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Nejcasté)ji pouzivané zkratky

ISZ idiopatické stfevni zancty
UC ulcer6zni kolitida

CN Crohnova nemoc

AZA azathioprin

CsA cyklosporin A

MTX metotrexat

6-MP 6-merkaptopurin

6-TG 6-thioguanin

6-MMP  6-metylmerkaptopurin
TPMT thiopurin-methyltransferaza
KRK kolorektalnim karcinom



TEORIE

Idiopatické stievni zanéty (ISZ, anglicky nazyvané Inflammatory Bowel Disease,
IBD), jsou zastoupeny dvéma klinickymi jednotkami- Crohnovou nemoci a ulcerdzni
kolitidou. Typickym znakem téchto chorob je zanét sliznice gastrointestindlniho traktu

postihujici jeho rizné ¢asti.

Crohnova nemoc (CN) je granulomatozni a transmuralni zanét postihujici segmentarné
nebo pluri-segmentarné kteroukoliv ¢ast travici trubice. Jde o onemocnéni ne zcela jasné
etiologie a patogeneze. Choroba probiha chronicky s obdobimi zhorSeni (relapsit) a zklidnéni
(remisi) zanétu a je medikament6zné i chirurgicky nevylécitelna.

Ulcer6zni kolitida (UC), v ¢eském pisemnictvi oznaCovand také jako idiopaticka

proktokolitida, je hemorhagicko-katardlni zanét sliznice tlustého stfeva, postihujici vzdy
rektum a Sifici se kontinualné na ruzn€ rozsahlou cast, nebo celé tlusté stfevo. Toto
onemocnéni také nedokazeme zcela etiologicky a patogeneticky objasnit. Pribéh onemocnéni
je charakterizovan relapsy a remisemi. Jednd se o chorobu, kterou nelze medikamentdzné
definitivné vylécit, jen chirurgicka 1écba (proktokolektomie) vede k vyléceni pacienta.

Zhruba 10% pacientd s ISZ nelze jednozna¢né zatadit ani k jedné z t€chto chorob a

hovofime tedy o indeterminované kolitid¢.

Terapie idiopatickych stfevnich zanéta

Mechanismus uc¢inku terapie idiopatickych stfevnich zanéth souvisi pfimo
s patofyziologii ISZ. Hlavnimi rysy je aktivace T-lymfocyti a produkce prozanétlivych
cytokini. Terapie je tedy zaméfena pravé na inhibici prozanétlivé odpovédi T-lymfocytu.
Tato inhibice muze spocivat v potlaeni proliferace lymfocytd, dale v indukci apoptozy
lymfocytil a konedn& v zamezeni migrace lymfocyti do tkan&. Utastnit se v terapii mohou i
latky zasahujici na rovni nitrobunécnych molekul (33). Po rozpoznéni antigenu T-lymfocyty
reaguji proliferaci a diferenciaci v efektorové bunky, které produkuji mnozstvi cytokini a
chemokint. Velkou roli hraje IL-2 a jeho vazba na receptor (CD25), kterd je za
fyziologickych podminek piisné regulovana riiznymi procesy zahrnujicimi napf. apoptdzu.
V rozvoji ISZ je rozhodujicim faktorem dysregulace téchto pochodli, majici za nasledek

nekontrolovanou proliferaci T-lymfocytii. Proto tedy snizeni aktivace a proliferace T-

lymfocytl je jedna ze strategii 1écby.



Apoptéza (programova smrt buiky) je dileZitym procesem regulace imunitni
odpovédi. Za fyziologickych podminek je lamina propria T-lymfocyti citliva k apoptotickym
mechanismim, u Crohnovy nemoci se tato stava rezistentni. Tohoto je vyuzivano pfti 1é¢bé
infliximabem (chimericka protilatka anti-tumor necrosis faktoru a), ktery indukuje apoptdzu
T-lymfocytt vazajicich TNF- a (34).

Bunééné adhezni molekuly (integriny, selektiny atd.) exprimované leukocyty a

endoteliemi jsou nutnym moduldtorem imunitni odpovédi, ponévadZz zajistuji cestovani
leukocytti z krve do tkdni postizenych zanétem. Integriny ovliviiuji migraci leukocytd
napfiklad interakci s intracelularnimi adheznimi molekulami ICAM-1, -2. Zde je dal8i misto
biologické terapie vyuzivajici hypotézu porusené resp. zvySené migrace leukocytl do tkéni.
ZkouSeny jsou napf. natalizumab (monoklonalni protiladtka proti a4-integrinu) a ISIS-2302
(anti ICAM molekula). Studie s natalizumabem, ktery se zdal byt uc¢inny u aktivni Crohnovy
nemoci, byly bohuzZel pozastaveny kvili vyskytu progresivni multifokalni leukoencefalopatie
(35). Molekula ISIS-2302 byla vrecentni studii G¢innd jako lokalni terapie levostranné

kolitidy (36). Moznym mechanismem ovlivnéni zanétu je zdsah na nitrobunééné Grovni, jez

ma opét za cil regulovat aktivaci T-lymfocytti. Témito nitrobunéénymi komponentami jsou
zejména MAPK (mitogen-activated kinases) a NF-kB, které se ucastni transkripce
prozanétlivych cytokinil. Inhibitorem MAPK je latka CNI-1493, kterd inhibuje fosforylaci
komponenti nekterych MAPK a tim suprimuje aktivaci makrofagh a produkci cytokinl
véetné¢ TNF-a, IL-1, IL-6 atd. V pilotni studii s pacienty s Crohnovou nemoci aplikace CNI-
1493 umoznila signifikantni pokles aktivity onemocnéni (37). NF-kB kontroluje mnoZstvi
genl zapojenych do imunitni reakce. Aktivovan je riznymi podnéty, napi. pritomnosti
bakteridlnich komponentti, prozanétlivymi cytokiny, nékterymi mitogeny a zpétné ovliviiuje
expresi cytokinii (IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, ICAM-1 a dalsich). Experimentalné
bylo prokézano, ze pacienti s ISZ vykazuji zvySenou expresi NF-kB v epiteliich a v lamina
propria makrofag (38,39,40). Zasah na tomto mist¢ je velmi vhodnym terapeutickym
momentem, ktery vyuZzivaji napf. salicylaty (41). Na modelech jsou zkouSeny i specifické
oligonukleotidy proti NF-«xB, které¢ redukuji aktivitu kolitidy u mysi a u pacientt s ISZ blokuji
cytokinovou odezvu v lamina propria makrofagi (42).
Léciva pouZivanad v terapii ISZ

Zakladnimi 1é¢ivy v terapii ISZ jsou kortikosteroidy, imunosupresiva, mesalazin, a
dnes 1 biologicka 1écba, zejména infliximab. Pro uplnost dodejme, ze nedilnou soucasti 1écby
ISZ jsou rizné typy chirurgickych vykonli. Déle se jesté¢ uplatiiuje podavéani antibiotik a

probiotik.



Imunosupresivni terapie

Zavedeni imunosupresivni terapie do 1é€by idiopatickych stfevnich zanéti znamenalo
velky pokrok v I1écbé téchto onemocnéni. Velkou vyhodou imunosupresiv je nejen jejich
dobra uCinnost pii relativni bezpecnosti, ale téZ moznost snizit ¢i zcela vysadit davky
kortikosteroidii, které do zavedeni imunosupresivni terapie znamenaly hlavni lécebnou
modalitu. Nevyhody zejména dlouhodobé terapie kortikosteroidy jsou vSeobecné znamy.
V soucasné dob€ mezi nejuzivanéjs$i imunosupresiva patii azathioprin ¢i 6-merkaptopurin.

Dale jsou uzivany metotrexat, cyklosporin A a okrajové téz tacrolimus a mykofenolat.

1. Azathioprin, 6-merkaptopurin

Nadéji pro nemocné s Crohnovou chorobou a ulcerézni kolitidou predstavuji
imunosupresivné pusobici 1éCiva ze skupiny antimetabolitli purinovych basi: azathioprin
(Imuran X, Glaxo Wellcome) a 6-merkaptopurin (Puri-Nethol X, Glaxo Wellcome).
Ucinnost azathioprinu/6-merkaptopurinu

Utinnost purinovych antimetabolitti azathioprinu (AZA) & 6-merkaptopurinu (6-MP)
byla prokdzdna v mnohych studiich. Vyznamnym pritkopnikem v této oblasti byl Korelitz a
Present, kteti publikovali data na pfelomu osmdesatych a devadesatych let (46-48). Navazaly
dalsi studie povrzujici efektivitu téchto latek (49,50). Na zdkladé mnoha pozorovani mizeme
deklarovat obecné cca 70% ucinnost AZA/6-MP v inicidlni terapii ISZ. Udrzovaci terapie
AZA/6-MP je efektivni v 95%, resp. 69%, resp. 55% pfii 1écbé trvajici 1 rok, resp. 3 roky,
resp. 5 let (51). Soucasna terapie AZA/6-MP s kortikosteroidy piisobi Gi¢innéji a rychleji na
dosazeni remise nez terapie samotnymi kortikosteroidy (52,53). Studie u aktivni CN
prokézala, ze AZA/6-MP je prokazateln¢ uc¢innéjsi v navozeni remise v porovnani s placebem
(OR=3.1) (53). V udrzovaci terapii CN byla prokdzana efektivita AZA/6-MP v porovnani
s placebem. Relativni protektivni efekt byl v porovnani s placebem stanoven na 6,36 (95% CI
1,6-25,7) (54). Zda se, ze benefit piinasi 1écba AZA/6-MP také v prevenci postoperacni
recidivy CN (55-58), i kdyz existuji i kontroverzni data(59).
Farmakokinetika AZA/6-MP

Azathioprin ani 6-merkaptopurin nema pravdépodobné biologickou G¢innost, je nutna
metabolicka pfeména. Ze stieva se vstieba 16-70% podané davky, u nemocnych trpicimi ISZ
je vstiebani spiSe niz$i (60). Azathioprin je prolék, ktery je v jatrech pfeménovan na 6-
merkaptopurin. Vzhledem k odliSné struktufe molekuly je nutno pocitat stim, Ze davka
azathioprinu musi byt dvojnasobnd v porovnani s 6-merkaptopurinem, aby byla zajiSténa

stejna biologicka dostupnost léku. Polocas 6-MP v plazmé je velmi kratky, cca 2hod.



V dal8im metabolickém kroku je 6-MP metabolizovan tfemi cestami. Prvni katabolické cesta
je metylace enzymem thiopurin-S-metyltransferazou (TPMT) na 6-metyl-merkaptopurin (6-
MMP); druhou katabolickou cestou je degradace molekuly xantin-oxiddzou na thiouraty; treti
moznosti je anabolickd cesta hypoxantin-guanin-fosforybosiltransferdzy (HPRT), ktera
obsahuje nékolik enzymatickych reakei, na jejichZz konci jsou 6-thioguanin-monofosfat, 6-
thioguanin-difosfat a 6-thioguanin-trifosfat, souhrnné nazyvané 6-thioguaninové nukleotidy.
(6-TGN). Praveé 6-TGN jsou odpovédné za imunomodulacni u¢inek 1éku. Polocas rozpadu 6-
TG v plazmé kolisé od 3 do 13 dnti (60).
Enzymy metabolismu AZA/6-MP

Ukazalo se, ze intracelularni koncentrace 6-TG ma vztah k aktivité thiopurin-S-

methyltransferazy (TPMT). Zajimavé je, Ze biologicka endogenni funkce TPMT neni znama.

