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1 KASUTATUD LUHENDID
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2 SISSEJUHATUS

Tiopuriini metuultransferaas (TPMT, EC 2.1.1.67) @msuum, mis lagundab
tiopuriinravimeid — 6-merkaptopuriini ja asatiopiiimida on aastakimneid kasutatud
leukeemia ravis ning immunosupressiooni saavutdmipéletikulise soolehaigusega

ja susteemsete sidekoehaigustega patsientidebngagptransplantatsiooni jargselt.

Asatiopriinist ja 6-merkaptopuriinist moodustuvadPMT kaudu metaboliseerudes
inaktiivsed metadlmetaboliidid. Tiopuriini analodgi standardannuste kasutamisel
TPMT puudulikkusega patsientidel vdivad aktiivsedtioguaniinnukleotiidid
(6-TGN) kuhjuda ja pdhjustada korvaltoimete sagaseniKdrvaltoimete tekkerisk
tiopuriinide kasutamisel on suurem patsientide§ kannavad geneetilist mutatsiooni

TPMT kodeerivas geenis ja omavad seetdttu madal@Ridil aktiivsust.

TPMT fenotiidbi maaramine enne ravi alustamist tibpdega vdimaldaks
kdrvaltoimetest ohustatud patsientidel kasutadandstalannustest vaiksemaid
annuseid. Teisalt on ka normaalse voi kdrge TPMiivakisega patsiendid ohustatud
kdrvaltoimetest kui samaaegselt tiopuriinidega katskse ravimeid, mis inhibeerivad
TPMT aktiivsust. In vitro uuringud kinnitasid, et aminosalitstitlhappe dexdid
parsivad TPMT aktiivsust. Seetdttu maaratakse qatisiel enne ravi alustamist
tiopuriini analoogidega TPMT aktiivsus kas radioake meetodiga VOi
kdrgefektiivse vedelikkromatograafiaga (HPLC).

Kuna Eestis TPMT aktiivsust praegu veel ei maarsita,oli t66 eesmargiks tb6tada
valja HPLC pdhine meetod TPMT aktiivsuse maaransis8elleks otsustati maarata
TPMT aktiivsus inimese eritrosuitides sajal terwabatahtlikul, leidmaks
referentsvaartused Eesti populatsiooni jaoks newgtadain vitro eksperimendid
TPMT aktiivsuse maaramiseks inimese erutrosuitiéemevate ravimite Kkui
potentsiaalsete TPMT inhibiitorite juuresolekulgimaks, millised ravimid lisaks

aminosalitsuitlhappe derivaatidele inhibeerivad TPMiivsust.



3 KIRJANDUSE ULEVAADE

3.1 Puriini analoogid ja nende metabolism
6-tioguaniin (6-TG), 6-merkaptopuriin (6-MP) ja &egriin on tiopuriini analoogid -
antimetaboliitide klassi kuuluvad tsttotoksilisedimid, mille peamine naidustus on

Immuunosupressiivne ja antiproliferatiivne toimé [1
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6-merkaptopuriin asatiopriin 6-tioguaniin

Joonis 1.Tiopuriini analoogide keemiline struktuur [2, 3].

6-MP (GH4N4S) on hipoksantiini analoog. Asatiopriin otGN;O,S) on 6-MP
imidasoltdli derivaat ja 6-TG @EsNsS) on guaniini sulfhtdritlanaloog. Koik
tiopuriinid on toimemehhanismilt puriini antimetdidid [4]. Asatiopriin laguneb
organismis kiiresti 6-MP, mis muudetakse taiendavaktaboliitideks ja mis
omakordade novainhibeerivad puriinide stinteesi. Kirjanduse andieetuginedes on

leitud, et tiopuriini analoogide terapeutiline jaeksiline toime on seotud 6-TGN
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Joonis 2. Tiopuriinide biotransformatsioon.
6-MP-6-merkaptopuriin; 6-MMP-6-metlldlmerkaptopuriiXXO-ksantiini oksudaas;

TPMT-tiopuriini metadltransferaas; HPRT-hupoksantiifosforibosuultransferaas;
IMP-inosiin monofosfaat; GMP-guanosiin monofosfiat7].



Asatiopriin muudetakse organismi sattudes kiiréstP, mis laguneb moéodda kolme
konkureerivat metabolismi rada. Kui 6-TGN moodusgeni viiv metabolismi rada

on osaliselt voi taielikult Ulekaalus (see saalmtala kui inhibeerida ensiime
ksantiini okstdaasi ja/véi TPMT), kujuneb tiopurilanalooge standardannustes
saavatel patsientidel vaga kdrge 6-TGN kontsemb@ts See omakorda voib viia

eluohtliku mielosupressiooni tekkimiseni [8].

TPMT on oluline enstiiim tiopuriini analoogide metéuis [9] ning on leitud, et
TPMT aktiivsus eritrotstttides korreleerub hastiMIIP aktiivsusega maksas ja
neerudes, mistottu maaratakse TPMT aktiivsus sagelitrotsidtides [10].
Varasemates to6des on naidatud, et erttrosuutitr Taktiivsuson poordvordelises
seoses tsutotoksiliste tiopuriini analoogide melidglt® moodustumisega ehk siis
mida kérgem on TPMT aktiivsus, seda madalam on G& Ttase erutrotsidtides ja
vastupidi[11].

3.2 TPMT aktiivsus populatsioonis

Enamik bioloogilisi tunnuseid on populatsiooni tadia kirjeldatavad normaal- ehk

Gaussi jaotuskdveraga.

1980.-ndal aastal avastasid Weinshilboum ja SlaeeKPMT aktiivsus populatsiooni
tasandil on trimodaalne. Uurimuses osales 298 |Jikulis valitud isikut, nendest
88,6 % tuvastati eritrotsuitides kdrge TPMT aktisssning nad arvati olevat
homosiigoodid kérge ensuiiimi aktiivsusega alleeliMTP, ing. k. high activity
suhtes; 11,1 % tuvastati keskmine TPMT aktiivsusgd arvati olevat heterosiigoodid
(TPMTY/TPMT", ing. k.low activity); 0,3 % puudus ensiiiimi aktiivsus taielikult ning

nad arvati olevat homosiigoodid madala aktiivsusdigali (TPMT) suhtes.

TPMT aktiivsus 1 U oli defineeritud kui 6-MMP moastumine 1 nmol/ml
hematokriti kohta parast 60 minutilist inkubeerin83 °C juures (Joonis 3) [12].
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TPMT aktiivsus, U/ml hematokriti kohta

Joonis 3.TPMT aktiivsus erutrotsuutides valgetel ameerildbgt?2].

Hilisemates uuringutes on leitud kinnitust vaitelet, TPMT aktiivsus inimese
erutrotsuttides on geneetiliselt determineeritudyrgeneetilise polimorfismi kandlus
vastavas geenis pohjustab TPMT puudulikkuse [1B, 14

3.3 TPMT aktiivsuse analtidsimeetodid

Esimene meetod, mida kasutati TPMT aktiivsuse nmigeks tootati valja aastal
1978 ja see oli radiokeemiline meetod, kus kasugatioaktiivset'*C maérgistusega
metuulrihma doonorit. 6-MP tekib TPMT kaudu met&sdrudes 6-MMP. Selles
reaktsioonis osaleb metidlrihma doonorina S-adémdsihetioniin (SAM), mis
muutub péarast mettdlrihma loovutamist S-adenostéhidfhotsisteiiniks (SAH).
Metadlrihma aktseptoriteks on tiopuriinid, naiteBsMP, mis seob vabanenud
metidlrihma endaga muutudes 6-MMP (Joonis 4) [15].
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Joonis 4.6-merkaptopuriini metaboliseerumine TPMT kaudu [15]



1994. aastal to6tasid kaks uurimisrihma Lennandifig Jacqz-Aigrain jt. Uksteisest
sOltumatult valja mitte-radioaktivse HPLC pdhiseeetodi maaramaksn vitro
6-MMP moodustumist [16, 17]. Metuulrihma doonork@sutati mitte-radioaktiivset
SAM. Mdlemad uurimisgrupid leidsid, et esines tugevrelatsioon HPLC meetodi ja
radiokeemilise meetodiga saadud tulemuste vah@|g8> P<0,0001) [16, 17].

Viimastel aastatel on TPMT aktiivsuse maaramisekanpselt kasutatud HPLC
pdhiseid meetodeid nii UV, DAD kui ka fluorestsetaektoriga. Iga labor on vélja
téotanud just neile sobiva meetodi, lahtudes oleteaast aparatuurist ja selle
kasutamise voOimalustest ning seepérast erinevadl meeetodid Uksteisest nii
mobiilfaaside koostise, pH, analldtiliste lainepikie, slstemahtude, proovi
ekstraheerimismeetodite ja anallusi kestvuse podfastavalt kirjanduse andmetele
on anallidsi teostamiseks pohiliselt kasutatud gaéasd Gg kolonne, milles

sorbendiosakeste 1abimddt onudn voi 3um, kolonni mdddud olid peamiselt 125 x 4

mm, kuid kasutatud oli ka [ihemaid ja pikemaid kwle.

Peamiselt kasutati analitsimiseks UV detektorigastatud HPLC siisteemi, sest see
on detektoritest kdige laialdasemalt levinud ja va@sha. Lainepikkus, mille juures
mOootmisi teostati oli enamasti 290 nm. Sustemaht® Rolonni oli keskmiselt 5@

ja voolutiks peamiselt kas naatrium- voi kaaliunadimikfosfaatpuhver, millele lisati

erinevates kogustes orgaanilist komponenti. Voghitivarieerus vahemikus 2,5-7,9.

Kuna anallusid teostatakse hemolliisaadi lahusest,ololine enne kromato-
grafeerimist proove t6odelda, et valtida analigeilikolonni saastumist. Proovide
téotlemiseks on kirjanduses kasutatud erinevaidtodesd, millest levinumad olid
vedelik-vedelik ekstraheerimise meetodid. Peamisafiutati ekstraheerimiseks kas
kloroform/2-propanool segu vOi perkloorhapet, kuieidus ka teisi tootlemis-

meetodeid, mida on l&hemalt kirjeldatud materjajadlmeetodite peatuikis.

Ulevaade erinevatest kirjanduses toodud HPLC pétisheetoditest koos kirjanduse
viidetega on esitatud tabelis 1. Lisaks erinevaatallusitingimustele on tabelis
toodud iga meetodiga maaratud TPMT aktiivsuse u&éd ning madalaimad
maaramispiiri vaartused. Samas pole siiani veeldauad thtki artiklit, kus oleks
erinevaid HPLC pdhiseid analliiisimeetodeid omavalieteldud ja analtusitud.



Tabel 1.Ulevaade teaduskirjanduses avaldatud HPLC pohistediilisimeetoditest TPMT aktiivsuse maaramiseks.

