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Vid laboratoriet for klinisk farmako-
logi vid Linkopings universitet i Lin-
koping har forskning bedrivits kring
tiopuriner sedan 1998. Mer @n 5000
laboratorieanalyser av tiopurinme-
tyltransferas och tiopurinmetaboliter
har genomforts pa klinisk indikation
for att underlatta utvardering av
tiopurinbehandling. Avhandlingen ar
sprungen ur ett samarbete mellan kli-
niska farmakologer, gastroenterologer
och genetiker vid Linképings univer-
sitet och US i Linkdping. Handledare
har varit Prof Curt Peterson (klinisk
farmakolog), Doc Sven Almer (gastro-
enterolog) samt Prof Peter Soderkvist
(genetiker).

’ I Yiopuriner  (6-merkaptopurin,
6-MP, azatioprin, AZA och 6-
tioguanin, 6-TG) 4r en grupp

likemedel som utvecklades av Nobel-

pristagaren Gertrude Elion redan pi
1950-talet. 6-MP (Puri-nethol®) ir en av
hornstenarna i underhallsbehandlingen av
akut lymfatisk leukemi hos barn, medan

AZA (Imurel®) framférallt anvinds for

behandling av inflammatoriska tarm-

sjukdomar (IBD), samt for att forhindra

avstotning av transplanterade organ. 6-

TG (Lanvis®) anvinds for behandling av

leukemi hos vuxna men har pga. levert-

oxicitet anvints ytterst begrinsat vid IBD.

Skilen till de olika anvindningsomridena

ar snarare olika terapitradition 4n iden-

tifierade skillnader mellan medlens bio-
kemiska effekter. Medlen genomgér en
omfattande metabolism i kroppen.

Négra metaboliter har identifierats som
inaktiva nedbrytningsprodukter t.ex.
tiourinsyra. Samtliga tiopuriner bildar
samma terminala fosforylerade metaboli-
ter (tioguaninnukleotider, TGN), av vilka
trifosfaterna kan inkorporeras i DNA och
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RNA och utéva cytotoxiska effekter. En
annan metabolisk vig dr metylering. Tio-
purinmetyltransferas (TPMT) ir ett cyto-
soliskt enzym som katalyserar metylering
av sulthydrylféreningar, inklusive 6-MP,
6-TG och AZA. Eftersom metyl-6-MP
¢j dr cytotoxiskt pa celler i kultur har
man utgate ifrdn acc en hog metylerings-
aktivitet leder till minskad klinisk effekt
pga. kompetition med fosforyleringen.
Vi menar att detta ir en forenklad bild
di vissa metylerade metaboliter, t.ex.
meTIMP, har hég cytotoxicitet.

Det ir vil kint att likemedel kan ha
mycket olika effekter pa patienter med
samma sjukdom trots att de fir samma
dos. En viktig orsak till detta r genetiske
betingade skillnader i uttryck av recep-
torer och aktiviteten av likemedelsmeta-
boliserande enzymer. Det finns for vissa
likemedel stora skillnader mellan olika
populationer vilket skulle tala for olika
dosering till olika etniska grupper men det
finns ocksa stora variationer mellan indi-
vider i en befolkning baserat pa

normal genetisk variation, sa

kallade single nucleotide poly-

morphisms (SNPs). Kunskaper

om den genetiska regleringen

av tiopurinmetabolismen har

oppnat nya moijligheter atc X0
individualisera behandlingen
och fokus har sedan bérjan
av 8o-talet legat pa enzymet

TPMT.

Enzymaktiviteten av TPMT
uppvisar en genetisk polymor-
fism med trimodal distribution
i de flesta befolkningar. Ca 90%
har hég enzymaktivitet, 10%
har intermediir enzymaktivi-
tet och 1 pa 300 har mycket lig
enzymaktivitet. Individer med
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sankt enzymaktivitet 16per hog risk for
biverkningar vid behandling med normala
doser tiopuriner di de ackumulerar héga
koncentrationer av TGN. Aktiviteten av
TPMT miits i réda blodkroppar (fenotyp-
ning), eftersom det dr kiinc att aktiviteten
korrelerar med den i vita blodkroppar,
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fenotypning dr genotypning di man stu-
derar forekomsten av TPMT-polymor-
fier. Genotypen ir alltid densamma hos
patienten, medan TPMT-aktiviteten
som mits i de roda blodkropparna kan
paverkas av likemedelsinteraktioner och
den aktuella blodkroppsuppsittningen
(patienten kan ha fatt erytrocyttransfu-
sioner eller ha en st6rd blodkroppspro-
duktion pga. leukemi).

