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1. UvOD

1.1. Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva (engl. Inflammatory bowel disease - IBD) su idiopatske, kroni¢ne bolesti
gastrointestinalnog sustava nepredvidiva tijeka u ¢ijoj je osnovi imunosni poremecaj, a
primarno ukljuc¢uju Crohnovu bolest (CB) i ulcerozni kolitis (UK). Etiologija im nije u
potpunosti poznata, medutim ¢imbenici koji se povezuju s razvojem bolesti dijele se na
imunosne, genetske i okolisSne ¢imbenike. Pojavnost bolesti veca je 3 do 20 puta kod bliskih
srodnika u odnosu na ostalu populaciju. Imunosni ¢imbenici podrazumijevaju disfunkciju
regulacije imunosnog sustava Sto dovodi do povecanog lucenja proupalnih citokina, IFN-y
(interferon gama) i TNF-a (tumor nekrotski faktor alfa) koji izazivaju transmuralnu upalu kod
CB; dok su kod UK posrednici upale pomagacki T-limfociti koji lu¢e proupalne interleukine:
IL-4, IL-5 i IL-13. Smatra se da neki mikroorganizmi mogu doprinijeti razvoju IBD poput
rodova Salmonella, Shigella, Helicobacter, Mycobacterium paratuberculosis, Clostridia; dok
dugotrajna terapija oralnim kontraceptivima i pusenje povecavaju rizik nastanka Crohnove
bolesti (Mohan, 2010). Istrazivanja su pokazala da se IBD ¢eSée javljaju u razvijenijim
zemljama i to u Sjevernoj Europi te kod Anglosaksonaca, a zastupljene su kod svih dobnih
skupina, najéeS¢e kod osoba mladih od 30 godina, izmedu 14. i 24. godine

(www.msd-prirucnici.hr).

IBD se pretezito dijagnosticiraju kolonoskopijom, endoskopskom metodom koja se temelji na
vizualnom pregledu cijelog debelog i dijela tankog crijeva pomocu fleksibilne cijevi s kamerom

ili slikovnim metodama dijagnostike poput UZV i magnetske rezonance (MR).

U terapiji se koristi nekoliko skupina lijekova ¢iji odabir ovisi 0 tezini bolesti. 5-aminosalicilati
(5-ASA) poput sulfasalazina, olsalazina i balsalazida ¢iji je aktivni oblik mesalamin, svoj
protuupalni ucinak ostvaruju lokalno u epitelnim stanicama kolona. Tofan mehanizam
djelovanja nije u potpunosti utvrden, no smatra se da inhibiraju sintezu proupalnih
prostaglandina i leukotriena, smanjuju adheziju i funkciju leukocita, inhibiraju sintezu citokina,

aktiviraju PPAR-y receptore i dr. Koriste se za indukciju i odrzavanje remisije.



Mogu¢i nezeljeni u€inci su mucnina, nadutost, dijareja, glavobolja te hematoloske i1 bubrezne
nuspojave koje zahtijevaju redovitu kontrolu krvne slike i urina. Primjena 5-ASA

kontraindicirana je kod osoba s oste¢enjem jetre i bubrega te kod ulkusne bolesti.

Kortikosteroidi se uvode u terapiju kod akutnog blagog do srednje teskog oblika bolesti u
sluéaju izostanka ucinka 5-ASA, ali su neprikladni za odrzavanje remisije. Najces$ce se koriste
budezonid, hidrokortizon, prednizon te prednizolon. Vezanjem za glukokortikoidne receptore
inhibiraju medijatore upale $to dovodi do snaznog protuupalnog djelovanja. Oralna terapija
traje nekoliko tjedana, a prekida se postupnim smanjenjem doze. Kod dugotrajne primjene
postoji opasnost od nezeljenih sistemskih u¢inaka kao $to su glaukom, hipertenzija, povec¢ana
sklonost infekcijama, osteoporoza i dr.

Imunomodulatori poput tiopurina koriste se kod refraktornih, jakih oblika bolesti i oralno za
odrzavanje remisije. Oni kompetitivno inhibiraju biosintezu nukleotida u stanicama.
Zatim se koristi antagonist folata, metotreksat, koji izravno inhibira u¢inak i proliferaciju
upalnih stanica te stimulira njihovu apoptozu. U stanicama se prevodi u aktivni poliglutamatni
oblik koji se dugo zadrzava u tkivima 1 manje je toksi¢an, ali njegov nedostatak je odgodeno
djelovanje, moguci hepatoksicni ucinci 1 mijelosupresija (smanjenje funkcije koStane srzi).
Nuzna je istovremena primjena folne kiseline kako bi se smanjili nezeljeni ucinci lijeka i1
povecala adherencija bolesnika. Primjenjuje se intramuskularno kod bolesnika s Crohnovom

bolesti koji ne podnose tiopurine.

Takrolimus je imunomodulator koji inhibira stvaranje proupalnih citokina, aktivaciju i
proliferaciju T-stanica, a koristi se kao zadnja linija lijeCenja kod aktivne bolesti rezistentne na
kortikosteroide te za indukciju remisije.
Bioloska terapija posljednja je linija lijeCenja, a uvodi se kod bolesnika kod kojih se nije
postigao Zeljeni odgovor na konvencionalnu terapiju. Podrazumijeva primjenu tvari
proizvedenih ili izluCenih iz prirodnih izvora kao $to su monoklonska protutijela na tumor
nekrotski faktor alfa (TNF-a); primjerice infliksimab, adalimumab, golimumab, zatim
humanizirani Fa fragment certolizumab pegol te kimerni fuzijski protein etanercept.
Ti bioloski lijekovi vezu membranski i topljivi TNF-a te tako sprje¢avaju njegovo vezanje za
receptore; smanjuju sintezu i lu¢enje proupalnih citokina i induciraju apoptozu upalnih stanica.
Primjenjuju se u obliku intravenskih infuzija ili supkutanih injekcija, a njihova primjena osim
zeljenih u€inaka moZe dovesti do neZeljenih, poput povecane sklonosti infekcijama, stvaranja
autoprotutijela i sl. Osim protutijela na TNF-o koristi se i vedolizumab, specificno
2



monoklonsko protutijelo za integrin 047 na pomagackim T-limfocitima koji inhibira adheziju
integrina na mukoznu molekulu (MadCAM-1) u endotelu crijeva i posljedi¢no smanjuje upalu.
Primjenjuje se intravenskom infuzijom, a primjena moze povecati rizik nastanka progresivne
multifokalne leukoencefalopatije, virusne infekcije mozga uzrokovane humanim polioma

virusom (Bach-Rojecky, 2018).

U terapiji Crohnove bolesti ponekad se koriste i antibiotici. Baktericidni antibiotik metronidazol
moze uspjesno kontrolirati umjereni oblik bolesti i pospjesiti cijeljenje fistula, a mikrooganizme
ubija interakcijom s DNA, kojom inhibira sintezu nukleinskih kiselina patogena. Medutim zbog
nuspojava, posebice neurotoksi¢nosti, prednost se daje upotrebi fluorokinolona ciprofloksacina
koji inhibicijom topoizomeraza Il 1 IV djeluje baktericidno, a podnosljiviji je od metronidazola

(www.msd-prirucnici.hr).

Svakodnevna primjena probiotika, odnosno zivih organizama koji pridonose o¢uvanju zdravlja
domacina, kod ovih bolesti moze sprijeciti nastanak "pouchitis-a" tj. upale ilealnog spremnika
1 potencijalno moze pomoci kod odrzavanja remisije, ali o tome nema dovoljno klini¢kih

dokaza.

Osim farmakoterapije, nekim bolesnicima promjena prehrambenih navika mozZe olakSati
probavne tegobe poput dijareje, abdominalnih bolova, nadutosti i sl., medutim ne postoje
opcenite prehrambene smjernice, ve¢ se prehrana individualno prilagodava. Takoder, poZeljno
je Sto manje izlaganje stresu i stresnim situacijama jer postoji korelacija izmedu stresa i
pogorSanja simptoma bolesti. Kod bolesnika kojima se bolest ne uspijeva kontrolirati
farmakoterapijom i u slu¢aju nastanka komplikacija, nuZan je kirurski zahvat. Kod ulceroznog
kolitisa provodi se kolektomija odnosno odstranjenje debelog crijeva zahvacenog upalom, a
kod Crohnove bolesti resekcija zahvaéenog segmenta crijeva.

Kolektomijom se eliminira nastanak kolorektalnog karcinoma, dok kirurski zahvati kod CB

poboljSavaju kvalitetu Zivota bolesnika, ali ne sprje€avaju ponovni nastanak bolesti.


http://www.msd-prirucnici.hr/

1.1.1. Crohnova bolest

Americki gastroenterolog Burill Bernard Crohn prvi je opisao sluc¢ajeve Crohnove bolesti
1932.godine, iako su upalne bolesti crijeva bile poznate i u 18.stolje¢u (Mulder i sur., 2014).
Incidencija je 1 do 6 oboljelih na 100 000 stanovnika, a bolest se ¢esce javlja u sjevernijim
zemljama, kod Zena i pusaca (Hovde i sur., 2012).

CB obi¢no je lokalizirana u distalnom ileumu i kolonu, iako moze nastati u bilo kojem dijelu
probavnog trakta. Karakterizirana je kroni¢nom transmuralnom upalom S§to znaci da zahvaca
cijelu crijevnu stijenku. Boles¢u zahvaceni segmenti crijeva jasno su odijeljeni od normalnog
crijeva; odatle i drugi naziv: regionalni enteritis. Bolest zapocinje kriptalnom upalom i
apscesima (nakupine gnoja) koji mogu napredovati do dubokih ulceracija uz edem sluznice $to
crijevu daje karakteristiCan izgled. Transmuralno Sirenje upale dovodi do oteklina nastalih
nakupljanjem tekuéine u medustanicnom prostoru, odnosno limfedema, zadebljanja stijenke
crijeva i mezenterija, a nerijetko dolazi i do opstrukcije crijeva (www.msd-prirucnici.hr).
Najvec¢i problem su komplikacije poput malapsorpcije zbog smanjene apsorpcije masti,
vitamina B2, proteina i elektrolita te ¢estih apscesa i fistula koje prodiru u susjedne strukture.
Maligna oboljenja tankog crijeva mogu nastati kao kasna komplikacija bolesti, iako se Cesce

javljaju kod ulceroznog kolitisa (Mohan, 2010).

