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Tiopurin S-Metil Transferaz

(TPMT; EC 2.1.1.67)

« Azatioplirinin (AZA), tioguanin ve 6-merkaptopiirin
(6MP) gibi aromatik ve heterosiklik siilfidril bilesiklerin
metilasyonunu katalizleyen sitoplazmik bir enzimdir

« Normal bireylerin yaklasik %89’u yiiksek diizeyde
aktiviteye sahip, geri kalan yaklasik %11°1 kismi1 veya
timden TPMT eksikligi vardir

 TPMT eksikligi olan bireyler 6-merkaptopiirin (6MP) veya
azatiopiirin (AZA) gibi tiopiirin 1laglara tolerans
gosterememekte ve hemopoeitik toksisite veya bazen
Oliimle sonuclanmaktadir

* Bunedenle bu ilac¢lar uygulanmadan énce TPMT
aktivitesinin bilinmesi klinisyen i¢in 6nemlidir



Tiopiirin llaglar-1

Tiopiirin 1laglar (6-MP, AZA ve 6-TG): g
- 10sem1 tedavisinde kemoterapik ajanlar ) I’/’""' f”Nlc“
- IBD tedavisinde immunosupresif ajanlar, N
- otoimmun hastaliklarda ve |
- organ transplantasyonlarini takiben kullanilmakta i

.. 6-M t :
Dermatoloj1 de: ercaptopurine

— Immunobiiliis e "T/“ e

— Lupus eritematozus N

— Fkzama " i--..._chf_j:" o
— Fotodermatoz A

— Behget hastaliginda ... Azathioprine
Romatolojide

— SLE, skleroderma, dermatomikoz "N N ,T
Gastroenteroloji e O A
Noroloji il

6-Thioguanine



Tiopiirin llaclar-2

e AZA ve 6-MP’nin etkisinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemekte:

- DNA, RNA sentezi ve kromozomal replikasyonlarda
etkili

- T ve B lenfosit proliferasyonunu inhibe etmekte
- NK hiicrelerinin sitotoksisitesinde etkili

* Yan etkileri:
- Lokopeni, trombositopeni, anemi ve immiinosupresyon

- Bulanti, kusma, diare, hepatotoksisite, pankreatit, ilag
atesi, firsat¢1 infeksiyonlar, hipersensitivite reaksiyonu



Azatiopurin (AZA) Metabolizmasi

AZA sindirim sisteminde hemen ve tamamen
absorbe olmakta

Alindiktan 2 saat sonra serumda pik yapmakta

Tiim aktif metabolitlerinin yariomrii yaklasik 5
saat

AZA cogunlukla metabolize olmakta sadece
~%72’s1 degismeden 1drarla atilmakta

Kan-beyin bariyerini gegmemekte



Tiopturinler DNA prekorsorleridir
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Tiopurinler enzimatik olarak inaktive

edilmektedir

1. Ksantin oksidaz (XO) 6-MP’1 6-tiotirik asite
oksitlemektedir

2. TPMT ise 6-MP veya 6-TG’ni KC de
metilasyonunu katalizleyerek maktif
metablitlere donistiirmektedir

3. Metillenmemis TG metabolitler1 toksik etki
gostermektedir



Azatiopurin Toksisitesi

Patients with normal TPMT enzyme activity

6-mercaptopurine

Other enzymes

TPMT (wild type)

Active and potentially
toxic metabolites

Inactive metabolites

Patients with altered TPMT enzyme activity

6-mercaptopurine

Other enzymes / wT (variant)

Active and potentially
toxic metabolites

Inactive metabolites

Baker. Reviews in Gastroenterological Disorders. 2003



Tiopurinler hucreleri nasil oldiirir?

e Tioptrinler 50 yildan fazla klinikte kullanilmasina ragmen terapotik
mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir

» Aktive olmus T hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etme
yetenekleri immiinosupresan etkilerine katki saglamaktadir

*6-TG DNA modifikasyonu mismatch tamir (MMR) sistemi
gerekmektedir

*DNA 6-TG in situ non-enzimatik metilasyonu (S-
adenozilmetiyonin) ge¢irmektedir

*Replikasyon esnasinda DNA 6-meTG bg T ile eslesmekte

«6-meTG:T b¢ ve O%-meG:T bg replikasyon hatalarina neden
olmakta ve MMR sistemi devreye girmekte
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Tiopurinler huicreleri nasil oldiirir?

