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POPIS KRATICA

ADR — nuspojave; nezeljeni ucinci lijeka (engl. adverse drug reactions)

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

AIDS — sindrom stecene imunodeficijencije (engl. acquired immunodeficiency syndrome)
TDM - pracenje farmakoterapije (engl. therapeutic drug monitoring)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

dsDNA — dvolanc¢ana deoksiribonukleinska kiselina

ssDNA — jednolancana deoksiribonukleinska kiselina

mRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger RNA)

SNP — jednonukleotidni polimorfizam (engl. single nucleotide polymorphism)
wt — alel divljeg tipa (engl. wild type)

mut — mutirani alel (engl. mutated type)

CYP — superobitelj citokrom P-450 izoenzima

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)
CAD - koronarna arterijska bolest (engl. coronary artery disease)

LDL - lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipoprotein)

TG - trigliceridi

HDL — lipoproteini visoke gustoc¢e (engl. high density lipoprotein)

SRB proteini — engl. sterol regulatory binding proteins

HMG-CoA — 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A

GTP-aza — gvanozin-trifosfataza

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

ALT - alanin-transaminaza

AST — aspartat-transaminaza

GWA — engl. genome-wide association

HLA — humani leukocitni antigen

AUC — povrsina ispod krivulje ovisnosti koncentracije lijeka u plazmi o vremenu (engl. area
under the curve)

GGT — gama-glutamiltransferaza



AP — alkalna-fosfataza

UGT - uridin-5'-difosfo-glukuronoziltransferaza (UDP-glukuronoziltransferaza)

CK — kreatin-kinaza

eNOS — endotelna sintaza dusikovog (IT) oksida

NO — dusikov (IT) oksid

OATP — organski anionski transportni polipeptid (engl. Organic Anion Transporting
Polypeptide)

OATPI1BI1 - organski anionski transportni polipeptid 1B1 (engl. Organic Anion Transporting
Polypeptide 1B1)

ABC — prijenosnik ovisan o ATP-u (engl. ATP Binding Cassette)

ABCG?2 - prijenosnik ovisan o ATP-u G2 (engl. ATP Binding Cassette G2)

BCRP - protein rezistencije na lijekove otkriven u stanicama raka dojke

(engl. Breast Cancer Resistance Protein)

CPIC - Konzorcij za klinicku implementaciju farmakogenetike (engl. The Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium)

PCR - lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

FRET — fluorescencijski rezonantni prijenos energije (engl. Fluorescence Resonance Energy
Transfer)

PIL — uputa o lijeku (engl. Patient Information Leaflet)

SmPC — sazetak opisa svojstava lijeka (engl. Summary of Product Characteristics)

PGRN - Farmakogenomska istrazivacka mreza (engl. Pharmacogenomics Research Network)
PharmGKB — Farmakogenomska baza podataka (engl. Pharmacogenomics Knowledge Base)
DPWG — Nizozemska farmakogenomska radna skupina (engl. The Dutch Pharmacogenetics
Working Group)

NIH - Nacionalni institut za zdravlje (engl. National Institutes of Health)

CPNDS — Kanadska farmakogenomska mreza za sigurnu primjenu lijekova (engl. Canadian
Pharmacogenomics Network for Drug Safety)

OD - opticka gustoca (engl. optical density)

dNTP - deoksiribonukleozid-trifosfat

KV — kardiovaskularni

ACE - angiotenzin-konvertiraju¢i enzim (engl. angiotensin-converting enzyme)



DDI - lijek-lijek interakcija (engl. drug-drug interaction)
DGI — lijek-gen interakcija (engl. drug-gene interaction)
DDGI - lijek-lijek-gen interakcija (engl. drug-drug-gene interaction)
TKI — inhibitori tirozinske kinaze

AZT — azidotimidin (zidovudin)

P-gp — P-glikoprotein

FDA — engl. Food and Drug Administration

EMA — engl. European Medicines Agency

IPP — inhibitori protonske crpke

PCI — perkutana koronarna intervencija

HIV — virus humane imunodeficijencije

GERB - gastroezofagealna refluksna bolest



1. UvVOD

Nuspojave (ADR) su vazan uzrok komorbiditeta i smrtnosti u svijetu, sa sve ve¢im 1
znacajnijim utjecajem na javno zdravstvo i ekonomiju. Sustavnim pregledom i meta-analizom
39 prospektivnih studija provedenih u SAD-u, utvrdeno je da se ucestalost ozbiljnih
neZeljenih reakcija koje su dovele do hospitalizacija, kretala od 1,0 % do 16,8 % (Formica 1
sur., 2018). Sto se ti¢e preventabilnih nuspojava, procjenjuje se da je oko 70 % neZeljenih
reakcija na lijekove, koje su dovele do hospitalizacije, moguce sprijeciti (Formica i sur.,
2018). Medutim, druge studije provedene iskljuc¢ivo na populaciji hospitaliziranih pacijenata,
utvrdile su puno ve¢u ukupnu ucestalost ozbiljnih neZeljenih reakcija na lijekove. Ove studije
procjenjuju da €ak 6,7 % hospitaliziranih pacijenata ima ozbiljnu nezeljenu reakciju na lijek,
sa stopom smrtnosti od 0,32 %. Ako su ove procjene to¢ne, tada postoji vise od 2 216 000
ozbiljnih neZeljenih reakcija na lijekove kod hospitaliziranih pacijenata u SAD-u, §to godiSnje
uzrokuje vise od 106 000 smrtnih sluc¢ajeva. Prema ovim podatcima, nuspojave su Cetvrti
vode¢i uzrok smrtnosti u SAD-u, ispred pluénih bolesti, dijabetesa, AIDS-a, upale pluca i
automobilskih nesreca (Gurwitz i sur., 2000; Lazarou i sur., 1998). Mnogi ¢imbenici mogu
pridonijeti visokoj incidenciji nuspojava, a jedan od najvaznijih razloga izrazito visoke
pojavnosti nuspojava jesu intra- i interindividualne razlike u odgovoru na farmakoterapiju

(Khan, 2016).