TPMT Eluent, pH Kolonn, Detektor, Detekteerimise TPMT Viide
substraat/ voolukiirus lainepikkus piir, siistemaht aktiivsus
maaratav
aine
6-MP/ A: 0,1 % aadikhape Cis; UV, 290 nm 8,31 ng/ml, 4,3-28,7 [3]
6-MMP B: atsetonitriil, mille 125 x 4.0 mm; stistemaht 100l U/ml PRBC;
kogust varieeriti 5um; keskmine 12,0
vahemikus 2-50%, pH 1,0 mli/min U/ml PRBC
vaartus-andmed puuduvad
6-MP/ metanool/vesi (80:20, v/v), Cis; DAD, 303 nm 20 ng/ml, 0,65-18,8 [16]
6-MMP sisaldas 0,1 M 100 x 8.0 mm; slistemaht 5Ql U/ml PRBC;
trietGtlamiini, 5um; keskminel2,9
pH=3,2 saavutati 1,5 ml/min U/ml PRBC
ortofosforhapet kasutades
6-MP/ atsetonitriil/vesi Cis; UV, 280 nm 12,5 ng/ml, 4,7-35,3 [17]
6-MMP (7:93, viv), 250 x 4 mm,; slistemaht 5Ql U/ml PRBC;
mis sisaldas lisaks 0,2 % 5 pm; keskmine 19,3
aadikhapetja 0,1 % DTT{ 1,0 ml/min U/ml PRBC
pH vaartus-andmed
puuduvad
6-TG/ 0,05 M kaalium- Cis; Fluorestsents 0,04 ng/ml, 1,3-68,3 U/gHb; [18]
6-MTG divesinikfosfaatpuhver/ | 125 x4 mm; | EX.315nm slistemaht 3Ql keskmine 38,8
atsetonitriil/ 5um; Em. 390 nm U/gHb
tetrahtdrofuraan 1,2 ml/min

(91:5:4, viv), pH=6,2
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TPMT Eluent, pH Kolonn, Detektor, Detekteerimise TPMT Viide
substraat/ voolukiirus lainepikkus piir, sistemaht aktiivsus
maaratav
aine
6-MP/ vesi/atsetonitriil/ Cis; UV, 290 nm 5 ng/ml, 7,8-27,8 [19]
6-MMP trietGalamiin 250 x 4.6 mm; slistemaht 5Ql U/ml PRBC;
(91,7:8:0,03, v/v), 5um; keskmine 18,2
pH=3,2 saavutati 1,0 ml/min U/ml PRBC
ortofosforhapet kasutades
6-MP/ 0,02 M fosfaatpuhver/ Cis; UV, 289 nm 100 ng/g Hb, Andmed [20]
6-MMP metanool 150 x 6.0 mm; slistemaht 2Ql puuduvad
(86:14, viv), pH=6,4 Sum;
2,5 ml/min
6-MP/ 0,04 M kaalium- Cis; UV, 290 nm Andmed 1) 6-MMP [21]
6-MMP; divesinikfosfaatpuhver/ | 125 x 4.0 mm; puuduvad, 1,1-59,9 U/g Hb;
6-TG/ atsetonitriil 5um; stistemaht 3Ql keskmine 35,8
6-MTG (90:10, viv), pH=7,9 1,0 ml/min U/g Hb
2) 6-MTG
2,5-82,0 U/g Hb;
keskmine 54,4
U/g Hb
6-TG/ 0,05 M fosfaatpuhver/ Cis; Fluorestsents 910 ng/g Hb, 11,3-63,8 U/g Hb; | [22]
6-MTG atsetonitriil/ 150 x 4.6 mm; Ex. 310 nm slistemaht 5Ql keskmine 34,8
tetrahtdrofuraan 5um; Em. 390 nm U/g Hb
(91:5:4, viv), pH=6,2 2,0 ml/min
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TPMT Eluent, pH Kolonn, Detektor, Detekteerimise TPMT Viide
substraat/ voolukiirus lainepikkus piir, sistemaht aktiivsus
maaratav
aine
6-MP/ 0,01 M naatrium- Cis; UV-VIS, 33 ng/ml, Leukeemia haigetel| [23]
6-MMP fosfaatpuhver/ 70 x 3.0 mm; 290 nm slistemaht 2Al lastel :
atsetonitriil 3um; 11,4-55,4 U/g Hb;
(93:7, viv), 0,5 ml/min keskmine 33,3
pH=2,7 saavutati U/g Hb,
ortofosforhapet kasutades tervetel lastel:
48,0-82,0 U/g Hb;
keskmine 62,8
U/g Hb
6-MP/ A: 0,1 M fosfaatpuhvri ja Cis; UV, 280 nm Andmed 5-32 U/g Hb; [24]
6-MMP 6 M tetrabutttlvesinik- | 75 x 4.6 mm; puuduvad, keskmise kohta
fosfaadi segu (pH=5,5) 3um; sustemaht 100l andmed puuduvad
B: metanool, mille kogust 1,0 ml/min
varieeriti 7-30 %
6-MP/ A: 0,02 M kaalium- Cis; DAD, 291 nm 7,5 ng/ml, 10,4-41,7 [25]
6-MMP divesinikfosfaatpuhver | 125 x 4.0 mm; slistemaht 8Ql U/ml PRBC;
(pH=3,5) 5um; keskmine 28,9
B: metanool, mille kogust 1,2 ml/min U/ml PRBC
varieeriti

vahemikus 0-35 %

12




TPMT Eluent, pH Kolonn, Detektor, Detekteerimise TPMT Viide
substraat/ voolukiirus lainepikkus piir, sistemaht aktiivusus
maaratav
aine
6-MP/ vesi/atsetonitriil/ Cis; UV, 280 nm 5 ng/ml, Andmed puuduvad | [26]
6-MMP trietttlamiin/DTT 250 X 4.6 mm); ststemaht 5Ql
(92,7:7:0,2:0,1, v/v), 5um;
pH=3,2 saavutati 1,25 ml/min
ortofosforhapet kasutades
6-MP/ A: 0,03 M ammoonium- Cis; DAD, tapsed 3,3 ng/ml, Andmed puuduvad [27]
6-MMP fosfaatpuhver (pH=2,99)/ 250 x 4.6 mm; andmed stistemaht 5Ql
metanool (98:2, v/v) 5um; puuduvad,
B: sama puhver, mis juhul 1,0 ml/min vahemik oli
A/metanool 295-330 nm
(60:40, viv), pH=2,9
6-MP/ A: 0,03 M ammoonium- Cis; UV-VIS, 4,5 U/ 5x16 Er, Andmed puuduvad [28]
6-MMP fosfaatpuhver 250 x 4.6 mm; 290 nm suistemaht 8Ql
(pH=2,9)/metanool/ 5pum;
(98:2, viv) 1,0 mli/min
B: sama puhver, mis juhul
A/metanool

(60:40, viv), pH=2,9

Kasutatud luhendid: DAD - dioodmaatriksdetektor; GVultraviolett; PRBC (ing. kpacked red blood cells) hematokritt; U=nmol/h/ml,
valjendab ensuumi aktiivsust; Hb - hemoglobiin; W& - ultraviolett-ndhtav ; 6-MTG - 6-metllltioguan 6-TG - 6-tioguaniin; EXEm -

ergastus/kiirgus lainepikkus; Er-ertrotsut.
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3.4 TPMT aktiivsuse normaliseerimine

Soltumata sellest, kas TPMT aktiivsust mééarataksokeemilise voi HPLC pdhise
meetodiga, peab iga labor enne selle meetodi kesletdttu kliinilises praktikas
leidma ensudmi aktiivsuse iseloomustamiseks refevéértused, sest Uheselt
kindlaks maaratud ja aktsepteeritud vaartusi TPMIiiveuse kohta ei esine.
Vaatamata sellele, kas kasutatakse radiokeemili§i WPLC meetodit,
normaliseeritakse  metuleeritud  metaboliidi  moodoshe  erdtrotsidtides.
Normaliseerimiseks on lisaks hematokritile nagu Mgkilboum jt. oma 1978. aastal
IImunud t60s seda tegid [15], teised autorid kasudlahemoglobiini, erutrotsudtide
arvu vOi valgu sisaldust hemolisaadis [17, 20-2%, 20]. Siiani pole teostatud
uuringuid vordlemaks TPMT aktiivsuse tulemusi, man saadud erinevaid
normaliseerimisfaktoreid kasutades. Seeparast &sisubma t66s TPMT aktiivsuse
normaliseerimiseks nii erdtrotsuidtide arvu, hembgto, hematokriti kui valgu

sisaldust ning vordlesin saadud tulemusi normaliseda TPMT aktiivsusega.
3.5 TPMT aktiivsus kooskasutamisel ravimitega

Kirjanduse andmete pd&hjal on leitud, et mitmed behappe derivaadid inhibeerivad
TPMT aktiivsust. Uuringud on naidanud, et olulistlir mangivad inhibeerimisel
asendajad bensoehappe struktuuris ning nende dsat@mhaatses tsuklis. Metoksu-
ja/voi hiadroksuulriihma sisseviimine bensoehappklissié suurendab inhibeerimis-
vOimet. Tugevad TPMT inhibiitorid on 3,4-dimetokSthudroksibensoehape ja
atsetlitlsalitsitlhape. Samuti on naidatud, et daenkarboksuulrihma liitumine

bensoehappe aromaatses tsuklis avaldab inhibeewiust [31].

Sarnaselt  atsetUilsalitsuilhappele  on  pdletikusasta toimega  ravimid
aminosalitstitilhappe derivaadid, naiteks olsalagiiriema metaboliit olsalasiin-O-
sulfaat, potentsiaalsed TPMT inhibiitorid [32].

Antud magistritd0 raames voeti vaatluse alla nstEroidsed pdletikuvastased
ravimid (MSPVR) ja uuriti, millised nendest avaldav TPMT aktiivsusele
inhibeerivat toimet. Uurisime, kas TPMT aktiivsushdjutavad tselekoksiib,
lornoksikaam, paratsetamool, metamisool, ibuprafediklofenak ja piroksikaam.
Kuna kirjanduse pohjal oli teada, et potentsiaalsaedhibiitorid on

atsetuillsalitsitlhape ja olsalasiin, siis olid nesmded antud t60s positiivseks

kontrolliks ning negatiivseks kontrolliks oli ravimmis ei inhibeeri TPMT,
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allopurinool. Jargneval joonisel on toodud
hidrokstubensoehape keemiline struktuur.

COOH

OCH

HO 3

OCH,
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Joonis 5. Uuritud ravimite ja 3,4-dimetoksi-5-hidroksibensgeh keemilised

struktuurid [32-35].
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4 TOO EESMARGID
TOO eesmarkideks olid:

1) Vvalja tootada, optimiseerida ja valideerida HPIo@2etod TPMT aktiivsuse

maaramiseks ja leida referentsvaartused Eesti atgiabni jaoks.
2) Vorrelda TPMT aktiivsuse tulemusi kasutadesesrad normaliseerimisfaktoreid.

3) Uurida, kas MSPVR inhibeerivad TPMT aktiivsuistvitro ja vOivad pdhjustada

ravimite koostoimeid.
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5 EKSPERIMENTAALNE OSA
MATERJALID JA MEETODID
5.1 Kemikaalid

Standardained - 6-MP, 6-MMP, SAM (Sigma, St.LouiglO, USA), DTT
(Boehringer Ingelheim, Heidelberg, Saksamaa). W&ai-2H,O, NaCl, KCl osteti
firmast Janssen Chimica (Geel, Belgia). NaOH (EKdbBl, Bohus, Rootsi). KHPO,
parines firmast Reanal (Budapest, Ungari).

DMSO ja HCI muretseti firmast Sigma (St.Louis, MOSA), perkloorhape (70%-
line) osteti firmast YA Kemia (Helsingi, Soome), HP puhtusega atsetonitriil
(ACN) ja metanool périnesid firmast Rathburn Cheatsic(Walkerburn, Sotimaa).
Kloroform, 2-propanool ja etanool olid parit firma&uka (Buchs, Sveits).

Lahuste ja eluendi valmistamiseks kasutati firmae#rVaponics (Rockland, MA,

USA) veepuhastussiisteemiga puhastatud vett.

Tabel 2.Kasutatud reagentide fuusikalised omadused [35].

