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Inleiding 
Azathioprine (AZA) en 6-mercapto-
purine (6-MP) worden veelvuldig 
toegepast in de tweedelijns behan
deling van inflammatoire darmziek
ten (IBD), waaronder worden ver
staan de ziekte van Crohn (CD) en 
colitis ulcerosa (UC). AZA wordt 
snel omgezet in 6-MP via een non-
enzymatische reactie. 6-MP wordt 
vervolgens via complex metabolis
me door competitieve enzymen (met 
name thiopurine S-methyltransferase 
(TPMT) neemt hierbij een belang
rijke plaats in) omgezet in diverse 
farmacologisch actieve metabolieten, 
waarvan 6-methylmercaptopurine 
(6-MMP) plus -ribonucleotiden 
(6-MMPR) en de 6-thioguanine-
nucleotiden (6-TGN) de belangrijkste 
worden geacht (figuur 1). De 6-TGN 

zijn purinenucleotiden die, na in
corporatie in DNA, cytotoxiciteit en 
immunosuppressie veroorzaken 
[1]. De gemeten 6-thioguanine 
(6-TG) spiegels correleren met 
effectiviteit en myelotoxiciteit van 
deze middelen en 6-MMP spiegels 
met de hepatotoxische bijwerkingen 
van de thiopurines [2,3,4]. Sinds kort 
wordt 6-thioguanine ook als zodanig 
toegepast bij IBD. Hierbij ontstaan 
alleen 6-TGN en geen 6-MMPR [5]. 

Analyse 
De methode is gebaseerd op de 
methode gepubliceerd door Lennard 
en collega's [6], waarbij enkele 
modificaties zijn toegepast. Vrij 
6-thioguanine (6-TG) en 6-methyl
mercaptopurine (6-MMP) worden 
verkregen door zure hydrolyse van 
de intracellulaire thiopurinenucleoti-
den met behulp van zwavelzuur. 
Isolatie uit de bloedcellen van 6-TG 
en 6-MMP gebeurt door middel van 
een vloeistof-vloeistof extractie in 
alkalisch milieu. Na terugextractie in 
zoutzuur wordt een deel van de zure 
laag geïnjecteerd op een C 1 8 kolom. 

Figuur 1: Metabolisme thiopurines 
AZA, azathioprine; 6-MP, 6-mercaptopurine; 6-MMP, 6-methylmercaptopurine; 
6-TU, 6-thiourinezuur; 6-MTIMP, 6-methylthioinosine monofosfaat (=6-MMPR, 
methylmercaptopurineribonucleotiden); 6-TIMP, 6-thioinosine monofosfaat; 6-
TXMP, 6-thioxanthosine monofosfaat; 6-TGMP+6-TGDP+6-TGTP=6-TGN, 6-
thioguaninenucleotiden; 6-MTG MP, 6-methylthioguaninemonofosfaat;6-TG, 6-
thioguanine; 6-MTG, 6-methylthioguanine; XO, xanthine oxidase; TPMT, thio
purine S-methyl transeferase; HPRT, hypoxanthine fosforibosyl transferase; 
IMPD, inosine monofosfaat dehydrogenase; GMPS, guanosine monofosfaat 
synthetase; MPK, monofosfaat kinase; DPK, difosfaat kinase 

Reagentia 
Dichloormethaan (DCM): 

p.a. Merck art. nr.106050 
DL-dithiothreitol: 

Sigma art.nr. D5545 
Dithiothreitol 10 mM: 

15.4 mg DL-dithiothreitol/10 ml 
H 2 0 (DTT) 

Fenylmercurichloride: 
Fluka art.nr. 79132 

Fosforzuur 85%: 
p.a. Merck art. nr. 100573 

Fosforzuur 50 m M : 
3.4 ml fosforzuur 85% aanvullen 
met Mill iQ-water tot 1000 ml 

Methanol: 
Rathburn HPLC-grade, art. nr. 
RH1019 

Mill iQ-water: 
water afkomstig van Mill iQ-
apparaat, geschikt voor HPLC 

Natr iumhydroxide: 
p.a. Merck art. nr. 106498 

Natriumhydroxide 0.1 M: 
4 g/l natr iumhydroxide in H 2 0 

Natriumhydroxide 3.4 M: 
34 gram natriumhydroxide in 
250 ml H 2 0 

PBS-buffer samenstell ing: 
NaCI 135 mmol/ l + Na 2 HP0 4 

9.0 mmol/ l + NaH 2 P0 4 2.6 mmol/ l 
+ NaN 3 0.05%: pH=7.2 ± 0.1 + 
osmoality: 286 ± 6 mOsm/kg 
(=Phosphate Buffered Saline) 

