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1. UVOD

Fluoropirimidini su citotoksi¢ni lijekovi iz skupine antimetabolita koji se koriste u terapiji vise
vrsta solidnih tumora, primjerice kolorektalnog karcinoma, karcinoma gusterace, zeluca i dojke
te karcinoma glave i vrata.

U ovu skupinu lijekova spadaju 5-fluorouracil (5-FU) i njegovi prolijekovi kapecitabin

I tegafur.

1.1.1. 5-FLUOROURACIL

5-fluorouracil je analog uracila s molekulom fluora na C-5 poziciji. Nakon primjene 80-85%
lijeka metabolizira se u inaktivne metabolite, dok se samo 1-3% metabolizira u oblike koji
uzrokuju citotoksi¢nost. Ostatak se izlucuje nepromijenjen urinom. Lijek djeluje fazno
specifi¢no - na S fazu stani¢nog ciklusa, tj. na sintezu kopije DNA u jezgri, a njegov u¢inak
posebno je izrazen u tkivima koja se brzo dijele, poput koStane srzi, koze i sluznica.

Postoji nekoliko puteva anabolizma 5-FU-a:
1) nastajanje 5-fluorouridin trifosfata (5-FUTP) koji se integrira u RNA umjesto uridin
trifosfata (UTP),
2) nastajanje 5-fluorodeoksiuridin trifosfata (5-FAUTP) koji se integrira u DNA umjesto
deoksitimidin trifosfata (dTTP) i
3) nastajanje 5-fluorodeoksiuridin monofosfata (5-FdAUMP) koji stvara stabilni tercijarni
kompleks s 5,10-metilen tetrahidrofolatom (MTHF) i timidilat-sintazom (TS). TS uz pomo¢
koenzima MTHF Kkatalizira reduktivnu metilaciju deoksiuridin monofosfata (dUMP) u
deoksitimidin monofosfat (dTMP) potreban za sintezu DNA. Vezanjem 5-FdUMP-a nastalog
iz 5-FU-a u tercijarni kompleks, onemogucen je prilazak dUMP-a i nastaje disbalans
deoksinukleotida - poviSena je koncentracija deoksiuridin trifosfata (dUTP) i sniZena
koncentracija dTMP-a (koja vodi do snizene koncentracije dTTP-a) $to rezultira nemoguénoscu
sinteze i popravka DNA i ostecenja stanice (Carin i sur., 2019).

Katabolizam 5-FU-a posredovan je dihidropirimidin-dehidrogenazom (DPD), izrazito
polimorfnim enzimom koji prevodi lijek u 5,6—dihidro-5-fluorouracil (DHFU), a DHFU se



nadalje razgraduje u neaktivne metabolite a-fluoro-B-ureido-propionsku kiselinu i a-fluoro-g-
alanin (Koh i sur., 2010)

5-FU
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Slika 1. Metabolizam 5-fluorouracila

5-FU primjenjuje se parenteralno u obliku bolusa i kratkotrajne ili kontinuirane infuzije.
Najces¢e se primjenjuje u kombinaciji s drugim lijekovima, primarno s leukovorinom.
Leukovorin je sol folne Kkiseline i izvor reduciranih folata koji stabiliziraju kompleks TS-e i
FAUMP-a i time potpomaze citostatsko djelovanje (Thorn i sur., 2011).

Osim oblika za parenteralnu primjenu, 5-FU na hrvatskom trZi§tu mozemo pronaéi u
obliku otopine za kozu u kombinaciji sa salicilnom kiselinom (Verrucutan 5mg/g 5-FU i 100
mg/mL salicilne kiseline) indiciran za lijeenje obic¢nih i plosnatih juvenilnih bradavica na

udovima. Oblik je za kutanu primjenu i sistemska apsorpcija je zanemariva.

1.1.2. KAPECITABIN

Kapecitabin je oralni prolijek 5-FU-a u obliku karbamata.

Aktivira se u 3 koraka potpomognuta enzimima:

1) karboksilesteraza pretvara kapecitabin u 5’-deoksi-5-fluorocitidin (5’-DFCR),
2) citidin-deaminaza pretvara 5’-DFCR u 5’-deoksi-5-fluorouridin (5’-DFUR) i
3) timidin-fosforilaza pretvara 5’-DFUR u 5-FU.

Lokalizacija ovih enzima je znacajna jer Se kapecitabin prvo metabolizira
karboksilesterazom koja je smjeStena gotovo iskljucivo u jetri i hepatomima, dalje djeluje
citidin-deaminaza u jetri i solidnim tumorima, a zadnji korak posredovan je
timidin-fosforilazom koja je koncentriranija u tumorskim tkivima. Ovaj enzimski put osigurava

viSe koncentracije citostatika u tumorskom tkivu nego u zdravom (Koh 1 sur., 2010).



1.1.3. TEGAFUR

Tegafur je oralni prolijek 5-FU-a.

Konvertira se u 5-FU i manje toksi¢ne metabolite 3-hidroksitegafur, 4-hidroksitegafur i
dihidrotegafur najve¢im dijelom putem enzima CYP2A6.

Tegafur je odobren u Europskoj uniji u kombinaciji s gimeracilom i oteracilom.
Gimeracil je reverzibilni inhibitor DPD-a koji inhibira razgradnju 5-FU-a, dok je oteracil
inhibitor orotat-fosforiboziltransferaze (OPRT) koja smanjuje aktivnost 5-FU-a u

gastrointestinalnoj sluznici i time smanjuje gastrointestinalnu toksi¢nost (Koh i sur., 2010)

1.1.4. NUSPOJAVE

Incidencija toksi¢nosti razlikuje se od studije do studije, no smatra se da 10-30% pacijenata
(Laures 1 sur., 2022.) na terapiji fluoropirimidinima dozivi tesku toksi¢nost klasificiranu kao
stadij 3-4 po Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE), a kod 0.1-1%
pacijenata (Knikman i sur., 2021) toksi¢nost vodi do smrti.

Nuspojave ovih lijekova povezne su s ja¢im citostatskim u¢inkom u tkivima koja se
brzo dijele (koStana srz, sluznice, koza). Tako su najces¢e nuspojave hematoloske (CeSce
infekcije, mijelosupresija), gastrointestinalne (abdominalna bol, mué¢nina, proljev, stomatitis) i
kozne (sindrom Saka-stopalo) (Del Re i sur., 2010).

