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SAZETAK

Farmakogenetika tiopurinskih lijekova

Ana-Marija Jel¢i¢

Tiopurinski lijekovi azatioprin (AZA), 6-merkaptopurin (6-MP) i 6-tiogvanin (6-TG)
primjenjuju se za lijeCenje malignih bolesti, reumatskih bolesti, dermatoloskih
stanja, upalnih bolesti crijeva i nekih poremecaja imunoloSkog sustava. Aktivni
metaboliti tiopurina djeluju kao purinski antagonisti i inhibiraju sintezu endogenih
purina, DNA, RNA i nekih koenzima. Tiopurini imaju relativno malu terapijsku
Sirinu, pa je vrlo vazno razumjeti metabolizam lijeka u organizmu i njegovu Siroku
interindividualnu varijabilnost. Gotovo trecina bolesnika ne odgovara na primjenu
tiopurina, a 20-25% bolesnika koji po¢nu uzimati lijek razvije neki oblik nuspojava.
Jedan od vaznih rizika koji vodi razvoju toksi¢nosti pri primjeni tiopurinskih lijekova,
najces¢e u vidu mijelosupresije, je genetski polimorfizam enzima vaznih u
metabolizmu tiopurina: tiopurinmetiltransferaze (TMPT), ksantin-oksidaze (XO) i
inozin-trifosfat-pirofosfataze (ITPA). Prije primjene tiopurinskih lijekova potrebno je
odrediti aktivnost tiopurinmetiltransferaze (TPMT) radi optimiziranja terapije, $to je
sada rutinska obrada u mnogim zemljama. Toksi¢nost i nuspojave kod interakcije

tiopurina s drugim lijekovima treba takoder uzeti u obzir.

Klju€ne rijeci: tiopurinski lijekovi, genetski polimorfizam, tiopurinmetiltransferaza
(TMPT), ksantin-oksidaza (XO), inozin-trifosfat-pirofosfataza (ITPA)



SUMMARY

Pharmacogenetics of thiopurine drugs

Ana-Marija Jelci¢

Thiopurine drugs azathioprine (AZA), 6-mercaptopurine (6-MP) and 6-thioguanine
(6-TG) are used to treat malignancies, rheumatic diseases, dermatologic
conditions, inflammatory bowel diseases and other immune regulation disorders.
Active metabolites of thiopurines act as purine antagonists and inhibit endogenous
protein synthesis, synthesis of DNA, RNA and some coenzymes. Thiopurine drugs
have a relatively narrow therapeutic index and it is very important to understand
their metabolism in the body as well as the wide interindividual variability. Almost
one third of patients do not respond to thiopurines, and 20-25% of patients who
start taking them develop some form of side effects. One of the important risk
factor that may lead to toxicity, most often myelosuppression, is the genetic
polymorphism of the enzymes which are involved in the metabolism of the
thiopurines such as thiopurine methyltransferase (TPMT), xanthine oxidase (XO)
and inosine triphosphatase pyrophosphatase (ITPA). Pretreatment determination
of thiopurine methyltransferase (TPMT) status to optimize dosage before
commencing thiopurine therapy is now a routine in many countries. Toxicities and
adverse events resulting from drug-drug interactions should also be taken into

account with thiopurine drugs.

Keywords: thiopurine drugs, genetic polymorphism , thiopurine methyltransferase

(TPMT), xanthine oxidase (XO), inosine triphosphatase pyrophosphatase (ITPA)



1. UVOD

1.1. FARMAKOGENETIKA/FARMAKOGENOMIKA

Ucinkovitost farmakoterapije te rizik razvoja nezeljenih ucinaka pri primjeni
standardnih prosjecnih doza nekog lijeka mogu se u velikoj mjeri razlikovati medu
pojedincima. Nuspojave lijekova (NL) predstavljaju vazan problem jer rezultiraju
znacCajnim pobolom i zdravstvenim troSkovima. 90% NL nastaje pri primjeni
preporucenih doza lijeka (Eichelbaum i sur. 2006). Takoder se smatraju vaznim
uzrokom smrtnosti, a rangirane su izmedu petog do sedmog mjesta na ljestvici
mortaliteta prema studijama provedenim u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i
Svedskoj ( Lazarou i sur. 1998, Wester i sur. 2008).

Prema objavljenim podacima, NL su takoder odgovorne za 7% hospitalizacija
(Davies i sur. 2009), a broj se penje i do > 30% u starijoj populaciji (> 70 godina
starosti) (Paul i sur. 2008, Green i sur. 2009). TroSkovi lije€enja nastalih nuspojava
su priblizno jednaki troSkovima primjene tog istog lijeka.

Osim toga, broj nuspojava se znafajno povecao u odnosu na povecanje
ucestalosti propisivanja lijekova (Moore i sur. 2007). Citav je niz ¢imbenika Koji
mogu utjecati na interindividualne razlike u odgovoru na farmakoterapiju. To su
dob i spol bolesnika, opce zdravstveno stanje te posebno stanje imunoloSkog
sustava, Cimbenici iz okolia, profesionalna izlozenost te interakcije s drugim
ljekovima.

Uz sve ove Kklinicke i okoliSne Cimbenike vazna je i genetiCka predispozicija
pojedinca. Za geneticke Cimbenike se opcéenito smatra da su odgovorni za
15-30% interindividualnih razlika u odgovoru na terapiju, dok za odredene skupine
lijekova taj udio iznosi i do 95% .

Geneticka varijabilnost metaboli¢kih enzima, transportnih sustava i ciljnin mjesta

djelovanja lijeka moze biti u podlozi ozbiljnih nuspojava (Meisel i sur. 2003).



