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1. UVOD



1.1. Farmakogenetika/farmakogenomika i individualizacija terapije

Farmakogenomika je znanstvena disciplina koja proucava kako geneticka varijabilnost
utjeCe na ishod terapije, odnosno proucava povezanost varijacija gena i interindividualnih
razlika u odgovoru na lijek. Varijacije u farmakogenima utjecu na funkciju metabolickih
enzima, membranskih prijenosnika, receptora ili ciljnih mjesta djelovanja lijeka $to posljedi¢no
mijenja farmakodinamiku i/ili farmakokinetiku lijeka i dovodi do izostanka terapijskoga
odgovora ili Stetnih u¢inaka lijeka (Rifai i sur., ured., 2018; Bozina i Pejnovi¢, 2013; Ingelman-
Sundberg i sur., 2005). Osim geneti¢kih ¢imbenika, na interindividualni terapijski odgovor
utjeCu 1 negeneticki cimbenici (poput dobi, spola, indeksa tjelesne mase, okoli$nih ¢imbenika,
funkcionalnoga statusa jetre i bubrega, prisutnih bolesti, interakcija lijek-lijek i dr.), kao i
epigeneticki ¢imbenici (Katara i Yadav, 2019). Od 2005. godine, kada je objavljena prva
cjelogenomska studija povezanosti (GWAS, od engl. genome-wide association study), pa sve
do danas, otkriven je velik broj polimorfizama koji su povezani s varijabilnim terapijskim
odgovorom na lijekove. lako se pojmovi ,,farmakogenetika“ i ,,farmakogenomika“ ponekad
koriste kao istoznacnice, izmedu njih postoji razlika. Farmakogenetika proucava interakcije
jednog gena i lijeka, dok farmakogenomika istrazuje utjecaj vise gena (ili ¢ak cijeloga genoma)

na uc¢inkovitost i nuspojave odredenoga lijeka (Bozina i sur., 2019).

Farmakogenetika 1 farmakogenomika pripadaju podrucju personalizirane medicine.
Koncept personalizirane medicine podrazumijeva kako svaka osoba ima poznati vlastiti
geneticki profil koji upucuje lije¢nike na povecan rizik od razvoja neke bolesti prije nego $to
se ona klinicki manifestira te pomaze lijecnicima u odabiru optimalnoga lijeka i njegove
optimalne doze ili protokola lijeGenja ¢ime se Smanjuje pojavnost nuspojava, osigurava se §to
uspjesnije lijecenje 1 smanjuju se troskovi zdravstvene skrbi. Takav pristup predstavlja odmak
od dosadasnjeg principa lijeenja - ,jedan lijek za sve“ (od engl. one-size-fits-all) ka
individualnom pristupu, to¢nije ciljanoj terapiji specificnoj za svakoga pacijenta -
,,odgovarajuci lijek za odgovarajucega pacijenta u odgovarajucoj dozi u odgovarajuce vrijeme*

(www.genome.gov). Navedeno, u kontekstu farmakogenetike i farmakogenomike, znaci

provodenje farmakogenetickih testiranja kojima se odreduje odnos genotip-fenotip jednog ili
viSe gena i enzima ¢ime se prepoznaju pacijenti koji mogu razviti ozbiljne nuspojave lijeka i
na temelju kojih se optimizira terapija. Cilj je propisati §to u¢inkovitiju i sigurniju terapiju, a
to se postize pomocu smjernica za odabir lijeka 1 doze na temelju rezultata farmakogenetic¢kih
istraZzivanja. Smjernice se temelje na klinickim dokazima i izdaju ih medunarodna udruzenja

poput Konzorcija za klinicku primjenu farmakogenomike (CPIC, od engl. Clinical


https://www.genome.gov/genetics-glossary/Personalized-Medicine

Pharmacogenetics Implementation Consortium), Nizozemske radne grupe za farmakogenetiku
(DPWG, od engl. Dutch Pharmacogenetics Working Group), Francuske nacionalne mreze za
farmakogenetiku (RNPGx, od franc. Réseau francophone de pharmacogénétique) i Kanadske
farmakogenomske mreze za sigurnu primjenu lijekova (CPNDS, od engl. Canadian
Pharmacogenomics Network for Drug Safety). Osim implementacije farmakogenomike u
klinicku praksu, izrazito je bitna i njezina implementacija u procese razvoja novih lijekova.
Sve je vise odobrenih lijekova koji, u uputama o lijeku, sadrze informacije o farmakogenomici

vezano za propisivanje i doziranje (Bozina i sur., 2019; Ganoci, 2019).

Razlikujemo dva pristupa farmakogenetickih testiranja: pristup gdje se genotipizacija
specificnog polimorfizma (ili viSe njih) provodi nakon propisivanja lijeka s ciljem utvrdivanja
odgovarajuce doze i preventivan (od engl. pre-emptive) pristup kod kojeg se genotipizira panel
brojnih genetickih varijanti prije propisivanja lijeka. Kod potonjeg pristupa lije¢nik dobiva
informacije o svim klini¢ki znac¢ajnim varijantama farmakogena odredenoga pacijenta koje se
pohranjuju u njegovom zdravstvenom kartonu i kojima se lijecnik sluzi prilikom svakog
propisivanja lijeka. Argument Kkoji ide u prilog preventivnhom pristupu testiranja jest $to je
nekoliko istrazivanja pokazalo kako ve¢ina ljudi ima barem jednu klinicki znacajnu varijantu
farmakogena koja bi mogla utjecati na u¢inkovitost i sigurnost dane terapije (Roden i sur.,
2019; Roden i sur., 2018).

1.2. Karboksil-esteraza 1 (CES1)

Karboksil-esteraze (CES, E.C. 3.1.1.1) su metaboli¢ki vazni enzimi koji pripadaju
superporodici serinskih hidrolaza, a ¢ija je funkcija hidroliza esterske, tioesterske, amidne i
karbamatne veze u velikom broju strukturno razli¢itih spojeva - od endogenih supstrata poput
triglicerida i estera kolesterola do ksenobiotika poput lijekova, pesticida i zagadivaca okolisa.
okolisnih toksikanata (Wang i sur., 2018). Osim hidroliti¢ke aktivnosti, karboksil-esteraze
posjeduju i aktivnost transesterifikacije pa tako primjerice u prisutnosti etanola prevode metilne
estere supstrata (kokain, metilfenidat, klopidogrel) u etilne estere (Rendi¢ i Medié-Sari¢, 2013).
Na temelju slicnosti aminokiselinske sekvence karboksil-esteraze sisavaca su klasificirane u
pet porodica (CES1 - CES5).

U ljudi je dosad otkriveno pet enzima (CES1, CES2, CES3, CES4A i CES5A) koji dijele

oko 40 % sli¢nosti aminokiselinske sekvence. Osim u gradi, medusobno se razlikuju i prema



smjeStaju u organizmu te specifinosti prema supstratima. U kontekstu metabolizma
ksenobiotika najbolje su istrazeni enzimi CES1 i CES2 (Singh i sur., 2021; Chen i sur., 2018;
Wang i sur., 2018).

Karboksil-esteraza 1 (CES1) je najzastupljeniji enzim koji metabolizira lijekove (DME,
od engl. drug-metabolizing enzyme) u jetri ¢ovjeka odgovoran za 80 — 95 % ukupne hidroliticke
aktivnosti u tom organu (Her i Zhu, 2020). To je glikoprotein graden od 567 aminokiselina,
molekulske mase 62 521 Da koji je kodiran istoimenim genom CES1 smjestenim na
kromosomu 16. Veli¢ina gena iznosi malo vise od 30 kb te se sastoji od 14 egzona
(www.genecards.org). Prema Chen i sur. (2018) CES1 postoji u tri izoforme - CES1Al
(originalna kopija CES1), CES1A2 i CES1A3 (pseudogen poznatiji i kao CES1P1). U blizini
gena CES1 nalaze se dva nefunkcionalna pseudogena - CES1P1 udaljen 28 kbp, odnosno
CES1P2 udaljen 53 kbp od CES1. Pseudogen CES1P1 (u literaturi oznacen i kao CES1A3),

veli¢ine 14 kbp, sadrzi prvih Sest ezgona CES1 i ne kodira funkcionalni protein zbog

preuranjenoga stop-kodona u egzonu 3, ve¢ eksprimira malu koli¢inu nefunkcionalne mRNA.
CES1P1VAR je funkcionalna varijanta pseudogena CES1P1 koja kodira protein CES1, koji je
identi¢an genskom produktu CES1Al. Medutim, CES1IP1VAR se manje prepisuje nego
CES1Al. Navedena varijanta se u literaturi oznacava i kao CES1A2. Drugi pseudogen,
CES1P2, je velik 26 kbp, sadrzi 14 egzona i ne prepisuje se (Chen i sur., 2018; Rasmussen i
sur., 2017; Rasmussen i sur., 2015). CES1 i CES1AL1 su sinonimi koji predstavljaju originalnu
kopiju CES1, medutim u literaturi je preferirano koristenje termina CES1A1 kako bi se CES1
jasno razlikovao od CES1A2. CES1A2 je funkcionalna duplikacija CES1, to¢nije hibrid
CES1A1l i CES1P1 najvjerojatnije nastao njihovim krizanjem. Promotorska regija, egzon 1 i
pocetni dio introna 1 su homologni CES1P1, dok je ostatak gena identiCan CES1AL (Chen i
sur., 2018; Rasmussen i sur., 2017). Razlike u promotorskoj regiji izmedu CES1A1 i CES1A2
uzrok su razlika u njihovoj transkripcijskoj aktivnosti. Opazena je znacajno manja ekspresija
CES1A2 u odnosu na ekspresiju CES1A1 jer se transkripcijski faktori poput Spl s veé¢im
afinitetom vezu za promotor CES1A1 nego za promotor CES1A2 (Her i Zhu, 2020; Chen i sur.,
2018). CES1A1 ima dvije varijanta koje sadrze segmente CES1P1 - CES1ALD, koja je rjeda u
populaciji, i CES1A1c (CES1VAR) koja se ¢eSée pojavljuje u populaciji. Strukturno, varijanta
CES1Alc je gotovo identicna CES1Al, jedino je egzon 1 (s ili bez boc¢nih sekvenca)
zamijenjem homolognim segmentom gena CES1P1 (Rasmussen i sur., 2018). Dosad su
opisana Cetiri glavna haplotipa gena CES1 (Slika 1.): CES1P1 i CES1Al1, CES1A2 i CES1AL,
CES1P1 i CES1VAR, CES1A2 i CES1VAR (Rasmussen i sur., 2018).


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CES1
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Slika 1. Prikaz Cetiri haplotipa CES1 gena: A: CES1P1 i CES1ALl (haplotip divljeg tipa), B:
CES1A2 i CES1AlL, C: CES1P1 i CES1VAR, D: CES1A2 i CES1VAR (preuzeto iz Rasmussen

1 sur. (2018) uz dopustenje autora).

Analizom ekspresije molekula mRNA u razli¢itim tkivima ¢ovjeka otkriveno je kako je
enzim dominantno eksprimiran u jetri, dok je u manjim koli¢inama detektiran u brojnim drugim
tkivima poput pluca, masnoga tkiva, srca, Zu¢nog mjehura, prostate, koStane srzi, mokra¢nog

mjehura, duz gastrointestinalnoga trakta i dr. (www.proteinatlas.org).

CESL1 je, kao i druge karboksil-esteraze, unutarstani¢ni protein vezan za membranu
endoplazmatskoga retikuluma s katalitickom domenom smjeStenom u lumenu organela.
Medutim, istrazivanja pokazuju prisutnost enzima i u citosolu, a taj citosolni oblik takoder
sudjeluje u metabolizmu lijekova (Rasmussen i sur., 2015). N-terminalni kraj CES1 sadrzi
signalni slijed aminokiselina koji odreduje konacni smjestaj enzima jer ga nakon sinteze
usmjerava u endoplazmatski retikulum. Na C-terminalnom kraju enzima nalazi se slijed HIEL
(His-lle-Glu-Leu) pomoc¢u kojeg se CES1 veze na specifi¢ni slijed KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu)
protein-zadrzavajuceg receptora na membrani endoplazmatskoga retikuluma §to omogucuje
trajno zadrzavanje enzima s luminalne strane organela i sprije¢ava njegovu sekreciju iz stanica
u krvotok u zdravih osoba. Prisutnost enzima u krvotoku uocena je jedino u pacijenata s
hepatocelularnim karcinomom (Di, 2019). Primjenom rendgenske kristalografije otkriveno je
nekoliko trodimenzionalnih struktura enzima s razli¢itim ligandima. Ujedno, enzim CES1
postoji u obliku monomera, homotrimera i homoheksamera. Oligomerizacija enzima je
kontrolirana tzv. Z-mjestom, a raspodjela razli¢itih oblika enzima u stanici ovisi o supstratu.
Trimerni oblik ima najveéu enzimsku aktivnosti (Singh i sur., 2021; Wang i sur., 2018).

Strukturalna analiza CES1 pokazala je kako enzim ima tri vezna mjesta: aktivno srediste koje


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000198848-CES1/tissue

¢ini kataliticka trijada sastavljena od Ser221, His468 i Glu354, “kanal” za ulazak supstrata i
izlazak hidroliziranih produkata i Z-mjesto (Rasmussen i sur., 2015). Aktivno srediste enzima
je pretezno izgradeno od hidrofobnih aminokiselina i, osim kataliticke trijade, sadrzi vezno
mjesto za supstrat u obliku velikoga dZepa kojeg Ser221 dijeli na dva manja supstrat-vezajuca
dzepa razli¢itih svojstava. Jedan je manji 1 rigidniji te se u njega vezu supstrati s malom
alkoholnom, tiolnom ili amino skupinom, dok je drugi veéi i fleksibilniji pa se u njega vezu
supstrati s veCom acilnom skupinom. Takva struktura omogucuje hidrolizu velikog broja
razli¢itih spojeva i objasnjava selektivnost enzima prema esterskim supstratima koji imaju
malu alkoholnu, tiolnu ili amino skupinu i vecu acilnu skupinu poput metilfenidata,
klopidogrela, enalaprila, oseltamavira i drugih (Singh i sur., 2021; Wang i sur., 2018). Z-mjesto
je vezno mjesto na povrSini enzima koje ima sposobnost vezanja razli¢itih liganda.
Pretpostavlja se kako Z-mjesto ima alostericku funkciju jer vezanjem liganda dolazi do
konformacijskih promjena katalitickoga mjesta Sto olakSava hidrolizu, odnosno povecava

kataliticku aktivnost enzima (Rasmussen i sur., 2015).

Na ekspresiju i aktivnost CES1 utjecu genetic¢ki ¢imbenici poput polimorfizama, ali i
negeneticki ¢imbenici poput spola, dobi i nekih bolesti. Prema Her i Zhu (2020) nekoliko in
vitro i klini¢kih studija upucuju na veéu ekspresiju CES1 u Zena u odnosu na muskarce.
Medutim, zbog maloga broja provedenih studija i nekonzistentnih rezultata istih ipak je
potrebno provesti dodatna istrazivanja kako bi se utvrdio stvaran ucinak spola na ekspresiju
CESL te posljedi¢no na farmakokinetiku i farmakodinamiku lijekova — supstrata. Ekspresija
enzima znacajno je manja U novorodencadi i male djece u odnosu na stariju djecu, adolescente
i odrasle. Tijekom intrauterinoga razdoblja CES1 nije uopce ili je vrlo malo eksprimiran,
medutim nakon rodenja njegov se izrazaj znacajno povecava te nakon sedam mjeseci dostize
polovicu izrazaja u odraslih. Razli¢it stupanj izrazaja enzima u djece i novorodencadi moze
utjecati na farmakokinetiku lijekova — supstrata CES1 i posljedi¢no na klini¢ki ishod lijecenja.
Osim toga, u stanjima upalnih bolesti jetre (poput hepatitisa ili ciroze) dolazi do pojacanog
stvaranja proupalnih citokina (prvenstveno interleukina 6, 1L-6) koji smanjuju ekspresiju
enzima CES1 (Di, 2019).



Tablica 1. Pregled supstrata, induktora i inhibitora CES1 (Her i Zhu, 2020; Qian i
Markowitz, 2020; Wang i sur., 2018).

SUPSTRATI

Lijekovi

ACE inhibitori

Anestetici

Antiepileptici

Antivirotici

Citostatici

Direktni oralni antikoagulansi
Imunosupresivi

Inhibitori agregacije trombocita
Inhibitor neprilizina

Opioidni analgetici

Stimulansi sredi$njeg Ziv€anoga sustava

benazepril, cilazapril, delapril, enalapril,

imidapril, kvinapril, ramipril, trandolapril

lidokain

rufinamid

oseltamivir, remdesivir, sofosbuvir,

tenofoviralafenamid

kapecitabin, irinotekan
dabigatraneteksilat, edoksaban
mikofenolat mofetil
klopidogrel

sakubitril

meperidin

metilfenidat

Sredstva ovisnosti

kokain, heroin

Endogeni spojevi

esteri kolesterola, trigliceridi, acil-CoA

Organofosforni bojni otrovi

sarin, soman, tabun

Ostali spojevi

pesticidi (p-nitrofenil valerate, trans-permetrin)




Tablica 1. (nastavak) Pregled supstrata, induktora i inhibitora CES1 (Her i Zhu, 2020;
Qian i Markowitz, 2020; Wang i sur., 2018).

INHIBITORI
Liiekovi nelfinavir, nitrendipin, simvastatin, telmisartan,
troglitazon
Sredstva ovisnosti etanol, kanabinoidi (THC, CBD, CBN)
triterpenoidi (oleanolna kiselina, ursoli¢na
Ostali spojevi kiselina i sl.), flavonoidi (galangin, kampferol,
kvercetin, luteolin, naringin i sl.)
INDUKTORI
Lijekovi fenofarbital, rifampicin
Ostali spojevi glukoza, sulforafan

CBD - kanabidiol; CBN — kanabinol; THC — A°-tetrahidrokanabinol

1.3. Klini¢ki znacajni polimorfizmi jednog nukleotida gena CES1

S obzirom na bitnu ulogu CES1 u bioaktivaciji i metabolizmu brojnih lijekova, nuzno je
pronaci geneticke varijante koje potencijalno utje€u na funkciju enzima i posljedi¢no na ishode
lije¢enja. Do danas je otkriveno nekoliko klinicki znac¢ajnih polimorfizama jednog nukleotida
CES1 koje su povezane s intervarijabilnim terapijskim odgovorom lijekova supstrata, medutim
klini¢ki znacaj farmakogenetickih istrazivanja tih varijanti u svrhu individualizacije terapije je
i dalje potrebno dodatno ispitati (Wang i sur., 2018; Rasmussen i sur., 2015). Prema podacima
NCBI-jeve (od engl. National Center for Biotechnology Information) baze podataka
polimorfizama jednog nukleotida (dbSNP, od engl. The Single Nucleotide Polymorphism
database) dosad je opisano preko 13 tisu¢a SNP-a CES1 gena. Veéina ih je smjeStena u
nekodiraju¢im regijama, dok su od kodirajucih varijanti najcesce varijante krivog smisla (od

engl. missense) i sinonimne varijante (od engl. synonymous) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Ucestalost alela i haplotipova poznatih polimorfizama znacajno se razlikuje medu etnickim

grupama i rasama (Wang i sur., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=CES1

Prva otkrivena varijanta CES1 koja uzrokuje gubitak funkcije enzima (LOF, od engl.
loss-of-function variant) je polimorfizam rs71647871 (c.428G>A, p.Gly143Glu).
Polimorfizam su otkrili Zhu i sur. (2008) kada su analizirali ispitanika koji je u drugoj studiji,
u kojoj su Patrick i sur. (2007) istrazivali utjecaj etanola na farmakokinetiku i farmakodinamiku
metilfenidata u zdravih ispitanika, pokazivao znacajno povisene farmakokinetske parametre
(AUC i cmax) metilfenidata. Metilfenidat je stimulans srediSnjega zivéanog sustava koji se
primjenjuje u lijeCenju narkolepsije 1 poremecaja pozornosti s hiperaktivno§¢u (ADHD).
Terapijski oblik dostupan na trzistu je racemi¢na smjesa d- i |- enantiomera pri ¢emu je d-
metilfenidat farmakoloski aktivniji od I-metilfenidata. Otprilike 80 % doze lijeka se
metabolizira deesterifikacijom putem CES1 u inaktivni metabolit (d,l)-ritalinsku kiselinu koja
se izlucuje putem bubrega (Brunton i sur., ured., 2017). Istrazivanja su pokazala kako je proces
hidrolize lijeka enzimom CES1 stereoselektivan prema I-metilfenidatu koji se u krvi nalazi u
vrlo niskim koncentracijama i ima znacajno krace ti2 u odnosu na d-metilfenidat (Markowitz i
Patrick, 2008). U spomenutoj studiji, Zhu i sur. (2008) su sekvencirali cijeli gen CES1
ispitanika koji je pokazivao karakteristike sporog metabolizatora i otkrili su kako je
heterozigotni nositelj dvije varijante u kodiraju¢im regijama gena: p.Gly143Glu (varijanta
krivog smisla u egzonu 4) i p.Asp260fs (delecija u egzonu 6 koja uzrokuje pomak okvira ¢itanja
I prijevremenu terminaciju sinteze enzima). Obje varijante uzrokuju gubitak funkcije enzima
Sto dovodi do znacajnog povisenja koncentracije metilfenidata u plazmi uslijed smanjene
inaktivacije. Nakon otkri¢a polimorfizma CES1 rs71647871, Nemoda i sur. (2009) proveli su
istrazivanje kako bi istrazili utjecaj navedenoga polimorfizma na terapijski odgovor u 122
pedijatrijska pacijenta s ADHD-om lijeCena metilfenidatom. Premda nije pronadena
povezanost polimorfizma 1 interindividualne varijabilnosti izmedu osoba koje su odgovarale
na terapiju (n = 90) i osoba koje nisu postigle odgovarajuci terapijski odgovor (n = 32),
pronadena je povezanost polimorfizma i smanjenja doze lijeka. Naime, u pet pacijenata koji su
heterozigotni nositelji varijantnog alela (od ukupno sedam) bila je potrebna niza doza
metilfenidata za smanjenje simptoma. Stage i sur. (2017a) potvrdili su utjecaj polimorfizma
rs71647871 na farmakokinetiku metilfenidata u 43 zdrava ispitanika. Otkrili su kako
heterozigotni nositelji varijantnog alela imaju znacajno visi AUCo-» (kao i Cmax te tiz) d-
metilfenidata te znacajno nizi cmax d-ritalinske kiseline u odnosu na kontrolu, to¢nije
nenositelje, Sto upucuje kako nositelji ovoga polimorfizma imaju smanjen metabolizam

metilfenidata i povecan rizik od njegovih toksi¢nih ucinaka.