Danas se farmakoterapija, odnosno izbor i doziranje lijeka za pojedinog pacijenta,
temelji na empiriji, tj. na podatcima o prosjeCcnom odgovoru populacije na lijek, koji su
opisani u odobrenim uputama o lijeku i saZetcima opisa svojstava lijeka. Medutim, razlicite
genske varijante medu pojedincima rezultiraju razli¢itim fenotipovima, odnosno izrazavanjem
razli¢itih svojstava, a fenotip se odrazava na farmakodinamiku (mehanizam djelovanja) i
farmakokinetiku (oslobadanje, apsorpciju, distribuciju, metabolizam i eliminaciju) lijeka.
Stoga se zakljucuje da geneticka svojstva i pojedinosti neke osobe, koja se fenotipski
izrazavaju u strukturnim promjenama, promjenama ucestalosti ili koncentracije bioloSkih
makromolekula tj. proteina, s kojima molekule lijeka stupaju u interakciju, bilo na
farmakodinamickoj ili farmakokinetickoj razini, mogu znacajno utjecati na farmakoterapijski

odgovor te bi posljedicno, odabir i doziranje farmakoterapije trebao uzeti u obzir genska



svojstva farmakodinamickih i1 farmakokinetickih biljega svakoga pojedinca, vaznih za

odredenu vrstu farmakoterapije (Hilal-Dandan i Brunton, 2013).

1.1. Farmakogenomika

Jedan je od najvaznijih ciljeva suvremene farmacije i personalizirane medicine potreba
da pacijent dobije odgovarajuci lijek u odgovarajuc¢oj dozi s minimalnim toksi¢nim ucincima.
Individualizacija farmakoterapije, koja se opisuje kao prilagodavanje odabira i doziranja
lijeka za odredenog pacijenta, stolje¢ima je bila cilj lije¢nika i drugih pruzatelja zdravstvene
skrbi 1 zaStite. Razumijevanje patogeneze bolesti, mehanizma djelovanja lijeka te odnosa
izloZenosti lijeku 1 odgovora na terapiju, pruza okvir za individualizaciju terapije. Postoje
mnogi pristupi u individualizaciji farmakoterapije, primjerice, odabir antibiotika na temelju
minimalnih uc¢inkovitih koncentracija i osjetljivosti na bakterije, TDM 1 u novije vrijeme,

farmakogenomika (Lesko 1 Schmidt, 2012).

Farmakogenomika je grana farmakologije, a definira se kao studija o varijabilnosti
ucinka lijekova tj. odgovora na farmakoterapiju uzrokovanih genetickim ¢imbenicima. U
novije vrijeme, s trendom dodavanja sufiksa ,,-omika* podrucjima znanstvenoga interesa,
uveden je pojam ,,farmakogenomika“. Dok se izraz farmakogenetika koristi ponajvise u
kontekstu pojedinac¢nih gena koji odreduju metabolizam lijekova, pojam farmakogenomike
Siri je pojam, odnosi se na cijeli genom 1 sve gene Covjeka Ciji produkti mogu utjecati na

odgovor na lijek (Katzung i sur., 2018; Pirmohamed, 2001).

Farmakogenomika podrazumijeva da viSestruke genske varijante mogu pridonijeti
varijabilnosti u odgovoru na primjenjenu farmakoterapiju. Povijesno gledano, ovo je
znanstveno podrucje pocelo s opazanjima nuspojava na lijekove u odredenih pojedinaca za
koje se utvrdilo da su nositelji genetickih varijanti za enzime uklju¢ene u metabolizam lijeka.
Povijest seze jos u daleku proslost kada je Pitagora, 510. godine prije nove ere, opisao
nezeljenu reakciju prilikom konzumacije boba, koja je bila kobna samo kod nekih, ali ne i kod
svih pojedinaca koji su konzumirali bob. Od tada postoji jo§ bezbroj saznanja koja su
oblikovala ovo podrucje istrazivanja i dovela do trenutne lavine interesa (Katzung i sur.,

2018; Pirmohamed, 2001).



Kao znanstveno podrucje farmakogenomika se ubrzano razvija nakon sekvenciranja
ljudskoga genoma. U posljednjem desetljeu, iscrpna istrazivanja cijeloga genoma (engl.
genome-wide association, GWA), u okviru kojih je ispitana povezanost stotina tisuca genskih
inaCica s odgovorom pojedinca na lijekove, dovela su do otkrica mnogih drugih vaznih
polimorfizama koji mogu rezultirati varijabilnim terapijskim i Stetnim ucincima lijekova

(Katzung i sur., 2018).

Osim polimorfizama u genima koji kodiraju enzime uklju¢ene u metabolizam lijeka,
sada se zna da su polimorfizmi, prisutni i u genima koji kodiraju transportere, lokuse
humanog leukocitnog antigena (HLA), citokine i razne druge proteine, prediktori
varijabilnosti terapijskog i Stetnog ucinka lijeka. Osim novih otkri¢a, proslo je desetljece
uvelo 1 izraz ,precizna medicina®“, takoder poznata pod nazivom ,stratificirana ili
personalizirana medicina®, u kojoj se genetiCke informacije koriste za odabir lijeka i rezima
doziranja u podskupina bolesnika ili pojedinih bolesnika u klinickoj praksi. Konzorcij za
provedbu klinicke farmakogenetike (engl. The Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium, CPIC) objavio je niz smjernica za upotrebu genetickih informacija u odabiru
lijeka 1 rezima doziranja. Ove vrlo informativne smjernice koriste klinicari u propisivanju
lijekova za uginkovitije lije¢enje bolesnika (Katzung i sur., 2018). Stovise, tijekom nekoliko
posljednjih godina, u razli¢itim se ¢asopisima pojavio veliki broj znanstvenih ¢lanaka na temu
farmakogenomike. Takoder, pokrenuto je nekoliko novih znanstvenih ¢asopisa s pojmom
,farmakogenomika® u svom naslovu, §to je samo dokaz da se na farmakogenomiku gleda kao
na vrlo vazno podrucje u farmakoterapiji te se poistovjecuje s buducénosti iste (Pirmohamed,
2001).

