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Uvod: Hladinu 6-thioguanin nukleotidu (6-TGN), metabolitu azathioprinu (AZA), Ize vyuzit k posouzeni dostatecnosti davky.
Vysetieni 6-TGN neni bézné dostupné. Cilem prace bylo urcit, zda zmény krevniho obrazu také koreluji s ddvkou AZA a Ize
je pouzit k odhadu jeji dostatecnosti (MCV > 6 fl) misto vysetieni 6-TGN. Metody: Retrospektivni, multicentrické sledovani
u osob s idiopatickymi stfevnimi zanéty, Ié¢enych azathioprinem. Zaznamenany byly demografické udaje, pocet leuko-
cytd, trombocytd, objem erytrocytd (MCV) a trombocytd (MPV), davka azathioprinu a aktivita zanétu ve 3., 6. a 12. mésici
|éCby, pritomnost sideropenie. Vysledky: Hodnoceno bylo 103 osob. Pro zvétseni MCV o 6 fl je potiebna davka AZA vétsi
nez 2 mg/kg (p = 0,04). K narlstu dojde do 165 dni (95% Cl; 154-181 dni, p = 0,002). Sideropenie nema na zménu MCV vliv.
Béhem lé¢by AZA klesa pocet leukocytl (do 3. mésice) i trombocytl (p < 0,001). Zména jejich poctu i MPV, se zménou MCV
nekoreluje a neni ovlivnéna ani aktivitou zanétu. Zavér: Pfi lé¢bé AZA ma vyznam pouze sledovani dynamiky MCV (> 6 fl
do 6 mésicl). Zmény poctu leukocytl, trombocytl a jejich objemu, nelze pro hodnoceni ev. dostate¢nosti davky pouzit.
Sideropenie nema na dynamiku MCV vliv.
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Are changes in the blood count clinically useful marker of azathioprine dose?

Introduction: The 6-thioguanine nucleotide (6-TGN) level, may be used to estimate dose-adequacy of azathioprine (AZA)
therapy. 6-TGN test is not commercially available. The aim of the study was to determine whether a blood cell changes cor-
relate also with the dose of AZA and may serve as a predictor of the dose adequacy (for MCV > 6 fl). Methods: Retrospective,
multicentre study in subjects with IBD treated with azathioprine. Demographic data, leukocyte, platelet counts, erythrocyte
(MCV) and thrombocyte (MPV) volume, azathioprine dose, inflammatory activity in the 3rd, 6th and 12" months of treatment
and presence of sideropenia were recorded. Results: 103 subjects analysed. To increase the MCV by 6 fl, the AZA dose above
2 mg/kg is needed (p = 0.04). The MCV increases within 165 days (95% Cl, 154-181 days, p = 0.002). Sideropenia has no im-
pact on the MCV change. Number of leukocytes and thrombocytes decreases during treatment (p < 0.001). Change in their
number as well as MPV, does not correlate with MCV change and is not affected by activity of the inflammation. Conclusion:
The MCV dynamics (> 6 fl within 6 months) is the only relevant indicator during AZA treatment. Changes in the number of
leukocytes, platelets and their volume can not be used to assess the sufficiency of the AZA dose. Sideropenia has no impact
on the dynamics of MCV.
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Uvod