Reagendid CASNr. | M(g/mol) | st('C) | kt(’C) | Np | d(g/cm3) | puhtus (%)
6-MP 6112-76-1 170,19 315 98
6-MMP 50-66-8 166,2 221-222 99
SAM 24346-00-7 434,9 - 70
DTT 3489-12-3 154,3 42-43 99
DMSO 67-68-5 78,13 16-19 189 1,479 1,10 99,5
NaH,POs:2H,0 7558-80-7 156,01 60 99,9
KH2PO, 7778-77-0 136,09 - 99
CH;CN 75-05-8 41,05 -48 81-82| 1,344 0,789 99
HCIO,4 7601-90-3 100,46 1,664 70
NaOH 1310-73-2 40,00 318 98,5
NaCl 7647-14-5 58,44 801 99,5
KCI 7447-40-7 74,55 770 1420 - 99
HCI 7647-01-0 36,46 >100 1,200 374
CH;OH 67-56-1 32,04 -98 64,7 1,329 0,791 99
CHCl, 67-66-3 119,38 -63 60-62| 1,445 1,492 99
CsHgO 67-63-0 60,10 -89,5 81-83  1,37F 0,785 >99
C.HsOH 64-17-5 46,07 -114 78 1,360 0,789 99,8
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5.2 Aparatuur

HPLC siisteem koosnes Watétg17 plus Autosampler, Alltech 426 HPLC pumbast,
Waters 486 UV-VIS detektorist ning personaalartutiduritava segu kromato-
graafiliseks lahutamiseks kasutati kolonni Ineft€¥DS-3 Gg, (150 mm x 4.6 mm,
osakeste 1abimoot pm) ja firma Alltech GmbH eelkolonni Platinum;££100A (5
um, 7.5 x 4.6 mm). Kromatograafi t66d kontrollitingi andmeid koguti ja t66deldi

Kromex 32S programmi abil (Akrom-EX OU, Tartu).
5.3 Eluendi ja lahuste valmistamine

Eluendina kasutati 0,04 M naatriumdivesinikfosfadyri (pH=7,9) ja metanooli segu
(80/20, viv).

Naatriumdivesinikfosfaatpuhver valmistati 0,1 M N&@:2H,O lahustamisel

deioniseeritud vees ja pH seati 7,45 kontsentteeNaOH lahusega.

PBS (fosfaatpuhverdatud isotooniline soolalahudmisati 80 g NaCl, 2 g KCI,
7,65 g NaHPO»2H,0 ja 2 g KHPO, lahustamisel 1 liitris vees ja pH seati 7,40

kontsentreeritud NaOH lahusega.

6-MP lahustati 1 M NaOH ja neutraliseerimisekstligaurde sama palju 1 M HCI.
SAM ja DTT lahustati deioniseeritud vees. 6-MMP Uaé valmistamiseks lahustati
5,7 mg ainet 1,14 ml 0,1 M NaOH ja 8,86 ml vee segaades niimoodi 6-MMP
pdhilahuse kontsentratsiooniga 0,5 mg/ml. Seda slathoiti —80 °C juures ja

analliiside teostamiseks tehti vahetult enne ekapati vastavad lahjendused.
5.4 TPMT aktiivsuse maaramine

6-MP TPMT kaudu moodustuv peamine metaboliit on I8 Erinevad meetodid
TPMT aktiivsuse maaramiseks pohinevad 6-MMP moaduise! erttrotstttidems

vitro.

TPMT aktiivsus vaéljendati 6-MMP moodustumine ng/mbrast 60 minutilist
inkubeerimist 37°C juures ja normaliseeriti grammi hemoglobiini, feokriti, 1¢

erltrotstiiitide arvu ja grammi valgu sisalduse kbletaoltisaadis.
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5.4.1 Hemolisaadi ettevalmistamine

Liitium-hepariinkatsutisse voeti 7 ml taisverd, midsentrifuugiti 3200 g juures 3
minutit (RC5C Sorvall Instruments). Parast tseutrfimist eemaldati Pasteuri
pipetiga erltrotsudtide kihilt plasma ja leukotsidiideritrotsttdid pesti kaks korda
PBS puhvriga (1:1, v/v) ja tsentrifuugiti 3200 gifas 3 minutit.

Parast viimast tsentrifuugimist eemaldati eritrotsle massilt PBS kiht.
Erutrotstiitide arvu, hemoglobiini ja hematokriti &rdéimiseks pipeteeriti 10Ql

erutrotsiitide massi 1,5 ml Eppendorfi tuubi jaatis100 ul PBS puhuvrit.
Erltrotsiiitide arv, hematokritt ja hemoglobiin nadati TU Kliinikumi Uhend-
laboris.

Uude 8 ml tuubi pipeteeriti 1 ml erttrotsiitide sigs lisati 4 ml puhastatud vett.
Saadud hemollsaat tsentrifuugiti 13000 g juures midutit (RC5C Sorvall
Instruments). Supernatant sailitati -80°C juuresaratniseni. Sellise temperatuuri
juures pusib TPMT aktiivsus hemoliisaadis stabids§3).

5.4.2 Proovi ettevalmistamine inkubeerimiseks TPMBubstraadi 6-MP

Proovi inkubeerimiseks pipeteeriti 3 ml klaasiathiu50 ul 6-MP ( kontsentratsioon
proovis 1 mM) ja 25ul segu, mis koosnes SAM (4M) ja DTT (1 mM), 200ul
hemolilsaati ja 12kl 0,1 M fosfaatpuhvrit (pH=7,45). Proovi koguruumga 400ul

inkubeeriti 37 °C juures 60 minutit.
5.4.3 HPLC tingimused 6-MP ja 6-MMP méaaramiseks

Peale proovi inkubeerimist reaktsioon peatati Satesel ACN. 40Qul proovile lisati

2 ml ACN, loksutati ja jaeti —20 °C 30 minutiks s@ia. Protsessi kdigus eraldus kaks
kihti, Glemine ehk orgaanika kiht eemaldati ja kaeise tuubi. Alles jadnud proovile
lisati veel 1 ml ACN, loksutati ja jaeti uuesti 3finutiks —20 °C juurde, millele
jargnes uuesti orgaanilise kihi eemaldamine. Kogubugaanilised kihid liideti ja
puhuti 6huvooluga kuivaks, moodustunud sade latiuges 100ul eluendis. 6-MMP
sisaldust analtusiti lainepikkusel 290 nm.

Kolonni sistiti 40ul proovi eluendi voolukiirusel 1,3 ml/min, detektaeisaeg oli
keskmiselt 20 minutit.
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5.5 Meetodi véljatbotamine TPMT aktiivsuse maaramieks Eesti populatsioonis
Meetodi valjatddtamine koosnes jargmistest etagbide

| kromatograafilise meetodi véljatbétamine - 6-MMP maaramiseks hemolisaadis
tehti kindlaks sobiv vooluti koostis, vooluti pH aus ja eluendi voolukiirus,
detekteerimiseks sobiv lainepikkus, ektraheerimetio@, ststeruumala. Erinevates
kontsentratsioonides standardlahuste abil kooskatibreerimisgraafik 6-MMP

kvantitatiivseks maaramiseks.

Il enstiimkineetika mddtmine —uuriti ensttimreaktsiooni kineetikat (hemollisaadi
hulga ja inkubeerimisaja varieerimise méju 6-MMP adostumisele, inkubeerimine
koos ja ilma SAM, 6-MP ja SAM kontsentratsioonidarieerimine proovides ning

neile vastavate Kja Vmax vVaartuste leidmine).

[l meetodi valideerimine — selles etapis maarati saagis, selektiivsus, odeet
moodtetapsus ja kordustapsus, analtudi stabiilsusim@alne maaramispiir ja

minimaalne kvantifitseerimispiir.
5.6 Raviminteraktsioonide uurimine

Vaatluse alla vbeti 8 erinevat ravimit: tselekolisilornoksikaam, paratsetamool,
metamisool, ibuprofeen, diklofenak, piroksikaamsetifiisalitstiilhape, eesmargiga
valja selgitada, millised neist ravimitest voivaghibeerida TPMT aktiivsust. Oli
teada, et potentsiaalsed TPMT inhibiitorid on @sah ja atsetlilsalitstitilhape,
allopurinool oli negatiivseks kontrolliks, mis TPMTei inhibeeri. Teiste
pdletikuvastaste ravimite kohta puudusid andmed,rnad inhibeerivad TPMT. Selle
valjaselgitamiseks valmistati ette proovid, milleavimi I6ppkontsentratsioonid
varieerusid 0-1000uM. Proovid koosnesid 20 hemolusaadist, 5Qu 6-MP
(2 mM), 25 ul SAM (40 uM) ja DTT (1 mM) segust, 125 fosfaatpuhvrist
(pH=7,45) ja lisati 1Qul ravimilahust, mille kontsentratsioonid olid vasit O, 1, 10,
50, 100 ja 100@M. Proove inkubeeriti 1 h 37C juures, sadestati ACN ja analtiusiti.

Jargnevas peatukis kirjeldatakse tdpsemalt tebidda saadud tulemusi.
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6 TULEMUSED JA ARUTELU

Reeglina on terapeutilise ravimi monitooringu (ifkgtherapeutic drug monitoring
aluseks ravimi seerumi kontsentratsiooni maaramméle jargi toimub ravimi
annuse kohaldamine. Selline lahenemine pole asatio 6-MP puhul rakendatav.
Peale suukaudset manustamist on seerumis leitakstksi vaga vaikesed kogused
ravimist, kuna ravim elimineeritakse kiiresti (pe@irtusaeg 0,9-1,5 h) ja ravimil on

kalduvus kiiresti laguneda vaavlit sisaldavateksvaatideks.

Populatsiooni pdhised farmakokineetilised uuringad naidanud, et patsiendil
maaratud tiopuriini analoogide seerumi kontsentvats ja ravi efektiivsuse ning
kdrvaltoimete esinemise vahel korrelatsioon puudGisaliselt on see seletatav
sellega, et farmakoloogiliselt aktiivsed on ainuitetaboliidid, mitte tiopuriini

analoogid ise. Seetfttu kasutatakse tiopuriinravividualiseerimiseks TPMT

aktiivsuse maaramist [36].

Eestis TPMT aktiivsust praegu veel ei maarata. €6émargiks oli valja tootada
HPLC pdhine meetod TPMT aktiivsuse maaramiseks, mihineb 6-MMP

moodustumisel eritrotstdtides vitro. Lisaks uurisime, millised ravimid véivad
osutuda potentsiaalseteks TPMT aktiivsuse inhiliigks ja pdhjustada

kooskasutamisel tiopuriinravimitega koostoimeid.
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6.1 Kromatograafilise meetodi véljatb6tamine
6.1.1 Kasutatava vooluti sobivuse kontroll 6-MMP méaramiseks

Vooluti sobivuse kontrollimiseks kasutati spaigitugsilahuse ja hemolisaadi proove.

HemollUsaadi proovid valmistati analtusiks ettel&iisel ACN.

Esialgu valiti voolutiks vastavalt kirjanduse aretele [37] 0,04 M fosfaatpuhvri
(pH=7,90) ja ACN segu (90/10, v/v). Voolukiirus dli ml/min. Sellise koostisega
vooluti kasutamisel saadi 6-MMP retentsiooniajaBsniinutit, 6-MP 2,8 minutit ja
DTT 10 minutit. Seejarel varieeriti puhvri ja atseitriili kogust eluendis sooviga

luhendada 6-MMP retentsiooniaega:
a) fosfaatpuhver/ACN (88/12, v/v) - 6-MMP piik kastosaliselt DTT piigiga;

b) fosfaatpuhver/ACN (86/14, v/v) - muutus piikittelonnist véljumise jarjestus,
6-MMP piik oli eespool DTT piigist ja nad kattusidaliselt;

c) fosfaatpuhver/ACN (85/15, v/v) - DTT ja 6-MMPigid saadi kill lahku, kuid
6-MMP piik oli 6-MP piigist halvasti lahutunudi;

d) fosfaatpuhver/ACN (80/20, v/v) - tulemus oli sammis eelneva vooluti

kasutamisel.