Ne postoji jedinstvena dijagnosticka metoda za Crohnovu bolest. Dijagnoza se postavlja na
temelju procjene rezultata krvnih pretraga, klini¢kih simptoma, nalaza slikovne dijagnostike,
endoskopije i biopsije crijeva. Najrasirenija dijagnosticka metoda je ileokolonoskopija, a
provode se i slikovne metode poput ultrasonografije, ra¢unalne tomografije i magnetske
rezonance (Ha i sur., 2015). Provodi se i mikrobioloska analiza stolice radi iskljucenja

parazitskih i bakterijskih infekcija.

Uobicajeni simptomi su ucestali proljevi pra¢eni abdominalnim bolovima, gubitak tjelesne
tezine, vrucica, a moguée su i primjese krvi u stolici. Kod djece su prvotno izraZzenije
ekstraintestinalne manifestacije u odnosu na gastrointestinalne, poput artritisa, vruéice
nepoznate etiologije, anemije ili zastoja rasta (www.msd-prirucnici.hr).

Bolest je pracena egzacerbacijama i remisijama, ali se uz prikladnu farmakoterapiju te po

potrebi kirursku, vecini bolesnika poboljsa kvaliteta Zivota i omoguéi normalno funkcioniranje.
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Unato¢ kroni¢noj bolesti vec¢ina bolesnika dozivi ocekivani zivotni vijek. Kod bolesnika s

dijagnosticiranom CB postoji povecan rizik nastanka karcinoma crijeva zahvacenog upalom.

1.1.2. Ulcerozni kolitis

Iako prvi podaci o kroni¢nim dijarejama datiraju jos iz doba antike, termin "ulcerozni kolitis"
prvi je upotrijebio Samuel Wilks 1859.godine (Mulder i sur, 2014). Ulcerozni kolitis je kroni¢na
upalna bolest za koju su karakteristi¢ne ulceracije sluznice debelog crijeva. Bolest se obi¢no
prvo javlja u rektumu, gdje moZe ostati lokalizirana (ulcerozni proktitis) ili se Siri proksimalno,
ponekad na cijeli kolon. U mukozi se stvaraju linearne i povrsinske ulceracije koje najcesce ne
prodiru u misi¢ni sloj. Zbog pseudoplasticne regeneracije sluznice mogu Se pojaviti
pseudopolipi (Mohan, 2010). Kod tezih oblika bolesti mogu nastati veliki ulkusi s gnojnim
eksudatom, medutim za razliku od CB, nema nastanka fistula i apscesa. Moguce komplikacije
koje nastaju zbog sirenja upale su galopirajuéi kolitis i toksi¢ni megakolon. U oba sluc¢aja dolazi
do dilatacije kolona, dok kod toksi¢nog megakolona mogu nastati i perforacije koje povecavaju

mortalitet (www.msd-prirucnici.hr).

Uz kolonoskopiju koja je nuzna za potvrdu dijagnoze, provodi se i mikrobioloSka analiza stolice
zbog iskljuCenja parazitskih infekcija te laboratorijske pretrage radi probira anemije,
hipoalbuminemije te elektrolitskog disbalansa. Mjerenje koncentracije fekalnog kalprotektina,
koji je poviSen u upalnoj fazi, nije specificno za dijagnostiku, ali korisna je metoda za pracenje

tijeka bolesti (Lynch i sur., 2019).

Najcesci simptom bolesti su proljevi s primjesama krvi i sluzi, razli¢itog trajanja i intenziteta,
koji mogu biti prac¢eni gréevima donjeg dijela abdomena. U pojedinim slucajevima krvarenje
moze biti toliko intenzivno da je neophodna hitna transfuzija. Kod tezih oblika bolesti nerijetko

se javlja opca slabost, vrucica, anemija, gubitak tjelesne teZine, ¢ak i anoreksija.

Tijekom trajanja bolesti izmjenjuju se faze aktivnosti i remisije. Odgovarajuca terapija i
pracenje tijeka bolesti, vecini bolesnika omogucuje dobru kvalitetu Zivota. Oboljeli imaju

povecan rizik nastanka karcinoma debelog crijeva koji je proporcionalan trajanju bolesti 1

5


http://www.msd-prirucnici.hr/

duljini zahvaéenog segmenta crijeva. Redovite kolonoskopije 1 biopsije crijeva omogucavaju

uvid u stanje bolesti te pravovremeno otkrivanje eventualno nastalog karcinoma.

Tablica 1. Usporedba Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa

Znacajka Crohnova bolest Ulcerozni kolitis
Incidencija 1-6/100 000, ¢esce kod pusaca 2-10/100 000, rjede kod pusaca
Distribucija Segmentalna kontinuirana
Lokacija terminalni ileum i/ili uzlazni kolon | "ektum (moguce proksimalno
Sirenje)
Ulceracije vijugave, moguca pretvorba u fisure povrsinske
Pseudopolipi rijetko prisutni ¢esto prisutni
Fibroza Cesta rijetka
Upala Transmuralna mukozna i submukozna
Najcesci abdominalni bolovi, proljev, krvavi proliey
simptomi mrsavljenje, zastoj rasta prof]
Maligne . ¢esce kod bolesti trajanja duljeg
; Rijetke ;
promjene od 10 godina




1.2. Tiopurini

Lijekovi iz skupine tiopurina su azatioprin (AZA), 6-merkaptopurin (6—MP) te 6-tiogvanin (6-
TG). To su imunomodulatorni lijekovi koji su na trzistu vise od 60 godina jer su se pokazali
djelotvornima u terapiji reumatoidnog artritisa, sistemskog eritemskog lupusa, psorijaze,
upalnih bolesti crijeva, akutne limfoblasti¢ne leukemije, akutne mijeloi¢ne leukemije kod djece

te autoimunog hepatitisa (Sahasranaman i sur., 2008).

Mehanizam djelovanja im nije u potpunosti razjasnjen, no smatra se da inhibiraju sintezu purina
merkaptopurin su prolijekovi koji ostvaruju imunosupresivni uéinak biotransformacijom u
aktivni metabolit 6-tiogvanin nukleotid (6-TGN) koji se zbog strukturne sli¢nosti s endogenom
purinskom bazom gvaninom ugraduje u DNA i posljedi¢no uzrokuje pucanje lanca molekule.
Nadalje, smatra se da 6-tiogvanin trifosfat (6-TGTP) pridonosi supresiji imunosnog sustava
inhibicijom Racl ¢ime se inducira apoptoza T-limfocita koji su iznimno vazni u imunosnom
odgovoru. Racl je GTP-aza koja ima ulogu u inhibiciji apoptoze T-stanica. 6-TGTP se umjesto
GTP (gvanozin trifosfat) veze na Racl i sprjecava aktivaciju ciljnih gena poput protein kinaze

aktivirane mitogenom, NF-«B i bcl-x. (Derijks i sur., 2006).

Tiopurini su strukturno vrlo sliéni spojevi, imaju zajednicku osnovnu molekulsku strukturu.
Sadrze dva kondenzirana heterociklicka prstena, imidazolski i pirimidinski, a razlikuju se po
supstituentima na polozaju C6 i u amino skupini na C2 polozaju kod 6-TG. Za razliku od 6-MP
i 6-TG, azatioprin ima jo$ jednu cikli¢ku strukturu, metilnitroimidazol koji je tioeterskom

vezom povezan s tiopurinskim kosturom molekule.

NO,

{NI S SH
N™ s
HaC y HN N N~ N
NN N” N HNT "N™ N
azatioprin 6-merkaptopurin 6-tiogvanin

Slika 1. Strukturne formule tiopurina (www.drugbank.ca)



1.2.1. Azatioprin

Opcenito

Azatioprin je prolijek 6-merkaptopurina, sintetiziran 1957.godine. Registrirani oblici u
Republici Hrvatskoj su filmom oblozene tablete, Atsimutin i Imuran. AZA se primjenjuje kao
imunosupresiv u monoterapiji ili ¢eS¢e u kombinaciji s ostalim lijekovima (kao $to su
kortikosteroidi) i postupcima koji imaju imunomodulatorni u¢inak na organizam. Indiciran je
za poboljSanje preZivljenja transplatiranih organa, lijeCenje umjerene do teSke upalne bolesti
crijeva, a koristi se i u terapiji teSkog reumatoidnog artritisa, sistemskog eritemskog lupusa,
dermatomiozitisa i polimiozitisa, vulgarnog pemfigusa, nodoznog poliarteritisa, autoimune
hemoliticke anemije, autoimunog kroni¢nog aktivnog hepatitisa te kroni¢ne refraktorne

idiopatske trombocitopeni¢ne purpure (www.halmed.hr).

Farmakokinetika

Apsorpcija nakon oralne primjene je promjenjiva, a bioraspolozivost varira od 27% do 83%.
Vrsne plazmatske koncentracije postizu se 1 do 2 sata nakon primjene.

