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SUMMARY

Most medications exhibit wide interindividual variability in their efficacy and toxicity.
Potential cduses for this variability are the nature and severity of the disease being treated, the
individual’s age and race, organ function, concomitant therapy, drug interactions, and
secondary disorders. Although these factors are often important, inherited differences in the
metabolism and disposition of drugs, and genetic polymorphisms in the targets of drug
therapy (e.g. receptors, enzymes) have an even greater influence on the efficacy and toxicity
of medications. Pharmacogenetics uses genome-wide approaches to identify the network of
genes that govern an individual’s drug response. In this thesis, the possible clinical benefit of
pharmacogenetics in combination with therapeutic drug monitoring (TDM) of

immunosuppressants were studied and exemplified.

Thiopurine drugs, such as azathioprine, 6-mercaptopurine and 6-thioguanine are well
established immunosuppressive agents, in the treatment of lymphoblastic leukemia, solid
organ transplantation and autoimmune diseases. However, adverse drug reactions, toxicity,
delayed onset of action and therapeutic failure limited their use. The drugs are metabolized,
in part, by the thiopurine S-methyltransferase (TPMT), which displays a genetic
pblymorphism. More than 11% of the Caucasian population are heterozygous or homozygous
‘carriers of TPMT mutants. Patients with low or absent TPMT activity have an increased risk
for severe side effects, like myelosuppression.

Based on this genetic variability, a model system of pharmacogenetics-orientated TDM was
developed, which should illustrate the process by which individualized drug therapy can be

transferred into the clinic.

Genetic determination of TPMT was carried out by PCR technology followed either by
sequence or melting curve analysis for the most frequent single nucleotide polymorphisms
(SNP) TPMT*2, *3A, *3B, *3C and *7. The heterozygosity rate amounted of to 9% and
corroborate the observed ethnic prevalence in Caucasians (7-14%). The dosage for these
heterozygous individuals had to be decreased to 50-60% of the standard dose.

In addition, the promoter region of the TPMT gene was analyzed for the variable number of
tandem repeats (VNTR) and its influence to the regulation of gene expression. However, no

correlation was found between the VNTR’s and the TPMT activity.



Since enzyme activity can be influenced by several factors, a TPMT activity assay was
performed to investigate enzyme alteration. Although in-vitro enzyme induction and in-vivo
inhibition by e.g. sulfasalazine derivatives were reported, intraindividual TPMT activities
varied not significantly in our collectives. However, a strong genotype/ phenotype correlation
led to an improved assessment procedure. Since the minority of the subjects are heterozygous
carriers for a non-functional allele of TPMT and need a dosage downscaling, in future, only
individuals with an enzyme activity below the cut-off concentration of 45.5 nmol
MTG/g*Hb*h™, will be genotyped. This will decrease the number of expensive genotyping
assays by about 60%.

Metabolite profiling was established for 6-mercaptopurine (6-MP), 6-thioguanine (6-TG) and
6-methylmercaptopurine (6-MMP) using an HPLC-UV method. The 6-TG levels correlated
well with the therapeutic efficacy. The 6-MMP levels were helpful in cases of dosage up-
scaling. Elevated 6-MMP levels - rather than an increase in target 6-TG levels - were
observed in non-responding patients. With the drug concentration measurements, assumed
drug-induced toxicity, therapy failure and compliance control were studied and evaluated. The
relevant findings included, that despite therapeutic 6-TG levels treatment failure was observed
often and the majority of adverse drug reactions were not related to either increased 6-TG or

6-MMP levels.

This investigation underlines the trend towards personalized, tailor-made medicine. The
evaluation of metabolite measurements together with genetic data of each patient allowed to
set up an individual dosage strategy. This strategy offers clinical advantages for non-
responders of thiopurine drug therapy and for those, genetically determined at risk for'adverse
reactions. Non-responders profited from a dosage up-scaling, which could be monitored more
specific due to metabolite profiling rather than simple hemograms and congenitally

predisposed patients were prevented from acute side effects.



ZUSAMMENFASSUNG

Viele medikamentdse Behandlungen zeigen groBe interindividuelle Variabilitdt in ihrer
Wirksamkeit und Toxizitdt. Mogliche Griinde fiir diese Variabilitit sind die Art und der
Schweregrad der zu behandelnden Krankheit, das Alter und die Zugehérigkeit des Patienten,
Begleittherapie, Arzneistoffinteraktionen sowie weitere Erkrankungen. Diese Faktoren sind
oft sehr wichtig, trotzdem haben angeborene Unterschiede in Arzneistoffmetabolismus und -
disposition sowie genetische Polymorphismen in therapeutischen Zielstrukturen (z.B.
Rezeptoren, Enzyme) einen groBeren Einfluss auf die Wirksamkeit und Toxizitit von Arznei-
stoffen. Die Pharmakogenetik nutzt Genom-weite Ansitze um den Zusammenhang zwischen
Genen aufzuzeigeh, welche die individuelle Arzneimittelantwort steuern. In dieser Arbeit
wurde der mogliche klinische Nutzen der Pharmakogenetik in Kombination mit
therapeutischer Uberwachung von Medikamentenspiegel am Beispiel der Immunsuppressiva
untersucht.