Lisaks selgus, et kui vooluti koosnes fosfaatpuZN segust (90/10, v/v), oli
uuritava 6-MMP piigi all segav piik hemoliisaadiseetdttu asendati vooluti
koostises olev ACN metanooliga ja varieeriti metandogust. Voolukiirus jaeti

esialgu samaks, s.t. 1 ml/min.

Testiti 3 voolutit : 1) fosfaatpuhver/metanool (B0/ v/v) - sellise vooluti kasutamisel

ei taheldatud 20 minuti jooksul 6-MMP piiki ja aiiéb [Gpetati.

2) fosfaatpuhver/metanool (85/15, v/v) - DTT pilknus nahtavale 18 minuti juures,
aga analluis I0petati 20 minuti parast, kuna 6-MMithyd selleks ajaks veel

kolonnist véljunud.

3) fosfaatpuhver/metanool (80/20, v/v) - 6-MMP pak ndhtav 19 minutil, kuid oli

lai ja lame.

Kuna voolukiirusel 1 ml/min oli 6-MMP piigi retent®niaeg pikk ning piik ise oli lai
ja lame, suurendati voolukiirust. Voolukiirust veriti 1-1,5 ml/min, kdige paremaks

osutus piikide lahutuvuse seisukohalt voolukiiry8 il/min ja vooluti koostisega
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0,04 M fosfaatpuhver (pH=7,90)/metanool (80/20,)v/6-MMP retentsiooniajaks
saadi keskmiselt 14 minutit. Samuti oli oluline, jgiigi alune ja Umbrus olid

segavatest piikidest puhtad.

Allpool toodud valemeid kasutades arvutati valjaigipi asimmeetriafaktor,
lahutuvuskriteerium, kolonni teoreetiliste taldri&u arv, selektiivsusfaktor ning

analuidi mahtuvusfaktor.

e analtidi mahtuvusfaktor:

e kolonni teoreetiliste taldrikute arv

2
N = 554-[ e ]
W1/2

e piigi asummeetriafaktor

A =T

Wl
e lahutuvuskriteerium

_ tR(A) _tR(B)
s =
085' (W1/2(A) - Wl/2(B))

e selektiivsusfaktor
K's
a=——

K a
Parameetrid:gt- retentsiooniaegjit- surnud aeg, w - piigi laius poolel kérgusel, w
— piigi laius kdrgusel, mis on 10 % piigi korgusga].
Vastavad vaartused 6-MMP piigi jaoks olid: mahtdaktor k'=6,92; kolonni
teoreetiliste taldrikute arWN=4798; piigi astimmeetriafaktoAs=1,33; lahutuvus-

kriteeriumRs=5,15]ja selektiivsusfaktoro. =1,45.

Mahtuvusfaktor kirjeldab aine kolonnis likumisdrkist ja heaks tulemuseks loetakse

kui kK~ vaartus on vahemikus 1<k’<20 ja vaga heakskkon vahemikus 2<k’<10.

Teoreetiliste taldrikute arvu kasutatakse kromaafilise kolonni efektiivsuse
iseloomustamiseks. Kromatograafilise kolonni efgktiseks nimetatakse kolonni

vOimet takistada mooda kolonni liikuvate aineteotside laienemist.
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Asummeetriafaktori  korral loetakse normaalseks tusir kui As<2.
Lahutuvuskriteerium iseloomustab kromatograafiksisteemi véimet lahutada kahe
komponendi piigid ja piigid loetakse lahutunuks KRé&>1,5 ning ohutu on Kui
Rs=1,7...2.0 [38].

Selektiivsusfaktor iseloomustab ststeemi véimeldada kahte komponenti ja
vaartused peaksid jaddma vahemikku 1,1...1,4, kédeldes lahutuvuskriteeriumiga

ei ole see nii hea nditaja, sest ta ei vota arvaiggde laiust [38].
6.1.2 Detekteerimiseks sobiva lainepikkuse maaramén

Kirjanduse andmetele tuginedes [37] valiti proovidmalllsimiseks UV-VIS
detektoriga lainepikkuseks 290 nm. Testiti ka tl&asiepikkusi: 220, 240, 260, 280,
300, 320, 340 nm. Tulemused on esitatud tabeldeBde andmete pohjal oli 6-MMP

piigi kdrgus kdige suurem lainepikkusel 290 nm.

Lisaks sellele anallisiti  proovi ka dioodmaatridstttoriga (DAD) ning kdige

intensiivsemat neeldumist taheldati 290 nm juuseektrid on toodud lisas 1.).

Tabel 3. 6-MMP piigi kdrguse ja pindala vaartused erineviati@epikkustel.

Lainepikkus | 6-MMP piigi 6-MMP piigi
A(nm) kdrgus (mV) pindala (mV*min)
220 316 175
240 113 57
260 107 43
280 414 251
290 487 282
300 254 129
320 21 5
340 Piik puudus Piik puudus
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6.1.3 Vereproovide to6tlemiseks sobiva meetodi lerdne

Sobivaima metoodika leidmiseks kasutati erinevai@kduses toodud ja meie laboris
valja tootatud meetodeid:
e kloroform/2-propanool segu :
a) 90 % kloroform ja 10 % 2-propanool [21]
b) 80 % kloroform ja 20 % 2-propanool [26]
e 70%-line perkloorhape [23, 28]
e ACN (meie laboris vélja to6tatud)
e metanool (meie laboris vélja to6tatud)
e proovi kuumutamine 3 minutit 12@ juures [22, 25]
e etanool [3]
TOO teostamiseks valmistati ette rida proove, ndik kisaldasid 20 hemolusaati,
25 ul DTT (1 mM) ja SAM (40uM) segu, 50ul 6-MP (0,6 mM) ja 12511 0,1 M
fosfaatpuhvrit pH=7,45. Proovid toodeldi jargnevalt

6.1.3.1 Tootlemine kloroform/2-propanool seguga

Proovile lisati reaktsiooni peatamiseks 1 ml klorofi-2-propanooli segu (90/10, v/v),
seejarel segati proovi 10 minutit miniloksutil jaentrifuugiti 13000 g juures 10
minutit. Eraldus 2 kihti, millest analtutsiks voetilemine kiht. Stustemaht HPLC
kolonni oli 40pul. Sellist meetodit kasutades ei dnnestunud saeskvalt intensiivset
6-MMP piiki (piigi kbrgus oli 29 mV ja pindala 5,7&V*min).

Teisel juhul lisati proovile parast inkubeerimistn® kloroform/2-propanool segu
(80/20, viv), segati ja tsentrifuugiti 13000 grjes (temperatuuril +4C ) 10 minutit.
Ulemine kiht eemaldati, puhuti 8huvooluga kuivaisghustati 25l mobiilfaasis.
Analtusiks sustiti HPLC kolonni 4Qu proovi, kuid 6-MMP piik oli halvasti
lahutunud teistest piikidest (piigi kdrgus oli 186/ ja piigi pindala 57,77 mV*min).

6.1.3.2 Proovide sadestamine 70%se perkloorhappega

Parast inkubeerimist lisati proovile reaktsiooni ag@niseks 100ul 70 %
perkloorhapet. Proovi loksutati miniloksutil ja meefuugiti seejarel 10 minutit
13000 g juures. Analtusiks koguti 3Q0supernatanti ja kolonni sustiti 40 proovi.
6-MMP piik oli madala intensiivsusega ja lai (pilgdrgus 72 mV ja pindala 35,65

mV*min).
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6.1.3.3 Tootlemine atsetonitriiliga

Proovidele lisati reaktsiooni peatamiseks 1 ml Addksutati ja viidi 30 minutiks
—20 °C kilmruumi seisma. Eraldus 2 kihti, millest Gletniggaanilist faasi koguti
~ 800yul ja see kanti uude tuubi ning puhuti dhuvoolugavaks. Jarelejganud sade
lahustati 10Qul mobiilfaasis ja analttsiks voeti 40. 6-MMP piik oli simmeetriline

ja intensiivne (piigi kdrgus ja pindala olid vasatv300 mV ja 145,19 mV*min).

6.1.3.4 Tootlemine metanooliga

400 pl inkubeeritud proovile lisati 40@l metanooli. Proovi segati miniloksutil 15
minutit ja tsentrifuugiti 4000 g juures 10 minuit4 °C). Supernatant eraldati ja
analtiisiti. 6-MMP piik oli madala intensiivsusegaidi korgus oli 58 mV ja piigi
pindala 18,24 mV*min).

6.1.3.5 Proovide kuumtootlemine

Reaktsioon peatati proovi kuumutamisega $€0juures 3 minutit, parast jahtumist
proovi tsentrifuugiti 2000 g juures 15 minutit (+T&) ja kogutud supernatant
analtusiti. Piik oli asimmeetriline (piigi kbrgusekaadi 229 mV ja piigi pindalaks
100,85 mV*min).

6.1.3.6 Tootlemine etanooliga

Proovile lisati 200ul absoluutset etanooli, seejarel hoiti proovi 10t jd&avannis
ning lisati seejarel 35hl lahust, mis koosnes metanoolist ja 0,1 M HCI §80N/v),
proovi tsentrifuugiti 5000 g juures 5 minutit (¥£€) ja 40 ul supernatanti sustiti
HPLC kolonni. Sellist meetodit kasutades oli 6-Mik lai (piigi kbrgus 71 mV ja
pindala 39,35 mV*min).

Nendele andmetele tuginedes valiti edaspidi readisi peatamiseks ja
vereproovide anallusiks ettevalmistamiseks meieorigbvalja tootatud ACN

téotlemise meetod. 6-MMP piik oli kbrge, hasti lamud ja simmeetriline. Teised
eespool proovitud to6tlemismeetodid andsid kas liitpdala piigi [3, 18, 26, 30] voi
oli 6-MMP piik asimmeetriline ning teistest piikigte halvasti lahutunud [39]

(kromatogrammid erinevate to6tlemismeetodite kamaoodud lisas 2.).

Lehekuiljel 23 toodud valemite jargi arvutati eringy tootlemismeetodite kohta
parameetrid, mis iseloomustavad kromatograafiliseetodi sobivust ja need on

esitatud tabelis 4:
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Tabel 4. Erinevate proovi to6tlemismeetodite vordlus TPMTiigkuse maaramiseks

vereproovides.
Parameeter ACN Kloroform/ Kloroform/ Perkloor- 120°C Etanool Meta-
2-propanool 2-propanool  hape (70%) nool
(90/10, viv) (80/20, viv)
Mahtuvus- 6,92 9,54 9,22 10,25 7,40 8,10 9,12
faktor (k)
Teoreetiliste 4798 3042 3210 2804 2443 1274 2931
taldrikute arv
(N)
Aslmmeetria 1,33 1,50 1,50 1,33 1,30 2,00 1,50
faktor (As)
Lahutuvus- 5,15 2,50 2,35 2,50 1,62 1,76 2,67
kriteerium ;)
Selektiivus ¢) 1,45 1,23 1,24 1,22 1,17 1,23 1,24

6.1.4 Sobiva susteruumala maaramine

Anallusiks sobivaima susteruumala maéaramiseks tisiHLC kolonni jargmisi
ettevalmistatud proovide koguseid: 20, 30, 40,€6®,70, 80 ja 9Qul. 6-MMP piigi
kbrgus ja pindala olid proportsionaalsed sisterdaga Samas oli naha, et

susteruumaladel 70, 80 ja A0 hakkasid piigid nn. “laienema”.

Kdige sobivamaks osutus susteruumala 40 Sellise koguse sustimisel saadi
korralikud piigid ja ei tekkinud ohtu, et kolonnasa lle koormatud ning piigid

asimmeetriliseks muutuksid.

