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Souhrn

Cil studie: Popsat kinetiku dosahovani usta-
lenych koncentraci 6-tioguaninnukleotidu
(6-TGN) a 6-metylmerkaptopurinnukleotidu
(6-MMPN) v erytrocytech po zahajeni tera-
pie azatioprinem (AZA) u déti s idiopatickym
stfevnim zanétem (I1SZ).

Metodika: Portska diagnosticka kritéria byla
nezbytna k diagnéze ISZ. Ke stanoveni
6-TGN a 6-MMPN byla pouzita modifikace
HPLC metody, koncentrace byly stano-
vovany v hemolyzatu a prepocteny na
8 x 10° erytrocytd. Pro vySetreni genotypu
TPMT byla pouzita DNA leukocytl izolo-
vanych z periferni krve. Amplifikace a identi-
fikace populacné nejcastéjsich byla prove-
dena pomoci realtime PCR s naslednou
analyzou teploty tani. Aktivita TPMT byla sle-
dovana in vitro v erytrocytech izolovanych ze
vzorku venézni krve odebrané pred zaha-
jenim farmakoterapie. Venodzni krev byla
odebrana v ¢ase O pred prvnim podanim
AZA a dale v 1., 2., 5. a 8. tydnu IéCby AZA.

Summary

Pharmacokinetics of azathioprine during
the first weeks of treatment of Crohn’s
disease and ulcerative colitis in children
and adolescents

Objectives: Description of pharmacokine-
tics and time until steady-state of 6-thiogua-
nine nucleotides (6-TGN) and 6-methylmer-
captopurine nucleotides (6-MMPN) fol-
lowing initiation of azathioprine (AZA) treat-
ment in paediatric inflammatory bowel
disease (IBD).

Methods: Inclusion criteria were: a) age
0-19 years b) initiation of azathioprine treat-
ment ¢) IBD diagnostic work-up fulfilled
the Porto criteria. Thiopurinemethyltransfe-
ase (TPMT) genotype and enzyme activity
was analysed from the blood sample drawn
in week O. TPMT activity was determined
according to direct measurements of enzy-
matic formation of 6-methymercaptopurine

Genotyp a fenotyp TPMT byl vySetren ze
vzorku krve ziskaného v ¢ase 0, 6-TGN
a 6-MMPN v ¢ase O adalev 1., 2., 5. a 8.
tydnu. Pomoci kompartmentového farmako-
kinetického modelovani byl u kaZzdého sub-
jektu odhadnut Cas potrebny k dosazeni
ustaleného stavu a ustalena koncentrace
metabolit(i 6-MP v erytrocytech.

Soubor a vysledky: Studie se ztcastnilo
celkem 28 nemocnych s ISZ. Prumérna
aktivita TPMT v souboru 28 pacientt byla
32,1 (SD 14,4) nmol x mt* x h* Genotyp
TPMT byl vysetren u 23/28 nemocnych.
Pramérné hodnoty aktivity TPMT dosahly
heterozygott 10,8 (6,4-18,2) nmol x ml* x
h*a u homozygott 32,4 (27,9-37,6) nmol x
mH x h' (p < 0,0001). U 18 nemocnych
(15 déti s Crohnovou nemoci a 3 déti
s ulcerozni kolitidou, median véku 15,5 let)
bylo mozné provést odhad ¢asu potrebného
k dosaZeni ustaleného stavu koncentrace
6-TGN. Median ¢asu do dosazeni rovnovaz-

over time. Genotyping of TPMT (*1 wild-
type, *2, *3A, *3B and *3C alleles) was per-
formed on DNA samples extracted from
peripheral blood cells by real-time PCR and
melting analysis. Metabolites measure-
ments were performed in week O, 1, 2, 5,
and 8 after initiation of treatment. High per-
formance liquid chromatography was used
for 6-MMPN and 6-TGN analysis.

Results: Inclusion criteria matched 28 pa-
tients with IBD. Mean TPMT activity was
32.1(SD 14.4) nmol x mI* x h*. TPMT geno-
typing was implemented in 23 patients. Mean
TPMT activity reached 10.8 (6.4-18.2)
nmol x mI* x h* in heterozygotes and 32.4
(27.9-37.6) nmol x m[I* x h* in homozygotes
(p < 0.0001). Time until steady-state of 6-
TGN was analysed in 18 children (15
Crohn's disease, 3 ulcerative colitis) aged
15.5 years. Median time time until steady-

