycophénolate mofétil ont montré une corrélation 

positive entre la diminution intracellulaire de dGTP et la réponse clinique (130). Cependant, il 

existe une forte variabilité interindividuelle et intra-individuelle des nucléotides puriques ; et 

la réduction des nucléotides de la guanine après l’administration de mycophénolate mofétil 

n’est pas immédiate dans les lymphocytes T CD4+ chez des volontaires sains (62). 

 

La mesure de l’activité de l’IMPDH, enzyme cible du MPA, est le biomarqueur plus 

spécifique de l’effet du MPA. Comme nous l’avons déjà évoqué dans la partie 6, l’activité de 

l’IMPDH peut être déterminée par quantification de l’ARNm ou par des techniques mesurant 

la production d’XMP en utilisant des substrats radiomarqués ou encore par des méthodes 

chromatographiques. L’étude de Vethe et al. constate d’ailleurs une forte inhibition de 

l’expression génomique de l’IMPDH dès l’administration de mycophénolate mofétil dans 

lymphocytes T CD4+ (62). Raggi et al. étudie l’activité de l’IMPDH dans les cellules 

mononucléées du sang chez des patients greffés du rein traités par le MPA. Les patients 

ayant subi un rejet la première semaine suivant la transplantation, ont montré un inhibition 

de l’activité de l’IMPDH significativement inférieure aux patients n’ayant pas subi de rejet. 

Aucune corrélation n’avait été d’ailleurs établie entre le risque de rejet et les concentrations 

de MPA et des inhibiteurs de la calcineurine (tacrolimus et ciclosporine) pris par ces 

patients. Les auteurs finissent donc par conclure que la réponse biologique au traitement qui 
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correspond à l’activité de l’IMPDH pour le MPA, est le prédicteur le plus fiable des 

évènements de rejets et d’inflammation (129). 

 

La mesure de l’activité de l’IMPDH semble donc le biomarqueur le plus approprié au 

suivi thérapeutique d’un traitement par le MPA. Afin de pouvoir mesurer cette activité en 

pratique clinique courante, il est nécessaire de mettre au point une méthode simple et 

robuste nécessitant peu de sang. Les érythrocytes, abondants et facilement isolables, 

pourraient être une matrice de choix. 
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PARTIE 2 : DETERMINATION DE L’ACTIVITE DE 

L’IMPDH DANS LES ERYTHROCYTES 
 

 
 

Ces rappels bibliographiques nous ont permis de faire un point sur les méthodes de 

mesure de l’activité de l’IMPDH disponibles et sur le rôle potentiel de l’IMPDH dans la 

variabilité de la réponse thérapeutique de l’AZA, la 6-MP et le MPA. Nous allons maintenant 

aborder la partie expérimentale de ce travail. Cette seconde partie s’articule autour d’un 

article scientifique : « Determination of inosine 5’-monophosphate dehydrogenase phenotype 

in red blood cells using HPLC » soumis pour publication dans une revue internationale. Cet 

article traite de la mise en point, l’optimisation et la validation de la méthode de 

détermination de l’activité de l’IMPDH dans les érythrocytes. Les activités de l’IMPDH 

mesurées chez des sujets sains et les patients traités par l’AZA et la 6-MP sont également 

présentes dans l’article. Les points importants de l’article faisant l’objet de ces travaux sont 

résumés et illustrés dans les différentes sous-parties Matériels et Méthodes, Résultats et 

Discussion. D’autres données, non inclues dans l’article, concernant notamment l’activité de 

l’IMPDH chez des patients greffés traités par le MPA et la variabilité intra-individuelle chez 

des patients traités par l’AZA seront également rapportées.  
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1. Matériels et Méthodes 
 

1.1. Résumé de la Méthode de l’Article 

1.1.1. Méthode de Mesure de l’Activité de l’IMPDH et sa Validation 

 
Cette partie repose sur la mise au point, l’optimisation et la validation d’une nouvelle 

méthode de détermination de l’activité de l’IMPDH au sein des érythrocytes. Le principe est 

toujours basé sur la mesure par HPLC d’XMP formé après incubation de lysats 

érythrocytaires en présence du substrat de l’enzyme (IMP) et de ses cofacteurs. De 

nombreux essais ont été effectués à différentes étapes afin de détecter de l’XMP formé au 

cours de la période d’incubation.  

 

On peut diviser cette méthode en trois principales étapes comportant pour chacune divers 

paramètres :  

1) Préparation du lysat érythrocytaire : le nombre d’étape de lavage des érythrocytes ; le 

facteur de dilution ; la vitesse, le temps et la température de centrifugation ; le temps 

et la température de conservation. 

2) Conditions d’incubation et d’arrêt de la réaction enzymatique : la concentration de 

chaque composant ajouté, le pH du milieu réactionnel, la température et le temps 

d’incubation ; le rapport du volume de lysat et du milieu réactionnel pour un 

échantillon ; la vitesse, le temps et la température de centrifugation. 

3) Conditions chromatographiques : le type de phase stationnaire ; la composition, le pH 

et la molarité de phase mobile ; le volume d’injection ; le débit de la phase mobile ; la 

longueur d’onde de détection. 

Ces paramètres ont dû être optimisés afin d’obtenir une méthode sensible et robuste.  

 

La préparation du lysat érythrocytaire et l’arrêt de la réaction enzymatique ont été 

optimisés par rapport aux  protocoles mis en place  au laboratoire pour la détermination de 

la TPMT et de l’ITPA afin de pouvoir utilisés le même échantillon de lysat pour déterminer 

les activités de ces trois enzymes. 

 

L’activité de l’IMPDH est exprimée en nanomole d’XMP formé par gramme 

d’hémoglobine par heure (nmol XMP/g Hb/h). 