Poznato je da svaka jedinka nosi dvije kopije svakoga gena. Kopije odredenog gena
unutar populacije ne¢e imati identicne nukleotidne sekvence, a te su promjene unutar jednog
nukleotida rasprSene po genomu i ¢ine osnovu ljudske raznolikosti (Alwi, 2005). Smatra se da
se varijacije unutar ljudskog genoma uocavaju otprilike svakih 100 - 300 nukleotida, a
varijacije u sekvenci DNA koje su unutar populacije prisutne s ucestaloS¢u od 1 % ili vise,
nazivaju se polimorfizmima. Genski se polimorfizam, dakle definira kao pojavljivanje
varijantnog alela gena s ucestalosti od > 1 % u populaciji, §to moZe uzrokovati promijenjenu

ekspresiju ili funkcionalnu aktivnost genskog produkta, ili oboje. Iako postoji niz razlicitih



vrsta polimorfizama, najviSe se pozornosti pridaje jednonukleotidnim polimorfizmima (SNP)
i njihovom potencijalu za odredivanjem individualnog odgovora na lijek, zbog zapazene
velike varijabilnosti u terapijskom odgovoru i incidenciji pojave nuspojava medu pojedincima
(Katzung 1 sur., 2018; Pirmohamed, 2001). SNP-ovi predstavljaju supstituciju jednog
nukleotida na specificnoj poziciji u genomu, koja je prisutna s relativno visokom ucestalos¢u
u populaciji (npr. 1 % ili viSe), te se upravo oni smatraju kljuénima u definiranju osjetljivosti
pojedinca na razliCite patoloske procese te odgovoru na farmakoterapiju (Katzung i sur.,

2018; Katara, 2014).

Najucestaliji alel u odredenoj populaciji naziva se alelom divljeg tipa (engl. wild type
— wt) te se podrazumijeva ,,normalnim®, dok se alel s promjenom u nukleotidu u odnosu na
alel divljeg tipa, podrazumijeva mutiranim, odnosno promijenjenim (varijantnim) alelom
(mut). SNP-ove nalazimo jednako u kodiraju¢im 1 nekodiraju¢im regijama genoma, dok
varijacije u kodiraju¢oj regiji mogu dovesti do promjena u slijedu aminokiselina, koje mogu
biti uzrok promjena u strukturi, a posljedi¢no i u funkciji produkata genske ekspresije,
odnosno proteina, §to se moze odraziti na farmakodinamickoj, ali i na farmakokineti¢koj

razini medudjelovanja organizma i lijeka (Hilal-Dandan i Brunton, 2013).

Najnovija saznanja u podru¢ju farmakogenomike pocela su pojasnjavati geneticku
pozadinu interindividualnih razlika u nuspojavama 1 toksi¢nosti lijekova te u
farmakoterapijskom odgovoru. Proucavanjem genskih polimorfizama mogu se objasniti neke
od varijabilnosti u aktivnostima enzima koji metaboliziraju ksenobiotike te pridonose
promjenama u bioraspolozivosti 1 klirensu lijeka te posljedicno mogu utjecati na odgovor
pacijenta na farmakoterapiju. Dobro definirani 1 klini¢ki relevantni genski polimorfizmi
postoje u enzimima metabolizma lijekova u . 1 II. fazi, koji rezultiraju promijenjenom
djelotvornos¢u ili nuspojavama (ADR). Ovo posljednje ¢esto zahtijeva prilagodbu doze, Sto je
posebno vazno za lijekove s uskom terapijskom Sirinom te dugotrajnom primjenom.
Povijesni 1 trenutni primjeri nekoliko opsezno proucavanih SNP-ova uklju¢uju gene koji
kodiraju za glukoza-6-fosfat-dehidrogenazu, N-acetiltransferaze i obitelj izoenzima citokroma
P-450 (CYP). Budu¢i da CYP izoenzimi metaboliziraju veliki broj strukturno raznolikih
ksenobiotika, vecina varijantnih genotipova za gene CYP2D6, CYP2D9, CYP2C19 i CYP3A4,



rano su identificirana i Siroko proucavana. Pojedinci s aberantnim genima za neki od ovih
enzima, mogu iskusiti smanjenu djelotvornost ili povecanu toksi¢nost kao odgovor na terapiju
nekim lijekom, zbog razli¢itih razina aktivnosti povezanih s varijantnim genotipovima

(Katzung i sur., 2018; Ma 1 sur., 2002).

Proteinski prijenosnici (transporteri) na membranama, smjeSteni na epitelnim
stanicama mnogih tkiva, poput intestinalne, bubrezne i1 jetrene membrane, posreduju
selektivni unos u stanicu i iznoSenje iz stanice endogenih spojeva i ksenobiotika, ukljuc¢ujuci
mnoge lijekove. Transporteri, koji ¢esto djeluju zajedno s enzimima za metabolizam lijekova,
znacajno odreduju koncentracije lijekova i njihovih metabolita u plazmi i tkivu. Geneticke
razlike transportera mogu bitno izmijeniti izloZenost lijeku, kao i njegovu ucinkovitost, te
stoga mogu 1 povecati rizik od razvoja Stetnih uCinaka. Dakle, kontinuirano istrazivanje u
podruc¢ju farmakogenetike proSirit ¢e naSa saznanja o interindividualnim razlikama u
farmakoterapiji, a u konacnici ¢e primjena ovih saznanja uvelike pomo¢i u individualizaciji
farmakoterapije, predvidanju toksi¢nosti ili terapijskog neuspjeha te u poboljsanju klinickih

ishoda (Katzung i sur., 2018).

1.2. Smjernice o doziranju lijekova prema rezultatima farmakogenomskog

testiranja

Premda je wustanovljena jasna poveznica izmedu geneticke predispozicije i
ucinkovitosti te toksi¢nosti odredenih lijekova, implementacija farmakogenomike u klinickoj
praksi zaostaje za tim saznanjima. Jaz izmedu jasnih dokaza te prihvacanja i primjene novih
farmakogenetiCkih testova nastoji se prebroditi razvojem uputa i smjernica utemeljenih na
konsenzusu te edukacijom zdravstvenih profesionalaca (BoZzina i Macoli¢ Sarini¢, 2013).
Smjernice objavljuju radne skupine i drusStva, a neke su od smjernica regulatorna tijela
ukljucila u upute o lijeku (PIL) i sazetke opisa svojstava lijeka (SmPC) (Plecko, 2018;
MiroSevi¢ Skvrce, 2014).