Azathioprin (AZA) je pouzivan jako imunomoduldtor v lé¢bé fady
autoimunitnich onemocnént. Jde o prolécivo, které se dale metabo-
lizuje pfes merkaptopurinové nukleotidy na 6-thioguanin nukleotid
(6-TGN), viastni nosi¢ Gcinku AZA. Cast metabolit(l je béhem konverze
inaktivovana na 6-metylmerkaptopurin a kyselinu 6-thiomocovou. Mira
metabolizace AZA je individualiné odlisna a mnozstvi vzniklého 6-TGN
je variabilni. Bylo navrzeno, aby se dostate¢nost davky AZA posuzovala
podle dosazené hladiny 6-TGN v erytrocytech (1). Vysetfeni koncentrace
6-TGN se béZné neprovadi a pro rutinni kontroly je proto nepouzitelné.
Podavani AZA provazi zmény poctu leukocytl, trombocytd a predevsim
objemu erytrocytu (2). Je otdzkou, do jaké miry Ize znalost hladiny 6-TGN
nahradit pribéznym sledovanim vybranych zmén krevniho obrazu. Na
nékteré ukazatele majf vliv dalSimi faktory, jako je vlastnf aktivita zdnétu
nebo sideropenie, které mohou vysledné plsobeni AZA modifikovat.
Cilem prace bylo urcit, zda |ze dostatecnou vysi davky AZA, posoudit
pouze na zakladé zmeén v krevnim obraze.

Cile prace

Zvyseni sttedniho objemu erytrocytd (MCV) o 6-8 fl se povazuje za
ukazatel, ktery by mohl odpovidat dosaZzen( terapeutické hladiny 6-TGN
(> 235 pmol/8 x 10° RBC) (2). Za indikator dostate¢né davky AZA jsme
proto povazovali zménu MCV > 6 fl.

Primarnim cilem prace bylo urceni davky AZA a doby, potiebné
pro zvétseni MCV o 6 fl a vice.

Sekunddrnim cilem bylo zjisténi, zda |ze k posouzeni dostate¢nosti
déavky pouzit zmén poctu trombocytd, leukocytl, objemu trombocytd,
zda ma vliv sideropenie a aktivita stfevniho zanétu.

Soubor pacientii a metodika

Retrospektivni, multicentrické sledovani. Do sledovanf byli zafazeni
pacienti s Crohnovou chorobou, ulcerdzni kolitidou, ve véku 18-60 let,
sledovani v gastroenterologické ambulanci Krajské nemocnice T. Bati
ve Zliné a na ll. internf klinice 3. LF UK a FN Krélovské Vinohrady Praha.
Viybrény byly osoby, u nichz jsme byli schopni dohledat ve zdravotnické
databdzi Udaje o prvnich 12 mésicich lécby azathioprinem. Data byla
zaznamenana anonymné a s pisemnym souhlasem pacientd.

Vylucujici kritéria

Ze sbéru dat jsme vyloucili osoby, u nichZ byla lécba AZA v prvnich
12 mésicich prerusena, ukoncena, pfipadné u nich byla ddvka AZA
redukovana. Dale byly vylouceny osoby s anamnézou jakéhokoliv
opera¢niho vykonu, vyznamného krvacenf ve sledovaném intervaluy,
osoby lécené vitaminem B12, folaty, latkami ovliviujicimi pocty leu-
kocytl a trombocytU a ty, které dostaly transfuze. Déle byli vylouceni
gravidni, nemocnf s jinymi zdvaznymi chorobami (jaterni, kardialnf,
renalni) nebo abuzem alkoholu.

Sbér dat

Zaznamenali jsme vék, hmotnost, pohlavi, typ stfevniho zanétu,
davku AZA, hladinu CRP, aktivitu stfevniho zanétu, pfitomnost sidero-
penie (podle hladiny Zeleza, ferritinu, transferinu nebo vazebné kapacity
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Tab. 1. Zdkladni charakteristika souboru

Zena (n %) 57 (55,3)
Vék (roky) 41,6 + 15,5
Hmotnost (kg) 73,49 + 16,8
Crohnova choroba (n %) 76 (73,8)
Aktivni na pocatku (n %) 58 (56,3)
Dévka AZA (mg/kg) 19+04
CRP (mg/l) 133+ 176

CRP - C reaktivni protein, AZA — azathioprin
Hodnoty jsou uvedeny jako primér (smérodatnd odchylka) nebo absolutni (re-
lativni Eetnost)

transferinu), MCV, pocet leukocytd, trombocytl a stfedni objem trom-
bocytl (MPV), pfed zahajenim Iécby, dale ve 3., 6.a 12. mésici podavani.
Diferencidlni krevni obraz neby!l u dostatec¢ného poctu osob dispozici,
proto jiné parametry (napt. pocet lymfocytd) sledovény nebyly. Za ak-
tivni jsme povazovali zanét s CDAl indexem nad 150 nebo Mayo skére
3 a vice, pfipadné stav, kdy byla aktivita zdnétu zjisténa endoskopicky
nebo zobrazovacimi metodami.