X = deoxythioguanosine

A Strand |
1 2 3 4 5 6 7T 8 9 1010 1213
5'GCTAAG§AAAGCC3'
3'"CGATTCCT TTCGGYS'
26 25 24 23 22 21 2019 18 17 16 15 14
Strand 2
B

thi1oG-C duplex (T, = 39.4 °C)
G-C duplex (T, = 45.0°C)

Fraction of duplex DNA
=

S0 10 20 30 40 50 60 70
Temperature (°C)



Proton Exchange Siiresi
t10G7-C20 (8 ms)
G7-C20 (671 ms) "= 80 kat

t10G-C b¢ nin azalan stabilesi
sonucunda;

* spesifik DNA-processing
enzim aktivitesini ve

* DNA protein etkilesimlerini
etkilemektedir B

*Or: RNAaz H aktivitesi tioG-
C yakininda inhibe olmakta

*Topo II, T4 DNA ligaz,..




TPMT ?

 TPMT immiinosupressif / sitotoksik tiopiirin ilac¢larin
metilasyonunu katalizleyen sitozolik bir enzimdir

 TPMT’ nin dogal substrati ve rol oynadigi endojen bir
metabolik yolu bilinmemekte

« Akciger, KC, bobrek, lenfosit ve RBC ekspresse olur

* Tiopurinlere maruz kalindiginda TPMT eksikligi agir,
fetal, tioplirinlerle indiiklenen hematolojik toksisiteye
neden olmaktadir



TPMT

* Otozomal kalitim gostermekte

e Enzim aktivitesi:

 Popiilasyonun %0.3’linde aktivite ¢cok diisiik
veya hi¢ gozlenmez

 Popiilasyonun %1 1’inde orta TPMT aktivitesi

 Popiilasyonun %89’unda normal/yiiksek
TPMT aktivitesi gozlenmektedir



RBC TPMT

> 298 Unrelated Adults
=
v >
o 10- TPMTH/TPMTH
"
P /
20
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s 5_ TPMTL/TPMTH
N 'c
pg
\© TPMTL/TPMT:
2o |/
0 |
0 5 10 15 20

TPMT Activity, Units/ml RBC



TPMT

» Ekzonlar, intronlar 1le promotor bolgedeki
nokta mutasyonlar1 sonucunda olusan
degisik TPMT alleller1 enzim aktivitesini
degistirmektedir

e [simlendirme:
— Wild tip TPMT*1
— Mutant Alleller TPMT*2 —TPMT*21



Insan TPMT Geni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5' — Promoter |

¢ 6p22.3 e 245 aa

e 34 kb « 28 kDa



Insan TPMT Allelleri

TPMT*1

(wild type) T

AR R
Kal 56 & 34 ¥a Ma Ka xa
(1460A AT71 9G
Ala154Thr Tyr240Cys
sal ia e 3o o e ia xa
GT460A
Ala154Thr
-//-I]*/-l-//-l#/-l-//-l-//-l-//-l-//-Tl

A719G
Tyr240Cys



Cesitli etnik populasyonda TPMT allel sikligi

Population n Allele frequency (%)
TPMT*2 TPMT*3A TPMT*3C
Africans
Kenyan 101 0 0 54
Ghanaian 217 0 0 7.6
African-Americans 248 0.4 0.8 2.4
Asians
Chinese 192 0 0 2.3
Japanese 151 0 0 0.3
South-west Asians 00 0 1.0 0
South-east Asians 100 0 0 1.0
Tatwanese 240 0 0 0.6
Caucasians
American 282 0.2 3.2 0.2
Bntish 100 0.5 4.5 0.3
French 101 0.5 5.7 0.8
Italian 206 0.5 30 1.0
Saami-Norwegian 194 0 0 33
Norwegian 66 0 34 0.3
Swedish 800 0.1 38 0.4
Egyptians 200 0 0.3 1.3
Brazilians
Euro-denved 81 0.6 1.8 1.8
Inter-ethnic adnuxture 204 0.8 2.0 2.5