 

La validation analytique de la méthode a été réalisée afin de répondre aux exigences de 

la norme NF EN ISO 15189 spécifiant les exigences de qualité et de compétence applicable 
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aux laboratoires de biologie médicale. Toutes les informations relatives aux réactifs utilisés, 

à l’appareillage de l’HPLC, au protocole de mesure de l’activité de l’IMPDH et à la validation 

de la méthode sont présentées dans l’article scientifique dans la partie 3. 
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1.1.2. Inclusion des Sujets Sains et des Patients traités par l’Azathioprine et la 6-

Mercaptopurine 

 

 Les caractéristiques des volontaires sains et des patients traités par l’AZA ou la       

6-MP sont incluses dans l’article scientifique et présentées dans le TABLEAU 3 ci-après. 

  

 
Sujets Sains 

(n = 30) 

Patients > 18 ans 

(n = 50) 

Patients < 18 ans 

(n = 62) 

Age (années)  

moyenne ± écart type  

[minimum – maximum] 

 

40,3 ± 16,0 

[21,4 – 78,4] 

 

37,1 ± 14,6 

[18,0 – 79,5] 

 

12,9 ± 3,3 

[4,2 – 17,8] 

Sexe (féminin / masculin) 18 / 12 25 / 25 29 / 33 

Traitement : 
AZA 0 49 62 

6-MP 0 1 0 

Pathologie diagnostiquée (%) 0   

Maladie de Crohn  18 (36 %) 29 (46 %) 

Rectocolite Hémorragique  7 (14 %) 10 (16 %) 

Vascularite  7 (14 %) 2 (1,6 %) 

Hépatite Auto-immune ou 

Cholangite Sclérosante 

Primitive 

 6 (12 %) 10 (16 %) 

Lupus Erythémateux 

Systémique  
 4 (8 %) 1 (1,6 %) 

Maladie de Behcet  3 (6 %) 1 (1,6 %) 

Prophylaxie du Rejet de greffon  1 (2 %) 1 (1,6 %) 

Anémie Hémolytique Auto-

immune 
 1 (2 %) 0 

Syndrome de Gougerot-Sjögren  1 (2 %) 0 

Dermatite Atopique  1 (2 %) 0 

MICI Non Diagnostiquée  1 (2 %) 8 (13 %) 

TABLEAU 3 : Caractéristiques des sujets sains et des patients traités par l’azathioprine 

ou la 6-mercaptopurine. 

MICI : Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 
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1.2. Inclusion des Sujets Transplantés traités par l’Acide Mycophénolique 

 

Un total de 13 patients greffés et traités par le MPA comprenant 5 femmes et 8 hommes 

ont été inclus. L’âge de ces patients était compris entre 20,4 et 64,0 ans (moyenne : 44,0  ± 

12,3 ans). Tous ces patients ont subi une transplantation rénale mais également une 

transplantation du pancréas pour trois d’entre eux. Les échantillons de sang ont été prélevés 

entre 3 mois et 15 ans suivant la transplantation (moyenne : 4,7 ans). Onze de ces patients 

étaient traités par le mycophénolate mofétil (Cellcept®) et les deux autres, par le 

mycophénolate sodique (Myfortic®). Le MPA était associé à d’autres immunosuppresseurs : 

un inhibiteur de la calcineurine (ciclosporine ou tacrolimus) et aussi, pour dix d’entre eux à 

des corticoïdes (prednisolone). Les caractéristiques des patients seront revues dans la 

partie 2 Résultat (TABLEAU 5). 

 

 

1.3. Analyses Statistiques 

 

Les tests statistiques réalisés ont été effectués à l’aide du logiciel R (version 3.1.1) et 

Excel 2011 (version 14.0.0). Une valeur de p value < 0,05 indique une différence statistique. 

La distribution de la variable binaire « homme  /  femme » entre les groupes d’étude a été 

évaluée par un test de Khi-Deux. La comparaison de la variable âge entre les volontaires 

sains et les patients adultes traités par l’AZA ou la 6-MP a été réalisée par un test non-

paramétrique de Mann-Whitney. Le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis a été utilisé 

pour la comparaison des variables continues « âge » et « activité de l’IMPDH » entre des 

groupes d’étude d’un nombre supérieur à deux. 
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2. Résultats 

 
2.1. Résumé des Résultats de l’Article 

2.1.1. Validation de la Méthode de Mesure de l’Activité de l’IMPDH 

 

De nombreux essais ont dû être réalisés afin d’optimiser chaque paramètre de la 

méthode, comme nous l’avons vu dans la partie 1.1.1. L’étude des paramètres qui concerne 

les conditions enzymatiques a été réalisée sur différents lysats de patients ou de pools ayant 

des activités hétérogènes de l’IMPDH. Chaque valeur testée d’un paramètre a été répliquée 

en 3 fois afin de vérifier la répétabilité des résultats. L’optimisation des conditions 

chromatographiques s’est effectuée à l’aide de contrôle chargé en XMP. Ces données sont 

résumées dans le TABLEAU 4 ci-dessous. 

 

Paramètres testés Gamme de valeur testée Valeur choisie 

pH 6 – 10 8,5 

[IMP] 0,5 – 10 mmol/L 5 mmol/L 

[βNAD+] 0,005 – 2 mmol/L 0,3 mmol/L 

[DTT] 0 – 8 mmol/L 0,5 mmol/L 

[KCl] 25 – 450 mmol/L 200 mmol/L 

[EDTA] 0 – 6 mmol/L 5 mmol/L 

Volume de lysat 

(Volume final = 500 μL) 
0 – 460 μL 450 μL 

Temps d’incubation 0 – 72 h 24 h 

Phase mobile :   

[K2HPO4] 100 – 400 mmol/L 280 mmol/L 

pH 4,2 – 6,2 6,2 

Volume d’injection 20 – 200 μL 200 μL 

TABLEAU 4 : Récapitulatif des paramètres optimisés : gammes de valeurs testées et 

valeurs sélectionnées. 

La linéarité de la quantité d’XMP produite en fonction du temps d’incubation et du volume de 

lysat a été vérifiée (r2 = 0,986 et 0,992 respectivement). 