Samuti véimaldas see susteruumala vajadusel Ulesstist 2 korda jarjest sustida.
Parast ACN sadestamist lahustati sade 300 mobiilfaasis, mis kanti Ule

anallilisimiseks vastavasse viaali.
6.1.5 Kromatograafia tingimuste optimeerimise tulenused

Kromatograafia meetodi valjatootamisel leiti jarged optimaalsed tingimused, mida
kasutati edaspidi proovide analtitisimisel:

a) vooluti koostis - 0,04 M fosfaatpuhver (pH=7/@tetanool, (80/20, v/v)

b) voolukiirus -1,3 ml/min, analtusi kestvus 20 ntin

c) lainepikkus - 290 nm

d) proovide ettevalmistamine - t66tlus ACN

e) susteruumala kolonni - 40
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6.2 Enstimreaktsiooni kineetika uurimine

6.2.1 Hemollsaadi hulga varieerimine

Analudsiti 7 proovi, mille koostis oli jargmine: Qqul 6-MP (0,6 mM), 75ul DTT

(I mM) ja SAM (25 uM) segu, 75ul puhvrit ja erinevas koguses (0-3Q0)
hemolusaati ning vett nii, et proovi koguruumala@flo ul. Proove inkubeeriti 1 h
37 °C juures, toodeldi ACN ja analudsiti. Tulemuste jpbtkoostati graafik, mis
naitas, et 6-MMP piigi pindala oli lineaarses s@ltses hemolisaadi kogusest.

Analuiusiks otsustati edaspidi votta 2dthemoltsaati.

140 -
£ oo | Y= 0,42+ 0,004x + 0,27 0,67
5 R? = 0,9996
€ 100 1
g
I 80
£
2 60
R
‘S 40 A
o
§ 20 -
&

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Hemollisaadi hulk,

Joonis 6.6-MMP piigi pindala sdltuvus hemolisaadi kogusest.

6.2.2 Sobiva inkubatsiooniaja maaramine

Proovide anallilisiks sobiva inkubatsiooniaja méaaeksiinkubeeriti proove 0-120
minutit. Koostati graafik teljestikus inkubatsioarg ja moodustunud 6-MMP piigi
pindala, mis andis lineaarse séltuvuse (JoonisKilna enamikes artiklites ol

inkubatsiooniajaks 60 minutit, jaadi selle juurde.

£ 250 y =1,92+ 0,07x + 3,6% 4,78

E R® = 0,9983

Z 200 -

g

S 150 -

£

2 100 |

=

=

a 50 A

=

Llo 0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Aeg, min

Joonis 7.6-MMP piigi pindala sdltuvus inkubatsiooniajast.
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6.2.3 Inkubeerimine koos ja ilma SAM

Selleks, et uurida kas 6-MMP moodustub Uksnes eaatiliselt, kofaktor SAM
juuresolekul, valmistati ette 2 proovi, mis sis&ida200ul hemolusaati, 5@l 6-MP
(0,6 mM), mis oli lahustatud DMSO, 26 DTT (1 mM) ja 125ul puhuvrit.

Esimesele proovile lisati 28 SAM (25 uM), teisele SAM ei lisatud, vaid lisati 28

Selgus, et kui 6-MP lahustamiseks kasutati DMSGrjatkduses [3, 18, 20, 30, 33]
enim kasutatav lahusti, siis moodustus 6-MMP pligktt vordselt nii SAM kui ilma

SAM inkubeeritud proovides.

Samalaadsed tulemused saadi kui uuriti kolme esinaimese verest valmistatud

hemoliisaati.

Lennard jt. [16], Khalil jt. [23] ning Krdplin jt[18, 37] on oma t66des naidanud, et
kui kasutada 6-MMP lahustamiseks DMSO ja kui satastr ja/vdi kofaktori
kontsentratsioon on koérge, esineb DMSO juuresolekuitte-ensiimaatilist
metileerimist (metttlrihma doonoriks on DMSO). iSelé tulemusele j6uti ka antud

to0s.

Mitte-ensiimaatilise metileerimise valtimiseks lahtiss-MP edaspidi 1 M NaOH,
millele lisati enstumreaktsiooni toimumiseks vd&ali neutraalse keskkonna

saavutamiseks sama kogus 1 M HCI lahust. Tulemosessitatud tabelis 5.

Tabel 5. Inkubeerimine koos ja ilma SAM.

Proov nr Lahusti 6-MP jaoks | 6-MMP piigi kdrgus (mV)
1. lima SAM proo DMSC 96
2. Koos SAM proo DMSQO 10¢€
3. llma SAM proo 1 M NaOF 27
4. Koos SAM proo 1 M NaOF 12z
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6.2.4 6-MP kontsentratsiooni varieerimine

6-MP kontsentratsiooni proovides varieeriti vahemsik0-1,2 mM, kofaktor SAM
kontsentratsioon oli seejuures alati @29. Analtlse korrati kolmel erineval péeval.
Tulemusi toodeldiGraphPad Prism 4,0programmi abil, mis vfimaldas méaéarata

Michaelis-Menteni varrandi Mx ja Km vaartused. Kasutati jargmist vorrandikuju:

Y = Vimax* X/ [ K + X ], kus X tahistab substraadi 6-MP kontsentratsioany |
analtiisi kaigus leitud 6-MMP piigi pindala vaartugpax tdhistab maksimaalkiirus,
s.t kiirus tingimustes, kus kogu ensiim on subdigaaseostunud [ES] vormi&,

(Michaelise konstant) iseloomustas substraadi leotatsiooni, mille puhul

reaktsioon on saavutanud poole oma maksimaalkstuse

Saadud andmete pdhjal koostati graafik enstiimieakiskiiruse séltuvus substraadi
kontsentratsioonist ja Lineweaver-Burki graafik.

m 1. pdeva tulemused:
Vi 1775 mV*minh
K= 0,36 mM
A 2 péevatulemused:
Viex= 181,8 mVPminh
K.=037mM
v 3. péevatulemused:
Ve 175,7 mV*minh
K,=035mM

6-MMP,mV*min/h

T T T T T 1
000 025 050 075 100 125 150
6-MP, mM

Joonis 8.Ensuiiimreaktsiooni kiiruse soltuvus substraadi lerttatsioonist.

0.03+
o m 1. paeva tulemused
% A 2. paeva tulemused
= v 3. pdeva tulemused
€ 0.024 P
>
= v
o v
= 0.014
P
©
= /

L} L]

L] L] L] L] 1
50 25 00 25 50 75 100 125
1/6-MP, mMt

Joonis 9.Lineweaver-Burki graafik.
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Kolmel erineval paeval tehtud katse tulemuste dolgi K, ja Vmax keskmised

vaartused: k=0,4+ 0,01 mM (CV=3 %) ja %a=178,3+ 3,1 mV*min/h (CV=2%).

Maksimaalne reaktsiooni kiirus saavutati substraaditsentratsioonil 1,0 mM ning
edaspidi kasutati hemollisaadi inkubeerimisel 6-M# $eda kontsentratsiooni.

6.2.5 SAM kontsentratsiooni varieerimine

SAM kontsentratsiooni muudeti vahemikus 0-5QM, substraadi 6-MP
kontsentratsioon oli 0,6 mM. Anallusi korrati kolkorda erinevatel paevadel,
andmeid toodeldGraphPad Prism 4,@rogrammi abil. Kolmel erineval paeval tehtud
katsetulemuste pdhjal leitikja Vmax keskmised vaartused:

Km=11,4+ 0,8uM ( CV=7 %) ja na=162,3+ 4,3 mV*min/h ( CV=3 %).

150+ B 1. péeva tulemused :
Vimax= 164,7 mV*min/h

Km= 11,0 uM
A 2. paeva tulemused :
Vmax= 157,4 mV*min/h

Km= 10,9 uM
v 3. paeva tulemused :
Vimax= 164,9 mvV*min/h
Km=12,3 uM

6-MMP, mV*min/h

0 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60

SAM, pM

Joonis 10.Ensttumreaktsiooni kiiruse soltuvus kofaktor SAM tgamtratsioonist.

0.025 "
® 1 pdeva tulemused

§ 0.020- A 2. paeva tulemused
= ¥ 3. péeva tulemused
% 0.015-

IS

o 0.0104

=

=

©
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/@é
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Joonis 11.Lineweaver-Burki graafik.
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Kirjanduses toodud andmed 6-MP ja SAM kontsentatsi kohta proovis on

tabelis 6.

Tabel 6.Inkubeerimiseks kasutatud proovide koostis Kirjeses.

Lennard ja Jacqz-Aigrain | Kroplin ja Iven, Boulieu jt., Anglicheau jt.,
Singleton, 1994 jt., 1994 2000 2001 2002
[16] [17] [21] [25] [3]
6-MP  lahusti
0,1 M NaOH/ 0,1 M NaOH/ 0,1 M NaOH/
0,1 M HClI DMSO 0,1 M HCI 0,1 M HCl DMSO
Proovi koostis
Maht Maht Maht Maht Maht
C C C C C
(Hl) : (ul) : (ul) : (ul) : (Hl) :
Er 100 200 50 - 200 100
6-MP 90 558 uM 15 4 mM 50 600 UM 10 4 mM 5 3,8 mM
SAM 16 25 uM 15 10 uM 50 128 uM 30 25uM 125 12pM
prt % 1mm | 1 250um| - ; T oamm| 125 1mm
Puhver 15 - 205 100 - 100 - 25
K 237 - 450 250 - 340 - 155
K, vaartused
6-MP 83uM 0,6 mM 130uM - 426 uM
SAM - 1,3uM - - 1,9uM
V max Vaartused
6-MP 15,6 umol/ - 60 nmol/gHb/h - 11,5 nM/min
ml PRBC/h
SAM - - - - 5,0 nM/min

Er — erltrotsuutide lusaat; 6-MP — 6-merkaptopuriBAM — S-adenosuul-L-
G — Idppkontsentratsioon.

metioniin;

DTT — ditiotreitool;

K - kogu ruumnes|

6.2.6 Ensuimkineetika mddtmiste tulemused

Enstidmreaktsiooni kineetika uurimisel jouti jargmigulemusteni, mida edaspidi

rakendati proovide ettevalmistamisel ja analtitsnis

1) proovide inkubeerimisaeg 60 minutit 3Z juures

2) hemolusaadi hulk proovis 200

3) 6-MP I6ppkontsentratsioon proovides 1 mM

4) SAM |dppkontsentratsioon proovides 4N
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6.3 Meetodi valideerimine

Meetodi valideerimine viidi l&bi USA Toidu- ja Rawiameti valideerimisjuhendi
alusel [40].

6.3.1 Maaramis- ja kvantifitseerimispiir

Kalibreerimisgraafik, mis koostati 6-MMP piigi piath ja kontsentratsiooni suhtena,
oli lineaarne vahemikus 3,91-250 ng/ml%R,99). 6-MMP maaramisel osutus
madalaimaks maaramispiiriks kontsentratsioon 1 &snh mille puhul piik oli veel
mirast eristatav, signaal-mira suhe oli suurem i ja madalaimaks
kvantifitseerimispiiriks 6-MMP kontsentratsioon 3,9g/ml koos mdoobtetdpsusega
102 % ja kordustdpsusega 7 %. MooOtetapsus ja k@nokiss leiti tagasiarvutatud

kontsentratsioonina iga kalibreerimisgraafiku punkiminaalkontsentratsioonist.
6.3.2 Saagis

Saagise leidmiseks voeti 9 vesilahuse proovi j@@proovi, milles 6-MMP spaigiti
kontsentratsiooni vahemikus 0-250 ng/ml. Mélemd&lujukoostati anallsitulemuste
pdhjal kalibreerimisgraafikud. Vereproovide koostis

50 ul 6-MP (1 mM), 50ul vastava kontsentratsiooniga 6-MMP, 25SAM (40 uM)

ja DTT (1 mM) segu, 200ul hemolisaati ja 75ul puhvrit. Vereproove
koguruumalaga 400l t66deldi ACN, moodustunud sade lahustati fi0éhobiilfaasis
ja anallasiti.