Farmakogenetika/farmakogenomika je znanstvena disciplina usredotoCena na
otkrivanje genetiCkih varijabilnosti koje utjeCu na ucCinkovitost lijeka te otkrivanje
pojedinaca s povecanim rizikom podloZnosti razvoju nezeljenih ucCinaka.
Farmakogenetika naj¢eSce ispituje jednu ili nekoliko genetiCkih varijanti dok se
farmakogenomika bavi simultanim ispitivanjem velikog broja gena s utjecajem na
uCinkovitost i nuspojave. Stoga farmakogenomika ukljuuje i farmakokinetiku
(apsorpcija, raspodjela, metabolizam i izlu€ivanje) i farmakodinamiku lijeka.

Postoje interindividualne razlike u metabolickom i transportnom kapacitetu i

Nuspojave lijekova prema klasi¢noj podjeli mozemo svrstati u dva oblika (Tohkin i
sur. 2010). Reakcije tipa A ovisne su o dozi, predvidive su na osnovi poznatih
farmakoloskih svojstava lijeka i relativno su Ceste. Nasuprot njima, reakcije tipa B
su idiosinkratske, nepredvidive na osnovi farmakolo$kih svojstava lijeka i ne ovise
nuzno o dozi (Alfirevic 2010). Reakcije tipa B €ine oko 10-15% svih nuspojava, a
ukljuCuju ozbiljne poremecaje, poput Stevens-Johnsonovog sindroma (SJS) i
toksine epidermalne nekrolize (TEN), kao i oSteCenje jetre izazvano razli€itim

ljekovima (engl. drug-induced liver injury- DILI).

Individualna osjetljivost prema toksi¢nim ucincima, ovisnim o metabolickim
procesima, najce$ce se povezuje s genetiCkim polimorfizmom enzima (BoZina i
sur. 2009). Mnogi lijekovi i drugi spojevi iz naseg okolisa, moraju proéi proces
biotransformacije kako bi se lakSe izludili. Biotransformacija se naj¢eSce dogada
posredstvom metabolickih enzima faze |. i faze Il. koji kataliziraju oksidacijske i
konjugacijske reakcije. Od metabolickih enzima u fazi |. najzastupljeniji su enzimi
citokromi P450 (CYP).

Od biotransformacijskih procesa faze Il. posebno znacenje za kliniCku praksu imaju
polimorfni enzimi tiopurinmetiltransferaza (TPMT), UDP-glukuronoziltransferaza
(UGT1A), N-acetiltransferaza 2 (NAT?2) i glutation S-transferaza (GST).



S obzirom na sposobnost i brzinu metaboliziranja lijeka mozemo razlikovati tri, a za
neke enzime i Cetiri, specificna fenotipa koji se mogu odrediti fenotipizacijom ili
genotipizacijom: spori/slabi metabolizator (engl. poor metabolizer, PM), srednje
brzi metabolizator (engl. intermediate metabolizer, IM), brzi metabolizator (engl.
extensive metabolizer, EM), i vrlo brzi metabolizator (engl. ultrarapid metabolizer,
UM). Spori metabolizatori nemaju aktivne alele i mogu iskusiti viSe nuspojava pri
prosjeénim dozama zbog smanjenog metabolizma i povecane koncentracije lijeka
u organizmu. Ako osobe s nedostatkom aktivnih alela prime prolijek, u njih moze
izostati terapijski odgovor zbog manje od ocekivane koncentracije aktivnhog
metabolita. Osobe sa srednje brzim metabolickim fenotipom mogu biti homozigoti
za dva alela reducirane aktivnosti ili su heterozigoti, tj.nositelji jednog inaktivhog
alela. Oni mogu iskusiti u ne§to manjem obimu nuspojave koje se javljaju u sporih
metabolizatora. Brzi metabolizatori imaju dva potpuno aktivha alela i pokazuju

ocCekivani ucinak pri primjeni prosjecnih doza lijeka.

Povecéanje razine znanja o mehanizmima koji stoje u pozadini nastanka nuspojava
zbog farmakogenetiCkih varijacija u metabolizmu i prijenosu lijeka je bitno za
ucinkovitu i sigurnu primjenu lijekova, a isto tako i za uspjeSan razvoj novih
lijekova. | premda je utvrdena jasna poveznica izmedu odredenih genskih
polimorfizama i ucinkovitosti te toksiCnosti odredenih lijekova, implementacija
farmakogenomike u klini¢koj praksi zaostaje za tim spoznajama. Jaz izmedu jasnih
dokaza te prihvac¢anja i primjene novih farmakogenetiCkih testova nastoji se
prebroditi razvojem na konsenzusu temeljenih uputa i smjernicama te edukacijom
zdravstvenih profesionalaca.

Dobar primjer implementacije farmakogenetiCkih nalaza u klini¢koj praksi je

doziranje tiopurinskih lijekova prema nalazima genotipizacije TPMT.



1.2. TIOPURINSKI LIJEKOVI

Tiopurini azatioprin (AZA), 6-merkaptopurin (6-MP) i 6-tiogvanin (6-TG) su purinski
antimetaboliti s imunosupresivnim svojstvima €ija je kemijska struktura prikazana
na slici 1. UCinkoviti su i indicirani u lijeCenju akutne limfoblasticne leukemije,
akutne mijeloicne leukemije kod djece, autoimunog hepatitisa, reumatoidnog
artritisa, sistemskog eritemskog lupusa, psorijaze i upalnih bolesti crijeva
(Sahasranaman i sur. 2008 ). AZA i 6-MP pokazuju odredenu korisnost u o€uvanju
bubreznih alotransplantata, a procjenjuje se kako bi mogli biti korisni i nakon
presadbe drugih solidnih organa. Ti su metaboliti nasli svoju primjenu i u lijeCenju
akutnog glomerulonefritisa, multiple skleroze, a povremeno se rabe u lijeCenju
protutijelima posredovane idiopatske trombocitopeniéne purpure ili autoimunosnih

hemolitickih anemija koje su rezistentne na prednizon ( Katzung i sur. 2011 ).
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Slika 1. Kemijska struktura tiopurinskih lijekova ( 1zvor: Zhou 2006 )



Vaznost tiopurinskih lijekova posebno se istiCe u lijeCenju upalnih bolesti crijeva.