 
 Grâce à l’optimisation de ces différents paramètres, la méthode a gagné en 

sensibilité ainsi qu’en robustesse et à parfaitement répondu aux exigences établies par le 

“Center for Drug Evaluation and Research” concernant la spécificité, le recouvrement, la 

gamme de calibration, la précision et l’exactitude. Toutes ces données sont présentées dans 

l’article scientifique de la partie 3. 
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2.1.2. Variabilité Interindividuelle de l’Activité de l’IMPDH chez les Sujets Sains et 

les Patients traités par l’Azathioprine ou la 6-Mercaptopurine  

 
Un des objectifs de cette étude était d’évaluer la distribution de l’activité 

érythrocytaire de l’IMPDH chez des sujets sains et des patients adultes et pédiatriques 

traités par l’AZA et le 6-MP. On remarque une large gamme d’activité de l’IMPDH illustrée 

dans la FIGURE 14. L’activité est comprise entre 3.4 – 37.6 nmol XMP/g Hb/h pour les 

volontaires sains, 2.6 – 35,8 et 2,9 – 51,4 nmol XMP/g Hb/h pour les patients adultes et 

pédiatriques traités par médicament thiopuriques respectivement. La distribution de l’activité 

de l’IMPDH dans ces trois groupes est présentée dans la FIGURE 15 et semble être uni-

modale.  

  

FIGURE 14 : Boîtes à dispersion de l’activité de l’IMPDH pour les sujets sains, les 

patients adultes et pédiatriques traités par l’azathioprine ou la 6-mercaptopurine. 

BERINGER 
(CC BY-NC-ND 2.0)



84 

FIGURE 15 : Distribution de l’activité de l’IMPDH chez les sujets sains, les patients 

adultes et pédiatrique traités par l’azathioprine ou la 6-mercaptopurine. 

 

Avant de comparer l’activité de l’IMPDH de ces 3 groupes, la comparabilité des données 

démographiques des groupes a d’abord été établie. La distribution homme / femme ne 

diffère pas significativement entre ces groupes (p > 0,48). L’âge n’est pas significativement 

différent entre les volontaires sains et les patients adultes traités par l’AZA ou la 6-MP 

(p > 0.43). Ainsi, la comparaison de l’activité érythrocytaire de l’IMPDH entre ces 3 groupes 

a pu être effectuée et n’a montré aucune différence significative (p > 0,25). 
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2.2. Activité de l’IMPDH érythrocytaire chez les Patients Transplantés traités 

par l’Acide Mycophénolique 

 
Les 13 patients transplantés et traités par le MPA, en prévention d’un rejet du greffon, ont 

des profils et des activités de l’IMPDH variables (TABLEAU 5). 

 

N° 

d’ID 

Ages 

(années) 
Sexe 

Organe(s) 

Transplanté(s) 

Traitement 

immunosuppresseur 

Années 

post-greffe 

Activité 

IMPDH 

(nmol/g 

Hb/h) 

1 20,4 M Rein Cellcept®, tacrolimus 4 69* 

2 64,0 M Rein 
Cellcept®, tacrolimus, 

prednisolone 
5,1 661 

3 55,2 M Rein 
Myfortic®, tacrolimus, 

prednisolone 
0,3 1044 

4 42,2 F Rein, pancréas 
Cellcept®, ciclosporine, 

prednisolone 
3,5 613 

5 43,4 M Rein 
Cellcept®, ciclosporine, 

prednisolone 
4 551 

6 56,3 M Rein 
Cellcept®, tacrolimus, 

prednisolone 
4 370 

7 40,3 M Rein 
Cellcept®, tacrolimus, 

prednisolone 
0,4 615 

8 32,6 M Rein 
Cellcept®, tacrolimus, 

prednisolone 
3 166 

9 32,8 M Rein 
Cellcept®, ciclosporine, 

prednisolone 
0,7 554 

10 45,4 F Rein 
Cellcept®, tacrolimus, 

prednisolone 
15 280 

11 60,1 F Rein 
Cellcept®, ciclosporine, 

prednisolone 
5,8 268 

12 43,0 F Rein, pancréas Cellcept®, ciclosporine 14,2 751 

13 36,3 F Rein, pancréas 
Myfortic®, tacrolimus, 

prednisolone 
1 452 

TABLEAU 5 : Caractéristiques et activités de l’IMPDH des patients transplantés traités par 

l’acide mycophénolique. 

N° d’ID : numéro d’identification ; F : Féminin ; M : masculin ; * Patient non observant 

 

 L’activité de l’IMPDH de ces 13 patients comprise entre 69 et 

1 044 nmol XMP/g Hb/h avec une médiane de 551 est très variée et élevée par rapport aux 

autres populations étudiées précédemment (FIGURE 16). On remarque que le patient peu 

observant (patient n°1) possède la plus basse activité du groupe. 
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La comparabilité des données démographiques de ces groupes a été vérifiée. La 

parité homme / femme entre les 4 groupes ne différe pas significativement (p > 0,54) et l’âge 

non plus entre les volontaires sains, les patients adultes traités par l’AZA ou la 6-MP et les 

patients transplantés sous MPA (p > 0,20). L’activité de l’IMPDH a été évaluée entre ces 4 

groupes et a montré une différence significative (p < 0,01). Etant donné que l’activité de 

l’IMPDH n’était pas significativement différente entre les sujets sains et les 2 groupes de 

patients traités par l’AZA ou la 6-MP, on peut conclure que l’activité de l’IMPDH des patients 

greffés traités par le MPA diffère des 3 autres groupes. 

 

 

FIGURE 16 : Graphique en bande de l’activité de l’IMPDH chez les sujets sains, les patients 

adultes et pédiatriques traités par l’azathioprine ou la 6-mercaptopurine et les patients 

greffés traités par l’acide mycophénolique. 
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2.3. Variabilité Intra-individuelle de l’Activité de l’IMPDH chez des Patients 

traités par l’Azathioprine 

 
La variabilité intra-individuelle de l’activité de l’IMPDH dans les érythrocytes chez 14 

patients traités par l’AZA est présentée dans le TABLEAU 6, ci-dessous. 