Velik broj nuspojava zajednicki je svim fluoropirimidinima, no za 5-FU karakteristicne
su neutropenija i stomatitis, dok je sindrom saka-stopalo tri puta ¢e$¢i kod kapecitabina.
Tegafur u kombinaciji s gimeracilom i oteracilom ispoljava znacajno manje gastrointestinalnih

nuspojava.

Dihidropirimidin-dehidrogenaza (DPD) je enzim koji sudjeluje u metabolizmu dva endogena
pirimidina (timina i uracila) te ogranicava brzinu katabolizma 5-FU-a i njegovih prolijekova.
Zasluzna je za metabolizam 80-85% 5-FU u inaktivne metabolite te promjene u njenoj
aktivnosti mogu imati pogubne ucinke za pacijenta.

Enzim DPD je kodiran genom DPYD koji je vrlo polimorfan te u neke od njegovih
varijanti mogu dovesti do smanjene aktivnosti ili potpunog gubitka djelovanja enzima DPD.

Zbog njene znacajne uloge u metabolizmu fluoropirimidina, deficijencija DPD-a ima velik



utjecaj na ishod lije¢enja jer moze dovesti do teske, pa i letalne, toksi¢nosti. Smanjena aktivnost
DPD-a vodi do poveéane intracelularne koncentracije toksi¢nih metabolita Sto rezultira ja¢im
citostatskim u¢inkom 1 razvojem nuspojava.

Gen DPYD sastoji se od 23 eksona razli¢itih duljina na 22. kromosomu (Wei i sur.,
1998). Smatra se visoko polimorfnim genom s vise od 1200 mutacija krivog smisla i 102
predvidenih varijanti gubitka funkcije (pLoF, engl. predicted loss-of-function variants).
Najc¢es¢i su polimorfizmi jednog nukleotida koji vode do smanjene aktivnosti DPD-a
(gnomAD, 2023.).

Sto se ti¢e genotipa i njegove translacije u fenotip, nositelji dva alela divljeg tipa
(odnosno oni koji nemaju dokazane varijante koje smanjuju ili dokidaju aktivnost enzima)
imaju fenotip normalne funkcije enzima. Heterozigotni nositelji mogu imati jedan alel
normalne funkcije i jedan alel smanjene funkcije ili jedan nefunkcionalni alel, dok kod
dvostrukih heterozigota nalazimo dva ili vise varijantnih alela, ali na razli¢itim lokusima.
Homozigoti su rijetki i nose dva ista varijantna alela. Translacija genotipa u fenotip je opisana
detaljnije dalje u tekstu, jer postoje razlike ovisno o preporukama stru¢nih drustava.

Kako bi se predvidjela potencijalna toksicnost terapije fluoropirimidinima, razvijeno je

nekoliko metoda koje pokusavaju predvidjeti ili mjeriti aktivnost enzima DPD.

1.2.1. GENOTIPIZACIJA

Cilj genotipizacije DPYD je otkriti moguée varijante u genomu pacijenta te prema
rezultatu genotipa DPYD predvidjeti DPD fenotip i odgovor na terapiju. Vecina poznatih
varijanti DPYD nema utjecaj na fenotip pacijenta, dok ostale varijante vode do djelomi¢nog ili
potpunog gubitka aktivnosti DPD-a. Dokazano je da varijante *2A i *13 dovode do potpunog
gubitka aktivnosti, a c.2468A>T i ¢.1236G>A dovode do smanjene aktivnosti DPD-a.
Proucavaju se i drugi polimorfizmi, primjerice ¢.494A>G i ¢.2194G>A, za koje se pretpostavlja
dovode da smanjene aktivnosti DPD enzima (Ganoci i sur., 2023.).

Medunarodni Konzorcij za implementaciju klinicke farmakogenetike (engl. The
Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium, CPIC) osmislio je sustav bodovanja
varijanti kako bi se olaksala interpretacija rezultata genotipizacije i njihovo povezivanje s
fenotipom. Varijantama DPYD-a pridruzuje se indeks aktivnosti (engl. variant activity score)
prema utjecaju na aktivnost DPD-a: 1 za normalnu aktivnost, 0.5 za smanjenu aktivnost i 0 za
potpuni prestanak rada enzima. Prema ovim vrijednostima racuna se indeks aktivnosti gena

(engl. gene activity score) u rasponu od 0 (nema aktivnosti DPD-a) do 2 (o¢uvana aktivnost
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DPD-a) koji nam govori da je osoba spori metabolizator fluoropirimidina (za indeks aktivnosti
0), tj. normalan metabolizator (za indeks aktivnosti 2).

Genotipizacija je pouzdana metoda koja daje dosljedne odgovore na pitanje postoji li
ispitana varijanata, no njen nedostatak je potencijalno previdanje bitnih varijanti, pogotovo kod
razlicitih etnickih grupa. Prednost je moguénost automatizacije procesa i Siroka dostupnost, no

problem je niska osjetljivost ovakve vrste testiranja.

Tablica 1. Povezanost indeksa aktivnosti gena i fenotipa

INDEKS
AKTIVNOSTI | GENOTIP FENOTIP
GENA
- normalan

2 2 alela normalne funkcije _

metabolizator
1.5 1 alel normalne funkcije i 1 alel smanjene funkcije

intermedijarni
. 1 alel normalne funkcije i 1 nefunkcionalni alel ili | metabolizator

2 alela smanjene funkcije

0.5 1 alel smanjene funkcije i 1 nefunkcionalni alel

spori metabolizator
0 2 nefunkcionalna alela

1.2.2. FENOTIPIZACIJA

Dok genotipizacija cilja na predvidanje aktivnosti DPD-a, fenotipizacije mjeri stvarnu
enzimsku aktivnost DPD-a.

Jedna od metoda fenotipizacije je mjerenje omjera dihidrouracila (DHU) i uracila (U) u
plazmi prije terapije fluoropirimidinima budu¢i da se uracil djelovanjem DPD-a pretvara u
dihidrouracil. Niske vrijednosti DHU/U omjera ukazuju na smanjenu aktivnost enzima.
Problemi ove metode su robusnost i interferencije DHU-a s metodom te nedefinirane
vrijednosti DHU/U koje definiraju djelomicni, tj. potpuni nedostatak DPD-a.