Triethylamine: 
z.s. Merck art.nr. 808352 

Zoutzuur 37%: 
p.a. Merck art.nr. 100317 

Zoutzuur 0.1 M: 
4.2 ml zoutzuur 37% per 500 ml 
H 2 0 

Zoutzuur 1.0 M: 
8.3 ml zoutzuur 37% per 100 ml 
H 2 0 

Zwavelzuur gec : 
p.a. Merck art.nr. 100731 

Zwavelzuur 1.5 M: 
83 ml zwavelzuur gec. per liter 
H 2 0 

Extractiemiddel: 
Fenylmercurichloride 1 m M in 
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DCM = 31.3 mg fenylmercurichlo-
ride per 100 ml DCM; oplossen 
d.m.v. 5 minuten ultrasoonbad; 
donker bewaren. 

Standaarden 
6-TG: 6-thioguanine = 2-amino-6-
mercaptopurine: 

Sigma art.nr. A-4882 
6-MMP: 6-methylmercaptopurine: 

Sigma art.nr. M-3877 

Stockoplossingen 
Stockoplossing 6-TG: 

10.0 mg wordt opgelost in 4 ml 
natriumhydroxide 0.1 M en aan
gevuld met H 2 0 tot 100.0 ml resul
terend in een eindconcentratie 
van 100 mg/l 6-TG (= 600 imol/l). 

Stockoplossing 6-MMP: 
10.0 mg wordt opgelost in 
4 ml natriumhydroxide 0.1 M 
(5 minuten ultrasoonbad), toe
gevoegd wordt 10 ml zoutzuur 
1.0 M en aangevuld met H 2 0 tot 
100.0 ml resulterend in een eind
concentratie van 100 mg/l 6-MMP 
(= 600 imol/l). 

Standaarden 
In 4 kolfjes van 10.0 ml wordt 1.0 ml 
DTT gepipetteerd. Vervolgens wor
den respectievelijk 25, 50, 100 en 
200 jil stockoplossing 6-TG en 100, 
200, 500 en 1000 uJ stockoplossing 
6-MMP in de kolfjes gepipetteerd. 
Aangevuld wordt met H 2 0 tot 
10.0 ml en gemengd. Indien 200 jutl 
in gebruik wordt genomen bij de 
analyse komt dit overeen met resp. 
300, 600, 1200 en 2400 pmol 6-TG en 
respectievelijk 1200, 2400, 6000 en 
12000 pmol 6-MMP. 

Monstervoorbewerking 
Volbloed wordt verzameld in 
gecoate lithium-heparine buizen. 
De monsters worden 10 minuten 
gecentrifugeerd bij 160 g waarna 
het plasma en "buffy coat" worden 
verwijderd. De overblijvende rode 
bloedcellen (RBCs) worden gewas
sen door toevoeging van eenzelfde 
volume PBS-oplossing, waarna 
wordt gemengd en gecentrifugeerd 
bij 160 g gedurende 10 minuten. De 
bovenlaag wordt verwijderd en de 

RBCs worden nogmaals gewassen 
volgens de beschreven procedure. 
Gecentrifugeerd wordt nu bij 640 g. 
Na verwijderen van de bovenlaag 
worden de RBCs met een gelijk 
volume PBS-oplossing verdund en 
gemengd. De hoeveelheid RBCs 
worden gemeten met behulp van de 
Cell Dyn 4000 cell counter (Abbott, 
Hoofddorp, Nederland). Het monster 
wordt ingevroren bij -20 °C totdat 
analyse plaatsvindt. 

Extractie 
In extractiebuizen van 10 ml worden 
achtereenvolgens gepipetteerd: 
500 fil H 2 0 , 300 |il DTT en 200 (il 
voorbehandelde monsteroplossing 
(= 200 jil RBCs = ongeveer 8x10 8 

RBCs: zie opmerking 2). Na mengen 
wordt 500 U.I 1.5 M zwavelzuur toe
gevoegd en gemengd. De buizen 
worden afgesloten en gedurende 
precies 1 uur verwarmd bij 100 °C 
in een verwarmingsblok. Na afkoe
len en toevoegen van 500 jil 3.4 M 
natriumhydroxide wordt 10 minuten 
geschud met 5.0 ml extractiemiddel. 
Na centrifugeren wordt 3.0 ml van 
de organische laag overgebracht 
in een nieuwe extractiebuis. 
Toegevoegd wordt 200 jal 0.1 M 
zoutzuur, geschud gedurende 
10 minuten en gecentrifugeerd. Aan 
100 jil van de zoutzuurlaag wordt 
10 JLXI DTT toegevoegd en gemengd. 
De oplossing wordt vervolgens 
geïnjecteerd op de HPLC-kolom. 

