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Inflammatory bowel disease 

 Groep van chronische inflammatoire maag-darm 
aandoeningen 
 Ziekte van Crohn 
 Colitis ulcerosa 
 … 

 
 NL: 25 000 patiënten 
 Incidentie: 2 500/jr 
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Behandeling 

 5-aminosalicylaten 
 Corticosteroïden 
 Thiopurines 

 Azathioprine (Imuran®) 
 6-mercaptopurine (Puri-nethol®) 

 Cyclosporine 
 Methothrexaat 
 Anti-TNF alfa antistoffen: 

 Infliximab (Remicade®) 
 Adalimumab (Humira ®) 

 

3 



Aanleiding tot deze CAT 

 Diverse analyses gebeuren bij deze patiënten. 
 

 Kliniek 
 TPMT genotypering op het centrum menselijke erfelijkheid 
 Vraag naar analyse van thiopurinemetabolieten. 
 Recente studies naar spiegels van TNF-alfa antistoffen 

 

 CAT: 
 Wat is de evidentie voor deze analyses? 
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Questions 

1. Wat is de waarde van TPMT 
genotypering? 
 

2. Is dosage van thiopurinemetabolieten in 
bloed aangewezen? Welke methoden 
worden hiervoor gehanteerd. 
 

3. Is dosage van biologicals aangewezen? 
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Inleiding: thiopurine farmacologie 

 Thiopurines hebben een steroïdsparend effect bij 
patiënten met  steroïddependente en –refractaire IBD. 
 

 Gebruik beperkt door mogelijke toxiciteit. 
 Dosisafhankelijk: 
 Na weken (~ vorming van toxische metabolieten) 
 nausea en malaise, infecties, hepatitis (0,3%-1,3%) en 

beenmergonderdrukking (1,4% tot 11% ~ definitie) 

 Dosisonafhankelijk: 
 Sneller (2-4 weken) 
 Koorts, rash, arthralgie 
 Pancreatitis = idiosyncrastische reactie 
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Thiopurine metabolisme 

 
 
 
 
 
 
 
 

Metabolisme is complex… 

Imuran® Puri-nethol® Lanvis® 

Derijks LJJ et al. Aliment Pharmacol Ther (2006) 24: pp. 715-729 
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Chouchana L et al. Aliment. Pharmacol. Ther. (2012) 35: pp. 15-36 
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Thiopurine 
werkingsmechanisme 

 
 Inhibitie van lymfocytaire proliferatie. 
 Verschillende mechanismen dragen bij 

 Inbouw in DNA van 6-TGTP ipv guanosinenucleotiden. 
 Directe inhibitie van Rac1 door 6-TGTP. 
 Inhibitie van de novo purine syntese door 6-MMPR. 
 …? 

 Effect na 12-17 weken. 
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Respons 

 Grote variabiliteit 

 
 AZA 

 Biologische beschikbaarheid: ~ 16% tot 72% 
 T1/2 variabel tussen 3-13 dagen 

 

 Oa te wijten aan polymorfismen in diverse 
metaboliserende enzymen. 
 Meest gekend TPMT 
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TPMT 

 Thiopurine-S-Methyl transferase 
 Endogene functie niet gekend. 

 

 Bepaalt balans tussen productie van 6-TGN en 6-MMP 
 

 Weinshilboum & Sladek (1980): trimodale distributie 
 89,6 % hoge activiteit (homozygoot wild-type) 
 11,1 % intermediaire activiteit (heterozygoot) 
 0,3 % lage activiteit (homozygoot mutant) 

 
 Lage activiteit  cave beenmergsuppressie! 
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Chouchana L et al. Aliment. Pharmacol. Ther. (2012) 35: pp. 15-36 

 
 

Activiteit 
(+ beenmergtoxiciteit) 

 
 

Hepatotoxiciteit 
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Farmacogenetica 

 TPMT 
 > 30 polymorfismen beschreven. 
 Meest frequente inactiverende mutaties:  