Klopidogrel je antiagregacijski lijek koji djeluje kao ireverzibilni antagonist P2Y12
receptora, odnosno receptora za ADP. Nakon apsorpcije u gastrointesinalnom traktu, otprilike
85 % klopidogrela se hidrolizira u jetri putem CES1 u neaktivni derivat karboksilne kiseline,
dok se preostalih 15 % aktivira putem dvije uzastopne reakcije posredovane enzimima CYP od
kojih je CYP2C19 najvazniji. Intermedijarni metabolit (2-okso-klopidogrel) koji nastaje u
prvoj reakciji, kao i aktivni metabolit (tiolni derivat klopidogrela) koji nastaje u drugoj reakciji
aktivacije, su takoder supstrati CES1 putem kojeg se metaboliziraju u neaktivne metabolite
(Her i Zhu, 2020). Kako bi se istrazio utjecaj polimorfizma rs71647871 na metabolizam
klopidogrela, provedene su dvije klinicke studije. Najprije su Lewis i sur. (2013) promatrali
utjecaj varijante na plazmatsku koncentraciju klopidogrela i njegovoga aktivnog metabolita,
ADP-om induciranu agregaciju trombocita i kardiovaskularne ishode lije¢enja. U nositelja
varijantnog alela uocili su znacajno visu koncentraciju aktivnog metabolita klopidogrela nizu
agregaciju trombocita u odnosu na nenositelje. Potom su Tarkiainen i sur. (2015a) u svojoj
studiji na zdravim ispitanicima imali slicne rezultate, to¢nije otkrili su kako nositelji
varijantnog alela imaju 53 % nizi AUCo-» omjera inaktivnog metabolita i klopidogrela te 123
% visi AUCo- klopidogrela i 67 % visi AUCo-» aktivnog metabolita u odnosu na nenositelje
varijantnog alela. Nadalje, u nositelja varijantnog alela opazena je 19 % veca inhibicija
agregacije trombocita, to¢nije veci antiagregacijski ucinak $to je u skladu s rezultatima

prethodno navedene studije, ali i in vitro studije koje su proveli Zhu i sur. (2013).

Oseltamivir je antivirotik indiciran za prevenciju i lijeenje gripe koji se na trzistu nalazu
u obliku esterskoga prolijeka koji se putem CESL1 u jetri aktivira u aktivni oblik oseltamivir
karboksilat. Zhu i Markowitz (2009) proveli su in vitro istrazivanje s ciljem prouc¢avanja u¢inka
polimorfizama p.Gly143Glu (rs71647871) i p.Asp260fs na aktivaciju oseltamivira te su otkrili
kako je u stanicama koje su eksprimirale varijantni CES1 brzina aktivacije lijeka bila znac¢ajno
smanjena u odnosu na stanice koje su eksprimirale CES1 divljeg tipa. Isti rezultat imali su Shi
1 sur. (2016a) kada su na uzorcima jetre Covjeka istrazivali utjecaj Cetiri polimorfizma CES1
(rs71647871, rs2244613, rs8192935 i rs3785161) na hidrolizu oseltamivira. Jedino je u
stanicama s polimorfizmom rs71647871 zabiljezeno znaCajno smanjenje hidrolize
oseltamivira, dok utjecaj drugih polimorfizama nije pronaden. Tarkiainen 1 sur. (2012) proveli
su farmakokineticko istrazivanje utjecaja polimorfizma rs71647871 na bioaktivaciju
oseltamivira u zdravih ispitanika te su u heterozigotnih nositelja varijantnog alela opazili 18 %
veci AUCo-» oseltamivira i 23 % manji AUCo- omjera oseltamivir karboksilata i oseltamivira

u odnosu na nenositelje Sto upucuje kako navedeni polimorfizam smanjuje bioaktivaciju lijeka.
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Irinotekan, citostatik indiciran za lijeCenje uznapredovaloga 1 metastatskoga
kolorektalnog karcinoma, je takoder prolijek koji se aktivira putem enzima CES1 u jetri u
aktivni metabolit SN-38. Istrazivanje provedeno od strane Teft i sur. (2015) pokazalo je kako
nositelji varijjantnog alela polimorfizma rs71647871 imaju znafajno niZze plazmatske
koncentracije aktivnog metabolita SN-38 §to upucuje na zakljucak kako polimorfizam dovodi
do smanjene bioaktivacije lijeka Sto moZe rezultirati smanjenjem ili izostankom terapijskog

ucinka.

Vecéina odobrenih inhibitora angiotenzin konvertaze (ACEI, od engl. angiotensin-
converting enzyme inhibitors), lijekova za lijeenje arterijske hipertenzije, su prolijekovi
esterskoga tipa koji zahtijevaju aktivaciju putem CES1 kako bi ostvarili terapijsko djelovanje.
Prvo klini¢ko istrazivanje o utjecaju polimorfizma CES1 rs71647871 na farmakokinetiku ACE
inhibitora proveli su Tarkiainen i sur. (2015b) koji su istrazivali u¢inak navedene varijante na
farmakokinetiku kvinaprila i enalaprila u 22 zdrava ispitanika (10 heterozigotnih nositelja
varijantnog alela i 12 homozigotnih nositelja alela divljeg tipa). Uocili su kako je AUCo-»
enalaprilata (aktivnog metabolita enalaprila) 20 % nizi, a koli¢ina izlu¢enog enalaprilata
mokracom 35 % niza u nositelja varijantnog alela u odnosu na nenositelje, dok utjecaj
polimorfizma na farmakokinetiku kvinaprila nije pronaden. Takav pronalazak u skladu je s
rezultatima in vitro studije Wang i sur. (2016) koji su, ispitujuci utjecaj nekoliko genetickih
varijanti CES1 na bioaktivaciju ACE inhibitora, zapazili kako je aktivacija enalaprila znacajno
smanjena u uzorcima hepatocita koji su nositelji polimorfizma CES1 rs71647871 u odnosu na
nenositelje. Za razliku od spomenutih studija, Stage i sur. (2017b) nisu otkrili znacajan utjecaj
istoga polimorfizma na farmakokinetiku enalaprila u zdravih ispitanika. Ikonnikova i sur.
(2022) takoder nisu primijetili utjecaj varijante rs71647871 na farmakokinetiku enalaprila u
286 ispitanika s arterijskom hipertenzijom, medutim otkrili su kako heterozigotni i
homozigotni nositelji intronske varijante CES1 rs2244613 imaju znacajno nizu vr$nu i najnizu
plazmatsku koncentraciju enalaprilata u odnosu na homozigotne nositelje alela divljeg tipa.
Premda su rezultati studija nekonzistentni, pretpostavlja se kako polimorfizam rs71647871

smanjuje bioaktivaciju ACE inhibitora i na taj nacin utjece na terapijske ishode lije¢enja.

Dabigatraneteksilat 1 sakubitril su prolijekovi koji, za postizanje terapijskog ucinka,
zahtjevaju bioaktivaciju enzimom CES1 u jetri. Shi i sur. (2016b; 2016c) proveli su dvije in

vitro studije ¢iji su rezultati pokazali znacajno smanjenje aktivacije navedenih lijekova u
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aktivne metabolite dabigatran 1 sakubitrilat u uzorcima jetre Covjeka koji su nosili

polimorfizam rs71647871 u odnosu na nenositelje.

Jedan od najces¢ih nesinonimnih polimorfizama CES1 je i1 rs2307240 (c.224G>A,
p.Ser75Asn). Xiao i sur. (2017) istrazivali su u¢inak navedenoga polimorfizma na ishod
terapije klopidogrelom u 851 pacijenta s akutnim koronarnim sindromom te otkrili njihovu
znaCajnu povezanost, dok s druge strane, Johnson 1 sur. (2013) nisu pronasle povezanost
polimorfizma s klinickim ishodima lijeCenja metilfenidatom u 77 pacijenata s ADHD-om.
Takoder, in vitro studija koju su proveli Wang i sur. (2017) pokazala je kako polimorfizam ne

utjece znacajno na ekspresiju i aktivnost CES1 u uzorcima jetre covjeka.

In silico metodom predvideno je kako polimorfizam rs200707504 (c.662A>G,
p.Glu220Gly) potencijalno smanjuje aktivnost CES1, stoga su Oh i sur. (2017) s ciljem
potvrdivanja te teze proveli su istrazivanje u kojem su proucavali ucinak navedenoga
polimorfizma na farmakokinetiku oseltamivira u 20 zdravih ispitanika azijske rase. U
heterozigotnih nositelja varijantnog alela pronadeno je povisenje AUCo-4sn 0Seltamivira za 10
% 1 snizenje AUCo-48h oseltamivir karboksilata za 5 %, medutim rezultati nisu dosegli razinu
znacajnosti. S druge strane, Wang i sur. (2017) su zamijetili znacajno smanjenje hidroliticke
aktivnosti CES1 1 posljedi¢no metabolizma enalaprila, klopidogrela 1 sakubitrila u stanicnim

linijama koje su nosile varijantni alel.

Johnson i sur. (2013) otkrili su povezanost dva polimorfizma CES1 koji pokazuju
neravnotezu vezanosti: rs2244613 1 rs2002577 s pojavom tuge kao neZzeljenog ucinka
metilfenidata, medutim pretpostavlja se kako je to posljedica neravnotezne veze navedenih
polimorfizama s dva polimorfizma gena SLC6A2 koji kodira noradrenalinski transporter.
Trenutno najviSe dokaza o utjecaju intronske varijante rs2244613 (c.1168-33A>C) na
farmakokinetiku i farmakodinamiku lijekova supstrata CES1 postoji za dabigatraneteksilat te
su dosad provedena istrazivanja detaljnije opisana u poglavlju 1.5. Farmakogenetika
dabigatrana. Postoje i dvije studije koje povezuju polimorfizam rs2244613 s nezeljenim
toksi¢nim uc¢incima terapije citostatikom kapecitabinom. Hamzic i sur. (2017) uocili su kako
nositelji varijantnog alela navedenoga polimorfizma na terapiji kapecitabinom imaju znacajno
veci rizik od teSkog proljeva, dok su de With 1 sur. (2023) otkrili kako nositelji varijantnog
alela imaju vedéi rizik od razvoja tezeg oblika sindroma Saka-stopalo u odnosu na nenositelje.

Takoder, Teft i sur. (2015) su u pacijenata s uznapredovalim kolorektalnim karcinomom na
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terapiji irinotekanom zapazili kako nositelji varijantnog alela polimorfizma rs2244613 imaju

znacajno nizi rizik od pojave dijareje zbog smanjene pretvorbe lijeka u aktivni metabolit.

U ve¢ spomenutoj in vitro studiji Wang i sur. (2017) su istrazivali 20 nesinonimnih
varijanti CES1 smjeStenih u blizini aktivnog srediSta i identificirali pet loss-of-function
polimorfizama: rs151291296 (L40Ter), rs121912777 (G142E), rs146456965 (G147C),
rs148947808 (Y170D) 1 rs201065375 (R171C) te Cetiri polimorfizma koji smanjuju aktivnost
CES1: rs202121317 (A158V), rs2307243 (R199H), rs200707504 (E220G) i rs202001817
(T290M). Usto, Hamzic i sur. (2017) su identificirali Cetiri polimorfizma CES1 koji su
povezani s ranom pojavom toksi¢nosti uzrokovane kapecitabinom: rs2244614 (c.1168-
41C>T), rs3217164 (c.690+129del), rs7187684 (c.95346T>C) i rs1186118 (c.-1232A>G).
Osim spomenutih polimorfizama, u literaturi su zabiljeZene brojne druge varijante CES1 koje
potencijalno utjecu na klini¢ke ishode lijekova supstrata CES1 poput rs8192935 koji utjece na
aktivaciju dabigatraneteksilata, rs3785161 koji utjeCe na lijeCenje imidaprilom 1
klopidogrelom, rs3815583 koji utjece na farmakokinetiku metilfenidata i irinotekana i dr. (Her

i Zhu, 2020; www.pharmgkb.org). Vecina dosadasnjih in vivo i in vitro istraZivanih

polimorfizama CES1 sazeto je prikazana u Tablici 2.

S obzirom na proturjeCne rezultate brojnih studija, utjecaj polimorfizama CES1 na
farmakokinetiku/farmakodinamiku i/ili klinicke ishode lijekova supstrata CESI1 i dalje je
nejasan te je potrebno provesti dodatna istrazivanja na vecoj skupini ispitanika kako bi se

utvrdio njihov stvaran klini¢ki znacaj.

13


https://www.pharmgkb.org/gene/PA107/variantAnnotation

vl

Tablica 2. Prikaz najvaznijih in vivo i in vitro ispitanih polimorfizama CES1 (Her i Zhu, 2020; Chen i sur., 2018; www.pharmgkb.org).

. + . . . .
anaka Nukleotidna Funkc_lon_alna Smjestaj na  Referentni ~ Minor MAF Lijekovi za ko;_e postoje
polimorfizma romiena posljedica KIFOMOSOMU alel alel (europska dokazi o utjecaju
(dbSNP¥*) promj varijante populacija) polimorfizma
Varijanta metilfenidat, klopidogrel,
(571647871 c.428G>A krivog smisla 16(;252?33132;_’8 c T 0,0149 ;’;ﬁ:}g:{‘r'l‘l"rd:b”lagﬁ"r’;'r:
(p-Gly143Glu) eteksilat, irinotekan
Varijanta )
rs2307240 C.224G>A krivog smisla 16('(3552%?18%0 0 C T 0,0774 klopidogrel
(p.Ser75Asn) g
Varijanta _ i .
(5200707504 C.662A>G krivog smisla 1%552%%]12?9 T C 0,0001 e”a'apggklfg?tﬁ;fogre"
(p.Glu220Gly) g
Intronska metilfenidat, dabigatran-
rs2244613 €.1168-33A>C variianta 16:55810697 G T 0,8089 eteksilat, kapecitabin,
J irinotekan
16:55759783
53785161 ¢.-816A>C Promotorska  (promotorska / / / imidapril, klopidogrel
varijanta regija
CES1P1)
16:55833130
rs3815583 C.-75G>T Pr\c/)g:ic_);?]ttzka (promotrska A C 0,2020 metilfenidat, irinotekan
J regija CES1)
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Tablica 2. (nastavak) Prikaz najvaznijih in vivo i in vitro ispitanih polimorfizama CES1 (Her i Zhu, 2020; Chen i sur., 2018;
www.pharmgkb.org).

: + . : . .
anaka Nukleotidna Funkc_|on_alna Smjestajna  Referentni  Minor MAF Lijekovi za koj.e postoje
polimorfizma romiena posljedica KIromMosomu alel alel (europska dokazi o utjecaju
(dbSNP*) prom) varijante populacija) polimorfizma
rs8192935  C.257+885T>C '\;‘;{fj’gz‘t‘; 16:55827882 A G 0,6730 dabigatraneteksilat
(58192950  C.1315+2025A>C  nuronska 16:55808492 T G 0,6419 klopidogrel
varijanta
1$2244614 C.1168-41C>T Intronska 16:55810705 G A 0,5995 kapecitabin
varijanta
rs3217164 ¢.690+129del Intronska 16:55821239 G delG 0,4246 kapecitabin
varijanta
Intronska Intronska o
rs7187684 €.95346T>C varijanta regija CES1P1 / / / kapecitabin
Intronska Intronska o
rs1186118 c.-1232A>G varijanta regija CES1P1 / / / kapecitabin

* rs# predstavlja referentni broj SNP-a iz baze podataka dbSNP (od engl. Single Nucleotide Polymorphism Database)

T Ucestalost minor alela (MAF, od engl. minor allele frequency) za europsku populaciju prema ALFA projeku (www.ncbi.nlm.nih.gov)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.pharmgkb.org/gene/PA107/variantAnnotation

1.4. Dabigatraneteksilat

Dabigatran je aktivni oblik prolijeka dabigatraneteksilata koji pripada skupini novijih
antikoagulantnih lijekova naziva direktni oralni antikoagulansi (DOAK) ili oralni
antikoagulansi neovisni o vitaminu K (NOAK), koji djeluje kao izravni oralni inhibitor
trombina, tj. aktiviranog faktora zgruSavanja II (FIIa). Prednost dabigatrana i ostalih DOAK-a
u odnosu na vitamin K ovisne oralne antikoagulanse poput varfarina jest brz nastup djelovanja,
predvidljiva farmakokinetika koja omogucuje fiksno doziranje lijeka bez potrebe za redovitim
laboratorijskim pracenjem (osim u specifiénim slu¢ajevima), manje interakcija s hranom i
drugim lijekovima, jednak ili bolji terapijski u¢inak i manji rizik od pojave ozbiljnih krvarenja
(Katzung i sur., ured., 2020). Prema sazetku opisa svojstava lijeka Europske agencije za
lijekove (EMA, od engl. European Medicines Agency), dabigatran je indiciran za primarnu
prevenciju venskih tromboembolijskih dogadaja (VTE-a) u odraslih bolesnika podvrgnutih
kirurS§kom zahvatu ugradnje totalne endoproteze zgloba kuka ili koljena, lijeCenje VTE-a i
prevenciju rekurentnih VTE-a u pedijatrijskih bolesnika, prevenciju mozdanoga udara i
sistemske embolije u odraslih bolesnika s nevalvularnom fibrilacijom atrija (NVAF, od engl.
non-valvular atrial fibrillation) te lijeenje i prevenciju rekuretne duboke venske tromboze i

plu¢ne embolije u odraslih bolesnika (www.ema.europa.eu).

Nakon peroralne primjene, prolijek dabigatraneteksilat se brzo i u potpunosti hidrolizira
u aktivni oblik dabigatran djelovanjem esteraza u jetri (CES1) i crijevima (CES2).
Dabigatraneteksilat sadrzi dvije esterske veze: etilnu 1 karbamatnu, zbog ¢ega su potrebne dvije
reakcije hidrolize kako bi se lijek preveo u aktivni oblik. Prema predlozenom putu aktivacije,
nakon peroralne primjene, lijek se hidrolizira u intermedijarni metabolit M2 (etilni ester) putem
CES2 u crijevima tijekom apsorpcije. Navedeni metabolit se potom pretvara u konac¢ni aktivni
metabolit dabigatran putem CES1 u jetri s obzirom da CES2 moze hidrolizirati samo
karbamatnu estersku vezu. Istrazivanja pokazuju kako mali udio dabigatraneteksilata moze
izbje¢i hidrolizu posredovanu CES2 u crijevima, u¢i u perifernu cirkulaciju i do¢i do jetre gdje
se putem CESL1, koji ima sposobnost hidrolize etilne i karbamatne esterske veze, najprije
pretvara u intermedijarni metabolit M1 (karbamatni ester) koji se potom hidrolizira u aktivni
dabigatran. Premda CES1 moze hidrolizirati oba metabolita, kataliticka aktivnost pretvorbe
M1 u dabigatran znac¢ajno je manja u odnosu na pretvorbu M2, dok je s druge strane kataliticka
aktivnost pretvorbe M1 u dabigatran znacajno ve¢a kod CES2 u odnosu na CES1 (Shi i sur.,
2016c¢). Nastali dabigatran se kompetitivno i reverzibilno veze na aktivno mjesto slobodnog i

fibrin vezanog trombina ¢ime ga izravno inhibira §to onemoguéuje daljnju aktivaciju
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trombocita i faktora zgrusavanja V, VIII, XI i XIII te pretvorbu fibrinogena u fibrin, $to u
konacnici sprijeCava nastanak fibrinskog ugruska (Vuga i sur., 2018; Brunton i sur., ured.,
2017).

Lijek se brzo apsorbira i postize vr$nu koncentraciju u plazmi (cmax), kao i nastup
antikoagulantnog ucinka, unutar 2 sata od primjene. BioraspoloZivost dabigatrana nakon
peroralne primjene iznosi oko 6,5 %, a poluvijek u plazmi 12-14 sati. Stupanj vezanja lijeka za
proteine plazme ne ovisi 0 koncentraciji i iznosi oko 35 %. Otprilike 80 % dabigatrana se
izluCuje nepromijenjeno putem bubrega, zbog ¢ega doziranje lijeka, osim o indikaciji 1 dobi,
ovisi 1 o bubreznoj funkciji bolesnika. Stoga je prije uvodenja lijeka u terapiju potrebno
procijeniti brzinu glomerularne filtracije i, prema uputama, smanjiti dozu ukoliko je bubrezna
funkcija blago do umjereno ostecena (klirens kreatinina, CrCL 30-50 mL/min), dok je u slucaju

teSkog osteCenja bubrega (CrCL < 30 mL/min) lijek kontraindiciran (www.ema.europa.eu).

