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RÉSUMÉ 
 
L’acide mycophénolique (MPA) est l’élément actif du my-

cophénolate mofetil (MMF), médicament immunosuppres-
seur employé en transplantation d'organes.  Il est utilisé da-
vantage en association avec la cyclosporine et le tacrolimus.  
Le MPA est principalement métabolisé dans le foie en son 
dérivé 7-O-glucuronide (MPAG).  Les concentrations de 
MPAG dans le sérum sont beaucoup plus élevées que celles 
du MPA.  Bien que le MPAG n'ait pas d'activité immunosup-
pressive, il est postulé qu'il pourrait déplacer le MPA de ses 
sites de liaison sur l'albumine et par conséquent augmenter 
les effets biologiques du MPA.  Cet effet peut être observé 
chez des patients présentant une fonction rénale détériorée; 
dans cette condition le MPAG peut s'accumuler.  Notre but 
est de mesurer le ratio MPAG/MPA chez 100 greffés rénaux 
sous une thérapie immunosuppressive mixte.  De plus, nous 
voulons déterminer si le MPAG peut déplacer in vivo  le MPA 
de l’albumine à des concentrations physiologiques.  Le MPA 
et le MPAG ont été mesurés par HPLC. 

 
La distribution des ratios n’est pas paramétrique.  Elle 

présente une traînée vers les valeurs élevées.  Une transfor-
mation par racine carrée rend l'analyse paramétrique possi-
ble.  Le taux moyen de MPAG/MPA est de 15,0 ± 2,2 chez 
les hommes (n = 50) comparé à 7,7 ± 0,9 pour les femmes 
(n = 50), p <0.0001.  Les patients mâles co-traités au  MMF 
et au tacrolimus ont montré un taux inférieur par rapport aux 
patients traités au MMF et à la cyclosporine (10,8 ± 0,6        
n = 36, contre 22,2 ± 2,7 n = 14,  p <0.0001, respective-
ment), confirmant ainsi que le tacrolimus empêche la glucu-
ronidation du MPA.  De plus, nous avons déterminé qu'à des 
concentrations physiologiques, le MPAG n'augmente pas la 
concentration de MPA libre.  Nous pouvons conclure que le 
co-traitement avec le tacrolimus et la différence homme-
femme doivent être pris en considération lors de l’adminis-
tration du MMF. 

 
 

INTRODUCTION 
 
L'acide mycophénolique (MPA) est le produit actif du my-

cophénolate mofetil (MMF) qui est utilisé de plus en plus lors 
des thérapies immunosuppressives en transplantation d'or-
ganes (1, 2).  Trois études multicentriques à double insu 
comprenant plus de 1500 patients ont démontré que le MMF 

en association avec la cyclosporine ou le tacrolimus réduit 
de façon significative le risque de rejet en greffe rénale (2, 
3).  En déterminant par biopsie l’incidence du rejet, celui-ci a 
été réduit de 50% chez les patients traités à la fois au MMF 
et à la cyclosporine par rapport à ceux recevant l'azathio-
prine en association à la cyclosporine.  La réduction est de 
70% lorsque la comparaison est faite avec ceux recevant un 
placebo (4).  En outre, le risque relatif de perte du greffon 
par rejet a été réduit approximativement de 60% en compa-
raison avec le groupe contrôle (4).  Les stéroïdes, la cy-
closporine, le tacrolimus et le sirolimus ont tous des effets 
secondaires athérogéniques plus ou moins importants.  La 
cyclosporine et le tacrolimus sont néphrotoxiques ce qui peut 
être critique à la greffe rénale (5).   Plus récemment, une 
monothérapie au MMF a démontré ne pas causer une telle 
néphrotoxicité ou athérogénicité (5).  