TPMT*2, TPMT*3A/B/C 
 

Appell ML et al. Pharmacogenet. Genomics (2013) 23: pp. 242-248 

> 95% Caucasische bevolking 
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Aanbevelingen 

 IBD: 
 ECCO 2010 : geen vermelding 
 BSG 2004 : “it cannot yet be recommended” 

 
 FDA bijsluiter:  “recommended that consideration be given” 

 

 Dermatologische & rheumatologische beroepsvereniging 
 raden dit wel aan. 
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Waarde van TPMT genotypering 

1. Performantie ten opzichte van fenotypering? 
 

2. Leidt dit tot verandering in het 
patiëntenmanagement? (Minder harm?) 
 

3. Wat is de evidentie voor de associatie tussen TPMT 
status en thiopurine toxiciteit? 

Booth RA et al. Ann. Intern. Med. (2011) 154: p. 814-23, W-295-8. 
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Systematische review (Booth et al.) 

 1. Performantie van TPMT genotypering 
 Ten opzichte van fenotypering (=activiteitsmeting) 

 
 19 studies geïncludeerd 

(vnl. cross-sectioneel en prospectief observationeel) 
 
 Conclusies 
 Sensitiviteit = imprecies. Varieert tussen 70-86% 
 Specificiteit ~ 100% 

 

Booth RA et al. Ann. Intern. Med. (2011) 154: p. 814-23, W-295-8. 
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Systematische review 

 2. Leidt typering tot wijziging in patiëntenmanagement? 
 

 Zeer weinig evidentie beschikbaar (2 studies) 
 Clinici waren niet bereid therapie op te starten zonder typering. 
 Vaak underpowered  

 zeer weinig homozygoten 
 Relatief weinig adverse events. 

 
 

 Conclusie: 
Geen uitspraak mogelijk. 

 
Booth RA et al. Ann. Intern. Med. (2011) 154: p. 814-23, W-295-8. 
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Systematische review 

 3. Associatie TPMT status en toxiciteit? 
 Op basis van fenotypering (17 studies): 
Odds voor myelotoxiciteit/leukopenie waren groter bij lage 

enzymactiviteit dan bij intermediair of normale activiteit. 
Geen evidentie voor verschil in mortaliteit, hospitalisatie, ernstige 

adverse events of quality of life. 

 Op basis van genotypering (31 studies): 
 Heterozygoten meer kans op leukopenie dan wild-type (OR 4,29) 
 Idem voor homozygoot mutanten (weinig patiënten) 
Meer terugtrekkingen uit studies door heterozygoten dan wild-

type. 
 

Booth RA et al. Ann. Intern. Med. (2011) 154: p. 814-23, W-295-8. 
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Conclusie TPMT typering: 

 Onderwerp van veel discussie: 
 Rationale is logisch 
 Evidentie ontbreekt 
Weinig homozygoten 
Weinig adverse events 
 studies vaak underpowered. 
Meer kans op leukopenie, maar geen meetbaar effect op 

harde eindpunten (mortaliteit, hospitalisatie, QOL,…) 

 
 Routine hematologische monitoring blijft noodzakelijk. 

22 



Gebruik 

 Survey Roblin et al. 
 < helft van de clinici gebruikt deze tests. 
 Belangrijkste determinant: 
 Beschikbaarheid van de test 
 Terugbetaling 

 

 In UZ Leuven wordt de test systematisch uitgevoerd bij 
wie Imuran® zal worden opgestart. 

Roblin X et al. Inflamm. Bowel Dis. (2011) 17: pp. 2480-2487. 
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Analysemethoden 

 Historisch: Lennard & Singleton en Dervieux et al. 
 Analyse op gewassen RBC’s. 
 Extractie met kwikderivaten. 
 Hydrolyse van de nucleotiden tot 6-TG en 6-MMP 
 Analyse via RP-HPLC 
 Detectie met UV en/of fluorescentie (na derivatisatie) 

 Problemen: 
 Omslachtig + arbeidsintenstief 
 Hydrolyse met perchloorzuur  incompatibel met HPLC 

kolom 
CAT-tekst bijlage 3 

27 



Analysemethoden 

 Pike et al. 
 Toonde aan dat volbloed kan gebruikt worden. 
 Stabiliteit van metabolieten is beperkt. 
 2-4% verlies per dag op kamertemp. 
 1% na 1 week op -20 °C. 
 12% na 24 weken op -20°C. 