Prema Raymondu i sur. (2021), metabolizam se ne odvija putem enzima citokroma P450 (CYP)
niti ih dabigatran inducira ni inhibira. Dabigatran se manje od 10 % metabolizira
glukuronidacijom kataliziranom UDP-glukuronoziltransferazama: UGT1A9, UGT2B7 i
UGT2BI15. Pritom nastaju cCetiri farmakoloski aktivna metabolita koji se takoder izlucuju iz
organizma putem bubrega. Dabigatraneteksilat je supstrat P-glikoproteina, transmembranske o
ATP-u ovisne izbacivacke pumpe poznatije i kao ABCBI1, odnosno MDR1, zbog ¢ega moze
do¢i do interakcija lijek-lijek ukoliko se istodobno primjenjuje sa supstratima, inhibitorima ili
induktorima P-glikoproteina. Istovremena primjena inhibitora P-glikoproteina (poput
amiodarona, dronedarona, itrakonazola, ketokonazola, Kkinidin, Kklaritromicina, ciklosporina,
ritonavira, verapamila i dr.) povecava plazmatsku koncentraciju dabigatrana, a istovremena
primjena induktora (poput karbamazepina, fenitoina, rifampicina, gospine trave (Hypericum
perforatum L.) i dr.) smanjuje njegovu koncentraciju (Raymond i sur., 2021; Brunton i sur.,
ured., 2017).

Kao 1 u slucaju drugih antikoagulansa, najznacajniji nezeljeni ucinak dabigatrana je
krvarenje koje se moZe pojaviti na bilo kojem mjestu u organizmu. Cimbenici koji poveéavaju
rizik od krvarenja su starija zivotna dob (> 75 godina), smanjena bubrezna funkcija, istodobna
primjena inhibitora P-glikoproteina, antiagregacijskih lijekova (poput klopidogrela i
acetilsalicilne kiseline), nesteroidnih protuupalnih lijekova ili nekih skupina antidepresiva,
bolesti gastrointestinalnoga trakta (poput ezofagitisa, gastritisa ili gastroezofagealnoga

refluksa), nedavno podvrgavanje invazivnim postupcima poput biopsije, koagulacijski
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poremecaji, trombocitopenija ili funkcionalni defekti trombocita i drugi. U slucaju
nekontroliranoga ili po zivot opasnoga Krvarenja intravenski se primjenjuje idarucizumab
(Praxbind®, Boehringer Ingelheim), Fab fragment humaniziranog monoklonskog protutijela
koji se s velikim afinitetom veze za dabigatran 1 njegove metabolite te na taj nacin brzo dokida
njegov antikoagulacijski uc¢inak. Druge ucestalije nuspojave su anemija, sniZzeni hemoglobin,
bol u gastrointestinalnom traktu, muc¢nina, povracanje, proljev i poviSene aktivnosti jetrenih

enzima (Katzung i sur., ured., 2020; www.ema.europa.eu)
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Slika 2. Sazet prikaz farmakodinamike i farmakokinetike dabigatraneteksilata (izradeno
pomoc¢u Www.biorender.com).

1.5. Farmakogenetika dabigatraneteksilata

Na terapijsku ucinkovitost i sigurnost dabigatrana, osim negenetickih ¢imbenika poput
bubrezne funkcije, dobi, tjelesne mase i interakcija lijek-lijek, utjecu i geneticki ¢imbenici,
to¢nije polimorfizmi gena koji kodiraju proteine ukljuéene u farmakokinetiku lijeka. Zasad
najviSe objavljenih dokaza ima za dva gena — CES1 i ABCBL1 ¢ijih je nekoliko varijanti

povezanih s interindividualnom varijabilnosti plazmatskih koncentracija dabigatrana otkriveno
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u cjelogenomskoj studiji povezanosti (GWAS). To su dvije intronske varijante gena CES1 koje
pokazuju neravnotezu vezanosti (LD, od engl. linkage disequilibrium), rs2244613 (c.1168-
33A>C) 1158192935 (¢.257+885T>C) te jedna intronska varijanta gena ABCB1 - rs4148738
(c.2482-2236G>A) (Cullell i sur., 2018; Tseng i sur., 2018). Osim posljednje navedene
varijante, takoder su istrazivana i tri najces¢a i najviSe istrazena polimorfizma gena ABCB1
povezana s promijenjivom farmakokinetikom lijekova supstrata: rs1045642 (c.3435C>T,
p.lle1145=), rs1128503 (c.1236C>T, pGly412=) i rs2032582 (c.2677G>TI/A,
p.Ala893Ser/Thr). Od dolaska dabigatrana na trziste pa sve danas, provedeno je vise od 10
istrazivanja kojima je bio cilj istraziti utjecaj polimorfizama na koncentraciju dabigatrana u
krvi 1/ili na klini¢ke ishode terapije. Rezultati istrazivanja za CES1 su relativno sli¢ni, dok se

za ABCB1 uvelike razlikuju (Tablica 3.).

S obzirom na prethodno uoc¢enu znacajnu interindividualnu varijabilnost u plazmatskim
koncentracijama dabigatrana, Paré i sur. (2013) proveli su cjelogenomsku studiju povezanosti
(GWAS) koristec¢i uzorke pacijenata iz RE-LY istrazivanje (od engl. Randomised Evaluation
of Long-Term Anticoagulant Therapy, klini¢ko istrazivanje kojim je utvrdena uc¢inkovitost i
sigurnost dabigatrana u prevenciji mozdanog udara i sistemske embolije u pacijenata s NVAF-
om u usporedbi s varfarinom) s ciljem utvrdivanja genetickih odrednica koje utjeCu na
koncentraciju dabigatrana u krvi te na njegovu ucinkovitost i sigurnost. Pronadena su tri
polimorfizma, to¢nije dva polimorfizma gena CES1 i jedan polimorfizam gena ABCBI,
povezana s promjenama u vrs$noj (cmax, 0d engl. peak concentration) i najnizoj (ctrough, 0d engl.
trough concentration) plazmatskoj koncentraciji dabigatrana i potom je istrazivana njihova
povezanost s klinickim ishodom terapije, odnosno pojavom krvarenja ili ishemijskog dogadaja.
U heterozigotnih nositelja varijantnog alela polimorfizma CES1 rs2244613 pronadeno je
znacajno smanjenje najnize koncentracije dabigatrana za 15 %, odnosno za 28 % u
homozigotnih nositelja varijantnog alela, te znacajno smanjenje rizika od krvarenja. Nadalje,
rezulti su dokazali kako polimorfizam CES1 rs8192935 znacajno smanjuje vr$nu koncentraciju
dabigatrana za 12 %, dok polimorfizam ABCB1 rs4148738 znacajno poveéava vrSnu
koncentraciju dabigatrana za 12 % bez utjecaja na krvarenje. Nijedan polimorfizam nije
povezan s rizikom od ishemijskog dogadaja. Utjecaj ista tri polimorfizma na vr$nu i najnizu
plazmatsku koncentraciju dabigatrana u krvi istrazivali su Dimatteo i sur. (2016) u pacijenata
s fibrilacijom atrija te su otkrili znacajnu povezanost polimorfizama CES1 rs2244613 i
rs8192935 1 najnize koncentracije dabigatrana. Znafajan utjecaj polimorfizma ABCB1

rs4148738 na plazmatsku koncentraciju nisu uocili ni Sychev i sur. (2018) koji su istrazivali
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utjecaj tri polimorfizma: ABCB1 rs1045642, ABCB1 rs4148738 i CES1 rs2244613 na vr$nu
koncentraciju dabigatrana u 60 pacijenata podvrgnutih kirurS§kom zahvatu ugradnje potpune
endoproteze koljena. Oni su medutim otkrili povezanost genotipa T/T polimorfizma ABCB1
rs1045642 sa znacajno povisenom vrsnom koncentracijom dabigatrana i povecanim rizikom
od krvarenja u odnosu na genotip C/C (genotip divljeg tipa). Nadalje, u ovom istrazivanju nije
pronaden znacajan utjecaj polimorfizma CES1 rs2244613 na vrSnu i najnizu koncentraciju
dabigatrana, ali je u pacijenata mladih od 60 godina koji su nositelji barem jednog varijantnog
alela pronadena znacajno niza vrSna koncentracija dabigatrana u odnosu na homozigotne
nositelje alela divljeg tipa. Dvije godine kasnije, Sychev i sur. (2020) su istrazivali u¢inak ista
tri polimorfizma kao i u prethodnoj studiji, ali ovaj put u pacijenata s fibrilacijom atrija i
kroni¢nom bubreznom bolesti stadija 3A i 3B (GFR: 30-59 mL/min/1,73m?). Homozigotni
nositelji varijantnog alela rs2244613 (genotip C/C) su imali znacajno niZi omjer najnize
koncentracije lijeka i doze (C/D) u odnosu na homozigotne nositelje alela divljeg tipa (A/A).U
nijednoga pacijenta s C/C genotipom nije doslo do krvarenja. Nadalje, provedene su jos§ dvije
studije, Lahteenmaki i sur. (2021) i Zubiaur i sur. (2020), kojima je jedan od ciljeva bio istraziti
utjecaj polimorfizama CES1 i ABCB1 na farmakokinetiku, odnosno klinicke ishode terapije
dabigatranom, medutim nijedna nije pronasla znaCajnu povezanost. Osim spomenutih
polimorfizama CES1, Shi i sur. (2016c) istrazivali su i utjecaj varijante krivog smisla (od engl.
missence) rs71647871 (c.428G>A, p.Gly143Glu) koja uzrokuje gubitak funkcije enzima CES1

i znacajno utjece na farmakokinetiku i farmakodinamiku lijekova supstrata CES1.

U provedenoj in vitro studiji na 104 bioptata jetre zdravih osoba razli¢itih rasa istrazivali
su ucinak spola i tri polimorfizma CES1 na ekspresiju enzima CES1 i aktivaciju
dabigatraneteksilata i intermedijarnin metabolita. Utjecaj polimorfizama rs2244613 i
rs8192935 na farmakokinetiku lijeka nije pronaden, ali je otkrivena znacajno niza brzina
pretvorbe, odnosno aktivacije dabigatraneteksilata i intermedijarnih metabolita M1 i M2 u
dabigatran u uzorcima heterozigota (G/A) polimorfizma rs71647871 u odnosu na uzorke
homozigotnih nositelja alela divljeg tipa (G/G) S§to potencijalno rezultira smanjenom
koncentracijom dabigatrana u krvi u nositelja varijantnog alela. lako je utjecaj polimorfizma
rs71647871 na metabolizam drugih lijekova supstrata CES1 poznat 1 dobro istrazen, njegov
ucinak na farmakokinetiku dabigtraneteksilata do danas nije istraZzen ni u jednoj klinickoj

studiji stoga ovaj rezultat in vitro studije ima ograni¢enu klini¢ku znacajnost.
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Zanimljivo je i istrazivanje Gouin-Thibault i sur. (2017) u kojem su istrazivali utjecaj
dva polimorfizma ABCB1 (rs2032582 i rs1045642) i utjecaj istovremenog uzimanja
klaritromicina (inhibitora P-gp i CYP3A4) na farmakokinetiku dabigatrana i rivaroksabana u
zdravih ispitanika. Rezultati nisu pokazali znacaj utjecaj polimorfizama na farmakokinetiku
dabigatrana (i rivaroksabana) za razliku od konkomitantne primjene Kklaritromicina koji je,
neovisno 0 ABCB1 genotipu, zna¢ajno pove¢ao AUC (povrsina ispod krivulje koncentracija-
vrijeme, od engl. area under the curve) dabigatrana za 100 % i vr$nu koncentraciju dabigatrana
za 80 %. Nadalje, Rosian i sur. (2020) su istrazivali povezanost dva polimorfizma ABCBL1 za
koje trenutno postoji najvise dokaza (rs1045642 i rs4148738) s rizikom od ne-velikih krvarenja
u pacijenata s fibrilacijom atrija na terapiji dabigatranom ili apiksabanom. Premda nisu otkrili
nikakvu znacajnu povezanost varijantnih genotipova i haplotipova s rizikom od ne-velikih
krvarenja, uo¢ili su kako se u nijednoga pacijenta s haplotipom TG nije pojavilo krvarenje,
odnosno da je ucestalost toga haplotipa bila visa u pacijenata koji nisu imali krvarenje u odnosu
na one koji su imali krvarnje sto upucuje na potencijalnu zastitnu ulogu haplotipa TG od pojave

krvarenja.

Osim navedenih studija koje su pretezno provodene na ispitanicima bijele rase, kineski
znanstvenici proveli su tri istrazivanja kojima su htjeli istraziti utjecaj polimorfizama CES1 i
ABCBL1 na farmakokinetiku dabigatrana i klinicke ishode lijeenja u ispitanika azijske rase
(Tablica 2). Najprije su Liu i sur. (2021) istrazivali utjecaj polimorfizama CES1 i ABCB1 na
plazmatske koncentracije dabigatrana u 106 zdravih ispitanika nakon jedne doze lijeka od
150 mg. Rezultati su pokazali zna¢ajno povecanje omjera vrine koncentracije dabigatrana te
omjera doze i tjelesne mase ispitanika (cmax/DW) u homozigotnih nositelja varijantnog alela
polimorfizma CES1 rs8192935 u odnosu na heterozigote i homozigotne nositelje alela divljeg
tipa. Potom su Ji i sur. (2021) proveli slicnu studiju gdje su promatrali utjecaj istih
polimorfizama na farmakokinetiku (mjerenjem vrsne i najnize koncentracije lijeka u plazmi) i
farmakodinamiku dabigatrana (mjerenjem aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena
(APTV) i trombinskog vremena (TV)) te na klinicke ishode terapije u 198 ispitanika s
NVAF-om koji su primali manju dozu lijeka (110 mg dva puta dnevno). Otkriveno je kako
nositelji varijantnog alela A polimorfizma CES1 rs2244613 imaju znacajno vecu najnizu
koncentraciju lijeka i povecani rizik od ne-velikih krvarenja, dok nositelji varijantnog alela C
polimorfizma CES1 rs8192935 takoder imaju znacajno veéu najnizu koncentraciju lijeka i
poviSene vrijednosti APTV-a pri najniZim koncentracijama dabigatrana u odnosu na

nenositelje varijatnog alela. Naposljetku, Zhu i sur. (2022) su na uzorku od 86 pacijenata s
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NVAF-om koji su primali dozu od 110 mg dva puta dnevno otkrili znac¢ajnu povezanost
nositelja varijantnog alela G polimorfizma CES1 rs8192935 i poviSenja najnize koncentracije
dabigatrana u usporedbi s nenositeljima varijantnog alela. Prvi put je u kineskoj populaciji
pronadena povezanost polimorfizama ABCB1 rs1045642 i rs4148738 i poveéanog rizika od

velikih krvarenja.

Bitno je napomenuti kako se ucestalost polimorfizama CES1 rs2244613 i rs8192935
znacajno razlikuje izmedu bijele i azijske rase, dok je ucestalost polimorfizama ABCB1 u obje
rase sli¢na. Promatraju¢i CES1 rs2244613, najucestaliji alel u Europljana koji povezujemo s
“normalnim” terapijskim odgovor je A (alel divljeg tipa). Prilikom njegove promjene u manje
zastupljeni alel C (varijantni alel) uo¢avamo smanjenje plazmatskih koncentracija dabigatrana
1 posljedi¢no manji rizik od krvarenja. Suprotno tome, najucestaliji alel povezan s “normalnim”
terapijskim odgovorom u Azijata je C (alel divljeg tipa) te prilikom njegove promjene u
varijantni alel A dolazi do porasta plazmatskih koncentracija dabigatrana 1 povecanog rizika
od krvarenja. Iz takvih opazanja moze se zakljuciti kako nositelji alela A imaju vecu, a nositelji
alela C imaju manju ekspresiju i/ili aktivhost enzima CES1 (Liu i sur., 2021,

www.nchi.nlm.nih.gov).

Pregledom literature do danas, utjecaj polimorfizama gena UGT1A9, UGT2B7 i
UGT2B15 na farmakokinetiku dabigatrana nije istrazen. Pretpostavlja se kako je utjecaj malen
i vjerojatno beznacajan s obzirom na mali udio lijeka koji se metabolizira glukoronidacijom
(Raymond i sur., 2021). Medutim, Shnayder i sur. (2021) smatraju da bi polimorfizmi gena
UGT2B15 mogli utjecati na plazmatsku koncentraciju, odnosno eliminaciju dabigatrana i
posljedi¢no na klinicke ishode terapije kao Sto je u prethodnim studijama pokazan njihov
utjecaj na koncentraciju odredenih lijekova koji se metaboliziraju na slican nacin kao i

dabigatran.

Prema podacima baze znanja PharmGKB (od engl. The Pharmacogenomics Knowledge
Base) uz promjenjivu farmakokinetiku dabigatrana se, osim polimorfizama ABCB1 i CESL,

povezuju i polimorfizmi CYP3A5 te CYP2D6 (www.pharmgkb.org). Takvi navodi se temelje

na istrazivanju Zubiaur i sur. (2020) u kojem je nadeno kako su ispitanici s genotipom
CYP3A5*1/*1 imali znacajno dulji ti2 u odnosu na ispitanike s genotipovima CYP3A*1/*3 i
CYP3A5*3/*3. Nadalje, ispitanici koji su bili spori metabolizatori CYP2D6 su pokazivali
znaCajno poviSenu vrSnu koncentraciju dabigatrana 1 AUC te znacajno snizeni klirens

dabigatrana u odnosu na ispitanike s ve¢om enzimskom aktivnosti. Ova saznanja o mogucem
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utjecaju enzima CYP2D6 i CYP3A4 na metabolizmu dabigatrana te moguéem utjecaju
njihovih polimorfizama na njegovu izloZenost se uvelike razlikuju od uvrijezenog stajaliSta
kako se dabigatran ne metabolizira preko enzima citokroma P450, zbog Cega je u buduénosti
potrebno dodatno istrazit takvu povezanost na veéem uzorku ispitanika. Takoder, u istom
istrazivanju je pronaden dulji tuz i tmax U ispitanika s haplotipom gena SLC22A1 koji sadrzi
najmanje dvije varijante, *2 (rs72552763), *3 (rs12208357) ili *5 (rs34059508), u odnosu na
ispitanike s haplotipovima koji uopce ne sadrze ili sadrze samo jednu varijantu. Ovi rezultati
upucuju na mogucénost kako je dabigatran ili dabigatraneteksilat supstrat prijenosnika OCT1
(organski kationski prijenosnik 1 kodiran genom SLC22A1) te i polimorfizmi SLC22A1
potencijalno mogu utjecati na farmakokinetiku lijeka putem odgodene apsorpciju i smanjene

eliminacije lijeka (Thompson i sur., 2023; Zubiaur i sur., 2020).
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Tablica 3. Pregled istrazivanja provedenih u razdoblju 2013. — 2022. koja su istrazivala utjecaj polimorfizama gena ABCB1 i CES1 na

farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i na klinicke ishode terapije.

Broj, rasa i Istrazivani
.. dijagnoza ispitanika, Istrazivani  polimorfizmi .
Istrazivanje primijenjena doza gen (dbSNP, alelna Zakljucak
dabigatrana promjena)
Znacajno smanjenje Crough DBG za 15 % u heterozigota, a za 28 % u
o rs2244613 homozigota varijantnog alela (p = 1,2x1078). Nositelji varijantnog alela imaju
1.694 ispitanika .1168-33A>C  znacajno smanjen rizik od krvarenja (p = 7x107°). Nije pronadena povezanost
europske rase s . : ot .
) e CES1 polimorfizma s ishemijskim dogadajem.
Paré i sur AF 1 barem jo$ jednim
2013 (Gwag)  "Acnim cimbenikom rs8192935  Znadajno smanjenje cmax DBG za 12 % u heterozigota (p = 3,2x10°%), ali bez
za moZdani udar, C.257+885T>C utjecaja polimorfizma na krvarenje ili ishemijski dogadaj.
doza: 110 mg/150 mg
dva puta na dan rs4148738

Zna&ajan porast cmax Za 12 % U heterozigota (p = 8,2x1078), ali bez utjecaja

ABCB1 €.2482- . e o .
9936G>A polimorfizma na krvarenje ili ishemijski dogadaj.
- 0 . 0 . "
(2244613 Smanjenje cwough DBG za 2 % u heterozigota, a 3 % u homozigota varijantnog

alela te je linearni regresijski model pokazao zna¢ajnu povezanost

] _ > . i A . . R - - H
€.1168-33A>C polimorfizma i Cuough (p = 0,04). Utjecaj polimorfizma na cmax nije otkriven.

. . 92 ispitanika europske CESL - . . ) "
Dimatteo i sur., Znacajno smanjenje Crough DBG U homozigota varijantnog alela u odnosu na
2016 rase s AP, rs8192935 homozigote wt (p = 0,033).
doza: 110 mg/150 mg C.257+885T>C Utjecaj polimorfizma na cmax nije otkriven.
rs4148738
ABCB1 C.2482- Nema ué¢inka polimorfizma na Cmax i Ctrough DBG.
2236G>A




Tablica 3. (nastavak) Pregled istrazivanja provedenih u razdoblju 2013. — 2022. koja su istrazivala utjecaj polimorfizama gena ABCB1 i CES1 na

farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i na klinicke ishode terapije.