Spektar upalnih bolesti crijeva ( IBD - engl. inflammatory bowel diseases ) Cine
ulcerozni kolitis, Crohnova bolest i intermedijarni oblik bolesti ( nedeterminirani i
neklasificirani kolitis) koji €ini 10-15% bolesnika koji se ne mogu na temelju
tradicionalnih dijagnosti¢kih kriterija definirati niti kao ulcerozni kolitis niti kao
Crohnova bolest. Po svom tijeku IBD su nepredvidive imunosne bolesti buduci da
je u osnovi poremeéaja prepoznat imunosni poremeéaj ( Vuceli¢, Cukovié-Cavka
2006). Radi se o teSkim kronicnim bolestima koje znaCajno utjeCu na kvalitetu
Zivota bolesnika i njihovu radnu produktivnost. Klini¢ki tijek IBD-a, a posebno
Crohnove bolesti, karakteriziran je intermitentnim tijjekom s brojnim relapsima
bolesti i komplikacijama, i intestinalnim i ekstraintestinalnim (koza, oci, zglobovi)

koje zahtjevaju Ceste hospitalizacije i kirurSke zahvate.

LijeCenje ovih bolesnika provodi se u skladu sa smjernicama, a ciljevi danasnje
terapije su brza indukcija remisije i odrzavanje tzv. duboke remisije koju definiramo
kao klini¢ku remisiju uz normalizaciju laboratorijskih nalaza i endoskopsku remisiju

odnosno cijeljenje upale ( Vuceli¢ 2012).

Prije odabira tipa lijeCenja i izbora lijeka, bitho je definirati fenotip bolesti,
proSirenost i aktivnost bolesti te dotadasnji odgovor na lijekove, i svakako odrediti

farmakogenetski profil bolesnika s upalnom bolesti crijeva i individualizirati terapiju.

Klasicni tiopurinski lijekovi kod upalnih bolesti crijeva su 6-merkaptopurin (6-MP) i
njegov prolijek azatioprin (AZA) koji se koriste kao lijekovi koji omogucuju
smanjivanje i ukidanje steroida (,steroid spraing agents®) te odrzavanje stabilne

remisije bolesti.

Iz dosadasnjeg klinickog iskustva, poznato je kako gotovo trecCina bolesnika ne
odgovara na primjenu tiopurinskih lijekova, dok njih 20-25% koji po¢nu uzimati
lijek, razvije neki oblik nuspojava. Iz toga slijedi kako je vazno razumijeti
metabolizam lijeka u organizmu i njegovu Siroku interindividualnu varijabilnost
( Cukovié-Cavka, Bozina 2013).



2. METABOLIZAM | MEHANIZAM DJELOVANJA TIOPURINA

Nakon oralne primjene azatioprina (AZA) u dozi od 2,5 mg/kg/dan, 16-50 % lijeka
bude apsorbirano u crijevima. Bioraspolozivost AZA (80%) superiorna je u
odnosu na 6-merkaptopurin (6-MP) (50%). AZA se u crvenim krvnim stanicama
neenzimskim procesom konvertira u 6-MP. 6-MP prolazi unutarstani¢nu aktivaciju
u tiopurinske nukleotide kako bi ostvario farmakoloski u€inak. 6-MP se takoder

moze primijeniti oralno u dozi od 1-1,5 mg/kg/dan ( Pierik i sur. 2006).

U kostanoj srzi je ravnoteza aktivacije i inaktivacije 6-MP glavna odrednica

imunosupresije i antiproliferacijskog djelovanja.

Prvi korak u sloZzenoj biotransformaciji je transformacija 6-MP u
6-tioinozinmonofosfat (6-TIMP) koji se pretvara u 6-tiogvanintrifosfat-nukleotide
(6-TGN) djelovanjem hipoksantin-fosforibozil transferaze (HPRT). Metilirani 6-MP i
6-TIMP inhibitori su purinske sinteze, no glavni se citotoksiCni efekt postize s
produktima 6-TGN.

AZA i 6-MP imaju poluvijek eliminacije kraci od 2h. Aktivni 6-tiogvaninski nukleotidi
koncentriraju se u stanicama, Sto rezultira poluvijekom eliminacije reda veliCine
nekoliko dana. Konstantna je koncentracija 6-TGN zabiljezena nakon redovite

primjene AZA u dozi od 2 mg/kg/dan.

Opazeno je kako kod bolesnika s upalnom bolesti crijeva oralni AZAi 6-MP imaju
odgodeni ucinak s medijanom od 17 tjedana do pocetka terapijske korisnosti u
vidu proapoptotiCkog djelovanja. Razlog tome je produliena kinetika

6-tiogvaninskih nukleotida u stanicama ( Katzung i sur. 2011) .

6-MP i 6-TG eliminiraju se biotransformacijom u inaktivne metabolite. Na taj se
nacin 6-MP katabolizira pomocu ksantin-oksidaze (XO) u tiouri€nu kiselinu. To je
glavni katabolit koji se moze naéi u urinu. U bolesnika sa znatnim smanjenjem

bubrezZne funkcije toksi¢nost lijeka je visoko izrazena.



Drugi moguc¢i put je S-metilacija u 6-metilmerkaptopurin ( 6-MMP) pomocu
tiopurinmetiltransferaze  (TMPT). Djelovanje enzima TMPT predstavija

prevladavajuéi inaktivacijski put tiopurina u kostanoj srzi.