 

Sexe Age Diagnostique 

Activité de l’IMPDH 

(nmol XMP/g Hb/h) 

Intervalle 

de temps 

(jours) 

CV 

(%) 
1er dosage 2nd dosage 

F 11 Maladie de Behcet 5,3 27,8 1 95,8 

F 8 Hépatite auto-immune 10,6 43,9 33 86,5 

F 10 MICI non diagnostiquée 20,1 14,3 46 23,9 

M 16 Hépatite auto-immune 7,4 13,5 64 41,5 

F 17 - 18 Non diagnostiqué 5,3 5,9 70 7,8 

M 14 

Prophylaxie du rejet de 

greffe 15,0 4,1 84 80,6 

F 16 Hépatite auto-immune 3,6 7,2 84 46,2 

M 25 Maladie de Behcet 11,2 2,7 104 86,3 

M 15 Maladie de Crohn 7,6 11,6 119 29,5 

M 8 -9 Maladie de Crohn 51,4 18,3 144 67,2 

M 15 - 16 Maladie de Crohn 9,9 10,1 187 1,6 

F 14 - 15 Maladie de Crohn 7,7 6,2 220 15,9 

M 16 - 17 Maladie de Crohn 29,0 6,8 249 87,9 

M 16 - 17 Maladie de Crohn 5,2 5,1 287 1,5 

TABLEAU 6 : Caractéristiques et variabilités Intra-individuelles de l’activité de l’IMPDH chez 

14 patients traités avec l’azathioprine. 

F : Feminin, M : Masculin, CV: Coefficient of variation, MICI : Maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin 

 
L’activité de l’IMPDH présente une forte variabilité intra-individuelle (CV : 1,5 – 95,8 %) 

indépendante de l’intervalle de temps entre les deux dosages compris entre 1 et 287 jours 

dans ce groupe de patients. Cependant, l’activité de l’enzyme reste toujours dans la même 

gamme d’activité précédemment décrite chez les sujets sains et patients traités par l’AZA ou 

la 6-MP (2,6 - 51,4 nmol XMP/g Hb/h). 
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3. Article Scientifique : « Determination of Inosine 5’-

Monophosphate Dehydrogenase Phenotype in Red Blood Cells 

using HPLC » 

 
 
Cet article a été soumis à publication dans une revue internationale. 

 

******************* 

 

 Manuscript Title:
 phenotype in red blood cells using HPLC

Determination of inosine 5'-monophosphate dehydrogenas
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Figure 2 
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4. Discussion 

 

4.1. Résumé de la Discussion de l’Article 

4.1.1. Comparaison des Méthodes de Mesure le l’Activité de l’IMPDH 

 
La méthode de détermination de l’activité de l’IMPDH déctrite est sensible et 

robuste grâce à l’optimisation de différents paramètres influençant l’activité de l’IMPDH et 

les conditions chromatographiques. Parmi les paramètres relatifs aux milieux 

réactionnels, on peut recenser des différences avec les deux autres méthodes 

chromatographiques de détermination de l’activité érythrocytaire de l’IMPDH de Montero 

et al. et Mino et al. (leurs valeurs respectives retrouvées dans ces deux publications 

seront exprimées dans cet ordre dans la suite de ce paragraphe) précédemment 

présentées dans la grande partie 1, sous-partie 6.3.2. (69,71) : 

 La concentration en IMP nécessaire à la saturation de l’IMPDH se situait à 5 mmol/L 

lors de nos essais ce qui est bien plus élevé comparé aux deux autres méthodes (1 et 

0,5 mmol/L). Cette concentration supérieure peut être expliquée par notre temps 

d’incubation de 24h (contre 2 et 3 h pour les autres protocoles). 

  La concentration choisie de β + à 0,3 mmol/L est inférieure à celles utilisées dans la 

littérature (0,5 et 1,8 mmol/L). Nous avons remarqué une inhibition de l’activité de 

l’IMPDH à partir de cette concentration en βNAD+. En effet, il existe une inhibition non 

compétitive du βNAD+ qui a été décrite dans la sous-partie 2.2. dans les rappels 

bibliographiques (15–17). 

 Lors de nos essais sur l’influence du pH du milieu réactionnel, nous avons observé 

qu’un pH à 8,5 générait  une plus forte activité de l’IMPDH par comparaison à un pH 

de 7.4 utilisée dans les méthodes de Montero et al. et Mino et al. Comme nous l’avons 

vu précédemment, la première étape de la réaction enzymatique fait appel au 

groupement thiol ionisé d’une cystéine qui possède un pKa de 8,3. Ainsi, un pH plus 

basique que le pH physiologique augmente le ratio thiol ionisé / thiol protoné. 

 

Cette méthode est également la seule à stopper la réaction par la chaleur (120 °C, 

3 min). En effet, les autres méthodes mesurant l’activité de l’IMPDH ajoutent eux, de 

l’acide puis un tampon afin de neutraliser l’échantillon avant de l’injecter dans la colonne 

(69–71). La déprotéinisation par la chaleur à deux grands avantages dans cette 

méthode : elle évite de diluer l’échantillon et diminue le temps nécessaire à cette étape. 
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Nous avons choisi de travailler sur les érythrocytes plutôt que les cellules 

mononucléées pour plusieurs raisons. L’équipe de Albrecht et al. a démontré que l’activité 

de l’IMPDH est située majoritairement dans les érythrocytes, probablement car c’est la 

population cellulaire la plus abondante du sang total. Les cellules mononucléées 

représentaient moins de 10 % de l’activité de l’enzyme du sang total selon les auteurs 

(70). De plus, le volume requis pour la détermination de l’activité de l’IMPDH est moins 

important pour des érythrocytes du fait de leur abondance de 4,2 à 5,5 millions 

d’érythrocytes par µL de sang total contre 4 000 à 10 000 leucocytes par µL. Les globules 

rouges sont aussi faciles à isoler par comparaison aux cellules mononucléées. Enfin, 

comme nous l’avons détaillé dans la partie 7.6 des rappels bibliographiques, l’activité de 

l’IMPDH érythrocytaire pourrait être un élément pertinent à déterminer dans le cadre d’un 

suivi thérapeutique de l’AZA et de la 6-MP étant donné qu’il existerait des transferts 

intercellulaires de leurs métabolites actifs. 