Colombians (Mestizo) 140 0.7 7.1 0




TPMT
Mutant
Alleller

Vil Vil 1X X

[ [ i v v Vi
TPMT*1 Al = & B & » n
tPmT2[7] — H

238G>C (Ala®Pro)

TPMT*3A18] —| ] il o o p iy o pil —

480G >A (Ala'®*Thr)  719A>G (Tyr?*°Cys)

TPMT3B18] —[ ]| .- ..

460G>A (Ala'S%Thr)

TPMT*3CIE] —{ il = = B s B & mil —
719A>G (Tyr249Cys)
rewrsosl (- WL . -

292G>T (GIu®®X) 460G>A (Ala'®Thr)  719A>G (Tyr240Cys)
TPMT4[5]  —{ ] |- tEE.-t-.,
—1G>A (splicing defect)
reuresl (- RS lEEIES880°0 )
148T>C (Leu*®Ser)
revrelsl —{— H -l .00
539A>T(Tyr'®Phe)
revrriel [ B R |

681T>G (His227GIn)

TPMT8[10]  —{ ] . }

644G >A (Arg?'5His)

TPMT9%6  —

356A=>C (Lys' '°Thr)
urrontl - NN R
430G>C (Gly'*Arg)
rewriniel —{ - (.
395G =>A (Cys'32Tyr)
revri2i4l —{—{ H R (HEE .
374C>T (Ser'?5Leu)
revrieiial —{ —{ H T HH R HE .
83A>T (Glu?®Val)
reurratsl - H S-S
1A>G (Met'Val)
reuristisl — ..
—1G>A (splicing defect)
reurre - = H - R RN
488G>A (Arg'®®His)
reurr7e [ LT
124C>G (GIn*2Glu)
eurig -  H R TEEINE 0

211G>A (Gly”"Arg)



TPMT Amino Activity®
allele® acid change® (% of WT)
#1 (wild-type) 100
*7 H227Q 98
*9 K119T 92
*19 K122T

*8 R215H 82
*16 R163H

*10 (G144R 69
*13 E28V 61
*12 S125L 41
*17 Q42E

11 C132Y 36
6 Y180F 36
*2 ABOP 26
*3C Y240C 17
*18 GT71R

*5 L49S 2.4
*3B A154T 1.7
*3A A154T +Y240C 1.6
*3D E98STOP + A154T + Y240C
*14 M1V

*15

Deletion of 25 residues 140-165




Occurrence of TPMT Polymorphisms

Frequency of

Nucleotide Sequence Change Amino Acid Change Variant Allele

70 C=2>T 0.006
13(114) T=S>A 0.094
13(-100) T=D>A 0.369
14(35) T=>C 0.483
14(94) A2>G 0.011
14(96) G=2>T 0.083
14(113) Ins/Del 0.011
339 C=2>T 0.005
I5(58) C=2>T 0.467
15(90) C=2>T 0.011
15(-127) C=2G 0.006
I5(-73) C=2>T 0.006
I5(-54) A2>G 0.006
423 A=>C 0.006
460* G2>A Alal54Thr 0.044
474 T=>C 0.267
719* A2>G Tyr240Cys 0.083

* Non-Synonymous cSNP




TPMT Polimorfizmleri ve Toksisite

Genotype/Phenotype Drug Dose Sysetmic Exposure Toxicity
TPMT Alleles
Conventional Dosing 5
O il 1y — 0 g
ATG 200r ? II.'.ID: 500‘[}: E I deficient
y Wﬂﬂ{}ﬂ:}- 2 4000f 308
33860 9501 —* 3000 — =08
24 TPMT- o - -— P heterozygote
Def 5 2000 204  PPUEUEE
G . eficiency g : E/ZE 8 0 J-
) 450G A T19AC § 1000f - - E{}'E: _____ === wildHype
*3C - 0 . - i Lo
ATG - vy Wil wilwt O et wild-type 6 % 05 1 15 2 25
) a heterozygote Years
TPMT phenotype
10, Individualized Dosing 5
B} wiwt 500 i i § I
£ gl : - I 804
3 “ i = 4000} 308
5 41'2,"3A,"3C B 250+ FEH u p 3000 =08
: oW £ o 3 2000 " 204
L L — o +
i > 5 1000) M 2z % 3 04
i - G- ;o — e
0 10 20 30 iy wilv  wiiwt 0 deficient wild-type O 0 05 1 15 2 25
TEMT Activity = heterozygote Years
TPMT phenotype

