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inflammatoire darmziekten (voornamelijk)
Monstermateriaal: |'EDTA-buis
IAfnametijdstip: [Niet van belang
Bewaarcondities: 4 °C
Inleiding

De thiopurines (azathioprine (AZA), 6-mercaptopurine (6-MP) en tioguanine (6-TG)) zijn immunosuppresiva, die tegenwoordig met name bij
inflammatoire darmziekten worden ingezet. Het zijn pro-drugs, die via een complex metabolisme (zie figuur 1) worden omgezet in actieve
metabolieten: de 6-thioguaninenucleotiden (6-TGN) en de 6-methylmercaptopurineribonucleotiden (6-MMPR). De 6-TGN worden grotendeels
verantwoordelijk geacht voor het immunosupressieve effect en dus ook de myelotoxiciteit van de thiopurines. De 6-MMPR worden met name in
verband gebracht met de hepatotoxiciteit die deze middelen kunnen veroorzaken, maar kunnen eveneens myelotoxiciteit veroorzaken indien de
spiegels extreem hoog zijn.

Thiopurine S-methyltransferase (TPMT), het enzym dat de S-methylering van zowel 6-MP als het 6-MP-nucleotide (6-TIMP) katalyseert, bepaalt
grotendeels de verhouding tussen de gevormde actieve metabolieten. Het gen dat codeert voor het TPMT-enzym is onderhevig aan genetisch
polymorfisme, waarbij genmutaties kunnen leiden tot een verlaagde of afwezige enzymactiviteit. Op basis van de metabole capaciteit van TPMT, kan
de populatie in 3 fenotypes worden onderverdeeld: poor metabolisers (sterk verlaagde/afwezige metabole capaciteit), intermediate metabolisers
(verlaagde metabole capaciteit) en extensive metabolisers (normale metabole capaciteit). Poor metabolisers ontwikkelen extreem hoge 6-TGN
spiegels op reguliere thiopurinedoseringen, met ernstige, levensbedreigende leukopenieén tot gevolg. Ook intermediate metabolisers lopen een groter
risico op klinisch relevante leukopenieén op reguliere thiopurinedoseringen, zij het in mindere mate (1,2,3).
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Figure 1. Thiopurine metabolism. AZA, azathioprine: 6-MP, 6-mercaptopurine; 6-MMF, 6-methylmercaptopurine; -OHMP, 8-hydroxy-6-mercaptopurine;
6-TUA, 6-thiouric acid; 6-MTIMP, 6-methylthioinosine monophosphate; 6-MTIDF, 6-methylthioinosine diphosphate; 6-MTITP, 6-methylthioinosine
triphosphate; 6-TIMP, 6-thioinosine monophosphate; 6-TIDF, 6-thioinosine diphosphate; 6-TITF, 6-thioinosine triphosphate; 6-TXMP, 6-thioxanthosine
monophosphate; 6-TGMP, 6-thioguanine monophosphate; 6-TGBP®, 6-thioguanine diphosphate; 6-TGTF, 6-thioguanine triphosphate; 6-MTGMP, 6-
methylthioguanine monophosphate; 6-TG, 6-thioguanine; 6-MTG, 6-methylthioguanine; X0, xanthine oxidase; TPMT, thiopurine S-methyltransferase;
HPRT, hypoxanthine phosphoribosyl transferase; IMPDH, inosine monophosphate dehydrogenase; GMFS, guanosine monophosphate synthetase; MFK,
monophosphate kinase; DPK, diphosphate kinase; ITPase. inosine triphosphate pyrophosphatase; 6-TX, 6-thigxanthine . 8-CHTG, 8-hydroxy-6-thioguanine;
GD, guanine deamlnase AC, aldehyde oxidase. PBNS, purine synthesis de novo; DNA, deoxyribonucleicacid. 6- AB-MTIDF’ and 6MTITP together
formthe 6- methylmercamopurlne ribonuclectides (6- MMPR) 6-TGMF, 6-TGDP and 6-TGTP togetherformthe 6-thioguaninenucleotides (6-TGN). Enzymes
encoded by genes that are subject to known genetic polymorphisms are circled in grey.