 Bakker et al. 
 Geen hydrolyse. 
 Geen klinische studies met deze methode. 

Pike MG et al. J. Chromatogr. B Biomed. Sci. Appl. (2001) 757: pp. 1-9. 
Bakker JA. Metabolic and genetic aspects of thiopurine metabolism. Universiteit Maastricht. 2010 
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Analysemethoden 

 Onderling niet zomaar vergelijkbaar. 
 Shipkova et al. 
 Tot 2,6x hogere waarden met de ene methode versus de 

andere. 
 

  Ook doelwaarden uit studies zijn niet zomaar 
 vergelijkbaar! 

Shipkova M et al. Clin. Chem. (2003) 49: pp. 260-268. 
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Thesis K. Hermans 

 Verschillende methoden uitgetest en aangepast. 
 Doel:  

 Eenvoudige staalvoorbereiding 
 Detectie van 6-TGN en 6-MMP in 1 run. 

 
 Resultaten: 

 Niet in geslaagd dit te realiseren. 
(pH problemen, omslachtige extractie, onstabiele 
componenten, toestel onvoldoende gevoelig). 
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Nieuwere methoden 

 Hofmann et al., Vikingsson et al. 
 Bepaling van individuele nucleotiden (zonder hydrolyse) 
 MSMS 

 
 Problemen: 

 Zeer onstabiel (difosfaat    trifosfaat) 
 Geen studies over doel/streefwaarden. 

Hofmann U et al. Anal. Chem. (2012) 84: pp. 1294-1301. 
Vikingsson S et al. J Pharm Biomed Anal (2013) 75: pp. 145-152. 
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Conclusie 

 Verschillende aanlysemethoden ontwikkeld 
 Onderling niet steeds vergelijkbaar. 
 Omslachtige en soms toxische extractie. 
 Pre-analytische fase is cruciaal (stabiliteit). 

 
 Meting van individuele nucleotiden: 

 Geen klinische studies beschikbaar. 
 Nog moeilijkere pre-analytische fase. 
 Geen commerciële standaarden beschikbaar. 
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Meta-analyse 

 Osterman et al.  
(2006) 
 
 

 
 
 

 
 Gemiddelde 6-TGN levels hoger bij remissie dan actieve ziekte. 
 Heterogene resultaten. 
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Meta-analyse 

 Cutoff 230-260 pmol/8x108 RBCs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 “Patiënts above cutoff were more likely to be in remission 

(62%) than those below cutoff (36%)” 
Osterman MT et al. Gastroenterology (2006) 130: pp. 1047-1053. 
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Cutoffs uit literatuur (pmol/8x108 RBCs) 

 
 

 6-TGN 
 
 
 

 6-MMP 

Osterman MT et al. Gastroenterology (2006) 130: pp. 1047-1053. 

 

Respons 
> 230-260  

Toxiciteit 
Beenmergsuppressie 
> 450 
 
Hepatotoxiciteit 
> 5700 
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Prometheus 

 Commercieel labo USA. 
 

 Wou deze test met  
referentiewaarden  
patenteren. 
 
 

 Proces vs. Mayo clinic. 
 Geen patent toegekend. 
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Recentere literatuur 

 Reinshagen et al. 2007 
 Prospectieve gerandomiseerde controlled trial 
 Interventiegroep: 6-TGN spiegels tussen 250-400 pmol 
 Conclusies 
Geen verschillen in toxiciteit, 6-TGN levels, AZA dosering of 

dropouts door toxiciteit. 
 geen benefit voor 6-TGN dosering bij normale TPMT. 
Geen associatie tussen 6-MMP > 5700 pmol en hepatotox. 
 Geen voorspellende waarde van 6-MMP dosage 

 Goldenberg et al. (2004) 
 Zelfde bevindingen. 