Metabolizam 6-MP u tiogvanin-monofosfat (TGMP) ukljuCuje dva enzima,
inozinmonofosfat-dehidrogenazu (IMPDH) i gvanozinmonofosfat sintetazu (GMP

sintetaza).

Ovaj put je potencijalno vazan jer intermedijarni produkt koji nastaje,
tioinozinmonofosfat (TIMP), moze djelovati kao supstrat za TMPT, dovodec¢i do
stvaranja S-metil-tioinozin 5'-monofosfata (6-Me-Tio-IMP). Taj metabolit je jak
inhibitor de novo sinteze purina. Na inhibiciji de novo sinteze purina temelji se
protokol za postizanje imunosupresije i blokade proliferacije razliCitih tipova

limfocita.

Dolazi se do zakljucka da se nakon oralne primjene tiopurina moze posti¢i znatna
inhibicija de novo sinteze purina sa 6-Me-Tio-IMP i tako doprinijeti citotoksi¢noj

aktivnosti tiopurina.

Sam mehanizam djelovanja tiopurinskih lijekova u upalnim bolestima crijeva nije
sasvim poznat. Smatra se da 6-tiogvanintrifosfat-nukleotidi, koji se ugraduju u
stani¢ne nukleinske kiseline i inhibiraju sintezu DNA, RNA i proteina, takvim svojim
djelovanjem u konacnici inhibiraju proliferaciju limfoidnih stanica nakon antigenske
stimulacije. Prema tome, djelovanjem ovih analoga purina moze biti blokirana

stani¢na imunost, kao i primarni i sekundarni humoralni odgovor.

Pojednostavljena shema metabolizma purina prikazana je na slici 2., stranica 8.
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IDP, inozin-difosfat; ITP, inozin-trifosfat; GMP, gvanozin-monofosfat; GDP,
gvanozin-difosfat; GTP, gvanozin-trifosfat; XO, ksantin-oksidaza; HRPT,
hipoksantin fosforiboksil transferaza; TPMT, tiopurinmetiltransferaza; IMPD, inozin
monofosfat dehidrogenaza; GMPS, gvanozin-monofosfat sintetaza; ITPA, inozin
trifosfat-pirofosfataza ( 1zvor: Hawwa i sur. 2008).



Izazov u primjeni tiopurinskih lijekova predstavlja njihova mala terapijska Sirina, Sto
lakSe moZe dovesti do neprimjerenog odabira doze i posljedicno ozbiljne
toksiénosti, najéesée u vidu supresije kostane srzi ( Cukovié-Cavka, Bozina 2013).
Ta supresija se obi¢no ocituje kao leukopenija, iako mogu nastati i anemija i

trombocitopenija.

Mijelosupresija je ovisna o dozi primjenjenog tiopurina i moze biti letalna u 1-5%
bolesnika ( Pierik i sur. 2006).

Moguca je i hepatotoksi¢nost u 10 — 30% bolesnika ( Chouchana i sur. 2013).

Kod primjene tiopurina mogu se javiti i pankreatitis, infekcije i maligne bolesti, dok
su manje nuspojave osip, mucnina, poviSena tjelesna temperatura, artralgije i

proljev.

Akutni pankreatitis nastaje u gotovo 4% pacijenata koji primjenjuju azatioprin
(AZA) i 6-merkaptopurin (6-MP). Patogeneza razvoja akutnog pankreatitisa uz
primjenu tiopurina nije poznata. Razvoj pankreatitisa je nepredvidiv, moze biti
zivotnougrozavaju¢, i gotovo uvijek dovodi do prekida uzimanja tiopurinske
terapije, Sto za bolesnika znaci primjenu mozda manje ucinkovitih lijekova ( Heap i
sur. 2014 ).

Iz klinickog iskustva Cini se da bolesnici s transplantacijom na dugotrajnom
lijeCenju 6-MP ili AZA imaju povecani rizik nastanka limfoma. Nejasno je postoji li

veci rizik za nastanak limfoma i kod bolesnika s upalnom bolesti crijeva.

U bolesnika s poremecenom jetrenom funkcijom, primjena tiopurina moze je

dodatno pogorSati ( povisenje serumskih razina alkalne fosfataze i blaga Zutica ).

Tijekom primjene tiopurina nuzno je rutinsko laboratorijsko monitoriranje kompletne
krvne slike i funkcije jetre u svih bolesnika. Leukopenija ili povecéanje jetrenih

enzima obi¢no reagiraju na smanjenje doze tiopurinskog lijeka.



Tiopurini  prolaze posteljicu, ali se mogu primijeniti u Zena koje su trudne jer
postoje brojna izvjeS¢a o uspjeSnom zavrSetku trudnocCe u Zena koje su uzimale
tiopurine. Iz toga se moze pretpostaviti kako postoji mali rizik teratogenog ucinka

tiopurinskih lijekova.

Dojenje tijekom uzimanja tiopurina se ne preporucCa, iako postoje podaci da je

izloZenost dojenceta jako mala ( Mowat i sur. 2010).
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3. FARMAKOGENETIKA TIOPURINSKIH LIJEKOVA

U podlozi navedenih Kkarakteristika ucinkovitosti tiopurinske terapije, ali i
toksi¢nosti, stoji znatna individualna varijabilnost u aktivnosti enzima koja se

nasljeduje na autosomno kodominantan nagin ( Cukovié-Cavka, BoZina 2013).