Evans. Pharmacogenetics.2002



6-TGN Concentration,

pmol/8 x 108 RBCs
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AZA Terapi Suresi ile Genotipi

Arasindaki Iligki

1.0 * 61 hasta wild tip
0.9 5 hasta heterozigot (TPMT*3A)

0.8
0.77
0.6
0.5+
0.4+
0.3+
U.2=
0.14
0.0

L wild-type 7PM1T allele  Ortalama = 39 hafta

mutant / PMT allele  Ortalama= 2 hafta

Proportion of Patients Receiving Azathioprine

| 1 | I | | | | |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Duration of Azathioprine Therapy, wk

Black, A. J. et. al. Ann Intern Med 1998;129:716-718



6-TG ve Genotip Arasinda Korelasyon

* Diustik TPMT aktiviteye sahip
(TMPTH/TPMTY) heterozigot 8

hasta
700 - *
T omo 589
g oo * Homozigot wild tip 84 hasta
-Eng 300- 256 (TMPTH/ TMPTH)
%'5 200+
E.._’ 100+
. n=84 n=8 o :
B Lo BN WK A TPMT heterozigotlarda
TPMT GENOTYPE RBC’lerde 6-TG konsantrasyonu
belirgin sekilde yiiksek bulunmus
*P <0.0001

Dubinsky et al. Gastroenterology. 2000



Genotip\Fenotip Korelasyonu

] Phenotyping — HPLC
Schaeffeler et al. Pharmacogenetics. 2004. Genotyping — HPLC + Sequencing

Investigated the genotype-phenotype correlation of 1214 healthy blood donors to
determine accuracy of genotyping in predicting TPMT phenotype.

Table 1 Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) genotypes in — 70
1214 unrelated German-Caucasian blood donors = :
. - P
Median (range) activity T -!:
TPMT genotype® Number % (nmol 6-MTG X g~' Hb X h™") 1, 'EE
w SO s=mi=s
111 1091 898 34 (19-65) o SRS
P2 6 0.5 19.5 (18-22) = —
*1/*3A 98 8.0 18 (9-28) % 40 1 —
*11*3B 0 0 - £ —
11"3C 7 06 19 (15-29) -y ——
“11°3D 0 0 - g W = .
*3A/*3A 5 0.4 <2 2 — :
*3A1*3C 2 0.2 <2 E oof "HF s Bmm ¥ T e
*1/*9 (A356C) 2 0.2 21,25 2 * ﬁ f
*1/*16 (G48BA) 1 0.1 22 2 e
4118 (G211A) 10 21 g 1o0f ,
*1*17 (C124G) 1 0.1 22 =
= ——
#According to the nomenclature of TPMT alleles [5,7-15], including the novel 0 wt 1" *1/"SA "11"3C MNoval "BA/"3A
defined TPMT alleles from the present study. mutations *34/%3C

TP\ T genotypes



Genotip Tayini Sonucunda

« DNA diizeyinde genotiplendirme hastalarin tiopiirin tedavisinde
hematolojik toksisite riskini en aza indirgenmesi agidan onemlidir

* Molekiiler tan1 yontemlerinin gelismis olmasina ragmen TPMT
genotiplerinin rutinde kullanimi hala sinirhidir

15 112 184

I ‘n'“

o HHHHHHHE

Wid e

P standard dose

™
TPMT2 _[H:H]—.—D-I-I-IH Heterozygole
AlG 2280 e (35%, of standard dose
(Ala—Pro)
ATG . AT
y ;' 'l";' . A 1 16 e (31 (7%, Of standard dose
Iyt Homorvwgcus mutnl
TPMT 20
-D-'J-II-I—I-H-H-I;I )
Genotype-specific 6-MP starting doses for childhood ALL McLeod and Siva.