Statisticka analyza

Kvantitativni proménné byly analyzovéany za pomoci parového
T testu/Wilcoxonova testu nebo neparového T testu/Mann Whitney
testu, dle normality dat. K hodnocenfi vztahl mezi proménnymi bylo
pouzito ROC analyzy, jednorozmeérného a vicerozmérného linedrniho
regresniho modelu. Za vyznamné jsme povazovali hodnoty p < 0,05.

Vysledky

K dispozici byly Udaje od 118 osob. Z analyzy byla pro nekomplet-
nost nebo odlehlé hodnoty vyfazena data 15 subjektd. Analyzovano
bylo celkem 103 subjektd.

Zakladni demografické Udaje jsou uvedeny v Tab. 1.

Prlimérna davka azathioprinu se od 3. mésice sledovani neménila
(132,6 £ 354 mg a 1371 + 344 mg ve 12. mésici). MCV se zvétSoval
v prvnich 6 mésfcich podavani AZA (p < 0,001) a déle se neménil. Pocet
leukocytt klesl na stabilnf hodnotu béhem prvnich 3 mésict (p = 0,001),
pocet trombocytl se snizoval po celych 12 mésicl (p < 0,001). Stfednf
objem trombocytl byl béhem sledovani stacionarni (Tab. 2 a Graf 1).

Graf 1. Zmény krevniho obrazu v prabéhu lécby azathioprinem
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Tab. 2. Zmény krevniho obrazu v prabéhu lécby azathioprinem

0. mésic 3. mésic 6. mésic 12. mésic P
MCV (fl) 86,7+59 88,7 £ 11,1 918+73 91,7+73 <0,001a
Leukocyty (x 10%/1) 96+76 6,7+2,0 64+2.2 63+2,0 0,001b
Trombocyty (x 10%/1) 300,1 +£90,9 280,5+82,6 2652 + 83,7 2515+ 734 <0,001c
Objem trombocytu (fl) 95+14 94+14 94+14 97+15 NS

p < 0,05 - vyznamné

MCV - stredni objem erytrocytu
a) rozdil pocdtek vs. 6. mésic

b) rozdil pocdtek vs. 3. mésic

¢) rozdil pocdtek vs. 12. mésic

Hodnoty jsou uvedeny jako prdmér (smérodatnd odchylka) nebo absolutni (relativni cetnost)

Primarni cil

Ke zvétseni MCV o0 6 fl doslo v 6. mésici u 37 osob (35,9 %). Davka
AZA potiebnd k dosaZeni této zmény MCV je vétsi nez 2,0 mg/kg (95%
Cl; 1,2-2,3,p = 0,044, AUC 0,62). Doba do néartstu MCV 0 6 fl je 165 dni
(95% Cl; 154-181 dni, p = 0,002, AUC 0,64).

Sekundarni cil

Nepodafilo se ndm nalézt hrani¢ni hodnotu pro zménu poctu
leukocytl (ve 3. mésici) ani trombocytd (12. mésic), kterd je spojend
se zvysenim MCV nad 6 fl. MPV se béhem doby nezménil, spojitosti
proto nebyly analyzovany.