Aktivita TPMT je dulezitym faktorem v metabolismu AZA/6-MP, protoze zajistuje
rovnovahu mezi tvorbou 6-TG a 6-MMP. Enzym je geneticky podminén chromosomem 6. V
polymorfismu TPMT je do dneSniho dne zndmo 20 mutantnich alel odpovédnych za
nedostate¢nou aktivitu TPMT a dvé€ tzv. wild typy alel, které kdduji normalni aktivitu (61).
Naptiklad polo¢as enzymu TPMT, po ktery je schopen degradace metaboliti, je pfi genotypu
TPMT*1 (wild alela) 18 hodin, kdezto pti genotypu TPMT*2/TPMT*3 (mutantni alely) je 15
minut (62). Je zaznamena vysoka korelace mezi genotypem TPMT a fenotypem, tj aktivitou
TPMT (63). Koncentrace 6-TG intracelularné koreluje inverzné s aktivitou TPMT. Nizka
aktivita TPMT pfi mutaci genu pro tvorbu TPMT miize vést k toxickému poSkozeni diené.
Proto se v objevovaly snahy zjiStovat aktivitu TPMT ¢&i provadét genotypizaci. Asi 89%
bélosské populace jsou homozygoti s normalnimi alelami pro TPMT (TPMT"/TPMT"),
v téchto piipadech se aktivita TPMT pohybuje od 20 nmol/hod.mgHb. U 11% nemocnych Ize
prokazat piitomnost jedné mutantni alely s nizkou aktivitu enzymu (TPMT" /TPMT") a
vzacné u 0,3% populace je aktivita TPMT témét nulova a obé alely jsou aberovany (TPMT"
JTPMT" ) (64). V téchto piipadech miize mit podavani AZA nebo 6-MP velmi nepiiznivé
disledky.

Do dnesniho dne bylo provedeno mnozstvi studii zkoumajicich vliv aktivity TPMT na
ucinnost terapie a aktivity TPMT na vyskyt nezadoucich u¢inkt. V prospektivni studii Blacka
a spol. zahrnujici 67 pacientli s revmatologickym onemocnénim bylo 6 pacientl heterozygoti
s mutantni alelou, 5 znich muselo uzivani AZA pfterusit hned v pribéhu prvniho mésice
1é¢by pro leukopenii (65). V dalsi studii zahrnujici 262 ISZ pacientii TPMT genotyp s jednou
mutantni alelou predikoval leukopenii s OR 6,32 v provndni s normalnim TPMT genotypem

(66). V studii Reguierové bylo zafazeno 71 pacientdl, pacienti s normalni aktivtou TPMT



uzivali béznou davkou AZA 2-2,5 mg/kg/den, pacienti sjednou mutantni alelou dostali
polovi¢ni davku 1-1,5 mg/kg/den a u z&ddného pacienta se neobjevila leukopenie (67).
Ze zéavéru studii vyplyva doporuceni snizit zejména pocatecni davku AZA/6-MP na 30-50%
u pacientli heterozygotti (68). Pacienti homozygoti majici ob¢ alely mutantni by neméli dostat
AZA/6-MP vibec nebo jen 10% bézné davky (69). Aktivita TPMT je vyssi u déti nez u
dospélych, u muzl nez u Zen a u kufdkl nez u nekuiakt. Navic se aktivita TPMT zvySuje
béhem [éCby purinovymi antimetabolity jako duasledek indukce enzymu (70). Lékové
interakce zahrnuji pfedevSim 5-aminosalicylovou kyselinu, ktera je inhibitorem TPMT.
Z toho tedy plyne zvySend koncentrace 6-TG nukleotidll pfi soucasné 1é¢be azathioprinem/6-
merkaptopurinem a 5-ASA (71). DalSimi inhibitory TPMT je kyselina acetylosalicylova (72)
a furosemid (73). Posledni l¢kovou interkaci, kterou je nutno zminit, je allopurinol, ktery
inhibuje xantinoxiddzu, jeden zenzymii purinového metabolismu. Proto pii soucasném
podavani allopurinolu a AZA/6-MP je potieba davku zredukovat cca na 30% (74).

Jak bylo zminéno vyse, je vysokd korelace mezi genotypem a fenotypem TPMT
odpovidajici az 98%. V praxi je tedy mozno vyuzit jak PCR techniku k uréeni DNA
leukocytti a zjisteni TPMT genotypu pacienta, tak i méfeni aktivity TPMT ke zjisténi
fenotypové variability. Druhd moZznost se zd4a vyhodnéjsi z divodu zjisténého rozpéti aktivity
TPMT u pacientl se stejnym genotypem, zpisobeného pravdépodobné moznosti alterace
aktivity TPMT napf. vySe zminénou medikaci. Jedinou situaci, kdy méfeni TPMT aktivity

neni relevantni, je po transfuzi krve (75).

Dal§im zminénym enzymem purinového metabolismu je hypoxantin-guanin-

fosforybosiltransferaza (HPRT), o némZ neni mnoho znadmo. Deficience enzymu je narozdil

od TPMT extrémné vzacna (1 : 100 000) a klinicky se manifestuje tzv. Lesch-Nyhanovym
syndromem, pro ktery je charakteristické sebeposkozujici jednani pacienti (70).

Poslednim dillezitym enzymem je inosin-trifosfat-pyrofosfatdza (ITPA) katalyzujici

pfeménu inosin-trifosfitu na inosin-monofosfit. Enzym vykazuje polymorfismus, dvé
mutantni alely jsou spojeny se snizenou aktivitou, jejiz klinicky vyznam je diskutovan. Alela
C94A muze byt spojena s vyskytem nezddoucich G¢inka typu flu-like symptomt, rashe a
pankreatitidy nebo leukopenie (66,76).

Metabolity AZA/6-MP

Koncentrace 6-TG nukleotidii v Cervenych krvinkach je vyznamné spojend

s navozenim klinické remise. U nemocnych s koncentraci 6-TG>230 pmol/8x10° je remise
onemocnéni dosazeno v 90% piipadii v porovnani s pacienty, u kterych je koncentrace

metabolitu pod touto hladinou (77,78). Uginek terapie tedy zavisi na hladiné metabolitu 6-TG,



ale nekoreluje s davkou azathioprinu/6-merkaptopurinu. V subpopulaci pacientt s leukopenii
byla hodnota 6-TG 490 pmol/8x10° (79).

Kumulace jiného metabolitu v organismu, tzv. 6-metylmerkaptopurinu, mize mit

hepatotoxické disledky. Za hranici je povazovana koncentrace 6-MMP v erytrocytech nad
5700 pmol/8x10® (80). Je ovsem nutno zminit, ze zavéry tykajici se hladin metabolitt AZA/6-
MP nebyly povrzeny vSemi studiemi (81-83).
Farmakodynamika AZA/6-MP

V poslednich letech byly zjistény vyznamné poznatky ohledné mechanismus t¢inku
1éku. Jeho imunosupresivni efekt neni ziejmé dan jednim unikatnim mechanismem, nybrz je
zpiisoben vice faktory. 6-TG nukleotidy jsou inkorporovany do nukleové kyseliny leukocytt
jako falesné baze, které narusuji vldkna DNA a vykazuji timto imunosupresivni efekt (70).
Navic 6-TG nukleotidy, zejména 6-thioguanin-trifostat, inhibuji Racl (=GTPaza, kterd hraje
roli v inhibici apoptézy T-lymfocytl). 6-TGN se na Rac 1 navaze misto GTP, znemozni jeji
aktivaci a tim indukuje apoptézu T-lymfocyti (84,85). DalSim faktorem pfispivajicim
k ucinku AZA/6-MP jsou nejspiSe i 6-MMP nukleotidy, které byly doposud spojovany
zejména s hepatotoxickém tucinkem (86). Pravdépodobné maji antiproliferativni efekt
zpusobeny inhibici purinové syntézy de novo. Molekuly thiopurini navic interferuji
s n€kterymi z endogennich molekul jako napt. ATP, GTP, které maji nezastupitelnou roli
v energetickém metabolismu a jako nitrobunééni messengii (87).
Indikace k lécbé

Indikaci k zavedeni terapie AZA/6-MP je vlekle aktivni UC ¢ CN,
kortikodependence, mimostievni komplikace. Vedle toho lze uzit tato 1é¢iva jako soucast
kombinované terapie u periandlnich pistéli CN a jako je profylakticka 1é¢ba po resekci stfeva.
Davka AZA/6-MP a sledovani pacienta

Terapie azathioprinem se zacind davkou 0,5-1,5 mg/kg/den a po mésici 1éCby se
zvySuje na 2,0-2,5 mg/kg denné. Od pocatku se tydné kontroluje KO, JT. V piipadé 6-MP se
zacina davkou 0,25-0,5mg/kg/den.Dalsi monitorovani KO by mélo byt provadéno kazdych 4-
6 tydnl po celou dobu podavané terapie. Vyznamné snizeni davky léku nebo pieruSeni
terapie je indikovano, jestlize pocet leukocytii klesne pod 3500x10°/1 nebo pocet desticek se
snizi pod 120x10°/1, zvySujici se hodnoty transaminiz nebo cholestatickych testi nad
dvojnasobek normy tak, jak je o tom referovano dale v kapitole nezadoucich ucinkd.

Monitorace jaternich testli by méla byt pfi dlouhodobé terapii provadéna cca 4x ro¢né.



Vedlejsi ucinky AZA/6-MP

Celkové€ se nezadouci Ucinky terapie vyskytuji az u 20% pacientd (48). MiZzeme je
rozdélit na dva typy. Prvnimi jsou na ddvce zavislé toxické reakce, druhymi na dévce
nezavislé reakce na podklad¢ alergie a idiosynkrazie.

Nezéadouci uc€inky prvého typu (tzv. typ A) jsou zpisobeny toxickym ucinkem.
Projevuji se nejCastéji nesnasenlivosti (nauzea a zvraceni az v 10% lécenych pacientl),
z hlediska bezpecnosti terapie je ale dulezitéjsi toxické plisobeni metaboliti AZA/6-MP na
kostni dfen a jatra. K projevim myelotoxicity dochdzi v naprosté vétSiné v prvnich tfech
mésicich 1é€by, vzacné se vSak mohou objevit i s dlouhou latenci po mnohamési¢ni nebo
dokonce nékolikaleté 16¢b&. Udaje o &astosti vyskytu této komplikace se v literatue rizni
v zévislosti na hodnoté poctu leukocytii, kterd byla zvolena. Kolisaji od 10% lécenych
pacientll az po 1% pacientl, vezmeme-li se v tivahu jako hranice signifikantni leukopenie az
hodnota pod 2000x10°/1 (48,49,88). Myelotoxicita je obtizné predvidatelna, mortalita na
septické komplikace je vSak u téchto pacientli nastésti vyjimecnd. O hepatotoxickém
postizeni hovotime v pfipad¢ elevace jaternich testli nad normu. Tento vedlejsi Gcinek 1écby
purinovymi antimetabolity se vyskytuje u cca 1% pacientd (48). Cast&ji je asociovan
s muzskym pohlavim. Klinicky se projevi jako hepatocelularni ¢i cholestaticka 1éze. Lécbu
vysazujeme pii zvySeni JT vice jak na dvojnasobek normy. Tato komplikace je spojovana
s kumulaci 6-methylmerkaptopurinii.

Nezadouci u¢inky druhé skupiny (tzv. typ B) se objevuji kratce po nasazeni terapie,
vétSinou do 2-4 tydnl od zacatku lécby. Jedna se o pankreatitidu (2%), ktera je povazovana za
idiosynkrastickou reakci (48), a dale o horecku, rash a bolesti kloubt (89).

Podavéni 1¢ka ze skupiny imunosupresiv miize mit samoziejmé za nasledek riziko
infek¢nich chorob. Pacient musi byt v tomto smyslu dobte poucen a v ptipadé vyskytu infekce
(tykéd se cca 7% pacientil) je nutné zah4jit 1écbu antibiotiky ¢i antivirotiky vcas. Pokud se
objevi priznaky tézké infekce nebo infekce zarovenl s leukopenii, pak soucasné s podanim
antimikrobidlnich latek azathioprin vysazujeme.