AZA se brzo raspodjeljuje po tijelu, oko 30% lijeka se veze za proteine plazme, a vrijeme
polueliminacije (t12) iznosi 3 do 5 sati. Tijekom prva 24h do 50% doze izluéi se urinom, a
unutar 48h oko 13% fecesom. Biotransformacija azatioprina je relativno sloZena, a sastoji se od
medusobno konkurentnih procesa kojima prethodi konverzija u 6-MP uz oslobadanje
metilnitroimidazola. AZA i 6-MP brzo se eliminiraju iz krvi te se oksidiraju ili metiliraju u
eritrocitima i jetri. Nakon 8h nijedan se viSe ne moze detektirati u urinu. Metaboli¢ke reakcije
ukljuCuju tri vazna enzima: hipoksantin-fosforibozil-transferazu (HPRT), tiopurin-S-
metiltransferazu (TPMT) i ksantin-oksidazu (XO). HPRT Kkatalizira konverziju AZA/MP u 6 -
tioinozin monofosfat (6-TIMP) koji se nadalje uz TPMT, inozin-monofosfat-dehidrogenazu
(IMPDH) i gvanozin-monofosfat-sintetazu (GMPS) metabolizira u aktivni citotoksi¢ni
metabolit, 6-tiogvaninski nukleotid (6-TGN). IMPDH izravno konvertira 6-TIMP u 6-TGN
¢ime se izbjegava nastanak potencijalno hepatotoksi¢nog intermedijera 6-metilmerkaptopurin
ribonukleotida (6-MMPR) koji moze ograni¢iti fosforilaciju tiopurina. 6-MP se inaktivira na
dva nacina; ksantin-oksidaza katalizira oksidaciju u inaktivnu 6-tiouri¢nu kiselinu, dok TPMT

katalizira metilaciju u 6-metilmerkaptopurin (6-MMP).


http://www.halmed.hr/
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Slika 2. Shema biotransformacije tiopurina (prilagodeno prema Warner i sur., 2016)
Nuspojave

Vrsta, ucestalost 1 intenzitet nuspojava ovise o dozi, trajanju terapije, ostalim lijekovima u
terapiji 1 komorbiditetima. Najce$¢i nezeljeni uéinci azatioprina su hematoloski i
gastrointestinalni. UCestale hematoloske nuspojave uklju¢uju smanjenje funkcije kostane srzi,
koje je reverzibilno i proporcionalno dozi, a manifestira se kao trombocitopenija, leukopenija i
anemija; rjede se javljaju agranulocitoza, aplasticna anemija, pancitopenija i sl. Mucnina,
povracanje, dijareja, steatoreja (masha stolica) i pankreatitis su CeS¢e gastrointestinalne
nuspojave. Primjena AZA takoder moze biti povezana s pojavom onkoloskih bolesti kao $to su
karcinom cerviksa, non-Hodgkinov limfom te Kaposijev sarkom, kod 1 do 10% bolesnika. Kod
manje od 1/10 bolesnika upotreba moze dovesti do hepaticke disfunkcije, a hepatotoksi¢ni
u¢inak koji ukljuCuje povecanje razine alkalne fosfataze, bilirubina 1i/ili serumskih

transaminaza, a manifestira se kolestazom (smanjenje ili zastoj protoka zuci) i/ili akutnom

fokalnom hepatocelularnom nekrozom, javlja se rijetko, kod 1% bolesnika (www.drugs.com).

U trudnoéi se ne preporuca primjena AZA bez paZzljive procjene rizika i Koristi obzirom da se
pokazao teratogeni i embriotoksi¢ni u¢inak u ispitivanjima na Zivotinjama; dok je njegova

upotreba kod dojilja kontraindicirana.


http://www.drugs.com/

Doziranje i nacin primjene

Pocetna dnevna doza u nacelu iznosi od 1 do 3 mg/kg tjelesne tezine te se prilagodava sukladno
klinickom odgovoru (koji moze postati vidljiv tek nakon nekoliko tjedana ili mjeseci) i
hematoloskoj podnosljivosti. Nakon pojave vidljivog terapijskog odgovora, razmatra se
smanjenje doze na najnizu u¢inkovitu dozu odrzavanja koja se takoder krece izmedu 1 i 3 mg/kg
tjelesne tezine ovisno o bolesniku. Kod osoba s osteCenom funkcijom jetre i/ili bubrega te kod
djece, koriste se najnize u€inkovite doze. Azatioprin je kontraindiciran kod osoba s teSkom
jetrenom insuficijencijom. Optimalna primjena je s najmanje jednom ¢asom tekucine za vrijeme

obroka kako bi se smanjila pojava mu¢nina (www.halmed.hr).

Predoziranje

LDso, 0dnosno letalna doza za 50% testiranih bolesnika/jedinki iznosi za miseve 2500mg/kg, a
Stakore 400mg/kg tjelesne tezine. Vrlo visoke doze mogu dovesti do hipoplazije koStane srzi,

krvarenja, razlicitih infekcija pa ¢ak i smrti (www.drugbank.ca).

1.2.2. 6-merkaptopurin

Opcenito

Dobitnici Nobelove nagrade, Gertrude Elion i George Hitchings zasluzni su za otkrice 6 -
merkaptopurina 1952.godine. Na trziStu u RH nalazi se kao merkaptopurin monohidrat, u obliku
oralne suspenzije pod registriranim nazivom Xaluprine. Indiciran je za lijeCenje akutne

limfoblasti¢ne leukemije kod odraslih, adolescenata i djece (www.halmed.hr).

Farmakokinetika

Klinicke studije pokazale su da je apsorpcija 6-merkaptopurina nakon oralne primjene
nepotpuna i varijabilna, a u prosjeku se apsorbira 50% primijenjene doze. Lijek se veze za
proteine plazme prosjecno 19%. Biotransformacija je analogna azatioprinu, nizom reakcija

aktivira se u citotoksi¢ni 6 -tiogvaninski nukleotid (6-TGN), a inaktivaciju katalizira ksantin-
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oksidaza u tiouri¢nu kiselinu koja se izlu€uje urinom, odnosno TPMT u metilirani metabolit, 6-
MMP. Priblizno 7% oralne doze izlucuje se kao nepromijenjeni 6-MP unutar 12h nakon
primjene. Vrijeme polueliminacije za 6-MP iznosi prosje¢no 90min, dok je za metabolite dulje,
oko 5h.

Nuspojave

Najvaznija nuspojava izazvana primjenom 6-MP je supresija koStane srzi koja dovodi do
leukopenije i trombocitopenije. Cesti neZeljeni udinci su hepatotoksi¢nost i moguéa nekroza
jetre, zastoj zuci, stomatitis, probavne tegobe (dijareja, mucnina, povracanje), anoreksija,
anemija, moze se javiti 1 osip na kozi te artralgija. Rijetke i vrlo rijetke nuspojave
podrazumijevaju pojavu dobrocudnih, zlo¢udnih 1 nespecificiranih novotvorina, alopecije,
edema lica, ulceracije donjeg dijela probavnog trakta, a javljaju se kod jedne osobe na 1000,
odnosno 10 000 ljudi. U trudnoéi se ne preporuca primjena 6-MP bez paZzljive procjene rizika i
koristi obzirom da se pokazao embriotoksi¢ni i za embrij fatalni ucinak u ispitivanjima na

zivotinjama; dok je njegova upotreba za vrijeme dojenja kontraindicirana.

Doziranje i nacin primjene

Doza se prilagodava ovisno o mogucée nastalim hematotoksicnim ucincima i individualnim
potrebama bolesnika. Pocetna dnevna doza kreée se izmedu 25 i 75mg/m? tjelesne povrsine.
Preporuca se smanjenje pocetne doze kod bolesnika s bubreznom i jetrenom insuficijencijom.
Kod istovremene primjene inhibitora ksantin-oksidaze, potrebno je smanjiti dozu 6-MP. Lijek
je potrebno primijenjivati uvijek na isti na¢in, optimalno je navecer tijekom obroka ili nataste,

sat vremena prije ili 2 sata poslije konzumacije mlijeka i mlije¢nih proizvoda.

Predoziranje

Prvi simptomi predoziranja su probavne tegobe, mucnina, dijareja, povracanje i anoreksija. Kod
kroni¢nog predoziranja bit ¢e izraZenija hematotoksicnost, a moZze do¢i i do disfunkcije jetre te
gastroenteritisa. Rizik predoziranja povecan je kod istodobne primjene inhibitora

11



ksantin-oksidaze. Potrebno je redovito kontrolirati krvnu sliku kako bi se sprijecile teske

nuspojave. LDsp kod miseva iznosi 480 mg/kg, a za Stakore je niza vrijednost i iznosi

425 mg/kg.

1.2.3. 6-tiogvanin

Opcenito

Antineoplastik tiogvanin razvijen je 1950.godine, a na podru¢ju Republike Hrvatske nije
registriran. Koristi se u terapiji nekoliko vrsta leukemije, posebice kod akutne mijeloi¢ne
leukemije. Aktivni metaboliti tiogvanina ugradnjom u DNA u S-fazi stani¢nog ciklusa
sprjecavaju ugradnju endogenih nukleotida u DNA i posljedi¢no zaustavljaju rast, razvoj i diobu

stanica.

Farmakokinetika

Farmakokineticki parametri 6-tiogvanina nisu u potpunosti definirani. Apsorpcija oralno
primijenjenog lijeka je nepotpuna i varijabilna; krece se od 14% do 46%, a prosjecna iznosi
30%. Metabolickim reakcijama 6-TG prevodi se u aktivne tiogvanozin mono-, di- i trifosfate.
Vrijeme polueliminacije iznosi 80 min.

Toksicnost

Simptomi predoziranja ukljuc¢uju mucninu, povracanje, slabost, poja¢ano znojenje i hipotenziju.

Letalna doza za 50% jedinki izmjerena kod miseva iznosi 160mg/kg (www.drugbank.ca).
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1.2.4. Tiopurin-S-metiltransferaza

Tiopurin-S-metiltransferaza citosolni je enzim najve¢im dijelom lokaliziran u jetri i
eritrocitima, a kljucan je u regulaciji metabolizma tiopurina jer katalizira S-metilaciju kojom ih
prevodi u inaktivni oblik. Kodiran je TPMT genom koji se nasljeduje autosomno
kodominantnim putem. U populaciji se javljaju genetski polimorfizmi za TPMT koji uzrokuju
varijabilnu aktivnost enzima $to pridonosi razvoju individualne osjetljivosti na tiopurine, kao i
razvoju nezeljenih u¢inaka. Otprilike 90% bijele rase su homozigoti za divlji tip TPMT-gena
koji ima normalnu ili visoku enzimatsku aktivnost; 10% su heterozigoti za umjerenu
enzimatsku aktivnost, dok je 0,5% homozigot za nisku aktivnost enzima. Kod snizene aktivnosti
TPMT dolazi do poveéanog stvaranja citotoksi¢nih 6-tiogvaninskih nukleotida s ¢ime je
povezan povecan rizik nastanka leukopenije (smanjen broj leukocita u krvi) zbog koje se
povecéava sklonost infekcijama. Kod ovih bolesnika ne preporuca se upotreba tiopurina, a ako
se primjenjuju onda su to niske doze i redovno se kontrolira krvna slika. S druge strane, kod
visoke aktivnosti enzima, pojacano je stvaranje 6-MMP umjesto 6-TGN $to moze rezultirati

izostankom klinickog ucinka i1 pojavom hepatotoksicnosti.