 
Bien que le MMF ne soit pas toxique au foie, au rein ou 

au système nerveux central, il peut causer une toxicité gas-
tro-intestinale.  Un certain nombre d'études ont montré qu’il 
existe une relation entre la pharmacocinétique du MPA et les 
résultats cliniques suggérant ainsi qu’un suivi thérapeutique 
des concentrations plasmatiques peut être utile.  En effet, 
plusieurs raisons viennent appuyer l'importance d’un suivi 
thérapeutique (2).  Par exemple,  

 
• Afin de s'assurer que le médicament ne soit pas à des 

concentrations sériques inférieures au seuil minimal d’im-
munosuppression  

• Afin de suivre des populations ayant des paramètres 
pharmacocinétiques altérés (ex. les patients pédiatri-
ques, les patients présentant une absorption modifiée).  
 
L'utilité d’un suivi thérapeutique est appuyée par des étu-

des cliniques récentes  qui démontrent une corrélation entre 
l’aire sous la courbe (AUC) du MPA et le rejet aigu (3, 6).  
D'autres études ont évalué le co-traitement MMF-tacrolimus 
en transplantation cardiaque et ont constaté que l'incidence 
du rejet correspond mieux aux concentrations sériques de 
MPA qu’à celles du tacrolimus (7).  En se basant sur ces 
données récentes, il demeure à déterminer quelle méthode 
sera la plus efficace pour le suivi thérapeutique et laquelle 
fournira le plus de bénéfices aux patients traités au MMF.   

 
Il est généralement admis que l'activité immunosuppres-

sive du MMF réside dans l'inhibition de l’inosine monophos-
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phate déshydrogénase (IMPDH), ce qui cause une réduction 
de la synthèse intracellulaire de novo des nucléotides à gua-
nine entraînant dans les lymphocytes une réduction de la 
synthèse d'ADN et de la prolifération (2,8).  Le MPA est prin-
cipalement converti dans le foie en son dérivé phénolique 7-
O-glucuronide (MPAG) par l'intermédiaire d'UDP-
glucuronosyltransférase (UGTs).  Plus de 95% du MPA mé-
tabolisé est excrété sous forme de MPAG (9).  Le MPA est 
également métabolisé en son conjugué 7-O-glucoside et son 
conjugué acyle glucuronide, mais ces métabolites sont 
beaucoup moins abondants (10).  Des méthodes par HPLC 
ont été récemment développées afin d'identifier ces diffé-
rents métabolites (10, 11).  De plus, il a été signalé qu'un co-
traitement avec le tacrolimus pourrait nuire à la conversion 
du MPA en MPAG par l'intermédiaire de l'inhibition de la glu-
curonidation (12). 

 
Peu d'informations ont été publiées jusqu'à maintenant 

sur la quantité plasmatique relative de MPAG chez l’humain 
bien que celle-ci puisse être un paramètre important dans 
l'évaluation du rapport entre la concentration sérique de 
MPA et ses effets biologiques.  Il a été mentionné sans détail 
expérimental que la concentration de MPAG peut être de 10 
à 300 fois plus élevée que la concentration de MPA (13-15).  
Le MPAG n'a pas montré d'activité immunosuppressive.  Ce-
pendant, comme ces concentrations sont plusieurs ordres 
de grandeur supérieures à celles du MPA, il a été postulé 
qu'il pourrait déplacer le MPA de ses sites de liaison de l'al-
bumine et par conséquent augmenter les effets biologiques 
du MPA.  En effet, il a été publié que la liaison à l'albumine 
in vitro diminue de 98,76% à 96,43% suivant une augmenta-
tion de MPAG de 0 à 1483 µmol/L (16).  Ceci peut devenir 
d'une importance particulière pour les patients qui ont une 
fonction rénale détériorée; dans cette condition, il fut démon-
tré que le MPAG s’accumulait (17) ce qui nous a incité à do-
cumenter le ratio des concentrations MPAG/MPA chez des 
patients greffés, sous une thérapie immunosuppressive 
mixte.  De plus, nous avons déterminé si le MPAG pouvait 
déplacer le MPA de l’albumine aux conditions observées in 
vivo. 