Nékteré nezddouci UCinky azathioprinu jsou zplisobeny nitro-imidazolovym
heterocyklem v jeho molekule. Jde hlavn€ o projevy intolerance ze strany traviciho ustroji
(nauzea, zvraceni, bolesti bficha) a celkové projevy nesnaSenlivosti - artralgie a kozni
eflorescence (rash). V téchto ptipadech je mozné zkusit terapii azathioprinem prevést na 1écbu
6-merkaptopurinem, ktery neobsahuje nitro-imidazolovy cyklus v molekule a mtze byt u

téchto pacientli velmi dobie tolerovan.
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Piiciny selhdni terapie AZA/6-MP
Pri¢in je celd fada a vlastni resistence na terapii je spiSe vyjimecnd. Nejcastejsi

pti¢inou selhdni terapie je poddavkovani léku z obavy pred zavaznymi vedlejSimi G€inky a

déle nedostatecnd compliance pacienta. Tteti pficinou je Spatnd indikace léCiva. Ctvrtou

pfi¢inou selhani terapie AZA/6-MP je koincidujici infekce. AZ na poslednim misté jde o

vlastni rezistenci stfevniho zanctu, pfi maximalni terapii a dobré compliance ze strany
pacienta. Takovych nemocnych je zhruba 20-30%.

Neni zadny raciondlni divod pro pred¢asné ukonceni této 1éCby v graviditeé. Ukonceni
terapie obecné je spojeno s vysokym rizikem relapsu idiopatického stievniho zanétu. Horni
hranice proto nebyla jest¢ uréena a doporucuje se pii dobré¢ odpovédi pokracovat po 4 letech

terapie (91).

2. 6-thioguanin

Jak bylo uvedeno, 6-thioguanin je hlavni U¢innou latkou, kterd zprostfedkovava
imunosupresivni a protizanétlivy efekt lé¢iva azathioprinu/6-merkaptopurinu. Proto se stala
velmi ldkavou predstava podavat jako léCivo pfimo 6-thioguanin, ktery byl do té doby
pouzivan v 1é¢bé akutni lymfoblastické leukemie déti (94,95).
ZkuSenosti s podavanim 6-thioguaninu

Prvni klinické zkuSenosti s 6-thioguaninem (Lanvis ~, Glaxo Welcome) v 1é&bé
idiopatickych stfevnich zanéti publikovala Dubinsky vroce 2001. Do pilotni studie bylo
zafazeno celkem 10 nemocnych s CN, ktefi v minulosti neodpovidali na terapii
azathioprinem/6-merkaptopurinem zejména z dGvodid nedostatecné produkce 6-TG a
nadprodukce 6-MMP. Davka 1éku byla velmi rozdilna a pohybovala se od 20 mg do 100 mg
denné. Lécba trvala 16 tydnid. Efektivita 1é€by byla hodnocena podle klinickych kriterii,
ptiznivy ucinek se dostavil v priméru jiz po 4 tydnech 1écby. U 7 z 10ti nemocnych lé¢enych
6-TG byla terapie G¢inna. Ackoliv hodnoty 6-TG byly devitinasobné vy$si nez u pacientd po
podani azathioprinu/6-merkaptopurinu, zadny pacient nemél nezadouci tc€inky. Hladiny 6-
MMP byly nedekovatelné (96). Nasledovaly dalsi studie. Nejvétsi soubor prezentovany
z evropskych pracovist’ uvedl Reinisch, ktery sledoval celkem 45 nemocnych s chronicky
aktivni formou Crohnovy nemoci. Délka podavani 6-TG byla 26 tydnti, v davce 40 mg denné.
Ptiznivy efekt byl zaznamenan u 28 z nich, tj. u 63% lécenych. V prubéhu této terapie doslo
k vyznamnému sniZzeni hodnot CDAI z primérné vychozi hodnoty 211 pted zahajenim 1éCby
na 141 ve 14. tydnu, a konecné ve 26. tydnu terapie na hodnotu 114 (osobni sdéleni). V

Derijksové studii s 32 pacienty intolerujicimi AZA/6-MP 1écbu 6-TG tolerovalo 81% pacientli
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(97). Obdobné data byla ziskdna pfi sledovani pacientll s alergickymi reakcemi po podani
AZA/6-MP (98,99). Herrlinger prezentoval studii, ktera v prvni ¢asti zkoumala navozeni
remise onemocnéni. 37 nemocnych s chronicky aktivni formou Crohnovy nemoci, davka
1¢ku 40 mg, doba 1écby 24 tydni, 1écba méla dobry efekt u 21 nemocnych tj. u 57% (100).
V druhé ¢asti udrzovaci terapie 6-thioguaninem v davce 20-40 mg denné po dobu 26 tydnt
byla u 88% lécenych efektivni a udrzela navozenou remisi (101).
NeZadouci ucinky léc¢by 6-thioguaninem

Na zékladé poznatki z poslednich let se ndzory na bezpe€nost terapie 6-thioguaninem
od pocatku tohoto stoleti zménily, jak o tom bude jeste dale diskutovano. Pfi¢inou je
sledovani vzniku nodularni regenerativni hyperplazie jater. Jde o vzacné jaterni onemocnéni,
které se objevuje v souvislosti s autoimunitnim chorobami, hematologickymi onemocnénimi a
po transplantaci kostni dien¢. Histologicky je v pokrocilych fazich pfitomna nodularni
formace bungk, kterda ma za nasledek vaskuldrni abnormity az s moznym vyvojem portalni
hypertenze (102,103). O patogenezi a pfirozeném prubchu tohoto onemocnéni je zndmo malo.
Hlavni vliv méla pozorovani Poordada a Dubinske, ktefi v souboru 125 nemocnych 1é¢enych
6-TG u 30% zjistili elevaci hodnot jaternich testii, leukopenii nebo trombocytopenii. Celkem
20 nemocnych se podrobilo necilené jaterni biopsii. Ve 14 ptipadech (70% pacientil) byla
histologicky potvrzena nodularni regenerativni hyperplazie (NRH), ve tfech piipadech
periportalni nebo perivenuldrni fibréza a v Sesti pfipadech steatéza jater. Nebyla nalezena
korelace mezi vznikem NRH a délkou terapie 6-TG, kumulativni ddvkou 1éku ani koncentraci
6-TG v erytrocytech. Za nezavislé rizikové faktory pro vznik jaterniho poSkozeni pti lécbé 6-
TG jsou poklddany muzské pohlavi a zvySena tvorba 6-MMP v predchozi terapii
thioguaninovymi derivaty (104).

Imunosupresivni terapie a souvislosti s KRK a lymfomem
Rizikové faktory KRK a karcinogeneze

Jiz vroce 1925 byl Crohnem a Rosenbergem popsan prvni piipad vyvoje
kolorektalniho karcinomu (KRK) u pacienta s ulcerdzni kolitidou (121). O tfi roky pozdéji
Bargen zMayo Clinic zjistil vyskyt malignity tlustého stieva u 20 pacientd s ulcerdzni
kolitidou (122). Tyto publikace byly na poc¢atku mnohych dalSich pozorovani souvislosti mezi

idiopatickymi stfevnimi zanéty a vyskytem malignit. Zminénd komplikace ISZ je jednou

24
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Dnes jsou jako rizikové faktory vSeobecné uzndvany: a) extensivni postizeni tlustého

stteva chronickym zanétem trvajicim b) vice nez 10 let, c¢) primarni sklerozujici

cholangoitida, d) KRK v rodin€ pacienta s ISZ(131).

I kdyz vkonecném disledku je wvyskyt nadoru tlustého stfeva ,stejnym*

onemocnénim jako u pacientl, ktefi nikdy stfevnim zanétem netrpéli, je mozné zachytit
nékolik rozdild mezi karcinomem u pacientd sISZ a sporadicky se vyskytujicim
kolorektalnim karcinomem do té doby zdravych pacientl. Pochopeni souvislosti a rozdili je
nutnym prepokladem prevence KRK u ISZ.
s ISZ prekryvaji se symptomy zanctu, a proto mohou vést k pozdni diagnéze. Naopak
vyhodu pacienti sISZ je pravidelnd dispenzarizace u gastroenterologa vcetné
endoskopickych kontrol, kterd zmensuje riziko pozdniho odhaleni malignity. Dal$i odli§nosti
je niz8i v€k pacientl s karcinomem v terénu ISZ oproti sporadickému karcinomu. Rozdily
miZeme najit i v biologickém chovani nadort, které u pacientid sISZ rostou rychleji,
infiltrativné ve sténé stfeva a mohou byt multifokalni. Casta je téz absence typickych
adenomtl. Rozdily vyplyvaji z odliSné patogeneze a jsou pfiCinou diskutované problematiky
dispenzarnich programt s cilem ¢asné diagndzy karcinomt u pacientt s ISZ (132).

Sporadicky KRK vznika nasledkem sekvence adenom-karcinom. Mutace APC je
charakteristickd pro casné faze patogeneze a je prokazatelna v loZiscich drobnych tubularnich
adenomil, ztrata p53 je typickd zména pozdni faze, kdy dochéazi k pteméné pokrocilého
adenomu v karcinom. Stejné déje se uplatiuji 1 v karcinogenezi KRK spojeného
s idiopatickymi stfevnimi zanéty. OvSem v sekvenci zanét-dysplazie-karcinom, ktera je
zpocatku nadorové transformace. Naopak mutace APC bud’ chybi nebo k ni dochdzi az
v zavéru maligni transformace. Déle se ma za to, ze mutace k-ras je podminkou polypoidniho
ristu loZiska. Pfitomnost ¢i nepfitomnost této mutace mize byt vysvétlenim, pro¢ nékteré
dysplazie nabyvaji makroskopického vzhledu polypu (ALM), jiné jsou plosné (DALM)
a n¢které jsou makroskopicky sotva prokazatelné (134, 135).

Imunosupresivni lécba a chemoprevence

V souvislosti s malignitami se o imunosupresivech hovofi spiSe jako o rizikovém

faktoru vyvoje zejména lymfomu. V nékolika studiich, jejichz piehled podava tabulka, byl ale

zkouman i chemoprotektivni ti€¢inek.
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Tab. Ptehled provedenych studii

Autor Rok Ptipady / kontroly Relativni riziko | Chemoprevence
Connell et al 1994 | 23/243 1,11 Ne
Fraser et al 1997 | 36/1313 0,8 Ne
Lashner et al 1997 | 26/ 69 1,12 Ne
Matula et al 2005 | 54 /261 1,06 Ne
Van Staa et al 2005 | 100/ 600 0,85 Ne
Rutter et al 2004 | 68/136 0,34 Ne
Velayos et al 2006 | 188/ 188 3,0 Ne

Nejvice problematickym bodem studii je nedostatecna (nékolik dni nebo mésict
trvajici) ¢i vlbec neuvedend doba trvani 1écby azathioprinem/6-merkaptopurinem. DalSim
zkreslujicim faktorem je nerovnomérné zastoupeni pacientd ve skupindch, mezi pacienty
s imunosupresivni terapii je vice tézkych ptipadii pribehu ISZ. Ve studii Rutterové je patrna
tendence zménsujiciho se rizika vyvoje KRK se zvysujici se délkou imunosupresivni terapie.
Naopak ve studii Velayose imunosupresivni 1écba delsi nez 1 rok predstavovala zvySené
riziko KRK. I pfes uvedené kontroverzni otazky je zfejmé, Ze v tuto dobu nemame zadné
jasné dikazy o chemopreventivnich u€incich imunosupresiv (136-142).

