Nye styringsverktoy for tiopuriner
1 leukemi- og transplantasjonsbehandling

Bakgrunn. Cytostatika er tradisjonelt
blitt administrert med doseringsregi-
mer nzer opp mot det toksiske.

Materiale og metode. 1 denne artik-
kelen gir vi en oversikt over tilgjengelig
kunnskap om tiopuriner og de kliniske
implikasjonene som folge av genetisk
polymorfisme i tiopurin-S-metyltrans-
ferase (TPMT).

Resultater. Tiopuriner, for eksempel
6-merkaptopurin (6-MP), metabolise-
res intracellulzert via en anabol meta-
bolismevei til cytotoksiske 6-tioguanin-
nukleotider (6-TGN), som inkorporeres
i DNA eller RNA. Den konkurrerende
metabolismeveien er S-metylering av 6-
MP og initiale metabolitter ved TPMT.
Hos barn med akutt lymfatisk leukemi
er det en korrelasjon mellom heye ery-
trocyttkonsentrasjoner av 6-TGN og
grad av leukopeni og god prognose,
mens lave konsentrasjoner synes 4 vaere
forbundet med heyere risiko for tilba-
kefall. I de fleste populasjonsunderse-
kelser som er foretatt frem til i dag, har
ca. 10 % av befolkningen intermedizer
TPMT-aktivitet pA grunn av heterozy-
gositet i TPMT-locus, mens 1/300 ikke
har TPMT-aktivitet pa grunn av muta-
sjoner i begge TPMT-allelene.

Fortolkning. Ved hjelp av fenotyping
eller genotyping er det mulig 4 identifi-
sere pasienter med defekt eller inter-
medizer tiopurinmetabolisme, for s a
foresla henholdsvis uttalt eller moderat
reduksjon av dosen for &4 unnga hema-
topoetisk toksisitet.

Tiopurinene ble oppdaget og tatt i klinisk
bruk for 50 ér siden (1) I Norge er det na to
tiopuriner i klinisk bruk: azatioprin (AZA;
Imurel) og 6-merkaptopurin (6-MP; Puri-
Nethol). Det viktigste indikasjonsomréadet
for AZA, som er en prodrug til 6-MP, er im-
munsuppresjon ved organtransplantasjoner,
mens 6-MP anvendes i kombinasjon med
metotreksat til vedlikeholdsbehandling av
akutt lymfatisk leukemi hos barn. Her i lan-
det er azatioprin dessuten godkjent til bruk
ved inflammatoriske autoimmune sykdom-
mer, for eksempel Crohns sykdom og ulce-
ros kolitt (2).
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Background. The majority of chemotherapeutic
agents are administered at fixed doses that are
close to those maximally tolerated.

Material and methods. This review is based on
current knowledge about the metabolism of thio-
purines and the clinical implications of genetic
polymorphism in thiopurine-S-methyltransferase
(TPMT).

Results. Intracellularly thiopurines, e.g. 6-MP,
are anabolized to cytotoxic 6-thioguanine nucleo-
tides (6-TGN) that are incorporated into DNA
and RNA. A competing pathway is S-methylation
of 6-MP and its initial nucleotide metabolites by
TPMT. In childhood acute lymphocytic leuk-
aemia, high erythrocyte concentrations of 6-TGN
correlate with the degree of leukopenia and a
good prognosis, while low concentrations appear
to be associated with higher risk of relapse. In
most populations studied, approximately 10 %
have intermediate TPMT activity and 1/300 lacks
TPMT activity due to one or two mutant TPMT
alleles, respectively.

Interpretation. Phenotyping or genotyping
may be used to identify patients as deficient or in-
termediate thiopurine metabolizers. This suggests
that they should receive a profound or moderate
reduction in dosage to avoid haematopoietic tox-
icity.
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Tiopuriner brukes ved tilstander der det
tar tid (maneder) for man kan evaluere ons-
kede kliniske effekter og bivirkninger (3).
De alvorligste bivirkningene, slik som bein-
margshemming, er potensielt livstruende.
Avstanden mellom en dose som gir gnsket
klinisk effekt og en dose som gir livstruende
bivirkninger, er liten. P4 grunn av interindi-
viduelle variasjoner i metabolismen av tio-
puriner kan en og samme dose vare subtera-
peutisk for en pasient og livstruende for en
annen. Inntil for fa ar siden ble tiopurinbe-
handling utelukkende styrt pd grunnlag av
tellinger av leukocytter og blodplater og av
kliniske funn, noe som tidligst gir mulighet
for korrigering av dosen ca. en uke etter be-
handlingsstart. Man ensket seg derfor dia-
gnostiske tester som kunne forutsi den enkel-
te pasients evne til tiopurinmetabolisme.