Broj, rasa i Istrazivani
.. dijagnoza ispitanika, Istrazivani  polimorfizmi .
I o Zakl k
strazivanje primijenjena doza gen (dbSNP, alelna akjuca
dabigatrana promjena)
rs2244613
.1168-33A>C Nema ucinka polimorfizama na ekspresiju CES1 i
Shi i sur aktivaciju DBG-eteksilata i intermedijarnih metabolita M1 i M2
2016¢ K 104 uzoraka jetre rs8192935 u uzorcima jetre ¢ovjeka.
(in vitro zdravih osoba CES1 C.257+885T>C
wudii razli¢itih rasa U heterozigota je otkriveno znacajno smanjenje brzine pretvorbe DBG-
studija) rs71647871 eteksilata i intermedijarnih metabolita M1 i M2 u DBG u odnosu na
c.428G>A homozigote wt
(p =0,018, p=0,004 i p = 0,001).
. y Polimorfizam nije utjecao na farmakokinetiku DBG. Heterozigoti i varijantni
60 zdravih muskaraca L . . . . -
europske rase rs1045642 homozigoti imaju neznacajno povecanje cmax I AUC u odnosu na homozigote
doza: 300 mg’ .3435C>T wt. Nakon dodatka klaritromicina kao inhibitora P-gp, cmax i AUC DBG su
Gouin-Thibault dabigatran (jedna ABCBL znatajno porasli (p = 0,002 ip = 0,008).
i sur., 2017 doza) + 40 mg . . o T T .
. ) Polimorfizam nije utjecao na farmakokinetiku lijeka. Heterozigoti i varijantni
rivaroksaban (jedna e . . .. . .
q + Klaritromici rs2032582 homozigoti imaju nezna¢ajno povecanje cmax I AUC u odnosu na homozigote
0z2) aritromicin €.2677G>T/A  wt. Nakon dodatka Kklaritromicina kao inhibitora P-gp, cmax i AUC dabigatrana

(1 g kroz 5 dana) su znacajno porasli (p = 0,002 i p = 0,008).
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Tablica 3. (nastavak) Pregled istrazivanja provedenih u razdoblju 2013. — 2022. koja su istrazivala utjecaj polimorfizama gena ABCB1 i CES1 na
farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i na klinicke ishode terapije.

Broj, rasa i Istrazivani
.. dijagnoza ispitanika, Istrazivani  polimorfizmi .
Istrazivanje primijenjena doza gen (dbSNP, alelna Zakljutak
dabigatrana promjena)
Nema znacajne razlike U Cmax i Crough DBG izmedu genotipova,
60 ispitanika CES1 rs2244613 ali pacijenti < 60 _g(?dina"imaju zn'fi_éajn_o smanjenje cmax DBG
- €.1168-33A>C u skupini pacijenata koji su imali barem
podvrgnutih ) . i i ) _
Kirurskom zahvatu jedan varijantni alel u odnosu na skupinu homozigota wt (p = 0,025).
Sychze(;llgsur., udgradnje tOtallni 1s1045642 T/T genotip je povezan s poviSenim cmax (p = 0,008) 1 povecanim rizikom od
en OPSE?;?&ZQ oba ¢.3435C>T krvarenja u odnosu na C/C genotip (p = 0,0214). Nema znacajnog utjecaja
jena, . . .
olimorfizma na c DBG.
doza: 220 mg ABCB1 P troudn
jedanput na dan rs4148738
C.2482- Nema znacajnog utjecaja polimorfizma na Cmax i Crrough DBG.
2236G>A
104 |siltamka 151045642
o europske rase s C.3435C>T o _ _ _
Rosian i sur., NVAF, ABCB1 Nema povezanosti varijantnih genotipova i haplotipova s
2020 dozu je za svakoga rs4148738 rizikom od ne-velikih krvarenja.
pacijenta odredio €.2482-
njegov lijecnik 2236G>A

T4
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Tablica 3. (nastavak) Pregled istrazivanja provedenih u razdoblju 2013. — 2022. koja su istrazivala utjecaj polimorfizama gena ABCB1 i CES1 na
farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i na klinicke ishode terapije.

Broj, rasa i Istrazivani
o dijagnoza ispitanika, Istrazivani  polimorfizmi .
Istrazivanje primijenjena doza gen (dbSNP, alelna Zakljutak
dabigatrana promjena)
Homozigoti varijantnog alela (C/C) imali su znacajno nizi C/D (omjer
CES1 rs2244613 najnize koncentracije lijeka (Ctough) | d0ze) u odnosu na homozigote wt
.1168-33A>C (A/A)
96 ispitanika s AF i (p = 0,001). U nijednog pacijenta s C/C genotipom nije doslo do krvarenja.
Sychev i sur., CKD (stadij 3A i 3B),
2020 doza: 110 mg/150 mg rs1045642
dva puta na dan €.3435C>T Nema Znaéajr}_og P_tj ecaja polin_lorﬁzm_a na C/D (omjer 1_1aj_n_iie
ABCB1 (s148738 koncentracije lijeka (Ctrough).’ doze) i r|2|k.od krvarenja ili
C.0482- tromboembolijskog dogadaja.
2236G>A
S 107 zdravih osoba
Zubiaur i sur., .
2020 europske i
latinoamericke rase, . . Nema znacajnog utjecaja polimorfizama CES1 i ABCBL1 te njihovih
doza: 150 mg DBG 59 polimorfizama u 15 gena haplotipova na farmakokinetiku i sigurnost primjene DBG, ali postoji
(farmakogeneticka - 028 120 MY (ABCBL, CESL, CYP, SLC, plotipova na farm /gurnost primi + &1 Posio]
studiia uz ili bez prethodnog UGT i dr) znacajan utjecaj spola, konkomitantne primjene pantoprazola i
. J. uzimanja 40 mg ' polimorfizama SLC22A1, CYP2D6 i CYP3Ab.
potencijalnih gena
kandidata) pantoprazola dva puta

dnevno kroz 4 dana
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Tablica 3. (nastavak) Pregled istrazivanja provedenih u razdoblju 2013. — 2022. koja su istrazivala utjecaj polimorfizama gena ABCB1 i CES1 na
farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i na klinicke ishode terapije.

Broj, rasa i Istrazivani
.. dijagnoza ispitanika, Istrazivani  polimorfizmi .
Ist . Zakl k
strazivanje primijenjena doza gen (dbSNP, alelna axuca
dabigatrana promjena)
rs2244613
€.1168-33A>C
CES1
rs8192935
Lahteenmaki i C.257+885T>C
sur., 2021 340 |s$[tih|ka S 1s1045642
. | razictim c.3435C>T " o . .
(retrospektivna dijagnozama (AF, Nema znacajne povezanosti polimorfizma (ni haplotipova)
studija - podaci  vaskularne bolesti, rs1128503 s rizikom od krvarenja niti tromboembolijskih dogadaja.
preu.zeti iz tri PE, mozdani udar, c.1236C>T
_flnske VTE) ABCB1
biobanke) rs2032582
c.2677G>T/A
rs4148738
€.2482-
2236G>A
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Tablica 3. (nastavak) Pregled istrazivanja provedenih u razdoblju 2013. — 2022. koja su istrazivala utjecaj polimorfizama gena ABCB1 i CES1 na
farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i na klinicke ishode terapije.

Broj, rasa i Istrazivani
.. dijagnoza ispitanika, Istrazivani  polimorfizmi .
Ist . Zakl k
strazivanje primijenjena doza gen (dbSNP, alelna Ajue
dabigatrana promjena)
U odnosu na homozigote wt, u nositelja jednog ili oba varijantna alela A
rs2244613 postoji znacajno visa crough DBG (p < 0,001 za A/A vs. C/C, p = 0,004 za C/A
€.1168-33C>A  vs. C/C) i povecani rizik od ne-velikih krvarenja (p = 0,034). Nema znacajne
povezanosti polimorfizma s cmax,, niti koagulacijskih parametara.
CES1
azi';tzigsplt)a;rlilftla o U odnosu na homozigote wt, u nositelja jednog ili oba varijantna alela C
s 2001 J Ng\’/iF J 158192935  postoji znacajno visa crougn DBG (p < 0,001 za C/C vs. T/T, p = 0,014 za C/T
h doza: 110 m dva €.257+885T>C vs. T/T) i poveéanje APTV-a pri najnizoj koncentraciji DBG (p = 0,015).
’ g Nema znacajne povezanosti polimorfizma s Cmax,, niti trombinskog vremena.
puta na dan
rs1045642
.3435C>T - . . o o
ABCBL ¢ Nema utjecaja polimorfizama na farmakokinetiku i farmakodinamiku DBG,
rs4148738 kao ni na klinicke ishode terapije.
€.2482-
2236G>A
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Tablica 3. (nastavak) Pregled istrazivanja provedenih u razdoblju 2013. — 2022. koja su istrazivala utjecaj polimorfizama gena ABCB1 i CES1 na
farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i na klinicke ishode terapije.

Broj, rasa i Istrazivani
. . dijagnoza ispitanika, Istrazivani  polimorfizmi L
Istrazivanje primijenjena doza gen (dbSNP, alelna Zakljucak
dabigatrana promjena)
rs2244613 . . . . .
C.1168-33C>A Nema utjecaja polimorfizma na istrazivane farmakokinetske parametre.
CES1 . . . . . - L
Otkriveno je znacajno povecanje cmax/DW i t12 U homozigotnih nositelja
rs8192935 " . - .
varijantnog alela (G/G) u odnosu na heterozigote (G/A) i homozigotne
.257+885A>G -
o nositelje alela wt (A/A).
106 zdravih ispitanika
Liu i sur., 2021 daz”s_kfsr(;"se’ rs1045642
028 190 MY ¢.3435C>T
(jednokratno)
ABCBL rs2032582 Nema utjecaja pojedinacnih polimorfizma ni haplotipova na
C.2677G>T/A farmakokinetske parametre DBG.
rs4148738
€.2482-
2236G>A




Tablica 3. (nastavak) Pregled istrazivanja provedenih u razdoblju 2013. — 2022. koja su istrazivala utjecaj polimorfizama gena ABCB1 i CES1 na
farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i na klinicke ishode terapije.

0€

Broj, rasa i Istrazivani
... dijagnoza ispitanika, Istrazivani  polimorfizmi .
Istrazivanje primijenjena doza gen (dbSNP, alelna Zakljucak
dabigatrana promjena)
rs2244613 Nema utjecaja polimorfizma na koncentracije DBG u plazmi ni na rizik od
€.1168-33C>A krvarenja ili tromboembolijskih dogadaja.
CES1
U nositelja varijantnog alela G otkriveno je znacajno povecanje Ctough U 0dNOSU
86 ispitanika azijske r$8192935 na homozigotne nositelje alela wt (p = 0,013).
Zhu i sur., rase s NVAF, C.257+885 A>G Nema znac¢ajnog utjecaja polimorfizma na klinicke ishode terapije DBG.
2022. doza: 110 mg dva
puta dnevno rs1045642 ) _ . . . -
C.3435C>T Postoji znacajna povezanost oba polimorfizma i povecanog rizika od velikih
ABCBL krvarenja (p = 0,046 i p = 0,043).
rs4148738 Nema utjecaja polimorfizama na koncentracije DBG u plazmi ni na rizik od
C.2482- tromboembolijskih dogadaja.
2236G>A

AF — fibrilacija atrija; APTV — aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme; AUC — povrsina ispod krivulje koncentracija-vrijeme; C/D — omjer
najnize koncentracije lijeka i doze (koncentracija ujednacena prema dozi); CKD — kroni¢na bubrezna bolest; cmax — VI$na koncentracija dabigatrana;
Cmax/DW — omjer vr$ne koncentracije dabigatrana i omjera doze i tjelesne mase (0d engl. dose/weight); Cwough — najniza koncentracija dabigatrana; DBG

— dabigatran; NVAF — nevalvularna fibrilacija atrija; PE — plu¢na embolija; VTE — venska tromboembolija, wt — divlji tip (od engl. wild type)



1.6. Interakcije dabigatrana s drugim lijekovima

Potencijalne interakcije dabigatrana s drugim lijekovima su bitan ¢imbenik koji je
potrebno razmotriti prilikom uvodenja dabigatrana u terapiju jer je veéina pacijenata kojima se
propisuje dabigatran, kao i drugi DOAK-i, starije Zivotne dobi s vise komorbiditeta zbog ¢ega
nerijetko imaju politerapiju. Konkomitantna primjena dabigatrana s odredenim lijekovima
potencijalno moze promijeniti njegovu farmakodinamiku i/ili farmakokinetiku, tocnije
povecati ili smanjiti njegovu bioraspolozivost i/ili klirens te na taj nacin utjecati na njegovu
ucinkovitost i sigurnost (Foerster i sur., 2020). StélIberger (2017) je u svome radu utvrdila kako
je, u usporedbi s drugim DOAK-ima, najviSe interakcija lijek-lijek dosad opisano za
dabigatran. No, dabigatran je prvi odobreni DOAK za klini¢ku upotrebu, te nije u potpunosti
jasno je li najveéi broj interakcija posljedica njegove najdulje upotrebe ili veéeg stupanja u

interakcije s drugim lijekovima.

Kao $to je ve¢ spomenuto u poglavlju 1.4., dabigatraneteksilat je supstrat P-gp zbog ¢ega
moze doé¢i do interakcija lijek-lijek prilikom njegove istovremene primjene s drugim
lijekovima koji djeluju kao induktori ili inhibtori P-gp. Smatra se kako induktori P-gp poput
rifampicina, karbamazepina, fenitoina, gospine trave (Hypericum perforatum) i apalutamida
smanjuju plazmatsku koncentraciju dabigatrana ¢ime potencijalno povecavaju rizik od
tromboembolijskih dogadaja. U saZzetku opisa svojstava lijeka (SmPC ili SPC, od engl.
summary of product characteristics) se navodi kako istovremenu primjenu dabigatrana i
induktora P-gp treba izbjegavati kada god je to moguce. S druge strane, inhibitori P-gp
povecavaju plazmatsku koncentraciju dabigatrana ¢ime potencijalno povecavaju rizik od
krvarenja. Klinicka znac¢ajnost interakcije je povecana U pacijenata sa oSteCenom bubreznom
funkcijom. Prema SmPC-u istovremena primjena dabigatrana i snaznih P-gp inhibitora poput
ketokonazola, itrakonazola, ciklosporina i dronedarona je kontraindicirana, dok je u primjene
blagih do umjerenih P-gp inhibitora poput amiodarona, kinidina, klaritromicina, bisoprolola,
karvedilola, verapamila i tikagrelora preporu¢eno smanjenje doze i pojac¢ani nadzor pacijenata

(www.ema.europa.eu). Pretpostavlja se kako su simvastatin i lovastatin inhibitori P-gp zbog

¢ega potencijalno mogu povecati rizik od krvarenja, ali klinicka znac¢ajnost takvih interakcija
je i dalje nepoznata. Za rosuvastatin nema dokaza stupanja u interakcije s dabigatranom
(Stollberger, 2017). Prema podacima Lexicomp® baze interakcija lijekova (Lexicomp® Clinical
Decision Support System, Wolters Kluwer, Nizozemska) atorvastatin potencijalno smanjuje

plazmatsku koncentraciju dabigatrana, ali bez klinicki znacajnog ucinka na njegovu
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farmakodinamiku. Pretpostavljeni mehanizmi interakcije su inhibicija ili kompeticija za CES1

ili modifikacija P-gp posredovanog transporta (www.wolterskluwer.com). Osim vec
spomenutoga karbamazepina i fenitoina, Gronich i sur. (2021) su utvrdili kako istodobna
primjena dabigatrana 1 valproi¢ne kiseline ili levetiracetama takoder povecava rizik od

tromboembolijskih dogadaja.

Dabigatran je jedini DOAK Kkoji stupa u interakcije s inhibitorima protonskih pumpi
poput pantoprazola, esomeprazola, rabeprazola i dr. Nekoliko provedenih istrazivanja je otkrilo
potencijalan utjecaj konkomitantne terapije s inhibitorima protonskih pumpi na plazmatsku
koncentraciju  dabigatrana.  Pretpostavljeni mehanizam je smanjena apsorpcija
dabigatraneteksilata zbog smanjene kiselosti zelu¢anoga soka. Naime, topljivost
dabigatraneteksilata ovisi o kiselosti Zelucanoga medija, stoga povecanje Zelu¢anoga pH
uslijed primjene inhibitora protonske pumpe smanjuje topljivost i posljedi¢no apsorpciju te
bioraspolozivost dabigatrana. Premda je u vecini istrazivanja koncentracija dabigatrana u
plazmi bila smanjena, djelotvornost lijeka nije bila promijenjena te interakcija vjerojatno nema
klinicku znacajnost (Stollberger, 2017). U SmPC-u se takoder navodi kako su tijekom klini¢kih
ispitivanja inhibitori protonske pumpe bili istovremeno primjenjivani s dabigatranom te

u¢inkovitost lijeka nije bila smanjena. Cak se i preporu¢a razmatranje njihove primjene kako

bi se sprijecilo gastrointestinalno krvarenje (www.ema.europa.eu). Osim inhibitora protonske
pumpe, prema Lexicomp® bazi interakcija lijekova mogucée su interakcije dabigatrana i
antacida (poput aluminijevog hidroksida, natrijevog bikarbonata, kalcijevog karbonata,
magnezijevog karbonata, magnezijevog hidroksida, kalijevog bikarbonat i dr.). Pretpostavljani

mehanizam interakcije je isti kao i u inhibitora protonske pumpe (www.wolterskluwer.com).

Klini¢ka znacajnost je nepoznata, a sama interakcija uopc¢e nije spomenuta u SmPC-u.

Od velikog su klinickoga znacaja i farmakodinamske interakcije dabigatrana i drugih
antikoagulansa poput enoksaparina, fondaparinuksa, varfarina, rivaroksabana, apiksabana i dr.,
posebno u slu¢ajevima kada se prelazi s lijeCenja jednim antikoagulansom na drugi. Prilikom
njihove istovremene primjene pojacava se antikoagulantni u¢inak zbog Cega raste rizik od
mogucih krvarenja. Prema SmPC-u istovremena primjena dabigatrana i drugih antikoagulansa

je kontraindicirana (Stollberger, 2017; www.ema.europa.eu). Farmakodinamske interakcije se

takoder javljaju pri konkomitantnoj primjeni inhibitora agregacije trombocita (poput
klopidogrela, prasugrela, tikagrelora i dr.), nesteroidnih protuupalnih lijekova (poput

acetilsalicilne kiseline, ibuprofena, ketoprofena, diklofenaka i dr.) ili antidepresiva iz skupina
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SSRI (selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina) i SNRI (selektivni inhibitori ponovne
pohrane serotonina i noradrenalina). Navedene skupine lijekova imaju antitrombocitni uc¢inak,
to¢nije onemogucuju aktivaciju i1 agregaciju trombocita zbog ¢ega mogu povecati rizik od
krvarenja (Foerster i sur., 2020; St6llberger, 2017). Stoga je u konkomitantne primjene tih
lijekova potrebno procijeniti odnos koristi i rizika te pojacano nadzirati pacijente kako bi se Sto
ranije otkrili znakovi moguceg krvarenja. Bitno je napomenuti kako rizik od krvarenja ovisi o
duljini primjene nesteroidnih protuupalnih lijekova. Kod kratkotrajne primjene nisu povezani

s povecanim rizikom od krvarenja dok kod kroni¢ne primjene jesu (www.ema.europa.eu).

Prema Lexicomp® bazi interakcija lijekova znacajne interakcije paracetamola i dabigatrana
nisu poznate zbog Cega je paracetamol potencijalni analgetik izbora U pacijenata na terapiji

dabigatranom (www.wolterskluwer.com).
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Kako bi predlijek dabigatraneteksilat ostvario svoj terapijski ucinak, nuzna je njegova
aktivacija putem enzima CES1 u farmako-aktivni oblik dabigatran. Pojedini polimorfizmi gena
CES1 mijenjanju aktivnost i ekspresiju enzima ¢ime potencijalno utje¢u na farmakokinetiku
dabigatraneteksilata Sto moZe dovesti do neZeljenih klinickih ishoda poput krvarenja ili
tromboembolijskih dogadaja. Nekoliko dosadasnjih istrazivanja pokazalo je kako odredeni
polimorfizmi jednog nukleotida CES1 utjecu na vr$nu ili najnizu koncentraciju dabigatrana u
krvi, medutim njihov utjecaj na klini¢ke ishode terapije jo$ je uvijek nepoznat. Iz tog razloga
istrazivani polimorfizmi trenutno imaju ograni¢enu klini¢ku znacajnost te je klinicku korist

farmakogenetickih testiranja potrebno detaljnije istraziti.

Cilj ovoga rada je istraziti utjecaj dva polimorfizma CES1, rs2244613 i rs8192935, na
ucinkovitost 1 sigurnost primjene dabigatraneteksilata, to¢nije vidjeti doprinose li pove¢anom
riziku od nezeljenih klinickih ishoda. Kako na farmakokinetiku dabigatrana utjecu i
negeneticki ¢imbenici, istrazit ¢emo i njihov utjecaj, ukljucujuéi i interakcije lijek-lijek, na

terapijske ishode lijecenja dabigatranom.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Ispitanici i uzorci

U istrazivanje je ukljuceno 96 ispitanika na terapiji dabigatraneteksilatom (Pradaxa®,

Boehringer Ingelheim, Njemacka).

Ispitanici su dio kohorte uspostavnoga istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za
znanost (HRZZ-UIP-2020-02-8189, voditeljica projekta: doc. dr. sc. Tamara Bozina) naziva
Uloga farmakogenomike u predvidanju nuspojava kardiovaskularnih lijekova (PGx-
CardioDrug). Istrazivanje je odobreno od strane eti¢kih povjerenstava Medicinskoga fakulteta
Sveucilista u Zagrebu i Klinickoga bolnickog centra Zagreb. Svi ispitanici su potpisali
informirani pristanak za dobrovoljno sudjelovanje u istrazivanju i1 prethodno su upoznati s

njegovim ciljevima.

Primarni uzorak je puna krv uzeta u spremnik s antikoagulantom KsEDTA. Sekundarni

uzorak je izdvojena DNA u epruveti s Tris-EDTA (TE) puferom.