Imunosupresivni lécba a vyskyt ymfomii

Rozsdhly soubor pacienti (27 559 pacienti s CN, 20120 pacientd s UC) je
demonstrovan na S$védské populaci. Vysledkem sledovani je stejny vyskyt lymfomt u
pacientl s ulcer6zni kolitidou jako u zdravych jedinct, ale zvySeny vyskyt u pacientl
s Crohnovou nemoci (143). Dalsi databazovy soubor pochazi z Velké Britanie, kde bylo
kontrolovano 6 605 CN pacientd a 10931 UC pacientd (srovnano s 60 506 zdravymi
kontrolami). Relativni riziko pro pacienty s CN bylo stanoveno na 1,39 (95% CI, 0.50-3.40) a
pro pacienty s UC na 1,11 (95% CI, 0.51-2.19). Byl zaznamena pouze s Hodgkinskym
lymfomem a UC. Relativni riziko vyskytu lymfomu u pacientd sISZ I1é€enych
imunosupresivy bylo v této studii velmi nizké-1,27 (95% CI, 0.03-8.20) a benefit terapie
ptevazuje riziko (144). Tvrzeni podporuji i sledovani Connela a pozdéji Frasera (145,137).
Opacny vysledek pfinesla meta-analyza Kandela z roku 2005, kterd podporuje tezi zvySeného
vyskytu lymfoml wu pacientl s Crohnovou chorobou IéCenych azathioprinem/6-
merkaptopurinem s relativnim rizikem 4,18 (95% CI, 2,07-7,51) podobné jako star$i studie

z roku 2000 Farella a spol., ktery prokazal mirné zvyseni incidence lymfomu (146).
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CILE

A. Stanoveni uc¢innosti imunosupresivni terapie azathioprinem/

6-merkaptopurinem u pacienti s idiopatickymi stfevnimi zanéty

B. Stanoveni souvislosti aktivity enzymu thiopurin-metyltransferazy a ucinnosti 1écby
azathioprinem/6-merkaptopurinem

C. Stanoveni souvislosti aktivity enzymu thiopurin-metyltransferazy a predikce vyskytu
neZadoucich ucinkii 1é¢by azathioprinu/6-merkaptopurinu

D. Stanoveni souvislosti koncentrace metaboliti azathioprinu (6-thioguanin a 6-
methylmerkaptopurin) s u¢innosti terapie

E. Stanoveni souvislosti koncentrace metabolitii azathioprinu (6-thioguanin a 6-
methylmerkaptopurin) s vyskytem a zavaZnosti nezadoucich Gc¢inku.

F. Posouzeni ucinnosti 1é¢by 6-thioguaninem

G. Posouzeni bezpecnosti 1é¢by 6-thioguaninem

LABORATORNI METODIKA

Isolace erytrocyti, Isolace leukocyti, Stanoveni katalytické aktivity TPMT
Stanoveni poméru produkce 6-methylmerkaptopurinu a 6-methylthioguaninu
Stanoveni koncentrace 6-methylmerkaptopurinu a 6-methylthioguaninu pomoci HPLC
Vypocet katalytické aktivity thiopurin-methyltransferasy
Katalyticka aktivita TPMT se vypocte podle nasledujiciho vzorce:
c(6 — MMP)
c(Hb) *t

a=2750%*

Koncentrace 6-methylmerkaptopurinu stanovena pomoci HPLC je dosazovana v pmol/l, koncentrace
hemoglobinu v hemolysatu je dosazovana v g/l, doba inkubace je dosazovana v hodinach, vysledna aktivita
TPMT je pak vyjadiena v nmol 6-MMP x g’ Hbx h™",
Vypocet poméru produkce 6-methylmerkaptopurinu a 6-methylthioguaninu

Pomér produkce MMP k celkové produkci methylovanych derivatl thiopurinti (6-MP, 6-TG) se vypocte

podle nasledujiciho vzorce:
c(6 — MMP)

Y%MMP =100 * z naméfenych dal Ize vypocitat i aktivitu TPMT:
c(6 — MMP) +c(6 — MTG)

c(6 — MMP) + c(6 — MTG)
c(Hb) *t

Stanoveni hladiny metabolitii thiopurini v erythrocytech

a=2750x*

Stanoveni koncentrace 6-thioguaninu a derivatu 6-methylmerkaptopurinu pomoci HPLC
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SOUBOR PACIENTU, METODIKA, STATISTIKA

Terapie AZA/6-MP

Indikace k zahajeni lécby AZA/6-MP: trvala aktivita choroby, kortikoresistence ¢i kortikodependence,
komplikace v podob¢ pistéli nebo mimostievnich projevi.

Pacienti pfed zapocetim sledovani podepsali informovany souhlas.

Zatazeno v r. 2000-04 celkem 91 pacientil, 83 dokoncilo s moznosti hodnoceni dle stanovenych parametri.
Crohnova chorob-69% pacientl, ulcer6zni kolitidou-31%.

Primérny vék 37,7 let, 41 muzl, 42 zen. Prim. doba trvani ISZ 7,5 roku.

Primérna denni davka AZA 2,1mg/kg/den, 6-MP 1,1mg/kg/den. Hodnoceni 1écby provedeno po 12 mésicich.
Efekt terapie hodnocen na zéklad¢ zmény: a) klinické indexy aktivity nemoci (UC-Trulove-Wittsv index, CN-
Crohn'’s disease aktivity index), b) laboratornich parametrti zanétu (leu, tromb, CRP)- kontrolovano KO tydné po
dobu 1 mésice, posléze 1x mésicné, CRP cca 1x za 3 mésice, c) vysazeni €i snizeni prumérnych dennich davek
kortikosteroidd v mg metylprednisolonu/den.

S ohledem na mozny vyskyt nezadoucich ucinkd byli pacienti kontrolovani takto: krevni obraz viz vyse, jaterni
testy 1x za 3 mésice, hodnoty pankreatické amylazy dle potieby u pacientl s bolestmi bficha.

Leukopenie se vyskytla u 7 pacienti (8%). U 6 byly hodnoty leu mezi 3000-4000 x10°/1, 1é¢ba vysazena a po
normalizaci KO nizsi davka. U 1 pacienta se objevila po cca 10 mésicich 1é¢by leukopenie pod 2000 x10°/1.
Hepatotoxicitu jsme pozorovali u 5 pacientd (6%), zvyseni JT 2x nad normu.

Aktivita TPMT byla zjisténa pied zacatkem lécby.

Hladina metabolitd 6-TG a 6-MMP byla zjistovana u vSech pacientti po 12 mésicich 1é¢by.

U pacienti s leukopenii, hepatotoxicitou byly tyto hodnoty zjistovany i v dobé vyskytu nezadouciho téinku.
Aktivita TPMT byla korelovana s ti€innosti terapie a s vyskytem nezaddoucich ucinkd.

Hladiny metaboliti 6-TG a 6-MMP byly korelovany s ucinnosti terapie a s vyskytem nezadoucich u€inka.
Terapie 6-thioguaninem

Zahrnuto celkem 21 pacienttl, 9 Zen, Crohnova chorob-17 pacientll. Prim. veék pacientti 34,9 let.

Déavka 6-thioguaninu se pohybovala 40mg-60 mg denné. Prim. doba 1é¢by 26 tydnd.

U pacientd jsme sledovali KO,FW, CRP, JT. Hladina 6-TG byla kontrolovana po dobu 1éby 26 tydnt
minimalné 2x. U vSech nemocnych bylo provedeno UZ jater.

U 12 nemocnych jsme provedli jaterni biopsii. Barveno hematoxylinem-eosinem, retikulin a trichrom.

Na zékladé takto ziskanych bioptickych vzorkt jsme se pfipojili k rakousko-cesko-némecké multicetnrické studii

zabyvajici se hepatotoxicitou 6-thioguaninu.

Statistika: Pro deskriptivni Gcely byly vypocteny standardni statistické ukazatele parametrdi, a to primér, SD,
median a minimum a maximum pro spojité ukazatele a podil nastani jevll pro data binarni a kategorialni. Pfi
testovani rozdilti mezi spojitymi hodnotami byl pouzit parovy Wilcoxon test (srovnani hodnot pied 1é¢bou a po
1é¢b€) nebo neparovy Mann Whitney test pro srovnani hodnot mezi dvémi skupinami pacientd. Tyto
neparametrické testy byly pouzity na zakladé testovani normality rozlozeni hodnot Kolmogorov-Smirnov a

Shapiro-Wilk's W testem.
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VYSLEDKY

1. U¢innost imunosupresivni terapie azathioprinem u CN a UC
1.1.  Vlivimunosupresivni terapie na klinické indexy aktivity CN a UC

Bylo zjisténo, ze Truelove-Wittstiv index, kterym je hodnocena ulcer6zni kolitida,
poklesl statisticky vyznamné z vychozi hodnoty 5,9 (SD+3,2) na 2,42 (SD+1,9) na konci
sledovani po 12 mésicich (p<0,001).

Graf'1
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U nemocnych s CN poklesl Crohn’s disease aktivity index zpilivodni primérné

hodnoty 175 (SD+66,4) na hodnotu 134 (SD+55,7) po 12 mésicich sledovéni (p<0,001).
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1.2. Vliv imunosupresivni terapie na laboratorni aktivitu CN a UC

Laboratorni markery se zménily takto: pramémy podet leukocytt poklesl z 10,3x10°/1
(SD=+3,46) na 6,7x10°/1 (SD£2,7) (p<0,001, graf 3), pramémy pocet trombocytt z 325x10%/1
(SD+110) na 273x10%/1 (SD+89) (p<0,001, graf 4) a hodnota CRP se snizila z 25,3 mg/l
(SD+£38,9) na 11,3 mg/l (SD+17,5) (p<0,001, graf 5). Ve vSech sledovanych parametrech

doslo tedy k statisticky vyznamnému sniZeni pramérnych hodnot po 12 mésicich sledovani.
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Graf 5
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1.3. Vliv imunosupresivni terapie na sniZeni primérné davky kortikosteroidu
Primérnd denni davka kortikosteroidi pted lécbou byla 17,0 mg metylprednisolonu

(SD+13,8), po 1écbe klesla statisticky vyznamné na 5,1 mg metylprednisolonu (SD+6,6)

(p<0,001).
Graf 6
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1.4.Vliv vychozi aktivity UC a CN na vysledek imunosupresivni terapie
Délka trvani choroby pfed zahajenim terapie neovlivnila vysledek imunosupresivni

1écby. Vychozi hodnoty sledovanych parametri zanétlivé aktivity (klinické indexy aktivity,
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hodnoty laboratornich parametrii a primérna denni davky kortikosteroidi) zjiSténé pied

zahdjenim 1écby nemély Zadny vliv na vysledek terapie.

2. Vztah aktivity TPMT a ucinnosti imunosupresivni terapie
2.1. Priumérna aktivita TPMT

Primérnd aktivita TPMT u sledovanych pacientl s idiopatickymi stfevnimi zénéty
byla 35,0 nmol x g Hb" x hod™ (SD+11,5). Tato aktivita TPMT u pacienti s Crohnovou
chorobou se nelisila od aktivity TPMT pacientt s ulcerdézni kolitidou. Nebyl nalezen Zadny
vztah mezi aktivitou TPMT a pohlavim ¢i vékem nemocnych (p=0,678, r=-0,046).

V souboru 83 pacientil bylo nalezeno 8 pacientli (9,6%) se stfedni aktivitou TPMT,
ktera odpovida heterozygotni formé¢ s jednou alelou pro nizkou aktivitu TPMT. Nenalezli

jsme zddného homozygota s nizkou aktivitou TPMT.

2.2. Aktivita TPMT a klinické indexy aktivity CN a UC
Snizeni klinickych zndmek aktivity obou nemoci bylo statisticky signifikantni. Pokles
téchto indexii ovsem nebyl ovlivnén aktivitou TPMT pied zahdjenim terapie (TW p=0,89,

resp.CDAI p=0,978).