Genotypering
Het TPMT gen

De genetische basis voor TPMT deficiéntie is initieel in de jaren 80 geidentifceerd door Weinshilboum en collega’s. Het 27-kb gen coderend voor
TPMT is gelokaliseerd op chromosoom 6 (6p22.3) en bevat 10 exons (8). Tot op heden zijn 3 allelen geassocieerd met normale TPMT activiteit
(TPMT*1 en twee silent polymorfismen) en zijn minstens 27 allelen beschreven die geassocieerd zijn met TPMT deficiéntie (TPMT*2, *3A, *3B, *3C,
*3D, *4, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *12, *13, *14, *15, *16, *17, *18, *19, *20, *21, *22, *23, *24, *25). Deze allelen bestaan uit 1 of meer SNP’s in de
sequence van het TPMT gen. Als resultaat van deze SNP’s in het TPMT gen is de tertiaire structuur van het TPMT eiwit veranderd wat leidt tot
instabiliteit en afgenomen activiteit.

De TPMT-allelen *2, *3A, *3B en *3C maken samen ongeveer 95% uit van de variant TPMT-allelen. Alle andere allelen komen elk zeer weinig voor (2).
De werkgroep TDM, toxicologie en farmacogenetica adviseert om deze mutaties te meten bij TPMT-genotypering.De verdeling van TPMT mutant
allelen verschilt significant tussen de diverse etnische populaties. TPMT*3A (2,1-5,7%) is het meestvoorkomende mutant allel in de Kaukasiche
populatie en bestaat uit de combinatie van TPMT*3B en TPMT*3C, gevolgd door TPMT*2 (0,2-0,7%) en TPMT*3C (0,1-0,8%) (4-14). In Aziaten en
Afrikaanse populaties is TPMT*3C (1,0-7,6%) het meestvoorkomende mutant allel (4, 15-17).

Aan de andere kant bestaat ook ultra-high TPMT activiteit bij 1-2% van de populatie. Er zijn wel aanwijzingen voor de moleculaire basis hiervoor maar
dit wordt vooralsnog niet meegenomen in routine TPMT-genotypering.

Genotype - Fenotype

Op basis van het genotype wordt de populatie ingedeeld in fenotypes volgens onderstaande tabel:

Allel Functie

*1 \Volledig functioneel




*2, *3A, *3B, *3C Volledig disfunctioneel

Genotype [Fenotype Frequentie (kaukasische
populatie)

Volledig functioneel / volledig  [Extensive metaboliser (EM) 89%
functioneel

Volledig functioneel / Volledig (Intermediate metaboliser (IM)  [11%
disfunctioneel

Volledig disfunctioneel / Poor metaboliser 0.3%
\Volledig difunctioneel

Naast genotypering is het ook mogelijk te fenotyperen. Bij fenotypering wordt het fenotype vastgesteld, dit houdt in: het meten of schatten van de
activiteit van het TPMT-enzym door de in vitro omzetting van 6MP in 6MMP te meten. Hierbij wordt de TPMT-activiteit in de rode bloedcellen
vastgesteld. Deze correleert goed met de TPMT-activiteit in het doelorgaan van de thiopurines (de leukocyten). De enzymactiviteit die bij fenotypering
voor een individu wordt vastgesteld wordt niet alleen bepaald door genetische factoren maar ook door omgevingsfactoren.

Er bestaat een goede correlatie tussen TPMT geno- en fenotype (18,19). In de diverse studies die deze correlatie onderzochten, varieerde de
correlatie tussen 0,76 en 0,99. Bij intermediate metabolisers bleek deze correlatie het laagst, mogelijk veroorzaakt door epigenetische factoren zoals
het verlagen van de TPMT-activiteit door interacterende geneesmiddelen (4). Dit leidt tot een trimodale verdeling van de TPMT-activiteit in de
Kaukasische populatie: circa 89% van de populatie is wild-type (homozygoot TPMTH) en hebben een hoge enzymactiviteit (13,50 + 1,86 E/ml RBC),
11% erft één wild type allel en één mutant allel (heterozygoot TPMT™/TPMT") en heeft een matige enzymacitviteit (7,20 + 1,08 E/ml RBC) en 1 op de
300 personen heeft 2 mutant allelen (homozygoot TPMTL) en heeft zeer lage tot geen enzymactiviteit (zie figuur 2) (5,8).

TPMT activiteit is hoger in kinderen dan in volwassenen, in mannen dan in vrouwen en in rokers dan in niet-rokers (18, 20, 21). Daarnaast neemt de
TPMT-activiteit significant toe gedurende farmacotherapie met thiopurines als gevolg van enzyminductie (22).