3.2. 1zdvajanje DNA QlAamp® metodom

QlAamp® DNA Mini i QlIAamp DNA Blood Mini (QIAGEN, Hilden, Njemacka) su
komercijalni kompleti napravljeni za brzo i jednostavno izdvajanje oko 6 pg (to¢nije 3-12 pg)
genomske i mitohondrijske DNA iz 200 pL pune krvi. Ukoliko je potrebna veéa koli¢ina DNA,
izolacija se mozZe provesti i iz trombocitno-leukocitnoga medusloja (od engl. buffy coat).
Princip metode jest selektivna adsorbicija DNA na membranu kolone, dok ostali kontaminantni
prolaze kroz nju i uklanjaju se ispiranjem. Mectoda se sastoji od Cetiri koraka: lize, vezanja,
ispiranja i eluacije te ne obuhvaca fenol/kloroform ekstrakciju ni precipitaciju DNA s
alkoholom. Pogodna je za svjeze ili zamrznute uzorke pune krvi koja je izvadena u spremnik s
citratom, heparinom ili EDTA. Tako izolirana DNA bez proteina, nukleaza i drugih
kontaminanata ili inhibitora je pogodna za daljnju analizu PCR-om (QlAamp® DNA Mini and
Blood Mini Handbook, 2016, QIAGEN, Hilden, Njemacka).

Oprema:

e QlAamp® DNA (Blood) Mini komplet (QIAGEN, Hilden, Njemacka) koji sadrzi kolone i
sve potrebne reagense za postupak izdvajanja

e automatska pipeta s pripadaju¢im sterilnim nastavcima volumena 10 — 100 pL (Eppendorf,

Njemacka)
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e automatska pipeta s pripadaju¢im sterilnim nastavcima volumena 100 — 1000 pL
(Eppendorf, Njemacka)

e sterilne mikroepruvete volumena 1,5 i 2 mL (Eppendorf, Njemacka)

e vrtlozna mijesalica Biosan V-1 (Biosan, Latvija)

e mikrocentrifuga MiniSpin (Eppendorf, Njemacka)

e termostat Eppendorf ThemoStat C (Eppendorf, Njemacka)

Reagensi:
e QIAGEN proteaza (ili proteinaza K, ovisno o vrsti kompleta koji se koristi) i otapalo za

proteazu (od engl. protease solvent)
e etanol (96 — 100 %)
e pufer za lizu (AL pufer, od engl. lysis buffer)
e pufer zaispiranje 1 (AWL1 pufer, od engl. wash buffer 1)
e pufer za ispiranje 2 (AW?2 pufer, od engl. wash buffer 2)
e pufer za eluiranje (AE pufer, od engl. elution buffer) — TE (Tris-EDTA) pufer, pH 9.0

Priprema i pohrana reagensa:
Ukoliko se koristi Q1Aamp® DNA Blood Mini Kit (50), u vijalu koja sadrzi liofilizat
QIAGEN proteaze dodaje se 1,2 mL otapala, odnosno ako koristimo QlAamp® DNA Blood

Mini Kit (250), tada se u vijalu dodaje 5,5 otapala kako bi se liofilizat otopio. Tako
pripremljena proteaza ¢uva se na temperaturi 2 — 8 °C i stabilna je 12 mjeseci. QlAamp DNA
Mini 50 1 250 kitovi sadrze gotovu otopinu proteinaze K u obliku spremnom za koriStenje.
Proteinaza K je stabilna godinu dana na sobnoj temperaturi (15 — 25 °C) ili ¢ak i duze ako je
pohranjena na temperaturi 2 — 8 °C.

Pufer za lizu (AL pufer) je prije upotrebe potrebno protresti, dok je pufere za ispiranje
(AW1 1 AW2 pufer) prije prvog korisStenja potrebno razrijediti s odgovaraju¢om koli¢inom
etanola (96 — 100 %) prema uputama na bocici. Svi reagensi su stabilni godinu dana kada su

pohranjeni zatvoreni na sobnoj temperaturi (15 — 25 °C).
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Postupak izdvajanja DNA prema QlAamp® protokolu:

a) Liza stanica i deproteinizacija

Pipetirati 20 uL QIAGEN proteaze (ili proteinaze K) u mikroepruvetu volumena 1,5 mL.
Potom u istu mikroepruvetu dodati 200 pL uzorka (pune krvi). Dodati 200 uL AL pufera i
mijesati pomocu vrtlozne mijesalice 15 sekundi. Na taj se nacin uzorak i AL pufer
homogeniziraju ¢ime se osigurava $to ucinkovitija liza stanica. Inkubirati mikroepruvete 10
minuta pomocu termostata postavljenog na temperaturu od 56 °C. Kratko centifugirati
mikroepruvete kako bi se uklonile kapljice s unutrasnje strane poklopca. Dodati 200 pL etanola
(96 — 100 %) i sadrzaj epruvete ponovno pomijeSati pomocu vrtlozne mijesalice 15 sekundi.
Ponovno kratko centifugirati mikroepruvete kako bi se uklonile kapljice s unutrasnje strane

poklopca.
b) Vezanje DNA za kolonu

Smjesu iz mikroepruveta pazljivo prenijeti na QIAamp® Mini spin kolone, paziti kako
smjesa ne bi zaostala na rubu kolone. Kolone je potrebno staviti u ¢iste mikroepruvete
volumena 2 mL koje sluze za skupljanje filtrata nakon centrifugiranja. Zatvoriti kolone i
centrifugirati ih na 6.000g (8.000 okretaja u minuti) 1 minutu. Nakon centrifugiranja kolon
mora biti “prazna“, odnosno cijeli lizat mora pro¢i kroz nju u mikroepruvete za skupljanje

filtrata koje se potom bace.
c) Ispiranje kolona

Baciti mikroepruvete s filtratom i kolone staviti u nove ¢iste mikroepruvete volumena 2
mL. PaZljivo otvoriti kolone i dodati 500 pL AW1 pufera bez dodirivanja ruba. Zatvoriti kolone
i centrifugirati ih na 6.000g (8.000 okretaja u minuti) 1 minutu. Ponovno baciti mikroepruvete
s filtratom 1 kolone staviti u nove ¢iste mikroepruvete volumena 2 mL. Pazljivo otvoriti kolone
I dodati 500 puL AW2 pufera bez dodirivanja ruba. Zatvoriti kolone i centrifugirati ih na
20.000g (14000 okretaja u minuti) 3 minute. Baciti mikroepruvete s filtratom i kolone staviti u
Ciste mikroepruvete volumena 2 mL. Zatvoriti kolone i centrifugirati na 20.000g (14.000

okretaja u minuti) 1 minutu.
d) Eluiranje DNA s kolona

Ponovno baciti mikroepruvete s filtratom i kolone staviti u ¢iste mikroepruvete volumena

1,5 mL. Pazljivo ih otvoriti i dodati 200 puLL AE pufera. Inkubirati na sobnoj temperaturi
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(15 — 25°C) 1 minutu i potom centrifugirati na 6.000g (8.000 okretaja u minuti) 1 minutu.
Baciti kolone, a mikroepuvete s eluatom u kojima se nalazi izolirana DNA u AE puferu se
mogu odmah upotrijebiti za daljnje analize ili pohraniti na temperaturi 2 — 8°C. Po potrebi je
moguce provesti i dodatni eluacijski korak (s 200 pL AE pufera) ¢ime se povecava prinos DNA

za 15 %, medutim za ve¢inu uzoraka pune krvi dodatna eluacija nije potrebna.

Uzorak pune krvi

é Liza stanica

i

l? Vezanje

F.y DNA za

| &8 kolonu

= Ispiranje

3

[3 kolone s
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".‘."', puferom

“o4  Ispiranje

=

Iﬂ kolone s

v AW2
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_‘[j Eluiranje

13 DNA s

[ kolone

2
e

Izvojena ukupna DNA

Slika 3. Postupak izdvajanja DNA na QlAamp® centrifugiraju¢im kolonama (preuzeto i
prilagodeno prema QlAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook, 2016, QIAGEN,
Hilden, Njemacka).
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3.2.1. Mjerenje koncentracija i ¢istoée izdvojene DNA

Koncentracija i ¢isto¢a izdvojene DNA odreduju se spektrofotometrijski. Koncentracija
DNA odreduje se mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 260 nm (A260) pomocu
spektrofotometra i izracuna se prema nize navedenoj formuli. Izmjerena apsorbancija trebala
bi iznositi izmedu 0,1 1 1,0 kako bi mjerenje koncentracije bilo pouzdano i1 to¢no. A2s0 = 1,0

odgovara koncentraciji dvolanéane DNA od 50 pg/mL.

koncentracija DNA (ug/mL) = Azeo X 50 pg/mL

Cistocu izolirane DNA odredujemo mjerenjem apsorbancija pri valnim duljinama od 260
nm (Aze0) 1 280 nm (A2s0) pomocu spektrofotometra te izraCunavanjem njihovoga omjera
(A260/A280). Ako omjer Azeo/Azs0 iznosi 1,7 — 1,9, izolirana DNA je zadovoljavajuce Cistoce
(bez oneciSéenja proteinima) (QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook, 2016,
QIAGEN, Hilden, Njemacka).

Oprema. i regensi:

e spektrofotometar NanoDrop Lite (Thermo Scientific, SAD)

e automatska pipeta s pripadajuc¢im sterilnim nastavcima volumena 0,5 — 10 puL (Eppendorf,
Njemacka)

e vrtlozna mijeSalica Biosan V-1 (Biosan, Latvija)

e komercijalni TE pufer (QIAGEN, Hilden, Njemacka)

Postupak mjerenja koncentracija i &istoce izolirane DNA:

Pipetirati 1,5 pL. TE pufera na uredaj kako bi se spektrofotometar “postavio na nulu®.
Kapljica pufera se obrise stani¢evinom i potom se pipetira isti volumen uzorka DNA. Bitno je
prije pipetiranja uzorak homogenizirati pomoc¢u vrtlozne mijesalice. Uredaj za svaki uzorak
izmjeri koncentraciju i Cisto¢u. Nakon svake analize potrebno je kapljicu uzorka obrisati

stani¢evinom.
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3.3. Lan¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu

Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real-time polymerase chain
reaction) je metoda koja, kao i ,.klasi¢ni PCR, omogucuje U in vitro uvjetima umnozavanje
velikog broja specifi¢nih fragmenata DNA (veli¢ine oko 500 pb) iz malog broja molekula
kalupa prisutnih na poc¢etku reakcije. Metoda je poznatija i kao kvantitativni PCR (qPCR, od
engl. quantitative PCR) jer omogucéuje preciznu kvantifikaciju pocetne koli¢ine kalupa DNA.
PCR u stvarnom vremenu omogucuje kontinuirano pracenje umnozavanja (od engl.
amplification) u stvarnom vremenu, tj. dok se reakcija odvija, tijekom svakog ciklusa nastanak
PCR produkata mjeri se na temelju fluorescentnoga signala koji nastaje uporabom
fluorescentnih  boja ili  fluorescentno  obiljezenih  sondi  (Buckingham, 2019;

www.thermofisher.com). Metoda predstavlja mocan alat koji se danas primjenjuje za analizu

genske ekspresiju, detekciju mikroorganizama, genotipizaciju, detekciju SNP-ova i varijanti

broja kopija itd. (www.thermofisher.com).

Kod ,klasicnog®“ PCR-a nastali PCR produkti se najceS¢e detektiraju i
(polu)kvantificiraju elektroforezom na agaroznom gelu nakon zavrSenog procesa
umnozavanja, odnosno kada reakcija postigne plato fazu (od engl. endpoint analysis).
Nedostatak takve metode je nepouzdana kvantifikacija te smanjena osjetljivost, preciznost i
razlucivost. S druge strane qPCR ne zahtjeva obradu produkata nakon zavrsetka reakcije jer
prikuplja podatke, odnosno mjeri intenzitet fluorescentnoga signala na kraju svakog ciklusa
tijekom eksponencijalne faze ¢ime se dobivaju tocni i1 precizni podaci za pouzdanu
kvantifikaciju pocetne koli¢ine kalupa DNA. Ako se fragment od interesa uspjeSno umnozava,
tada se u reakcijskoj smjesi nakon svakog ciklusa biljezi fluorescentni signal €iji intenzitet raste

jer je intenzitet fluorescencije proporcionalan koli¢ini nastalih PCR produkata (Buckingham,

2019; www.thermofisher.com).

Svaka reakcijska smjesa za PCR sastoji se od DNA kalupa, odnosno molekule DNA ¢iji
se specifi¢ni fragment Zeli umnoziti, termostabilne Taq DNA polimeraze, Mg?* iona (kofaktor
DNA polimeraze), pufera, smjese Cetiri deoksiribonukleozid-trifosfata (dJATP, dCTP, dGTP i
dTTP) i specifi¢nog para pocetnica tj. ,,primera® (od engl. primers). Koncentracija svake
navedene komponentne reakcijske smjese utjeCe na uspjeSnost umnozavanja stoga je izrazito

bitno prije pocetka PCR-a optimirati uvjete reakcije (www.thermofisher.com).

Svaki ciklus lancane reakcije polimeraze se sastoji od tri koraka koji se odvijaju pri

odredenim uvjetima temperature i trajanja: razdavajanje lanaca molekule DNA tj. denaturacija
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(od engl. denaturation), vezanje pocenica na lance DNA kalupa tj. sparivanje pocetnica (od

engl. annealing) i produljenje lanaca tj. ekstenzija (od engl. extension).

Reakcija zapocinje zagrijavanjem reakcijske smjese na visoku temperaturu (94 — 96°C)
Sto uzrokuje denaturaciju, odnosno razdvajanje lanaca DNA kalupa. Bitno je napomenuti kako
se prije prvoga ciklusa odvija faza inicijacije u kojoj se kalup, odnosno genomska DNA dulje
zagrijava na temperaturi 94 — 96°C kako bi se osigurala potpuna denaturacija s obzirom na
veli¢inu pocetne molekule DNA. Temperatura se potom snizuje na 50 — 70°C kako bi se
omogucilo vezanje pocetnica za komplementarne slijedove na lancima DNA kalupa. Pocetnice
su kemijski sintetizirani jednolancani oligonukleotidi duljine od 20 do 30 nukleotida. Za
umnozavanje ciljnog fragmenta potreban je specifi¢an par pocetnica — uzvodna (od engl.
forward) i nizvodna (od engl. reverse). Svaka se pocetnica veze za komplementarnu sekvencu
na 3' kraju jednog lanca DNA kalupa i na taj na¢in omeduju podruc¢je DNA koje se zeli
umnoziti. Temperatura pri kojoj dolazi do njihovoga vezanja je specifi¢na za svaki par
pocetnica i ovisi o njihovoj duljini, sastavu (udjelu GC baznih parova) i koncentraciji Na* iona
u smjesi. U zadnjem koraku ciklusa reakcijska smjesa se ponovno zagrijava na temperaturu 70
— 75°C jer je to optimalna temperatura za djelovanje termostabilnog enzima Tag DNA
polimeraze koja produljuje hibridizirane pocetnice dodavanjem odgovaraju¢ih dNTP-ova u
smjeru 5' > 3'i na taj nacin dolazi do sinteze novog lanca koji je komplementaran kalupu. Tako
opisan ciklus ponavlja se 25 — 45 puta. Tijekom svakog ciklusa broj DNA molekula se
udvostrucuje, odnosno iz jedne molekule DNA nakon n broj ciklusa teorijski nastaje 2"
identi¢nih kopija (Buckingham, 2019; Cooper i sur., 2010).

Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu se provodi na isti nacin kao Sto je
opisano u prethodnom paragrafu, jedino se u reakcijsku smjesu dodaje fluorescentna boja koja
se veze za dvolan¢ane DNA molekule (poput SYBR Green boje) ili sonde koje se vezu za
specificno mjesto na molekuli DNA i na sebi imaju vezanu fluorescentnu boju (fluoroforu).
Jedan od najées¢ih nacina detekcije PCR produkata je uporaba TagMan® sondi (od engl.
probes). To su kratki jednolancani oligonukleotidi koji su komplementarni slijedu nukleotida
unutar sekvence DNA koja se umnozava i za nju se vezu istovremeno s poc¢etnicama tijekom
annealing faze. Na 5' kraju sonde kovalentno je vezana reporterska fluorescentna boja (R, od
engl. reporter) poput VIC® ili FAM®, dok se na suprotnom 3' kraju nalazi neka druga
fluorescentna boja ili nefluorescentna molekula koja se naziva prigusiva¢ (Q, od engl.
quencher) . Kada se sonde nalaze nehibridizirane u reakcijskoj smjesi ili kada se hibridiziraju

za ciljnu sekvencu izmedu veznih mjesta pocetnica, uredaj ne detektira fluorescenciju jer dolazi
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do pojave prijenosa energije fluorescentnom rezonancijom (FRET, od engl. fluorescence
resonance energy transfer) s reporterske fluorofore na prigusivac. Reakcijska smjesa je tijekom
cijelog umnozavanja obasjana zrakom svjetlosti specificne valne duljine koja ekscitira
reportersku fluoroforu koja prilikom povratka u osnovno stanje fluorescira, odnosno emitira
svjetlost ve¢e valne duljine. Bududéi da se reporterska boja i prigusivac nalaze u neposrednoj
blizini, prigusivac “utiSa“ fluorescenciju reportera zbog cega se fluorescencija ne detektira u
reakcijskoj otopini. Osim §to sintetizira novi lanac produljenjem pocetnica, Taq polimeraza
ima i 5' > 3' egzonukleaznu aktivnost zbog toga razgradi, odnosno hidrolizira sonde kada
tijekom elongacije “dode* do njih. Zato se TagMan® sonde u literaturi zovu hidrolizirajue
sonde. Kada dode do razgradnje sondi, reporterska fluorofora i prigusivac se vise ne nalaze u
neposrednoj blizini zbog ¢ega prigusivac vise ne “utiSava® fluorescenciju reportera te uredaj
detektira fluorescenciju. Intenzitet fluorescencije koju uredaj mjeri tijekom svakog ciklusa je
proprocionalna koli¢ini nastalih PCR produkata i raste sa svakim ciklusom (Buckingham,

2019; www.thermofisher.com).

3.3.1. Genotipizacija polimorfizama CES1 rs2244613 i rs8192935

Za genotipizaciju istrazivanih polimorfizama CES1 (rs2244613 i rs8192935) primjenjuje
se TagMan® metoda lan¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu koja omoguéava
umnoZavanje fragmenta DNA koji sadrZi istrazivani alel i detekciju SNP-ova. Svaki TagMan®
Predesigned SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, SAD)
sadrzi specifiCan par neobiljeZenih pocetnica i dvije fluorescentno obiljezene TagMan® sonde.
Jedna sonda je komplementarna alelu divljeg tipa (wt, od engl. wild type), dok je druga
komplementarna varijantnom tipu alela (mut, od engl. mutant). Nadalje, jedna sonda na svom
5' kraju ima VIC®, a druga FAM® boju. Tijekom PCR reakcije dolazi do umnozavanja
fragmenta DNA koji sadrzi istraZivani alel i, ako osoba sadrzi oba alela divljeg tipa, uredaj ¢e
tijekom cijelog PCR-a detektirati samo fluorescenciju sonde koja se veze za divlji tip. S druge
strane, ako osoba sadrzi oba varijantna alela, biljezit ¢e se samo fluorescencija sonde koja se
veze za varijantni alel. U oba slucaja sonda koja nije komplementarna alelu se nece vezati za
njega inece biti razgradena zbog cega njezin fluorescentni signal nece biti detektiran. Medutim,
ako osoba istovremeno sadrzi alel divljeg tipa i1 varijantni alel, tada ¢e uredaj detektirati

fluorescenciju obje sonde.
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Za analizu svakog pojedinog polimorfizma koristen je odgovaraju¢i TagMan®

Predesigned SNP Genotyping Assay (Tablica 4.).

Oprema:

uredaj za PCR u stvarnom vremenu: 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, SAD)

automatska pipeta s pripadajucim sterilnim nastavcima volumena 0,5 — 10 pL (Eppendorf,
Njemacka)

automatska pipeta s pripadajuéim sterilnim nastavcima volumena 10 — 100 uL (Eppendorf,
Njemacka)

sterilna mikroepruveta volumena 1,5 mL (Eppendorf, Njemacka)

vrtlozna mijesSalica Biosan V-1 (Biosan, Latvija)

mikrocentrifuga MiniSpin (Eppendorf, Njemacka)

mikroepruvete volumena 0,2 mL s poklopcima (Applied Biosystems, SAD)

mikrotitarske ploCice (Applied Biosystems, SAD)

stalak za mikrotitarske plocice ili ,,strip* mikroepruvete

opticka pokrovna folija za mikrotitarske plocice (Applied Biosystems, SAD)

centrifuga za mikrotitarske ploc¢ice Eppendorf Centrifuge 58 10R (Eppendorf, Njemacka)

Reagensi:

TagMan ® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
SAD)

TagMan® Predesigned SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, SAD)

sterilna destilirana voda za PCR

Tablica 4. Pregled istrazivanih polimorfizama TagMan® metodom.