 

L’objectif principal de la mise au point de cette méthode est de pouvoir l’appliquer en 

routine et donc, par conséquent, d’utiliser un volume de sang faible ce qui implique un 

temps d’incubation plutôt long de 24h. Notre choix s’est porté sur l’utilisation de la même 

préparation de lysat érythrocytaire pour la mesure de l’activité de la TPMT et de l’ITPA. Le 

volume de sang total nécessaire pour un échantillon est de 100 µL ce qui est faible par 

comparaison aux méthodes de mesure de l’activité de l’IMPDH dans les cellules 

mononucléées ou des lymphocytes qui requièrent un volume compris entre 4 mL à 30 mL 

. Il est maintenant possible de mesurer l’activité de la TPMT, l’ITPA et l’IMPDH, qui sont 

trois enzymes impliquées dans le métabolisme de l’AZA et la 6-MP, avec seulement 

500 µL de sang total. Ces conditions sont particulièrement satisfaisantes pour le suivi 

thérapeutique des médicaments thiopuriques dans la population pédiatrique. 

 

 Un autre point essentiel de cette méthode est de diluer au minimum le lysat 

érythrocytaire étant donné que l’activité de l’IMPDH est de l’ordre des nanomoles par 

gramme d’hémoglobine par heure. Ceci a été possible grâce à la conception d’un milieu 

réactionnel très concentré et à l’arrêt de la réaction par la chaleur qui évite une dilution de 

l’échantillon par comparaison à un arrêt par l’ajout d’acide. Notre volume d’injection 

chromatographique de 200 µL, plus élevé que les autres méthodes disponibles 

(TABLEAU 1), permet l’analyse d’une quantité plus importante d’XMP par HPLC.  
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 Cette méthode facilement réalisable et robuste, peut aisément être utilisée en 

pratique clinique courante. En effet, un faible volume de sang est nécessaire et la 

préparation de lysat commune pour la mesure de la TPMT, l’ITPA et l’IMPDH évite la 

dispersion de sang et permet un gain de temps. 

 

 

4.1.2. Variabilité Inter-individuelle des Sujets Sains et Patients traités par 

l’Azathioprine et la 6-Mercaptopurine 

 

L’activité érythrocytaire de l’IMPDH a été mesurée chez 30 sujets sains, 50 patients 

adultes et 62 patients pédiatriques traités par l’AZA ou la 6-MP. L’objectif était de 

déterminer et de comparer la distribution de l’activité de l’IMPDH entre ces groupes. Ainsi, 

nous avons remarqué une large distribution de l’activité de l’IMPDH compris globalement 

entre 2,6 et 51,4 nmol XMP/g Hb/h. L’activité de l’enzyme n’était pas significativement 

différente pour ces trois populations ce qui indique que les pathologies et les traitements 

médicamenteux de ces patients ne semblent pas influencer l’activité de l’IMPDH. 

 

L’équipe de Montero et al. est la seule étude, avec la nôtre, à avoir déterminé l’activité 

de l’IMPDH chez des sujets sains. L’activité moyenne de ses 27 sujets était de 

85 ± 9 nmol XMP/g Hb/h ce qui est supérieure à la gamme d’activité retrouvée chez nos 

volontaires sains qui possédaient une moyenne de 13,8 ± 6,9 nmol XMP/g Hb/h. Cet écart 

est difficile à expliquer, cependant, on retrouve dans les travaux de Weigel et al. une 

activité érythrocytaire autour de 20 nmol XMP/g Hb/h pour 27 patients traités par la 

ciclosporine, l’AZA et la prednisolone ayant subi une transplantation cardiaque (60). De 

même, la médiane de l’activité de l’IMPDH de 48 patients ayant reçus une greffe du rein, 

non traités par le MPA, se situe approximativement à 22 nmol XMP/g Hb/h (71). Même si 

ces patients ont des profils différents de nos sujets, ces dernières données sont en accord 

avec nos résultats. 

 

L’activité de l’IMPDH dans les cellules mononucléées du sang périphérique était 

comprise chez les sujets sains entre 4,7 et 32,9 nmol XMP/g protéine/h (n = 60) dans 

l’étude de Glander et al. (63) et entre 4,7 et 24,3 nmol XMP/g protéine/h (n = 100) dans 

l’étude de Haglund et al. (72). Cette dernière étude s’est également intéressée aux 

patients souffrants de maladies inflammatoires de l’intestin traités par l’AZA ou la 6-MP. 
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Leurs activités étaient comprises entre 7 et 21,7 nmol XMP/g protéine/h (n = 50) et 

n’étaient pas significativement différentes par rapport aux volontaires sains. Ainsi, on 

arrive à la même conclusion pour l’activité de l’IMPDH dans les globules rouges et les 

cellules mononucléées du sang périphérique : l’IMPDH possède une large gamme 

d’activité qui ne diffère pas entre les volontaires sains et les patients traités par l’AZA ou 

la 6-MP.  

 

Cependant, la relation entre le phénotype de la TPMT, de l’ITPA et de l’IMPDH 

associés aux concentrations des métabolites actifs de l’AZA et de la 6-MP doit être 

déterminée afin d’optimiser le traitement des médicaments thiopuriques et de prévenir 

l’apparition d’effets indésirables et de résistance au traitement. 

 

 

4.2. Variabilité intra-individuelle de Patients traités par l’Azathioprine 

 

Nous sommes la première étude à avoir analysé la variabilité intra-individuelle de 

l’activité de l’IMPDH dans les globules rouges. Il existe une très forte variabilité intra-

individuelle avec un coefficient de variation compris entre 1,5 et 95,8 % dans des 

intervalles de temps variant de 1 – 287 jours chez 14 patients traités par AZA.  