2.3. Aktivita TPMT a zmény laboratornich parametrua zanétu
Zmény téchto laboratornich parametrii v pribéhu lécby byly signifikantni, ale nijak

nesouvisely s aktivitou TPMT (leukocyty p=0,390, trombocyty p=0,974, CRP p= 0,621).

2.4. Aktivita TPMT a Kortikoidy Setrici efekt
Kortikoidy Setfici efekt imunosupresivni 1écby nebyl ovlivnén vychozi aktivitou

TPMT (p=0,276).

3. Vztah aktivity TPMT a vyskytu nezadoucich ucinki

U 7 pacientl se projevila leukopenie, nenalezli jsme jednoznaény signifikantni vztah
mezi aktivitou TPMT a vyskytem leukopenie, nicméné jistd tendence k vyvoji leukopenie u
pacientii s niz§i aktivitou TPMT pozorovéana byla (25,9 nmol x g Hb™ x hod™ vs. 35,9 nmol x

g Hb™ x hod™, p=0,058).

20



Graf 7

Srovnani hodnot TPMT podle vyskytu leukopenie
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Nenalezli jsme vztah mezi aktivitou TPMT a vznikem hepatotoxicity (36,4 nmol x g

Hb" x hod™” vs. nmol x g Hb™" x hod™, p=0,781).

4. Koncentrace metabolitii azathioprinu a u¢innost terapie
4.1. 6-thioguanin

Pramérna koncentrace 6-TG byla 306,8 pmol/8x10° ery (SD+283,3). Tato koncentrace
neméla zadny vztah k pohlavi ¢i véku pacienta (p=0,256, 1=-0,126). Rovnéz nebyla zjisténa
vyznamna korelace mezi 6-TG a aktivitou TPMT (p=0,133), 6-TG a zménami klinickych
indexti aktivity (CDAI p=0,317, r=-0,194, TW p=0,341, r=-0,135), 6-TG a poklesem davky
methylprednisolonu na den (p=0,490, r=-0,083). Co se ty¢e hodnoceni laboratorni aktivity
nemoci, pak pokles hladiny CRP nebyl ovlivnéna koncentraci 6-TG (p=0,386, r=-0,009).
OvSem zmény laboratorni aktivity hodnocené pomoci krevniho obrazu signifikantné
negativné korelovaly s hodnotou 6-TG (leu p=0,018, tromb p= 0,005). Znamena to tedy, zZe se

stoupajici hladinou 6-thioguaninu v erytrocytech klesala hladina leukocytii a trombocytt.

4.2. 6-methylmerkaptopurin

Priméma koncentrace 6-MMP byla 1559 pmol/8x10°® ery (SD+2794). Tato
koncentrace byla vyznamné ovlivnéna extrémnimi hodnotami u nékterych pacientd, proto byl
stanoven i median, ktery odpovidal koncentraci 528 pmol/8x10® ery. Koncentrace 6-MMP

neméla zadny vztah k pohlavi ¢i v€ku pacienta (p=0,320, r=-0,126). Nebyla zjisténa Zadna
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vyznamna korelace mezi 6-MMP a ostatnimi veli¢inami hodnoticimi aktivitu nemoci. Rovnéz

jsme nezaznamenali vztah mezi koncentraci 6-MMP a aktivitou TPMT.

5. Koncentrace metabolitii azathioprinu a vyskyt neZadoucich uc¢inki
5.1. 6-thioguanin

U sedmi pacientd se béhem lécby azathioprinem vyskytla leukopenie. Pokud jsme
srovnali hladiny 6-thioguaninu u skupiny pacientti s leukopenii a skupiny pacientii bez
leukopenie, pak jsme dospéli k zavéru, Ze u pacientil s leukopenii byly zjiStény signifikantné
vy$$i hladiny 6-thioguaninu (656 pmol/8x10° ery SD+539 vs. 275 pmol/8x10® ery SD+229,

p=0,006). Vztah mezi hladinou 6-thioguaninu a hepatotoxicitou nebyl zjistén.

Graf 8
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5.2. 6-methylmerkaptopurin

U péti pacientii se béhem 1écby vyvinuly znamky hepatotoxicity. Srovndnim skupiny
pacientll s hepatotoxicitou a pacientll beze zmén jaternich testll jsme zjistili signifikantné
vy$$i hladinu 6-methylmerkaptopurinu u prvni skupiny pacientd (1171 pmol/8x10° ery
SD+1480 vs. 236 pmol/8x10® ery SD+138, p=0,002). Vztah mezi hladinou 6-MMP a

leukopenii nebyl zjisten.
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Graf 9

Srov nani hodnot 6-MMP podle v yskytu hepatotoxicity
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6. Imunosupresivni terapie 6-thioguaninem
6.1. U¢innost terapie

Z celkového poctu 21 pacientd, kterym byla lécba 6-thioguaninem nasazena, bylo
mozno hodnotit efekt terapie u 16 pacientii (13 CN, 3 UC; 8 Zen, 8 muzi) pramérné¢ho véku
35,9 let. Tfem pacientim musela byt lécba vysazena je§t¢ béhem prvniho mésice podavani
pro nesnasSenlivost, kterd se projevovala zejména nauzeou a bolestmi biicha. Jedna pacientka
vyvinula leukopenii po 6 tydnech terapie, 1écba ji byla rovnéz vysazena diive neZ bylo mozno
hodnotit efekt terapie. Jeden pacient byl vyfazen pro nedostate¢nou compliance. U skupiny 16
pacientii byl zaznamenéan na konci terapie pokles hladiny leukocytii z 8,4x10°/1 na 6,8x10°/1,
sedimentace z primérné hodnoty 31,0 na 17,3 a C-reaktivni protein z 42,2 mg/l na 10,6 mg/l.

Pokles vSech téchto zanétlivych parametrit dosahl statistické signifikance (p<0,05)
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Graf 10
Pokles CRP béhem lécby
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U dalsiho sledovaného parametru hladiny trombocytd doslo rovnéz ke snizeni hodnot, a to
z 341,4 x10°/1 na 308,6 x10”/1, ale toto snizeni nebylo statisticky signifikantni.
Klinické zlepSeni udévalo devét pacientti z 13 (63%) s Crohnovou nemoci. U pacientl
s ulcerdzni kolitidou byla 1é¢ba Gspésna jen v jednom ptipadé, ve zbyvajicich dvou ptipadech
museli pacienti podstoupit kolektomii.
U péti pacientd ze sedmi (71%), ktefi uzivali systémové kortikosteroidy, mohla byt

davka kortikoidl snizena ¢i zcela vysazena.

6.2.Nezadouci ucinky

Jak jiz bylo zminéno vySe, dvéma pacientim (10%) byla lécba vysazena pro
nesnaSenlivost projevujici se zejména hornimi dyspeptickymi obtizemi. Dal§im moZnym
nezaddoucim Uc¢inkem je toxicky efekt na kostni dieni. V nasem souboru dvé pacientky (10%)
vyvinuly zmény v krevnim obraze, v prvnim piipadé to byla leukopenie 1,5 x10°/1 po 6
tydnech terapie, v druhém piipadé se objevila zavazna trombocytopenie pod 20 x10°/1 po 14
mésicich terapie, tato pacientka byla do hodnoceni Gi¢innosti zatazena.

v

Posledni, ale zd4a se, ze nejdilezitéjsi skupinou nezadoucich ucinkli, mohou byt
hepatotoxické vlastnosti 6-thioguaninu. V souboru pacientii lécenych 6-thioguaninem se
objevily zmény v jaternich testech celkem u 5 pacientii (31%). U jedné pacientky to byla
vzrustajici hyperbilirubinemie (pfed pocatkem terapie méla tato pacientka hodnoty bilirubinu
v norm¢), dalsi pacientka vyvinula zmény ve vSech jaternich enzymech, zbyvajici tii pacienti

méli rizné kombinace patologickych jaternich testi.

24



Na zaklad¢ tohoto faktu jsme se rozhodli nabidnout pacientim provedeni
ultrasonografického vySetteni jater a ptipadné jaterni biopsii, kterd by umoznila podrobné&jsi
zhodnoceni poskozeni jaterni tkan€ a zejména napomohla rozhodnout, zda je mozno u

jednotlivych pacientd, jez na lé¢bu 6-thioguaninem dobie zareagovali, bezpe¢né pokracovat.

6.3. Vysledky jaternich biopsii

Ctrnact pacientil z celkovych 16 pacienttl, jez uZivali 6-thioguanin dostateéné dlouhou
dobu (minimalné 4 mésice), se dostavilo na sonografické vySetfeni bficha, dvanact pacientl
(75%) po podrobné informaci o prubéhu jaterni biopsie souhlasilo s odbérem jaterni tkén¢.
Mezi témito pacienty bylo vSech pét pacientl s patologickymi jaternimi testy. Patologicky
nalez ve smyslu zvysSené jaterni echogenity odpovidajici steatéze byl popsan u 4 pacientd
z péti pacientld s elevaci jaternich testl. Jednou byl ndlez steatdézy popsan u pacienta
s normalnimi jaternimi testy. U pacientky, jez méla hyperbilirubinemii i elevaci vSech
hepatalnich enzymt, sonografistka popsala i splenomegalii a hrani¢né Sirokou slezinnou zilu.

Patolog popsal abnormity u péti pacientd.

Tabulka 1

Vysledky JT, ultrazvuku a histologického zhodnoceni vzorkii jaterni tkané S pacienti

EJT Uz NRH Steatoza (%) |perivenul.f. |portalni f.
7,561t |+ - - 10 + -+
M, 34 let + + - 75 ++ -
Z,40let [+ + - 10 ++ +
M, 46 let + + - 50 ++ 4+
M, 41 let |- + - 10 + +

Zkratky: Z-7ena, M-muz, EJT-elevace jaternich testt, UZ-ultrazvukovy nalez

NRH-nodularni regenerativni hyperplazie, f.-fibroza

Ve vsech péti sledovanych ptipadech (31%) se jednalo o jaterni fibrozu. U tii pacientii lze
fibrézu hodnotit jako lehkou, 1x jako stfedné téZkou a konecné 1x jako fibrozu tézkou az
inkompletni cirh6zu. U tohoto pacienta navic byla pfitomna velko- i malokapénkova steatoza
I. stupné, stfddani zeleza Il.stupné a lehkd cholestaza. Jak patolog, tak oSetiujici

gastroenterolog u zminéného pacienta pripoustél mozny vliv abtizu alkoholu.
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6.4. Multicentricka rakousko-cesko-némecka studie

Na zakladé zminénych vysledkil jaternich biopsii a novych poznatkli o riziku vyvoje
nodularni regenerativni hyperplazie (NRH) jsme se podileli na multicentrické rakousko-
cesko-némecké studii. Ta posuzovala toxicitu 6-thioguaninu na 45 pacientech, kterym byly
odebrany bioptické vzorky jater. Do této studie jsou zahrnuti kromé naSich pacientli (n=11) i
nemocni z univerzity ve Vidni (n=19) a v Mnichové (n=15). VétSina pacientl (70%) trpéla
Crohnovu chorobou, a to nejcastéji s postizenim tenkého 1 tlustého stieva (69%). Primérna
doba 1écby byla 70 tydnli (za minimum byla stanovena doba 8 tydnt). Medidn kumulativni
davky 6-TG odpovidal 15,7 g, naprostd vétSina pacientli uzivala 40 mg/den. VSichni pacienti
byli pted tim 1é¢eni AZA/6-MP, primérna doba trvani této 1é€by byla 11 mésici.