Ondanks dat fenotypering in vergelijking met genotypering extra informatie kan opleveren geeft de werkgroep TDM, toxicologie en farmacogenetica de
voorkeur aan genotypering vanwege praktische en economische overwegingen. Een ander nadeel van fenotypering ten opzichte van genotypering is
dat een recente bloedtransfusie het resultaat kan beinvioeden (2).
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Figuur 2: Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) phenotypes
Monstername

TPMT-genotypering voor aanvang van thiopurine therapie (zie kopje Evidence genotypering en plaatsbepaling). Daarnaast kan het een rol hebben bij
het anamnestisch verklaren van (myelo-)toxiciteit (6,8,22), echter het bepalen van 6TGN en 6MMP concentraties geeft dan mogelijk meer informatie
(1). Afname dient te geschieden in een EDTA-buis. Analyse vindt plaats met behulp van op PCR-gebaseerde analysemethoden.

Doseringsrichtlijnen

Doseringsrichtlijnen Azathioprine en mercaptopurine (2)



TPMT EM 100% standaard thiopurine dosering

TPMT IM 150% standaard thiopurine dosering

TPMT PM [0-10% standaard thiopurine dosering

1

Doseringsrichtlijnen Tioguanine (2)

TPMT EM [100% standaard thiopurine dosering
TPMT IM [75% standaard thiopurine dosering
TPMT PM 10%* standaard thiopurine dosering

*Advies werkgroep KNMP is 6-7% van de standaard thiopurine dosering. Wij hebben dit vanwege praktische overwegingen afgerond naar 10%.
Achtergrondinformatie

Evidence TPMT-genotypering

PRO

In een retrospectieve studie met 106 IBD-patiénten voorspelde het TPMT-genotype het fenotype, hetgeen correleerde met effecitiviteit en toxiciteit:
intermediate TPMT-activiteit werd geassocieerd met een verhoogd risico op azathioprine toxiciteit (OR 5,4; 95%CI: 1,5-19,8), terwijl hoge TPMT-
activiteit (>14 E/ml RBC) het falen van de behandeling voorspelde (OR 0,21; 95%CI 0,07-0,68) (12).

In een prospectieve studie met 67 reumatische pati€énten, werden 6 heterozygoot mutanten geidentificeerd, van wie er 5 met azathioprine therapie
stopten binnen de eerste maand als gevolg van een gereduceerd aantal leukocyten (24).

In een onderzoek met 262 IBD-patiénten voorspelde TPMT-genotype leukopenie met een OR van 6,32 (CI95% 2,1-18,6) voor patiénten met laag
frequente allelen versus hoog frequente allelen (25). In een andere studie met 113 IBD-patiénten werd aangetoond dat gedurende de eerste 4
maanden van AZA therapie, lage TPMT-activiteit correleerde met lage neutrofiel aantallen. Bovendien konden patiénten met een lage TPMT-activiteit
veilig worden ingesteld op een lage AZA dosering (< 2,0 mg/kg/dag) (26).

Soortgelijke resultaten werden gezien in een cohort van 71 patiénten met de ziekte van Crohn: patiénten met een normale TPMT-activiteit werden
behandeld met AZA in een dosering van 2,0-2,5 mg/kg/dag versus 1,0-1,5 mg/kg/dag voor pati€nten met intermediate enzymactiviteit. Geen van de
patiénten ontwikkelde een acute leukopenie (27).

Dat het huidig dosisadvies voor AZA en 6MP (50% bij IM en 0-10% bij PM) een veilige en bovendien effectieve strategie is, is recentelijk bewezen in de
TOPIC trial. Hierbij werd een 10-voudige reductie in klinisch relevante leukopenieén (leukocyten aantal < 3,0x10E9/l) bewerkstelligd onder TPMT
heterozygoot mutanten in de interventiegroep, waarbij op basis van het genotype de startdosering werd aangepast in vergelijking met de controlegroep
die conventioneel behandeld werd zonder dat dit de effectiviteit van de behandeling beinvioedde (29).

Sommigen zijn nog voorzichtiger en adviseren een dosisreductie tot 33% van de standaard dosering (30).

Men is het er unaniem over eens dat TPMT homozygoot mutanten geen thiopurine zouden moeten krijgen en als toch in een sterk gereduceerde AZA
dosering van 0,16-0,29 mg/kg/dag, hetgeen ongeveer 10% van de standaarddosering is (28, 30, 31).