né koncentrace (time to steady-state) 6-TGN
¢inil 55,3 dne, prumérna koncentrace
6-TGN v erytrocytech po dosaZeni rovno-
vazné koncentrace byla 326 (SD 154) pmol/
8 x 10° ery. Byla pozorovana netésna
korelace mezi ustalenou koncentraci 6-TGN
v erytrocytech a davkou AZA prepoctenou
na 1 kg télesné hmotnosti nebo na 1 m?
povrchu téla. Farmakokinetiku 6-MMPN
charakterizovalo vysoké intraindividualni
kolisani hodnot koncentraci v erytrocytech.
Zavér: Median ¢asu do dosazeni rovno-
vazné koncentrace 6-TGN byl priblizné
o polovinu kratsi, neZ je klinické pozorovani
nastupu Gc¢inku azatioprinu. Pravidelné
vysSetrovani hladin 6-TGN po zahajeni tera-
pie dovoli rozlisit nemocné s rychlou
a pomalou ekvilibraci ti¢innych koncentraci.

KLICOVA SLOVA: IDIOPATICKY STREVNI ZANET,
AZATIOPRIN, FARMAKOKINETIKA, DETI

state of 6-TGN was 55.3 days, mean 6-TGN
concentration after steady-state equation
was 326 (SD 154) pmol/8 x 10° erythro-
cytes. We observed inconclusive correlation
between erythrocytes 6-TGN steady-state
concentration and the azathioprine dose
per kilogram of body weight or square
metre of body surface. Considerable intrain-
dividual fluctuations of 6-MMPN levels in
erythrocytes were frequent.

Conclusions: Time to steady-state of 6-TGN is
approximately half as short as the clinically
described delay until the complete azathio-
prine effect is achieved. Routine metabolite
measurement enables identification of pa-
tients with fast or slow 6-TGN accumulation
after initiation of azathioprine treatment.

KEY WORDS: INFLAMMATORY BOWEL DISEASE,
AZATHIOPRINE, PHARMACOKINETICS, CHILDREN
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Iécby Crohnovy choroby a ulcerézni kolitidy
u déti a adolescentt

uvoD

Crohnova nemoc (CN) a ulcer6zni koli-
tida (UC) jsou chronickd zanétliva
onemocnéni traviciho traktu nezna-
mého plvodu. Souhrnné se oznacuji
jako nespecifické (idiopatické) strevni
zanéty (ISZ). Asi u tretiny pacientd
zaCina onemocnéni v détském véku
nebo v adolescenci. Soucasna terapie
umoZznuje dosazeni remise u vétSiny
pacientl. ProtoZe ISZ neumime vy-
|éCit, nemocny musi dlouhodobé
(Casto celozivotné) uzivat léky, které
tlumi aktivitu onemocnéni. Zakladem
IéCby nejmirnéjSich forem ISZ jsou
derivaty kyseliny 5-aminosalicylové.
U pacientll s tézSi formou onemoc-
néni, které se u déti vyskytuji mnohem
Castéji nez u dospélych, volime od
zaCatku farmakoterapie kombinace
IéCiv. V akutni fazi se obvykle nevy-
hneme systémovym glukokortikoste-
roiddm, ale protoZe nezadouci G¢inky
dlouhodobé Ié¢hy systémovymi gluko-
kortikosteroidy jsou v pediatrii neak-
ceptovatelné, staly se zakladem
udrZovaci terapie remise ISZ u déti
azatioprin (AZA) nebo 6-merkapto-
purin (6-MP).

AZA je nelcinné prolécivo, které je
Iépe vstiebavano ve stievé nez 6-MP.
Neenzymovou hydrolyzou AZA vznika
6-MP. V paralelnich metabolickych
cestach, které navzajem soutézi
0 6-MP, jsou na jedné strané tvoreny
enzymem tiopurinmetyltransferazou
(TPMT) nelcinné metabolity 6-metyl-
merkaptopurin (6-MMP) a xantinoxida-
zou kyselina tiomocova a na druhé
(6-TG).
Inaktivace 6-MP geneticky polymorf-

strané Gcinny 6-tioguanin

nim enzymem TPMT je kvantitativné
rozhodujici pro mnozstvi 6-TG a jeho
nukleotidli, které se kumuluji v bun-
kach po opakovaném podavani AZA.
Za hlavni mechanizmus Gc¢inku je
povaZovana inhibice proliferace lymfo-
cytl po inkorporaci 6-tioguaninnuk-
leotidu do bunécnych nukleovych
kyselin. Ke klinickému Géinku prispiva
rovnéz finalni produkt anabolické
cesty (6-tioguanintrifosfatové nukleo-
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tidy) podilejici se na indukci apoptdzy

lymfocytll [26].