 
 

MÉTHODES 
 
Les sérums de 100 greffés rénaux, 50 femmes et 50 

hommes âgés entre 21 et 66 ans (1 à 36 mois après la 
transplantation), sous une triple thérapie immunosuppres-
sive incluant le MMF (0,75 à 3 g par jour) ont été utilisés 
pour documenter le ratio MPAG/MPA.  Le ratio MPAG/MPA a 
été déterminé en supposant que le MPAG et le MPA ont le 
même coefficient d'absorption UV.  En plus du MMF, tous les 
patients recevaient de la prednisone.  14 hommes et 4 fem-
mes étaient co-traités avec de la cyclosporine.  Le reste des 
patients étaient co-traités au tacrolimus.  

 
Pour cette étude, le MPA a été obtenu de la compagnie 

Sigma.  L'acétonitrile, les acides acétique et phosphorique 
ont été obtenus de la compagnie Fisher Scientifique.  L'acé-
tonitrile était de grade HPLC. 

 
Le MPAG a été isolé de l'urine des patients greffés puis-

qu’il n'était pas disponible commercialement.  Il a été utilisé 
afin de déterminer son temps de rétention dans la procédure 
HPLC.  Brièvement, une cartouche Supelco LC-18 a été em-
ployée afin d’extraire le MPAG de l'urine.  La cartouche est 
activée avec 2 x 1 mL de MeOH suivi de 4 x 1 mL d’eau dis-
tillée.  1 mL de l'échantillon d'urine est ajouté à la cartouche, 
qui est par la suite, lavée avec 4 x 1 mL d'eau distillée pour 

enlever les produits non retenus.  Le MPAG est élué avec 3 
x 1 mL d’une solution de tampon phosphate 20 mM, pH 3,0 
contenant 10% d’acétonitrile, suivi de 2 x 1 mL d’une solu-
tion tampon phosphate 20 mM, pH 3,0  contenant 20% 
d'acétonitrile.  L'identification du MPAG a été établie par l'hy-
drolyse du métabolite en MPA en utilisant la ß-glucuronidase 
Helix pomatia de Sigma (EC 3.2.1.31). 

 
Une méthode décrite précédemment a été utilisée pour 

déterminer les concentrations plasmatiques de MPA et de 
MPAG (18).  Brièvement, dans des tubes de polypropylène 
de 0,5 mL, 150 µL de l’échantillon de plasma et 350 µL 
d'acétonitrile contenant 1% d’acide acétique, sont mélangés 
par vortex pour 5 sec.  L'échantillon est par la suite incubé 
pendant 15 minutes à la température ambiante et centrifugé 
pour 10 minutes à 10 000 x g.  75 µL du surnageant sont di-
lués avec 75 µL d'eau distillée pour la chromatographie.  Le 
système HPLC est composé d'une pompe chromatographi-
que de série 1100 de Hewlett Packard, d'un injecteur auto-
matique, d'un détecteur UV et d'un contrôleur d'interface HP 
Chemstation.  La colonne utilisée est une Supelcosil® LC-
318 de 250 x 4,6 millimètres.  Elle est maintenue à une tem-
pérature de 30 °C.  La phase mobile est constituée d’une so-
lution A (100 mL d’acétonitrile + 900 mL d’un tampon phos-
phate 20 mM, pH 3,0) et d’une solution B (450 mL d’acétoni-
trile + 550 mL d’un tampon phosphate 40 mM, pH 6,5) for-
mant le gradient suivant: 0% B (0 – 3 min.), 0 – 100% B (3 – 
15min), 100% B (15 – 18 min.).  Le débit est de 1.0 mL/min.  
La longueur d'onde du détecteur est ajustée à 215 nm. 