FarmakogenetiCke analize pokazale su postojanje  polimorfizama gena koji
sudjeluju u biotransformaciji tiopurina od kojih ¢u prikazati tri gena koja mogu

znacajno modulirati nastanak nuspojava pri primjeni tiopurina:
- gen koji kodira tiopurinmetiltransferazu (TMPT)
- gen koji kodira ksantin-oksidazu (XO)

- gen koji kodira inozin-trifosfat-pirofosfatazu (ITPA).
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3.1. POLIMORFIZAM GENA KOJI KODIRA TIOPURINMETILTRANSFERAZU

GenetiCki uzrok smanjene aktivnosti tiopurinmetiltransferaze (TMPT) otkrili su

Weinshilboum i suradnici 1980. prou¢avaju¢i TMPT aktivnost u eritrocitima.

Gen koji kodira TMPT nalazi se na kromosomu 6 (6p22.3). Do 2013. su otkrivena
tri alela povezana s normalnom aktivnos¢éu TMPT (TMPT 1* i 2 tiha polimorfizma) i
najmanje 34 varijantna alela ( Almoguera i sur. 2014 ) odgovorna za smanjenu
aktivnost TMPT in vitro ( Relling i sur. 2011).

Otkrice da je aktivnost TMPT u ljudskim tkivima predominantno kontrolirana
zajednickim geneti¢kim polimorfizmom, predstavlja jedan od najboljih primjera
potencijalne vaznosti klinicke farmakogenetike za racionalizaciju farmakoterapije
( Zhou 2006 ).

Prepoznati su i faktori koji utieCu na TMPT aktivnost, a nisu genetski. Pacijenti koji
neposredno prije mjerenja aktivnosti TMPT prime transfuziju eritrocita mogu imati
povecanu aktivnost TMPT zbog novih eritrocita donora, a ne primatelja. Pacijenti
na tiopurinskoj terapiji takoder imaju povecanu aktivhost TMPT, dok primjena
azatioprina (AZA) tu aktivnhost pove¢ava mjesec dana nakon transplantacije. Neki
lijekovi kao $to su sulfsalazin i olsalazin djeluju inhibitorno na TMPT i smanjuju
njenu aktivnost ( Zhou 2006 ).

Distribucija varijantnih alela vrlo je razliCita u razli€itim populacijama. U bijelaca je
najces¢i alel TMPT*3A ( 2,1 - 5,7 % ), zatim TMPT*2 ( 0,2 - 0,7 % ) i TMPT*3C
(0,1-0,8% ), dok je kod Azijata najCesci alel TMPT*3C ( Almoguera i sur. 2014 ).
Ova tri alela zajedno Cine vecinu ( > 95 % ) varijantnih alela. Na slici 3., stranica

13., prikazane su najvaznije varijante TMPT gena.
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Slika 3. Najvaznije varijante gena TPMT ( Izvor: Meyling i sur. 2006)

Raspodijela uCestalosti aktivnosti tiopurinmetiltransferaze (TMPT) u populaciji je

trimodalne distribucije.

Oko 90 % populacije homozigotno je za Ceste alele s visokom aktivhoS¢u enzima
TMPT. Bolesnici s visokom aktivnos¢u TMPT mogu konvertirati vecinu
6-merkaptopurina (6-MP) u metilirani 6-merkaptopurin (6-MMP). Zbog toga dolazi
do neadekvatne produkcije 6-tiogvaninfosfat-nukleotida (6-TGN) za postizanje

terapijskog uginka ( Cukovié-Cavka, BozZina 2013).

Oko 10% populacije ima intermedijarnu aktivnost jer su heterozigotni nositelji
mutiranih alela za gen TMPT ( TMPT*2, TMPT*3A, TMPT*3B, TMPT*3C ), dok dio
populacije od ~ 0,3%, ima nisku ili nemjerljivu aktivhost enzima TMPT. Na slici 4.,

stranica 14., prikazana je aktivnost TMPT u eritrocitima prema genotipu.

13



o100 5

B0 S witfwt

40 -

Population | %)

wifv
20 4
Wi

0 T T T T
0 L 10 1% 20 25

TPMT activity mi™ red blood cells

wt/wt - genotip s dva aktivna (,wt“) alela
wt/v - heterozigot za aktivni i varijantni/inaktivni alel (v)

v/v - genotip s oba varijantna/inaktivna alela

Slika 4. Aktivnost TPMT u eritrocitima prema genotipu ( Izvor: Meyling i sur. 2006)

Nije dosada poznata razlika u aktivhosti TMPT izmedu Zena i muskaraca ( Zhou

2006 ).

Upravo je zbog nositelja inaktivnih alela potrebno provesti genotipizaciju TPMT, a
posebno je vazno identificirati homozigotne nositelje inaktivnih alela (TMPT*2,
TMPT*3A, TMPT*3B, TMPT*3C ). Takvim bolesnicima se preporucuje alternativni
lijek, ili se tiopurini koriste u znatno niZzim dozama od standardne doze tiopurinskih
ljekova zbog slabe TMPT aktivnosti. Kada pojedinac sa niskom aktivho$¢u TMPT

primi standardnu dozu azatioprina (AZA), dolazi do poviSenja koncentracije
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aktivnih metabolita 6-TGN i moguceg rizika od potencijalnih fatalnih komplikacija

zbog teSke mijelosupresije.

Pacijenti s intermedijarnom aktivnos¢u TPMT mogu sigurno primjeniti tiopurinsku
terapiju, ali u nizoj dozi od prosje¢ne doze ( o preporuc¢enim dozama detaljnije

vidjeti u tablici 1., stranica 16.) ( Sahasranaman i sur. 2008).
Svakako je vazno titrirati dozu prema stupnju mijelosupresije.

U najnovijem istrazivanju dokazano je kako ni jedan od naj¢eSc¢ih mutiranih gena
za TMPT (TMPT*2, TMPT*3A, TMPT*3B, TMPT*3C ) nije povezan s nastankom
akutnog pankreatitisa uzrokovanog primjenom tiopurina. Potvrdena je
predispozicija za supresiju koStane srzi kod pacijenta s IBD na tiopurinskoj terapiji

uz navedene mutacije ( Heap i sur. 2014 ).