Predkladana studie si klade si za cil:

1. popsat kinetiku dosahovani usta-
lenych koncentraci 6-tioguaninnuk-
leotidu (6-TGN) a 6-metylmerkap-
topurinnukleotidu (6-MMPN) v eryt-
rocytech po zahajeni terapie AZA,;

2. analyzovat vztahy mezi genotypem/
fenotypem TPMT a davkou AZA na
jedné strané a ustalenymi koncen-
tracemi 6-TGN a 6-MMPN na strané
druhé.

METODIKA

Studie byla organizovana jako pros-

pektivni oteviena studie. Protokol stu-

die schvalila Eticka komise Lékarské
fakulty UK a Fakultni nemocnice

v Hradci Krélové. Ugast ve studii byla

dobrovolna a tato skuteCnost byla

stvrzena podpisem Informovaného
souhlasu Ucastnikem studie nebo
zakonnym zastupcem u jedinct mlad-

Sich 18 let. Vstupni kritéria:

1. vék 0-19 let;

2. diagnbéza: chronicky nespecificky
stfevni zanét (ISZ) splnujici ,Port-
ska diagnosticka kritéria“ [12];

3. zahajeni terapie azatiorinem.

Vysetreni genotypu
tiopurinmetyltransferazy

Pro vySetreni genotypu TPMT byla
pouzita DNA leukocytll izolovanych
z periferni krve. Amplifikace a identi-
fikace populacné nejcastéjsich alel *1
(wild-type alela), *2, *3A, *3B a *3C
byla provedena pomoci real-time PCR
s naslednou analyzou teploty tani
(LightCycler, verze 1.5, Roche Diagnos-
tics, SRN). Primery [25] a Simple-
Probe® sondy rs1800462 (pro analy-
zu alely *2), rs 1800460 (pro analyzu
alely *3B) a rs 1142345 (pro analyzu
alely *3C) byly vyrobeny v TIB MOLBI-
OL, Berlin, SRN. Reak¢ni smés obsa-
hovala 2 pl LightCycler FastStart DNA
Master Hybridization Probes, 3 mmol/I
MgCl,, 1 ul LightSNiP Reagent Mix
a 50 ng genomové DNA. Celkovy
objem reakéni smési byl 20 pl. PFi vy-

Setfeni alely *2 byly pro amplifikaci
pouZity tyto teplotni podminky: Gvodni
denaturace 95 °C 10 min a 50 cykld
PCR (95 °C 10 s - 55 °C 10 s -
72 °C 15 s). Teplotni podminky pro
vySetfeni alel *3A, *3B, *3C se lisily
teplotou annealingu, ktera byla 60 °C.
Nasledna analyza teploty tani za-
°C 30 s,
annealing 40 °C 2 min a postupné

hrnovala denaturaci 95

zvySovani teploty do 75 °C rychlosti
0,2 °C/s.

Vysetreni fenotypu
tiopurinmetyltransferazy

Aktivita TPMT byla sledovana in vitro
v erytrocytech izolovanych ze vzorku
venézni krve odebrané pred zaha-
jenim farmakoterapie. Postup vysSetre-
ni vychazel z publikaci autord Jacqz-
Aigrain E et al a Medard Y et al
[13,21]. Inkubacni smés obsahovala
20 pl 100 mM HCI, 140 pl 67 mM fos-
fatového pufru (pH 7,4), 20 pyl 15 mM
roztoku 6-merkaptopurinu, 20 pl 1,5 mM
roztoku S-adenosyl-L-metioninu a 100 pl
hemolyzatu erytrocyt(. Inkubace pro-
bihala 90 min pfi 37 °C. V ¢asech
30, 60 a 90 min po jejim zahajeni byly
odpipetovany vzorky a deproteinovany
0,8 M kyselinou chloristou. Po kvan-
tifikaci 6-MP metodou HPLC byla
aktivita TPMT odhadnuta jako smér-
nice zavislosti koncentrace na Case.
Aktivita je vyjadfena v nmol x ml*x h?,

Stanoveni 6-tioguaninnukleotidu

a 6-metylmerkaptopurinnukleotidu

v erytrocytech

Erytrocyty byly oddéleny od plazmy
centrifugaci (10 min, 1 500 G) a dva-
krat promyty studenym fyziologickym
roztokem. Koncentrace 6-TGN a 6-MMPN
byly stanovovany v hemolyzatu a pre-
poCteny na stejny pocet erytrocytl
(8 x 10®%) na zakladé vysledku vySetieni
hematokritu a poCtu erytrocyt(l ve stej-
ném krevnim vzorku.