Protoze NRH je vzicné onemocnéni, stanoveni diagndézy je mnohdy obtizné. Je
zalozené na histologickém zjisténi lokalni hyperplazie hepatocytli a zaroven pifitomnosti
atrofovanych bunék, dilataci sinusoidii, detekci retikulinovych fibril. Vyhodné je specialni
barveni na retikulin. Histologické zhodnoceni vzorkl provadéli nezévisle na sob¢ dva zkuSeni
patologové z Némecka a z Vidn€. Diagnéza NRH byla povaZovéna za jednoznacnou pii
shod¢€ obou lékart, coz splitovalo 8 pacientt (17,8%) ze 45. U dalSich 8 pacientli uvedl tuto
diagnézu pouze jeden zpatologli a u pacienti tedy nebylo mozno vyloucit pocinajici
onemocnéni. Dilezité je rovnéz zjisténi, ze pacient s NRH mulZze mit normélni jaterni testy.
Pfi porovnani skupiny pacientl bez znamek NRH a skupiny NRH pacientli + suspektnich
NRH pacienti pouze ALT (p=0,007) a ALP (p=0,006) byly Castéji zvySeny v druhé skupiné.

V souboru pacientii nebyla nalezena Zadna souvislosti mezi délku terapie (p=0,189) ¢i
kumulativni dévkou 6-thioguaninu (p=0,757) a vyvojem NRH. RovnéZz nebyla nalezena
korelace mezi vznikem NRH a celkovou dobou trvani ISZ (p=1,0) ¢i délkou piedchozi

AZA/6-MP 16by (p=0,182).
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DISKUSE

Idiopatické stfevni zanéty jsou v popiedi zajmu gastroenterologie jiz mnoho let.
Dlvodl je nékolik. Jednd se o onemocnéni se vzrlstajici incidenci postihujici zejména
pacienty ve vyspélych zemich. Z hlediska v€ku je zavaznym faktem, Ze ¢asto onemocni lidé
kolem 20. roku, coz ma neblahé néasledky na kvalitu Zivota pacientli a jejich morbiditu. Tito
pacienti jsou pak limitovani nejen denodennimi symptomy chronického onemocnéni, ale i
nutnosti ¢astych navstév 1ékarti a nezfidka je nevyhnutelny chirurgicky zakroku, po kterém
nasleduje riizné dlouha rekonvalescence. Cast pacientii konéi jako invalidni diichodci, coz ma
pak pro né i fina¢ni disledky. Proto je tedy Crohnové chorobé€ a ulcerdzni kolitidé vénovano
tolik pozornosti nejen ze strany lékail,, ale i ze strany pacienti (nové webové stranky,
organizace sdruzujici tyto pacienty, pacientské konference). Navzdory tomuto zdjmu si ale
idiopatické stfevni zanéty zachovavaji mnoha tajemstvi. V riznych obdobich byla v etiologii
dilezitost prikladana stfidavé infekci, psychosomatice, autoimunitnim procesim atd. (158).
Stale nevime, co je prvotnim mechanismem spoustéjicim tato onemocnéni. V soucasné dobé
etiopatogenezi hodnotime jako komplexni slozity d¢j, na kterém se ucastni genetické vlivy,
imunitni systém stfeva, bakteridlni osidleni stfeva a nékteré zevni faktory. Nikoliv nadarmo se
tikd, Ze jen véci, které zname dobte, dokdzeme vysvétlit jednoduse.

Medikament6zni terapie Crohnovy nemoci a ulcerdzni kolitidy je pfi¢inou obav ze
strany gastroenterologli a nespokojenosti €i frustrace ze strany pacientl. Neni proto velkym
piekvapenim, ze compliance a adherence k terapii je u téchto pacientt relativné nizka, jak jiz
bylo popséano v kapitole zabyvajici se teorii. Ve svétle téchto vysledkl se dostava do poptedi
vzéjemny vztah lékaf-pacient, ktery se zda byt pro 1écbu urcujicim. Je nutné znat postoj
pacienta k jednotlivym lécebnym postuplim, ziskat si jeho divéru a zarovein mu ponechat
dostate¢ny prostor v rozhodovani o zptisobu terapie.

Koncem devadesatych let se zdalo, Ze problém velmi omezené¢ 1cinné
medikament6zni terapie bude vyfeSen zavedenim tzv. biologické terapie. Jedna se o léky,
jejichz molekuly jsou pfipravené genovym inzZenyrstvim a zasahuji do prvnich fazi zanétlivé
reakce. Predpokladalo se, Ze je jen otdazkou Casu, kdy se najde nejvhodnéjsi molekula, ktera
nebude mit nevyhody infliximabu, prvniho léku ze skupiny biologické terapie, ktery byl na
sklonku minulého stoleti v terapii Crohnovy nemoci pouzit. S postupujici dobou a
narustajicimi zkuSenostmi s touto terapii a hlavné na zdklad¢ provedenych klinickych studii s
novymi molekulami, se ukazuje, Ze vysledny efekt zavedeni vysoce ucinné a priibéh nemoci

modifikujici terapie se spiSe vzdaluje. I z tohoto diivodu je Zadouci vénovat se problematice
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wstarych® 1é¢iv ze skupiny imunosupresiv, z nichZ dominujici svym vyznamem a rozsahem

pouzivani jsou purinové antimetabolity — azathioprin a 6-merkaptopurin.

Diskuse o azathioprinu/6-MP

Molekula azathioprinu byla syntetizovana kratce po skonceni druhé svétové véalky a
v klinické medicing se uziva od pocatku padesatych let. Piestoze v indikaci idiopatickych
sttevnich zanétil se ve svéte uziva od 80.let a jiz pied vice nez deseti lety se udavala potieba
zavedeni imunosupresiv nejcastéji z divodu trvalé aktivity choroby a kortikodependnece az u
poloviny pacientl sISZ (160), pretrvavaji z této terapie stale urcité obavy. Diivody
k reservovanému piistupu zejména naSich l€kait jsou nejspiSe tfi. Prvni je obava z indukce
zavaznych a potencialné fatdlnich nezadoucich uc€inkid. Druhy aspekt vedouci k nediivéie
v imunosupresivni 1é¢bu je pravdépodobné pomaly nastup priznivého ucinku terapie. Treti
obava vyplyva z rizika nepfiznivého piisobeni latky na reprodukci. VSechny uvedené faktory
pak vedou k tomu, ze 1é¢iva nejsou indikovana u vSech nemocnych, u kterych by méla byt. A
navic rozhodne-li se jiz 1ékar tyto latky podat, Casto je pfedepisuje z obav z nezddoucich
ucinkl v nedostateéné davce nebo je predCasné vysazuje.

Tyto praktické pohnutky nas vedly k systematickému sledovani pacientii 1éenych
azathioprinem nebo 6-merkaptopurinem s cilem monitorovat aktivitu kli¢ového enzymu
thiopurin-methyltransferdzy a hladinu metaboliti 6-metylmerkaptopurinu a 6-thioguaninu.
Zajimalo nds, jaky je vztah mezi aktivitou enzymu a koncentraci metabolitii uvedenych 1é¢iv
a vyslednym klinickym efektem a vznikem nezadoucich u¢inkd.

Relativné na velkém souboru 83 nemocnych, z nichz vétSina byla tvofena nemocnymi
s komplikovanym pribéhem Crohnovy nemoci, jsme se snazili v prospektivnim sledovani
zhodnotit klinickou u¢innost této terapie. Zjistili jsme, ze azathioprin/6-merkaptopurin
podavany v dostatecné davce je vysoce efektivni 1é€ebnou modalitou. Ve shod¢ s klinickymi
indexy aktivity doSlo k vyznamnému sniZeni poctu leukocytli a trombocyti na konci
sledovéani. U nemocnych s vysokou aktivitou idiopatického stievniho zdnétu dochazi pouze k
hrani¢nimu zvySeni hodnot leukocytd. Naopak u pacientli s postizenim tlustého stfeva
Crohnovou chorobou byvd vyznamna elevace hodnot trombocytii spolehlivym markerem
aktivity. C-reaktivni protein je nejspolehlivéj§im laboratornim znakem aktivity u Crohnovy
nemoci. Podobné jako o leukocytli a trombocytll jsme zaznamenali vyrazné a signifikantni
snizeni hodnot CRP pfi porovnani pramérnych hodnot pfed a po jednorocni 1écbé
azathioprinem. Vyznamné snizeni hodnot CRP je spojeno nejen se symptomatickym

zlepSenim, ale je také zndmkou zhojeni viedovych lezi na sliznici travici trubice. Snizeni
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hodnot leukocytl je v klinické praxi mozné vyuzit jako pfiznivého znameni nastupujiciho
protizanétlivého ucinku 1écby. U pacientl, u kterych nenastane vyznamné sniZzeni hodnot
leukocytti, nedochazi obvykle ani ke klinické odpovédi na poddvanou imunosupresivni
terapii. Optimalni je pokles leukocytt mezi 4-5x10°/1, hodnoty by nemély poklesnout pod
3,5x10°/1 a absolutni podet lymfocytd na 1,0x10°/1. Jestlize hladina leukocytti poklesne pod
uvedené rozmezi, pak se mohou objevit infekéni komplikace, pfedev§im virové infekce.
Nejzavazngjsi infekéni komplikaci je cytomegalovirova sepse s multiorgdnovym postizenim
a extrémné vysokou mortalitou, ktera se pohybuje pies 80%. Vedle snizeni poctu leukocyti a
lymfocytl je jako dalsi prognosticky faktor odpovédi na terapii azathioprinem zvySeny objem
cervenych krvinek. Nedojde-li tedy k poklesu leukocyti ani ke vzniku makrocytdzy
erytrocytll, je piizniva klinickd odpovéd’ na terapii purinovymi antimetabolity velmi mélo

pravdépodobna.

Dal§im vyznamnym parametrem piiznivé odpovédi na imunosupresivni terapii je
snizeni davky metylprednisolonu ze 17,0 mg na 5,1 mg denné. Uvazime-li ze, zadvaznost
nezadoucich ucinkd systémové ucinkujicich steroidll je vedle individuélni citlivosti zavisla
pfedevsim na celkové denni davce, je prospéSnost terapie thiopuriny zcela evidentni. Davka
17,0 mg metylprednisolonu je tak vysokd, ze vede k systémovym projeviim kortikoterapie
s nepfiznivymi dopady na nejriiznéj$i organy. Naproti tomu davka 5 mg denné je jiz pod

kritickou hranici nutnou ke vzniku zavaznych nezadoucich G¢inku.

TPMT je klicovy enzym metabolismu. Pfedpoklddali jsme, Ze nemocni s nizkou
aktivitou enzymu budou metabolizovat vice ucinné latky, coz povede ke vzniku vétSiho
kvanta 6-thioguaninu s rizikem toxického efektu, ale vyssi ucinnosti. Pfi korelaci aktivity
TPMT a efektu imunosupresivni terapie na klinické indexy aktivity a laboratorni parametry
jsme vsak nezjistili zddny vyznamny vliv. Z hlediska predikce piiznivé terapeutické odpovédi

na podavani thiopurini nema tedy stanoveni aktivity TPMT zadny vyznam.