Konzorcij za implementaciju  klinicke farmakogenetike (engl.  Clinical

Pharmacogenetics Implementation Consortium, CPIC) medunarodni je konzorcij s glavnim



ciljem prijenosa znanja i upotrebe rezultata farmakogenomskih testiranja za klinicke svrhe.
Jedna je od prepreka provedbi farmakogenetickog testiranja u klinickoj praksi poteskoca u
prijenosu genetickih rezultata u konkretne odluke o propisivanju lijekova. Cilj CPIC-a je
adresirati ovu prepreku za klinicku provedbu farmakogenomskih testova stvaranjem i
objavljivanjem slobodno dostupnih, recenziranih, temeljenih na dokazima, aZzuriranih i
detaljnih smjernica, za primjenu u klini¢koj praksi. CPIC je zapoceo s djelovanjem kao dio
zajedniCkog projekta PharmGKB-a (engl. Pharmacogenomics Knowledge Base) 1
Farmakogenomske istrazivacke mreze (engl. Pharmacogenomics Research Network, PGRN)
2009. godine, a smjernice prate standardiziran format 1 ukljucuju sistematicno odredivanje
razine dokaza 1 klinicke preporuke te koriste standardiziranu terminologiju

(www.cpicpgx.org/).

Nizozemsku farmakogeneticku radnu skupinu (engl. The Dutch Pharmacogenetics
Working Group, DPWG) osnovalo je 2005. godine Nizozemsko kraljevsko farmaceutsko
drustvo. DPWG ¢ini multidisciplinarni tim koji ukljucuje klinicke farmaceute, lijecnike,
klinicke farmakologe, klinicke kemicare, epidemiologe i toksikologe. Ciljevi DPWG-a jesu
razviti farmakoterapijske preporuke temeljene na farmakogenetici te pomo¢i propisiva¢ima i
farmaceutima integriraju¢i preporuke u racunalne sustave za propisivanje/izdavanje i
automatizirano pracenje terapije. DPWG se koristi metodom sistemati¢nog pretrazivanja
objavljenih radova za svaki pojedini lijek. Za sve su ¢lanke definirana dva parametra: razina
dokaza za interakciju gen-lijek 1 klinicki znaCaj potencijalne nuspojave, smanjenog
terapijskog odgovora ili drugih klinickih ucinaka koji proizlaze iz interakcije gen-lijek

(www.pharmgkb.org/page/dpwg; Krivokapi¢, 2019).

PharmGKB je javno dostupna platforma koju je razvilo SveuciliSte Stanford, a
financirana je od strane americkog Nacionalnog instituta za zdravlje (NIH). PharmGKB je
izvor Sirokog farmakogenomskog znanja koje obuhvada klinicke informacije, ukljucujuci
klinicke smjernice, potencijalno klinicki djelotvorne asocijacije gena i1 lijeka te odnose
genotipa i1 fenotipa. Dakle, PharmGKB prikuplja i distribuira znanje o utjecaju ljudskih
genetickih informacija na farmakoterapijski odgovor (www.pharmgkb.org/about; Krivokapi¢,

2019).



1.3. Uloga farmakogenomickog testiranja u klinicki sigurnoj i djelotvornoj

Unato¢ naSem poboljSanom razumijevanju molekularne osnove farmakogeneti¢kih
defekata u enzimima koji metaboliziraju lijek, njithovog utjecaja na terapiju i razvoj Stetnih
ucinaka, te dostupnosti validiranih farmakogenetickih biomarkera za identifikaciju bolesnika s
povecanim rizikom, ova klinicki relevantna informacija nije u€inkovito prevedena u skrb o
bolesniku. Tako je ta naSiroko najavljivana mogucénost personalizirane medicine uglavnom
ostala nerealizirana, osim u nekoliko slucajeva lijekova s relativno uskim terapijskim
indeksom (npr. varfarin), unato¢ tome $to 98 % americkih lije¢nika zna da takva geneticka
informacija moze znacCajno utjecati na terapiju. Djelomi¢no je razlog u nedostatku
odgovarajuce obuke za prijenos znanja u medicinsku praksu, a dijelom u nedostatnoj logistici
za geneticko testiranje i1 pitanjima njegove isplativosti. Poznato je da teske nuspojave lijekova
uzrokuju vise od 100 000 smrtnih sluc¢ajeva godisnje u SAD-u, oko 7 % svih prijema u
bolnicu i produljen prosjean boravak u bolnici. Informacije o genotipu mogu uvelike
poboljsati sigurno i djelotvorno klinicko lijeCenje putem prilagodbe doze ili terapije
alternativnim lijekom, ¢ime bi se smanjio veci dio incidencije nuspojava lijekova 1 s njima

povezanih troskova (Katzung i sur., 2018).

1.4. Statini — zlatni standard u terapiji hiperkolesterolemije

Prema podatcima WHO-a, koronarna arterijska bolest (CAD) postala je jednom od
najvec¢ih ,,ubojica® suvremenoga svijeta. Dislipidemija, odnosno poviSene razine ukupnog
kolesterola, lipoproteina niske gustoc¢e (LDL), triglicerida (TG) ili sniZzene razine lipoproteina
visoke gusto¢e (HDL), smatra se jednim od kriticnih ¢imbenika za razvoj CAD-a. U
posljednje su vrijeme statini najSire propisivani lijekovi u prevenciji i1 terapiji CAD-a i
ishemijskog inzulta. Stovise, oni dokazano smanjuju morbiditet i mortalitet snizavanjem
razine LDL - kolesterola u krvnoj plazmi. Medutim, statini uzrokuju mnoge ozbiljne
nuspojave, poput miopatije i rabdomiolize. Stovise, kako se statini koriste u dugotrajnoj
terapiji kroni¢nih bolesti, velik je 1 rizik od nuspojava kao posljedice interakcija s drugim

lijekovima u politerapiji. Takoder, utvrdene su velike interindividualne razlike u smanjenju