Ke stanoveni byla pouzita modi-
fikace HPLC metody, kterou publiko-
vali Erb et al [8]. Separace probihala
na koloné Lichrocart Purospher STAR

113



Farmakokinetika azatioprinu v prvnich tydnech
1écby Crohnovy choroby a ulcerézni kolitidy
u déti a adolescent

114

RP-18e (250 x 4 mm, 5 ym) zahfivané
na 35 °C. Mobilni faze méla slozku A
(100 mM fosfatovy pufr pH 2,7) a B
(100 mM fosfatovy pufr pH 3,5
a metanol, 1: 1, v:v). Binarni gradient
byl nasledujici: 0-4 min linearni na-
rist z 0% na 40 % B, 4-9 min 40 % B,
9-12 min 100 % B a 12-15 min 0 %
B. Detekce 6-MP a 6-TG probihala pfi
340 nm a 6-MMP pfi 304 nm.

Design studie
Venoézni krev byla ziskana pfi odbé-

ceny Pearsonovym korelacnim koefi-
cientem.

SOUBOR A VYSLEDKY

Studie se zUCastnilo celkem 28 ne-
mocnych s ISZ, u nichZ byla zahajova-
na farmakoterapie AZA. Primérna
aktivita TPMT v souboru 28 pacient(
byla 32,1 (SD 14,4) nmol x ml* x ht,
Genotyp TPMT byl vySetfen u 23/28
nemocnych. V této skupiné bylo 18 ho-
mozygotl pro alelu *1 (78,3 %)
a 5 heterozygotl pro alely *3A a *1
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Graf 1./Graph 1.

Aktivita tiopurinmehyltransferazy (TPMT)

u heterozygoti *3A/*1 a homozygot *1/*1.
Thiopurinemethyltransferase aktivity (TPMT) in
heterozygotes *3A/*1 and homozygotes *1/*1.

rech pro Ucely laboratornich vySetfeni (21,7 %). Frekvence zachycenych alel
v CGasovych intervalech, které jsou byly nasledujici: alela *3A 10,9 % T a0 G-TeN )
doporucovany pro sledovani neza- (5ze 46)aalela*189,1 % (41 ze 46). %’5‘”_ noos -
doucich GCinkG AZA. Prvni odbér Primérné hodnoty aktivity TPMT do- ?m_- '
v Case O pred prvnim podanim AZA  sahly u heterozygott 10,8 (6,4-18,2) g z
adalev 1, 2.,5. a8 tydnulécby AZA. nmol x mlI* x h* a u homozygotl g o]
Genotyp a fenotyp TPMT byl vySetfen 32,4 (27,9-37,6) nmol x ml* x h? g,
ze vzorku krve ziskaného v Gase O, (p <0,0001) (graf 1). Individualni kon- ¢ eé?.ounn'm wo=
6-TGN a 6-MMPN v ¢ase O, 1., 2., 5. centrace 6-TGN a 6-MMPN v erytro- = 6-MMPN
a 8. tydnu. cytech v Casové ose u 28 pacientl g
znazornuje graf 2. é
Farmakokineticka a statisticka S ohledem na aktivitu onemocnéni ,gg
analyza a nezadouci Gcinky AZA byla davka E
Pomoci kompartmentového farmako- Iéku (mg/kg télesné hmotnosti) bé- g
kinetického modelovani v programu  hem prvnich 2-3 tydn( obvykle po- B O R T
GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, stupné zvy3ovana. Zmé&ny primeérné cas (dny)

USA) byl u kazdého subjektu odhadnut
Cas potiebny k dosazeni ustaleného
stavu a ustalena koncentrace meta-
bolitd 6-MP v erytrocytech. Vzhledem
k relativné nizkému poctu koncentraci
byl pouzit jednokompartmentovy mo-
del a jiné modely nebyly testovany.
Cas do dosazeni rovnovazné koncen-
trace (time to steady-state) byl odhad-
nut podle vzorce t90% = In [0,1/(-K)],
kde K je rychlostni konstanta ekuvili-
brace, ktera odpovida rychlostni kon-
stanté eliminace jednokompartmen-
tového modelu. Vzhledem k rozloZeni
hodnot byly aktivity TPMT a koncen-
trace metabolitd 6-MP logaritmicky
transformovany pred pouzitim para-
metrickych testl. K porovnani aktivit
TPMT ve skupinach s rlznym geno-
typem TPMT byl pouzit t-test. Vztahy
mezi davkou a ustélenou koncentraci
6-TGN a mezi aktivitou TPMT a ustale-
nou koncentraci 6-TGN byly hodno-

davky ukazuje graf 3. U 18 nemoc-
nych bylo mozné provést odhad casu
potfebného k dosazZeni ustaleného
stavu koncentrace 6-TGN, u 10 nemoc-
nych odhad znemoznily pfiliS Casté
zmény davky nebo vyrazné fluktuace
koncentraci.