Pri multifaktoridlni analyze jsme nenalezli asociaci mezi zménou
MCV, poctem trombocytd (ve 12. mésici), leukocytd (3. mésic) ani zad-
nym ze sledovanych faktord (vék, pohlavi, typ stfevniho zanétu, hladina
CRP aktivita stfevniho zanétu). Na velikost zmény MCV neméla vliv ani
sideropenie. Pocet leukocytd a trombocytd nekoreloval s aktivitou
zanétu, hladinou CRP nebo davkou AZA.

Diskuze

Thioguaninové nukleotidy jsou vlastni Uc¢innou latkou pfi [é¢bé
AZA. PUsobi jako purinovi antagonisté, kdy maji cytotoxické a imu-
nosupresivni plsobeni, které terapeuticky vyuzivame. AZA je asi
7 80 % konvertovan na 6 merkaptopurin (6-MP) (3). 6-MP se pUso-
benim hypoxantin-guanin fosforibosyltransferdzy méni na 6-TGN.
Xantinoxidaza a thiopurin-metyltransferaza (TPMT) pak konvertuji 6-MP
a 6-TGN na neucinné latky. MnoZstvi vznikajicfho 6-TGN je individualné
velmi variabilni a zavislé na aktivité véech enzym( metabolické kaskady.
Nejvétsi vliv na hladiny 6-TGN ma katabolismus cestou TPMT. TPMT je
enzymem s vyznamnym genovym polymorfismem. U asi 1/10 populace
je jeho aktivita nizkd, spojena s rizikem prekroceni toxickych hladin
6-TGN i pfi bézném davkovani. U 80 % populace je aktivita enzymu
normalni. Zbyvajici desetina osob ma aktivitu enzymu velmi vysokou
(1) a koncentrace 6-TGN pak nedosdhnou terapeutickych hodnot.
ViySetfenim genotypu TPMT nelze spolehlivé predikovat hladinu 6-TGN.
Fenotypizace s ur¢enim aktivity TPMT také nenf zasadné pfinosna.
Vlivem zevnich faktorl (transfuze, léky) jsou vysledky tohoto vysetreni
variabilnf. Na hladiny 6-TGN také ma vliv biologickd dostupnost AZA,
danad galenickou Upravou léciva (4).

Koncentrace 6-TGN se stanovuje v erytrocytech, kde je hladina
oproti plazmé stabilngjsi. Hladiny 6-TGN > 235 pmol/8 x 10% erytrocytl
byly u IBD navrzeny jako ukazatel hranice Uc¢innosti (5). Koncentrace
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nad 450 pmol/8 x 108 erytrocytl jsou spojeny s rizikem toxicity a ne-
jsou zadouci.

Antimetabolicky Ucinek AZA/6-TGN se projevuje zménami v Cerveném
i bilém krevnim obraze. Klesa pocet erytrocytd, meéni se jejich distribu¢ni
kfivka, stoupd obsah korpuskuldrniho hemoglobinu a objem erytrocytd.
Snizuje se i pocet trombocytd, leukocytd a lymfocytd. Byla proto snaha
vyuzit téchto zmén, jako ndhrady za stanoven( 6-TGN. Pfinos zmén krev-
niho obrazu jako indikatoru adekvétnosti davky AZA je hodnocen réizné.
Nazory osciluji od odmitavého postoje (6, 7), az po uznanijejich pfinosu (8).

Z hodnocenych parametrd byla zkoumana zména MCV (7-9).
Makrocytéza (MCV > 101 fl) podle nékterych autorl prakticky vy-
lu¢uje subterapeutické hladiny 6-TGN (9). Velikost MCV v prdbéhu
¢asu i z davodU variability metodiky kolisa a je otédzkou, jakou zménu
mame povazovat za vyznamnou. V praci D'Halluina et al (8) Zadoucf
hladiné 6-TGN nad 235 pmol/8 x 10¢ erytrocytl odpovidalo zvét-
seni MCV 0 6,5 fl a koncentraci 255 pmol/8 x 10° erytrocytldl zména
0 8fl(2). Hodnotu 6 fl jsme poufZili jako hranici v nasi praci. Doslo k ni jen
u 2/5 pacientll. Zména objemu byla v celé skupiné nizsi, neZ je onéch
6 fl. Nejspise jde o nasledek nedostatecné davky AZA (priimér 1,9 mg/
kg). Z nasf analyzy vyplyva, Ze mnozstvi AZA potfebné pro zménu véts
nez 6 fl, by mélo presahovat 2 mg/kg.