razina LDL - kolesterola te u incidenciji ADR-a prilikom terapije statinima. Provedena su
opsezna istrazivanja u podruc¢ju geneti¢kih varijacija i interindividualnih odgovora, kako u
klinickim ishodima i toksi¢nosti, tako i na razini snizavanja LDL — kolesterola. Dokazano je
da su neki od ispitivanih genskih polimorfizama povezani s nuspojavama statina (Calderon-
Ospina 1 sur., 2020; Guan i sur., 2019; Thompson 1 sur., 2003; Staffa i sur., 2002; Downs i
sur., 1998; Sacks i sur., 1996; Shepherd i sur., 1995). Stovise, cerivastatin je 2001. godine
dobrovoljno povucen s trzista zbog visokog rizika od rabdomiolize, koriSten u monoterapiji ili
u kombinaciji s fibratima, posebice gemfibrozilom. Posljedi¢no, istrazivaci su potvrdili
peterostruko povecanje povrsine ispod krivulje (AUC) ovisnosti koncentracije lijeka u krvnoj
plazmi o vremenu, kada se cerivastatin koristio kao komedikacija s gemfibrozilom (Marciante
i sur., 2011; Saito i sur., 2005; Thompson i sur., 2003; Davidson, 2002; Lucas i sur., 2002;
Staffa i sur., 2002; Furberg 1 Pitt, 2001; Wooltorton, 2001).

1.5. Farmakodinamika statina

Statini djeluju na snizenje ukupnog stani¢nog sadrzaja kolesterola, selektivhom
inhibicijom enzima HMG—CoA-reduktaze, klju¢nog u mevalonatnom putu endogene sinteze
kolesterola. Inhibicijom sinteze mevalonata, te posljedicno 1 kolesterola, ogranicava se
biosinteza kolesterola te njegova koncentracija u jetri. Nedostatkom kolesterola u
hepatocitima, aktiviraju se SRB proteini (engl. sterol regulatory binding proteins) koji
povecavaju transkripciju gena za LDL receptor, Sto rezultira poviSenom ekspresijom LDL
receptora u membrani hepatocita. Na taj se nacin povecava klirens LDL — kolesterola u
hepatocite, odnosno smanjuju se koncentracije LDL — kolesterola u krvnoj plazmi (Sirtori,

2014).

Ipak, vazno je naglasiti da rezultati drugih studija na pojedincima s normalnim
razinama kolesterola u krvnoj plazmi, sugeriraju da statini osim hipolipemickog ucinka imaju
1 druge dodatne kardioprotektivne ucinke, koji su danas poznati kao pleiotropni ucinci, te
ukljucuju imunomodulaciju, protuupalno i antioksidacijsko djelovanje, zastitu endotela i pro-
angiogenezu. Rezultati eksperimentalnih i klini¢kih istrazivanja ukazuju da su pleiotropni
ucinci lijecenja statinima uglavnom izvedeni iz njihovih snaznih inhibitornih djelovanja na
izoprenilaciju Rho GTP-aze, smanjenjem stvaranja geranil-geranilpirofosfata tijekom

biosinteze kolesterola. Porodica Rho GTP-aza ukljucuje gotovo 20 ¢lanova kod ljudi, medu



kojima su Racl, RhoA i Cdc42, koji su najvise istrazivani ¢lanovi. Oni ostvaruju slozene i
esencijalne ucinke na regulaciju ekspresije endotelne sintetaze dusikovog (II) oksida (eNOS) i
proizvodnje NO, migraciju i proliferaciju vaskularnih glatkih miSiénih stanica, stvaranje
reaktivnih kisikovih specija te infiltraciju 1 migraciju proupalnih stanica, poput makrofaga.
Trenutno se, na temelju atraktivnih i1 korisnih pleiotropnih ucinaka statina u odrzavanju
vaskularne homeostaze, kao i u poboljSanju upalnih reakcija 1 oksidacijskoga stresa, provode
brojna istrazivanja kako bi se ispitali ucinci terapije statinima u razliitim patoloSkim
stanjima, poput zatajenja srca, aritmija, hipertrofije lijevog ventrikula, diabetes mellitusa i

malignih tumora (Ahmadi i sur., 2020; Zeiser, 2018; Cai i sur., 2015).
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1.6. Nuspojave statina

NajceSce prepoznate 1 najvise prijavljivane nuspojave statina su misi¢ne, ukljucujuci
mialgiju (bolovi i slabost u miSi¢ima), miozitis (bol uz prisutnost ostecenja skeletnih misica) s
poviSenjem kreatin-kinaze (CK) manje od 10 puta od gornje referentne vrijednosti, i
rabdomiolizu (znacajno oste¢enje misi¢a, uz mioglobinuriju, koje najces¢e vodi do zatajenja
bubrega) (Chatzizisis 1 sur., 2010; Rowan 1 sur. 2009; Golomb i Evans, 2008; Schech i sur.,
2007). Rizik od razvoja miotoksi¢nosti raste s porastom primijenjene doze statina, tj. s
porastom koncentracijskih razina statina u krvnoj plazmi, koji dijelom moZze biti posljedica
istodobne primjene drugih lijekova s kojima statini ulaze u interakcije ili interferiraju s njima
na razini metabolizma odnosno prijenosa. Prema meta-analizi ispitivanja koja usporeduju
standardne doze svih trenutno dostupnih statina, atorvastatin je povezan s op¢enito najveéim
rizikom od nuspojava, dok je fluvastatin povezan s najnizim rizikom od potencijalnih
nezeljenih ucinaka lijeka. Takoder, jo§ jedna meta-analiza randomiziranih kontroliranih
studija, koje su usporedivale razliCite doze atorvastatina i rosuvastatina, nije otkrila znacajnu
razliku u miotoksi¢nosti izmedu te dvije djelatne tvari, u bilo kojem omjeru doza (Turner i
Pirmohamed, 2019; Abd i Jacobson, 2011; Chatzizisis i sur., 2010; Armitage, 2007; Schech i
sur., 2007; Ronaldson 1 sur., 2006; Graham 1 sur., 2004).

Cimbenici rizika za razvoj statinima izazvane miotoksi¢nosti ukljuéuju povienje
doze, lijek-lijek interakcije, stariju Zivotnu dob, nizak indeks tjelesne mase (BMI), zenski
spol, komorbiditete (npr. hipotiroidizam, transplantacija bubrega) te intenzivnu fizicku
aktivnost. Pripadnost azijskoj ili africkoj populaciji takoder predstavlja veéi rizik u odnosu na

bjelacku populaciju (Chatzizisis i sur., 2010).