Polimorfizam TMPT je udruzen s terapijskom ucinkovitos¢u, ali i toksicnoScu ako
imamo neprilagodenu dozu tiopurina. Smanjena aktivhost TMPT moze povecati
rizik za razvoj sekundarnih tumora povezanih s tiopurinskom terapijom, ukljucujudi

tumore mozga i akutne leukemije ( Zhou 2006 ).

Probir za polimorfizme gena koji kodira tiopurintransferazu (TMPT) nuzno je
napraviti prije primjene tiopurina kako bi se sprije€io razvoj mogucée toksi¢nosti.
Krvnu sliku treba redovito provjeravati kod bolesnika na tiopurinskoj terapiji kako bi

se na vrijeme otkrila supresija koStane srzi (Dieren i sur. 2007).
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Tablica 1. Preporucene doze tiopurinskih lijekova ovisno o genotipu/fenotipu

tiopurinmetiltransferaze (TMPT), prema smjernicama Clinical Pharmacogenetics

Implementation Consortium-CPIC ( Izvor: Cukovi¢-Cavka, Bozina 2013).

Preporucuju se
Homozigotni EM — brzi visoka prosjecne
nositelji metabolizator aktivnost standardne doze
alela divljeg (od engl. exensive enzima tiopurinskih lijekova
tipa *1 metabolizer )

6-MP i AZA poceti s
Heterozigotni IM — srednje brzi | intermedijarna 30-70% vrijednosti
nositelji metabolizator aktivnost prosjecne doze.
mutiranih  alela | ( od engl. enzima 6-TG smanijiti
*2. *3A, intermediate prosjeCnu dozu za
*3B, *3C metabolizer ) 30-50%. Titrirati

dozu prema stupnju

mijelosupresije

Preporucuje se
Homozigotni PM- spori / slabi niska odabir alternativhog
nositelji metabolizator aktivnost ljeka. Ako se koristi
mutiranih  alela | (od engl. poor enzima AZA, poceti sa
*2, *3A, metabolizer ) znatno nizim
*3B, *3C dozama (i do 10

puta). Umjesto

dnevnog doziranja,
primjeniti  lijek tri
puta tjedno. Titrirati
dozu prema stupnju

mijelosupresije
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3.2. POLIMORFIZAM GENA KOJI KODIRA KSANTIN-OKSIDAZU

Ksantin-oksidaza (XO) je citoplazmatski enzim koji katalizira dva zadnja koraka u
metabolizmu purina, oksidaciju hipoksantina u ksantin te dalje u uri¢nu kiselinu. Taj
enzim uklju¢en je i u metabolizam klinicki znaCajnog 6-merkaptopurina (6-MP),

alopurinola koji je glavni inhibitor XO, te pirazinamida ( antituberkulotskog lijeka ).

Eliminacija biotransformacijom 6-MP u inaktivne metabolite odvija se djelovanjem

XO. 6-MP se katabolizira pomoc¢u XO u tiouriénu kiselinu.

XO se nalazi u mnogim tkivima, a najjaCa joj je aktivnost u jetri i crijevima.
Dokazana je postojanost individualne varijabilnosti aktivnosti XO, uz podatak da
skoro 20% pripadnika bijele rase ima snizenu aktivnost ovog enzima. Smatra se
da oko 11% Japanaca i 4% Spanjolaca ima slab XO metabolizam. Neke studije su
pokazale razliku u aktivnosti XO i medu spolovima, gdje je uoCena jaca aktivnost
XO kod muskaraca ( Kudo i sur. 2010 ).

Nedostatak XO, Klinicki poznat kako ksantinurija, jedan je od genetickih
poremecaja kategoriziran u klasiénu ksantinurija tip | gdje nedostaje aktivnost XO, i
tip 1l, kod kojeg je odsutna aktivnost i XO i aldehid-oksidaze. Klasi¢na ksantinurija
je rijetki autosomno recesivni poremecaj. Tipovi klasiCne ksantinurije otkrivaju se

alopurinolskim testom.

U evaluaciji funkcionalne varijabilnosti u aktivnosti XO koriste se mjerenja
metabolita kofeina u urinu, buduéi da se ti metaboliti dijelom metaboliziraju putem
XO ( Kudo i sur. 2008 ).

XO aktivnost je smanjena ili je uopée nema zbog mutacije na genu koji kodira XO i
nalazi se na kratkom kraku drugog kromosoma. Dosada je poznato 10 mutacija
koje utje€u na funkcionalnu varijabilnost XO. Arg149Cys i Thr910Lys vode u
ksantinuriju tipa I, i kod takvih mutacija aktivhost XO je ispod mogucih mjerljivih

vrijednosti.
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BioraspoloZzivost 6-MP varira gotovo 5 — 37% uz prisutnost velike koncentracije XO
u jetri. Ta bioraspolozivost je i povecana uz primjenu inhibitora XO, kao $to su
metotreksat i alopurinol, zajedno s 6-MP. Slabi metabolizatori za XO imaju

povecan rizik od razvoja 6-MP uzrokovane toksi¢nosti ( Kudo i sur. 2010 ).
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3.3. POLIMORFIZAM GENA KOJI KODIRA INOZIN-TRIFOSFAT-

PIROFOSFATAZU

Veliki broj nuspojava uzrokovanih djelovanjem azatioprina (AZA) nije objasnjen
polimorfizmima gena koji kodiraju tiopurinmetiltransferazu (TMPT) 1 ksantin-
oksidazu (XO). Smatra se da je geneticki polimorfizam inozin-trifosfat-
pirofosfataze (ITPA) jos jedan rizicni faktor za razvoj toksicnosti uzrokovane AZA i

6-merkaptopurinom (6-MP).