Druga metoda je mjerenje plazmatskog uracila prije terapije fluoropirimidinima prema

kojoj visoke koncentracije uracila ukazuju na smanjenu aktivnost DPD-a. lako je izbjegnut



problem robusnosti zbog odsutnost mjerenja DHU-a, i dalje postoji nedostatak smjernica i
definiranih vrijednosti koji ukazuju na razinu nedostatka DPD-a. Trenutno postoje jedino
smjernice Francuske agencije za zdravstvo i Nacionalnog instituta za rak (za ovu metodu prema
kojima razina plazmatskog uracila izmedu 16-150 ng/ml ukazuje na djelomi¢nu deficijenciju
DPD-a, a razina iznad 150ng/ml ukazuje na potpunu deficijenciju. Smatra se da je
predterapijska razina plazmatskog uracila bolji pokazatelj toksi¢nosti fluoropirimidina nego
omjer DHU/U (Deac i sur., 2020).

lako nam ove metode prikazuju pravu aktivnost DPD-a, neovisno o ispitanim
varijantama gena DPYD, nedostatak fenotipskih testova su strogi predanaliticki uvjeti za
uzorkovanje (pohrana uzorka i stabilnost analita) i zahtjevna standardizacija i automatizacija

testova.

Irinotekan je prolijek koji se Cesto koristi u kombinaciji s kontinuiranom infuzijom 5-FU u
terapiji kolorektalnog karcinoma. On je inhibitor topoizomeraze 1, enzima koji sudjeluje u
odvijanju zavojnice DNA te rezultira lomljenjem molekule DNA §to vodi do stani¢ne smrti.
Ovaj lijek se metabolizira uglavnom preko enzima UDP-glukuronoziltransferaze (UGT1Al)
koji glukuronidira irinotekan u aktivni metabolit SN-38.

UGTI1AL1 je polimorfni enzim koji metabolizira veliki broj lijekova, a najznaajniji
polimorfizam je UGT1A1*28 koji rezultira smanjenom aktivnosti enzima. S obzirom na ovu
varijantu, pacijent moze biti divlji tip, heterozigot i homozigot te je kod homozigota primije¢en
povecan rizik od teSke toksicnosti kao posljedice terapije irinotekanom. Neke od nuspojava

ovog lijeka ukljucuju neutropeniju, proljev 1 mukozitis (Bili¢, 2016).

1.4.1. CPIC SMJERNICE

Konzorcij za implementaciju klini¢ke farmakogenetike (CPIC) je u prosincu 2013. godine
objavio smjernice za interpretaciju rezultata genotipizacije. Prema ovim smjernicama, pacijente

je prije terapije 5-fluorouracilom, kapecitabinom i tegafurom potrebno testirati na postojanje 3



varijante: DYPD*2A, DPYD*13 i DPYD ¢.2846A>T. Divlji tip ima normalnu funkciju DPD-a
1 pacijenti primaju normalnu dozu lijeka; heterozigoti imaju djelomi¢nu deficijenciju i
preporuca se redukcija pocetne doze za 50%, a nadalje titracije doze prema odgovoru;
homozigoti su potpuno deficijentni i preporuca se alternativna terapija (Caudle i sur., 2013).

U listopadu 2017. godine CPIC je objavio revidirane smjernice. Zbog nedostatka
podataka, CPIC ne daje nikakve smjernice za terapiju tegafurom, ve¢ samo za terapiju 5S-FU-om
1 kapecitabinom. Uz 3 ve¢ postojece varijante za testiranje (*2A, *13, ¢.2846A>T), predlozena
je i varijanta ¢.1236G>A. Otkriveno je da varijante *2A i *13 rezultiraju potpunim gubitkom
aktivnosti DPD-a te im se pridodaje indeks aktivnosti 0, dok varijante c.2846A>T i c.1236G>A
rezultiraju djelomi¢nom deficijencijom enzima i pridodaje im se indeks aktivnost 0.5. Aleli
divljeg tipa (kad nisu nadene ispitivane varijante) dobivaju indeks aktivnosti 1. Prema ovim
podacima, mozemo izracunati indeks aktivnosti gena kao sumu dva najniza indeksa aktivnosti
varijanti. Pacijenti s indeksom aktivnosti gena 2 smiju primiti punu dozu lijeka, za one s
indeksom 1.5 preporucuje se redukcija doze za 25%, za indeks 1 preporucuje se redukcija doze
za 50%, a za pacijente s indeksom 0 i 0.5 fluoropirimidini su kontraindicirani (Amstutz i sur.,
2018).

U azuriranoj verziji iz 2018. CPIC preporucuje da pacijenti s indeksom aktivnosti gena

1.5 zaprime lijek u dozi smanjenoj za 50%, isto kao i oni s indeksom 1.

Tablica 2. Preporuceno doziranje fluoropirimidina po DPD fenotipu po najnovijim

CPIC smjernicama

FENOTIP PREPORUKA ZA DOZIRANJE

normalni metabolizator indeks aktivnosti 2: puna doza

intermedijarni metabolizator | indeks aktivnosti 1-1.5: smanjenje doze za 50%

spori metabolizator indek aktivnosti 0-0.5: izbjegavati fluoropirimidine

1.4.2. DPWG SMJERNICE

Smjernice Nizozemske radne grupe za farmakogenetiku (engl. The Dutch Pharmacogenetics
Working Group, DPWG), objavljene prvi put 2011., s nadopunama 2018. i 2019. godine, se
velikim dijelom poklapaju s CPIC smjernicama, uz nekoliko bitnih razlika (Bank i sur., 2018).



DPWG koristi isti sistem bodovanja, tj. indeks aktivnosti varijanti i gena i preporucuje
testiranje na iste 4 varijante kao i CPIC, no za razliku od njih, daje preporuke i za terapiju
tegafurom. Takoder prepoznaje varijante *2A i *13 kao varijante potpunog gubitka aktivnosti
DPD-a, a varijante ¢.2468A>T i ¢.1236G>A kao varijante koje rezultiraju djelomi¢nim
gubitkom aktivnosti enzima.