I denne artikkelen vil vi gi en oversikt
over ny viten innen feltet farmakogenetikk
som ligger til grunn for utviklingen av mer
rasjonell tiopurinterapi (4).

Metabolisme

og virkningsmekanismer

Tiopurinene er antimetabolitter og folger
samme metabolismeveier som endogene pu-
riner (fig 1) (3).

Den forste metabolismeveien for 6-MP er
ribofosforylering ved enzymet hypoxantin-
guanin-fosforibosyl-transferase (HGPRT),
som gir 6-TGN, en gruppe aktive metabolit-
ter som inkluderer mono-, di- og trifos-
forylerte ribo- og deoksyribonukleotider av
6-tioguanin. I celler med cellekjerne vil 6-
TGN bli inkorporert i DNA og RNA som
falske nukleotider og representerer pa den
maten det aktive prinsipp (5).

Den andre metabolismeveien for 6-MP er
metylering ved tiopurinmetyltransferase
(TPMT), som gir vesentlig inaktive, men
ogsa noen aktive metabolitter (fig 1). For-
bruket av metyldonoren S-adenosylmetionin
ved metylering av tiopuriner kan fore til hy-
pometylering av DNA, hvilket igjen kan gi
endringer i transkripsjon av gener og pavir-
ke cellereplikasjon (5). Bdde 6-MP og mety-
lerte tiopurinmetabolitter kan for ovrig hem-
me de novo purinribonukleotidsyntese via
feedbackkontroll (5) eller pavirke ATP- og
GTP-konsentrasjoner (6), med de folger det-
te kan ha for celleveksten.

Den tredje metabolismeveien, oksidasjon
av 6-MP til tiourinsyre ved xantinoksidase,
er en inaktiverende metabolismevei (fig 1).
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Figur 1 Deviktigste intracellulcere metabolismeveiene for tiopuriner. Det stripete om-
rddet markerer katabolske og/eller detoksifiseringsruter som inaktiverer tiopurinene fra
inkorporering i nukleinsyrene DNA og RNA. Det ikke-stripete omrddet dekker anabole
metabolismeveier som forer til aktivering av tiopurinene via enzymet hypoxantin-guanyl-
ribosyl-transferase (HGPRT) og inkorporering i nukleinsyrene DNA og RNA, hovedir-
saken til at tiopurinene har cytotoksisk effekt (AO, aldehydoksidase; DNA, deoksiribonuk-
leinsyre; GD, guanindeaminase; GMPS, guanylat-monofosfat-syntetease; IMPD, inosin-
monofosfat-dehydroksylase; 6-MMP, 6-(S-metyl)merkaptopurin, 6-MP, 6-merkapto-
purin, MTG, 6-(S-metyl)tioguanin; 6-MTGMP, 6-(S-metyl)tioguanosin monofosfat;
6-MTIMP, 6-(S-metyl))tioinosin monofosfat; 8-OH-6-MP, 8-hydroksy-6-merkaptopurin;
8-OH-TG, 8-hydroksy-tioguanin; RNA, ribonukleinsyre; 6-TdGTP; 6-tiodehydroksygua-
nosin trifosfat; 6-TG, 6-tioguanin, 6-TGDP, 6-tioguanosin difosfat; 6-TGMP, 6-tiogua-
nosin monofosfat; 6-TGN, 6-tioguanin nukleotider; 6-TGIP, 6-tioguanosin trifosfat;
0-TIMP, 6-tioinosin monofosfat; TPMT, tiopurin metyltransferase; 6-TX, 6-tioxantin;

6-TXMP; 6-tioxantosin monofosfat; TUA, 6-tiourinsyre; XO, xantinoksidase.)

Enzymet har hoyest aktivitet i tarm og lever
(3), en lokalisering som ferer til hoy «first-
pass»-effekt (det vil si metabolisme av lege-
midlet i lever for det nér systemisk kretslap)
og folgelig lav biotilgjengelighet av tiopuri-
ner gitt oralt.