Od prvog uvodenja statina, bilo je jasno kako kod malog broja bolesnika dolazi i do
povecanja vrijednosti jetrenih enzima, posebice alanin-transaminaze (ALT) i aspartat-
transaminaze (AST). Tipi¢no, kod primjene standardnih doza statina ucinak na gama-
glutamiltransferazu (GGT), alkalnu-fosfatazu (AP) i bilirubin je minimalan ili izostaje.
Povecanje transaminaza obi¢no je asimptomatsko, opaza se unutar prvih 6 mjeseci lijecenja,
nestaje prekidom lijeCenja, ovisno je o primijenjenoj dozi te je ucinak na povecanje

transaminaza 1 bilirubina evidentan kod primjene visokih doza statina. Za razliku od
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miotoksicnosti, povecanje transaminaza povezano je s boljim ucinkom na snizavanje LDL
kolesterola. Postavlja se pitanje ukazuje li u¢inak na transaminaze na hepatotoksicnost ili na
neku vrstu jetrene reakcije posljedicno smanjenju sinteze kolesterola. Ostali lijekovi za
snizenje kolesterola, poput fibrata, smola (kolestiramina), niacina i ezetimiba, takoder dovode
do povisenja jetrenih enzima, Sto sugerira da se ne radi nuzno o hepatotoksi¢nosti (Turner i

Pirmohamed, 2019; Armitage, 2007).

1.7. Farmakokinetika statina

Iako svi statini imaju zajednicki mehanizam djelovanja, oni se razlikuju u pogledu
svoje kemijske strukture, farmakokinetickih profila i djelotvornosti modificiranja razina
lipida. Kemijska struktura statina odreduje njihovu topljivost u vodi, §to opet utjeCe na
njihovu apsorpciju, distribuciju, metabolizam 1 eliminaciju, odnosno farmakokinetiku.
Lovastatin, pravastatin i simvastatin derivati su gljivicnih metabolita te imaju vrijeme
polueliminacije 1 - 3 h. Atorvastatin, cerivastatin (povucen iz klinicke upotrebe u 2001.
godini), fluvastatin 1 rosuvastatin, u potpunosti su sintetski spojevi s vremenom
polueliminacije od 1 h za fluvastatin, te sve do 19 h za rosuvastatin. Atorvastatin, simvastatin,
lovastatin, fluvastatin i cerivastatin, relativno su lipofilni spojevi te su posljedi¢no svojoj
lovastatin, u obliku laktonskog prstena, lipofilniji su od statina koji se primjenjuju u obliku
kiseline jer imaju prsten zatvoren esterifikacijom. Pravastatin i rosuvastatin relativno su
hidrofilni spojevi te stoga nije znac¢ajan njihov metabolizam putem enzima citokroma P-450.
Svi su statini selektivni za ucinak u jetri, ponajvise zbog vrlo u¢inkovitog prvog prolaska kroz
jetru; pasivna difuzija kroz membrane hepatocita primarno je odgovorna za unos lipofilnih
statina u jetru, dok se unos hidrofilnih spojeva odvija putem aktivnog transporta
posredovanog nosacem. Rosuvastatin i pravastatin pokazali su veéu hepatoselektivnost u
odnosu na lipofilne spojeve, kao i smanjen potencijal za unos od strane stanica perifernih
tkiva, S§to moze ukazati 1 na smanjeni potencijal uzrokovanja perifernih ADR-a.
Bioraspolozivost statina uvelike se razlikuje, od 5 % za lovastatin i simvastatin, do 60 % ili
viSe za cerivastatin. Klinicka su ispitivanja pokazala da je rosuvastatin najefikasniji u snizenju

LDL - kolesterola, a iza njega slijede atorvastatin 1 simvastatin. Kao skupina lijekova, statini
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se opcenito dobro podnose, a ozbiljni nezeljeni dogadaji, poput miotoksi¢nosti koja dovodi do
rabdomiolize, vrlo su rijetki. Stoga, promatranje razlika medu statinima moze pruZiti
racionalnu osnovu za njihovu upotrebu u klinickoj praksi (Turner i Pirohamed, 2019;
Hubacek i sur., 2008; Shitara i Sugiyama, 2006; Schachter, 2005; Garcia i sur., 2003;

Prueksaritanont 1 sur., 2003; Reinoso 1 sur., 2002; Lennernds i1 Fager, 1997).

1.7.1. Simvastatin

Simvastatin, (1S,3R,78S,8S,8aR)-8-[2-[(2R,4R)-4-hidroksi-6-oksotetrahidro-2H-piran-
2-il]etil]-3,7-dimetil-1,2,3,7,8,8a-heksahidronaftalen-1-il 2,2-dimetilbutanoat, polusintetski je
derivat metabolita gljivica. Strukturno je primarno u obliku inaktivnog laktonskog prstena,
dok u in vivo uvjetima, pod djelovanjem karboksilesteraza u crijevnoj mukozi, krvnoj plazmi i
jetri, hidrolizom prelazi u aktivan oblik kiseline. Za proteine plazme veze se u visokom
postotoku (> 95 %). Takoder, apsorpcija mu je relativno visoka te iznosi od 60 do 85 %, dok
vrijeme polueliminacije iznosi 2 - 5 h. PodlozZan je ekstenzivnhom metabolizmu u crijevnoj
mukozi 1 jetri te mu stoga bioraspolozivost iznosi svega 5 %. U aktivnom se kiselinskom
obliku dalje metabolizira pretezito putem CYP3A4 enzima, dok se eliminira veéim dijelom
hepaticki putem Zuci, a u manjoj mjeri renalno, svega oko 13 % (Prueksaritanont i sur., 2003;
Lennernds 1 Fager, 1997). Supstrat je 1 inhibitor OATPIB1 transportera
(go.drugbank.com/drugs/DB00641).