Det overgripande syftet med avhand-
lingen var att studera tiopuriners farma-
kogenetik med fokus pd det polymorfa
enzymet TPMT.

I studierna har vi satt upp molekylirbio-
logiska metoder for att studera TPMT-
genen. Dels en realtids-PCR metod for
kvantifiering av TPMT-mRNA, och dels
en genotypningsmetod for att studera
polymorfier i TPMT-genen. Eftersom
RNA ir mycket instabile i ett vanligt
blodprov (som t ex EDTA-r6r) har vi
dirfor ocksa utvirderat ett nytt provror
som har tagits fram for att stabilisera RNA
under lingre td, vilket skulle méjliggora
att prover skickas med post. I vira stu-
dier fann vi att detta rér inte stabiliserade
de genprodukter vi studerade, dven om
den totala integriteten pA RNA sig bra
ut. Konklusionen blev att det dirfér ir
viktigt att undersoka stabiliteten av just
den genprodukt man ir intresserad av och
inte integriteten av total RNA.

Vi undersokte vidare TPMT-aktivitet
och genuttryck (mRNA-produktion)
hos 39 individer. Vi var sirskilt intres-
serade av relationen mellan genuttryck
och enzymaktivitet inom den grupp med
hég enzymaktivitet, som inte bir nigra
polymorfier i TPMT-genen. Vi fann att
TPMT-genuttrycket korrelerade med
TPMT-enzymaktiviteten vid hog enzy-
maktivitet. Det ir siledes troligt att den
variation som finns i gruppen beror pa
skillnader i mRNA-produktion. Diremot
fann vi ingen korrelation hos personer
med sinkt enzymaktivitet som bar poly-
morfier. Detta dverensstimmer med att
de vanligaste polymorfierna inte paverkar
genuttrycket i sig, men leder till en snab-
bare nedbrytning av bildat enzym.

Pyrosekvensering ir en ny teknik for att
enkelt kunna bestimma korta DNA-sek-
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venser och metoden ir mycket limplig
for act analysera polymorfier. Vi har satt
upp metoder for att undersoka 12 olika
polymorfier, som leder till sinkt enzymak-
tivitet. I en biobank med prover frin 8oo
individer fédda i Sverige, undersoktes
frekvensen av de i andra befolkningar
vanliga TPMT-polymorfier. Vi fann att ca
9% av individerna bar en variant TPMT-
allel, vanligast var TPMT*3A (i vilken
tvd polymorfier forekommer pa samma
allel), i 6verensstimmelse med under-
sokningar som gjorts i andra kaukasiska
befolkningar.

Vi valde sedan ut 30 individer med IBD
som inbordes hade stor spridning av enzy-
maktiviteter. Dessa genotypades for de di
10 kinda polymorfierna i TPMT-genen.
For tvi obesliktade ungdomar Gverens-
stimde inte genotyp och fenotyp. Bada
uppvisade en mycket lig enzymaktivitet,
vilket indikerar en homozygot defekt
genotyp, men de genotypades som hetero-
zygoter for vildtyp-allelen (TPMT*1) och
den i visterlindsk befolkning vanligaste
icke-funktionella allelen (TPMT*3A).
Dessa fynd talade for att de kunde vara
birare av hittills okinda icke-funktionella
alleler. Forildrarna undersoktes ocksa.
Alla protein-kodande delar av TPMT
genen sekvenserades hos ungdomarna
och férildrarna. En av ungdomarna bar
forutom TPMT*3A-allelen, ett basutbyte
i startkodonet av TPMT-proteinet i exon
II (TPMT*14). Bida férildrarna upp-
visade en intermedidr fenotyp (TPMT-

enzymaktivitet 5.0 U/ml pRBCs och 6.3
U/ml pRBCs). Den nya polymorfin i
startkodonet bekriftades hos fadern och
modern genotypades som TPMT*1/*3A.
Hos den andra ungdomen detekeerades
innu en ny allel, som bestod i ett basut-
byte i 3” intron VII/exon VIII acceptor
splice site (TPMT*15). Bide modern och
fadern uppvisade en intermediir fenotyp
med enzymaktivitet pd 5.0 och 6.9 U/
ml pRBCs. Den nya splicemutationen
bekriftades hos modern, medan fadern
genotypades som TPMT*1/*3A.

