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Uplatnenie výsledkov projektu 

1. Výstup: Klinický monitoring TPMT aktivity vo vzťahu k IBD. 
Prínos: Aplikácia vyvinutej inovatívnej HILIC-HPLC-MS metódy do klinickej praxe umožňuje 
rýchle a presné fenotypové stanovenie aktivity tiopurín-S-metyltransferázy aj u pacientov s 
veľmi nízkou aktivitou enzýmu. Metóda súčasne vyžaduje 100-násobne nižšie množstvo 
biologického materiálu potrebného pre stanovenie v porovnaní s referenčnými metódami, čo 
vedie k zníženiu diskomfortu pacienta. Pre rutinné klinické laboratóriá je cennou zvýšená 
priepustnosť kontrolovaných vzoriek. 
 
2. Výstup: Zavedenie komplexného protokolu pre odber, úpravu a skladovanie klinických 
vzoriek pre potreby monitoringu tiopurínovej terapie. 
Prínos: Navrhnutý stabilitný protokol poskytuje komplexný rámec pre manipuláciu so 
vzorkami určenými k monitoringu tiopurínovej terapie a zabezpečuje požadovanú stabilitu 
metabolitov azatioprínu. Dodržanie všetkých jeho odporúčaní prispeje k redukcii 
diskrepancií vo výsledkoch klinických štúdií spôsobovaných doposiaľ nejednotnými 
postupmi pri odbere, skladovaní a spracovaní vzoriek. Protokol bol implementovaný v 
klinickom prostredí. 
 
3. Výstup: Determinácia interinteindividuálnych rozdielov v metabolóme tiopurínov a ich 
vzťahu k farmakodynamickému efektu tiopurínov. 
Prínos: spoľahlivé analytické (PGC-MS) zadefinovanie farmakodynamicky výhodného 
metabolómu tiopurínov, ktorý predstavuje prvý krok k následnému prospektívnemu 
otestovaniu tohto nástroja v klinickej praxi. Vzhľadom k pomalému nástupu účinku 
tiopurínov je v súčasnosti možné hodnotiť efekt tiopurínmi až po 3 - 6 mesiacoch liečby, čo 
predstavuje najmä v mladej a produktívnej populácii pacientov neakceptovateľné 
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oneskorenie zmeny na potenciálne účinnú inú liečbu. Pri prospektívnom validovaní 
farmakodynamicky aktívneho individuálneho metabolómu bude možné po 4 týždňoch liečby 
určiť perspektívu monoterapie tiopurínov z hľadisku benefitu pre individuálneho pacienta. 
 
4. Výstup: Zavedenie neinvazívnych prístupov testovania tiopurínov v klinickom monitoringu 
kompliancie. 
Prínos: V doteraz publikovaných štúdiách nebola validovaná metodika na stanovenie 
tiopurínov v moči. Literárne údaje z prierezových kohortových štúdií naznačujú, že 10 až 
30% pacientov na liečbe tiopurínmi je nekompliantných, čo bolo zistené na základe 
stanovenia metabolitov tiopurínov v erytrocytových lyzátoch. V porovnaní s touto metodikou 
je stanovenie tiopurínov v moči rýchlou, ekonomicky výhodnou a analyticky jednoduchšou 
metodikou s ideálnou perspektívou vstupu tohto stanovenia do klinickej praxe. Rýchla 
detekcia pacientov neužívajúcich liečbu umožní adresné inštruovanie pacienta, rovnako ako 
umožní vyhnúť sa navyšovaniu nákladov na liečbu v prípade pacientov aktívne 
neparticipujúcich na liečbe. 
 
5. Výstup: Determinácia od dávky tiopurínov závislého pozitívneho farmakokinetického 
efektu na hladiny infliximabu. 
Prínos: Superiorita klinického efektu kombinovanej imunosupresie nad monoterapiou 
azatioprínom a infliximabom bola v minulosti potvrdená u pacientov s Crohnovou chorobou, 
ako aj ulceróznou kolitídou. Mechanizmus tohto synergického efektu je spôsobený 
zlepšením farmakokinetického profilu infliximabu v prípade kombinovanej liečby antiTNF 
monoklonálnej protilátky a tiopurínov. Efekt monoterapie tiopurínmi je závislý od dávky, s 
maximom účinku 2 – 2,5mk/kg pre azatioprín. Z tohto dôvodu je relevantnou otázkou pre 
klinickú prax, či je táto dávka potrebná aj na dosiahnutie pozitívneho efektu na 
farmakokinetiku infliximabu. V našej štúdii sme zistili, že tento efekt je závislý od dávky, čo 
má pre klinickú prax priame a okamžité dopady. Na základe týchto výsledkov teda 
odporúčame neredukovať dávku tiopurínov v prípade kombinovanej imunosupresie, čo má 
potenciál následne prispieť k prežívaniu na biologickej liečbe vďaka udržaniu terapeutických 
hladín infliximabu. 
 