TPMT - et nekkelenzym

Metylering av 6-MP via TPMT og ribofos-
forylering via HGPRT av tiopuriner er kon-
kurrerende metabolismeveier (fig 1). Det er
vist sammenheng mellom TPMT-aktivitet
og klinisk resultat av tiopurinbehandling (3),
og kunnskap om TPMT og dets funksjon blir
derfor viktig nar det gjelder forstaelse av det
kliniske resultatet av tiopurinbehandlingen.

Biokjemiske egenskaper

TPMT (EC 2.1.1.67) er et S-adenosyl-L-me-
tionin (AdoMet)-avhengig cytoplasmatisk
enzym som fortrinnsvis katalyserer S-mety-
lering av aromatiske og heterosykliske sulf-
hydrylforbindelser, som tiopurinene 6-MP,
AZA og 6-TG (7). En relativt bred substrat-
spesifisitet og det forhold at ingen endogene
substrater er kjent for TPMT, gjor at dets
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prinsipielle biologiske rolle fremstar som
en generelt detoksifiserende, liksom andre
xenobiotikametaboliserende enzymer (7).
TPMT er pavist i de fleste humane vev.
TPMT-aktiviteten i rede blodceller korrele-
rer godt med aktiviteten av enzymet i andre
vev, noe som gjer erytrocytter egnet for ma-
ling av denne enzymaktiviteten hos mennes-
ker. Videre vil 6-TGN vare de metabolske
endeproduktene av tiopuriner i celler uten
cellekjerne. De vil blant annet akkumuleres
i erytrocytter, noe man alternativt kan benyt-
te seg av ved terapeutisk monitorering av
6-MP.

Genetisk polymorfisme

Aktiviteten av TPMT viser store interindivi-
duelle variasjoner og er kontrollert bl.a. ved
genetisk polymorfisme. Flere store popula-
sjonsstudier har vist en trimodal frekvens-
distribusjon av TPMT-aktivitet i erytrocyt-
ter. Weinshilboum & Sladek viste at 88,6 %
av befolkningen hadde hoy TPMT-aktivitet,
11,1 % intermedigr aktivitet og 0,3 % (én av
300 individer) ingen paviselig aktivitet (8).
Familiestudier har bekreftet at TPMT-akti-

viteten nedarves som en autosomal kodomi-
nant egenskap.

Genet for TPMT, som er klonet og lokali-
sert til kromosom 6p22.3 (9), har en sterrel-
se pa 34 kilobaser. Det bestar av ti eksoner
og ni introner og koder for et lite protein med
245 aminosyrer. Det er inntil nd rapportert
13 ulike TPMT-alleler, hvorav 11 muterte
alleler er assosiert med nedsatt TPMT-akti-
vitet (10).

Figur 2 viser forskjellige alleler. Alle unn-
tatt villtype (wt)-alleler og alleler med stille
mutasjoner gir opphav til ikke-funksjonelt
protein eller gjor at proteinet blir tilgjengelig
for proteolytisk aktivitet (10). Transkripsjon
og translasjonshastigheter for TPMT*2-,
*34-, *3B- og *3C-allelene er sammenlikn-
bare med wt-allelet, men proteinet som
kommer fra de muterte allelene, har kortere
halveringstid og dermed lavere TPMT-akti-
vitet. | USA og Europa er de vanligste mu-
terte TMPT-allelene TPMT*3A4-, *3C- 0og *2
(fig 2). I Afrika og Asia, liksom i den samis-
ke befolkning, er *3C-allelet det vanligste
(10, 11).

I promotorregionen i 5' ende av TPMT-
genet finner man i tillegg en annen type
genetisk polymorfisme (12) forarsaket
av et «variabelt antall tandemrepetisjoner»
(VNTR), varierende fra fire til atte repete-
rende enheter. Hver repeterende enhet bestar
av 17 eller 18 basepar og inncholder et poten-
sielt bindingssted for transkripsjonsfaktoren
Sp 1. Det er vist en negativ korrelasjon mel-
lom det totale antall repeterende enheter og
TPMT-aktivitet.