I studier pa barn med leukemi har obser-
verats att TPMT-aktiviteten varit hogre
efter en tids behandling med tiopuriner
jamfort med fore start av behandling.
Detta skulle kunna bero pi enzymin-
duktion och innebira att likemedels-
dosen egentligen borde okas under
behandlingens ging for att behélla full
effeke av behandlingen. For act studera
mekanismerna bakom en eventuell sidan
induktion har vi f6ljt 60 patienter med
IBD som satts in pa tiopuriner utefter ett
standardiserat doseringsschema. Dosen
trappades under de tre forsta veckorna
upp tll fulldos. Patienterna har foljts
med provtagning under 20 veckor. Vi
tog prover for mitning av TPMT-enzy-
maktivitet, TPMT-genuttryck (mRNA)
och topurinmetabolitnivaer (TGN och
meTIMP). Behandlingens effekt och upp-
komst av biverkningar registrerades. Av de
60 inkluderade patienterna, exkludera-
des 1 pga. mke lig TPMT-aktivitet, 5 pga
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non-compliance och 27 pga. biverkningar.
Tjugosju patienter fullfsljde studien som
planerat. Det dr sannolikt att den hoga
biverkningsfrekvensen beror pd en vil
snabb upptrappning av dosen. Vi fann
att TPMT-aktiviteten var stabil under 20
veckors perioden, men att TPMT-genut-
trycket sjonk redan efter 1 veckas behand-
ling. Detta fynd 4r mycket intressant och
ska studeras nirmare. Vi fann dock att hos
individer med lag enzymaktivitet, skedde
en viss 6kning under behandlingstiden,
men inte som en f6ljd av att TPMT-
mRNA-produktionen ckade. Individer
heterozygota for TPMT*1/*3A hade en
lagre sannolikhet att fullfélja studien som
planerat jamfért med de som hade tva
funktionella alleler. Steady-state nivier av
tiopurinmetboliterna uppnéiddes v. 5, dvs.
efter tvd veckor pi stabil dos. Vi kunde
inte finna nagra bevis for att interaktioner
med 5-ASA preparat piverkade metabo-
litkoncentrationer i var studie. Det har
forekommit rapporter om att polymorfier
i genen for enzymet I'TPase skulle leda
till ackumulation av toxiska tiopurinme-
taboliter, och dirmed ge biverkningar.
Samtliga patienter genotypades for ITPase
polymorfin ITPA94C>A, men vi kunde
inte finna ndgon relation mellan biverk-
ningsfoérekomst och denna polymorfi.
Betydelsen av I'TPase for biverkningsupp-
komst vid behandling med tiopuriner dr
alltsd tveksam och I'TPase-genotypning
har idag ingen plats i den kliniska rutin-
provtagningen.

Sammanfattningsvis har resultaten i
avhandlingen gett oss en 6kad forstdelse
av den genetiska regleringen av TPMT,
tvd nya TPMT-alleler har upptickes och
beskrivits hos tvi svenskar, och vi har
visat att TPMT-aktiviteten generellt inte
induceras hos IBD-patienter under tio-
purinbehandling. Avhandlingen ligger en
grund for bittre mojligheter att individu-
alisera tiopurinbehandlingen av patienter
med IBD. I fortsittningen kommer f6r-
djupade mekanistiska studier att genom-
foras genom att metoder sitts upp for
detektion av fler tiopurinmetaboliter i
nukledra celler sasom vita blodkroppar
och benmirgsblaster, som ju dr mélcel-
lerna f6r tiopurinbehandlingen. Andra
enzym inblandade i tiopurinmetabolis-
men (IMPDH och HGPRT) kommer
ocksa att studeras nirmare.
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