HO @)

Slika 2. Kemijska struktura simvastatina (www.medchemexpress.com/Simvastatin.html)
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1.7.2. Atorvastatin

Atorvastatin je trenutno hipolipemik prve linije po preporuci smjernica za prevenciju
primarne 1 sekundarne kardiovaskularne bolesti. Uglavnom se metabolizira u jetri putem
sustava CYP-a, posebice putem CYP3A4 izoenzima. Stoga, ima visok potencijal za razvoj
lijek-lijek interakcija posredovanih CYP-om, posebice s CYP3A4 inibitorima. Utvrdeno je da
je 50 % slucajeva rabdomiolize uzrokovanih statinima povezano upravo s istovremenom
primjenom CYP3A4 inhibitora (Turner 1 sur., 2020; Marusic i sur., 2012; Bottorf, 2006;
LaRosa i sur., 2005).

Atorvastatin, (3R,5R)-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4-(fenilkarbamoil)-5-(propan-2-il)-
1Hpirol-1-il]-3,5-dihidroheptanoatna kiselina, daje se kao kalcijeva sol svoga aktivnoga
oblika, odnosno slabe karboksilne kiseline. Hidrofilan je statin te se primijenjen oralno, brzo i
potpuno apsorbira (> 98 %). Nakon apsorpcije podlijeze ekstenzivnom metabolizmu u mukozi
tankog crijeva te u jetri. Ukratko, atorvastatin se moze podvrgnuti hidroksilaciji i/ili
laktonizaciji, posredstvom CYP3A4 1 uridin-5'-difosfo-glukuronoziltransferaze (UGT).
Atorvastatin 1 njegovi kiselinski metaboliti, 4-hidroksi-atorvastatin te 2-hidroksi-atorvastatin,
svi inhibiraju HMG-CoA reduktazu, kako bi snizili koncentracije LDL — kolesterola u krvnoj
plazmi. Aktivnim je metabolitima svojstveno dugo vrijeme polueliminacije (9 — 32 h), Sto
implicira da djelotvornost atorvastatina nije ovisna o vremenu primjene. Nasuprot tome, sva
tri laktonska metabolita potpuno su inaktivna prema HMG-CoA-reduktazi, ali mogu
podlijegati hidrolizi, §to neenzimatski, §to putem esteraza i paraoksonaza, do odgovarajucih
kiselinskih oblika. Atorvastatin i njegovi metaboliti predominantno se izlucuju bilijarnim
putem, a svega 1 — 2 % izlu€uje se bubrezima (Turner 1 sur., 2020; Schiris 1 sur., 2015;
Reidmaier 1 sur., 2011; Pasanen i sur., 2007; Lins i sur., 2003; Stern i sur., 1997; Gibson i

sur., 1996). Supstrat je i inhibitor OATP1BI1 transportera (go.drugbank.com/drugs/DB01076).
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Slika 3. Biotransformacija atorvastatina (Turner i sur., 2020)

1.7.3. Fluvastatin

Fluvastatinnatrij, [R*,S*-(E)]-(x)-7-[3-(4-fluorofenil)-1-(1-metiletil)-1H-indol-2-il]-
3,5-dihidroksi-6-heptenoatna kiselina, prvi je u potpunosti sintetski inhibitor HMG-CoA-
reduktaze odobren za klinicku upotrebu, opsezno proucavan na ljudima jos od 1986. Po
kemijskoj je strukturi slaba kiselina te je hidrofilnija molekula u usporedbi sa simvastatinom.
Apsorpcija fluvastatina gotovo je potpuna kod svih vrsta (95 %), ukljucujuéi Covjeka, te su
studije utjecaja hrane na farmakokinetiku pokazale znacajno smanjenje apsorpcije i
bioraspolozivosti pri istodobnoj primjeni s hranom. Nakon apsorpcije, fluvastatin je podlozan
ekstenzivnoj presistemskoj eliminaciji, odnosno procesu prvoga prolaska kroz jetru, te mu je
stoga bioraspolozivost niska i izrazito varijabilna, a vrijeme polueliminacije lijeka iznosi oko
30 min. U jetri se fluvastatin metabolizira u dva hidroksilna metabolita i N-deizopropil
metabolit te se u najve¢oj mjeri biotransformira putem enzima CYP2C9, a u manjoj mjeri 1

putem CYP3A4 i CYP2CS. Otprilike se 95 % od pocetne doze lijeka izlucuje putem Zuci, pri
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¢emu je prisutno samo oko 2 % pocetnog spoja (Jokubaitis, 1996; Scripture 1 Pieper, 2001;
Fischer i sur., 1999; Herd i sur., 1997; Transon i sur., 1996). Supstrat je i ihibitor OATP1B1
transportera (go.drugbank.com/drugs/DB01095).

Portal circulation

Intestine

Pharmacogenomics & Future Science Group (2013)

Slika 4. Farmakokinetika fluvastatina (Mirosevic Skvrce i sur., 2013)

Uzimajuéi u obzir prethodno navedeno, ne ocekuju se farmakokineticke interakcije
fluvastatina s inhibitorima 1 supstratima CYP3A4 enzima. Iz tog se razloga fluvastatin
najcesce propisuje pacijentima s transplantiranim organima, kako bi se izbjegla interakcija s
imunosupresivima, prvenstveno ciklosporinom, koji se koriste kao dio posttransplantacijske
imunosupresivne farmakoterapije. Fluvastatin je dijelom supstrat i inhibitor CYP3A4 enzima
pa lako ulazi u interakcije s drugim statinima koji se prvenstveno metaboliziraju putem
CYP3A4 enzima (Mirosevic Skvrce, 2014; Holdaas i sur., 2006; Launey-Vacher i sur., 2005;
Asberg, 2003; Jardine i Holdaas, 1999; Li i sur., 1995). Kod pacijenata sa smanjenom
aktivnosti enzima CYP2C9 mogu do¢i do izrazaja interakcije s CYP3A4
supstratima/inhibitorima. Takoder, postoje 1 zabiljezeni pojedinacni slucajevi ADR-a
uzrokovanih upravo interakcijama fluvastatina i CYP3A4 inhibitora/supstrata (Mukai i sur.,

2017; Mirosevic Skvrce, 2014; Williams i Feely, 2002).
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1.7.4. Rosuvastatin

Rosuvastatin (bis [(E) -7- [4- (4-fluorofenil) -6-izopropil-2-[metil (metilsulfonil)
amino] pirimidin-5-i1] (3R, 5S) -3,5-dihidroksihepta-6-enoi¢na kiselina] kalcijeva sol) je
sintetski spoj koji se sastoji od jednog enantiomera, a formuliran je i aplicira se kao kalcijeva
sol aktivne karboksilne kiseline. Kao i svi ostali statini, rosuvastatin sadrzi farmakofor tipican
za sve statine, te je trenutno jedini statin na trziStu koji sadrzi polarnu metil sulfonamidnu
skupinu. Kristalografija rendgenskim zrakama pokazala je da rosuvastatin ulazi u interakciju s
HMG-CoA-reduktazom ionskim i polarnim interakcijama, stericki sprjeCavajuci vezanje

nativnog supstrata za aktivno mjesto (Crouse, 2008).