Dosad je pronadeno vise od 30 varijanti polimorfnih alela za TPMT, od kojih TPMT*2,
TPMT*3A, TPMT*3B i TPMT*3C imaju najveci utjecaj na smanjenje enizmatske aktivnosti.
Vecina ovih alelnih varijanti sadrZi polimorfizam jednog nukleotida koji dovodi do supstitucije
aminokiseline te time do novog proteinskog produkta. Alel TPMT*3A koji se najceSce
pojavljuje u populaciji bijelaca sadrzi dvije mutacije: G460A i A719G, §to dovodi do zamjene

vvvvv

AT719G mutaciju — zamjenu tirozina za treonin (Ladi¢, 2018).
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1.3. Terapijsko pracenje lijekova

U klini¢koj praksi se zbog varijabilnosti odgovora na farmakoterapiju stavlja naglasak na
individualizaciju terapije koja podrazumijeva prilagodbu terapije potrebama pojedinog
bolesnika prema ¢imbenicima koji najvise mogu utjecati na klini¢ki odgovor. Varijabilnost
moze biti farmakokineti¢ka koja nastaje zbog razlika u apsorpciji, distribuciji, metabolizmu i
eliminaciji, odnosno farmakodinamicka koja je posljedica genetskih i imunosnih razlika.
Pridonosi joj i dob, trudnoca, interakcije lijekova, genetika, etnicka pripadnost, bolesti i sl.
Individualizacija terapije je posebno vazna kod rizi¢nih bolesnika kao Sto su djeca, trudnice,
osobe starije zivotne dobi i one s bubreznom i/ili jetrenom insuficijencijom te kod lijekova uske

terapijske $irine i onih koji izazivaju ozbiljne nuspojave ¢ak i u terapijskim koncentracijama.

Terapijsko pracenje lijekova (engl. therapeutic drug monitoring - TDM) provodi se u klini¢koj
praksi od 1970.godine u svrhu individualizacije terapije. TDM podrazumijeva odredivanje
koncentracije lijeka odnosno njegovih metabolita u bioloskim teku¢inama s ciljem optimizacije
terapije za pojedinog bolesnika. Koristi se kad postoji korelacija izmedu primijenjene doze
lijeka i koncentracije u krvi, odnosno terapijskog u¢inka i/ili nuspojava i koncentracije lijeka u
bioloSkom materijalu (Slika 3.) Provodi se na pocetku terapije ili nakon promjene doze lijeka,
a omogucuje odredivanje optimalnog rezima doziranja koje ovisi o dobi bolesnika, tjelesnoj
tezini, funkciji organa i ostalim lijekovima u terapiji. TDM je znacajno kod lijekova uske
terapijske Sirine (npr. digoksin), onih s varijabilnom farmakokinetikom, znacajnim
nuspojavama te kada se teSko postizu ciljane koncentracije lijeka. Terapijsko pracenje lijekova
indicirano je kad odgovor na terapiju nije jasan, ne postoje jednostavno mjerljivi uéinci lijeka,
su simptomi trovanja sli¢ni simptomima osnovne bolesti, se Zeli otkriti razlog neuspjesnosti
terapije (subdoziranost, adherencija, slaba djelotvornost lijeka) ili kad se ocekuje promjena
uobicajene farmakokinetike lijeka (Baci¢-Vrca, 2019). Preporuca se kod nekih antibiotika,
antiepileptika, antimetabolita, imunosupresiva, teofilina, razlicitih lijekova za kardiovaskularne

bolesti i antidepresiva.

Kod provodenja TDM potrebno je odabrati odgovaraju¢i uzorak iz bioloskog materijala,
odrediti to¢no vrijeme uzorkovanja, razviti i validirati metodu odredivanja koncentracije u
bioloskom materijalu, poznavati farmakokineticke parametre lijeka i odrediti laboratorijske

parametre bolesnika. Osim navedenih ¢imbenika, kod interpretacije rezultata potrebno je voditi
14



racuna o ¢imbenicima koji mogu utjecati na rezultate kao $to su dob, vrsta i tezina bolesti,
klinicko stanje koje moze promijeniti vezanje lijeka na proteine plazme, prisutnost

farmakoloski aktivnih metabolita i moguéih farmakokineti¢kih interakcija s ostalom terapijom.

Klinicki
odgovor

Terapijski ucinak Toksicni ucinak L etalni ucinak

Doza

Slika 3. Odnos doze lijeka i klini¢kog odgovora (prilagodeno prema Lowe i sur., 2012)

15



1.3.1. Terapijsko pracenje metabolita tiopurina

Mjerenje koncentracija metabolita tiopurina, odnosno 6-TGN i 6-MMP u eritrocitima pokazalo
se korisnim 4-6 tjedana nakon pocetka terapije, 0dnosno nakon postizanja stanja dinamicke
ravnoteze (engl. steady-state) tj. kada je brzina unosa jednaka brzini gubitka lijeka. Stanje
dinamicke ravnoteZe obi¢no se postize nakon 5 vremena polueliminacije (t1/2), pod uvjetom da
je doza ostala nepromijenjena.

Meta-analizama dobiven je terapijski raspon za metabolit 6-TGN od 235 do 450 pmol/ 8x10°
eritrocita, a on podrazumijeva raspon izmedu najnize i najvise uc¢inkovite koncentracije lijeka
koja ne izaziva toksi¢ne ucinke. S druge strane, rizik leukopenije raste proporcionalno
koncentracijama veéim od 450 pmol/ 8x108 eritrocita. Koncentracije 6-MMP veée od 5700
pmol/ 8x108 eritrocita vrlo vjerojatno ée izazvati hepatotoksiéne uéinke (Slika 4.). Kod 15 do
20% bolesnika kao posljedica hipermetilacije javlja se omjer koncentracija 6-MMP/6-TGN veci
od 11, a povezuje se s neodgovaraju¢im klinickim odgovorom. U takvim slu¢ajevima postoji
opcija uvodenja alopurinola, inhibitora ksantin-oksidaze u terapiju kako bi se poboljsala
bioraspolozivost 6-MP i smanjila razgradnja u tiouri¢nu kiselinu (Warner i sur., 2016)
Terapijskim pracenjem metabolita tiopurina kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva odreduje
se optimalni rezim doziranja koji ¢e osigurati odgovarajuci klini¢ki odgovor i minimalizirati

nezeljene ucinke.

KONCENTRACIJA 10000
6-MMP
(pmol/8x1018 Erc) TOXICITY

5700

TOXICITY

[COMPLIANCE
0 230 450

KONCENTRACIJA 6-TGN (pmol/8x108 Erc)

Slika 4. Odnos koncentracije metabolita tiopurina i klini¢kog odgovora (prilagodeno prema
Simsek i sur., 2017)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Upalne bolesti crijeva karakterizirane su izmjeni¢nim fazama relapsa i remisije bolesti, a svrha
lijeCenja je postizanje dugotrajne remisije.

Najcesce koriSteni tiopurini, azatioprin i 6-merkapotpurin su imunosupresivni lijekovi koje
koristi oko 60% bolesnika s upalnim bolestima crijeva jer su dokazano uc¢inkoviti u odrzavanju
remisije. Jedna tre¢ina bolesnika mora prekinuti terapiju zbog nezeljenih u¢inaka; leukopenije
koju izazivaju poviSene koncentracije 6-tiogvaninskih nukleotida (6-TGN), pankreatitisa,
gastri¢ne intolerancije i hepatotoksi¢nosti zbog visokih koncentracija 6-metil -merkaptopurina
(6-MMP). Moguci izvor varijabilnosti u odgovoru na terapiju tiopurinima Su genetski
polimorfizmi koji uzrokuju promijenjenu enzimatsku aktivnost tiopurin-S -metiltransferaze

(TPMT) $to moze rezultirati neodgovarajué¢im klini¢kim odgovorom i pojavom nuspojava.

Terapijsko pra¢enje metabolita tiopurina omogucava predvidanje klinickog odgovora, pojave
nezeljenih ucinaka i otkrivanje neadherencije bolesnika s§to pridonosi pronalasku optimalnog

rezima doziranja ili potrebi za prekidom terapije.

Ciljevi radasu :

e odrediti koncentraciju metabolita tiopurina, 6-TG i 6-MMP u krvi bolesnika s upalnim

bolestima crijeva u stanju dinamicke ravnoteze HPLC metodom

e izraCunati metilacijski indeks iz dobivenih koncentracija

e utvrditi ovisnost koncentracija metabolita prije i nakon ujednacavanja prema dozi o dobi
ispitanika

e procijeniti koncentracije metabolita prema terapijskom rasponu i indeksu metilacije.

Usporedbom i statistiCkom obradom dobivenih koncentracija metabolita u eritrocitima i
koncentracija ujednacenih prema dnevnoj dozi, zakljuuje se o prikladnosti terapije i

eventualnoj potrebi za korekcijom u svrhu dobrobiti pojedinog bolesnika.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci

U svrhu ispitivanja koriStena je puna krv 100 bolesnika na terapiji tiopurinima uzorkovana u
epruvete s antikoagulansom (EDTA). Kontrolni uzorci, kao i kalibratori izradeni su iz pocetnih
otopina mati¢nica 6-MMP i 6-TG dobivenih otapanjem standarda 6 -metilmerkaptopurina
(Sigma), odnosno 6-tiogvanina (Sigma).