Saagise protsendid arvutati vesilahuste analtasitied piigi pindalade ja kdrguste

jagamisel vastavate veres maaratud vaartustegdulemgused korrutati 100-ga.

Tootlemisel 1 ml ACN varieerus saagis vahemikus %0 (kérgematel 6-MMP
kontsentratsioonidel) kuni 94 %. Stabiilsema saageamiseks tostsime ACN kogust

proovi téotlemisel 2 ml, 2+1 ml ja 2+1+1 ml ACN.

Tabelites 7 ja 8 on toodud erinevate ACN kogustiEgdlemisel saadud saagiste
vaartused piigi pindalade ja kbrguste jargi, nevig#rtuste keskmised, standardhalbed
(SD) ja variatsioonikoefitsendid (CV).
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Tabel 7. ACN hulga m6ju 6-MMP saagisele (arvutatud piigigala jargi).

6-MMP Saagis (%)
(ng/ml) Kasutatud ACN hulk (ml)
1ml 2 ml 2+1ml 2 + ml

250 50,5 78,9 79,3 108,9
125 50,4 74,3 83,8 86,3
62,5 66,8 67,7 79,6 92,0
31,25 62,4 82,7 84,3 93,0
15,63 127,4 99,4 88,1 95,1
12,5 93,7 85,6 82,0 104,6
7,81 124,6 96,5 88,2 89,0
6,25 99,6 85,1 82,1 116,6

Keskmine 84,05 83,78 83,43 98,19

SD 30,78 10,58 3,40 10,66

CVv 36,62 12,63 4,08 10,86

Tabel 8.ACN hulga moju 6-MMP saagisele (arvutatud piigidudste jargi).

6-MMP Saagis (%)
(ng/ml) Kasutatud ACN hulk (ml)
1ml 2ml 2+1ml 2+1 4
250 51,8 79,2 76,9 104,6
125 50,9 73,1 85,8 83,4
62,5 67,7 62,3 87,5 87,9
31,25 64,5 82,8 89,0 88,9
15,63 1234 97,5 98,1 102,3
12,5 91,2 77,5 90,2 104,8
7,81 125,7 92,3 90,6 100,0
6,25 98,5 96,7 86,7 114,8
Keskmine 84,21 82,66 88,10 98,34
SD 30,07 12,27 5,91 10,63
CcVv 35,71 14,84 6,71 10,81

Parimaid tulemusi andis tootlemine 2+1 ml ACN. Bell juhul oli saagise
varieeruvus vaikseim ning keskmine saagise vaniigs pindala jargi koos SD oli
83,4 %+ 3,4 % ja CV = 4,1 %. Proovide tootlemist 2+1 ml M@Qorrati veel kahel
paeval. Kolme mddtmise tulemusel saadi, et keskmsemgis oli kogu
kalibreerimisgraafiku ulatuses 84,6 #62,1 % ja CV = 2,4 %. Seega vOis 2+1 ml
ACN tootlemise meetodit lugeda sobivaks.
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Lisaks vorreldi, kas proovide ACN tootlemisele j@eg 6huvooluga orgaanilise kihi
kuivaks puhumine voib pohjustada proovi okstideestinSielleks kasutati orgaanilise
kihi kuivaks puhumiseks Uhel juhul gaaside segls kmosnes 85 % lammastikust,
10 % susihappegaasist ja 5 % vesinikust ja teisellj 6hku. Erinevusi 6-MMP
saagistes ei leitud. Ohuvooluga puhumisel oli sa88i4 %+ 3,4 %ja gaaside segu
korral 82,1 %+ 4,0 % Ule kalibreerimisgraafiku. Seega ei pohjustavooluga

kuivaks puhumine proovi oksiideerumist.
6.3.3 Analttdi stabiilsus

Analtudi stabiilsust uuriti erinevatel tingimustetabiilsus HPLC aparatuuris,
pbhilahuse stabiilsus, kilmutus- ja sulatustsukibglsus, proovide stabiilsus

toatemperatuuril ja =80 °C juures seismisel.

Anallidi stabiilsusest HPLC aparatuuris ja pohitehstabiilsusest on radgitud eraldi
alapunktides, kulmutus- ja sulatustsukli stabiigsusdaramiseks valmistati spaigitud
hemoliusaadi proovid, milles 6-MMP kontsentratsigonplid 15,63 ng/ml,
31,25 ng/ml ja 125 ng/ml. Anallsiks ettevalmistjproove hoiti —80°C juures

3 péeva, iga paev sulatati proovid toatemperainiilg parast seda kilmutati uuesti.
Parast kulmutus-sulatuststkli kordamist ei taheldiadlulisi muutusi 6-MMP piigi
pindala muutuses vdrreldes algsete tulemusteganiuded selle kohta on toodud
tabelis 9.

Tabel 9. Kulmutus- ja sulatustsukli stabiilsus.

6-MMP 6-MMP piigi pindala 6-MMP piigi pindala
(ng/ml) (mV*min) proovide (mV*min) parast
kohesel analiiiisimisel| kilmutus- ja sulatustsiiklit
15,63 29,48 28,12
31,25 54,58 52,98
125 213,01 211,47

Proovid pusisid stabiilsetena nii 24 h toatempenatu6-MMP piigi pindala oli
muutunud 8 %, n=2) kui ka -8 juures seismisel (5 % muutus piigi pindala, n=2).

Seega olid proovid stabiilsed nii luhiajalisel kai pikaajalisel sailitamisel.
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6.3.3.1 Proovi stabiilsus HPLC aparatuuris

Proovide stabiilsuse uurimiseks kasutati spaigi@aMMP proove, mida t66deldi
ACN, péarast tootlust analttsiti neid kohe ning &esdjjaeti proovid 15 tunniks
autosamplerisse seisma ja anallusiti uuesti jaejnpigeval. Saadud tulemused on
tabelis 10.

Tabel 10.Proovide stabiilsus HPLC aparatuuris.

6-MMP 6-MMP piigi pindala 6-MMP piigi pindala
(ng/ml) (mV*min) proovide (mV*min) parast 15
kohesel analiilisimisel| tunnist masinas seismist
15,63 28,75 27,14
31,25 52,68 51,27
125 208,12 206,39

Tabelis toodud tulemused néitasid, et proovid stiabiilsed. Autosampler mahutab
48 proovi. Uhe proovi analiitisiks kulus keskmis@tr@inutit. Seeparast oli oluline
hinnata, et ka viimaste proovide anallisimisel aksel usaldusvaarsed andmed ning

need proovid pole &ra lagunenud.
6.3.3.2 6-MMP pohilahusestabiilsus

Stabiilsuse uurimiseks valmistati 6-MMP pohilahusntsentratsiooniga 0,5 mg/ml ja
asetati see -80C juurde seisma. Saadud pdhilahusest tehti labgad] milles

6-MMP kontsentratsioonid olid vahemikus 250-3,9Ynnlg Lahused analtusiti ja
tulemuste pohjal koostati kalibreerimisgraafik. BBessi korrati ks kord kuus.
6-MMP pohilahuse stabiilsust hinnati sailitamise€80—°C juures péarast korduvat
kilmutamis- ja sulatamiststkleid ning tulemusedtasid, et lahus oli stabiilne
12 kuud —8CC juures (CV=7,5 %, n=12).

6.3.4 Meetodi m&otetapsus ja kordustapsus

Meetodi mdotetdpsuse ja kordustdpsuse maaramisedsali kalibreerimisgraafik,
kus 6-MMP kontsentratsioonid olid vahemikus 250ngdml (8 proovi). Lisaks voeti
analtiisimiseks kolm paralleelproovi 4 erineva 6-MMBntsentratsiooniga

(spaigitud, kvaliteedikontrolliproovid) ja kaks utavat vereproovi.

Kalibreerimisgraafiku ja kvaliteedikontrolliprooveei inkubeeritud, uuritavaid

vereproove inkubeeriti. Saadud tulemuste pdhjalstaio kalibreerimisgraafikud nii
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piigi pindalade kui kdrguste vaartuste jargi ningges vorrandeid kasutades leiti
6-MMP sisaldus kvaliteedikontolli proovides ning ritavas vereproovis. Katset
korrati kolmel erineval paeval ja leitud 6-MMP ddsed koos keskmiste,

standardhalvete ja variatsioonikoefitsientidegaesitatud tabelis 11.

250 +

£
=
£ 200 |
f,— y=0,77+0,01x + 2,8% 1,03
< 150 - R? = 0,9995
‘ch
a
‘5, 100 A
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6-MMP, ng/ml

Joonis 12.6-MMP kalibreerimine piigi pindala jargi.

6-MMP sisaldus proovides arvutati joonisel 12 tasbdsirge vorrandi jargi,
kus y tahistab analliisi tulemusena saadud piigighenvaartust ja millest tundmatu x

leitakse valemiga = (y-2,89) / 0,77.

c
g 500 - e
- y =2,07+0,03x + 11,41 2,81
s 400 - R? = 0,9995
>
S 300 -
=2
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o
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6-MMP, ng/ml

Joonis 13.6-MMP kalibreerimine piigi kérguste jargi.

6-MMP sisaldus proovides arvutati joonisel 13 taddsirge vorrandi jargi,
kus y tahistab anallisi tulemusena saadud piigiusie vaartust ja millest tundmatu

X leitakse valemiga = (y-11,41) / 2,07.
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Jargnevas tabelis on esitatud kolmel erineval gamkdud modtmiste tulemused.
Uuritavaks prooviks oli Uhe inimese veri, millegthti 2 paralleelproovi (tabelis

tahistatud uuritav 1 ja 2).

Tabel 11. Kolmel erineval paeval leitud 6-MMP sisaldused keadikontrolli

proovides.
Spaigitud Proovi Maaratud 6-MMP, ng/ml
6-MMP, number
ng/ml Piigi pindala jargi Piigi kérguse jargi
1. pdev 2. paev 3. paev 1. paev 2. paev 3. paev
125 proov 1 122,57 123,08 122,68 128,89 128,20 0828,
proov 2 118,09 118,41 121,35 125,92 119,51 126,59
proov 3 119,40 115,14 123,33 127,41 120,96 127,56
3 proovi  keskmine 120,02 118,88 122,45 127,41 122,89 127,40
SD 2,31 3,99 1,01 1,49 4,65 0,75
Ccv 1,92 3,35 0,83 1,17 3,79 0,59
15,63 proov 1 18,43 16,74 18,86 16,74 15,25 17,02
proov 2 17,36 15,80 18,29 15,75 16,69 16,53
proov 3 17,16 16,20 18,11 15,25 16,22 16,04
3 proovi  keskmine 17,65 16,25 18,42 15,91 16,05 16,53
SD 0,68 0,47 0,38 0,76 0,74 0,49
CcVv 3,88 2,91 2,09 4,76 4,59 2,96
7,81 proov 1 9,52 8,68 9,03 8,79 9,46 11,15
proov 2 8,95 9,41 9,76 8,30 10,42 10,18
proov 3 8,79 8,99 9,81 8,31 8,97 10,66
3 proovi  keskmine 9,09 9,03 9,53 8,47 9,62 10,66
SD 0,38 0,36 0,43 0,29 0,73 0,48
Ccv 4,22 4,01 4,61 3,38 7,66 4,58
3,91 proov 1 4,80 4,03 4,73 4,83 6,56 4,31
proov 2 4,64 3,84 5,09 5,32 6,07 4,30
proov 3 4,43 4,21 4,82 4,82 6,08 3,82
3 proovi  keskmine 4,62 4,03 4,88 4,99 6,24 4,14
SD 0,19 0,18 0,19 0,29 0,28 0,28
Ccv 4,10 4,48 3,82 5,74 4,47 6,81
uuritav proov 1 73,89 73,47 73,74 72,01 74,54 74,67
uuritav proov 2 73,62 73,29 74,58 73,73 74,41 75,67
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Selleks, et vorrelda kui palju kolme p&eva tulenduglesteisest erinevad, leiti paevade

vaheline varieeruvus, mis on esitatud tabelis 12.