Za 5-FU 1 kapecitabin, puna doza preporucena je za pacijente s indeksom aktivnosti 2,
dok je redukcija doze za 50% preporucena za sve heterozigote s daljnjom titracijom doze prema
toksi¢nosti. Indeks aktivnosti 0.5 zamijenjen je rezultatom PHENO - enzimska aktivnost DPD-a
ne moze se predvidjeti to¢no te je potrebna dodatna fenotipizacija. Za homozigote s 2 varijante
koje rezultiraju smanjenom aktivnosti enzima predlaze se dodatna fenotipizacija, dok se za
homozigote s 2 varijante koje rezultiraju potpunim gubitkom aktivnosti DPD-a predlaze
izbjegavanje sistemske i kutane primjene ovih lijekova.

Sto se ti¢e smjernice za tegafur, DPWG predlaZe izbjegavanje terapije za pacijente s
indeksom aktivnosti 0, 11 1.5, a terapiju standardnom dozom predlaze samo za pacijente Koji

su nositelji alela divljeg tipa, odnosno dva alela normalne funkcije (Lunenburg i sur., 2020).

Tablica 3. Doziranje fluoropirimidina prema najnovijim CPIC smjernicama i DPWG

smjernicama

IREPORUCENA FOCETNA
CPIC DPWG

dva alela normalne funkcije 100 100

jedan alel normalne funkcije i jedan nefunkcionalni alel

ili 50 50

jedan alel normalne funkcije i jedan alel smanjene funkcije

dva alela smanjene funkcije 50 PHENO

jedan alel smanjene funkcije i jedan nefunkcionalni alel 0 PHENO

dva nefunkcionalna alela 0 0

CPIC - The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium, DPWG - The Dutch
Pharmacogenetics Working Group, PHENO - nema dovoljno podataka o enzimskoj

aktivnosti na temelju genotipizacije pa se preporuca dodatna fenotipizacija



1.4.3. HAS/INCa SMJERNICE

Pocetkom 2018. godine, Francuska nacionalna agencija za sigurnost lijekova i zdravstvenih
proizvoda (L'Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé, ANSM)
glasala je za uvodenje rutinskog testiranja DPD deficijencije prije terapije fluoropirimidinima.
Zbog nedostatka sluzbene metode testiranja Francuska agencija za zdravstvo (Haute Autorité
de Santé, HAS) i Nacionalni institut za rak (Institut National du Cancer, INCa) udruzili su
snage i objavili nacionalne smjernice za DPD testiranje.

Njihov odabir bio je fenotipizacija, tj. mjerenje plazmatske koncentracije uracila
(uracilemije), a interpretacija rezultata kaze da vrijednosti uracilemije >150 ng/ml ukazuju na
potpuni gubitak aktivnosti DPD-a, a vrijednosti >16 ng/ml i <150 ng/ml ukazuju na djelomi¢nu

deficijenciju (https://www.has-sante.fr).

1.4.4. SPT SMJERNICE

Svicarska grupa za farmakogenomiku i personaliziranu terapiju (engl. The Swiss Group of
Pharmacogenomics and Personalised Therapy, SPT) u studenom 2020. godine objavila je
smjernice za DPYD genotipizaciju i terapijsko pracenje lijekova (engl. therapeutic drug
monitoring, TDM) bazirane na CPIC i DPWG smjernicama.

Svicarske smjernice daju preporuke za lije¢enje 5-FU-om i kapecitabinom te u obzir ne
uzimaju tegafur buduéi da on nije u uporabi u Svicarskoj. Preporu¢uju testiranje za 4 varijante,
*2A i *13 koje prepoznaju kao varijante koje dovode do potpunog gubitka aktivnosti DPD-a i
c.2468A>T 1 ¢.1236G>A koje vode do djelomicnog gubitka funkcije enzima.

Za heterozigotne nositelje preporuc¢eno je smanjenje doze za 50%, za homozigotne
nositelje dve varijante smanjene aktivnosti preporuc¢a se smanjenje doze za 25%, dok se za
homozigotne nositelje dve varijante koje vode do potpunog gubitka aktivnosti enzima
preporuca izbjegavanje fluoropirimidina.

Za razliku od prijasnjih smjernica, ukoliko je prisutna varijanta DPYD, SPT smjernice
predlazu pocetak terapije intravenskim 5-FU-om s odgovaraju¢om redukcijom doze ukoliko je
potrebna te umjesto titracije doze prema toksi¢nosti, preporuca TDM - pracenje koncentracije
lijeka u krvi tijekom kontinuirane infuzije te titriranje prema AUC-u (povrsini ispod krivulje
odnosa koncentracije lijeka u krvi i vremena) ¢ije su ciljne vrijednosti 20-30 mg x h/l. Ako
primjena 5-FU-a nije moguca, moguca je terapija kapecitabinom s prilagodenom dozom i

titracija doze prema toksi¢nosti (Hamzic i sur., 2020).


https://www.has-sante.fr/

Tablica 4. Doziranje fluoropirimidina prema najnovijim CPIC smjernicama, DPWG i SPT

smjernicama

DPYD GENOTIP

PREPORUCENA POCETNA DOZA (%

PUNE DOZE)
CPIC DPWG SPT
dva alela normalne funkcije 100 100 100
jedan alel normalne funkcije i jedan
nefunkcionalni alel
ili 50 50 50*
jedan alel normalne funkcije i jedan alel
smanjene funkcije
dva alela smanjene funkcije 50 PHENO 25*
jedan alel smanjene funkcije i jedan
_ _ 0 PHENO 0
nefunkcionalni alel
dva nefunkcionalna alela 0 0 0

CPIC - The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium, DPWG - The Dutch

Pharmacogenetics Working Group, SPT — The Swiss Group of Pharmacogenomics and

Personalised Therapy, PHENO - nema dovoljno podataka o enzimskoj aktivnosti na temelju

genotipizacije pa se preporuca dodatna fenotipizacija, *preporuke za 5-FU u obliku infuzije uz

TDM

U oZujku 2020. godine Povjerenstvo za ocjenu rizika na podrucju farmakovigilancije (PRAC)

pri Europskoj agenciji za lijekove (EMA) preporucuje DPYD testiranje prije lijecenja
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5-fluorouracilom u obliku infuzije ili injekcije i njegovim prolijekovima. Testiranje nije
potrebno kod topikalne primjene fluoropirimidina budué¢i da je sistemska apsorpcija
zanemariva.

PRAC je u preporuci naveo opcije i fenotipizacije i genotipizacije.