Ikke-genetiske faktorer

som pavirker TPMT-aktivitet
TPMT-aktivitet varierer ogsd med faktorer
som kjenn, alder, kronisk sykdom, etnisk
bakgrunn og legemiddelbruk (3—5). I noen
studier har man ikke klart & pavise kjeonns-
forskjell i TPMT-aktivitet, i andre er det vist
at menn har en heoyere enzymaktivitet enn
kvinner (13). Det er 50 % heayere aktivitet
hos nyfedte i forhold til hos voksne, og ca.
10 % hayere aktivitet hos barn under fem ar i
forhold til dem over fem ar. Kronisk sykdom
som uremi er blitt forbundet med hey
TPMT-aktivitet (14). I kliniske studier er det
indikasjoner pa at 6MP og azatioprin indu-
serer aktiviteten av TPMT, mens TPMT-ak-
tiviteten varierer lite over tid hos friske fri-
villige individer (15). Langtidsbehandling
med diuretika gker aktiviteten av TPMT
(16), mens akutt in vitro-hemming er obser-
vert med de samme substansene i erytrocyt-
ter in vitro (17). En rekke farmaka hemmer
TPMT-aktiviteten, deriblant salisylsyre, sul-
fasalazin, S-adenosylhomocystein og sine-
fungin (18).

Aktuelle metoder for predikering

av evne til tiopurinomdanning
Fenotyping av TPMT

Fenotyping av TPMT gjeres ved & bestem-
me TPMT-aktiviteten i erytrocytter isolert
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fra helblod (19). Denne prosedyren er tidkre-
vende og er uegnet dersom pasienten har fétt
blodoverfering i lopet av de 2—3 siste mane-
dene (10).

Genotyping
Kunnskap om sammenheng mellom muta-
sjoner og enzymaktivitet gjor det mulig &
forutsi pasientens individuelle metabolise-
ringskapasitet. Pavisning av A719G-muta-
sjonen, som er felles for bade TPMT*34
(A719G og G460A) og -*3C (A719G), iden-
tifiserer 100 % av den delen av en samisk og
ca. 90% av en hvit kaukasisk befolkning
som ma ha lavere tiopurindoser enn gvrige
90% av de respektive befolkningene for &
unnga alvorlig beinmargshemming (11).
Genotyping er enklere a utfere enn feno-
typing. Det kreves 1 ul DNA, som tilsvarer
100 pl helblod. Metoden er rask og billig og
resultatet er ikke pavirket av blod fra tidli-
gere transfusjoner.

Maling av intracellulcere metabolitter
Rasjonalet for méling av 6-TGN er at inkor-
porering i malcellenes DNA utgjer et forste
trinn i virkningsmekanismen for tiopuriner
(fig 1) og er relatert til effekt/bivirkning. 6-
TGN er det metabolske endeproduktet i cel-
ler uten cellekjerne, og kan males i erytro-
cytter (20).

TPMT er sentral i metabolismen av tiopu-
riner pa ulike nivaer i metabolismekartet (3)
(fig 1), og bade 6-MP-, 6-TG- og 6-MP-nu-
kleosider og nukleotider er substrater for
TPMT. Metylerte metabolitter er dels inakti-
ve og dels aktive, blant annet i hemming av
de novo-purinsyntese (5). Intracellulzre
metylerte 6-MP-metabolitter (6MMP) kan
méles ved hjelp av ulike heytrykksvaeske
kromatografiske (HPLC) metoder etter hyd-
rolyse av cellelysat (20).

Styring av tiopurindosering

ved akutt lymfatisk leukemi

Peroralt 6-MP benyttes i ambulant vedlike-
holdsbehandling av akutt lymfatisk leukemi
etter oppnéadd remisjon (21). En standarddo-
se av 6-MP gir uttalt og langvarig neytro-
peni og dermed dérlig behandlingsresultat
hos pasienter med lav TPMT-aktivitet (21).
Pasienter med intermedier TPMT-aktivitet
utgjoer ca. 10 % av befolkningen, noe som til-
sier at det vil vere lonnsomt & gjere TPMT-
fenotyping eller -genotyping for behandling
av barn med akutt lymfatisk leukemi.

Det er vist at plasma-6-TGN-verdier
> 275 pmol 8 - 1078 i erytrocytter gir bety-
delig leukopeni (22). En alternativ strategi i
forhold til feno- eller genotyping for be-
handling vil derfor vaere & gi en testdose
6-MP med péfelgende maéling av 6-TGN-
nivaer for & unnga beinmargshemming. Pa-
sienter med lav eller intermedizer TPMT-
aktivitet vil da ha heye 6-TGN-verdier, fordi
mindre tiopurin gar langs den konkurrerende
metabolismeveien. Dette gjelder ogsd pa-
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Figur 2