Soubor 18 déti, u kterych byl
proveden odhad C¢asu potfebného
k dosaZeni ustaleného stavu koncen-
trace 6-TGN, byl dale analyzovan.
Charakteristika souboru je uvedena
vtab. 1. U 15 déti (7 divek, 8 chlapc()
byla stanovena diagnéza CN, u 3
(2 divky, 1 chlapec) diagnéza UC. Lo-
kalizace onemocnéni a frekvence
postizeni jednotlivych ¢asti travici tru-
bice jsou uvedeny v tab. 2. Léky poda-
vané soucasné s AZA jsou uvedeny
v tab. 3. Median (rozsah) doby sle-
dovani ve studii €inil 154 dni (64-266
dni), inicidlni davka AZA byla 1,44
(SD 0,37) mg/kg télesné hmotnosti.

Graf 2./Graph 2.

Individualni koncentrace 6-TGN a 6-MMPN

v erytrocytech v ¢asové ose.

Interindividual concentrations of 6-thioguanine
nucleotides (6-TGN) and 6-methylmercaptopurine
necleotides (6-MMPN). X axis - time in days,

Y axis - metabolites concentrations

in pmol/8 x 10° erythrocytes.

Y ¢

denni davka AZA (mg.kg™)

o
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T 1
200 250

o

Graf 3./Graph 3.

Zmény pramérné davky AZA vyjadiené v mg/kg
té€lesné hmotnosti v ¢asové ose.

Mean dose azathioprine change. X axis - time in
days, Y axis - daily dose in milligram per kilo-
gram of body weight.

Genotyp byl uréen u 15 pacientd,
12 bylo homozygotd pro alelu *1
a 3 heterozygoti pro alely *3A a *1.
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Tab. 4 uvadi individualni hodnoty  na 1 m2 povrchu téla (graf 5). Vysoké
a sumarni statistické Udaje pro rych-  aktivité TPMT odpovidala nizka usta- Eurf‘
lostni konstanty ustalovani rovnovaz- lena koncentrace 6-TGN v erytrocytech E a0 & BTEN o et poden g
né koncentrace, polocasy ustalovani  a naopak. Tato negativni korelace byla § P : * m E
rovnovazné koncentrace, Casy do  statisticky vyznamna (p < 0,01) pro g a .f' o %
dosazeni rovnovazné koncentrace koncentraci vztazenou na davku na .;5 z}‘ 100;::,
a rovnovazné koncentrace 6-TGN jeden m? télesného povrchu (graf 6). f_,_ C:; p - 4o -
a 6-MMPN v erytrocytech. Median  P¥i pfepoctu na jednotkovou davku na &as (dny)
¢asu do dosazeni rovnovazné koncen-  jeden kg hmotnosti byl vztah na hrani- B
trace (time to steady-state) 6-TGN &inil  c¢i vyznamnosti (p = 0,054). é; 107 e eTEN o ryohie podduint [*00 v
55,3 dne, 25. percentil 36,7 a 75. per- Farmakokinetiku 6-MMPN charak- 5 : - £00 g
centil 96,5 dne. Primérna koncen- terizovalo vysoké intraindividualni z * Ll &
trace 6-TGN v erytrocytech po dosaZze-  kolisani hodnot koncentraci v erytro- %a © . . - ;,i
ni rovnovazné koncentrace byla 326  cytech. Kritérium shody mezi koncen- % m::,-" | ; 3
(SD 154) pmol/8 x 10° ery. Graf 4  tracemi zméfenymi a predikovanymi £ 0 oo ogm A s
ukazuje na pfikladu dvou nemocnych  jednokompartmentovym modelem bylo T

Uspésnost predikce namérenych kon-
centraci 6-TGN jednokompartmen-
tovym modelem.

Byla pozorovana netésna korelace
mezi ustalenou koncentraci 6-TGN
v erytrocytech a davkou AZA prepocte-
nou na 1 kg télesné hmotnosti nebo

Tab. 1. Vstupni charakteristika souboru.

Table 1. Baseline characteristics.

splnéno u sedmi nemocnych (tab. 4).

DISKUZE

Azatioprin je pouzivan v IéEbé nespeci-
fickych stfevnich zanétl vice nez
30 let a je u déti s ISZ povSechné
povaZzovan za UCinnou a bezpecnou
Ié¢bu [1,7,9]. Markowitz J et al v meto-
dicky dobfe provedené a dostatecné
velké studii prokazali, Ze uZiti AZA

Graf 4./Graph 4.