Za fenotipsko testiranje, PRAC priznaje francuske smjernice koje govore da vrijednosti
uracilemije >150 ng/ml ukazuju na potpuni gubitak aktivnosti DPD-a, a vrijednosti >16 ng/ml
1 <150 ng/ml ukazuju na djelomi¢nu deficijenciju.

Za genotipizaciju preporucaju testiranje na 4 varijante gena DPYD - *2A, *13,
C.2468A>T i ¢.1236G>A.

Kod bolesnika s potpunim nedostatkom DPD-a kontraindicirana je primjena
fluoropirimidina, dok se kod bolesnika s djelomi¢nom deficijencijom preporuca snizenje
pocetne doze te titriranje doze prema nuspojavama.

Takoder navode da klinicke ishode moze poboljsati TDM kod bolesnika lijecenih
kontinuiranom infuzijom 5-FU gdje je ciljni AUC 20-30 mg x h/l.

U lipnju 2020. u suradnji s EMA-om i hrvatskom Agencijom za lijekove i medicinske proizvode
(HALMED), nositelji odobrenja Roche Registration GmbH, JGL d.d, Alpha-Medical d.o.o.,
Sandoz d.o.o., Alvogen Pharma Trading Europe EOOD, Pliva Hrvatska d.o.o0., Krka-farma
d.o.o., Teva B.V., Accord Healthcare S.L.U. uputili su pismo zdravstvenim radnicima u kojem
se preporucuje DPYD testiranje prije lijecenja fluoropirimidinima s ciljem smanjenja rizika od

toksi¢nosti (https://halmed.hr).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Ve¢ od ranih dana koriStenja fluoropirimidina bilo je poznato da oni imaju razne i brojne
nuspojave koje su se jace ispoljavale kod pojedinih pacijenata. Otkrice DPD-a i polimorfizama
gena DPYD znanstvenicima je omoguéilo razumijevanje metabolizma i toksi¢nosti ovih
lijekova, no taj proces bio je tezak i spor . lako se danas zna da varijacije u genu DPYD nisu
jedine koje utjecu na toksi¢nost fluoropirimidina, steCeno znanje o utjecaju varijanti DPYD na
ekspresiju enzima i riziku od toksi¢nosti je dragocjeno.

S obzirom na veliki broj pacijenata koji su svake godine na terapiji fluoropirimidinima
u Republici Hrvatskoj, velik je i rizik od nastajanja nuspojava. Ovaj rad prikazuje razvoj DPYD
testiranja u Hrvatskoj i njegovo trenutno stanje.

Cilj ovog diplomskog rada bio je analizirati podatke DPYD genotipskih testiranja u
Republici Hrvatskoj te ustanoviti u€estalost pojedinih polimorfizama u populaciji radi boljeg
razumijevanja stanja pacijenata.

Dodatno, Zelja je bila analizirati broj testova kroz godine te uvidjeti postoji li rast broja
testova te korelira li on vremenski s objavom nacionalnih smjernica drugih europskih drzava i
preporukama EMA-e.

Na kraju, iz dostupnih podataka bilo je vidljivo podrijetlo uputnica za testiranje te je

analiziran njihov lokalitet kroz Hrvatsku 1 pripadnost pojedinim razinama zdravstvene zastite.
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3. METODE | MATERIJALI

Za potrebe ovog diplomskog rada pretrazivane su baze podataka PubMed, Wiley Online
Library, PharmGKB, ScienceDirect, ASCO Journals, Hrcak, Repozitorij Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta, te stranice HALMED-a. Uvelike su pomogli zavr$ni specijalisticki rad
Ane Begi¢ s Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu te doktorska disertacija Ivana
Bili¢a s Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

Podaci o rezultatima DPYD testiranja su iz arhiva Odjela za farmakogenomiku i
individualizaciju terapije Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb,
skupljeni u periodu od srpnja 2009. godine 1 lipnja 2023. godine i obradeni koriStenjem
zaokretnih tablica.

U Republici Hrvatskoj DPYD testiranje moguce je provesti na teret Hrvatskog zavoda
za zdravstveno osiguranje, a trenutno ga jedino provodi laboratorij Odjela za farmakogenomiku
i individualizaciju terapije u KBC-u Rebro. Osim uzorkovanja u samom KBC-u, testiranje se

provodi i na uzorcima poslanima iz drugih dijelova Hrvatske.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Analizirani su rezultati farmakogentickih testiranja na varijante gena DPYD 1364 osobe u
razdoblju od srpnja 2009. godine do lipnja 2023. godine.

Od 1364 pacijenta, 715 bile su zene, a 649 muskarci. Oba spola zastupljena su
podjednako - 52.42% c¢ine Zene, a 47.58% muskareci.

U analizu dobi u obzir je uzeta dob ispitanika u trenutku testiranja te su rezultati
podlozni greskama buducdi da je bila poznata samo godina rodenja, ne i to¢an datum.

Najveci broj ispitanika je u dobnoj kategoriji 60-69 godina i ¢ini ~37.5% ukupnog broja.
Slijedi kategorija 70-79 godina s ~28% zastupljenosti te kategorija 50-59 godina s ~17.5%
ispitanika.

Oba spola su podjednako zastupljena u svim dobnim kategorijama.
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Slika 2. Broj testiranih pacijenata prema dobnim kategorijama
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Tablica 5. Broj testiranih pacijenata prema dobnim kategorijama

RASPON GODINA BROJ PACIJENATA
<20 3

20-29 3

30-39 51

40-49 101

50-59 242

60-69 510

70-79 382

>80 59
nepoznato 13

Analiza broja provedenih testova kroz godine pokazuje gotovo eksponencijalni rast. Od
2009. godine do 2011. godine zabiljezeno je 30-ak testiranja kroz cijelu godinu te taj broj blago
raste do 2017. godine kada je broj testova narastao s 69 na 106, §to ¢ini porast od gotovo 35%.
U 2018. godini je zapazen blagi pad, ali je 2019. godine broj narastao na 130 testova u godini
dana, najvise do tada. Pandemija COVID-19 uzrokovala je pad broja testova u 2020. godini §to
se moze objasniti manjom dostupnosti zdravstvene skrbi sto je u skladu s podacima iz literature
(Rucinska i sur., 2022; Moynihan i sur., 2021). U 2021. godini, u usporedbi sa 2020. godinom,
broj testiranja je znacajno porastao $to se moze povezati s dostupnosti cjepiva za COVID-109.
U 2022. imamo rekordni porast za ¢ak 45% u odnosu na prijasnju godinu. Kroz prvu polovicu
2023. godine vidimo da je broj testiranja otprilike isti kao u tom periodu prijas$nje godine, tj.