Kalibratie 
In extractiebuizen van 10 ml worden 
gepipetteerd: 300 ui H 2 0 , 300 \i\ 
DTT, 200 |il voorbehandelde 

blanco RBCs en 200 JLLI van de 4 
verschillende standaardoplossingen. 
Aan de oplossingen wordt na men
gen 500 [i\ 1.5 M zwavelzuur toe
gevoegd, verwarmd en geëxtra
heerd zoals hierboven beschreven 
onder het kopje "Extractie". 

HPLC-procedure 
Gebruik wordt gemaakt van een 
HPLC-pomp model 510, een detector 
model 2487 dual absorbance UV 
detector, een 717plus autosampler 
en Mil lennium Chromatography 
Manager als dataverwerkende soft
ware (Waters Chromatography B.V., 
Etten-Leur, Nederland). Scheiding 
vindt plaats op een Novapak C 1 8 

kolom (3.9x150 mm), 4 | im deeltjes
grootte (Waters Chromatography 
B.V.). De f low wordt ingesteld op 
1.0 ml/min. Voor de bepaling van 
6-TG wordt 40 jil geïnjecteerd op 
de kolom waarbij de mobiele fase 
bestaat uit 50 mM fosforzuur + 
0.5 mM dithiothreitol. Gemeten 
wordt bij 343 nm, de retentietijd is 
circa 3.5 minuten (figuur 2). Voor 
de bepaling van 6-MMP wordt 30 u.1 
geïnjecteerd op de kolom waarbij 
de mobiele fase bestaat uit een 
mengsel van methanokMil l iQ-
water (4:96 v/v), bevattend 150 m M 
triethylamine + 0.5 mM dithiothreitol, 
waarbij met fosforzuur 85% de pH 
op 3.2 wordt gebracht. Gemeten 
wordt bij 303 nm, de retentietijd 
is circa 5 minuten (figuur 3). 

Berekening 
Berekening vindt plaats met piek-
hoogte ten opzichte van de opge
stelde kalibratielijn. De uitslag wordt 

Figuur 2:Chromatogram 6-TG 
Chromatogram van standaard 1352 pmol 6-TG per 200 pi RBCs na extractie 
volgens de beschreven procedure. 



Figuur 3: Chromatogram 6-MMP 
Chromatogram van standaard 6060 pmol 6-MMP per 200 pi RBCs na extractie 
volgens de beschreven procedure. De piek op 7.797 is ook in de blanco aan
wezig. 

omgerekend naar pmol/8x10 8 RBC, 
dus gecorrigeerd wordt voor de 
gemeten hoeveelheid RBCs. 

Validatiegegevens 
De validatieparameters zijn weer
gegeven in tabel 1. De day-to-day 
variatiecoëfficiënt (VC) is bepaald 
door gedurende een jaar bij iedere 
reeks een gepooled patiënten
monster als controlemonster 
mee te bepalen. De analyse is 
gedurende die t i jd door 4 verschil
lende personen uitgevoerd. Het 
monster bevat gemiddeld 400 pmol 
6-TG en 7300 pmol 6-MMP per 
200 jLtl RBCs. 

Opmerkingen 
De hoeveelheid RBCs per 200 jal is 
gevarieerd tussen 6.8 en 8.8 x10 8 . 
Binnen dit gebied blijkt er voor de 
standaarden geen verschil in gevon
den piekhoogte voor zowel 6-TG als 
6-MMP. 
Bij patiëntmonsters wordt zoveel 
(il in bewerking genomen dat de 
hoeveelheid RBCs ligt tussen 6.8 
en 8.8 x10 8 . 
Voor 6-MMP geldt, dat alleen een 
piek wordt verkregen indien de com
ponent wordt behandeld volgens de 
beschreven procedure. Hier is geen 
absoluut extractierendement te 
bepalen. 
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