3.1.2. Oprema

Za analizu je koristen HPLC-2 Prominence SHIMAZDU sustav koji sadrzi:

o 2 pumpe (LC-20AD)

o otplinjava¢ (DGU-20A3)

o autoinjektor (SIL-20AChr)

o pecnicu (CTO-20AC)

o spektrofotometrijski detektor s diodnim nizom (SPD-M20A)
o kontrolnu jedinicu (CBM-20A)

3.1.3. Kemikalije

o 6-tiogvanin (Sigma)
o 6-metilmerkaptopurin (Sigma)
o procis¢ena voda (HPLC cistoce < 0,060 puS/cm)
o kalijev dihidrogen fosfat (20mM KH2POa; pH 2,25) - pufer
o ortofosforna kiselina (85%) za podesavanje pufera
o ditiotreitol (DTT; Sigma)
o metanol
o natrijev hidroksid (1M NaOH)
o acetonitril
o fizioloska otopina (0,9% NaCl)
18



O

perklorna kiselina (70%)

3.1.4. Laboratorijski pribor

o

o

(@]

(@]

plasti¢ne epruvete

vorteks (IKA Genius 3)

analiticka vaga

odmjerne tikvice, staklene ¢ase

pH-metar

celulozni filter papir s porama 0,45um (Milipore)
tamna boca

hladna komora

automatske pipete (Eppendorf)

staklene pipete i propipeta

vodoravna tresilica PROMAX 1020 (Helidolph)
centrifuga (Hettich zentrifugen Rotofix 32)
digestor i sustav za uparavanje

plasti¢ne kapaljke

eppendorf epruvete

hladnjak

vodena kupelj pri 100°C (Memmert)

staklene epruvete s navojem

vialice (bocice za injektiranje)
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3.2. Metode

3.2.1. Obrada uzoraka

Krv se uzorkuje u epruvete s antikoagulansom (EDTA) bolesnicima koji su na terapiji
tiopurinima najmanje 4 tjedna kako bi se u organizmu postiglo stanje dinamicke ravnoteze.
Neposredno nakon uzorkovanja epruvete s uzorcima stave se u smjesu vode i leda. Nakon
dostave uzoraka u laboratorij napravi se kompletna krvna slika na hematoloSkom analizatoru.
Na epruvetama se oznaci razina do koje su napunjene krvlju te se uzorci pune krvi centrifugiraju
5 minuta na 3500 okretaja/min. Nakon prvotnog centrifugiranja, ukloni se plazma (gornji sloj),
doda se 3 mL fizioloske otopine (0,9% NaCl) za ispiranje eritrocita, lagano se promijesa i
ponovno centrifugira 5 minuta na 3500 okretaja/min. Zatim se pazljivo ukloni supernatant i sloj
leukocita, epruvete se lagano promijesaju, doda se 3 mL fizioloske otopine i centrifugira pri
istim uvjetima. Ponovno se ukloni supernatant, a ako zaostane sloj leukocita, suspenzija se
kratko vorteksira. Epruvete se nadopune procis¢enom vodom, ohladenom u smjesi vode i leda,
do oznake do koje su bile napunjene krvlju u svrhu liziranja eritrocita te se vorteksiraju. Zatim
se sadrzaj prebaci u eppendorfice koje se potom centrifugiraju 5 minuta na 10 000 okretaja/min.
Dobiveni supernatanti pojedinog uzorka pomijeSaju se u plasticnoj epuveti od 5 mL,
vorteksiraju i alikvotiraju u dvije prethodno oznacene eppendorfice. Tako pripremljeni lizat

eritrocita potreban za daljnju analizu zamrzne se na -20°C sve do analize.

3.2.2. Ekstrakcija uzoraka

U obiljezene eppendorf epruvete od 1,5 mL doda se 500 uL lizata eritrocita (uzorka/ kontrolnog
uzorka/ kalibratora), 50 pL 0,5M ditiotreitola (dobivenog otapanjem 0,077 g u 1 mL vode) koji
Stiti tiolne skupine od oksidacije tijekom procesa deproteinizacije i 100 pL 70% perklorne
kiseline koja sluzi za deproteinizaciju. Epruvete se kratko vorteksiraju i stave u hladnjak na -
20°C. Nakon hladenja se vorteksiraju oko 1 minutu sve dok se Cestice taloga ne razdvoje i
centrifugiraju 10 minuta na 10 000 okretaja/min. Dobiveni supernatant pojedinog uzorka
prebaci se u staklenu epruvetu s navojem koja se potom zatvori ¢epom. Uzorci se griju 45
minuta na vodenoj kupelji prethodno zagrijanoj na 100°C prilikom ¢ega 6-MMP i 6 -
metiltioinozin nukleotidi prelaze u derivat 4-amino-5-(metil) tiokarbonil imidazol (AMTCI)
koji se kasnije mjeri te 6-TGN u 6-TG. Nakon toga se ohlade u ledenoj kupelji (voda i led).
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Zatim se kratko vorteksiraju, prebace u eppendorf epruvete od 1,5 mL i centrifugiraju 5 minuta
na 10 000 okretaja/min. Naposlijetku se 200 uL dobivenog supernatanta otpipetira u vialu s

insertom.

3.2.3. Kromatografski uvjeti

o analiticka kolona Xbridge C18 5 pm, dimenzija 4,6 x 200 mm, grijana u pec¢nici na
25°C

o pumpa A (20mM KH2POs; pH 2,25), pumpa B (acetonitril : metanol =3 : 1)

o program gradijentnog protoka mobilne faze (0,9 mL/min): pocetno pumpa B 0%, a
pumpa A 100%, zatim pumpa B 30% linearno kroz 20 min pa 5 minuta pumpa B
0%, ukupno vrijeme analize 25 minuta

o detektor s nizom fotodioda tijekom mjerenja snima spektar u UV podruéju; valna
duljina za mjerenje 6-MMP je na 303 nm, a za 6-TG 342 nm

o vrijeme zadrzavanja 6-MMP je 10,4 min, a 6-TG 7,4 min

o autoinjektor: volumen injiciranja uzorka je 20 puL
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Name Retention Time  Area ESTD concentration Units
6-MMP 10,283 235850 15,517 umol/L

Slika 5. Kromatogram dobiven analizom uzorka bolesnika na 303 nm, ¢ija izracunata
koncentracija 6-MMP u odnosu na broj eritrocita iznosi 2887 pmol/8x108 Erc
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Minues
Name Retention Time  Area ESTD concentration  Units
6-TG 7,317 32857 2,414 pmol/L

Slika 6. Kromatogram dobiven analizom uzorka bolesnika na 342 nm, ¢ija izraunata

koncentracija 6-TG u odnosu na broj eritrocita iznosi 449 pmol/8x10® Erc

3.2.4. Priprema mobilne faze

Pomoc¢u menzure prenese se 150mL acetonitrila i 50 mL metanola u tamnu bocu kako bi se
dobila smjesa volumnog omjera 3:1. Pufer za mobilnu fazu izradi se otapanjem 2,72 g KH2PO4
u 600 mL vode HPLC C¢isto¢e. pH pufera podesi se pomocu pH-metra i 85% ortofosforne
kiseline na 2,25. Nakon toga prelije se u odmjernu tikvicu od 1 L koja se zatim nadopuni do
oznake. Dobivena otopina filtrira se kroz celulozni filter 0,45 um (Milipore), prelije u tamnu

bocu i pohrani na +4°C u hladnu komoru.
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3.2.5. Priprema kontrolnih uzoraka i kalibratora

Mati¢nica 6-MMP izradi se otapanjem 0,01g 6-metilmerkaptopurina (Sigma) u metanolu u
odmjernoj tikvici od 10 mL i nadopunom do oznake. Mati¢nica 6-TG napravi se otapanjem 0,01
g 6-tiogvanina (Sigma) u prethodno pripravljenom 1M NaOH u odmjernoj tikvici od 10 mL i
nadopunom do oznake. Otopina 1M NaOH dobije se mijeSanjem 1,2 mL 50% NaOH i 14,4 mL

vode HPLC ¢istoce u ¢asi. Kontrolni uzorci i kalibratori pripreme se dodatkom ¢istih

otopljenih tvari, 6-TG i 6-MMP, u lizat eritrocita bolesnika koji nisu na terapiji tiopurinima.
Izrade se u plasti¢nim epruvetama od 5 mL razrjedivanjem ishodnih mati¢nica 6-TG i 6-MMP
koncentracije 1 g/LL vodom HPLC C¢istoée i kratkim vorteksiranjem. Dobiveni su kontrolni
uzorci koncentracija 5; 0,5 i 0,25 pg/mL te kalibratori koncentracija 5; 2,5; 1,0; 0,5 i
0,25 pg/mL. Prilikom ekstrakcije uzoraka bolesnika na terapiji istovremeno se ekstrahiraju i

kontrolni uzorci s dodanim standardom (Cisti 6-MMP i 6-TG) tzv.,,spajkani* uzorci.

3.3. Statisticke metode

Racunalni programi MedCalc 1 Microsoft Excel 2013 koriSteni su za statisticku obradu
podataka. Za procjenu normalne raspodjele podataka koristen je D' Agostino-Pearsonov test koji
zahtijeva minimalno 8 uzoraka za analizu, a provjerava koliko se dobivene vrijednosti razlikuju
od ocekivanih kod normalne, odnosno Gaussove raspodjele. U svakom testu normalne
raspodjele krece se od nulhipoteze da podaci slijede Gaussovu raspodjelu koja se odbacuje ili

zadrzava ovisno o dobivenoj P vrijednosti. Ako je P vrijednost dovoljno malog iznosa

(< 0,0001) odbacuje se nulhipoteza i smatra se da podaci ne slijede normalnu distribuciju. Za
graficki prikaz rezultata koriSten je dijagram rasipanja (engl. scatter plot). Metoda linearne

regresije koriStena je za analizu ovisnosti koncentracija metabolita tiopurina o dobi ispitanika.
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4. REZULTATI

4.1. Klinic¢ki i demografski podaci ispitanih bolesnika
Ispitano je 100 bolesnika s upalnim bolestima crijeva ¢ija je dob, primijenjene doze tiopurina
te postignute koncentracije metabolita, 6-metilmerkaptopurina i 6-tiogvanina, navedena u

Tablici 2.