 

L’équipe de Glander et al. a également étudié la variabilité intra-individuelle de 

l’activité de l’IMPDH dans une période de 4 semaines mais dans les cellules 

mononucléées du sang périphérique. Huit mesures ont été au minimum réalisées par 

personne, le coefficient de variation médian était de 14,0 % chez 10 volontaires sains 

(7,7 – 21,0 %) et 13,5 % chez 10 patients dialysés (7,1 – 26,0 %) (128). Ces résultats en 

accord avec une autre étude qui observe des variations comprises entre 9,5 et 21 % dans 

une période d’un mois (4 mesures par personne) chez 3 sujets sains (72,79). L’activité de 

l’IMPDH a aussi été déterminée dans une période de trois ans comprenant 10 mesures 

chez un sujet sain. Le coefficient de variation était de 17,5 % pour ce patient (128). La 

variation intra-individuelle de l’activité de IMPDH ne semble donc pas non plus 

dépendante du temps dans les cellules mononucléées du sang périphérique. Enfin, les 

auteurs ont trouvé des coefficients de variation chez 5 patients transplantés traités par le 

MPA bien plus importants (36 – 85 %), mais expliqués par les fluctuations de dosage du 

MPA (128).  
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Il est difficile de tirer des conclusions concernant les variations intra-individuelles 

recensées dans les cellules mononucléées du sang et dans les érythrocytes car les profils 

de sujets sont très différents. En effet, la pathologie et le traitement médicament 

comprenant l’AZA pour nos 14 patients pourraient avoir un rôle dans l’activation ou 

l’inhibition de l’IMPDH. Les données présentées chez les 14 patients traités par AZA 

peuvent être de bonne base pour des futures recherches. En effet, il serait intéressant de 

déterminer et comparer les variations intra-individuelles de l’activité érythrocytaires de 

l’IMPDH chez un nombre plus important de patients traités par médicaments thiopuriques 

mais aussi chez des sujets sains et des patients greffés traités ou non pas le MPA. En 

recensant les données cliniques, pharmacologiques et biologiques de ces différentes 

populations, on pourrait voir apparaître certaines corrélations entre ces facteurs et 

l’activité de l’IMPDH. 

 
 

4.3. Activité de l’IMPDH des Patients Greffés traités par l’Acide 

Mycophénolique 

 

Bien que cela soit paradoxal, la détermination de l’activité érythrocytaire de 

l’IMPDH chez 13 patients greffés traités par le MPA a montré une activité forte et 

dispersée (69 – 1044 nmol XMP/g Hb/h) significativement différente des sujets sains et 

des patients traités par l’AZA et le 6-MP (2,6 – 51,4 nmol XMP/g Hb/h). La médiane des 

patients greffés sous MPA (551 nmol XMP/g Hb/h) était plus de 45 fois supérieure à la 

médiane des sujets sains (11,8 nmol XMP/g Hb/h). Pourtant, lors de nos essais in vitro 

dans un lysat érythrocytaire, le MPA a bien montré son puissant effet inhibiteur sur 

l’activité de l’IMPDH (cf. figure 3 de l’article scientifique). 

 

Montero et al. ont été les premiers à décrire ce phénomène in vivo dans les 

érythrocytes avec un autre inhibiteur de l’IMPDH qui possède une action antivirale : la 

ribavirine. Un enfant déficient en PNP (Purine Nucleoside Phosphorylase, aussi connu 

sous Inosine phosphorylase) catalysant entre autre, la conversion de l’inosine en 

hypoxanthine, ne montre pas une activité de l’IMPDH significativement différente des 

contrôles. Cependant, lors de l’introduction de la ribavirine, l’activité de l’IMPDH a 

augmenté de 27 fois. Trois autres enfants, présentant un déficit immunitaire combiné 

sévère, montre également une activité de l’IMPDH multipliée par 10,2 et 22,2 après la 
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mise en place du traitement antiviral par comparaison à l’activité initiale. La ribavirine est 

donc bien la cause de l’élévation de l’activité érythrocytaire de l’IMPDH (69). 

 

Comme nous l’avons déjà vu, l’équipe d’Albrecht et al. travaille sur des cellules du 

sang total, dont l’activité de l’IMPDH est majoritairement représentée par les globules 

rouges. Ils montrent une activité jusqu’à 40 fois supérieure chez les patients transplantés 

rénaux traités par le MPA et la ciclosporine par comparaison aux sujets sains et 

transplantés rénaux recevant l’association ciclosporine et corticostéroïdes (70). Une autre 

étude utilisant la même méthode d’Albrecht et al. arrive à la même conclusion : une 

relation inverse entre les concentrations plasmatiques du MPA et l’activité de l’IMPDH est 

observée post-transplantation. Après 8 semaines, les concentrations plasmatiques du 

MPA se stabilisent mais l’activité de d’IMPDH des cellules sanguines continuent à 

augmenter. Quarante jours après la transplantation, cette activité représente 5 fois les 

valeurs initiales pré-transplantation (133).  

 

Les travaux Weigel et al. mesurent les concentrations de GTP et d’ATP, l’activité 

de l’IMPDH par une méthode radiomarquée ainsi que l’activité de l’HGPRT dans les 

érythrocytes de patients ayant subi une transplantation cardiaque. Ces sujets sont 

subdivisés en deux groupes : le groupe contrôle avec un traitement immunosuppresseur 

comprenant la ciclopsorine, la prednisone et l’AZA et le groupe d’étude suivant la même 

thérapie médicamenteuse mais avec un changement de l’AZA contre le MPA trois mois 

après transplantation. Leurs travaux révèlent une concentration en ATP inchangée avant 

et après le changement AZA / MPA dans le groupe d’étude. Par contre, une augmentation 

graduelle significative de GTP et de l’activité de l’IMPDH par rapport au groupe contrôle 

est observée dans le groupe d’étude dès l’introduction du MPA et le retrait de l’AZA. 

L’augmentation de l’activité de IMPDH était 5 fois plus élevée dans le groupe d’étude. 

Quant à l’activité de l’HGPRT, une augmentation plus modérée mais significativement 

différente a été décelée chez le groupe d’étude par comparaison au groupe contrôle. 