Pharmacogenomics. 2002



RBC TPMT Aktivitesi

 TPMT aktivitesi i¢cin Gold tony
Standart ) sH 14¢. methyl-SAM SAH " 3
1Y — IO
« RBC’deki aktivite diger it Thiopurie Miase o
dokulardaki aktivite 1le 6 Mercaptopurine o oy
korelasyon gosterir ot Sk isthet it 20% ity

alcohol 1 toluene

* 30-60 giin 1¢inde

transfiizyon alan hastalarda . - . ——
RBC’deki TPMT aktivitesi coutting chase [

YANLIS OLCULEBILIR NN Ve N




HPLC ile TPMT Aktivitesi Olciimii

TPMT Activity (nmol 6-MTG/gHb/h)

None

(0.8)

RBC lysates
+/- 6-TG
l S-adenosylmethionine = Low
o] an
6-methylthioguanine (6-MTG) : |

" o0 Normal

Quantification of fluorescent - (36)

6-MTG by HPLC

High

(76)




ELISA ile TPMT Aktivitesi Olciimii

_L j e g
Lk
/ |
” g o - LM
= r ow CFES Y x v BN - s,
BSA-6-MP S-methylation Immunostainmng using
bound to wells by TPMT produces Rabbit anti-60WMP 1gG and

of ELISA plate 6-MMP Protein A/G-HRP with TMB



RIM ile TPMT Aktivitesi Olgiimii

Rapid Immunimigration (RIM) Cassette Assay for TPMT

« RBC lizat

* Substrat 6-MP

* SAM varliginda metillenmekte
* Disiik mobilizasyon sonucunda

 Membrana bagl 1sareth
anti-6-MMP IgG

mor aktivite dusuk

mor aktivite yuksek



TPMT (Tiopurin Metil Transferaz)

allelik polimorfizm

Yiiksek 7cok yuksek
TPMT TPMT
89%

Y

Agir Kemik I1igi  Yiiksek KI Diustik risk Diustik risk
Supressiyonu !! Supressiyon riski ? Zayif yanit



AZA ile tedavi ?

TPMT —
Enzim / genotipi
= : T Heterozigotta

Y N\
|
) }

Baslangic 100mg Baslangic100mg  Baslangi¢c 25mg
(2.5 -3mg/kg’a (2mg/kg’a artirthir) 1mg/kg’a artirilir
artirilir) ‘

Homozigot eksikliginde 2.5-5mg AZA

? Alternatif Tioguanin

Doz Azaltilir

Tolere edilirse

edilmezse
/ \ Pankreatit

|
/}l’ﬁlere /

6-MP’ne baslanir

: Alternatif

TPMT tekrar edilir Hepatit S Thia
6 ay — lyll\
Degisiklik indiiklenme _» Doz azaltilr,
yoksa l LTI £ S PR 5’-niikleotidaz eksikligi
} AZA Artirihir Parvovirus infeksiyonu

Devam



SONUC

Tioplirine S-metiltransferaz (TPMT) AZA, 6-MP ve TG gibi tiopiirin
ilaclarinin metabolizmasinda major rol oynamaktadir

TPMT aktivitesi polimorfiktir, %10°u heterozigot aktivite diisiik ve
1/300’iinde aktivite ¢ok diisiik/yoktur

Tiopiirin 1laglarin standart dozuyla tedavi olan hastalarda TPMT
aktivitesi diisiik veya yoklugunda hizla hematolojik toksisite
gelismektedir

TPMT genotipleri eritrositlerde In vivo enzim aktivitesi ile korelasyon
gostermekte

TPMT genotiplerinin tespiti klinisyenler i¢in giivenilir bir metottur
(6zellikle RBC fenotipinin tespit edilemedigi yerlerde), TPMT eksikligi
tespit edilen hastalarda diisiik tiopiirin ila¢ dozuyla tedaviye baslamak
toksisite riskini azaltmaktdadir
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