Priklad Uspésnosti predikce namérenych koncen-
traci 6-tioguaninu (6-TGN) jednokompartmen-
tovym modelem u pacienta A s konstantni davkou
a pacienta B s ménici se davkou azatioprinu.
6-thioguanine nucleotide concentration (6-TGN)
levels single compartment model prediction in
patient A with stable azathioprine (AZA) dose and
in patient B with changing AZA dose. X axis - AZA
dose in milligrams per day, X~ axis - 6-TGN
concentrations in pmol/8 x 108 erythrocytes,

Y axis - time in days.

_ vede k nizSi expozici glukokortikoste-  [14,24]. V USA ziskaly imunomodu-

Crohnova nemoc n=15
,‘“ roid( a nizSi frekvenci kortikosteroid-  lacni Iéky b&hem posledni dekady
RIC RN Gl i dependence [19]. Byt jsou vysledky velmi silnou pozici v 1éCbé ISZ, jiz
primérny vek 14,8 citované prace obecné& znamy, pristup  pouhé stanoveni diagnézy CN povazu-
(median véku) (15,5) let . p . L 5
K pacientum s ISZ neni zdaleka tak je 20 % americkych gastroenterologu
minimalini vek S let jednoznadny. V nedavné dobé publiko-  za indikaci k zahajeni imunomodu-
maximalni vék 18 let vanych retrospektivnich multicentric-  lacni 1éGby [20]. V zapadni Evropé,
divky n=9 kych studiich byl AZA indikovan  USA a Izraeli podavani AZA popripadé
- " v pribéhu prvniho mésice jenu2-5%  6-MP zvaZzuje pii nutnosti steroidni te-
chlapci n= L - . . S ) S
& pacientu s nové diagnostikovanou CN  rapie u aktivni nemoci 45 %, v pfipadé

Tab. 2. Lokalizace onemocnéni pfi zahajeni Iécby./Table 2. IBD localization.

relabujici nemoci 93 % gastroen-
terologl [16]. U déti s CN ve vékovém

. : rozmezi 5-18 let 1éCenych na Détské

Lokalizace nemoci n o

klinice FN Hradec Kralové v letech
Crohnova nemoc 15 1996-2006 byla pfi stanoveni dia-
izolované terminalni ileum 2 gnozy terapie AZA zahajena u 58,3 %
izolované postizeni kolon 2

Tab. 3. Souc¢asna medikace s AZA.
ileokolicka forma (terminaini ileum + kolon) 8 Table 3. Concomitant medication.
Tl a postizeni GIT nad Tl 1 n
Tl a kolon a postizeni GIT nad terminalnim ileem 1 prednison, medrol 16
GIT nad Tl a kolon 1 budesonid 1
Ulcerézni kolitida 3 5-ASA 15
pankolitida 3 chinolony/entizol 6

Tl - terminalni ileum; GIT - gastrointestinalni trakt
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Tab. 4. Sumarni Gdaje o stady-state 6-TGN a 6-MMPN.

Table 4. Stady state of 6-TGN and 6-MMPN.

ID K t1/o t90% Css
(den?) (dny) (dny) (pmol/8 x 10°® ery)
6-TGN
1 0,06258 11,1 36,8 248
2 0,2077 3,34 111 581
S 0,06562 10,6 35,1 1036
4 0,01981 35,0 116 600
5 0,06282 11,0 36,7 505
6 0,04235 16,4 54,4 297
7 0,06732 10,3 34,2 270
8 0,03061 22,6 75,2 172
9 0,02544 27,2 90,5 270
10 0,05547 12,5 41,5 58,5
11 0,02313 30,0 99,5 470
12 0,0223 31,1 103 243
13 0,04893 14,2 47,1 536
14 0,02337 29,7 98,5 276
15 0,01023 67,8 225 551
16 0,1579 4,39 14,6 171
17 0,04091 16,9 56,3 339
18 0,0325 21,3 70,8 322
pramér 0,0420 16,5 54,8 326
SD 0,0219 8,6 28,6 154
median 0,0416 16,7 5/5,8 310
25. percentil 0,0239 11,0 36,7 253
75. percentil 0,0628 29,1 96,5 528
6-MMPN
4 0,0201 34,5 114,6 439
7 0,0722 9,6 31,9 683
8 0,139 5,0 16,6 885
11 0,132 5,3 17,4 91,5
12 0,14 5,0 16,4 2416
18 0,083 8,4 27,7 207
19 0,0325 21,3 70,8 841
primeér, 0,0720 9,6 32,0 452
SD 0,0385 5,1 17,1 294
median 0,0830 84 27,7 439
25. percentil 0,0524 51 17,0 271
75. percentil 0,1355 i3/5 51,4 762