 
Mesure du MPA libre 

 
Le MPA libre et le pourcentage de liaison aux protéines 

ont été déterminés tel que décrit précédemment avec des 
modifications mineures (16).  Le système Centrifree Micro-
partition (Amicon, Beverly, MA) tel que décrit par Nowak et 
Shaw (16) a été employé afin d’obtenir un ultrafiltrat pour la 
quantification du MPA libre.  Brièvement, 400 µL de plasma 
sont ajoutés au tube d'ultrafiltration qui est centrifugé à 2000 
x g pendant 20 minutes à la température de la pièce, ce qui 
produit approximativement 250 µL d'ultrafiltrat.  100 µL d'ul-
trafiltrat sont prélevés pour la chromatographie.  Un tampon 
phosphate (67 mmol/L) ajusté à pH 7,4 contenant 0,05 à 0,4 
µmol/L MPA est utilisé pour l'étalonnage du MPA libre.  L'im-
précision intra-essai est de 9,2%.  La phase mobile utilisée 
est un tampon acétate de sodium 10 mmol/L, pH 5.0 (ajusté 
avec de l'acide acétique), contenant 45 % d’acétonitrile.  Le 
débit est ajusté à 1.5 mL/min et la température est mainte-
nue à 30°C.  Le détecteur est ajusté à 215 nm. 

 
RÉSULTATS 
 

La figure 1 illustre la courbe de distribution des ratios 
MPAG/MPA pour les 100 greffés rénaux; c’est une distribu-
tion non paramétrique car elle présente une traînée vers les 
valeurs élevées (figure 1a).  La figure 1b démontre qu'une 
transformation par racine carrée des données donne une 
distribution paramétrique chez les hommes ainsi que chez 
les femmes.  Les données sont paramétriques à p >0,1 en 
utilisant le test de normalité « Anderson-Darling ».  Trois va-
leurs aberrantes ont été rejetées chez les femmes (les deux 
valeurs de l’extrémité inférieure et la valeur de l’extrémité su-
périeure) et une chez les hommes (la valeur de l’extrémité 
supérieure) avant d'analyser les données.  Un ratio moyen 
de 14,3 ± 1,8 chez les hommes et de 7,9 ± 0,4 chez les fem-
mes a été déterminé.  Cette différence entre les deux sexes 
s'avère statistiquement significative à p <0,0001 en utilisant 
un test T de Student. 
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            (A) Données non transformées                                        (B) Transformation par racine carré  

 Hommes Femmes Test  T 

Population totale 
 

15,0 ± 2,2 (n = 50) 
 

7,7 ± 0,9 (n = 50) 
 

P <0,0001 

Patients  MMF* + Tac ¶ 
 

10,8 ± 0,6 (n = 36) 
 

7,0 ± 0,6 (n = 46) 
 

P <0,0004 

Patients MMF + Cyc £ 
 

22,2 ± 2,7 (n = 14) 
 

18,2 ± 1,2 (n = 4) 
 

N/A 

TABLEAU 1    Différences de ratio MPAG/MPA entre les hommes et les femmes§ 

* MMF : mycophénolate mofetil 
¶  Tac : tacrolimus 

£ Cyc : cyclosporine 
§ Résultats illustrées comme moyenne ± écart-type   
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Il a été publié que le tacrolimus pouvait empêcher la glu-
curonidation du MPA (12).  Nous avons regroupé les pa-
tients co-traités au MMF et tacrolimus ainsi que les patients 
co-traités au MMF et cyclosporine .  On observe toujours une 
différence significative entre les ratios moyens homme et 
femme pour les patients co-traités avec le tacrolimus 
(tableau 1).  Le groupe de femmes co-traitées à la cyclospo-
rine était trop petit (n = 4) afin de supporter une conclusion 
liée à une différence dépendante du sexe.  À partir du ta-
bleau 1 on peut également conclure que le co-traitement 
avec le tacrolimus réduit le ratio MPAG/MPA de manière si-
gnificative chez les hommes (co-traitement MMF-tacrolimus 
10,8  0,6, n = 36 contre 22,2 ± 2,7, n = 14 pour ceux co-
traités avec MMF-cyclosporine, p <0,0001).  Pour la même 
raison que ci-dessus, nous ne pouvons pas supporter une 
conclusion chez les femmes bien que les résultats semblent 
indiquer une réduction du ratio avec un co-traitement au ta-
crolimus. 