142 testa.
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Slika 3. Graficki prikaz broja DPYD testova od 2010. do 2022. godine

o
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Tablica 6. Broj DPYD testova kroz ispitivani period

VREMENSKI PERIOD BROJ TESTOVA
srpanj-prosinac 2009. 16
2010. 31
2011. 28
2012. 38
2013. ol
2014. 67
2015. 66
2016. 69
2017. 106
2018. 84
2019. 130
2020. 97
2021. 158
2022. 281
sijeCanj-lipanj 2023. 142

Iz rezultata mozemo primijetiti da CPIC i DPWG smjernice nisu imale veliki utjecaj na
porast broja testova. Nakon izvjes¢a EMA-e 2020. godine nema ocekivanog porasta broja
pacijenata, no to nije ¢udno s obzirom na COVID-19 pandemiju tijekom koje se smanjila
dostupnost zdravstvene skrbi. Nakon pocetka procjepljivanja populacije i smirenja zaraze
korona virusom primje¢ujemo veliki porast smjernice $to je u skladu s rezultatima studija koje
su mjerile implementaciju testiranja u klini¢ku praksu u Europi (de With i sur., 2023; Begré i
sur., 2022). Mozemo zakljuciti da je odluka EMA-e imala ulogu u promjeni misljenja lijecnika
na prostoru Hrvatske o vaznosti DPYD testiranja.

de With 1 sur. 2022. godine su kontaktirali strunjake s ciljem procjene stanja DYPD
testiranja u Europi te su preko obrascu postavljena pitanja o nacinu provodenja testiranja, broju
provedenih testova prije i poslije objave EMA-e te preprekama pri uvodenju testiranja. Dobili
su odgovore od 79 osoba u 23 zemlje Europe, ukljucujuéi 1 Hrvatsku. Rezultati na europskoj

razini vecinski se poklapaju sa situacijom u Hrvatskoj gdje je takoder primije¢en povecan broj
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testova nakon objave EMA-inih preporuka. Neke od zabiljezenih prepreka na razini Europe su
odsutnog naknade troSkova za testiranje Sto u Hrvatskoj nije problem buduéi da se
genotipizacija moze provesti na teret HZZO-a te nedovoljna edukacija medicinskih radnika.
Nakon objave EMA-inih smjernica 2020. i njihove implementacije u onkoloske smjernice,

mozemo primijetiti da su poceli pristizati uzorci iz ¢ak 5 novih ustanova u Hrvatskoj.
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Slika 4. Broj provedenih testova po mjesecima od srpnja 2009. do lipnja 2023. godine
i objava smjernica za DPYD testiranje
(1. Prva objava CPIC smjernica, 2. Objava revidiranih CPIC smjernica, 3. Objava DPWG
smjernica, 4. Objava EMA-ine ocjene omjera koristi i rizika primjene fluoropirimidina i
preporuc¢enih mjera minimizacije rizika, 5. Objava pisma zdravstvenim djelatnicima od

strane nositelja odobrenja za fluoropirimidine na podruc¢ju Hrvatske)

U pocetku DPYD testiranja u Hrvatskoj provodili su se testovi samo za varijante *2A i
€.496A>G pa tako za 427 pacijenata imamo rezultate samo za ove dvije varijante, dok za 937
pacijenata imamo rezultate za 5 varijanti (*2A, ¢.496A>G, *13, ¢.2846A>T i ¢.1236G>A), od
kojih je 818 pojedinaca testirano i za Sestu varijantu (*6, ¢.2194G>A). Dodatno testiranje na
varijantu gena za UGT1A1*28 provedeno je u 367 pacijenata.

Polimorfizam DPYD*2A pronaden je kod 40 od 1364 ispitana pacijenta. Od ukupnog
broja ispitanika, 2.86% pacijenata bili su heterozigoti, a 0.07%, tj. jedan ispitanik, homozigot.

Polimorfizam DPYD ¢.496A>G pronaden je u veCem broju pacijenata, njih 341 od

ispitanih 1364, tj. u ¢ak 25% ukupnog broja. Od toga 23.39% bili su heterozigoti, a 1.61%
homozigoti.
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Polimorfizam DPYD*13 u ispitanoj populaciji je najrjedi te je zabiljezen samo jedan
heterozigot u ispitanih 937 pacijenata.

Polimorfizam DPYD ¢.2846A>T takoder je rijedak te je zabiljezeno 9 heterozigota, t.
0.96% od ukupnog broja ispitanih koji je 937.

Polimorfizam DPYD c¢.1236G>A pronaden je u 48 of 937 pacijenata te su svi
heterozigoti i ¢ine 5.12% ispitanika.

Polimorfizam DPYD*6 ispitan je u 817 pacijenata te je pronadeno 99 heterozigota, tj.
12.10% ispitanih te 3 homozigota, tj. 0.37% ispitanih.

Genotipizacija za polimorfizam gena UGT1A1*28 provedena je u 367 osoba, od kojih
su 44.96% bili heterozigotni nositelji *2/*28, a 19.07% kao homozigotni nositelji *28/*28.

Od 1364 ispitane osobe, 492 bile su nositelji varijante gena DPYD. Samo jednu varijantu
imali su 444 ispitanika, njih 47 nosilo je dvije varijante, a jedna osoba ¢ak 3 razli¢ite varijante
gena DPYD.
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Tablica 7. Rezultati testiranja u Republici Hrvatskoj

POLIMORFIZAM | STATUS | izl raTa | REZULTATA | ISPITANIH

DPYD *2A 1 1324 97.07% 5 1364
2 39 2.86%
3 1 0.07%

DPYD c.496A>G 1 1023 75.00% 5 1364
2 319 23.39%
3 22 1.61%

DPYD *13 1 936 99.89% 5 937
2 1 0.11%
3 0 0.00%

DPYD c.2846A>T |1 928 99.04% 5 937
2 9 0.96%
3 0 0.00%

DPYD c.1236G>A | 1 889 94.88% 5 937
2 48 5.12%
3 0 0.00%

DPYD *6 1 715 87.52% 5 817
2 99 12.10%
3 3 0.37%

UGT1AL *28 1 132 35.97% 5 367
2 165 44.96%
3 70 19.07%

1 — nositelj divljeg tipa alela, 2 - heterozigot, 3 — homozigotni nositelj varijantnog alela
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Tablica 8. Prikaz izvora preporuka za DPYD testiranje