Tablica 2. Dob ispitanika, primijenjene doze tiopurina i koncentracije 6-MMP te 6-TG

N=100 DOB (godine) | - DOZA (mg) (pmfl}gili/(l)EErc) (pmol?é;rlc(a)s Erc)
Minimum 11 50,00 0,00 21,00
Maksimum 65 200,00 13 188,00 653,00

Medijan 40 125,00 916,50 197,00

95 ClI 125,00 - 150,00 | 610,13 - 1246,68 | 167,72 - 227,38
Percentil 5 75,00 45,50 28,50
Percentil 95 200,00 4755,50 548,50

N — broj uzoraka

Ispitanici su mlade zivotne dobi koja se kre¢e u rasponu od 11 do 65 godina, a medijan
vrijednosti iznosi 40 godina. Dnevne doze tiopurina razlikuju se medu bolesnicima; najniza
primijenjena doza je 50 mg, dok najvisa iznosi 200 mg. Koncentracije metabolita tiopurina
izrazene su u pikomolima po 8x10® eritrocita. 1zmjerene koncentracije 6-MMP krecu se u
rasponu od 0 do 13 188 pmol/8x108® Erc; dok je medijan koncentracije 916,5 pmol/8x10® Erc
(95 CI 610,13 — 1246,68). Najniza izmjerena koncentracija 6-TG iznosi 21 pmol/8x10® Erc, a
najvisa 653 pmol/8x10® Erc. Medijan koncentracije 6-TG je 197 pmol/8x10® Erc (95 CI 167,72
—227,38).
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U Tablici 3. prikazani su omjeri koncentracija metabolita tiopurina kao i omjeri koncentracije
metabolita i doze lijeka. 1zmjerene koncentracije 6-MMP i 6-TG (pmol/8x10® Erc) kod
bolesnika podijeljene su s dnevnom dozom lijeka (mg) kako bi se koncentracija ujednacila
prema dozi (pmol/8x10® Erc/mg). Izrac¢unat je i omjer koncentracija 6-MMP/6-TG jer njegov
iznos moze negativno korelirati s klinickim odgovorom; omjer ve¢i od 11 povezuje se s

pojavom hipermetilacije i neodgovarajuceg klinickog odgovora.

Tablica 3. Omjeri koncentracija 6-MMP/6-TG te koncentracija metabolita i doze

CMMPISTG | (T 10r Evamg) | (pmol$x10° Excimg)
N (broj uzoraka) 100 100 100
Minimum 0,00 0,00 0,12
Maksimum 97,11 65,94 13,05
Medijan 4,97 6,35 1,39
95 ClI 3,27 - 6,04 5,01-10,16 1,12 -1,90
Percentil 5 0,35 0,41 0,21
Percentil 95 29,59 34,37 6,00

Najnizi zabiljezen omjer metabolita tiopurina (6-MMP/6-TG) je 0,00 dok je najveci 97,11, a
medijan vrijednosti omjera iznosi 4,97. Omjer metabolita 6-MMP i doze krece se u rasponu od
0,00 do 65,94 s vrijednosti medijana od 6,35, dok je omjer metabolita 6-TG i doze u rasponu
od 0,12 do 13,05 s vrijednosti medijana od 1,39.
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4.1.1. Koncentracije 6-MMP i 6-TG i dob ispitanika

Za procjenu utjecaja dobi ispitanika na primijenjenu terapiju ispitana je ovisnost koncentracija
metabolita tiopurina o dobi. Ovisnost izmjerenih koncentracija aktivnhog metabolita 6-TG u
eritrocitima o dobi ispitanika prikazana je na Slici 7.
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Slika 7. Qvisnost izmjerenih koncentracija 6-TG o dobi ispitanika

Metodom linearne regresije utvrden je odnos izmjerenih koncentracija 6-TG i dobi bolesnika.
Dijagram rasipanja pokazuje da nema linearne ovisnosti tih dviju varijabli, kao i koeficijent
korelacije  (R2=0,006) koji iznosi r=0,077. Koeficijent Kkorelacije pokazatelj je
reprezentativnosti regresijkog modela; $to mu je vrijednost bliza 1, to postoji veca ovisnost

varijabli.
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Ovisnost izmjerenih koncentracija aktivnog metabolita 6-TG u eritrocitima ujednacenih prema

propisanoj dozi i dobi ispitanika prikazana je na Slici 8.
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Slika 8. Ovisnost koncentracija 6-TG ujednacenih prema dozi o dobi ispitanika

Na grafickom prikazu (Slika 8.) ovisnosti koncentracija 6-TG ujednacenih prema dnevnoj dozi
tiopurina o dobi ispitanika uocava se manje rasipanje koncentracija nakon ujednacavanja u
odnosu na same koncentracije, Sto potvrduje i koeficijent korelacije (r=0,177, R?2 = 0,0312) koji
je nesto visi u odnosu na vrijednost bez ujednacavanja prema dozi. 1z grafa je vidljivo da se
vrijednosti koncentracija 6-TG prije i nakon ujednaCavanja prema dozi blago sniZavaju

porastom Zzivotne dobi.
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Na Slici 9. prikazana je linearna regresija ovisnosti koncentracija metabolita 6-MMP o dobi

ispitanika.
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Slika 9. Ovisnost izmjerenih koncentracija 6-MMP o dobi ispitanika

Niska vrijednost koeficijenta korelacije (R2 = 0,0035) iz kojeg proizlazi r=0,059 ukazuje da ne
postoji linearna ovisnost tih varijabli. Na grafickom prikazu uocava se da su kod osoba razlicite
zivotne dobi izmjerene priblizno jednake koncentracije, §to pokazuje da dob ne utjeCe na

koncentraciju 6-MMP.
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Odnos koncentracija 6-MMP ujednacenih prema dnevnoj dozi tiopurina i dobi ispitanika
prikazan je na Slici 10. i sli¢an je odnosu koncentracija 6-MMP i dobi ispitanika. Linearne
ovisnosti izmedu dobi i koncentracija 6-MMP ujednacenih prema dozi nema, §to potvrduje i

koeficijent korelacije koji iznosi r=0,02.
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Slika 10. Ovisnost koncentracija 6-MMP ujednacenih prema dozi o dobi ispitanika
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Na Slici 11. prikazan je odnos omjera koncentracija metabolita tiopurina, 6-MMP/6-TG s dobi
ispitanika.
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Slika 11. Ovisnost omjera 6-MMP/6-TG o dobi ispitanika

Slicne vrijednosti omjera koncentracija metabolita 6-MMP/6-TG zabiljeZzene su kod osoba
razli¢ite Zivotne dobi, kao Sto su 1 razli¢iti omjeri zabiljeZzeni kod osoba slicne starosti.
Koeficijent korelacije (r=0,046, R?=0,002) takoder ukazuje da nema linearne ovisnosti omjera
koncentracija 6-MMP/6-TG i dobi.
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4.1.2. Raspodjela koncentracija metabolita tiopurina prema terapijskom intervalu

a) Terapijski interval koncentracija 6-TG prema literaturi (Warner i sur.,2016) iznosi 235 do
450 pmol/8x10® Erc. Vrijednosti ispod donje granice povezuju se s neodgovaraju¢im klini¢kim
odgovorom, a vrijednosti koncentracija iznad gornje granice, odnosno > 450 pmol/8x10® Erc
povezuju se s povecanim rizikom pojave leukopenije (smanjen broj leukocita). Na Slici 12.

prikazan je udio bolesnika prema terapijskom intervalu koncentracija 6-TG.
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Slika 12. Podjela bolesnika u odnosu na terapijski interval koncentracija 6-TG

Kod 28% bolesnika postignute su koncentracije unutar terapijskog intervala, kod 64% bolesnika

koncentracije su nize od o€ekivanih, a kod 8% su vise.
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b) Ocekivane koncentracije inaktivnog metabolita 6-MMP manje su ili jednake 5700
pmol/8x10% Erc. Koncentracije vise od 5700 pmol/8x10® Erc povezuju se s pojavom
hepatotoksi¢nosti, a smatra se da postoji povecan rizik nastanka mijelosupresije (smanjena
aktivnosti kostane srzi) kod koncentracija > 11 450 pmol/8x10® Erc. Slika 13. prikazuje udio
bolesnika prema terapijskim vrijednostima koncentracija 6-MMP.
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Slika 13. Podjela bolesnika u odnosu na terapijski interval koncentracija 6-MMP

Kod 96% bolesnika postignute su ocekivane koncentracije, kod 4% bolesnika koncentracije su
viSe od 5700 pmol/8x10® Erc, a kod jedne osobe, odnosno 1%, izmjerene koncentracije vise su

od 11 450 pmol/8x10® Erc.
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c) Terapijski interval omjera koncentracija 6-MMP/6-TG nije strogo definiran, ali trebao bi biti
nizi od 11 jer se omjeri visi od 11 povezuju s hipermetilacijom i neodgovaraju¢im klinickim
odgovorom. Na Slici 14. prikazana je podjela ispitanika prema ocekivanim vrijednostima
omjera koncentracija metabolita tiopurina.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

80

Postotak ispitanika (%o)

20

<11 >11
Omjer koncentracija 6-MMP/6-TG

Slika 14. Podjela bolesnika prema o¢ekivanim vrijednostima omjera koncentracija

6-MMP/6-TG

Kod 80% bolesnika omjer koncentracija je manji ili jednak 11, a kod 20% je ve¢i od 11.
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5. RASPRAVA

Lijekovi koji se najvise propisuju U terapiji upalnih bolesti crijeva su tiopurini i to prolijekovi
azatioprin 1 6-merkaptopurin. U organizmu se nizom reakcija aktiviraju u 6-tiogvaninske
nukleotide (6 -TGN) koji su zasluzni za terapijski ucinak, ali isto tako podlozni su reakcijama
inaktivacije u najznacajnije inaktivne metabolite 6-metilmerkaptopurin (6-MMP) i 6-tiouri¢nu
kiselinu. Reakcija inaktivacije tiopurina, S-metilacija, katalizirana je tiopurin-S -
metiltransferazom (TPMT) koja je podlozna genetskim polimorfizmima. Kod smanjene
aktivnosti enzima povecan je nastanak citotoksi¢nih 6-TGN i rizik od leukopenije, dok
povecana aktivnost enzima uzrokuje pretjerano stvaranje 6-MMP koji je u viSim
koncentracijama potencijalno hepatotoksi¢an. Zbog genetskih polimorfizama TPMT,
varijabilne farmakokinetike 1 ostalih éimbenika, moze do¢i do pojave neZeljenih ucinaka, kao 1

neodgovarajuceg klinickog odgovora na terapiju tiopurinima.

