DOSAGE DES NUCLEOTIDES DE LA 6-THIOGUANINE (N6TG), DE LA 6-MERCAPTOPURINE
(N6MP) ET DE LA 6 METHYLMERCAPTOPURINE (N6MMP) LORS DE L'ADMINISTRATION DE
L’AZATHIOPRINE (IMURAN®) ET DE LA MERCAPTOPURINE (PURINETHOL®).

Bernard Vinet, Ph. D.
Pharmacologie Toxicologie
Département de biochimie

CHUM — Hépital Notre-Dame

1560 Sherbrooke est , Montréal, Qc.
CANADA, H2L 4M1

RESUME.

Cet article constitue une bréve revue des
données récentes de la littérature scientifique sur le sujet.
Les mécanismes de biotransformation, d'action et la
pharmacogénomique de [l'azathioprine et de la
mercaptopurine sont passés en revue. Les conditions ou
les dosages sanguins des métabolites de ces deux
médicaments sont utiles sont présentées et les méthodes
de dosage disponibles sont brievement décrites.

ABSTRACT

This paper is a brief review of the literature on the
biotransformation, action mechanism and
pharmacogenomic of azathioprine and mercaptopurine.
Conditions for the significance of blood level
determinations of the metabolites of these two drugs are
presented and the analytical methods available are briefly
described.

USAGE THERAPEUTIQUE

L'azathioprine et la mercaptopurine sont
administrées comme immunosuppresseurs pour traiter les
maladies inflammatoires de [lintestin (1,2,3), certaines
atteintes dermatologiques (4), [Ilarthrite (5), en
transplantation d'organes (6,7,8) et pour traiter la
leucémie, particulierement chez les enfants. lls sont
souvent en association avec des stéroides, dont la
prednisone.

BIOTRANSFORMATION

L’'azathioprine est une prodrogue rapidement
transformée dans le tube digestif de fagcon non
enzymatique en 6-mercaptopurine. Sa biodisponibilité
n'est que de lordre de 50%. L’hypoxanthine
phosphoribosyl transférase (HPRT) la transforme en acide
thioinosique et celui-ci est transformé en nucléotides de la
6 thioguanine (N6TG)

considérés comme les éléments actifs. La xanthine
oxydase transforme les N6TG en acide thiourique (inactif)
et la thiopurine méthyle transférase (TPMT) en nucléotides
de la 6 méthyle mercaptopurine (N6MMP) aussi inactifs
mais suspectés d'une partie du moins des effets toxiques

Q).

ACTION

Ces produits agissent au niveau de la synthése
de I'ADN des cellules prolifératives et en particulier des
leucocytes. Les N6TG seraient incorporés a I’ADN au lieu
des nucléotides a guanine ce qui impliquerait des erreurs
de lecture et des mutations fatales (9, 10). Il fut démontré
que les CD3+ et CD56+ et le TNFalpha étaient abaissés
tandis que les CD4+ et CD45 RA+ étaient augmentés (11).

EFFETS SECONDAIRES

L’azathioprine serait bien tolérée chez 80 a 90%
des patients traités pour les maladies inflammatoires de
l'intestin. Les effets secondaires sont cependant
importants et peuvent étre divisés en deux catégories (1).
Les réactions d'ordre allergique apparaitraient 3 a 4
semaines apres le début du traitement et seraient
caractérisées par de la fievre, un rash, des nausées et
autres perturbations gastro-intestinales. Les effets non
allergiques apparaitraient plus tard, des mois voire une
année aprés le début du traitement. lls se traduisent par
des désordres hématologiques, néoplasiques et des
hépatites.