ID - identifikace pacienta; 6-TGN - 6-tioguanin; 6-MMPN - 6-metylmerkaptopurin; Css - rovnovazné
koncentrace; K - rychlostni konstanta ustalovani rovnovazné koncentrace; ty,, - polocas ustalovani
rovnovazné koncentrace; t90% - ¢as do dosaZeni rovnovazné koncentrace, ktery se udava jako cas
dosazeni 90% rovnovazné koncentrace podle vzorce tgqy - In(0,1)/-K.
ID - patient identification; 6-TGN - 6-thioguanine nucleotides; 6-MMPN - 6-methylmerkaptopurine
nucleotides; Css - steady-state concentration; K - equilibration velocity constant; ty,, - half-time of
steady-state equation (days); togs, - time to 90% steady-state equilibration (days) according to formula

t90% - In(0,1)/-K.

pacientd, do 12. tydne byla dale rozsi-
fena na 64,6 % pacient(. Do 52. tyd-
ne byl AZA indikovan u 68,8 % pacien-
t, o rok pozdéji (tj. 24 mésicl od sta-
noveni diagndzy) procentualni zastou-
peni pouziti AZA dosahlo 85,4 % [18].
Nastup GcCinku azatioprinu je v kli-
nickém pozorovani oddalen od zaha-
jeni |écby. Predpoklada se, Ze tato
prodleva odpovida postupné kumulaci
6-TGN az do dosaZeni rovnovaznych
koncentraci, které by mély byt v te-
rapeutickém rozmezi (fj. v rozmezi
Gcinnych a netoxickych koncentraci).
Hlavnim cilem prezentované prace
bylo dolozit toto klinické pozorovani
farmakokinetickou studii AZA. Priimér-
ny Cas potrebny k dosaZeni rovno-
vazné koncentrace (time to steady-
state) 6-TGN c¢inil 54,8 dne, 25. per-
centil 36,7 a 75. percentil 96,5 dne,
coz odpovida 1,2-3,2 mésice. Hyams
JS et al uvadéji, ze u déti je nutné
na terapeuticky GCinek AZA vyCkat
3-6 mésicd [11]. Nami zjiStény time
to steady-state je priblizné o polovinu
kratS§i. To by mohlo znamenat, Ze
u nékterych pacientl nereagujicich na
terapii AZA bychom nemuseli vyckavat
se zménou |éCby déle nez tfi mésice.
Pravidelné vysetfovani hladin 6-TGN
po zahdjeni terapie dovoli rozliSit
nemocné s rychlou a pomalou ekvi-
libraci uc¢innych koncentraci. U prvni
skupiny je mozné zvySovat davky rych-
leji. Druha skupina by hypoteticky
mohla profitovat z prechodného
zvySeni davky AZA az do doby
dosazeni terapeutické koncentrace,
po kterém by nasledovalo snizeni
davkovani, aby se koncetrace 6-TGN
dale nezvySovala. Takové postupy by
musely byt ovéfeny v prospektivnich
studiich. Z dostupnych literarnich
Gdaji ndm neni znamo, Ze by jinymi
autory byla problematika farmako-
kinetiky AZA v souvislosti s rychlosti
dosahovani steady-state 6-TGN u déti
s ISZ detailné studovana.
Monitorovani kumulace hladin
metabolitd AZA v erytrocytech muze
v Casné fazi urcit, ktery nemocny bude
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Korelace mezi ustalenou koncentraci 6-TGN

v erytrocytech a davkou AZA pfepoctenou na 1 m?
povrchu téla kg (A) a na 1 kg télesné hmotnosti
(B). Genotypy TPMT jsou odliSeny. PIné symboly
predstavuji heterezygoty pro alely *3A a *1

a prazdné symboly homozygoty pro *1.
Steady-state 6-thioguanine nucleotide (6-TGN)
erythrocyte and azathioprine (AZA) dose correlation
according to AZA dose per square meter of body
surface (A) or AZA dose per kilogram of body
weight (B). Thiopurinemethyltransferase geno-
types are distinguished. Full markings are used
for heterozygotes in alleles *3A and *1; empty
markings are used for homozygotes *1. X axis -
AZA daily dose in mg/m2 or mg/kg respectively.
Y axis - 6-TGN concentration.
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Vztah mezi aktivitou TPMT v erytrocytech pred
zahajenim podavani AZA a ustalenou koncentraci
6-TGN v erytrocytech vztazenou pro koncentraci
vztaZenou na davku na jeden m? télesného
povrchu. Genotypy TPMT jsou odliSeny. PIné
symboly predstavuji heterezygoty pro alely *3A