Purin-Analoga, wie Azathioprin, 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin, sind bekannte
Immunsuppressiva in der Behandlung von lymphoblastischer Leukidmie, Organtrans-
plantationen und Autoimmunkrankheiten. Nebenwirkungen, verzdgerter Wirkungseintritt und
Therapieversagen schrinken den Gebrauch dieser Medikamente ein. Fiir die Metabolisierung
ist teilweise die Thiopurine S-methyltransferase (TPMT), ein polymorphes Enzym,
verantwortlich. Mehr als 11% der kaukasischen Bevolkerung sind entweder heterozygote oder
homozygote Triger von Mutationen im TPMT Gen und haben eine eingeschrinkte Enzym-
aktivitdt. Patienten mit niedriger oder fehlender TPMT Aktivitdt haben ein erhhtes Risiko an
schweren Nebenwirkungen, wie z.B. Myelosuppression, zu erkranken.

Am Beispiel dieser genetischen Variabilitit und Messungen von Metabolitenkonzentrationen
im Blut wurde ein Modellsystem fiir pharmakogenetisch-orientierte Medikamentenspiegel-
Uberwachung entwickelt. Dieses Modell soll zeigen, wie individualisierte Arzneimittel-

therapie in den Klinikalltag iiberfiihrt werden kann.

Die genetische Bestimmung des Enzyms TPMT wurde fiir die bekanntesten Einzelbasenpaar-
Polymorphismen (SNP) TPMT*2, *3A, *3B, *3C and *7 mittels PCR Technik und
anschlieBender Sequenzierung oder Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Der Anteil
heterozygoter Triger betrug 9% und bestitigte die beobachtete Privalenz in der kaukasischen
Bevolkerung (7-14%). Die Dosis fiir diese heterozygoten Patienten musste auf 50-60% der

Standarddosis reduziert werden.



Zusitzlich wurde die Promoterregion des Gens auf die Anzahl variabler Basenpaar-
repetitionen getestet und der Einfluss auf die Regulation der Genexpression analysiert. Es
wurde jedoch kein Zusammenhang zwischen Anzahl der Repetitionen und Enzymaktivitit
gefunden.

Weil die Enzymaktivitit durch mehrere Faktoren beeinflusst werden kann, wurde eine TPMT
Aktivitdtsmessmethode entwickelt. Obschon in-vitro Enzyminduktion und in-vivo Enzym-
hemmung z.B. durch Sulfasalzin-Derivate berichtet worden sind, variierten die intra-
individuellen TPMT Aktivititen nicht signifikant. Jedoch fiihrte die iiberzeugende Genotyp/
Phenotyp Korrelation zu einem verbesserten Ablauf in der Beurteilung individueller Dosisan-
passungen. Da die Minderheit der Personen heterozygote Triiger eines nicht-funktionalen
TPMT Allels sind und eine Dosisanpassung brauchen, werden in Zukunft nur noch diejenigen
Patienten mit einer Aktivitiit unter einem cut-off von 45.5 nmol MTG/g*Hb*h™* genotypisiert.
Diese Massnahme fiihrte zu einer 60%igen Einsparung teurer DNA-Analysen.

Die Metabolitenbestimmung wurde fiir 6-Mercaptopurin (6-MP), 6-Thioguanin (6-TG) and 6-
Methylmercaptopurin (6-MMP) unter Verwendung einer HPLC-UV Methode etabliert. Die
6-TG Spiegel korrelierten gut mit der therapeutischen Wirksamkeit. Die 6-MMP Spiegel
erwiesen sich bei Fillen von DosiserhShungen als hilfreich: bei Therapieversagern wurden
statt einer Steigerung therapeutischer 6-TG Spiegel erhthte 6-MMP Spiegel beobachtet.
Aufgrund von Wirkstoffkonzentrationsmessungen konnten vermutete Arzneistoff-induzierte
Toxizitét, Therapieversagen und Compliance Kontrolle untersucht und evaluiert werden. Die
wichtigen Ergebnisse beinhalten, dass trotz therapeutischen 6-TG Spiegeln oft Therapie-
versagen beobachtet wurde und dass die Mehrheit von unerwiinschten Nebenwirkungen
weder mit erhShten 6-TG Spiegel noch mit erhdhten 6-MMP Spiegeln in Verbindung
gebracht werden konnte.

Die Untersuchung betont den Trend in Richtung personalisierte, individuell angepasste
Medizin. Die Auswertung der Metabolitenbestimmung zusammen mit den genetischen Daten
jedes einzelnen Patienten erlauben eine einzigartige Interpretation iiber die weiterfiihrende
Therapiestrategie. Patienten, welche keinen Nutzen aus der bisherigen Therapie zogen,
konnten von einer Dosiserhthung profitieren, welche dank Arzneistoffspiegeliiberwachung
spezifischer kontrolliert werden konnte als durch regelmiBige Blutbilder, und genetisch

pradisponierte Patienten konnten vor akuten Nebenwirkungen geschiitzt werden.