Ainsi, le traitement par le MPA a un impact sur les activités de l’IMPDH et de HGPRT 

mais aussi sur les concentrations de GTP qui est un produit généré par ces deux 

dernières enzymes (60). Goldsmith et al. relèvent également une augmentation 

significative de GTP érythrocytaire chez des patients ayant subi une greffe du rein et 

traités par le MPA, la ciclosporine et la prednisolone par comparaison à des patients 

ayant le même profil mais prenant l’AZA à la place du MPA. Les auteurs éliminent 
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l’hypothèse d’un rejet étant donné que les concentrations de l’ATP n’étaient pas élevées 

par rapport aux concentrations avant la transplantation dans le groupe traité par le MPA 

(134). 

 

Des travaux plus récents ont étudié l’activité de l’IMPDH érythrocytaire en fonction 

des concentrations plasmatiques du MPA, mais aussi ses métabolites chez les 

transplantés rénaux (71). Cette activité augmente progressivement durant les 60 jours 

suivant la transplantation chez 8 patients traités par le MPA. De plus, les patients 

transplantés traités par le MPA (n = 56) révèlent une activité de l’IMPDH significativement 

supérieure aux groupes transplantés non traités par cet inhibiteur de l’IMPDH (n = 48). Le 

traitement par le MPA et, non la transplantation, semble être la principale cause de 

l’augmentation de l’activité de l’IMPDH dans les érythrocytes. Leur analyse de régression 

multiple montre que la co-administration des immunosuppresseurs incluant l’AZA, le 

tacrolimus, la ciclosporine, la prednisolone et la mizoribine n’affecte pas l’activité de 

l’IMPDH des globules rouges. Enfin, la détermination de cette activité pourrait être un 

indicateur de l’immunosuppression induite par le MPA à court terme selon les résultats 

obtenus de Mino et al qui révèlent une diminution rapide de l’activité de l’IMPDH 

dépendante des concentrations plasmatiques du MPA suivi d’un retour à une activité un 

peu supérieure à l’activité initiale 12 h après l’administration du traitement (82). Ces 

observations rejoignent les conclusions de Storck et al. qui travaillent sur les cellules du 

sang total selon la méthode très similaire décrite par Albrecht et al.. Ils constatent une 

inhibition maximale de l’IMPDH, 2 à 3 h après l’administration du MPA suivi d’un retour à 

l’état initial 8 h après (135). 

 

Nos résultats sont donc bien en adéquation avec ce qui a été décrit dans la 

littérature. L’activité de l’IMPDH et la production de GTP chez les patients subissant une 

transplantation rénale et traités par un inhibiteur de l’IMPDH augmentent 

considérablement dans les érythrocytes mais diminuent dans les cellules mononucléées 

du sang périphériques. En effet, l’administration de MPA entraîne une forte inhibition de 

l’activité de l’IMPDH dans les cellules mononucléées du sang, et reste visible chez des 

patients prenant ce traitement à long terme (67,131,133,136,137). La distribution du MPA 

dans le sang total n’est toutefois pas la même : 99,99 % du MPA est été retrouvé dans le 

plasma, 0,01 % dans les cellules mononucléées du sang et enfin 0,0005 % dans les 

érythrocytes (123). Une très faible fraction de MPA se trouve donc dans les érythrocytes 
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qui sont pourtant la population des cellules du sang la plus abondante. Cette distribution 

pourrait expliquer un faible inhibition du MPA dans les érythrocytes mais pas cette 

augmentation observée. 

 

Une théorie établie par Goldsmith et al. peut expliquer cette différence d’activité de 

l’IMPDH entre ces deux populations sanguines. Comme nous l’avons vu, le MPA inhibe la 

réaction de catalyse de l’IMPDH en se fixant à la partie du site actif qui lie le βNAD+. Ces 

interactions entre le MPA et l’enzyme pourraient stabiliser et allonger le temps de demi-

vie de l’IMPDH, notamment durant l’érythropoïèse. Les réticulocytes et les hématies sont 

les stades les plus matures de la lignée érythrocytaire et sont caractérisés par une perte 

de noyau. Le MPA ne peut donc pas induire une modification transcriptionnelle dans les 

érythrocytes matures. Ainsi, la théorie de la persistance du complexe MPA – IMPDH lors 

des stades de maturations de la lignée érythrocytaire semble plus plausible. L’IMPDH 

peut continuer à synthétiser du GMP dans les érythrocytes étant donné que la liaison du 

MPA est réversible. L’augmentation lente de GTP à l’instauration du traitement par le 

MPA et la diminution lente à son retrait conforte cette hypothèse (134,138). En effet, la 

durée de vie des érythrocytes atteint 120 jours, ainsi, l’augmentation graduelle de la 

concentration en GTP et de l’activité de l’IMPDH observée dans plusieurs études décrites 

précédemment (71,133,134) comprise entre 40 et 60 jours suivant la mise en place de la 

thérapie par le MPA coïncide avec cette théorie. 

 

Bien que cela semble contradictoire, une augmentation de GTP et de l’activité de 

l’IMPDH au sein des érythrocytes pourraient refléter une bonne observance du patient à 

son traitement inhibiteur de l’IMPDH. D’ailleurs, le patient possédant la plus faible activité 

de l’IMPDH dans notre étude est le seul des 13 patients greffés à être décrit par l’équipe 

médicale, comme peu observant vis à vis du MPA. 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, la méthode de mesure de l’activité de 

l’IMPDH érythrocytaire est facilement utilisable en routine. D’autres études sur un 

échantillon plus important de sujets traités par le MPA établissant un suivi de l’activité de 

l’IMPDH érythrocytaire par patient devraient être réalisées afin de déterminer la relation 

entre l’activité érythrocytaire de l’IMPDH et la réponse au traitement du MPA. Avec un 

temps de demi-vie moyen de 28 jours, les érythrocytes pourraient être un marqueur de 

choix dans l’ajustement posologique et le suivi du traitement à long terme du MPA. 
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Le métabolisme de l’azathioprine et de la 6-mercaptopurine est complexe et 

implique différentes enzymes. La thiopurine S-méthyltransférase, enzyme clé du 

métabolisme des purines présente un polymorphisme génétique qui explique seulement 

30 à 60 % des effets indésirables observés lors de traitement par les médicaments 

thiopuriques. Deux autres enzymes également impliquées dans le métabolisme des 

thiopurines, l’inosine monophosphate déshydrogénase et l’inosine triphosphate 

pyrophosphate pourraient jouer un rôle dans la survenue des effets indésirables. L’activité 

de l’inosine monophosphate déshydrogénase semble intéressante à étudier car cette 

enzyme possède une position stratégique dans la voie métabolique conduisant aux 

métabolites intracellulaires actifs, les nucléotides de la 6-thioguanine également 

responsables des effets myélotoxiques.  