Z hlediska predikce vyskytu nezddoucich ucinkd pii 1é€bé thiopuriny je zfetelny
teoreticky predpoklad, Ze monitorovani aktivity TPMT by meélo odliSit skupiny pacient
s vysokym rizikem nezadoucich ucinkd. V naSem souboru 83 nemocnych jsme zaznamenali
vyskyt vyznamné leukopenie u 8,5% znich. V této skupin€ jsme neprokazali signifikantni
vztah mezi aktivitou TPMT a vyskytem leukopenie, nicméné dle ptedpokladu byla patrna
tendence ke vzniku leukopenie u nemocnych s nizsi aktivitou enzymu. Stanoveni genetického
polymorfismu nebo aktivity TPMT pted zahdjenim terapie je n€kterymi autory doporuc¢ovano

jako nejvhodnéjsi strategie, jak identifikovat skupiny nemocnych s vys§im rizikem toxickych
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projevl azathioprine/6-merkaptopurinu. U nemocnych s prokazatelnou heterozygotni mutaci
se vytvaii enzym s cca 50% schopnosti metylace 6-MP, u nemocnych s homozygotni mutaci
cca 10%. V téchto ptipadech je riziko vzniku tézké leukopenie extrémné vysoké. U
nemocnych s casnym vznikem leukopenie jde pravdépodobné mnohem castéji o geneticky
podminénou mutaci TPMT. Naproti tomu u pacientll s pozdnim vznikem leukopenie se
uplatituje spise jiny a dosud neobjasnény mechanismus toxického ucinku azathioprinu. Z vyse
uvedeného je ziejmé, ze stanoveni TPMT miiZe snizovat, nikoliv vSak eliminovat riziko tézké
leukopenie pii terapii purinovymi antimetabolity. Né&ktefi autofi doporucuji nésledujici
postup: Pfed zahdjenim terapie azathioprinem nebo 6-merkaptopurinem provést méfeni
aktivity TPMT, a je-li hodnota v mezich normy, pak zahgjit 1écbu plnou davkou. U
nemocnych se sttedni hodnotou TPMT je vhodné zah4jit davkou odpovidajici 50% vychozi
davky a pak postupné davku zvySovat o 25 mg za 2-4 tydny do dosaZeni optimalni davky
nebo vyskytu leukopenie. U nemocnych s nizkou aktivitou TPMT je Iépe se terapii

thiopuriny vyhnout.
Ma prakticky vyznam monitorovat aktivitu 6-thioguaninu v erytrocytech ?

Prakticky pfinos miize mit monitorovani koncentrace 6-TG v erytrocytech v ndsledujicich
specifickych klinickych situacich. Prvni moZnosti vyuZziti monitorace 6-TG je stav, kdy 1 pfes
dostate¢nou davku imunosupresiv nedochdzi k o¢ekdvanému lécebnému efektu. Pokud
zjistime nulovou hladinu 6-TG, je to jasnym dilkkazem, ze pacient 1é€bu neuziva. Dalsi
moznosti je, ze 6-TG v erytrocytech nedosahuje dostate¢né koncentrace blizici se 230
pmol/8x10° ery. V tomto piipadé se mizeme pokusit davku zvysit i nad 3 mg/kg/den pii
monitorovani hladiny 6-TG a 6-MMP v erytrocytech. Je totiz zndmo, Ze skutecna rezistence
na lécbu azathioprinem je spiSe vzacnosti a neodpovidavost na 1écbu je mnohem castéji
disledkem poddavkovani. Dal§im potencidlnim pfinosem monitorovani hodnot 6-thioguaninu
jsou nemocni s agresivnim pribéhem Crohnovy nemoci po opakovanych resekcich s
vyslednym syndromem kratkého stfeva. V této situaci je potfeba zhodnotit, dochdzi-li viibec
ke wvstfebavani perordlné podavané latky. Tretim potencidlnim vyuzitim monitorace 6-
thioguaninu v praxi je predikce vyskytu zavazné myelosuprese. Prokézali jsme, Ze u
nemocnych, u kterych doslo k signifikantni leukopenii, byla né€kolikanasobné vyS$si hodnota

6-TG v erytrocytech v porovnani s pacienty bez této komplikace.
Jaky je prakticky vyznam stanoveni 6-metylmerkaptopurinu ?

Vysoka koncentrace 6-MMP nam tedy signalizuje riziko vzniku toxické hepatopatie.

V klinice toho vyuZijeme napi. tehdy, dojde-li k elevaci jaternich testti. Pak stanovenim
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hladiny 6-MMP odliSime poskozeni jater z azathioprinu od jinych klinickych situaci, kterymi
mohou byt hepatopatie pifi virové infekci, cholestdza ¢i napt. koincidujici primarni
sklerozujici cholangoitida.Déle je vyhodné monitorovat 6-MMP v situaci, kdy se rozhodneme
zvySovat davku azathioprinu nad 3 mg/kg/den tak, abychom se vyhnuli jeho potencialni

kumulaci a projevu hepatoxicity.

Béhem doby, kdy vznikala tato prace, bylo publikovano velké mmnoZstvi studii
zabyvajicich se farmakogenetikou imunosupresivné ptsobicich 1€kii. Prace se tykaly riznych
polymorfnich gent kddujicich enzymy ucastnici se metabolismu jednotlivych 1€kti. Napft. se
jednalo o aktivitu metylentetrahydrofolat-reduktazy v terapii metotrexatem, aktivitu inosin-
trifosfat-pyrofosfatazy v terapii purinovymi anitmetability, polymorfismus apoptotickych
gend v terapii infliximabem (163). Pfesto v soucasné dobé je pouzivana v klinické praxi
pouze genotypizace TPMT. Monitorovani tohoto enzymu a koncentraci metaboliti thiopurind
mé u nemocnych s Crohnovou chorobou a ulcer6ézni kolitidou prakticky vyznam. Nelze sice
predikovat jednoznac¢nou klinickou odpovéd na terapii, nicméné u nezanedbatelné
podskupiny nemocnych lze zabranit vzniku zévaznych nezddoucich ucinkid a sledovat
adherenci pacienta k 1écbé. Navic v némecké studii z roku 2004 se ukazalo, ze vyskyt dvou
mutovanych alel pro TPMT u evropskych pacientil je ¢ast&j$i nez udavana frekvence 0,3%
v opakované citované studii Weinshilboum a Sladka z roku 1980 (64), kterd byla provedena u
americké populace. Zda se, ze vyskyt u Evropant je dvojndsobny, odpovida 0,6%, tj. zruba 1
pacient ze 160 (164).

PribéZzné publikované a prezentované vysledky vedly k tomu, Ze v roce 2004 bylo
stanoveni aktivity TPMT a genotypizace TPMT Oddélenim klinické biochemie VFN a 1.LF

UK v Praze zavedeno do rutinni klinické praxe.

Diskuse o terapii 6-thioguaninem

Pii hodnoceni terapie 6-TG musime vzit v potaz dv€ dilezitd hlediska -u¢innost a
bezpecnost terapie. Zavery nasi studie hodnotici efekt z hlediska G¢innosti terapie jsou velmi
dobré. U 63% pacientli neodpovidajicich na pfedchozi imunosupresivni terapii méla 1écba
efekt, ktery se projevil snizenim klinické a laboratorni aktivity stfevniho zanétu. Uvazime-li,
ze do souboru byli zatazeni vyhradné¢ nemocni refrakterni nebo netolerujici predchazejici
imunosupresivni 1écbu, nemocni s opakovanymi chirurgickymi zakroky, jsou dosazené
vysledky pozoruhodné. Zdalo se, ze jde o vhodnou volbu jako ,ultimum refugium®

medikamentozni terapie u chronicky aktivni a agresivni formy Crohnovy nemoci, kdy pacient
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je refrakterni ¢i netoleruje terapii AZA/6-MP. Vyhodou 6-thioguaninu byl i jeho rychlejsi
nastup klinického uc¢inku, ktery v porovndni s nastupem ucinku azathioprinu nebo 6-
merkaptopurinu se zmensil z 3-6 mésic na 4 tydny. Je ovSem nutné zdlraznit, Ze zadna z
provedenych a v pisemnictvi publikovanych studii G¢innosti 6-TG nebyla kontrolovana
placebem.

Vysledky naseho pozorovani z hlediska bezpecnosti 1écby ukazuji, Ze u tfetiny
nemocnych lé¢enych 6-thioguaninem je v jaternim parenchymu prokazatelnd fibroza,
lokalizovana v portalnich prostorech i centroacin6zné. Ve vétsSin€ nasich piripada se jednalo o
mirné zmnoZeni vaziva, u zadného naSeho pacienta nebyla histologickym vySetienim
prokédzana ptitomnost nodularni regenerativni hyperplazie. Prokdzané zmény steatdza jater a
centroacindzni a perivenuldrni fibréza jsou vyvolavany také zvySenou konsumaci alkoholu.
Tento fenomén nebylo mozné u dvou pacientii ze zminénych péti popsanych ptipadi vyloucit.
Dale si musime uvédomit, Ze 20-40% nemocnych s idiopatickymi stfevnimi zanéty ma
v jaternim parenchymu podobné zmény, které jsou vyvolany piedchazejici terapii: fibroza
(metotrexat); steatoza (kortikosteroidy) nebo se mohou objevit zmény v ramci mimostfevnich
projevli. Navic situaci komplikuje fakt, ze NRH byla vzacné referovana i u pacientl
uzivajicich AZA/6-MP (165,166), tuto 1écbu méli v anamnéze vSichni pacienti 1éCeni 6-
thioguaninem a pfed zapocetim 1éCby 6-thioguaninem nebyly jaterni biopsie provadény.

Otazkou rovnéz zlstava dalsi pribéh NRH po vysazeni 1écby 6-thioguaninem.

Nicméné se domnivame, Ze nase vysledky jsou vsouladu snovymi tudaji o
hepatotoxicité¢ 6-thioguaninu, které se objevily b&hem poslednich let a byly jiZ zminény
v kapitole o teorii. Na zdklad¢ poznatki o riziku vyvoje NRH jsme se podileli na
multicentrické rakousko-cesko-némecké studii, kterd méla posoudit toxicitu 6-thioguaninu a
zhodnotit histologické nalezy v jatrech. Celkem bylo zhodnoceno 45 pacientli, u 8 pacientl
(17,8%) byla diagnoza NRH jednoznac¢na, u dalSich 8 velmi suspektni. Celkové tedy urcité
znamky hepatotoxického postizeni jater nasledkem lécby 6-thioguaninem byly prokdzany u
36% pacientit (167). Tato studie byla poc¢tem pacientii nejrozsahlejsi, potvrdila data z USA
ziskand od 20 pacientii v roce 2003 (104) a piispé€la k tomu, Ze terapie 6-thioguaninem se

nedostala mezi lé¢ebné modality idiopatickych stfevnich zanéth.
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ZAVER

A. Imunosupresivni terapie azathioprinem/6- merkaptopurinem u pacienti
s idiopatickymi stfevnimi zanéty hodnocena poklesem Kklinickych indexi aktivity
choroby, laboratornimi parametry a Kortikoidy Setficim efektem se ukazala jako

signifikantné c¢inna ve vSech téchto sledovanych parametrech.

B. Aktivita TPMT nema prediktivni vyznam pro posouzeni ucinnosti 1écby

azathioprinem/6-merkaptopurinem.

C. Aktivita TPMT neméa jednoznacny prediktivni vyznam pro vyskyt nezadoucich
ucinki. U pacientii s hepatotoxicitou neni Zidny vztah k aktivit¢ TPMT. U pacienti
s vyskytem leukopenie byla zaznamenana tendence k vyvoji leukopenie u nemocnych

s niz8i aktivitou TPMT, tento vztah ale nedosahl statistické signifikace.

D. Koncentrace 6-thioguaninu ve formovanych krevnich elementech koreluje s u¢innosti
terapie vyjadiené poklesem leukocytii a trombocyti, nekoreluje s poklesem CRP,
klinickych indext aktivity choroby a kortikoidy Setficim efektem.

Koncentrace 6-methylmerkaptopurinu ve formovanych krevnich elementech nekoreluje

s ucinnosti terapie v Zaidném ze sledovanych parametri.

E. Koncentrace 6-thioguanin ma prediktivni vyznam pro vyskyt leukopenie, hladina 6-
thioguaninu je u pacienti s leukopenii signifikantné vyssi.
Koncetrace 6-methylmerkaptopurinu ma prediktivni vyznam pro vyskyt hepatotoxicity,

hladina 6-methylmerkaptopurinu je u pacientii s hepatotoxicitou signifikantné vyssi.