AZA je 1€k s pomalym nastupem ucinku (3—4 mésice) (10). Nami
Zjisténa zavislost mezi dobou potfebnou ke zvyseni objemu nad 6 fl
s timto faktem koreluje. Viyznamné zvyseni MCV bylo patrno uz ve 3. mé-
sici a ustalené hodnoty dosahl MCV asi za 6 mésicl. Stejnou ¢asovou
zavislost pfi porovnani hladin 6-TGN a zmén MCV zaznamenal Decaux
(2). Hodnoceni doby nastupu klinického tGcinku AZA je pfi retrospek-
tivnim odhadu aktivity zanétu zavadéjici, proto jsme jej neprovadéli.

Z nasianalyzy vyplyva, ze s hodnocenim efektu AZA Ize vyckat déle,
neZ jsou doporuc¢ované 3—4 mésice. Pokud pfi ddvce 2 mg/kg nedojde
do asi pdl roku od zahajeni lécby AZA k vyznamnému zvétseni objemu
erytrocytu, pak je vhodné, pfi trvajici aktivité zanétu, provefit pficiny.
Zkontrolovat adherenci pacienta k 1é¢bé. Mizeme zvysit davku AZA
dfive, nez terapii, jako neefektivni, ukonc¢ime.

Sideropenie je faktor vyvolavajici mikrocytézu. V nasi analyze jeji pi-
tomnost neinterferovala se zménou MCV. Porovnat tento zaver s literaturou
nelze pro nedostatek tidajt. Hladiny vitaminu B12 a foldtd jsme nehodnotili.
Piipadny deficit vitaminu B12 by nemél byt prekézkou. Ke zvétseni MCV pi
lécbé AZA dochézi i za nedostatku folatd a vitaminu B12 (11).

Leukocytdza a trombocytédza jsou jedny z prlivodnich zndmek
zanétu, zvIasté vysoce aktivniho (12). Pfi lé¢bé AZA jejich mnozZstvi
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klesd a pocty korelujf i s hladinami 6-TGN. V nékterych pracich jevila
klinickd odpoved u Crohnovy choroby souvislost se vznikem leukopenie
(pod 5000/ml) a neutropenie. Vyznamna lymfopenie a leukopenie se
povazuje za indikdtor dosazenf toxickych hladin 6-TGN (13). K poklesu
poctu leukocytl a trombocytd viak dochdzi i pfi snizeni aktivity stiev-
niho zanétu. V nasi praci pocet leukocytd klesl v prvnich 3 mésicich,
pocet trombocytl se snizoval po celou dobu sledovani. Zména byla
v obou skupindch obdobnd, bez ohledu na zménu MCV (nad a pod 6 fl).
U vétsiny pacientd byl stfevnizanét maximalné nizce aktivni a pfipadna
souvislost s CRP, jako objektivnim ukazatelem zénétu, zjisténa nebyla.
Zmény poctu leukocytl a trombocytl nejsou ani podle jinych autor
natolik vyznamné, aby se daly pouzit jako prediktory hladin 6-TGN (8).

Dalsim faktorem, ktery je zmifiovan v souvislosti se zanétem, je
stfedni objem trombocytd. MPV inverzné koreluje s hladinou CRP a byl
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navrzen jako mozny ukazatel relapsu vice chronickych zanétlivych
onemocnéni, napf. Crohnovy choroby (14), revmatoidni artritidy (15)
nebo systémového lupus erytematodes (16). V nasi praci se viak objem
trombocytd v pribehu lécby nezmeénil.
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