 
La créatinine, la GGT et la clairance de la créatinine chez 

les hommes et chez les femmes ont été mesurées.  La GGT,  
donne une valeur de 16,7 ± 8,0 U/L chez les femmes et de 
21,3 ± 7,6 U/L chez les hommes (les valeurs de référence 
sont 4 – 40 U/L).  La créatinine plasmatique (µmol/L) et la 
clairance de créatinine (mL/s/m2) sont de 107 ± 36,8 et 1,06 
± 0.43 respectivement chez les femmes et de 122 ± 32,6 et 
1,11 ± 0,43 respectivement chez les hommes.  Les valeurs 
de référence de créatinine plasmatique sont de 50-110 
µmol/L pour les femmes et de 60-120 µmol/L pour les hom-
mes.  Les valeurs de référence pour la clairance de créati-
nine sont de 0,69-1,06 mL/s/m2 pour les femmes et 0,91-
1,35 mL/s/m2 pour les hommes. 

 
Il a été publié que le MPAG peut déplacer le MPA de l'al-

bumine (17).  Afin de déterminer si le MPAG a un effet au ni-
veau du MPA lié, nous avons ajouté du MPA in vitro à 20 sé-
rums de patients non-traités au MMF à une concentration 
habituellement retrouvée en clinique.  De ce fait, ces échan-
tillons ne contenaient pas de MPAG.  Nous avons déterminé 
que le MPA lié dans ces échantillons (98,3 ± 0,73 %, n = 20) 
ne différait pas (p=0.174) des sérums des patients traités au 
MMF qui contiennent du MPAG généré in vivo (98,5 ± 0,43 
%, n = 100).  Nous avons également déterminé qu'il n'existe 
pas de différence significative dépendante du sexe concer-
nant la liaison du MPA à l’albumine (98,8 ± 0,34%, n = 50 
chez l’homme contre 98,6 ± 0,59%, n = 50 chez la femme           
(p = 0,124). 

 
 

DISCUSSION 
 
L'effet et l'efficacité thérapeutique de plusieurs médica-

ments immunosuppresseurs sont régulés par leur métabo-
lisme et leur vitesse d’élimination.  La glucuronidation est un 
processus métabolique important par lequel beaucoup de 
xénobiotiques et endobiotiques sont convertis en composés 
hydrophiles plus aisément excrétés dans l'urine.  En effet, la 
glucuronidation est la voie principale d'élimination du MPA.  
Les réactions de glucuronidation sont catalysées par les 
UGTs qui sont principalement retrouvées du côté luminal du 
réticulum endoplasmique et dans l'enveloppe nucléaire des 
hépatocytes.  Nous pouvons également retrouver les UGTs 
dans le rein, l'intestin, le poumon, la peau, le testicule et le 
cerveau.  Jusqu'ici, au moins 15 formes d'UGTs ont été iden-
tifiées chez l'homme.  Elles ont été divisées en 2 familles; les 
UGT1 et les UGT2, en se basant sur leurs similitudes de sé-
quence (19-21).  Il a été récemment déterminé que le MPA 

est glucuronidé par l’UGT1A8 et l’UGT1A10 (22, 23).  Lors 
de notre étude nous avons observé une différence significa-
tive entre le taux de glucuronidation du MPA entre l’homme 
et la femme.  Des différences reliées au sexe ont déjà été 
observées pour le taux de glucuronidation chez les animaux 
(24).  On a signalé que la glucuronidation des androstérones 
et du 4-nitrophénol est plus rapide chez les mâles que chez 
les femelles à cause de l'activité accrue des UGTs (25, 26).  
Cependant, la raison de cette augmentation chez les mâles 
reste sans explication.  Puisque les oestrogènes sont égale-
ment métabolisés par la classe UGT1A (27),  le MPA pour-
rait compétitionner pour les mêmes sites de liaison que les 
œstrogènes sur l’enzyme.  Ceci pourrait partiellement expli-
quer la réduction du taux de glucuronidation retrouvé chez 
les femmes. 