a *1 a prazdné symboly homozygoty pro *1.
Association between erythrocyte thiopurinemet-
hyltransferase (TPMT) activity before azathioprine
treatment initiation and 6-thiguanine nucleotides
(6-TGN) steady-state in erythrocytes related to
concentration per dose and square metre of body
surface area. Thiopurinemethyltransferase geno-
types are distinguished. Full markings are used
for heterozygotes in alleles *3A and *1; empty
markings are used for homozygotes *1. X axis -
TPMT aktivity, Y axis - 6-TGN concetration/daily
azathioprine dose.
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pravdépodobné rezistentni na léCbu
AZA ve standardnich terapeutickych
davkach a u kterého mdzeme oceka-
vat priznivy efekt [6]. Zjistili jsme, Ze
pradmérna koncentrace 6-TGN v erytro-
cytech po dosazeni rovnovazné kon-
centrace byla 326 (SD 154) pmol/8 x
108 erytrocyt(. Hladina 6-TGN v erytro-
cytech > 230 pmol/8 x 10® RBC
a pomér koncentraci 6-MMPN/6-TGN
< 11 jsou dle nékterych klinickych
studii spojeny s vySSi pravdépodob-
nosti remise CN [2-5,15,22,23]. Za-
mérili jsme se na farmakokinetiku AZA
a klinickou odpovéd pacientll ve
vztahu k ustalenym koncentracim
jsme nehodnotili. Takova studie by
musela zahrnout podstatné vétsi po-
¢et nemocnych. Koncentrace 6-MMPN
vykazovaly velkou inter- i intraindi-
vidualni variabilitu, a proto jsme
pomeér koncentraci 6-TGN/6-MMPN ve
steady-state nepocitali.

V populaci je mozné nalézt tfi feno-
typy TPMT: jedince s vysokou aktivitou
enzymu, ktefi jsou nejcastéjsi (rychli
metabolizatori, 88 %), se stredni akti-
vitou (intermediarni metabolizatori,
11 %) a kone¢né s velmi nizkou aktivi-
tou enzymu (pomali metabolizatori,
0,3 %). Tyto nemocné je mozné identi-
fikovat pred zahajenim IéCby AZA
vySetfenim genotypu TPMT nebo akti-
vity TPMT v erytrocytech. V souboru
28 pacientll jsme nalezli 5 heterozy-
gotli pro alely *3A a *1. Jak lze pred-
pokladat, byly primérné hodnoty
aktivity TPMT statisticky vyznamné
nizSi u heterozygotl neZz u homozygot
pro pro alelu *1. U téchto pacientu
byla redukovana davka AZA. U poma-
lych metabolizatorlii (homozygoti pro
alelu *3A) se pfi béznych davkach
Iéku rychle kumuluji cytotoxické 6-TGN
a dusledkem je tézky Utlum kostni
drené. Homozygot pro alelu *3A se
v nasem souboru nevyskytl.

Podle literarnich pramena je kore-
lace mezi davkou AZA a hladinou jeho
metabolitd v erytrocytech netésna
[10,17,27]. To je zplsobeno fadou fak-
torG zvysSujicich farmakokinetickou

Farmakokinetika azatioprinu v prvnich tydnech
Iécby Crohnovy choroby a ulcerézni kolitidy
u déti a adolescentt

variabilitu 6-TGN a 6-MMPN, jako jsou
funkéni stav streva, absorpce AZA,
neenzymova biodegradace AZA, |€éko-
vé interakce - napf. diuretika a kyseli-
na 5-aminosalicylova apod. | v nasi
studii jsme nalezli netésnou korelaci
mezi ustalenou koncentraci 6-TGN
a davkou AZA, ve které byla zretelné
patrna odliSnost mezi homozygoty *1
a heterozygoty 3A/*1. Také fenotyp
TPMT, uréeny pomoci vySetreni aktivity
enzymu v erytrocytech pred lécbou,
ovlivnil ustalené koncentrace 6-TGN.
Podobné kvantitativni analyzy zahrnu-
jici davku, fenotyp/genotyp TPMT
a dalsi faktory by mohly byt voditkem
k tomu, jak na zakladé farmakokine-
tickych odliSnosti rozpoznat nemocné
nedodrzujici predepsané davkovani
(non-compliance).

Velikost naseho souboru nedovo-
lila zhodnotit, zda napf. soucasna te-
rapie jinymi léCivy ovlivnila ¢as potreb-
ny k dosazeni steady-state a rovnovaz-
né koncentrace 6-TGN.

ZAVER

Median ¢asu do dosaZeni rovhovazné
koncentrace 6-TGN byl pfFiblizné
o polovinu kratsi, nez je klinické po-
zorovani nastupu G¢inku azatioprinu.
Pravidelné vySetfovani hladin 6-TGN
po zahdjeni terapie dovoli rozlisit
nemocné s rychlou a pomalou ekvili-

braci (¢innych koncentraci.

Podporovano grantem IGA MZd CR
NR/9255-3.
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