Enzim ITPA fosforilira inozin-trifosfat u inozin-monofosfat. Inozin-monofosfat je
intermedijarni produkt u metabolizmu purina koji se moze konvertirati u adenin i
gvanin- nukleotide. Djelovanje tiopurinmetiltransferaze iz intermedijarnog produkta
koji nastaje u metabolimu 6-MP, tioinozinmonofosfata (TIMP), mozZe dovesti do
stvaranja S-metil-tioinozin 5'-monofosfata (6-Me-Tio-IMP) preko kojeg 6-MP

inhibira de novo sintezu proteina.

Prisutnost enzima ITPA u eritrocitima otkrili su 1964. Liakopoulou i Alivisatos
( Simone i sur. 2013), dok je prvi slu€aj nakupljanja inozin-trifosfata u eritrocitima

zabiljeZio Vanderheiden iste godine ( Maeda i sur. 2005 ).

Nedostatak ITPA je benigno stanje koje se identificira uz prisutno povecanje

koncentracije inozin-trifosfata u eritrocitima.

Potencijalna opasnost zbog nedostatka ili smanjene aktivnosti ITPA javlja se kad
kod takvih bolesnika primjenimo tiopurine. Moguce je da dolazi do abnormalnog
metabolizma 6-MP i posljedicno tiopurinski uzrokovane toksi¢nosti u vidu osipa,

mucnine, pankreatitisa i simptoma sli¢nih gripi ( Zabala-Fernandez i sur. 2011 ).

ITPA gen nalazi se na kratkom kraku 20. kromosoma. Identificirano je pet
polimorfizama gena ITPA, tri tiha i dva polimorfizma povezana sa smanjenom
aktivnoScéu ITPA (94C>A, IVS2+21A>C) (Sahasranaman i sur. 2008 ).

ITPA aktivhost pokazuje bimodalnu distribuciju u populaciji.
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Frekvencija tihih polimorfizama 94C>A i IVS2+21A>C kod pripadnika bijele rase
je gotovo 11-35% ( Maeda i sur. 2005 ). UoCena je znaCajna meduetniCka
varijabilnost u pojavnosti pojedinih polimorfnih alela. UCestalost ITPA 94C>A je u
Japanskoj populaciji 13,5%, a u bjelackoj populaciji 6%. Polimorfizam ITPA
IVS2+21A>C nije zabiljezen u Japanskoj populaciji dok je uCestalost u bjelackoj

populaciji 13% (Sahasranaman i sur. 2008 ).

Homozigoti za besmislenu missense mutaciju 94C>A ( Pro32Thr ) imaju gotovo
dokinutu eritrocitnu ITPA aktivnost dok ta aktivhost u heterozigota iznosi prosjec¢no
22,5% aktivnosti u kontrolnoj skupini ( Sumi i sur. 2002 ). Aktivhost ITPA u
IVS2+21A>C homozigota iznosi u prosjeku oko 60% vrijednosti kontrolnih
ispitanika. Istrazivanja povezanosti insuficijentne aktivnosti ITPA sa toksi¢nim
ucincima purinskih analoga u bolesnika s upalnim bolestima crijeva ukazuju na
kontradiktorne rezultate. U nekim je studijama dobivena znacajna povezanost
izmedu nuspojava na AZA i polimorfizma ITPA 94C>A ( Marinaki i sur. 2004), dok
druge studije to nisu mogle potvrditi ( Gearry i sur. 2004, Yamamoto i sur. 2010).

Polimorfizam ITPA IVS2+21A>C nije bio povezan sa Stetnim ucincima.

Pronadena je povezanost izmedu polimorfizma 94C>A i razvoja artralgije ( Zabala-

Fernandez i sur. 2011).

Znacajna povezanost pronadena je izmedu tihog polimorfizma IVS2+21A>C i

trombocitopenije ( Hawwa i sur. 2008 ).

Kod bolesnika s polimorfizmom ITPA takoder se preporucuje testiranje prije
uvodenja tiopurinske terapije radi sigurnosti i bolje tolerabilnosti. Potreba za tim je
posebno naglasena u Japanaca za mutaciju IVS2+21A>C buduci da imaju gotovo

2,6 puta vecu ucestalost te mutaciju u odnosu na bijelce ( Maeda i sur. 2005 ).

6-tiogvanin (6-TG) se ne metabolizira djelovanjem TMPT i ITPA, pa bi zato njegova
primjena bila efikasnije rieSenje kod pacijenta koji ne odgovaraju na azatioprin
(AZA) i 6-merkaptopurin (6-MP), zbog toga Sto imaju visoku aktivhost TMPT ili
nedovoljnu ITPA aktivnost ( Pierik i sur. 2006 ).
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3.4. POLIMORFIZAM U SUSTAVU HLA

Najnovija istrazivanja ukazuju na povezanost nekih nuspojava na terapiju
tiopurinskim lijekovima s varijantama u sustavu HLA. Heap i suradnici su
identificirali bolesnike s upalnom bolesti crijeva (IBD) koji su zapocCeli terapiju
tiopurinima i unutar 3 mjeseca razvili pankreatitis. Na uzorku koji je ukljuCivao 172
ispitanika s IBD koji su razvili pankreatitis i 2 035 kontrolnih ispitanika s IBD koji
nisu razvili nuspojavu, provedena je cjelogenomska studija. Pronaden je jak dokaz
kako je razvoj tiopurinima uzrokovanog pankreatitisa u bolesnika s IBD povezan s
regijom za HLA razred Il, a posebno je znacCajna povezanost potvrdena za
polimorfizam rs2647087. Publicirani rezultati studije pokazuju da je u skupini od
1000 bolesnika testiranih za polimorfizam rs2647087, 77 ispitanika pripadalo
homozigotnim nositeljima mutacije. Bolesnici, nositelji tog genotipa imaju rizik
razvoja akutnog pankreatitisa poveéan za gotovo 17%, dok heterozigoti za
rs2647087 imaju 9% veci rizik razvoja pankreatitisa nakon primjene tiopurinske

terapije.