Goldenberg BA et al. Am. J. Gastroenterol. (2004) 99: pp. 1744-1748 
 Reinshagen M et al. Clin. Chem. (2007) 53: pp. 1306-1314 
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Recentere literatuur 

 Gonzàlez-Lama et al. 2011 
 Prospectieve multicentrische studie 
 Doel 
 identificeren cutoff’s efficaciteit/veiligheid 

 Resultaten: 
 Cutoffs uit literatuur slechte performantie. 
Geen andere drempelwaarde kon geïdentificeerd worden. 

 Conclusie: 
 Aanpassingen hierop baseren is zinloos. 
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Recentere literatuur 

 Haines et al. 2011 
 Studieopzet 
 Retrospectieve studie bij patiënten niet in remissie. 
 Vergeleek outcome ifv spiegels en de genomen actie 

 Resultaten: 
 87% vs 18% verbeterde  

(behandeling cfr. protocol vs. niet volgens protocol) 

 Conclusie:  
 Thiopurine dosage is nuttig voor het vermijden van een klasse-

switch. (naar ‘biologicals’) 
Om non-compliance detecteren (11% !) 
 Potentiële toxiciteit te vermijden 

Haines ML et al. Inflamm. Bowel Dis. (2011) 17: pp. 1301-1307. 
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Recentere literatuur 

 

42 



Besluit 

 Veel tegenstrijdige resultaten. 
 Cutoffs zijn nog niet onomstotelijk bewezen. 

 

 Mogelijk wel nuttig bij investigatie non-responders: 
 Non-compliance 
 Shunting naar 6-MMP ipv 6-TGN 

 

 Niet opgenomen in officiële guidelines 
 Wel suggesties in diverse artikels 
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Voorgesteld algoritme 

 ? 

? 
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Metabolietprofielen 
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Anti-TNF antistoffen 

 Infliximab (Remicade®) 
 Adalimumab (Humira®) 

 
 Effect daalt na verloop van tijd 

 Ontwikkeling neutraliserende antistoffen. 

 
 Laboratorium voor farmaceutische biologie (KUL). 

 Ontwikkeling ELISA voor infliximab en detectie 
neutraliserende antistoffen. 

Vermeire S et al. Frontline Gastroenterol (2013) 4: pp. 41-43. 
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Klinisch nut 

 Retrospectieve studies: 
 Goede dalwaarden ~ mucosale genezing, betere 

outcome, minder hospitalisatie, meer QOL 
 Te hoog ~ toxiciteit (arthralgie, psoriatrisch eczeem) 

 

 Momenteel loopt de TAXIT trial: 
 Prospectieve studie 
 Behandelingsoptimalisatie op basis van dalspiegels 3-7 µg/ml 

versus standard of care. 
 Laatste bloedstalen worden verwacht april 2013 

 
Vermeire S et al. Frontline Gastroenterol (2013) 4: pp. 41-43. 
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Besluit 

 
 Op dit moment nog volop in ontwikkeling. In 

afwachting van RCT’s en kosteneffectiviteitsdata nog 
niet routinematig aan te raden. 
 

 TAXIT trial lopende. 
 

Vermeire S et al. Frontline Gastroenterol (2013) 4: pp. 41-43. 
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Bottomline 51 



Questions 

1. Wat is de waarde van TPMT 
genotypering? 
Rationeel, maar harde evidentie ontbreekt. 

2. Is dosage van thiopurinemetabolieten in 
bloed aangewezen?  
Recente studies trekken dit in twijfel. Mogelijk wel 
nuttig bij investigatie non-responders. 

3. Is dosage van biologicals aangewezen? 
De resultaten van RCTs moeten verder worden 
afgewacht. 
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Dank U voor uw aandacht. 53 
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