6. Výstup: Komedikácia tiopurínov s antiTNF biologikami je farmakokineticky výhodná, tento 
efekt nie je prítomný v prípade antiintegrínového biologika, vedolizumabu. 
Prínos: Tento výstup má priamy vplyv na klinickú prax. Na základe týchto výstupov je 
možné liečbu tiopurínmi ukončiť v prípade začatia liečby vedolizumabom, bez rizika 
negatívneho vplyvu na farmakokinetiku biologika. Naopak, v prípade antiTNF biologík je toto 
riziko prítomné a komedikácia tiopurínmi by, minimálne u rizikových pacientov, mala 
pokračovať. 
 
Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v slovenskom jazyku 
(max. 20 riadkov) 
Hlavným cieľom riešeného projektu bolo štúdium interindividuálnych rozdielov v 
metabolóme tiopurínov (TP) za účelom optimalizácie liečby nešpecifických zápalových 
ochorení čreva (IBD). Pre spoľahlivé a efektívne analytické hodnotenie hladín aktívnych TP 
metabolitov - tiopurínových nukleotidov (TPN), bol zadefinovaný komplexný protokol pre 
odber, úpravu a skladovanie klinických vzoriek a bola vyvinutá inovatívna LC-MS metóda s 
poréznym grafitovým uhlíkom (PGC) ako nový prístup detailného TP profilovania. PGC-MS 
metóda sa klinicky uplatnila pri identifikácii TP metabolómu asociovaného s dobrou 
odpoveďou na liečbu IBD v monoterapii aj kombinovanej terapii. Ďalšími hodnotnými 
výsledkami, relevantnými pre optimalizáciu terapie a diagnostiku IBD, sú inovatívne 
metodické prístupy pre (i) efektivizovaný monitoring TPMT aktivity (HILIC-MS), (ii) 
neinvazívny skríning nízkomolekulových liečiv a potenciálnych endogénnych IBD markerov 
(CE-MS, DPV-BDD), (iii) automatizovanú analýzu klinických vzoriek pre hodnotenie TP 
metabolómu (2D-LC-MS). Vyvinuté a validované metodické prístupy sú vhodné pre rutinné 
klinické laboratóriá s praktickým uplatnením pri kontrole kompliancie IBD pacientov, včasnej 
diagnostike IBD a nastavení optimálnej dávky liečiva pre konkrétneho pacienta. Stanovené 
ciele boli splnené ako v metodickej tak aj v klinickej oblasti projektu, príp. sú v štádiu 
finalizácie. Navyše boli vygenerované nové poznatky v rámci pilotného štúdia venovaného 
hodnoteniu farmakokinetického efektu kombinácie biologík a TP (vzťah medzi efektom a 
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dávkou TP). Na tieto cenné poznatky nadviaže pokračujúci projekt venovaný štúdiu 
mechanizmu synergie v kombinovanej tiopurínovej terapii s biologikami. 

 
Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v anglickom jazyku 
(max. 20 riadkov) 
The main aim of the project was the study of interindividual variabilities in the thiopurine (TP) 
metabolome for optimization of the treatment of inflammatory bowel diseases (IBD). For the 
reliable and effective analytical evaluation of the levels of active TP metabolites – thiopurine 
nucleotides (TPN) the complex protocol for collection, preparation, and storage of clinical 
samples was defined, and the innovative LC-MS method with porous graphite carbon 
(PGC), as a new approach for the detailed TP profiling, was developed. The PGC-MS 
method was clinically applied for the identification of TP metabolome associated with a good 
response to IBD treatment in both, mono- and combined therapy. Other valuable outcomes 
relevant for the therapy optimization and diagnostics of IBD are the innovative 
methodological approaches for (i) effective monitoring of TPMT activity (HILIC-MS), (ii) non-
invasive screening of low-molecular drugs and potential endogenous IBD markers (CE-MS, 
DPV-BDD), (iii) automated analysis of clinical samples for evaluation of TP metabolome 
(2D-LC-MS). The developed and validated approaches are suitable for the routine clinical 
laboratories with application in the control of patients’ compliance, early diagnostics of IBD, 
and adjustment of the dosage for an individual patient. The proposed objectives of the 
project were fulfilled in the methodological as well as the clinical section of the project, or are 
being finalized. In addition, the pilot study dedicated to the evaluation of the pharmacokinetic 
effect of the combination of biologics with TP revealed new findings (the link between the 
effect and the dose of TP). These valuable findings will be the base for the follow-up project 
dedicated to the study of synergism mechanism of the combined TP therapy with biologics. 
 