Tabel 12 Kolme paeva vaheline varieeruvus.

Spaigitud 3 paeva 3 paeva 3 paeva 3 paeva 3 paeva 3 paeva
6-MMP mobtmiste | mddtmiste | mAGtmiste | mddtmiste | MmOGtmiste | MddtmMiste
(ng/ml) pindala pindala SD | pindala CV kdrguse | kérguse SD| kdrguse

keskmine keskmine Ccv
125 120,45 2,84 2,36 125,90 3,35 2,66
15,63 17,44 1,06 6,06 16,17 0,65 4,00
7,81 9,22 0,42 4,54 9,58 1,06 11,05
3,90 4,51 0,41 9,11 5,13 0,94 18,44

Uuritav 1 73,37 0,43 0,58 73,74 1,50 2,03
Uuritav 2 74,58 0,67 0,91 74,60 0,98 1,32

Seega on meie poolt valja tootatud HPLC meetod TPRaMilivsuse maaramiseks

kordustapsusega 1 %.
6.4 TPMT aktiivsuse maaramise tulemused Eesti popatsioonis

TPMT aktiivsus Eesti populatsioonis maarati eespkigeldatud ja valjatbotatud
HPLC pdhise meetodiga. T66 teostamiseks oli olefaatu Ulikooli Inimuuringute
Eetikakomitee luba ja uuringus osalesid Tartu (lkoKliinikumi Verekeskust

kiilastavad veredoonorid.

Antud magistritoé raames maarati eelnevalt kindlehgud genotiibiga 99 inimese
TPMT aktiivsus. Igalt uuringus osalejalt voeti pEiranformeeritud ndusoleku saamist
7 ml verd liitium-hepariinkatsutisse. HemolUsadinatati ja proove inkubeeriti nagu
kirjeldatud materjalide ja meetodite osas. Iga prd® mddtmise tsikli jaoks koostati
kalibreerimisgraafik, kus 6-MMP kontsentratsioom wdhemikus 250-3,91 ng/ml ja
lisaks voeti tiks null proov, millele 6-MMP ei lisat kontrollimaks, et analttsitava

aine piigi alune ja umbrus oleksid segavatest gkt puhtad.

Kalibreerimisgraafiku proove ei inkubeeritud. Lisatalibreerimisgraafiku proovidele
vOeti iga kord analluusimiseks Uks kvaliteedikoripobov, mille TPMT aktiivsus oli
teada ja mida inkubeeriti ja valmistati anallUsikde nii nagu tundmatuid
analtiisitavaid proove. Inkubeeritavaid proove vd@detiparalleeli, millest Uhele
proovile lisati SAM, teisel mitte, kontrollimaks,t ei toimu mitte-enstimaatilist

metileerimist.
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6-MMP sisaldused analltsitavates proovides letaftd60 minutilist inkubeerimist

37°C juures kalibreerimisgraafiku abil.

Analiise teostati 12 erineval paeval. 6-MMP keslkmimmoodustumine
kvaliteedikontrolliproovis oli 73,3t 2,7 ng/ml, 12 paeva vaheline varieeruvus oli
3,6 %. Uuritavatest proovidest 10 % (n=10) teostairdusanallitis, mis andis

mdodtetdpsuse vahemikus 96 %-103 %.

TPMT aktiivsus 99 tervel vabatahtlikul veredoondBR meest, 47 naist, keskmine
vanus 31 11 aastat, vanusevahemik 18-60 aastat) varieahsnvikus 21,5 ng/mi/h
kuni 129,6 ng/mi/h. 99 uuritavast olid 18 heterasigjd, kes omasid TPMT
aktiivsust 48,1 + 11,7 ng/mi/h. Ulejaanud uuritavaiinesed (nn. "metsik” genotiiip
ehk ing. k. Wild typ€), keda oli 81, omasid margatavalt kdrgemat TPMTiiasust
79,3 £ 20,7 ng/ml/h (P<0,001).

Neid tulemusi vOib seletada lahtudes geneetilistegiaradest. TPMT aktiivsuse
individuaalsete erinevuste pohjuseks on osalisettegtilised faktorid. Geneetilised
mutatsioonid TPMT kodeerivas geenis pohjustavaekdeé enstiimi sunteesi, mis
avaldub ensuumi aktiivsuse vahenemises ja suurdnehsilisuses standarddoosides

tiopuriinide suhtes.

Isikutel, kes kannavad kahte normaalset alleelim@dsiigoodid normaalse alleeli
suhtes), on TPMT aktiivsus reeglina normaalne utelk kes kannavad tUhte mutantset
ja uhte normaalset alleeli (heterostigoodid), on TPaktiivsus reeglina langenud.
Isikutel, kes kannavad kahte mutantset alleeli (bgiigoodid mutantse alleeli suhtes),
TPMT aktiivsus puudub.

TPMT aktiivsus 99 tervel uuringus osalenud eesstasmbatahtlikul on toodud

joonisel 14.
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Joonis 14. TPMT aktiivsus heterosugootidea][ (kannavad Uhte normaalset ja Uhte
mutantset alleeli TPMT geenis) ja normaalse germgal o] isikutel (kannavad

kahte normaalset alleeli TPMT geenis).

6.5 TPMT aktiivsus kasutades erinevaid normaliseemisfaktoreid

6-MMP moodustumist parast 60 minutilist inkubeesgtr37°C juures normaliseeriti
hemoglobiini, hematokriti, eritrotsuitide arvu jalgu sisalduse kohta 99 inimese
hemollsaadis. Spearmani korrelatsiooni koefitskéingi paariti vorreldud erinevate
normaliseerimisfaktorite vahel ok 0,97 (P<0,001) ja visuaalselt oli naha sarnast
jaotusmudelit sageduse jaotuse histogrammil. K@igesuse jaotuse histogrammid
naitasid sama jaotusmudelit nii heterostigootide‘atsikut” tiupi indiviidide kohta
vaatamata sellele, millist normaliseerimise meetddasutati TPMT aktiivsuse

valjendamiseks (vastavad histogrammid on toodas I8).

Kui 6-MMP moodustumist ei normaliseeritud ning seéljendati kui 6-MMP
moodustumine ng/ml/h, siis taheldati ka siin headrrédatsiooni vorreldes

normaliseeritud vaartustega (Spearmani korrelatsikoefitsient f> 0,97; P<0,001).

Kuna me antud t66s kasutasime TPMT aktiivsuse méigeks ka ilma SAM proove
kontrollimaks, et ei toimuks mitte-ensimaatilist tileerimist, siis vaatlesime

korreleeruvust SAM sisaldavate proovitulemusteujarhuste vahel, mis olid saadud
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kui SAM sisaldava proovi tulemusest lahutasime mha SAM inkubeeritud proovi

tulemuse.

Ka siin taheldati tulemuste vahel head korrelatsioing seeparast pole vaja anallsi

teostamiseks votta SAM sisaldavale proovile korilal@ SAM proovi.

I[ga normaliseerimismeetodi jaoks tehti ROC (ing. keceiver operating
characteristic) kbvera anallts, eristamaks heterosiigootsete ididei TPMT
aktiivsuse tulemusi “metsikut” tdpi indiviidide tiksusest. ROC graafiline esitlus
tuuakse kujul tundlikkusersusl-spetsiifilisus. ROC vdimaldab hinnata diagndsil
testi ennustavat joudu eristada positiivsed (ingtrke positivey niinimetatud vale
positiivsetest (ing. kialse positivestulemustest [41].

Antud t66s oli eesmargiks tootada vaélja anallitss mbimaldaks eristada
heterostigoodid ja “metsikut” thdpi individid TPMTaktiivsuse alusel. Koik
arvutustulemused, erinevaid normaliseerimisfaktbfgisutades, andsid samalaadsed
vaartused (ROC>0,9). Seega pole edasistes ekspeide® vaja kasutada
normaliseerimist ei hemoglobiini, hematokriti, edistutide arvu ega valgu sisalduse
kohta. Indiviidi TPMT aktiivsust valjendatakse 6-MMmoodustumine ng/mi/h. See

vOimaldab p&evas teostada suurema arvu proovidélesmaist.
6.6 Raviminteraktsioonid

Raviminteraktsioonide uurimine oli vajalik véaljalggamaks, millised ravimid voivad
TPMT aktiivsust inhibeerida kui neid manustada kaoguriinidega. Antud t60s
vOeti vaatluse alla 8 ravimit. Inhibeeriva toimdjaéselgitamiseks lisati proovidele,
mis koosnesid 6-MP (1 mM), SAM (40M) ja DTT (1 mM) segust, puhvrist ja
segatud hemollisaadist (4 erineva inimese hemo)usatul vastavat ravimit

kontsentratsioonide vahemikus 0-1Q04.

Kdik ravimid, valja arvatud tselekoksiib ja ibupeeih, mis lahustati DMSO-s, olid
lahustatud vees. Proove inkubeeriti, td0deldi jali@imsiti samadel tingimustel nagu
TPMT aktiivsuse maaramiselgi.

Tselekoksiib, lornoksikaam, paratsetamool, metaatjsdiklofenak, piroksikaam,
allopurinool ja atsettilsalitsiitilhape uuritud kentsatsioonide vahemikus TPMT
aktiivsust ei inhibeerinud. Raviminteraktsioonidé&ramist korrati. Kahe mddtmise

keskmiste pohjal koostati graafikud, mis on tooghahistel 15 ja 16.
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Joonis 15. Raviminteraktsioonid allopurinooli, diklofenaki, buprofeeni,
lornoksikaami ja tselekoksiibiga (TPMT aktiivsusd inhibiitorita oli 100 %).

Raviminteraktsioonid

100+ .
—s=— Metamisool
$ Piroksikaam
) - Paratsetamool
2 —— Qlsalasiin
% 751 Atsetiillsalitsiiilhape
|_
3
[a
|_
50 — — .
0 100 950 1000 1050
Inhibiitor, pM

Joonis 16. Raviminteraktsioonid metamisooli, piroksikaami, gtaetamooli,
olsalasiini ja atsetttlsalitstitilhappega (TPMT &ktis ilma inhibiitorita oli 100 %).

Toodud joonistelt on naha, et inhibeerivat moju TIPMktiivsusele avaldasid

olsalasiin ja ibuprofeen ning seetdttu leiti nemdeimite K (inhibeerimiskonstant)

vaartused.
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Olsalasiini korral vdeti vaatluse alla kontseni@isid vahemikus 0-100uM
(0; 12,5; 25; 50; 100), kirjanduses [42] toodudraete pdhjal on olsalasiini seerumi
kontsentratsioon standardannuste puhul umbesuBb Ibuprofeeni puhul oli
kontsentratsioonide vahemik 0-10Q®/1 (0; 125; 250; 500; 1000), kirjanduse [42]
pdhjal on ibuprofeeni seerumi kontsentratsioon dadatannuste puhul umbes 300
uM. Lisaks varieeriti mdlema ravimi korral substrag@tMP kontsentratsiooni
vahemikus 0-1,2 mM (0; 0,6; 1; 1,2). Proovide kensinalliisiks ettevalmistamine ja
analtiisimine toimus samadel tingimustel nagu eddmgeldatud. Mélema ravimiga

korrati analtiise kolm korda.