De plus, l’activité de l’inosine monophosphate déshydrogénase pourrait être un 

biomarqueur pharmacodynamique de l’acide mycophénolique, immunosuppresseur 

largement utilisé en transplantation, et qui inhibe cette enzyme. L’acide mycophénolique, 

qui possède une marge thérapeutique étroite et une forte variabilité pharmacocinétique 

est actuellement administrée à des doses quotidiennes fixes et identiques pour tous les 

patients.  

 

Nos travaux ont conduit à la mise au point d’une méthode de mesure de l’activité 

de l’inosine monophosphate déshydrogénase érythrocytaire sensible, robuste et utilisable 

en pratique clinique courante. Cette technique repose sur l’incubation de lysat 

érythrocytaire en présence d’inosine monophosphate, substrat de l’enzyme et de 

cofacteurs. La xanthosine monophosphate formée est ensuite dosé par chromatographie 

en phase liquide à haute performance avec une détection par spectrophotométrie UV 

avec barrette de diodes. Les paramètres ont été optimisés afin d’utiliser un faible volume 

de sang et une préparation de lysat érythrocytaire commune aux mesures des activités de 

la thiopurine S-méthyltransférase et de l’inosine triphosphate pyrophosphate. 

 

La mesure de l’activité de l’inosine monophosphate déshydrogénase chez les 

patients sains, les patients adultes et pédiatriques traités par l’azathioprine ou la 6-

mercaptopurine, et les patients greffés traités par l’acide mycophénolique a montré : (i) 
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une forte variabilité interindividuelle pour les 4 populations de sujets ; (ii) une forte 

variabilité intra-individuelle pour les 14 patients traités par l’azathioprine étudiés ; (iii) 

aucune différence significative de l’activité de l’enzyme entre les sujets sains, les patients 

pédiatriques et adultes traités par l’azathioprine ou la 6-mercaptopurine; (iv) une activité 

significativement supérieure chez des patients greffés traités par l’acide mycophénolique 

par comparaison aux autres populations étudiées.  

 

L’état physiopathologique et le traitement pharmacologique des patients traités par 

les thiopurines, souffrant le plus souvent de pathologie auto-immunitaire, ne semblent pas 

affecter l’activité de l’inosine monophosphate déshydrogénase dans les érythrocytes. Des 

études sont nécessaires sur de plus grands échantillons afin d’identifier les relations entre 

le phénotype de la thiopurine S-méthyltransférase, de l’inosine triphosphate 

pyrophosphate et de l’inosine monophosphate déshydrogénase ; la concentration des 

métabolites intracellulaires thiopuriques et la réponse clinique chez les patients traités par 

l’azathioprine ou la 6-mercaptopurine.  

La forte variabilité interindividuelle et l’activité de l’inosine monophosphate 

déshydrogénase dans les érythrocytes  fortement augmentée chez les patients greffés 

traités par l’acide mycophénolique doivent également être étudiée sur un nombre de 

patients plus conséquent. 
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Détermination de l’activité de l’inosine 5’-monophosphate déshydrogénase (IMPDH) 
érythrocytaire par HPLC chez des patients traités par les médicaments thiopuriques ou 
par l’acide mycophénolique. 

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2015 

 
RESUME 

L’azathioprine (AZA) et la 6-mercaptopurine (6-MP) sont des immunosuppresseurs 
largement utilisés dans le traitement des maladies inflammatoires chroniques de l’intestin. Le 
Suivi Thérapeutique Pharmacologique (STP) des métabolites intracellulaires actifs associé au 
phénotypage de la thiopurine méthyltransférase (TPMT) est utile afin d’optimiser le traitement en 
individualisant la posologie. Cependant, le polymorphisme de la TPMT n’explique pas tous les 
effets indésirables observés ni les cas de résistance au traitement. L’inosine 5’-monophosphate 
déshydrogénase (IMPDH), enzyme impliquée dans le métabolisme des thiopurines pourrait 
jouer un rôle dans la réponse thérapeutique de ces médicaments. L’IMPDH constitue en outre, 
la cible d’action de  l’acide mycophénolique (MPA), immunosuppresseur à marge thérapeutique 
étroite et forte variabilité interindividuelle à l’origine d’échecs thérapeutiques et de toxicités. 
L’activité de l’IMPDH pourrait être un biomarqueur pharmacodynamique du MPA comme cela a 
été décrit par différentes équipes. 

Une méthode de détermination de l’activité de l’IMPDH dans les érythrocytes sensible, 
robuste et utilisable en pratique clinique courante a été mise au point. Après incubation des 
lysats érythrocytaires avec l’inosine monophosphate, substrat de l’IMPDH et des cofacteurs, la 
xanthosine monophosphate formée a été dosée par HPLC couplé à un détecteur à barrette de 
diodes. L’activité de l’IMPDH a été mesurée chez 30 volontaires sains, 50 patients adultes et 62 
patients pédiatriques traités par l’AZA ou le 6-MP et 13 patients greffés traités par le MPA. 
Les résultats concernant l’activité de l’IMPDH ont montré : (i) une forte variabilité interindividuelle 
pour les 4 populations de sujets ; (ii) une forte variabilité intra-individuelle pour 14 des patients 
traités par l’AZA étudié ; (iii) aucune différence entre les sujets sains, les patients pédiatriques et 
adultes traités par l’AZA ou le 6-MP ; (iv) une activité très supérieure chez les patients greffés 
traités par le MPA par comparaison aux autres populations étudiées. Ces résultats devront être 
confirmés sur un nombre de patients plus conséquent. 
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