UPUCENO OD STRANE: BROJ TESTOVA

KBC Zagreb 536

KBC Rijeka 163

KBC Osijek

KBC Sestre milosrdnice

KBC Split

KB Merkur

KB Sveti duh

OZB Pozega

N W R | Rr|R,r o~

OZB Vinkovci

OB Varazdin 40

OB Pula 34

OB ,.dr. Josip Bencevi¢*, Slavonski Brod 11

OB Karlovac

OB Dubrovnik

OB Zadar

OB Koprivnica

|| &> B>]| 0

OB Sibenik

lije¢nik primarne zdravstvene zaStite 541

U sklopu analize obradeni su podaci o izvorima preporuka za DPYD testiranje.

Od strane lije¢nika primarne zdravstvene zaStite zaprimljeno je 541 zahtjev za
testiranjem, tj. ~39.7% ukupnog broja testova.

Sekundarna razina zdravstvene zastite imala je nesto manju ulogu u DPYD testiranjima
te je iz op¢ih bolnica 1 opéih Zupanijskih bolnica zaprimljeno samo 108 pacijenata, tj. samo
~8%. Najvise uzoraka stiglo je iz OB Varazdin 1 OB Pula.

NajviSe preporuka stiglo je iz ustanova tercijarne zdravstvene zastite, tj. iz klinickih
bolnica i klinickih bolnickih centara - vise od 50%. Skoro 40% ukupnog broja testova upuceno
je od strane KBC-a Zagreb gdje se samo testiranje i odvija, dok je iznenadujuce velik broj

uzoraka, ¢ak 163, stigao iz KBC-a Rijeka.
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Iz dostupnih podataka mozemo vidjeti porast broj uputnica pristiglih iz ustanova izvan

Zagreba. Do 2014. godine, svi uzorci stigli su upravo iz Zagreba gdje su i obradeni, a s 2014.

godinom zapocinje pristizanje uzoraka iz drugih dijelova Hrvatske. Kao i s ukupnim brojem

testova, primjecujemo porast testova pristiglih iz drugih regija Hrvatske kroz promatrani period.

Zaprimljeno je 279 takvih uzoraka, tj. petina ukupnog broja uzoraka

Tablica 9. Broj uzoraka zaprimljenih iz ustanova izvan Zagreba tijekom promatranog

razdoblja
2014. | 2015. | 2016. | 2017. | 2018. | 2019. | 2020. | 2021. | 2022. | 2023.

KBC Rijeka 3 6 5 2 12 8 14 30 49 34
OB Pula 2 5 6 4 10 7
KBC Osijek 1 1 2 1 1

OB Karlovac 1 2 1 1 3

OB Slavonski Brod 2 4 3 3

OZB Pozega 1 2

OB Varazdin 1 5 28 6
OB Zadar 1 2 1
KBC Split 1

OB Sibenik 1

OZB Vinkovci 1 1
OB Dubrovnik 4

OB Koprivnica 1

z 3 6 7 2 14 19 29 46 105 49
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5. ZAKLJUCCI

Analizirani su podaci farmakogenetic¢kog testiranja gena DPYD za 1364 osobe u KBC-u
Zagreb, prikupljeni u razdoblju od srpnja 2009. i lipnja 2023. godine.

U ukupnom broju pacijenata podjednako su zastupljeni muskarci i zene, od kojih je ¢ak
70% starije zivotne dobi, tj. stariji od 60 godina u trenutku testiranja.

Analizirani su svi podaci dostupni u KBC-u Zagreb, od kojih najstariji sezu do 2009.
Kroz godine se primjecuje porast broja testova, a najveci skok primijecen je 2022. godine kada
se gotovo udvostrucio broj ispitanika u usporedbi s prethodnom godinom. U 2020. zabiljeZen
je blazi pad broja testiranja Sto se mozZe objasniti manjom dostupnosti zdravstvene skrbi
uzrokovane pandemijom COVID-19. U 2021. godini, u usporedbi sa 2020. godinom, broj
testiranja je znacajno porastao §to se moze povezati s dostupnoscu cjepiva za COVID-19.

Objave DPYD smjernica od strane CPIC-a i DPWG-a imale su mali utjecaj na ucestalost
testiranja u Hrvatskoj, no mozemo primijetiti veliki porast nakon uklju¢ivanja preporuka
EMA-e u onkoloske smjernice §to je u skladu s rezultatima studija koje su myjerile
implementaciju testiranja u klini¢ku praksu u Europi.

Studija u¢inka provedena 2022. godine ispitala je stru¢njake u 23 zemlje Europe, s
ciljem procjene stanja DYPD testiranja u Europi. Rezultati na europskoj razini vecinski se
poklapaju sa situacijom u Hrvatskoj gdje je takoder primije¢en povecan broj testova nakon
objave EMA-inih preporuka. Nakon objave EMA-inih smjernica 2020. i njihove
implementacije u onkoloske smjernice, mozemo primijetiti da su poceli pristizati uzorci iz ¢ak
5 novih ustanova u Hrvatskoj te mozemo zakljuciti da su one imale velik utjecaj na voljnost
strucnjaka za edukaciju o utjecaju DPD deficijencije na terapijski odgovor te upucivanje na
DPYD testiranje.

Od ukupnog broja pacijenata, 492 osobe, tj. 36% ispitanika bili su nositelji neke od
varijanti gena DPYD od kojih je 444 pacijenata imalo jednu varijantu, 47 dvije varijante, a jedna
osoba ¢ak 3 varijante DPYD. U pocetcima farmakogenetickog testiranja DPYD u Hrvatskoj ono
se provodilo nakon pocetka terapije kao odgovor na nuspojave uzrokovane fluoropirimidinima,
a tek je u novije vrijeme zapocelo pred terapijsko testiranje, no u okvirima ovog rada taj podatak
0 pojedinim testovima nije poznat. Trend pred terapijskog testiranja mozemo primijetiti i u
drugim zemljama Europe budu¢i da ono omogucuje najbolje ishode za pacijenta.