 
Afin d’éliminer la possibilité qu'une fonction rénale ou hé-

patique détériorée soit la  cause de la différence homme-
femme observée, les niveaux de créatinine plasmatique et 
de clairance de créatinine comme marqueur de la fonction 
rénal et le niveau plasmatique de GGT comme marqueur de 
l’induction hépatique, ont été vérifiés.  Les valeurs observées 
chez  les hommes et chez les femmes se retrouvent à l’inté-
rieur des valeurs de référence.  La clairance de créatinine a 
été jugée équivalente chez l’homme et la femme et ainsi, 
nous pouvons éliminer la possibilité qu'un taux d'élimination 
plus rapide du glucuronide soit la cause d’un ratio 
MPAG/MPA plus faible chez la femme.  

 
Un autre facteur qui peut affecter la glucuronidation du 

MPA est le co-traitement avec le tacrolimus.  Il a été publié 
que les patients recevant du MMF en combinaison avec le 
tacrolimus ont des niveaux de MPA supérieurs (nadir et 
AUC0-12) lorsque comparés à ceux des patients recevant du 
MMF en combinaison avec la cyclosporine A (CsA) (28).  
Cette observation est accompagnée d’une réduction du 
MPAG, suggérant que le tacrolimus empêche la conversion 
du MPA en MPAG par l'UGT.  À la lumière de cette recher-
che, nous avons divisé nos patients en deux groupes;  a) pa-
tients recevant du MMF en combination avec le tacrolimus et 
b) patients recevant MMF et cyclosporine.  Nos résultats 
confirment que la glucuronidation est inférieure chez les pa-
tients traités avec le tacrolimus puisque le rapport 
MPAG/MPA est nettement plus élevé chez les patients co-
traités avec le MMF et la cyclosporine que les patients co-
traités avec le MMF et le tacrolimus. 

 
Il a été récemment publié que le MPAG pourrait déplacer 

le MPA de ses sites de liaison sur l'albumine in vitro (16).  
Ceci nous a incité à déterminer si in vivo cet effet était tou-
jours présent.  La liaison du MPA à l'albumine a été mesurée 
dans des échantillons provenant de patients traités au MMF, 
qui contiennent naturellement du MPAG.  Cette liaison a été 
comparée à la liaison mesurée dans le sérum des patients 
non traités au MMF auquel nous avons ajouté du MPA.  Ces 
échantillons ne contenaient vraisemblablement pas de 
MPAG.  Aucune différence statistiquement significative n'a 
été observée entre ces deux groupes.  Ainsi nous pouvons 
conclure qu'aux concentrations physiologiques, le MPAG 
n'augmente pas la fraction libre du MPA et probablement 
pas ses effets biologiques. 

 
En résumé, nous avons documenté le rapport 

MPAG/MPA chez des hommes et des femmes greffés d’un 
rein suivi en clinique sur une base régulière.  Nous avons 
déterminé que la glucuronidation du MPA est plus impor-
tante chez l’homme que chez la femme.  Nous attribuons 
cette observation à une différence dans le métabolisme du 



10     Ann. Biol. Clin. Qué. 39 (1),  2001      

MPA bien qu’en partie nous puissions expliquer cette diffé-
rence par le traitement commun avec le tacrolimus qui dimi-
nue la glucuronidation du MPA.  Cependant, nous ne pou-
vons pas éliminer la possibilité que la différence reliée au 
sexe puisse être expliquée par une sensibilité accrue de la 
femme à l'action du tacrolimus sur la glucuronidation.  Afin 
d’étudier cette possibilité, nous devrions analyser les résul-
tats d'une population de patients traités uniquement au 
MMF.  De plus, nous rapportons que le MPAG ne déplace 
pas le MPA de ses sites de liaison sur l'albumine à des con-
centrations physiologiques.  Nous concluons que le sexe et 
le co-traitement avec le tacrolimus doivent être pris en consi-
dération lors d’un traitement au MMF. 
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