Tulemuste pohjal koostati vastavad graafikud niegi linhibeerimiskonstandid.
Graafikute joonestamiseks ja konstantide leidmideksutatiGraphPad Prism 4,0
programmi. K, ja Vmax leiti peatikis 6.2 toodud valemi jargi.; larvutati jargmist
vorrandit kasutades:Kmapp=Km*(1+I/Ki); Y=Vmax*X/(Kmapp+X), kus X
tahistab substraadi 6-MP kontsentratsiooni ja Yl kaigus leitud 6-MMP
sisaldust. Parameeter | téahistab inhibiitori kontsgsiooni, Knapp0n néiline konstant
ja Km Michaelise konstant ning )\« iseloomustab maksimaalkiirust. MGlema ravimi

kohta leiti 3 mdodtmise tulemuste keskmised Ki ja Vimax

Olsalasiini korral olid kolme tulemuse keskmisethjdised: Kk, = 0,49+ 0,07 mM
(CV = 13,1 %); Vhax = 141,8+ 8,1 ng/ml/h (CV = 5,7 %); K= 49,7+ 3,6 uM
(CV =7,0 %).

125+
Vi ax= 141,8 ng/ml/h

100+ Kmn= 0,49 mM

ilma inhibiitorita
12,5 uM olsalasiin
25 uM olsalasiin

50 uM olsalasiin
100 uM olsalasiin

¢ 4« > =N

75+

50+

6-MMP, ng/ml/h

25+

o L) L) L) L) L}

L)
000 025 050 075 1.00 125 150
6-MP, mM

Joonis 17.0lsalasiini inhibeeriv toime TPMT aktiivsusele (Bldamuse keskmiste
pdhjal koostatud graafik).
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Joonis 18.Lineweaver-Burki graafik.

Olsalasiini korral on tegemist ebakonkureeriva liglerimisega, kunaixja Km suhe

ei muutunud.

Ibuprofeeni korral olid kolme tulemuse keskmisedndsed jargmised:
Km= 0,65+ 0,04 mM (CV=5,9 %); Wax = 190,1+ 13,4 ng/mi/h (CV=7,3 %);
Ki =499,8t 3,2uM (CV=0,84%).

150-
Vinax= 190,1 ng/mi/h B ilma inhibiitorita

< K.,= 0,65 mM A 125 iMibuprofeen
S 1004 v 250 uM ibuprofeen
z\Cm ¢ 500 uMibuprofeen
a 1000 uM ibuprofeen
= '
= 50
©

0 L} L} L} L} L} ]

000 025 050 075 100 125 150

6-MP, mM

Joonis 19.lbuprofeeni inhibeeriv toime TPMT aktiivsusele (@emuse keskmiste

pdhjal koostatud graafik).
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0.025+ K.=449.8 uM B ilma inhibiitorita

A 125 uM ibuprofeen
250 uM ibuprofeen

¢ 500 uM ibuprofeen
1000 uM ibuprofeen

1/6-MMP, ng/ml/h™

1/6-MP, mMt

Joonis 20.Lineweaver-Burki graafik.

Ibuprofeeni korral on tegemist segatuipi inhibeesega. Madalamatel ibuprofeeni
kontsentratsioonidel (125 ja 250M) leiab aset ebakonkureeriv inhibeerimine ja
kdrgematel kontsentratsioonidel (500 ja 10Q®) konkureeriv inhibeerimine.

Madalamatel kontsentratsioonidel n ja Ky suhe ei muutnud, kdrgematel

kontsentratsioonidel aga muutus.

Hinnangud, mis nende kahe ravimi inhibeerimistUkibinta toodi on oletuslikud ja
vajavad taiendavaid uuringuid. Samas ei olnud duilonistiiibi maaramine ka

omaette eesmargiks.
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7 JARELDUSED
1) HPLC meetod:

a) Erinevaid proovide tb6tlemise ja kromatografeése tingimusi vorreldes
leidsime, et meie laboris valja t66tatud meetodopide tootlemiseks ACN
voimaldas suurendada meetodi tundlikkust ja teastadallitise kirjanduses
toodud meetoditest madalamatel kontsentratsioor(iheie t66s oli madalaim
kvantifitseerimispiir 3,91 ng/ml ja kirjanduses &/ml [26]).

b) 6-MMP saagis Ule kalibreerimisgraafiku oli 83,4%8,4 %, (CV = 4,1%) ning

ohuvooluga orgaanilise kihi kuivaks puhumine ei jp8tanud proovi

okslideerumist.

c) 6-MMP pdhilahus oli stabiilne 12 kuud —80 juures (CV=7,5%, n=12). Proovid
pusisid nii 24 h toatemperatuuril (6-MMP piigi padd oli muutunud 8%, n=2)
kui ka —80°C juures seismisel (5 % muutus piigi pindalas, rstapiilsetena.

d) 6-MP lahustamiseks ei sobinud DMSO, sest segupi@s mitte-ensimaatilist
metaboliidi tekkimist.

2) Normaliseerimise vajalikkus:

Erinevate normaliseerimisfaktorite vordlemisel saasdrnased tulemused, seetdttu
piisas referentsvaartuste leidmiseks Eesti popalats jaoks meetodist, milles
6-MMP moodustumist véljendati ng/ml/h.

3) TPMT aktiivsus Eesti populatsioonis:

TPMT aktiivsus 99 tervel vabatahtlikul veredoondBl meest, 47 naist, keskmise
vanusega 3k 11 aastat, vanusevahemik 18-60 aastat) varieambemikus 21,5
ng/mi/h  kuni 129,6 ng/mi/h, keskmine vaartus populatsio@sandil oli 70,5
ng/ml/h.

4) TPMT inhibiitorid ja raviminteraktsioonid:

Antud t60s uuritud ravimitest avaldasid TPMT algigele uuritud
kontsentratsioonides inhibeerivat toimet olsalagiitbuprofeen, teiste ravimite puhul

inhibeerivat toimet ei taheldatud.
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8 KOKKUVOTE

TPMT aktiivsuse maaramine omab suurt tahtsust gudtidiel, keda ravitakse
tiopuriini analoogidega, sest see vbimaldab ragividualiseerida ja &ra hoida ohtlike
kdrvaltoimete teket. Kuna Eestis Uhtegi meetoditMTPaktiivsuse maaramiseks
polnud, oli kdesoleva t66 eesmargiks valja t6otdBaC-UV pdhine meetod TPMT
aktiivsuse maaramiseks ning leida Eesti populatsimks referentsvaartused.

TPMT aktiivsus maarati inimese eritrotstutides y@ssraadina kasutati 6-MP.
Meetodi valjatootamisel vorreldi erinevaid prooviddevalmistamise meetodeid ja
kromatografeerimise tingimusi ning leiti, et meabobris valja tdotatud tootlemine
ACN osutus proovide analtiusiks ettevalmistamisesuk@halt kdige paremaks,

vOimaldades analllse teostada vaga madalate m&giidde juures.

TPMT aktiivsus maarati 99 eelnevalt kindlaks tehgshotliiibiga tervel eestlasel ja
6-MMP moodustumine normaliseeriti hemoglobiini, faakriti, erttrotstttide arvu
ja valgu sisalduse kohta hemolisaadis. Analuusientubtest selgus, et
referentsvaartuste leidmiseks Eesti populatsiooaokg piisas kui 6-MMP

moodustumist valjendati ng/ml/h.

Tervete eestlaste TPMT aktiivsus varieerus vahesiRW,5 kuni 129,6 ng/ml/h.
Heterosiigootsetel isikutel (n=18) oli TPMT aktiigs#8,1 + 11,7 ng/ml/h. Ulejaanud
uuritavad (nn. "metsik” genotidp ehk ing. kwild typ€), keda oli 81, omasid
margatavalt kdrgemat TPMT aktiivsust 79,3 £ 20,7/t (P<0,001).

Antud td6ds uurisime, kas mitte-steroidsed pdletdgised ravimid véiksid TPMT
aktiivsust inhibeerida. Meie poolt uuritud ravinsteavaldasid TPMT aktiivsusele
inhibeerivat toimet olsalasiin ja ibuprofeen.

Kokkuvétvalt vdib oelda, et valjatéotatud HPLC pddi meetod voimaldab
kvantitatiivselt maarata TPMT aktiivsust ja sedaetodit on vdimalik rakendada

igapéevaselt kliinises praktikas patsientide ras@htiopuriini analoogidega.
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9 SUMMARY
Thiopurine S-methyltransferase (TPMT, EC 2.1.1.&)the key enzyme in the
metabolism of thiopurine drugs. Thiopurines, sushn@rcaptopurine, azathioprine,
and thioguanine are used following organ transpléon, in autoimmune and
malignant diseases. Previous studies have shown intracellular formation of
thioguanine nucleotides has a major role in theeadly and toxicity of thiopurines.
Several studies have shown negative correlatiowdsst erythrocyte thioguanine
nucleotide level and TPMT activity. Individuals witlecreased TPMT activity have
higher risk for side effects when treated with dend doses of thiopurines.
Determination of TPMT activity has been used fer ihdividualization of thiopurine
dose.
TPMT activity measuring methods include a radiocizainassay and HPLC-based
methodslin the present study we have developed and vatidatdPLC method with
UV detection for the determination of TPMT activity human erythrocytes using
6-MP as a substrate. In HPLC assays, the produdhefenzymatic reaction is
extracted by a liquid-liquid or liquid-solid extt@mn. We compared different
procedures for sample preparation published prelyoior TPMT assays and found
that in-house developed extraction with acetomeitptovided perceptibly lower limit
of quantification compared with other studies.
TPMT activity was determined in 99 previously gematd healthy Estonians. TPMT
activity was expressed as the formation of 6-metleytaptopurine ng/ml/h and
normalized either to haemoglobin, haematocrit,lepgyte count or protein content.
The ROC curve analysis revealed similar accuradyegafor TPMT activity in
predicting heterozygous and wild type individuas éach method of calculation.
In healtly Estonians TPMT activity varied from 21%129,6 ng/ml/h with a median
for the total population of 70,5 ng/ml/h. For hetgrgos individuals (n=18) TPMT
activity was 48,1 = 11,7 ng/ml/h. Wild type indiudls (n=81) revealed significantly
higher TPMT activity 79,3 = 20,7 ng/mi(R<0,001).
We also investigated several non-steroidal antzmfmatory drugs to find if they
inhibit TPMT activity in addition to aminosalicyatderivates and may therefore
cause drug interactions with thiopurines. Our expents revealed that ibuprofen is a
potential inhibitor of TPMT.
In conclusion, this sensitive HPLC assay for quatitie determination of TPMT
activity could easily be used in clinical settings.
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Lisa 1.6-MMP UV-VIS spektrid.
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Lisa 2. Erinevate proovi tootlemismeetodite kromatogrammfd): to6tlemine
klorofom/2-propanool (90/10, v/v) seguga; (B): téatine kloroform/2-propanool
(80/20, viv) seguga; (C): todtlemine 70 %-lise peokhappega; (D): tbotlemine
ACN; (E): tootlemine metanooliga; (F): proovi kuuidtlemine; (G): t66tlemine

etanooliga.

DTT!

(A)

(B)
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Lisa 3. TPMT aktiivsus heterosiigootidad][ja normaalse genotuubiga][isikutel. Y-telg tahistab uuritavate arvu, X-tel¢¢MT aktiivsust, mis
on véljendatud jargmiselt: (A): 6-MMP moodustumitg/ml/h ja normaliseeritud (B): g Hb kohta; (C): h@matokriti kohta; (D): T0Er kohta;
(E): g valgu kohta.

A, B. C.
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Lisa 4. 6-MMP kromatograafiline lahutamine. (A): madalainaktifitseerimispiir
(madalaim kontsentratsiooni vaartus kalibreerinaagjkul 3,91 ng/ml); (B): null
proov (ei sisalda 6-MMP); (C): proov, TPMT aktiissali 90,3 ng/mi/h.

| DTT

! v !Uf‘\/ﬂ!_hw 6-MMP
J R T | N
lTI'=1 2.30 min
(A)
|
. | s
| (
| | :
1

"Tr=12.30 min
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