Terapijsko pracenje (TDM), odnosno odredivanje koncentracije lijeka i/ili njegovih metabolita
u bioloskim tekuc¢inama s ciljem optimizacije terapije, provodi se ako postoji korelacija izmedu
terapijskog ucinka i/ili nuspojava i koncentracije lijeka u bioloskom uzorku. Za tiopurinske
lijekove dokazana je korelacija koncentracija metabolita lijeka i klini¢kog odgovora. TDM
metabolita tiopurina, 6-MMP i 6-TG, omogucava predvidanje pojave nezeljenih ucinaka,
klinickog odgovora i otkrivanja nesuradljivosti bolesnika sto pridonosi odredivanju optimalnog

rezima doziranja ili potrebi za ukidanjem terapije.

U provedeno ispitivanje uklju¢eno je 100 ispitanika s dijagnosticiranim upalnim bolestima
crijeva koji su na terapiji tiopurinima najmanje 4-6 tjedana zbog postizanja ravnoteznog stanja
u eritrocitima. Ispitanici se medusobno razlikuju po dobi, primijenjenoj dnevnoj dozi tiopurina
te postignutim koncentracijama metabolita u eritrocitima. Bolesnici su mlade do srednje Zivotne
dobi jer su tiopurinski lijekovi prva linija u lijeCenju tezih sluc¢ajeva upalnih bolesti crijeva.
Najmladi bolesnik ima 11 godina, najstariji 65 godina, a srednja Zivotna dob (medijan) iznosi
40 godina. Doze tiopurinskih lijekova propisuju se prvenstveno prema teZini bolesti, ali i prema
tjelesnoj tezini. Dnevne doze tiopurina razlikuju se medu ispitanicima; krecu se u intervalu od
50 do 200 mg. Izmjerene koncentracije 6-MMP iznose od 0 do 13 188 pmol/8x10® Erc s
medijanom od 916,5 pmol/8x10# Erc.
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Vrijednosti koncentracija 6-TG krecu se od 21 do 653 pmol/8x10® Erc s medijanom od 197
pmol/8x10® Erc. Obzirom na razlike u dozama i tjelesnu tezinu bolesnika moze se ocekivati
razlicita raspodjela lijeka u organizmu. Zbog razlike primijenjenih doza ispitanicima, izmjerene
koncentracije metabolita tiopurina u eritrocitima ujednacene su prema dnevnoj dozi. Takoder,
radi procjene metilacijskog indeksa, a nema puno saznanja o ¢imbenicima koji na njega utjecu,
odreden je i omjer koncentracija metabolita tiopurina 6-MMP/6-TG. Dokazano je da je omjer
metabolita veci od 11 povezan s hipermetilacijom i kod takvih bolesnika je terapijsko pracenje

1znimno vazno zbog sprjecavanja hepatotoksi¢nosti.

5.1. Koncentracije 6-MMP i 6-TG ovisno o dobi pacijenata

Metodom linearne regresije analizirana je ovisnost izmjerenih koncentracija metabolita o dobi
ispitanika. Obzirom da su bolesnici uzimali razliite doze tiopurina, analiziran je i odnos

koncentracija metabolita ujednacenih prema dnevnoj dozi lijeka 1 dobi.

Statistickom analizom izmjerenih koncentracija 6-TG i dobi ispitanika dobiven je koeficijent
korelacije (R2=0,006, r=0,077) sto ukazuje da nema linearne ovisnosti izmedu dobi ispitanika i
koncentracije 6-TG. Takoder, obzirom da su priblizno jednake koncentracije 6-TG izmjerene
kod osoba razli¢ite Zivotne dobi, potrebno je iskljuciti i druge ¢imbenike koji mogu utjecati na
koncentraciju, a to je primarno doza jer su bolesnici uzimali razli¢ite doze tiopurina. PoZeljno
bi bilo iskljuciti 1 utjecaj tjelesne tezine/visine na raspodjelu lijeka u organizmu. Od navedenih
¢imbenika dostupna je bila samo doza lijeka pa je napravljena analiza nakon ujednaCavanja
koncentracija prema dozi.

Dobiven je vrlo slican odnos koncentracija 6-TG ujednac¢enih prema dozi i dobi ispitanika;
nema linearne ovisnosti medu parametrima (R?=0,0312, r=0,178), a time ni znacajnog utjecaja
starosti bolesnika na vrijednosti koncentracija 6-TG u krvi. Na grafi¢kom prikazu moze se uociti
blagi pad vrijednosti 6-TG porastom zivotne dobi, §to je nakon ujednacavanja prema dozi jo$

jasnije jer je smanjeno rasipanje podataka.

Poznato je da se starenjem mijenja farmakokinetika lijeka; zbog promjene udjela masnog tkiva
mijenja se raspodjela lijeka, a osim toga na koncentraciju u krvi jako utjece i brzina izlu¢ivanja.
Obzirom da se kod osoba starije zivotne dobi funkcija jetre i bubrega blago smanjuje, potrebno
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je o tome voditi brigu kod doziranja lijekova, posebice kod onih koji se pretezito izlucuju
bubregom. Tiopurini imaju nesto drugaciju farmakokinetiku jer se ulaskom u cirkulaciju
nakupljaju u eritrocitima pa je potrebno vise vremena u odnosu na druge lijekove za postizanje
ravnotezne koncentracije lijeka. Kod tiopurina se terapijski prate koncentracije metabolita u
stanicama pa raspodjela i izlu¢ivanje izravno ne utje¢u na farmakoloski aktivnu koncentraciju

u stanicama.

Za drugi, inaktivni metabolit, 6-MMP, takoder nije dobivena linearna ovisnost koncentracija o
dobi ispitanika; sto potvrduje koeficijent korelacije koji iznosi r=0,187 (R2=0,035). Kod
bolesnika iste Zivotne dobi izmjerene su razli¢ite koncentracije. Analizom koncentracija 6 -
MMP ujednacenih prema dnevnoj dozi lijeka i starosti bolesnika uo¢eno je da nema linearne

ovisnosti podataka, ni utjecaja dobi na koncentraciju 6-MMP.

Regresijskom analizom omjera koncentracija metabolita tiopurina, 6-MMP/6-TG i dobi
ispitanika dokazano je odsustvo linearnosti i utjecaja zivotne dobi na omjer koncentracija

navedenih metabolita.

5.2. Raspodjela ispitanika prema terapijskim koncentracijama

Meta-analizom iz 2014.godine utvrden je terapijski interval koncentracija aktivnog metabolita
6-TGN od 235 do 450 pmol/8x108® Erc koji se povezuje s odgovaraju¢im klinickim odgovorom
(Warner i sur., 2016). Obzirom na terapijski interval, bolesnici su svrstani u 3 skupine prema
koncentracijama 6-TG u eritrocitima izmjerenim u stanju ravnoteze. U prvoj skupini s
koncentracijama nizim od 235 pmol/8x10® Erc nalazi se 64% bolesnika, u drugoj skupini s
koncentracijama unutar referentnog intervala je 28% bolesnika, dok su kod 8% osoba
postignute koncentracije vise od 450 pmol/8x10® Erc. lako su primijenjene doze utvrdene prema
indeksu tjelesne mase, kod manje od 1/3 bolesnika postignute su ocekivane terapijske
koncentracije aktivnog metabolita i analogno tome ovi bolesnici trebali bi posti¢i dobar klini¢ki
odgovor i remisiju bolesti. Kod vise od polovine bolesnika koncentracije 6-TG nize su od
ocekivanih, kod nekih ¢ak do 11 puta, $to dovodi u pitanje postizanje terapijskog ucinka. Niske
koncentracije 6-TG moguca su posljedica subdoziranosti, genetskog polimorfizma, odnosno

povecane aktivnosti tiopurin-S-metiltransferaze ¢ime je povecana pretvorba lijeka u inaktivni
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6-MMP, kao i smanjene bioraspolozivosti te takoder neadherencije bolesnika. Prema
smjernicama je potrebno prije pocetka terapije uciniti genotipizaciju TPMT, koja ima prednost
nad fenotipizacijom, kako bi se prilagodila doza ovisno o genotipu i kako bi terapija bila §to
uc¢inkovitija. Ukoliko je bolesnik homozigot za divlji tip TPMT s visokom aktivno$¢u enzima,
propisuje se preporucena pocetna doza. Heterozigotima za varijantni TPMT genotip s
intermedijarnom aktivno$¢u enzima, preporuca se zapoceti lijeCenje s 30-70% ciljne doze lijeka
uz titraciju do doze koja se tolerira (Ladi¢, 2018). Nakon postizanja ravnotezne koncentracije,
Sto je oko 4 tjedna nakon pocetka terapije, pozeljno je izmjeriti koncentracije aktivnih
metabolita tiopurina, posebice ako se primijete Stetni ucinci ili nezadovoljavaju¢ klinicki
odgovor. Izmjerene koncentracije aktivnin metabolita potrebno je usporediti s klinickim
odgovorom i interpretirati zajedno s ostalim parametrima. Ukoliko je potrebno, optimizira se
doziranje i1 poti¢e suradljivost bolesnika. Alternativni pristup temelji se na uvodenju
alopurinola, inhbitora ksantin-oksidaze, u terapiju zbog smanjenja pretvorbe u inaktivhu 6-
tiouricnu kiselinu 1 povecanja bioraspolozivosti merkaptopurina. Koncentracije vise od gornje
granice terapijskog intervala povezuju se s pojavom leukopenije, a mogu¢ uzrok je smanjena
aktivnost TPMT. Prema literaturi kod 1,3% do 12,6% osoba razvije se leukopenija iako 50-75%
njih ima normalnu aktivnost TPMT. Ispitivanje je pokazalo da su postignute koncentracije 6-

TG kod 8% bolesnika viSe od oc¢ekivanih, $to odgovara literaturi.