er en skjematisk fremstilling av TPMT-genet og dets mutasjonsspektrum. Bok-
sene, som representerer eksoner, er nummerert med romertall. Storrelsen pd boksene,
her angitt som antall baser inne i boksen, er proporsjonal med de reelle lengdene. Farge-
koder; hvit: ikke-translatert omrdde; rodt: translaterte omrdder som ikke inneholder mu-
tasjoner, rosa: translaterte omrdder som kan inneholde mutasjoner, gront: intron. Bare
mutasjoner som endrer proteinstruktur, for eksempel endring i proteinets primcersekvens
eller peptidlengde, er inkludert. Alle mutasjonene er enkle nukleotidtransisjoner. Nu-
kleotid- og aminosyrenummerering korresponderer med henholdsvis posisjon i mRNA
dpen leseramme (ORF) og proteinets primcersekvens. Lengden pd intron varierer fra
flere hundre til tusen basepar, selv om de her er tegnet like lange
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sienter som far behandling med 6-tioguanin
(ikke registrert i Norge), ettersom dette ogsa
er substrat for TPMT (23).

Det er viktig at man ogsa tar hensyn til en
variasjon pa opptil 5—7 ganger i TPMT-akti-
vitet innen gruppen individer med hey akti-
vitet (21). Fenotyping av TPMT i erytrocyt-
ter gir 1 sa mate et gyeblikksbilde av TPMT-
aktiviteten hos pasienten.

Videre vil dosering av 6-MP til pasienter
innen de respektive gruppene hoy, interme-
dizr og lav med hensyn pa TPMT-aktivitet
ogsa kunne veiledes ved bestemmelser av
erytrocyttniva av 6-MP-metabolitter. Ma-
ling av bdde 6-TGN og 6-MMP er den beste
maten & teste om legemidlet 6-MP er inntatt,
dvs. som kontroll av etterlevelse (complian-
ce) (24).

Det er rapportert en mulig sammenheng
mellom lav TPMT-aktivitet og heye nivéer
av 6-TGN og metylerte metabolitter etter 6-
MP-behandling av pasienter med akutt lym-
fatisk leukemi som senere har utviklet hjer-
netumorer (25), akutt myelogen leukemi og
myelodysplasi.

I en felles nordisk protokoll har man ogsa
sett at dersom metotreksat (MTX) og 6-MP
gis samtidig, vil metotreksat forsterke om-

danningen av 6-MP til aktive metabolitter,
samtidig som de to medikamentene gjensi-
dig forsterker hverandres effekt pa celler i
deling.

Styring av tiopurindosering

ved nyretransplantasjoner

Standard trippelbehandling ved nyretrans-
plantasjon har lenge veert ciklosporin, stero-
ider og azatioprin (26). Azatioprin omdan-
nes raskt til 6-MP in vivo. Ved fenotyping
og genotyping av TPMT identifiseres pa-
sienter som trenger betydelig dosereduksjon
av azatioprin. Farmakokinetikken til stoffet
ved nyretransplantasjonskirurgi karakterise-
res for gvrig av betydelig interindividuell og
intraindividuell variabilitet. Det er derfor
behov for teknikker utover TPMT-tester for
a styre doseringen.

Styring av tiopurindosering

ved behandling av andre tilstander
Hos hjertetransplanterte (27), hos pasienter
med revmatologiske lidelser, inflammato-
risk tarmsykdom (28), dermatologiske (29)
og hematologiske lidelser (22) er det ogsa
vist en sammenheng mellom hoy TPMT-ak-
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tivitet og betydelig beinmargshemming ved
standard azatioprindosering. Hos pasienter
med inflammatoriske tarmsykdommer er
TGN-nivd > 235 pmol per 8 - 10~% erytro-
cytter forbundet med bedret terapeutisk re-
spons. Det er ogsa vist mindre hepatotoksisi-
tet med 6-MMP-nivaer som er under 5700
pmol per 8 - 1078 erytrocytter (30).

Konklusjon

Tiopurinterapi styres i dag primert ved hjelp
av klinisk bilde, maling av neytrofile granu-
locytter og blodplater. Genotyping eller fe-
notyping av TPMT vil kunne identifisere en
liten, men viktig gruppe pasienter som ma ha
betydelig dosereduksjon for & unngé uttalt
beinmargshemming. Testing ber derfor gjo-
res for start av tiopurinbehandling. Ytterli-
gere optimalisering av behandlingen kan
oppnds ved monitorering av intracellulaere
erytrocytt-purinmetabolitter, hvilket i tillegg
kan fungere som en viktig kontroll av pa-
sientetterlevelse.
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