Zelfs een dergelijke dosisreductie is geen garantie dat het altijd goed gaat: in een case-report werd aangetoond dat zelfs 5% van de standaard
dosering AZA gevaarlijk kan zijn voor een homozygoot mutant, welke in een diepe leukopenie terechtkwam met ziekenhuisopname tot gevolg. De
auteurs adviseerden dan ook de grootste voorzichtigheid te betrachten bij het behandelen van homozygoot mutanten met thiopurines en deze
zeldzame groep patiénten zeer frequent te monitoren (32).

De resultaten van de TARGET studie geven aan dat vooraf TPMT genotyperen potentieel kosteneffectief is ten opzichte van conventionele
behandeling maar er werd hierbij een klein negatief effect gezien op QUALY'’s (35).

CON

In verscheidene andere studies werd geen of zeer matige correlatie gevonden tussen TPMT status en thiopurine toxiciteit. In een case-control studie
met 41 leukopene Crohn patiénten behandeld met AZA, droeg slechts 27% één of meerdere TPMT mutant allelen (33).

Myelosuppressie werd vaker veroorzaakt door andere factoren zoals virusinfecties (cytomegalovirus, varicella en parvovirus B19), met thiopurine
metabolisme interacterende geneesmiddelen (allopurinol en mesalazine(-analogen) of geneesmiddelen die eveneens zelf beenmergdepressie konden
veroorzaken (cotrimoxazol, captopril, metronidazol). In het merendeel van de gevallen was er echter geen duidelijk aanwijsbare reden voor de
leukopenie. De tijd tot het optreden van de leukopenie was echter wel langer in de wild-type TPMT patiénten. In een andere studie met 56 IBD-
patiénten werden soortgelijke resultaten gevonden: patiénten met bijwerkingen van thiopurines hadden weliswaar vaker mutant allelen, maar dit
resultaat was niet statistisch significant. De auteurs concludeerden daarom dat TPMT genotype geen bijwerkingen kan voorspellen in deze populatie
(34).



De resultaten van de TOPIC trial lieten geen verschil zien in het optreden van leucopenie tussen vooraf TPMT genotypering en individueel dosisadvies
ten opzichte van conventionele behandeling zonder vooraf genotypering in de totale populatie (29).

De kosteneffectiviteit van vooraf genotyperen is nog onvoldoende aangetoond. De lage frequentie van variantallelen is waarschijnlijk de oorzaak dat
kosteneffectiviteit van vooraf genotyperen onvoldoende kan worden onderbouwd.

Toxiciteit
Leucopenie, trombocytopenie en hepatotoxiciteit zijn de belangrijkste complicaties bij te hoge doseringen thiopurines bij IM en PM'’s.
Interacties

In vitro studies hebben laten zien dat mesalazine(-analogen) potente TPMT-remmers zijn (36-38). In vivo bleken 6-TGN spiegels significant (circa
20%) hoger indien thiopurines werden gecombineerd met mesalazine(-analogen). Toch kan dit verschil niet alleen verklaard worden door TPMT-
remming en andere nog onbekende interactie mechanismen liggen hier mogelijk aan ten grondslag (39). Dientengevolge hebben patiénten die deze
combinatie gebruiken een groter risico op het ontwikkelen van leukopenie (36, 37).

Andere veel toegepaste TPMT remmers zijn acetylsalicylzuur (40) en furosemide (41).
Plaatsbepaling

Gezien de ernst van het effect adviseert de werkgroep TDM, toxicologie en farmacogenetica TPMT genotypering (*1, *2, *3A, *3B, *3C) voor aanvang
van behandeling met een thiopurine. Met vervolgens individueel dosisadvies (azathioprine en mercaptopurine EM 100%, IM 50%, PM 0-10%;
tioguanine EM 100%, IM 75% en PM 6-7%) in combinatie met reguliere monitoring van bloedbeeld en leverfunctie en TDM door middel van het meten
van 6TGN en 6MMP concentraties 1 maand na aanvang. Dit vermindert het risico op ernstige leukopenie met gelijke effectiviteit. Dit is conform
dosisadvies van de KNMP en de CPIC-guidelines.

Wanneer toxiciteit ontstaat na starten van behandeling met een thiopurine kan TPMT genotypering een verklaring geven voor de toxiciteit maar geeft
TDM door middel van het meten van 6TGN en 6MMP concentraties meer informatie.
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