F. Imunosupresivni terapie 6-thioguaninem u pacienti s idiopatickymi stfevnimi zanéty
hodnocena poklesem Kklinickych indexii aktivity choroby, laboratornimi parametry a

kortikoidy Setficim efektem se ukdzala jako signifikantné€ wGcinna ve vSech téchto

sledovanych parametrech.

E. Bezpecnost 1é¢by 6-thioguaninem je kontroverzni a zejména s ohledem na moZzné

poskozeni jater riziko neZadoucich ucinki prevaZuje benefit této terapie.
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SOUHRN

Jedna se o onemocnéni s jen ¢aste€né poznanou etiopatogenezi. V 1é€bé jsou pouzivana
ucinnd imunosupresiva azathioprine (AZA) a 6-merkaptopurin (6-MP), ptesto 20-35%
pacientil nezaznamena efekt terapie. 10-15% pacientli ma nezadouci G€inky. Metabolismus
AZA/6-MP je ovlivnén enzymem thiopurin-methyltransferdzou (TPMT). ProtoZe existuje
interindividudlni variabilita TPMT, je snaha monitorovat aktivitu enzymu ¢i stanovit genotyp,
a tim minimalizovat vyskyt nezddoucich ucinku terapie. Dale je v metabolismu AZA/6-MP
dilezitym prvkem 6-thioguanin (6-TG). Mnoho studii analyzovalo vztah mezi hladinou 6-TG
a efektivitou ¢i toxicitou terapie. Hladina zajistujici az 90% Gc¢innost terapie odpovida 230-
250 pmol/8x10°ery. Vysoka koncentrace je spojena s rizikem myleotoxicity. Dal§i metabolit
6-metylmerkaptopurin (6-MMP) zplsobuje hepatotoxické u€inky.

Podavéani pfimo ucinného metabolitu 6-thioguaninu bylo zkouSeno jako alternativa u
pacienti s ISZ, ktefi jsou rezistentni na terapii AZA/6-MP nebo ji netoleruji. 6-TG je
efektivni u zhruba 60% pacientt, ale je spojen s rizikem nodularni regenerativni hyperplazie.
Cile:1.Stanoveni u¢innosti imunosupresivni terapie AZA/6-MP u pacientl s ISZ

2.Stanoveni vztahu aktivity TPMT a uc€innosti lécby AZA/6-MP a aktivity TPMT a vyskytu
nezadoucich G€inka

3.Stanoveni vztahu koncentrace metabolitit AZA/6-MP (6-TG, 6-MMP) s t¢innosti terapie a
souvislosti koncentrace metabolitd a vyskytu nezadoucich ucinkii.

4.Posouzeni G¢innosti a bezpecnosti 1é€by 6-thioguaninem

Metody:Do prospektivni studie jsme zatadili 91 pacientli, z nichz 86 bylo mozno statisticky
hodnotit (57 CN, 26 UC; pram. vek 37,7 let). Hodnoceni uc¢innosti terapie bylo provedeno po
12 mésicich, pram. denni davka byla 2,1 mg/kg AZA, resp. 1,1 mg/kg 6-MMP. Efekt 1écby
byl stanoven na zakladé zmény aktivity klinickych indexi, laboratornich parametri zanétu a
davky kortikosteroidd. Sledovan byl vyskyt nezadoucich Uc¢inkd. Zjistovali jsme aktivitu
TPMT, hladinu 6-TG a 6-MMP.

Celkem 21 pacientll, ktefi v minulosti netolerovali AZA/6-MP ¢i méli projevy nezadoucich
ucinkl, bylo v nasem centru 1é€eno 6-thioguaninem. VétSinou se jednalo o pacienty s
Crohnovou nemoci, prim. véku 34,9 let. Priim. doba 1é¢by 26 tydnd. S ohledem na nové
poznatky o nodularni regenerativni hyperplazii (NRH) jsme provedli u 12 pacientl jaterni
biopsie, které¢ byly zahrnuty do multicentrické evropské studie zkoumajici hepatotoxicitu 6-
thiguaninu.

Vysledky:1. Imunosupresivni terapie AZA/6-MP u pacientt s ISZ se ukazala jako
signifikantné u¢innd ve vSech sledovanych parametrech.

2. Aktivita TPMT nema prediktivni vyznam pro posouzeni u¢innosti 1é¢by AZA/6-MP ani pro
vyskyt nezadoucich Uc¢inkti. U pacientd s vyskytem leukopenie byla zaznamendna niz$i
aktivita TPMT, tento vztah ale nedosahl statistické signifikace.

3. Koncentrace 6-TG v erytrocytech koreluje sucinnosti terapie vyjadiené poklesem
leukocytli a trombocytli. Koncentrace 6-TG je signifikantn€ vyssi u pacient s leukopenii.
Koncetrace 6-MMP je signifikantn€ vySs§i u pacientt s hepatotoxicitou.

4. Lécba 6-thioguaninem byla efektivni u 63%. U 4 pacientil doslo k elevaci JT béhem
terapie, v histologii jsme nasli u 5 pacientii jaterni fibrozu rizného stupné. U Zadného naseho
pacienta nebyla objevena diagnoza NRH. V ramci multicentrické evropské studie, které jsme
se zucastnili, byla diagnoza NRH stanovena u 18% (8 z 45 pacienttt), dalSich 18% vykazovalo
histologické néalezy nevylucujici po¢inajici NRH.

Zavér:Stanoveni aktivity TPMT se stalo sou¢asti rutinni klinické praxe. Méfeni hladiny
metabolitil 6-TG a 6-MMP je mozné vyuzit ve specialnich ptipadech 1é¢by azathioprinem/6-
merkaptopurinem. 6-thioguanin se pro hepatotoxické ucinky nedockal SirSiho vyuziti v 1é€bé
idiopatickych sttevnich zanéta.
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SUMMARY

Background: Thioguanine derivatives, azathioprine (AZA) and 6-mercaptopurine (6-MP),
have been used for many years in the treatment of inflammatory bowel disease (IBD). They
represent major drugs in therapy of steroid-dependent and chronic active IBD. In 20-35% of
the patients administration of AZA or 6-MP does not lead to improvement of the disease.
Another limitation is the occurrence of adverse events of the therapy which can be observed
in 10-15% of the patients. The metabolism of AZA/6-MP is influenced by thiopurine methyl
transferase (TPMT). Since there is a significant variability in the activity of TPMP, there is an
idea that monitoring the enzyme activity or the genotyping can significantly minimize the
toxicity. Several studies have analysed correlation between the levels of AZA/6-MP and the
efficacy or toxicity. The cut-off level corresponds to 230-250 pmol/8x10® RBC. High
concentrations are linked with a risk of myelotoxicity. The occurrence of hepatotoxicity is
dependent on the concentration of 6-methylmercaptopurine (6-MMP) in the erythrocytes.
6-thioguanine (6-TG) has been studied as an alternative therapy in patients with
inflammatory bowel disease, who are resistant or intolerant to AZA/6-MP.The administration
of 6-TG is effective in approximately 60% of patients. However, 6-TG related hepatotoxicity
with high frequency of nodular regenerative hyperplasia (NRH) was described.

Aims:1. To evaluate the result of azathioprine/6-mercaptopurine long-term therapy

2. To assess the influence of TPMT activity on the results of azathioprine/ 6-mercaptopurine
therapy and on adverse events

3. To asses the influence of 6-thioguanine and 6-methylmercaptopurine metabolite levels on
the result of therapy and on adverse events

4. The efficacy and safety of 6-thioguanine therapy

Methods:The prospective trial comprised 91 patients with a chronically active course of the
disease, 86 of them was used for evaluation (57 CD, 26 UC; mean age 37.7 years). The
evaluation of the treatment was made after 12 month, the mean daily dose was 2.1 mg/kg for
AZA and 1.1 mg/kg for 6-MP. Efficacy of therapy was assessed by means of clinical activity
indexes, laboratory parameters of inflammation and the corticoid sparing effect. We observed
frequency of adverse events. The TPMT activity, 6-TG and 6-MMP levels was measured.

A total of 21 patients with Crohn’s disease were treated by 6-thioguanine in our centre, mean
age 34.9 years. The period of the treatment was 26 weeks. 12 of the patients underwent liver
biopsy. We incorporated to European multicenter study to assess hepatotoxicity of 6-TG.
Results:1. The therapy of AZA/6-MMP assessed is significant efficient.

2. No correlation was found between the TPMT activity and long-term response AZA/6-MP
treatment. Adverse events were not significantly affected by TPMT activity. However, it was
observed the tendency to leucopenia by pts with low TPMT activity.

3. The level of 6-TG corresponds with eficacy of AZA/6-MP therapy assessed by means of
leukocyte and trombocyte decreased. The level of 6-TG is significant higher by the patiens
with leucopenia.The level of 6-MP is significant higher by the patiens with hepatotoxicity.

4. The treatment with 6-TG was efficient by 63% of treated patients. 4 patients developed
abnormalities in their liver tests during the 6-TG therapy. Abnormal results of liver histology
occurred in 5 cases. All were assessed as liver fibrosis of different degree. However, no case
of nodular regenerative hyperplasia was found by our patients. During the multicenter
European study NRH was diagnosed in 8 patients (8/45), NRH could not be excluded due to
pathological findings in 8 additional patients.

Conclusion: Monitoring of TPMT activity is routinely used. Measurement of 6-TG and 6-
MMP metabolite is possible to use in special clinic occasions. 6-thioguanin is not recommend
for treatment of inflammatory bowel disease due to hepatotoxic potential.
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	Ulcerózní kolitida UC, v českém písemnictví označovaná také jako idiopatická proktokolitida, je hemorhagicko-katarální zánět sliznice tlustého střeva, postihující vždy rektum a šířící se kontinuálně na různě rozsáhlou část, nebo celé  tlusté střevo. Toto onemocnění také nedokážeme zcela etiologicky a patogeneticky objasnit. Průběh onemocnění je charakterizován  relapsy a remisemi. Jedná  se o chorobu, kterou nelze medikamentózně definitivně vyléčit, jen chirurgická léčba proktokolektomie vede k vyléčení pacienta.
	Imunosupresivní terapie
	Zavedení imunosupresivní terapie do léčby idiopatických střevních zánětů znamenalo velký pokrok v léčbě těchto onemocnění. Velkou výhodou imunosupresiv je nejen jejich dobrá účinnost při relativní bezpečnosti, ale též možnost snížit či zcela vysadit dávky kortikosteroidů, které do zavedení imunosupresivní terapie znamenaly hlavní léčebnou modalitu. Nevýhody zejména dlouhodobé terapie kortikosteroidy jsou všeobecně známy. V současné době mezi nejužívanější imunosupresiva patří azathioprin či 6-merkaptopurin. Dále jsou užívány metotrexát, cyklosporin A a okrajově též tacrolimus a mykofenolát.
	1. Azathioprin, 6-merkaptopurin
	Indikace k léčbě
	Dávka AZA/6-MP a sledování pacienta
	Vedlejší účinky AZA/6-MP


	Zkušenosti s podáváním 6-thioguaninu
	Zahrnuto celkem 21 pacientů, 9 žen, Crohnova chorob-17 pacientů. Prům. věk pacientů 34,9 let.
	Statistika: Pro deskriptivní účely byly vypočteny standardní statistické ukazatele parametrů, a to průměr, SD, medián a minimum a maximum pro spojité ukazatele a podíl nastání jevů pro data binární a kategoriální. Při testování rozdílů mezi spojitými hodnotami byl použit párový Wilcoxon test srovnání hodnot před léčbou a po léčbě nebo nepárový Mann Whitney test pro srovnání hodnot mezi dvěmi skupinami pacientů. Tyto neparametrické testy byly použity na základě testování normality rozložení hodnot Kolmogorov-Smirnov a Shapiro-Wilk's W testem.
	6.1. Účinnost terapie