Oznaka TagMan®
. . Nukleotidna Predesigned SNP . Reporterska
Gen polimorfizma . . Nukleotid
promjena Genotyping Assay fluorofora
(dbSNP) D
A (wt) VIC®
CES1 rs2244613 €.1168-33A>C  C__11290377_10
C (mut) FAM®
T (wt) VIC®
CES1 rs8192935 c.257+885T>C  C__26935203_10
C (mut) FAM®
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Postupak:

Pripremiti reagense prema uputama proizvodaca, lagano ih promijesati par sekundi na
vrtloznoj mijeSalici i kratko centrifugirati u mikrocentrifugi kako bi se sadrzaj spustio na dno
epruvete. Potom pripremiti reakcijske smjese za PCR za oba istrazivana polimorfizma prema
uputama proizvodaca,u dvije sterilne mikroepruvete volumena 1,5 mL pipetira zadani volumen
TagMan® Universal PCR Master Mix-a i odgovarajuéeg TagMan® SNP Genotyping Assay-a
(Tablica 5.). Mikroepruvetu lagano protrest rukom i kratko centifugirati na mikrocentrifugi. Na
stalak postaviti ,,stripove® mikroepruveta volumena 0,2 mL u kojima se rade razrjedenja
izdvojenih DNA u omjeru 1:10 kako bi kona¢na koli¢ina DNA u reakcijskoj smjesi bila 1 — 20
ng. Nakon obiljeZavanja mikroepruveta, u svaku se najprije otpipetira 30 pL sterilne destilirane
vode za PCR i potom 3 pL odgovarajuce otopine DNA. Prije pipetiranja svaki uzorak DNA je
potrebno kratko promijesati na vrtloznoj mijesalici i ukoliko je potrebno, uzorak se moze
kratko centrifugirati na mikrocentrifugi kako bi se sadrzaj spustio na dno epruvete zbog lakseg
pipetiranja. U svaku predvidenu jazicu mikrotitarske ploCice pipetirati 13,75 pL reakcijske
smjese i 11,25 uL razrjedenja DNA. Za svaki istrazivani polimorfizam potrebno je napraviti
negativnu i pozitivnu kontrolu. Kontrole se pripremaju na isti nacin kao i uzorci, jedino se u
negativnu kontrolu umjesto DNA dodaje 11,25 uL destilirane vode, a u pozitivhu 11,25 pL
kontrolne DNA poznatog genotipa. Jedna pozitivna kontrola odgovara divljem tipu (wt, od
engl. wild type), a druga varijantnom tipu (het, od engl. heterozygous ili mut, od engl. mutant).
Mikrotitarska ploc€ica se potom pokrije optickom folijom i centrifugira u centrifugi za
mikrotitarske ploCice 5 sekundi pri 3000 okretaja u minuti. Ploc¢ica se stavi u ABI 7500 Real-
Time PCR System uredaj te se pokrene odgovarajuéi program. Uvjeti PCR reakcije izvedeni
su iz uputa proizvodaca (Tablica 6.). Prije same analize na programu je potrebno imenovati

uzorke u jaZicama.
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Tablica 5. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju polimorfizama CES1
(rs2244613 i rs8192935) TagMan® metodom.

Sastojci reakcijske smjese za PCR Volumen (pL)*
TagMan® Universal PCR Master Mix (1x) 12,5
TagMan® SNP Genotyping Assay (1x) 1,25
razrijedenje DNA (1-20 ng) 11,25
Ukupni volumen reakcijske smjese: 25 pL

* Navedeni volumeni odgovaraju reakcijskoj smjesi za analizu jednog uzorka. Prilikom
genotipizacije viSe uzoraka, volumen svakog sastojka je potrebno pomnoziti s brojem uzoraka

koji se analiziraju (ukljucujuci i kontrole).

Tablica 6. Uvjeti za genotipizaciju polimorfizama CES1 (rs2244613 i rs8192935) na ABI
7500 Real-Time PCR System uredaju.

PCR

Pre-PCR o (denaturacija i Post-PCR

Inicijacija L

Read amplifikacija) Read

50 ciklusa

Temperatura i 50°C, 2' 95°C, 15"
o 60°C, 1' 60°C, 1'

trajanje faze 95°C, 10' 60°C, 1'

Interpretacija rezultata:

Nakon zavrSetka PCR-a racunalni program 7500 Software verzija 2.3 (Applied
Biosystems, SAD) analizira detektirane fluorescentne signale metodom alelne diskriminacije.
Na temelju izmjerene fluorescencije u svakoj jazici, program odredi genotip svakog uzorka i
rezultate prikazuje u obliku dijagrama rasprSenja (od engl. scatter plot), to¢nije dijagrama
alelne diskriminacije (od engl. allelic discrimination plot) (Slika 4.). X-o0s predstavlja intenzitet
fluorescencije jedne fluorofore (npr. VIC®), a y-os intenzitet fluorescencije druge fluorofore

(npr. FAM®), tj. svaka os predstavlja jedan istrazivani tip alela (divlji ili varijantni). Svaki
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uzorak je prikazan kao jedna tocka, a sve tocke su grupirane u tri odvojene skupine. Skupine

kojima pripadaju uzorci u kojih je detektirana samo jedna fluorescentna boja (ili VIC® ili

FAM®) predstavljaju homozigote, dok skupina u koje su detektirane obje fluorofore (i VIC® i

FAM®) predstavlja heterozigote. Na taj na¢in mozemo razluditi tri genotipa — homozigot alela

divljeg tipa, heterozigot i homozigot varijantnog alela. Negativne kontrole se na dijagramu

prikazuju kao crni kvadrati¢i smjeSteni blizu ishodiSta. Takoder, za svaki uzorak program izradi

i amplifikacijsku krivulju (od engl. amplification plot) koja prikazuje ovisnost intenziteta

izmjerene fluorescencije o broju ciklusa iz koje se lako uo€ava porast odredene fluorofore, t;.

fluorofora na temelju ¢ega se odreduje genotip (Slika 5. i 6.).
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Slika 4. Dijagram alelne diskriminacije za polimorfizam CES1 rs8192935. Plave tocke
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predstavljaju homozigotne nositelje alela divljeg tipa (wt), zelene tocke heterozigote, a crvene

tocke homozigotne nositelje varijantnog alela (mut). Crni kvadrat smjesten kod ishodista

predstavlja negativnu kontrolu, a znak X uzorke neodredenog genotipa.
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Slika 5. Detekcija samo jednog fluorescentnog signala (VIC® (lijevo) ili FAM® (desno))
ukazuje na homozigotni genotip. Prikaz amplifikacijskih krivulja za polimorfizam CES1

rs2244613 — lijeva krivulja prikazuje A/A (wt) genotip, a desna C/C (mut) genotip.

Multicomponent Plot

P
M Fae WM ROX WM VIC

Slika 6. Detekcija oba fluorescentna signala (i VIC® i FAM®) ukazuje na heterozigotni

genotip. Prikaz amplifikacijske krivulje za polimorfizam CES1 rs2244613 koja prikazuje A/C

genotip.
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3.4. Analiza negenetickih ¢imbenika

Negeneticki ¢imbenici ispitanika su prikupljeni iz bolnickog informacijskog sustava.
Prikupljeni su sljede¢i podaci kao moguci rizi¢ni ¢imbenici: spol, dob, doza dabigatrana, BMI
(indeks tjelesne mase, od engl. body mass index), hipertenzija, bubrezna bolest, bolest jetre,
prethodni tromboembolijski dogadaj, Se¢erna bolest, kongestivno zatajenje srca, krvozilna
bolest, hipotireoza, hipertireoza, primjena drugih antikoagulansa ili NSAID u terapiji kao i
primjena konkomitantne terapije koja povecava rizik od krvarenja ili tromboembolijskih

dogadaja.

Vecina negenetickih ¢imbenika, ¢iju smo povezanost analizirali, su rizi¢ni ¢cimbenici Koji
¢ine sastavni dio bodovnih sustava (od engl. score) CHA2DS2-VASc koji se koristi za procjenu
rizika mozdanog udara i tromboembolije u pacijenata s fibrilacijom atrija, i HAS-BLED Kkoji
se koristi za procjenu rizika od velikog krvarenja u pacijenata s fibrilacijom atrija na
antikoagulantnoj terapiji (Lip i sur., 2010; Pisters i sur., 2010). Imena bodovnih sustava
predstavljaju akronim rizi¢nih ¢imbenika te je svaki rizi¢ni ¢cimbenik vrednovan s 1 ili 2 boda
(Tablica 7.). Prema smjernicama Europskoga kardioloSkog drustva CHA2DS2-VASc zbroj 0 u
muskaraca, odnosno 1 u zena upucuje na nizak rizik, zbroj 1 u muskaraca na umjeren rizik te

zbroj > 2 na visok rizik od tromboembolijskog dogadaja. S druge strane, HAS-BLED zbroj 0

— 2 upucuje na nizak rizik, a zbroj > 3 na visok rizik od krvarenja (www. academic.oup.com).

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije prekomjerna tjelesna masa je
definirana kao BMI izmedu 25 i 29,9 kg/m?, a pretilost kao BMI ve¢i ili jednak od 30 kg/m?.

U osoba s pozeljnom tjelesnom masom BMI iznosi 18,5 — 24,9 kg/m? (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Tablica 7. Rizi¢ni ¢imbenici za mozdani udar i koji ¢ine bodovne sustave CHA2DS2-VASC i
HAS-BLED (Lip i sur., 2010; Pisters i sur., 2010).

Cimbenik rizika Bodovi Klini¢ka znacajka Bodovi
Kongestivn jenj . ..
C ongestivno zatajenje 1 H Hipertenzija 1
srca
. " P ¢ zna ili -
H Hipertenzija 1 A Oremecena bUbr?.Zna H 1ili2
jetrena funkcija
A Dob > 75 godina 2 S Mozdani udar 1
D Diabetes mellitus 1 B Krvarenje 1
S Mozdani udar/TIA/TE 2 L Nestabilni INR 1
\4 Krvozilna bolest 1 E | Starijadob (> 65 godina) 1
Konkomitantna primjena
drugih lijekova koji
i cavaju rizik od -
A Dob 65 — 74 godine 1 D poveeavajil fIzIx o€ 1 1 ili 2
krvarenja (antiagregacijski
lijekovi ili NSAID) ili
alkohola
S Spol (Zenski spol) 1
Najveci moguci zbroj bodova 9 Najveci moguci zbroj bodova 9

CHA:DS,-VASc (od engl. Congestive heart failure, Hypertension, Age > 75 years, Diabetes
mellitus, Stroke, Vascular disease, Age 65-74 years, Sex category (female gender)); HAS-BLED
(od engl. Hypertension, Abnormal renal or liver function, Stroke, Bleeding history or
predisposition, Labile INR, Elderly (> 65 years), Drugs or alcohol concomitantly); INR —
internacionalni normalizirani omjer; NSAID - nesteroidni protuupalni lijek (od engl.
nonsteroidal anti-inflammatory drug); TIA — tranzitorna ishemijska ataka; TE — tromboembolija

3.5. Analiza interakcija lijek-lijek

Za istrazivanje mogucih klini¢ki znacajnih interakcija dabigatrana i drugih lijekova u
terapiji primijenjena je Lexicomp® baza podataka (Lexicomp® Clinical Decision Support

System, Wolters Kluwer, Nizozemska) (www.wolterskluwer.com).

3.6. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka upotrijebljen je RStudio programski jezik za statisti¢ko

raunanje, verzija: 2023.06.2+561. Normalnost razdiobe ispitana je Shapiro-Wilkovim testom.
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Numericke varijable poput dobi, indeksa tjelesne mase (BMI, od engl. body mass index) te
CHA:2DS2-VASc i HAS-BLED zbrojeva iskazane su kao artimeti¢ka sredina (standardna
devijacija) ili medijan (interkvartilni raspon) ovisno o tome prate li normalnu razdiobu ili ne.

Kategoricke varijable prikazane su kao apsolutna i relativna frekvencija (u obliku razlomka).

Moguce odstupanje ucestalosti alela istrazivanih polimorfizama od Hardy-Weinbergove

ravnoteze ispitano je x2 (hi-kvadrat) testom.

Povezanost polimorfizama i negenetickih rizi¢nih ¢imbenika s rizikom od krvarenja ili
tromboembolijskoga dogadaja ispitana je Fisherovim egzaktnim testom. Iznimno je prisutnost
razlike u ucestalosti alela izmedu skupine kod koje je doslo do krvarenja 1 skupine kod koje
nije doslo do krvarenja ispitana y2 testom. Razina statisticke znacajnosti u svim je analizama
iznosila 0,05. Rezultati su prikazani u obliku omjera izgleda (OR, od engl. odds ratio), 95 %-

tnog intervala pouzdanosti (Cl, od engl. confidence interval) i p-vrijednosti.

Za analizu povezanosti polimorfizama s klini¢kim ishodima terapije koriStena su Cetiri
genetiCka modela: aditivni, dominantni, recesivni i heterozigotni. Aditivni geneticki model
usporeduje sva tri genotipa medusobno: homozigotni nositelji alela divljeg tipa vs. heterozigoti
vs. homozigotni nositelji varijantnog alela. Takav model pretpostavlja kako se rizik od
nezeljenih u¢inaka povecava s brojem varijantnih alela. Ako heterozigoti (koji imaju jedan
varijantni alel) imaju r puta veci rizik od nezeljenih u¢inaka u odnosu na homozigotne nositelje
alela divljeg tipa, tada homozigotni nositelji varijantnog alela (koji imaju dva varijantna alela)
imaju dva put ve¢i (2r) rizik u odnosu na homozigotne nositelje alela divljeg tipa. Dominantnim
genetickim modelom usporeduju se nositelji (ispitanici s jednim ili oba varijantna alela) i
nenositelji varijantnog alela te takav model pretpostavlja kako prisutnost barem jednog
varijantnog alela povecava rizik od nezeljenih ucinaka, dok heterozigoti 1 homozigotni nositelji
varijantnog alela imaju jednaku $ansu razvoja nezeljenih ucinaka koja je veca u odnosu na
homozigotne nositelje alela divljeg tipa. Recesivnim modelom usporeduju se homozignotni
nositelji varijantnog alela (ispitanici s dva varijantna alela) i ispitanici s jednim varijantnim
alelom ili bez varijantnog alela te takav model pretpostavlja kako samo prisutnost oba varijanta
alela povecava rizik od nezeljenih ucinaka. Heterozigotnim modelom usporeduju se
heterozigoti i homozigoti (to¢nije homozigotni nositelji varijantnog alela i homozigotni
nositelji alela divljeg tipa). Takav model pretpostavlja kako heterozigotni nositelji varijantnog
alela imaju povecan rizik od razvoja nezeljenih ucinaka u odnosu na homozigote (Horita 1

Kaneko, 2015; Lewis, 2002).
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4. REZULTATI
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4.1. Demografska i klini¢ka obiljezja ispitanika

U istrazivanje je ukupno ukljuc¢eno 96 pacijenata, 41 Zena i 55 muskaraca, razli¢itih
dijagnoza u dobi od 21 do 93 godine na terapiji dabigatraneteksilatom. Medutim, u kona¢nu
statistiCku analizu ukljuc¢eno je 90 pacijenata, odnosno Sest pacijenata je iskljuceno na temelju
isklju¢nih kriterija poput terapije kra¢e od tri mjeseca, pojave krvarenja prije uvodenja
dabigatrana u terapiju ili nedostatka podataka. Uzorci i klini¢ki podatci su preliminarni rezultati
veée studije prikupljani i analizirani razdoblju od sijecnja 2021. do kolovoza 2023. godine. Kao
klinicki ishod terapije promatrana je pojava krvarenja ili tromboembolijskih dogadaja.
Demografski i klinicki podaci svih ispitanika prikupljeni su na temelju njihovih medicinskih

dokumentacija i prikazani su u Tablici 8.

U vecine ispitanika je primjenjivana standardna doza od 150 mg (dva puta dnevno) ili
manja doza od 110 mg (dva puta dnevno) s udjelima 58/85 i 27/85. Iznimno je u dva ispitanika
primijenjena prilagodena doza: jedan je ispitanik uzimao dozu od 75 mg (dva puta dnevno), a

drugi dozu od 110 mg (dva puta dnevno) uz pauzu svaki treci dan.

Od rizi¢nih ¢imbenika najzastupljeniji su BMI > 25 kg/m? (56/69), drugi lijek Kkoji
povecava rizik od krvarenja u terapiji (69/89), dob > 65 godina (62/90), hipertezija (57/89) i
prethodni tromboembolijski dogadaj (45/89).

Krvarenje se pojavilo u 27 pacijenata (27/90): anemija je zabiljezena u 11 pacijenata
(11/27), gastrointestinalna krvarenja u 11 pacijenata (11/27), epistaksa u tri pacijenata (3/27),
hematomi u pet pacijenata (5/27), predoziranje u sedam pacijenata (7/27), krvarenje desni u

jednog pacijenata (1/27) i vaginalno krvarenje u jedne pacijentice (1/27).

Tromboembolijski dogadaj je zabiljezen u osam pacijenata (8/90). Medu prijavljenim
tromboembolijskim dogadajima su cerebrovaskularni inzult, duboka venska tromboza i

ishemija donjih ekstremiteta.
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Tablica 8. Demografska i klini¢ka obiljezja svih ispitanika.

DEMOGRAFSKA I KLINICKA OBILJEZJA (N = 90)

Dob [medijan (IQR)]

BMI, kg/m? [x (SD)]
CHA2DS2-VASc [medijan (IQR)]
HAS-BLED [medijan (IQR)]
Spol — Zene / muskarci [N (udio)]

Doza — 110 mg bid / 150 mg bid [N (udio)]

69 (62— 78)
29 (25,8 - 31,9)

4(3-6)
3(2-4)

38 (38/90) / 52 (52/90)
27 (27/85) / 58 (58/85)

W

W

RIZICNI CIMBENICI

Hipertenzija [N (udio)]

BubrezZna bolest [N (udio)]

Bolest jetre [N (udio)]

Prethodni tromboembolijski dogadaj [N (udio)]
Dob > 65 godina [N (udio)]

Dob > 75 godina [N (udio)]

Drugi antikoagulans ili NSAID u terapiji [N (udio)]
Drugi lijek koji poveéava rizik od krvarenja u
terapiji [N (udio)]
Drugi  lijek  koji  povecava  rizik  od
tromboembolijskih dogadaja u terapiji [N (udio)]
Diabetes mellitus [N (udio)]

Kongestivno zatajenje srca [N (udio)]

Krvozilna bolest [N (udio)]

Hipotireoza [N (udio)]

Hipertireoza [N (udio)]

BMI > 25 kg/m? [N (udio)]

57 (57/89)
25 (25/83)
8 (8/89)
45 (45/89)
62 (62/90)
29 (29/90)
12 (12/89)

69 (69/89)

32 (32/89)

16 (16/89)
12 (12/89)
38 (38/89)
10 (10/89)
2 (2/89)
56 (56/69)

bid — dvaput dnevno; BMI — indeks tjelesne mase; IQR — interkvartilni raspon; N — broj

ispitanika; SD — standardna devijacija; X — aritmeticka sredina
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4.2. Povezanost polimorfizama CESL1 s krvarenjem i tromboembolijom

Povezanost polimorfizma CES1 rs2244613 s klinickim ishodima nije bilo moguce ispitati

s obzirom da ucestalost alela tog polimorfizma odstupa od Hardy-Weinbergove ravnoteze.

Povezanost polimorfizma CES1 rs8192935 s klini¢kim ishodima terapije ispitana je
putem Cetiri geneticka modela: aditivnog, dominantnog, recesivnog i heterozigotnog. Rezultati
raspodjele pacijenata prema genotipovima te analize povezanosti polimorfizma i rizika od
nezeljenih u¢inaka prikazani su u Tablici 9.1 10., dok je u Tablici 11. prikazana ucestalost alela
polimorfizma CES1 rs8192935 te rezultati ispitivanja prisutnosti razlike u ucestalosti alela
izmedu skupine ispitanika kod koje je opaZen 1 skupine kod koje nije opaZen nezeljeni klinicki
ishod. Analiza povezanosti nije dokazala povezanost polimorfizma CES1 rs8192935 s rizikom

od krvarenja, odnosno tromboembolijskog dogadaja niti u jednom od ¢etiri geneti¢ka modela.

Neravnoteza vezanosti (LD) istrazivanih polimorfizama ispitana je pomoc¢u LDpair alata

Nacionalnih instituta za zdravlje (www.ldlink.nih.gov). lako su oba polimorfizma u

neravnoteznoj vezi, utjecaj haplotipova na klinicke ishode terapije nije mogao biti ispitan

buduéi da je polimorfizam CES1 rs2244613 odstupao od Hardy-Weinbergove ravnoteze.

4.3. Povezanost negenetickih ¢imbenika s krvarenjem i tromboembolijom

Negeneticki ¢imbenici ¢iji je potencijalni utjecaj ispitan su: spol, doza dabigatrana,
prekomjerna tjelesna masa ili pretilost (definirana kao BMI > 25 kg/m?), hipertenzija
(definirana kao sistolicki arterijski tlak > 160 mmHg), oSte¢ena bubrezna funkcija (definirana
kao eGFR < 60 mL/min/1,73m? izraunat prema CKD-EPI jednadzbi ili koncentracija
kreatinina u serumu > 109 umol/L), prethodni tromboembolijski dogadaj (tromboembolija,
mozdani udar ili tranzitorna ishemijska ataka), starija zivotna dob (> 65, odnosno > 75 godina),
konkomitantna primjena drugog antikoagulansa, inhibitora agregacije trombocita ili
nesteroidnog protuupalnog lijeka, interakcije dabigatrana s drugim lijekovima koji potencijalno
povecavaju rizik od krvarenja ili tromboembolijskog dogadaja, dijabetes, kongestivno

zatajenje srca, krvozilna bolest, hipotireoza i hipertireoza.

Rezultati analize povezanosti negenetickih ¢imbenika s rizikom od neZeljenih uc¢inaka
prikazani su u Tablici 12. Debljim tiskom (od engl. bold) oznacene su vrijednosti kod kojih je

dosegnuta razina znacajnosti.
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Pozitivna povezanost s rizikom od krvarenja je vidljiva sa Zzenskim spolom, nizom dozom

lijeka (110 mg) i bubreznom bolesti, a negativna povezanost s interakcijama lijek-lijek koje

povecavaju rizik od tromboembolijskog dogadaja. Nije vidljiva povezanost niti jednog

negenetiCkog ¢imbenika s rizikom od tromboembolijskih dogadaja.

Tablica 9. Broj i udio pacijenata prema genotipu CES1 rs8192935.

Polimorfizam _ Broj i udio Pacijenti (N) s
Genotip B )
(dbSNP) pacijenata krvarenjem/TE
. TT 7 (7/90) 3/0
X
® =
(o) T o]
S CT 47 (47/90) 13/3
" +
0 I~
¢
N
= cC 36 (36/90) 11/5
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Tablica 10. Povezanost polimorfizma CES1 rs8192935 s rizikom od krvarenja, odnosno tromboembolijskog dogadaja.