Koncentracije inaktivnog 6-MMP vise od 5700 pmol/8x10® Erc povezuju se s povecanim
rizikom od pojave hepatotoksicnosti. Kod 96% ispitanika koncentracije su nize od te kriti¢ne
vrijednosti, dok su kod njih 4% usle u hepatotoksi¢no podrucje Sto odgovara literaturnim
podacima 0 ucestalosti hepatotoksi¢nih ucinaka. U gotovo svim slufajevima poviSene
vrijednosti 6-MMP bile su udruzene s nekim od drugih pokazatelja oStecenja jetre, kao $to su
poviSeni jetreni enzimi 1ili oSte¢enje vidljivo na nekoj od slikovnih metoda.
Kod nekih bolesnika s koncentracijama 6-MMP visim od 5700 pmol/8x10® Erc, zabiljezene su
subterapijske koncentracije 6-TG S$to pridonosi slabom klinickom odgovoru. Smatra se da
koncentracije 6-MMP vise od 11 450 pmol/8x10® Erc uzrokuju pojavu mijelosupresije. Kod
jednog ispitanika izmjerene su mijelotoksi¢ne koncentracije. Povec¢ane koncentracije 6-MMP
mogu biti posljedica genetskog polimorfizma TPMT sa poveanom akitvnosti, a mogu
rezultirati neodgovaraju¢im klini¢kim odgovorom jer je smanjeno nastajanje aktivnog 6-TG,

kao i povecanim intenzitetom nezeljenih ucinaka. U slu¢aju povisenih koncentracija 6-MMP,
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prelazi se na nisku dozu tiopurina u kombinaciji sa 100 mg alopurinola, dok se kod pojave

hepatotoksi¢nosti lijek ukida sve do normalizacije parametara jetrene funkcije.

Prema literaturi, kod 15-20% bolesnika pojavljuje se hipermetilacija koja se ocituje u omjeru
6-MMP/6-TG vecem od 11. U nasoj studiji omjer visi od 11 zabiljezen je kod 20% bolesnika,
Sto odgovara literaturnim podacima, a najvisa zabiljeZzena vrijednost omjera 6-MMP/6-TG je
97,11. Hipermetilacija moze doprinijeti nuspojavama i izostanku ili neodgovaraju¢em
terapijskom ucinku. U slucaju hipermetilacije sa subterapijskim koncentracijama 6-TGN,
preporuca se dijeljenje doze ili prelazak na nisku dozu tiopurina u kombinaciji s alopurinolom
od 100 mg. U studiji s 20 ispitanika dijeljenje doze rezultiralo je smanjenjem povisenih
koncentracija 6-MMP bez ucinka na razinu 6-TGN (Shih i sur., 2012).
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6. ZAKLJUCAK

U radu je ispitan utjecaj dobi na koncentracije metabolita tiopurina, 6-MMP i 6-TG, u
eritrocitima 100 bolesnika s dijagnosticiranim upalnim bolestima crijeva te odnos koncentracija
i referentnih vrijednosti. Iz dobivenih rezultata zakljucuje se:
o Ne postoji linearna ovisnost koncentracija 6-MMP, 6-TG o dobi ispitanika; kao ni
ovisnost omjera koncentracija 6-MMP/6-TG o dobi
o Kod 64% ispitanika koncentracije 6-TG su ispod terapijskih vrijednosti §to je najcesce
povezano s loSim odgovorom na terapiju; sSamo 28% bolesnika ima koncentraciju unutar
terapijskog intervala, a 8% bolesnika ima vrijednosti iznad terapijskih pa se mogu
ocekivati Stetni ucinci
o 4% bolesnika ima koncentracije inaktivnog 6-MMP u toksi¢nom podruéju Sto svakako
zahtijeva korekciju doze, dodatnu obradu genetskog polimorfizma TPMT i drugih
enzima koji sudjeluju u metabolizmu
o Omjer 6-MMP/6-TG kod 20% ispitanika ukazuje na hipermetilaciju koja se povezuje s
toksi¢nim ué¢incima i neodgovaraju¢im klini¢kim odgovorom pa je potrebno dodatno

korigiranje terapije.

Iz navedenih rezultata utvrduje se da zivotna dob bolesnika ne utje¢e na vrijednost koncentracija
metabolita tiopurina u eritrocitima. Kod koncentracija 6-TG i 6-MMP izvan terapijskog
intervala potrebno je uvesti promjene u rezimu doziranja kako bi se optimizirala terapija i
smanjili toksi¢ni ucinci. Kako je kod veéine bolesnika ucinjena genotipizacija TPMT prije
uvodenja terapije tiopurinima i prema njoj je odredena optimalna doza kako bi se sprijecilo
postizanje subterapijskih koncentracija 6-TG, odnosno toksi¢nih koncentracija 6 -MMP,
pozeljno je uciniti genotipizaciju drugih enzima kojima je dokazan u¢inak na metabolizam

tiopurina ili titrirati dozu u kombinaciji s alopurinolom.

Obzirom na prirodu bolesti u kojoj je farmakoloski u¢inak vidljiv tek u kasnijoj fazi i nase
rezultate koji ukazuju da su terapijske vrijednosti 6-TG izmjerene kod manje od 1/3 bolesnika,
ukazuje se potreba za terapijskim pracenjem metabolita tiopurina kod svih bolesnika te bi
trebala postati rutinska metoda koja bi lijeCnicima bila dobar alat za upravljanje

farmakoterapijom, a bolesniku osigurala farmakoterapiju s minimalnim nezeljenim u¢incima.
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8. Sazetak

Tiopurini su imunosupresivni lijekovi koriSteni u terapiji upalnih bolesti crijeva.
Biotransformiraju se u inaktivne metabolite od kojih je najznacajniji 6-metilmerkaptopurin (6-
MMP) te u aktivni citotoksi¢ni metabolit 6-tiogvaninski nukleotid (6-TGN) koji djeluje
protuupalno. Enzim koji katalizira nastanak 6-MMP je tiopurin-S-metiltransferaza (TMPT),
podlozna genetskim polimorfizmima koji utjeu na enizmatsku aktivnost. Osim genetskih
polimorfizama TPMT, na koncentraciju 6-MMP i 6-TG utjecu farmakokineticki i okoli$ni
¢imbenici. Cilj rada je odrediti koncentraciju metabolita tiopurina u krvi bolesnika s upalnim
bolestima crijeva u stanju dinamicke ravnoteze, izraCunati metilacijski indeks iz dobivenih
koncentracija, utvrditi ovisnost koncentracija metabolita prije i nakon ujednacavanja prema
dozi o dobi te procijeniti koncentracije metabolita prema terapijskom rasponu i indeksu
metilacije. Koncentracije 6-TG i 6-MMP odredene su HPLC metodom. U ispitivanje je
ukljuceno 100 bolesnika s upalnim bolestima crijeva koji su na terapiji tiopurinima, starosti od
11 do najvise navrSenih 65 godina. Regresijskom analizom utvrdeno je da ne postoji linearna
ovisnost koncentracija metabolita tiopurina o dobi ispitanika. Zakljuc¢eno je da dob ne utjece na
vrijednosti koncentracija metabolita u eritrocitima. Kod samo 1/3 bolesnika postignute su
oc¢ekivane koncentracije aktivnog metabolita, 6-TG. S ciljem optimizacije reZima doziranja i

minimaliziranja nuspojava, terapijsko pracenje tiopurina trebalo bi biti rutinska metoda.
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Summary

Thiopurines are immunosuppressive drugs used in the treatment of inflammatory bowel disease.
They are metabolized into inactive metabolites, the most important of which is 6-
methylmercaptopurine (6-MMP) and into the active cytotoxic metabolite 6-thioguanine
nucleotide (6-TGN) which has an anti-inflammatory effect. The enzyme that catalyzes the
formation of 6-MMP is thiopurine-S-methyltransferase (TMPT), susceptible to genetic
polymorphisms that affect enzymatic activity. In addition to TPMT genetic polymorphisms, 6-
MMP and 6-TG concentrations are influenced by pharmacokinetic and environmental factors.
The aim of this study was to determine the concentration of thiopurine metabolites in the blood
of patients with inflammatory bowel disease at steady state, to calculate the methylation index
from the obtained concentrations, to determine the dependence of metabolite concentrations
before and after dose adjustment, to evaluate metabolite concentrations according to therapeutic
range and methylation index. Concentrations of thiopurine metabolites were determined by
HPLC method. The study included 100 patients with inflammatory bowel disease who were on
thiopurine therapy, aged 11 to a maximum of 65 years. Regression analysis showed that there
is no linear dependence of thiopurine metabolite concentrations on the age of the subjects. It
was concluded that age did not affect the values of metabolite concentrations in erythrocytes.
In only 1/3 of patients, the expected concentrations of the active metabolite, 6-TG, were
achieved. In order to optimize the dosing regimen and minimize side effects, therapeutic

monitoring of thiopurine should be a routine method.
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9. Prilozi

9.1. Popis kratica

5-ASA 5-aminosalicilna kiselina

6-MMP 6-metilmerkaptopurin

6-MMPR 6-metilmerkaptopurin ribonukleotid
6-MP 6-merkaptopurin

6-TG 6-tiogvanin

6-TGN 6-tiogvaninski nukleotid

6-TGTP 6-tiogvanin trifosfat

6-TIMP 6-tioinozin monofosfat

AMTCI 4-amino-5-metil-tiokarbonil imidazol
AZA azatioprin

CB Chronova bolest

GMPS gvanozin-monofosfat-sintetaza

GTP gvanozin-trifosfat

HPLC high performance liquid chromatography — tekucinska kromatografija

visoke djelotvornosti
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HPRT

IBD

IMPDH

INF-y

PPAR-y

TDM

TNF-a

TPMT

UK

X0

hipoksantin-fosforiboziltransferaza

engl. inflammatory bowel disease - upalna bolest crijeva

interleukin

inozin-monofosfat-dehidrogenaza

interferon gama

gama receptor za aktivaciju proliferacije peroksisoma

engl. therapeutic drug monitoring - terapijsko pracenje lijekova

tumor nekrotski faktor alfa

tiopurin-S-metiltransferaza

ulcerozni kolitis

ksantin-oksidaza
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