Mapiranjem genoma HLA regije, pronadena je povezanost za haplotipove HLA-
DQA1*02:01-HLA-DRB1*07:01 ( Heap i sur. 2014 ).
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4. INTERAKCIJE TIOPURINA S DRUGIM LIJEKOVIMA

Uzimanje tiopurina uz neke druge lijekove uzrokuje promijenjenu aktivnost enzima

koji sudjeluju u metabolizmu tih lijekova.

Alopurinol inhibira metabolizam prvog prolaza 6-merkaptopurina (6-MP) putem
ksantin-oksidaze (XO). Istodobnom oralnom primjenom alopurinola i
6-merkaptopurina (6-MP), povecava se koncentracija 6-merkaptopurina (6-MP) u
plazmi i 6-tiogvanin-nukleotida (6-TGN) u eritrocitima, Sto posljedicno povecava
njihovu toksi¢nost. 6-tiogvanin (6-TG) nije supstrat za ksantin-oksidazu (XO),
stoga se preporucuje istodobna oralna primjena 6-tiogvanina (6-TG) i alopurinola

jer dosad nisu zabiljezne nikakve interakcije ovih dvaju lijekova.

Bolesnici s upalnim bolestima crijeva Cesto su u isto vrijeme izloZzeni i
aminosalicilatima za koje je u laboratorijskim uvjetima dokazano da inhibiraju
tiopurinmetiltransferazu (TPMT) (Cukovié-Cavka, Bozina 2013 ). Uzimanje
metotreksata moze povecati koncetraciju 6-MP i stvaranje aktivnin metabolita

preko XO inhibicije, iako je klini¢ki zna¢aj ove interakcije joS nedovoljno istrazen.

Zabiljezena je umanjena terapijska ucinkovitost varfarina uz istodobnu primjenu

6-merkaptopurina (6-MP).

Istrazivana je i interakcija izmedu azatioprina (AZA) i infliksimaba u lije¢enju
Crohnove bolesti. Kod bolesnika koji su tijekom terapije AZA uzimali infliksimab,
zabiljeZena je poveéana koncentracija 6-TGN i smanjen broj leukocita u pocetnim
tiednima terapije. Koncentracije 6-TGN i broj leukocita vracaju se na pocetne
vrijednosti nakon tromjese¢ne primjene infliksimaba. Pove¢ana koncentracija 6-
TGN cCini se kao dobar klini¢ki odgovor i dobra tolerancija infliksimaba koja moze

biti povezana s poboljS8anjem mukoznog cijeljenja.

Treba napomenuti kako se bolesnici koji uzimaju tiopurine ili bilo koju drugu

imunosupresivnu terapiju ne bi smjeli cijepiti ( Sahasranaman i sur. 2008 ).
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Diuretici furosemid, bendroflumetiazid i triklormetiazid takoder inhibiraju aktivnost

TPMT, iako kliniCki znacCaj te inhibicije jos nije poznat ( Zhou 2006 ).

Zadnja istrazivanja indiciraju mogucu interakciju izmedu tiopurina i nesteroidnih
protuupalnih lijekova. Ibuprofen i ketoprofen su slabi inhibitori TPMT, dok to nije

dokazano za naproksen ( Sahasranaman i sur. 2008 ).
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5. ZAKLJUCAK

Farmakogeneticki polimorfizam u biotransformacijskim putovima 6-merkaptopurina
( 6-MP) moze pomodi u identifikaciji pacijenata koji imaju rizik za razvoj toksi¢nosti
uzrokovane tiopurinima, te tako moze biti vodi€¢ za individualizaciju doze za takve

pacijente.

Od poznatih genetickih polimorfizama najbolje je istrazen polimorfizam gena koji
kodira tiopurinmetiltransferazu (TMPT), a uloga polimorfizma gena koji kodiraju
ksantin-oksidazu (XO) i inozin-trifosfat-pirofosfatazu (ITPA), te njima uzrokovana

toksi¢nost, nedovoljno je istrazena.

Postoje i jos nepoznati uzroci mijelosupresije uzrokovane tiopurinima $to moze biti
posliedica genetitkog polimorfizma nekog drugog neistrazenog enzima Kkoji

sudjeluje u slozenom metabolizmu tiopurinskih lijekova.

Jedino dosada klini¢ki znacajno otkrice je veza izmedu TMPT polimorfizma i
hematoloSke toksi¢nosti uzrokovane tiopurinima. Daljnja istraZivanja trebala bi biti
usmjerena na otkrivanje novih i ucinkovitih biomarkera kojim bi dosadasnja znanja

bila primjenjena u klini¢koj praksi.

Najnovije spoznaje o vaznosti polimorfizama u sustavu HLA nuzno je potvrditi u

klinickim studijama i u razli€itim populacijama.
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baki Ani. Oni su uvijek vjerovali u mene, ¢ak i kad sam posustala na faksu, bili su
puni razumijevanja i pruzili mi potporu koja je znacila puno odricanja za nijih.
Jurjana, Karmen, Bernardica i Ante, hvala vam $to bratskom ljubavlju i podr§kom
uljepSavate i olakSavate svaki moj dan. Jurjani dugujem zahvalnost jer je 4

godine bila najbolja cimerica na svijetu i €inila me boljom i tolerantnijom osobom.

Bez Bozje pomoci i vas, ne bih uspjela ovo divno razdoblje studiranja privesti kraju.
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