Polimorfizam

Testirani geneticki model

Rizik od krvarenja

Rizik od tromboembolijskog

dogadaja

(dbSNP) OR OR
(95% CI) p-vrijednost* (95% CI) p-vrijednost*
TT "
Aditivni (korg;"'a) 0,52 (0,08 — 4,01) 0,649 (0,06 — co) 0,347
cC 0,59 (0,08 — 4,75) 0
o A TT
& i Dominantni kontrol 0,95 0,424 i 1,000
Q = ominantni (kontrola) (0,09  4,01) : (0.13 o) ,
= % CT+CC
28 TT+CT
S . 1,04 2,71
= Recesivni (kontrola) ’ 1,000 ’ 0,259
7-2,87 49 — 18,67
cC 0,3 87) (0,49 - 18,67)
TT+CC
. 0,79 0,52
Heterozigotni (kontrola) ’ 0,651 ’ 0,472
29-2,1 -2
cT (0,29 — 2,15) (0,08 —2,89)

* Fisherov egzaktni test

LS
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Tablica 11. Ucestalost alela polimorfizma CES1 rs8192935 u istrazivanom uzorku i rezultati ispitivanja prisutnosti razlike u ucestalosti alela

izmedu skupine ispitanika kod koje je doslo i skupine kod koje nije doslo do nezeljenog klinickog ishoda.

o Ispitanici u L o
Ispitanici u Koiih niie Ispitanici u Ispitanici u
ne | Sviispitanici  kojihjedoslo ;élo d{) K2t kojihjedoslodo  kojih nijedoslo
(N = 90) do krvarenja krvarenja p-vrijednost* TE do TE PV
N = 27 N = N =81
(N=27) (N =63) (N=8) (N =81)
T 61 (33,9 %) 19 (35,2 %) 42 (33,3 %) 0.058: 3 (18,75 %) 58 (35,4 %)
0,810 0,269
C 119 (66,1 %) 35 (64,8 %) 84 (66,7 %) 13 (81,25 %) 106 (64,6 %)
* %2 test

+ Fisherov egzaktni test
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Tablica 12. Povezanost negenetickih rizicnih ¢imbenika s rizikom od krvarenja, odnosno tromboembolijskih dogadaja.

Cimbenik rizika

Rizik od krvarenja

OR (95 % ClI)

p-vrijednost*

Rizik od tromboembolijskog dogadaja

OR (95 % ClI)

p-vrijednost*

Zenski spol
Doza 110 mg
BMI > 25 kg/m?
Hipertenzija
Bubrezna bolest
Bolest jetre
Preboljeni tromboembolijski dogadaj
Dob > 65 godina
Dob > 75 godina
Drugi antikoagulans ili NSAID u
terapiji
DDI koji povec¢ava rizik od krvarenja

DDI koji povecava rizik od
tromboembolijskog dogadaja

Diabetes mellitus
Kongestivno zatajenje srca
Krvozilna bolest
Hipotireoza
Hipertireoza

3,35 (1,21 — 9,78)
3,02 (1,01 - 9,22)
1,22 (0,26 — 7,80)
0,68 (0,24 — 1,96)

4,07 (1,34 - 12,82)
0,79 (0,07 — 4,86)
0,97 (0,35 — 2,67)
2,51 (0,78 — 9,64)
2,69 (0,95 7,76)

0,78 (0,13 - 3,53)
0,40 (0,13 — 1,31)
0,23 (0,05 - 0,79)

2,19 (0,60 — 7,71)
1,89 (0,42 — 7,83)
0,49 (0,16 — 1,41)
0,58 (0,06 — 3,20)
0,00 (0,00 — 13,00)

0,011
0,037
1,000
0,471
0,008
1,000
1,000
0,136
0,049

1,000
0,097
0,014

0,224
0,322
0,165
0,717
1,000

0,81 (0,12 — 4,47)
4,09 (0,72 - 28,61)
1,43 (0,15 — 71,66)
1,75 (0,29 — 18,84)
0,00 (0,00 — 1,29)
0,00 (0,00 — 6,55)
7,77 (0,93 — 364,44)
3,40 (0,40 — 160,40)
1,29 (0,19 - 7,21)

2,34 (0,20 — 15,68)
0,45 (0,08 — 3,17)
3,28 (0,59 — 22,74)

1,59 (0,14 — 10,15)
0,00 (0,00 — 3,89)
1,38 (0,24 — 7,95)
2,99 (0,25 — 20,94)
0,00 (0,00 — 56,64)

1,000
0,103
1,000
0,706
0,098
1,000
0,058
0,427
0,709

0,294
0,372
0,130

0,631
0,591
0,719
0,220
1,000

BMI — indeks tjelesne mase (od engl. body mass index); DDI — interakcije lijek-lijek (od engl. drug-drug interactions); NSAID — nesteroidni
protuupalni lijek (od engl. nonsteroidal anti-inflammatory drug); * Fisherov egzaktni test



SPOL (MUSKI VS ZENSKI)

PREBOLJENI TE —_—
KRVOZILNA BOLEST ——
HIPOTIREOZA

HIPERTIREOZA]  + : .
HIPERTENZIJA ———

DRUGI ANTIKOAGULANS

DOZA (150 mg VS 110 mg)

DOB >75 =f ,

DOB 265 - '

DIJABETES et - i
DDI ZA NEUCINKOVITOST{ ~ re—i

DDI ZA KRVARENJE l—'—-—i

CHF — ,

BUBREZNA BOLEST P ‘

BOLEST JETRE ' : '

BMI > 25 kg/m?

V] 5 10

Slika 7. Dijagram omjera izgleda za ispitivanje povezanosti rizi¢nih
¢imbenika s rizikom od krvarenja.
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Slika 8. Dijagram omjera izgleda za ispitivanje povezanosti rizi¢nih ¢imbenika s
rizikom od tromboembolijskog dogadaja.
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4.4. Potencijalne interakcije lijek-lijek

Kako vecina ispitanika u svojoj terapiji osim dabigatrana ima jos nekoliko lijekova, u

svakog od njih istrazene su moguce interakcije lijek-lijek koriste¢i Lexicomp® bazu podataka.

Potencijalno klinicki znacajne interakcije dabigatrana i lijekova iz terapije ispitivanih

pacijenata su izdvojene i prikazane u Tablici 13.

U tablici je naveden i broj pacijenata koji su imali krvarenja, odnosno tromboembolijski

dogadaj, a koji u terapiji imaju lijek koji potencijalno stupa u znacajnu interakciju s

dabigatranom.

Tablica 13. Prikaz izdvojenih lijekova iz terapije ispitanika koji pokazuju znacajnu razinu

interakcije u kombinaciji s dabigatranom

Lijek

ATK

Razina
znacajnosti
interakcija*

Mehanizam i ishod DDI

Pacijenti (N) s
krvarenjem/TE
dogadajem

enoksaparin

acetilsalicilna
kiselina

antacidi

ibuprofen

klopidogrel

tikagrelor

BO1AB0S

BO1ACO06

A02A

MO1AEO1

BO1ACO04

BO1AC24

dabigatran potencijalno pojacava
antikoagulantni uc¢inak drugih
antikoagulansa i moze povecati rizik
od krvarenja

potencijalno pojacava nezeljene
toksi¢ne ucinke dabigatrana i
povecava rizik od krvarenja

potencijalno smanjuju plazmatsku
koncentraciju dabigatrana i njegov
antikoagulantni u¢inak dabigatrana

potencijalno pojacava nezeljene
toksi¢ne ucinke dabigatrana i
povecava rizik od krvarenja

potencijalno povecava nezeljene
toksi¢ne ucinke dabigatrana,
povecava plazmatsku koncentraciju
dabigatrana i rizik od krvarenja

potencijalno inhibira P-gp ¢ime
moze povecati antikoagulatni
ucinak, plazmatsku koncentraciju
dabigatrana i rizik od krvarenja,
klinicka znacajnost interakcije ovisi
o bubreznoj funkciji

0/0

2/0

3/0

1/0

0/1

1/1
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Tablica 13. (nastavak) Prikaz izdvojenih lijekova iz terapije ispitanika koji pokazuju znacajnu
razinu interakcije u kombinaciji s dabigatranom

Lijek

ATK

Razina Pacijenti (N) s
znacajnosti Mehanizam i ishod DDI krvarenjem/TE
interakcija* dogadajem

amiodaron

amlodipin

bisoprolol

karvedilol

levetiracetam

omega-3 masne

kiseline

paroksetin

propafenon

C01BDO01

C08CA01

C07ABO7

C07AG02

NO3AX14

C10AX06

NO6AB0O5

C01BC03

inhibitor P-gp zbog Cega
potencijalno povecava plazmatsku
koncentraciju dabigatrana i rizik od 4/0
krvarenja, znacajnost interakcije je
povecana U pacijenata s oStecenom

bubreznom funkcijom

potencijalno smanjuje terapijsku
ucinkovitost dabigatrana §to moze 475
uzrokovati povecan rizik

tromboembolijskih dogadaja

potencijalno inhibira P-gp zbog
C ¢ega dolazi do povecanja 10/3
plazmatske koncentracije dabigtrana

inhibitor P-gp zbog ¢ega
potencijalno povecava plazmatsku
koncentraciju dabigatrana i rizik od 210
krvarenja, znaCajnost interakcije je
povecana U pacijenata s oStecenom

bubreznom funkcijom

potencijalno smanjuje terapijski
C ucinak dabigatrana i povecava rizik 0/0
od krvarenja

potencijalno povecavaju
antikoagulantni u¢inak dabigatrana i
C rizik od krvarenja jer utjecu na 3/0
funkciju trombocita i druge
¢imbenike koagulacije

potencijalno moze pojacati
antikoagulantni ucinak, plazmatsku
C koncentraciju dabigatrana i rizik od 1/0
krvarenja jer ima antitrombocitna
svojstva

inhibitor P-gp zbog Cega
potencijalno povecava plazmatsku
koncentraciju dabigatrana i rizik od 510
krvarenja, znacajnost interakcije je
povecana U pacijenata s oStecenom

bubreznom funkcijom
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Tablica 13. (nastavak) Prikaz izdvojenih lijekova iz terapije ispitanika koji pokazuju znacajnu
razinu interakcije u kombinaciji s dabigatranom

Razina Pacijenti (N) s
Lijek ATK znacajnosti Mehanizam i ishod DDI krvarenjem/TE
interakcija* dogadajem

inhibitor P-gp zbog Cega
potencijalno povecava plazmatsku
koncentraciju dabigatrana i rizik od
krvarenja, znacajnost interakcije je
povecana U pacijenata s oSteCenom

ranolazin CO1EB18 C 0/0

bubreznom funkcijom

potencijalno inhibira P-gp ¢ime
simvastatin C10AAO01 C pojacava antikoagulantni u¢inak 0/0
dabigatrana i rizik od krvarenja

inhibitor P-gp zbog Cega
potencijalno moze povecati
plazmatsku koncentraciju
dabigatrana, znacajnost interakcije
je povecana U pacijenata s
ostecenom bubreznom funkcijom

verapamil C08DAO01 C 3/0

inhibitor P-gp zbog Cega
potencijalno moze povecati
plazmatsku koncentraciju
dabigatrana, znacajnost interakcije
je povecana U pacijenata s
oste¢enom bubreznom funkcijom

ciklosporin LO4AA0L C 1/0

* X — izbjegavati kombinaciju, D — razmotriti promjenu terapije, C — veéi nadzor pacijenta;
ATK — anatomsko terapijsko kemijska klasifikacija lijekova; DDI — interakcije lijek-lijek; TE
— tromboembolijski
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5. RASPRAVA
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Zbog analiti¢kih poteskoc¢a s TagMan® SNP Genotyping Assay-em, nije bilo moguée
genotipizirati polimorfizam rs2244613 kod svih ispitanika, to¢nije genotipizacija je uspjesno
provedena kod njih 73. S obzirom na navedeni analiticki problem, ispitivanje moguceg
odstupanja ucestalosti alela ispitivanih polimorfizama od Hardy-Weinbergove ravnoteze
(HWE, od engl. Hardy-Weinberg equilibrium) rezultiralo je sa znacajnim odstupanjem
polimorfizma rs2244613 zbog cega njegova daljnja statistiCka analiza nije bila moguca.
Polimorfizam rs8192935 je genotipiziran kod svih ispitanika i zadovoljio je HWE prag,
odnosno nije pronadeno odstupanje ucestalosti alela od Hardy-Weinbergove ravnoteze §to je
preduvjet za daljnju analizu. Premda su oba polimorfizma u neravnoteznoj vezi (D' = 0,9487,;
R2 = 0,3106), zbog nemoguénosti daljnje obrade polimorfizma rs2244613, nije bilo moguce

ispitati utjecaj haplotipova polimorfizama na klinicke ishode terapije.

Rezultati testiranih genetickih modela u provedenom istrazivanju nisu utvrdili statisticki
znacajnu povezanost istrazivanog polimorfizama CES1 rs8192935 s klini¢kim ishodima
terapije Sto je u skladu s rezultatima drugih dosadasnjih studija. Veéina dosad provedenih
istrazivanja koja su ispitivala utjecaj polimorfizama rs2244613 i rs8192935 na
farmakokinetiku/farmakodinamiku dabigatrana i/ili klinicke ishode lijecenja pronasla su
znacCajan utjecaj iskljucivo na farmakokinetske parametre. U ispitanika bijele rase koji nose
varijantni alel zabiljezeno smanjenje farmakokinetskih parametara poput vrSne i najnize
koncentracije dabigatrana u krvi, dok je u ispitanika azijske rase koji nose varijantni alel
pronadeno njihovo znacajno povecanje (Tablica 3.). Razlog tomu je razli¢ita ucestalost alela
istrazivanih polimorfizama medu razli¢itim rasama. Primjerice najzastupljeniji alel
polimorfizma rs2244613 (ujedno alel divljeg tipa) povezan s normalnom funkcijom enzima u
bijelaca je A i njegovom promjenom u varijantni alel C opaza se smanjena funkcija CES1, dok
je kod azijata najzastupljeniji alel C (alel divljeg tipa) i njegovom promjenom u varijantni alel

A opaza se povecana funkcija CES1 (www.ncbi.nlm.nih.gov). Dosad su samo dvije studije

pronasle povezanost polimorfizma rs2244613 1 rizika od krvarenja. Najprije su Paré 1 sur.
(2013) kod ispitanika bijele rase pronasli kako nositelji varijantnog alela imaju znacajno
smanjen rizik od krvarenja, a kasnije su Ji i sur. (2021) na ispitanicima azijske rase pronasli
kako isti polimorfizam povecava rizik od ne-velikih krvarenja. Li i sur. (2022) proveli su meta-
analizu na temelju 10 istrazivanja (n = 2777) provedenih na ispitanicima bijele 1 azijske rase s
ciljem ispitivanja utjecaja polimorfizma rs2244613 na koncentraciju dabigatrana u krvi i rizik
od krvarenja. Prona$li su kako nositelji alela C imaju zna€ajno niZu najnizu plazmatsku

koncentraciju dabigatrana i smanjen rizik od krvarenja u odnosu na nenositelje (A/A). Jos jedna
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meta-analiza provedena je od strane Shi i sur. (2023) koji su istrazivali ucinak nekoliko
polimorfizama na farmakokinetiku i pojavu krvarenja kod ispitanika na terapiji DOAK-ima.
Za analizu je uzeto u obzir 13 studija (n = 1.543) te je od CES1 polimorfizama ispitan utjecaj
samo 1s2244613. Zakljuceno je kako nositelji varijantnog alela A imaju znacajno ve¢i rizik od
krvarenja u odnosu na nenositelje (C/C). Za razliku od polimorfizma rs2244613, ni u jednom
pregledanom istraZivanju nije pronaden utjecaj polimorfizma rs8192935 na klini¢ke ishode

terapije.

U ovom istrazivanju najveci broj ispitanika su heterozigoti polimorfizma rs8192935
(52,2 %), potom slijede homozigotni nositelji varijantnog alela (40 %) te je najmanje ispitanika
homozigotni nositelj alela divljeg tipa (7,8 %). Uocava se kako je ucestalost varijantnog alela
C veca u odnosu na alel divljeg tipa T. Takva dobivena ucestalost alela 1 genotipova odgovara
oc¢ekivanoj ucestalosti za europsku populaciju gdje je alel T, odnosno alel divljeg tipa, manje

zastupljen u odnosu na alel C, odnosno varijantni alel (www.ncbi.nlm.nih.gov). Izmedu

skupine ispitanika kod kojih je opazen i skupine kod koje nije opazen neZzeljeni klinicki ishod

nije pronadena znacajna razlika u ucestalosti alela.

Negeneticki ¢imbenici, ¢iju smo povezanost analizirali, obuhvaéaju i rizi¢ne ¢imbenike
koji ¢ine sastavni dio bodovnih sustava CHA2DS2-VASc i HAS-BLED. Osim toga istrazivan
je i utjecaj prekomjerne tjelesne mase i pretilosti na klini¢ke ishode terapije, povezanost
hipotireoze 1 hipertireoze zbog utjecaja razine hormona Stitnjace na hemostazu, primijenjena
doza s obzirom da rizik od nezeljenih ucinaka ovisi o njoj te moguce interakcije s drugim
lijekovima iz terapije za koje postoje dokazi o potencijalnom povecavaju rizika od krvarenja

ili neuéinkovitosti.

U RE-LY studiji otkriveno je kako je dabigatran u dozi od 110 mg (dva puta dnevno)
jednako ucinkovit kao i varfarin u prevenciji mozdarnog udara i sistemske embolije u ispitanika
s fibrilacijom atrija, a ima manji rizik od velikog krvarenja u odnosu na varfarin, dok je za dozu
od 150 mg (dva puta dnevno) pokazano da je ucinkovitija od varfarina, ali da je ucestalost

velikih krvarenja usporediva s varfarinom (www.ema.europa.eu). Budu¢i da je rizik od

nezeljenih ucinaka dabigatrana ovisan o dozi, o¢ekivano je kako ¢e veca ucestalost krvarenja
biti u skupini pacijenata koji primaju visu dozu (150 mg) nego u skupini koja prima nizu dozu
(110 mg), medutim provedena analiza u ovom radu je pokazala suprotno. Pronadeno je kako
su pacijenti koji su primali nizu dozu imali znac¢ajno povisen rizik od krvarenja (p = 0,037).

Potencijalno objaSnjenje za takav rezultat moZe biti Sto pacijenti na niZzoj dozi imaju veci
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pocetni rizik od krvarenja, odnosno imaju veci broj rizi¢nih ¢imbenika zbog ¢ega im lijecnici
na pocetku lijeCenja i propisuju nizu dozu. U ovom istrazivanju medijan zbroja rizi¢nih
¢imbenika koji povecavaju rizik od krvarenja (HAS-BLED) u 27 pacijenata koji su primali
nizu dozu iznosio je 3,5 (od maksimalnih 9), dok je u 58 pacijenata na visoj dozi iznosio 2.
Dakle, pacijenti na nizoj dozi su uistinu imali viSe rizicnih ¢imbenika za krvarenje §to ide u
prilog povecanom riziku od krvarenja koja je U njih zabiljezena. 1z analize povezanosti doze i
rizika od klini¢kih ishoda izostavljena su tri ispitanika ¢ija doza nije bila poznata i dva
ispitanika koja su primala drugaciju dozu od ostatka skupine. Kod jednog ispitanika na nizoj
dozi, tocnije dozi od 75 mg dva puta dnevno, zabiljeZena je pojava krvarenja. Ispitanik je
homozigotni nositelj alela divljeg tipa (T/T) polimorfizma rs8192935 i homozigotni nositelj
varijantnog alela (C/C) polimorfizma rs2244613 Sto se u radovima povezuje sa snizenim
rizikom od krvarenja. S obzirom da boluje od fibrilacije atrija, odreden mu je HAS-BLED zbroj
koji iznosi 5 (od maksimalnih 9), zbog ¢ega je najvjerojatnije na pocetku lijeCenja namjerno
stavljen na najnizu dostupnu dozu kako bi se rizik od krvarenja $to je viSe moguce smanjio.
Medutim, ocito je i1 ta najniza doza za ispitanika zapravo previsoka zbog znacajnog utjecaja
negenetickih ¢imbenika. Kod drugog ispitanika koji je primao dozu lijeka od 110 mg dva puta

dnevno uz pauzu svaki treci dan, nije doslo do krvarenja ni tromboembolijskog dogadaja.

Krvarenje je zabiljezeno u 17 zena i 10 muskaraca. Statisticka analiza pokazala je
znacajnu povezanost izmedu rizika od krvarenja i osoba Zenskoga spola (p = 0,011) $to je u
skladu s otprije poznatim spoznajama (L&hteenmaki i sur., 2021; Avgil Tsadok i sur., 2015).
Reilly i sur. (2014) su, koristenjem uzoraka iz RE-LY studije, pokazali kako je koncentracija
dabigatrana u zena bila otprilike 30 % viSa u odnosu na muskarce. Prema Lahteenméki i sur.
(2021) postoje dokazi o razlikama u funkciji trombocita i aktivnosti faktora zgruSavanja
izmedu muskoga i Zenskoga spola §to potencijalno objasnjava zasto je U Zena pojava krvarenja

¢eSca.

Rezultati ovog istraZivanja su pokazali znacajnu povezanost izmedu smanjene bubrezne
funkcije i rizika od krvarenja i (p = 0,008), 13 pacijenata u kojih je doslo do krvarenja su imali
oStecenu bubreznu funkciju. Ta povezanost je ve¢ otprije poznata s obzirom kako se otprilike
80 % lijeka nepromijenjeno izlucuje putem bubrega. Kod smanjene bubrezne funkcije lijek se
sporije izlu€uje iz organizma, odnosno produljuje mu se poluvijek zbog cega raste rizik od

krvarenja. Iz tog razloga je, prije uvodenja dabigatrana u terapiju, potrebno procijeniti bubreznu
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funkciju 1 prema njoj prilagoditi dozu, to¢nije smanjiti dozu ako je bubrezna funkcija blago do

umjereno oSte¢ena (WwWw.ema.europa.eu).