PHARMACOGENOMIQUE

Le métabolisme de la mercaptopurine est
sensible a plusieurs médicaments et conditions
physiologiques. L’allopurinol inhibe la xanthine oxydase et
pourrait bloquer une partie de I'élimination du médicament
et accroitre les risques de toxicité (6). La TPMT est
affectée par divers médicaments. Elle est inhibée par S-
méthylation, par les salicylates, le 5-aminosalicylate et le
furosémide (12). De plus, elle présente plusieurs variantes
génétiques. |l existerait une déficience en cette enzyme
chez 0,3% de la population. Cette déficience produirait
une accumulation des N6TG et une intoxication rapide ;
89% des individus métabolisent rapidement la 6MP tandis
que 11% sont de niveau intermédiaire. Les Noirs
américains présentent moins d’activité tandis que chez les
Coréens il n'existerait pas de variantes génétiques
connues. Pour identifier les déficients en TPMT, plusieurs
approches furent proposées. |l est possible de mesurer
l'activitt de I'enzyme plasmatique par une méthode
radioisotopique (13). Il est aussi possible de faire le
génotypage et d'identifier lallele lent par PCR.
Récemment il fut proposé de mesurer les parameétres
pharmacocinétiques de I'azathioprine en tout début de
traitement par mesures sériées des concentrations
sanguines (14).

UTILITE DES DOSAGES SANGUINS

Existe-t'il un lien entre les effets secondaires,
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l'activité  biologique de la mercaptopurine et la
concentration sanguine de ses métabolites ? La réponse a
cette question est au cceur méme de I'utilité des suivis des
traitements thérapeutiques a [I'azathioprine par des
concentrations sanguines et, selon la littérature
scientifique a ce jour, il semblerait que ce soit un sujet a
controverse. |l existe en effet des études qui ne montrent
pas de lien entre le pouvoir immunosuppresseur, les effets
toxiques (leucopénie) et les concentrations sanguines des
N6MP et N6TG (15). Cependant, les résultats de ces
études sont difficiles a interpréter et a valider pour
plusieurs raisons. D’abord, il semble que l'action du
médicament tarde a se manifester. Ce n’est qu'aprés
plusieurs semaines de traitement que l'organisme peut
étre considéré en équilibre. De plus, le médicament est
souvent donné en association avec dautres
immunosuppresseurs pouvant présenter des effets
toxiques tels que la cyclosporine, la predinisone. Mais, a
mon avis, la raison majeure pour tarder a confirmer ['utilité
des mesures des métabolites de la mercaptopurine est
d’'ordre analytique. Les métabolites sont instables dans le
sang, les nucléotides doivent étre hydrolysés pour libérer
les bases associées et ce a des températures élevées qui
risquent de compromettre [lintégrité des molécules
mesurées et leur rendement d’extraction. Il est
généralement admis que les dosages doivent étre faits
dans les globules rouges au lieu du plasma bien qu'un
dosage dans I'ADN lymphocytaire ait été décrit (16) et
devrait théoriquement mieux représenter I'action
biologique. Ce n’est que sous des conditions analytiques
standardisées que les diverses études pourront étre
comparées.

SEUILS THERAPEUTIQUE ET TOXIQUE

Malgré toutes ces limitations, des études récentes
confirment que le dosage dans les globules rouges est en
relation avec la toxicité et [leffet biologique en
transplantation rénale (6,7, 8) et cardiaque (17). Un seuil
thérapeutique de 100 & 200 pmoles / 8 x 10° hématies en
triple thérapie est admis en transplantation tandis que le
seuil toxique serait de 450 pmoles / 8 x 10° hématies.

MESURE HPLC

Les méthodes d’analyse sont par
chromatographie liquide a haute pression (HPLC). Elles
permettent de déterminer simultanément les trois bases
6TG, 6MP et 6MMP. Briévement, les globules rouges sont
recueillis par centrifugation, lavés avec de la saline et les
protéines précipitées a Il'acide perchlorique. Les
nucléotides sont hydrolysés par chauffage a 100 °C et les
bases libérées analysées par HPLC avec gradient
d’'acétonitrile en milieu acide. La détection est en UV avec
programmation de longueur d’onde en cours d’analyse. A
cause d'une susceptibilité a I'oxydation, le prélévement
doit étre gardé au froid et du dithiothréitol est ajouté
immédiatement aprés le prélevement pour préserver le
groupe SH. Les cellules doivent étre lavées rapidement et
comptées puisque les résultats sont normalisés pour un
compte globulaire de 8 x 10® hématies (18,19,20). Toutes
ces contraintes analytiques rendent I'analyse laborieuse et
difficile.
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