Najces¢i polimorfizam bio je DPYD ¢.496A>G pronaden u 25% ispitanika, a najrjeda
varijanta DPYD*13 koja je utvrdena samo kod jedne osobe. Varijanata DPYD*2A pronadena
u 2.9% pacijenta. Varijanta DPYD ¢.2846A>T takoder je rijetka te je utvrdena u tek 0.96% od
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ukupnog broja ispitanih. Polimorfizam DPYD ¢.1236G>A pronaden je u 5.12% ispitanika, a
DPYD*6 12.47% ispitanika.

Najvise preporuka za genotipizaciju stiglo je iz ustanova tercijarne zdravstvene zastite,
od ¢ega je gotovo 40% njih stiglo iz samog KBC-a Zagreb gdje se testiranje i provodi. Gotovo
40% preporuka za testiranje stiglo je i od strane lije¢nika primarne zdravstvene zastite, dok je
iz ustanove sekundarne zdravstvene zastite stiglo samo 8% pacijenata. Izvan Zagreba, najvise
uzoraka stiglo je iz KBC-a Rijeka, njih ¢ak 12%. Primje¢ujemo porast broja ustanova iz kojih
se $alju uzorci — do 2014. uputnice za testiranje stizale su samo iz Zagreba, no postepeno se
uklju¢uju i drugi hrvatski gradovi. Nakon objave EMA-inih preporuka, primje¢ujemo

ukljucivanje 5 novih ustanova u prikupljanje uzoraka za DPYD testiranje.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

5-FU - 5-fluorouracil

5-FAUMP - 5-fluorodeoksiuridin monofosfat
5-FUTP - 5-fluorouridin trifosfat

5-FAUTP - 5-fluorodeoksiuridin trifosfat
5’-DFCR - 5’-deoksi-5-fluorocitidin
5°-DFUR - 5’-deoksi-5-fluorouridin

ANSM - Francuska nacionalna agencija za sigurnost lijekova i zdravstvenih proizvoda, fr.

L'Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé

AUC - povrsina ispod krivulje odnosa koncentracije lijeka u krvnoj plazmi i vremena, engl.

Area under the ROC curve

CPIC - engl. The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
CTCAE - engl. Common Terminology Criteria for Adverse Events
DHFU - 5,6-dihidro-5-fluorouracil

DHU - dihidrouracil

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

DPD - dihidropirimidin dehidrogenaza

DPWG - engl. The Dutch Pharmacogenetics Working Group
dTMP - deoksitimidin monofosfat

dTTP - deoksitimidin trifosfat

dUMP - deoksiuridin monofosfat

dUTP - deoksiuridin trifosfat
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EMA - Europska agencija za lijekove, engl. European Medicines Agency
HAS - Francuska agencija za zdravstvo, fr. Haute Autorité de Santé
HZZO — Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje

INCa - Nacionalni institut za rak, fr. Institut National du Cancer

KB - klini¢ka bolnica

KBC - klinicki bolnicki centar

MTHF - 5,10-metilen tetrahidrofolat

OB - op¢a bolnica

OPRT - orotat-fosforiboziltransferaza

OZB - op¢a zupanijska bolnica

PRAC - Povjerenstvo za ocjenu rizika na podrucju farmakovigilancije, engl.

Pharmacovigilance Risk Assessment Committee
RNA - ribonukelinska kiselina

SPT - Svicarska grupa za farmakogenomiku i personaliziranu terapiju, engl. Swiss Group of

Pharmacogenomics and Personalised Therapy
TDM - terapijsko pracenje lijekova, engl. therapeutic drug monitoring
TS — timidilat-sintaza

U - uracil
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8. SAZETAK/SUMMARY

Fluoropirimidini su skupina kemoterapeutika koji se koriste u lijjecenju viSe vrsta raka, a
ukljucuju 5-fluorouracil te njegove oralne prolijekove kapecitabin i tegafur.

U metabolizmu fluoropirimidina veliku ulogu igra enzim dihidropirimidin-
dehidrogenaza (DPD) kodirana genom DPYD. Polimorfizmi i varijante gena DPYD povezuju
se s nedostatkom aktivnosti enzima DPD povecanim rizikom za razvoj teskih nuspojava
fluoropirimidina. Stoga je objavljeno je viSe smjernica koje daju preporuke za
farmakogeneticko testiranje ovog gena. Cilj testiranja je otkriti moguce varijante gena DPYD
prije terapije fluoropirimidinima te smanjiti rizik od nuspojava. Ovaj rad sadrzi pregled metoda
genotipizacije i fenotipizacije te sazetak najvaznijih nacionalnih smjernica drzava Europe i
Europske agencije za lijekove (EMA).

U sklopu ovog diplomskog rada, obradeni su podaci farmakogeneti¢kog testiranja
DPYD u pacijenata Republike Hrvatske u periodu od srpnja 2009. do lipnja 2023. godine.
Prikazane su statistike o spolu i dobi pacijenata te broju testova provedenih svake godine.
Obradom rezultata genotipizacije izraunate su frekvencije pojedinih varijanti u ispitivanoj
populaciji te je prikazano podrijetlo preporuka za testiranje na razini primarne, sekundarne i

tercijarne zdravstvene zastite.

Fluoropyrimidines are a group of chemotherapeutic drugs used to treat a spectrum of carcinoma.
The group includes 5-fluorouracil and its oral prodrugs capecitabine and tegafur.

The enzyme dihydropyrimidine dehydrogenase, coded by the DPYD gene, has a major
role in the metabolism of fluoropyrimidines. DPYD polymorphisms and variants are associated
with lack of DPD enzyme activity and increased risk for development of fluoropirimidine
severe adverse reactions. Therefore, several guidelines for DPYD testing have been published.
The goal of these tests is to detect possible variants of the DPYD gene pre-treatment and to
minimise the risk of side effects. This paper includes an overview of different genotyping and
phenotyping methods, as well as an overview of the most important national guidelines of
European countries and the European Medicines Agency (EMA).

In this master's thesis, the results of more than a decade's worth of pharmacogenetic
testing of DPYD in patients from the Republic of Croatia are presented. This paper shows the
analysis of patients' sex and age and the number of tests performed each year. Included is the
calculated frequency of each of the gene variant and the origin of testing recommendations at

the primary, secondary and tertiary health care levels.
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