Nadalje, dokazana je znaCajna povezanost interakcija dabigatrana i lijekova koji
povecéavaju rizik od tromboembolijskog dogadaja s rizikom od krvarenja (p = 0,014). Kod
ispitanika kod kojih je prisutna interakcija koja povecava rizik od neucinkovitosti lijeka, Sanse
za pojavu tromboembolijskog dogadaja su 3,3 puta vece dok je istovremeno Sansa za pojavu

krvarenja 77 % manja (ORTe = 3,28; ORk = 0,23).

Kod ostalih ¢imbenika nije dokazana znacajna povezanost s rizikom od krvarenja, dok
kod nijednoga nije pronadena znacajna povezanost s rizikom od tromboembolijskih dogadaja

najvjerojatnije zbog premale veli¢ine uzorka.

lako su ispitanici u prosjeku imali sedam lijekova u terapiji, nije pronadena znacajna
povezanost izmedu rizika od krvarenja, odnosno tromboembolijskih dogadaja i interakcija
dabigatrana s lijekova koji utjeCu na njegovu farmakokinetiku i farmakodinamiku. Prema
podacima iz Tablice 13., u kojoj su izdvojeni svi lijekovi iz terapija ispitanika koji pokazuju
znacajnu interakciju s dabigatranom, jedino se istice bisoprolol kojeg je u terapiji imalo ukupno
49 pacijenata, od kojih je deset imalo krvarenje. Premda bismo ocekivali povezanost
konkomitantne terapije s drugim antikoagulansima, antiagregacijskim ili nesteroidnim
protuupalnim lijekovima 1 rizikom od krvarenja, Sto su i1 pokazale druge studije poput
Lahteenmaki i sur. (2021) te Said i sur. (2020), ispitivana povezanost nije dosegla razinu
znacajnosti u ovom istrazivanju najvjerojatnije zbog premale veliine uzorka i premalog broja
takvih lijekova u terapiji kod ispitanika. Pet takvih lijekova (enoksaparin, klopidogrel,
tikagrelor, acetilsalicilna kiselina i ibuprofen) je pronadeno kod svega 13 ispitanika od kojih

su tri imala nezeljeni klinicki ishod, to¢nije krvarenje.

Niske koncentracije hormona §titnjace pomicu hemostatsku ravnotezu ka
hipokoagulabilnom stanju ¢ime povecavaju rizik od krvarenja, dok visoke koncentracije
hormona pomic¢u ravnotezu prema hiperkoagulabilnosti ¢ime povecavaju rizik od
tromboembolija (Elbers i sur., 2018). U ovom je istrazivanju deset ispitanika (10/89) bolovalo
od hipotireoze koja je povezana s povecanim rizikom od krvarenja, medutim kod svega dva
ispitanika je doslo do pojave krvarenja. Ispitivana povezanost hipotireoze i rizika od krvarenja

nije pokazala statisticku znacajnost najvjerojatnije zbog premalog ispitivanog uzorka.
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Otprije je poznato kako je pretilost jedan od glavnih rizi¢nih ¢imbenika za razvoj
brojnih kardiovaskularnih bolesti, uklju¢uju¢i trombotske i tromboembolijske bolesti.
Istrazivanja pokazuju kako pretilost uzrokuje kroni¢nu upalu, oslabljenu fibrinolizu i
prekomjernu sekreciju protrombotskih adipokina $to su glavni mehanizmi koji dovode do
tromboze ili tromboembolije kod pretilih osoba (Blokhin i1 Lentz, 2013;

www.ncbi.nlm.nih.gov). S druge strane, nekoliko istrazivanja provedenih na pacijentima

starije zivotne dobi s fibrilacijom atrija koji su lijeceni dabigatranom, pronasla su znacajnu
povezanost BMI-a i rizika od krvarenja. Tako su primjerice Li i sur. (2020) na uzorku od 509
ispitanika pronaSli zna€ajnu povezanost poviSenog BMI-a i rizika od krvarenja pri ¢emu je
svako povec¢anje BMI-a za 1 kg/m? povezano s 12 %-tnim porastom rizika od krvarenja. Coates
i sur. (2021) su u 777 pretilih ispitanika s tjelesnom masom ve¢om od 120 kg, pronasli malu,
ali znacajnu povezanost primjene dabigatrana i rizika od gastrointestinalnih krvarenja. Nadalje,
Huang i sur. (2022) su takoder u pacijenata s BMI-em ve¢im od 40 kg/m? (ili tjelesnom masom
ve¢om od 120 kg) pronasli kako je primjena dabigatrana povezana s povisenom rizikom od
krvarenja (u usporedbi s varfarinom). Suprotno spomenutim istrazivanjima, Lee i sur. (2017)
su na uzorku od 842 pacijenta pronasli kako pothranjeni pacijenti (BMI < 18,5 kg/m?) imaju
vedi rizik od velikih krvarenja u odnosu na pacijente s pozeljnom i prekomjernom tjelesnom
masom. Zbog proturjecnih rezultata istrazivanja, utjecaj BMI-a na rizik od krvarenja u
pacijenata s fibrilacijom atrija lije¢enih dabigatranom, ali i drugim DOAK-ima, od danas nije
u popunosti razjasnjen. Vecina ispitanika (81,2 %) u ovom istrazivanju imala je BMI ve¢i od
25 kg/m?, toénije od ukupno 69 ispitanika ¢iju smo vrijednost mogli odrediti, 30 (43,5 %) ih je
imalo prekomjernu tjelesnu masu, a 26 (37,7 %) je bilo pretilo. Prilikom ispitivanja povezanosti
BMaI-a i rizika od nezeljenih klinickih ishoda, ispitanici u podijeljeni u dvije skupine: ispitanici
s pozeljnom tjelesnom masom (kontrola) i ispitanici s prekomjernom tjelesnom masom i
pretiloSc¢u. U ispitivanoj skupini krvarenje je zabiljezeno kod 15, a trombomebolijski dogadaj
kod Sest ispitanika. Analiza povezanosti povisenog BMI-a (> 25 kg/m?) i rizika od krvarenja,
odnosno tromboembolijskog dogadaja pokazala je kako osobe s povisenim BMI-em imaju 1,2
puta vece Sanse za krvarenje, odnosno 1,4 puta vece Sanse za tromboembolijski dogadaj u
odnosu na osobe s pozeljnim BMI (ORk = 1,22; ORte = 1,43), medutim statisticki znacajna

povezanost povisenog BMI-a i rizika od nezeljenih klini¢kih ishoda nije dokazana.

Glavno ogranicenje ovoga istrazivanja je relativno mali broj ispitanika, te ispitanicima
nisu mjerene koncentracije dabigatrana u krvi kao $to je primjerice napravljeno u drugim

istrazivanjima. Provodenjem takve farmakokineticko-farmakogeneticke studije dobili bismo
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viSe informacija i Siru sliku o utjecaju polimorfizama CES1 na farmakokinetiku i
farmakodinamiku lijeka. Nadalje, bitno ogranicenje je i neuspje$na farmakogeneticka analiza
polimorfizma CES1 rs2244613 zbog greske proizvodaca. Jo§ jedno ograniCenje jest §to nisu
uzeti u obzir i polimorfizmi gena ABCBL1 za koje postoje znacajni dokazi O utjecaju na
ucinkovitost i sigurnost dabigatrana, ali s obzirom na mali broj ispitanika, ovo ogranic¢enje nije

znacajno.

U buduénosti je potrebno provesti opseznije istrazivanje s ve¢im brojem ispitanika kako
bi se potvrdio utjecaj genetickih varijanti CES1 (ali i drugih farmakogena) na klinicke ishode
terapije dabigatranom s ciljem prepoznavanja rizi¢nih pacijenata i optimizacije terapije te sa

svrhom izbjegavanja nezeljenih klinickih ishoda.
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6. ZAKLJUCCI
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Ovaj rad rezultirao je sljede¢im saznanjima:

1.

Nije dokazana povezanost polimorfizama CES1 rs2244613 i rs8192935 s rizikom od

krvarenja, odnosno tromboembolijskog dogadaja tijekom primjene dabigatrana.

Potvrdena je povezanost Zenskog spola i smanjene bubrezne funkcije s povecanim rizikom

od krvarenja tijekom primjene dabigatrana.

Pronadena je znacajna povezanost niZe doze dabigatrana (110 mg) i rizika od krvarenja kod

pacijenata s veé¢im brojem rizi¢nih ¢imbenika za krvarenje.

Potvrdena je znacajna povezanost interakcija dabigatrana i lijekova koji povecavaju rizik

od tromboembolijskog dogadaja sa smanjenim rizikom od krvarenja.

Nije potvrdena znaCajna povezanost nijednog negenetickog Cimbenika s rizikom od

trombomebolijskog dogadaja tijekom primjene dabigatrana.
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7. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

75



ABCB1

ACEI

ADHD

APTV

AUC

bid
BMI
CES1

CES1A1

CES1A2

CES1A3

CES1VAR

CES1P1VAR

CES1P2

CES2

CHA:2DS2-VASC

Cl

CKD-EPI

0 ATP-u ovisan prijenosnik potporodice B 1 (od engl. ATP-binding cassette
subfamily B member 1), poznatiji i kao MDR1 i P-gp

inhibitori angiotenzin konvertaze (od engl. angiotensin-converting enzyme

inhibitors)

poremecaja pozornosti s hiperaktivnoséu (od engl. attention deficit

hyperactivity disorder)
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

povrsina ispod krivulje koncentracija — vrijeme (od engl. area under the

curve)

dvaput dnevno (od lat. bis in die)

indeks tjelesne mase (od engl. body mass index)

karboksil-esteraza 1, metaboli¢ki enzim dominantno eksprimiran u jetri
izoforma, tj. originalna kopija CES1

funkcionalna duplikacija CESL1, to¢nije hibrid CES1A1 i CES1P1, poznatija
i kao CES1IP1VAR

nefunkcionalni pseudogen poznatiji i kao CES1P1
varijanta CES1A1 koja sadrzi segment CES1P1, poznatija i kao CES1Alc

funkcionalna varijanta pseudogena CES1P1 koja kodira enzim CES1,
poznatija i kao CES1A2

nefunkcionalni pseudogen

karboksil-esteraza 2, metabolicki enzim dominantno eksprimiran u
crijevima

bodovni sustav za procjenu rizika mozdanog udara i tromboembolije u
pacijenata s fibrilacijom atrija

interval pouzdanosti (od engl. confidence interval)

preporucena jednadzba za procjenu GFR kod odraslih (od engl. Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration)
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CPIC

CPNDS

CrCL

CYP

C/ID

Cmax

Ctrough

dbSNP

DDl

DNA

DOAK

DPWG

eGFR

EMA

FAM®

Konzorcij za klinicku primjenu farmakogenomike (od engl. Clinical

Pharmacogenetics Implementation Consortium)

Kanadska farmakogenomska mreza za sigurnu primjenu lijekova (od engl.

Canadian Pharmacogenomics Network for Drug Safety)
klirens kreatinina (od engl. creatinine clearance)
natporodica metabolic¢kih enzima citokroma P450

omjer koncentracije i doze, koncentracija ujednacena prema dozi (od engl.

concentration/dose)

vr$na koncentracija lijeka, najveca koncentracija lijeka u krvi nakon

primjene (od engl. peak concentration)

najniza koncentracija lijeka, koncentracija lijeka u krvi prije sljede¢e doze

(od engl. trough concentration)

baza podataka polimorfizama jednog nukleotida (od engl. Single

Nucleotide Polymorphism Database)
interakcije lijek-lijek (od engl. drug-drug interactions)
deoksiribonukleinska kiselina

direktni oralni antikoagulansi, skupina lijekova u koja ukljucuje

dabigatraneteksilat, rivaroksaban, apiksaban, edoksaban i betriksaban

Nizozemska radna grupa za farmakogenetiku (od engl. Dutch

Pharmacogenetics Working Group)

pokazatelj razdvajanja alela dvije varijante koji poprima vrijednosti izmedu
011 (Sto je vrijednost veca, povezanost izmedu alela je jaca, aleli se ne
razdvajaju ve¢ se zajedno nasljeduju). Ako je D' > 0,8, smatra se kako su

polimorfizmi u potpunom LD-u i kako se skoro uvijek nasljeduju zajedno.

procijenjena brzina glomerularne filtracije (od engl. estimated glomerular

filtration rate), pretraga za procjenu bubrezne funkcije
Europska agencije za lijekove (od engl. European Medicines Agency)

plava fluorescentna boja
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FRET

Flla

GWAS

HAS-BLED

het

HWE

IQR
kb

LD

LOF

MAF

MDR1

mut

M1

M2

NSAID

NVAF

prijenos energije fluorescentnom rezonancijom (od engl. fluorescence

resonance energy transfer)
aktivirani faktor 11, poznatiji i kao trombin

cjelogenomska studija povezanosti (od engl. genome-wide association

study)

bodovi sustav za procjenu rizika od velikog krvarenja u pacijenata s

fibrilacijom atrija na antikoagulantnoj terapiji

heterozigot

Hardy-Weinberova ravnoteza (od engl. Hardy-Weinberg equilibrium)
interkvartilni raspon (od engl. interquartile range)

kilobaza (1kb = 1000 parova baza (pb))

neravnoteza vezanosti alela, odnosno nenasumicna povezanost alela

razli¢itih lokusa (od engl. linkage disequilibrium)

varijanta koja uzrokuje gubitak funkcije enzima (od engl. loss-of-function

variant)
ucestalost minor alela (od engl. minor allele frequency)

protein visestruke rezistencije na lijekove 1 (od engl. multidrug resistance
protein 1), poznatiji i kao ABCB1 (od engl. ATP-binding cassette sub-
family B member 1) i P-gp (P-glikoprotein)

varijantni tip alela (od engl. mutant)

intermedijarni metabolit dabigatraneteksilata koji nastaje hidrolizom etilne

esterske veze putem CES1 u jetri

intermedijarni metabolit dabigatraneteksilata koji nastaje hidrolizom

karbamatne esterske veze putem CES2 u crijevima

nesteroidni protuupalni lijek (od engl. nonsteroidal anti-inflammatory

drug)

nevalvularna fibrilacija atrija (od engl. non-valvular atrial fibrillation)
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RNPGx

RZ

SD

SLC22A1

SmPC/SPC

SNP
Spl

TV

tm ax

tu2

UGT
VIC®
VTE

wt

organski kationski prijenosnik 1 (od engl. organic cation transporter 1)
prijenosnik P-glikoprotein, poznatiji i kao ABCB1 i MDR1

lan¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (od engl. real-time
polymerase chain reaction), poznatija i kao kvantitativni PCR (od engl.
quantitative PCR)

Francuska nacionalna mreza za farmakogenetiku (od franc. Réseau

francophone de pharmacogénétique)

mjera povezanosti alela dvije varijante koja ovisi o ucestalosti alela,
poprima vrijednosti izmedu 0 (= aleli nisu povezani) 1 1 (= aleli su u
potpunosti povezani sto omogucava to¢no predvidanje alela jedne varijante

ako je poznat alel druge varijante)
standardna devijacija (od engl. standard deviation)
gen koji kodira OCT1 (od engl. solute carrier family 22 member 1)

sazetak opisa svojstava lijeka (od engl. summary of product

characteristics)

polimorfizam jednog nukleotida (od engl. single nucleotide polymorphism)
transkripcijski faktor (od engl. Specificity Protein 1)

trombinsko vrijeme

vrijeme potrebno za postizanje vr$ne koncentracije lijeka u plazmi nakon

njegove primjene

poluvijek, vrijeme potrebno kako bi se koli¢ina lijeka u organizmu smanjila

za 50 % tijekom eliminacije (od engl. half-life)
UDP-glukuronoziltransferaza

zelena fluorescentna boja

venska tromboembolija

alel divljeg tipa (od engl. wild type)

aritmeticka sredina
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9. SAZETAK

93



Dabigatran je aktivni oblik prolijeka dabigatraneteksilata koji pripada skupini direktnih oralnih
antikoagulansa (DOAK) te djeluje kao izravni oralni inhibitor trombina. Ranija istrazivanja Su
pokazala znacajnu interindividualnu varijabilnost u plazmatskim koncentracijama dabigatrana
zbog cega je u kasnijim studijama istrazivan utjecaj genetickih i negenetickih ¢imbenika na
farmakokinetiku dabigatrana i klinicke ishode lije¢enja. Provodenjem cjelogenomske studije
povezanosti otkriveno je nekoliko polimorfizama jednog nukeotida (SNP) dva gena, CES1 i
ABCBL, za koje do danas postoji najvise dokaza kako njihove geneti¢ke varijante utje¢u na
farmakokinetiku dabigatrana i potencijalno mogu dovesti do pojave nezeljenih $tetnih u¢inaka.
Stoga je cilj ovoga istrazivanja istraziti utjecaj dva polimorfizma CES1 (rs2244613 i
rs8192935) na klini¢ke ishode terapije dabigatranom, to¢nije vidjeti doprinose li povec¢anom
riziku od neZeljenih u¢inaka. Osim genetickih ¢imbenika, istrazivan je i utjecaj negenetickih
C¢imbenika te interakcija lijek-lijek. Istrazivanje je provedeno kao dio uspostavnoga
istrazivackog projekta ,,Uloga farmakogenomike u predvidanju nuspojava kardiovaskularnih
lijekova (PGx CardioDrug)“ Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ-UIP-2020-02-8189).
Genotipizacija istrazivanih polimorfizama provedena je TagMan® metodom lancane reakcije
polimeraze u stvarnom vremenu na ABI 7500 Real-Time PCR System uredaju. Na temelju
medicinske dokumentacije ispitanika prikupljeni su klini¢ki znacajni parametri poput dobi,
spola, doze lijeka, indeksa tjelesne mase, komorbiditeta, eGFR, serumske koncentracije
kreatinina i konkomitantne terapije. U istrazivanju je sudjelovalo 96 ispitanika (41 zena i 55
mugkaraca) u dobi od 21 do 93 godine na terapiji dabigatraneteksilatom. Sest ispitanika je
iskljuceno iz statisticke analize na temelju isklju¢nih kriterija. Krvarenje se pojavilo u 27
ispitanika (30 %), a tromboembolijski dogadaj u osam ispitanika (8,9 %). Polimorfizam CES1
rs2244613 iskljucen je iz statisticke obrade zbog odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze.
Statistickom analizom nije pronadena znacajna povezanost polimorfizama CES1 rs8192935 i
rizika od krvarenja, odnosno tromboembolijskih dogadaja $to je u skladu s rezultatima drugih
ranije provedenih istrazivanja. S druge strane, pronadena je statisticki znac¢ajna povezanost
zenskoga spola, nize doze lijeka (110 mg) i oStecene bubrezne funkcije te interakcija
dabigatrana i lijekova koji potencijalno smanjuju njegovu uc¢inkovitost s rizikom od krvarenja.
S obzirom kako je glavno ograni¢enje ovoga istrazivanja premali broj ispitanika, u budué¢nosti
je potrebno provesti opsezniju studiju s ve¢im uzorkom kako bi se potvrdila povezanost
genetickih varijanti CES1 s klini¢kim ishodima terapije i potencijalna klinicka korist genetickih

testiranja s ciljem prepoznavanja rizi¢nih skupina pacijenata i optimizacije terapije.
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Dabigatran is an active form of prodrug dabigatran etexilate and acts as an oral direct thrombin
inhibitor which is why it belongs to the novel group of anticoagulants called direct oral
anticoagulants (DOACSs). Previous research showed notable interindividual variability in
plasma levels of dabigatran which is why the effect of genetic and nongenetic factors on the
pharmacokinetics of dabigatran and clinical outcomes was investigated. Genome-wide
association studies revealed several single nucleotide polymorphisms (SNPs) of two genes,
CES1 and ABCB1, for which there is the most evidence that their genetic variants affect the
pharmacokinetics of dabigatran and can potentially lead to adverse effects. The aim of this
research is to investigate the impact of CES1 polymorphisms (rs2244613 and rs8192935) on
the clinical outcomes of dabigatran therapy. Besides genetic factors, we also studied the impact
of nongenetic factors and drug-drug interactions. The research was conducted as part of the
installation research project of the Croatian Science Foundation "Pharmacogenomics in
Prediction of Cardiovascular Drugs Adverse Reaction (PGx CardioDrug)". Genotyping of
variants was performed by real-time PCR using TagMan® SNP Assays on ABI 7500 Real-
Time PCR System. Furthermore, for each patient, a clinically relevant data such as age, gender,
dose, BMI, comorbidities, eGFR, serum creatinine level and concomitant therapy was collected
from their clinical documentation. 96 patients treated with dabigatran participated in this study
(41 women and 55 men, age 21-93). Six patients were excluded from statistical analysis due to
exclusion criteria. Bleeding occurred in twenty-seven patients (30 %), whereas only eight
patients experienced a thromboembolic event (8,9 %). CES1 rs2244613 polymorphism was
excluded from statistical analysis due to deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. We
found no significant association between CES1 rs8192935 variant and risk of bleeding or
thromboembolic events which is consistent with previous studies. A statistically significant
association of female gender, lower dose (110 mg), impaired renal function and interactions
between dabigatran and drugs that potentially reduce its effectiveness with the risk of bleeding
was found. Since the main limitation of this study is a small sample size, in the future it is
necessary to conduct a more comprehensive study on a larger sample to confirm the association
of CESL1 variants with clinical outcomes, as well as the potential clinical benefit of genetic

testing with the aim of identifying patients at higher risk and optimizing therapy.
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