Statin pharmacophore

A HO o

(3R, 55)

Slika 5. Kemijska struktura rosuvastatina (Crouse, 2008)

Rosuvastatin se apsorbira brzo i u potpunosti nakon oralne primjene, a maksimalnu
koncentraciju (Cpax) U krvnoj plazmi dostigne za 3 — 5 h nakon oralne primjene. U skladu s
dugim vremenom polueliminacije (~ 19 h), farmakokinetika rosuvastatina ne ovisi o vremenu
primjene tijekom dana. BioraspoloZivost iznosi svega ~ 20 %, a hepaticki ekstrakcijski omjer
jest 0,63, Sto implicira ekstenzivan presistemski metabolizam prvog prolaska kroz jetru.

Rosuvastatin se veze za proteine plazme u visokom postotku (~ 88 %), prvenstveno za
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Takoder, zbog hidrofilnosti rosuvastatina, hepaticki ,uptake* posredovan je s vise
transportera, ukljucujudi i transportere iz OATP porodice. Slijedom toga, ekspresija enzima i
polimorfizmi mogu imati utjecaj na varijabilnost u odgovoru na farmakoterapiju
rosuvastatinom. 90 % unesenog lijeka izlucuje se nepromijenjeno bilijarnim i renalnim putem,
dok glavni metabolit, N-desmetil rosuvastatin nastaje primarno metabolizmom putem
CYP2C9 enzima. Metabolizam putem CYP2C19 enzima je limitiran, dok CYP2C8 i CYP3A4
nisu ukljuceni u metabolizam rosuvastatina (Crouse, 2008; Bergman i sur., 2006; Lee i sur.,
2005; Martin 1 sur., 2003; Martin 1 sur., 2002; Brown 1 sur., 2001). Supstrat je i inhibitor
OATP1B1 transportera. Takoder, supstrat je BCRP/ABCG2
(go.drugbank.com/drugs/DB01098).

1.8. Utjecaj polimorfizma OATP1B1 na metabolizam statina

Organski anionski transportni polipeptid 1B1, OATP1B1 (kodiran genom SLCOIBI),
nalazi se na sinusoidnoj membrani (okrenutoj krvi) hepatocita i odgovoran je za unos u jetru
uglavnom slabo kiselih lijekova 1 endogenih spojeva, npr. statina, metotreksata, rifampicina,
aktivnog metabolita irinotekana SN-38 te bilirubina i1 leukotriena c4. U ovom transporteru
identificirano je viSe od 40 nesinonimnih varijanti (nsSNP), od kojih neke rezultiraju
smanjenom transportnom funkcijom. Za dva je polimorfizma gena SLCOIBI 388A>G
(p.Asnl130Asp; 1s2306283) 1 521T>C (p.Vall74Ala; rs4149056) pokazano kako mogu
mijenjati prijenosni kapacitet OATPIB1. Njihov ucinak na aktivnost OATP1B1 ovisi o
medusobnoj kombinaciji u haplotipovima. U slucaju prisutnosti polimorfizma 388A>G bez
prisustva polimorfizma 521T>C, haplotip se oznatava SLCOIBI*IB i povezan je s
povecanom aktivnosti prijenosnika OATP1B1 te posljedicno smanjenom koncentracijom
njegovih supstrata u plazmi. Varijanta 521T>C smanjuje prijenosni kapacitet OATPIB1 1
posljedi¢no dolazi do povecanih koncentracija njegovih supstrata u plazmi, u oba haplotipa
SLCOIBI*5 (prisutan samo c¢.521T>C) i SLCOIBI*15 (c.521T>C prisutan zajedno s
¢.388A>G). Pokazalo se da uobicajeni polimorfizam smanjene funkcije, rs4149056, smanjuje
transport supstrata OATP1B1 in vitro, kao i da mijenja farmakokineticke 1 klini¢ke ishode in
vivo. Varijanta, tj. polimorfizam, rezultira promjenom aminokiselina u slijedu, Vall74Ala, i

povezana je sa smanjenom ekspresijom transportera na membrani, s posljedi¢no smanjenim
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transportnim kapacitetom. Alel *5 relativno je rijedak (rs4149056 sam; ~ 1 %), ali razni drugi
aleli smanjene funkcije (*5 i *17; haplotipovi koji sadrze rs4149056) cCesti su u vecini
europskih i azijskih populacija (izmedu 5 % i1 15 %). Nadalje, Cesta varijanta rs4149056 u
OATPI1BI1 povecava sistemsku izlozenost simvastatinu (221 % povecanje povrsine ispod
krivulje u plazmi za bolesnike homozigote za varijantu rs4149056, npr. SLCOIBI *5/*5;
*5/A*15 ili *17] ili [*15 ili *17] / [*15 ili *17]) 1 u GWA analizi ustanovljeno je da ima
najjatu povezanost s miopatijom induciranom primjenom simvastatina. Za pojedince sa
smanjenom funkcijom OATP1B1 (imaju barem jedan nefunkcionalni alel), koji primaju
simvastatin, CPIC preporucuje nizu dozu simvastatina ili drugi statin. Osim toga, smjernice
preporucuju i upotrebu alternativnog statina, poput rosuvastatina ili pravastatina, na koje
manje utjece SLCOIBI polimorfizam (Hirota 1 sur., 2020; Turner i sur., 2020; Katzung i sur.,
2018; Hirota 1 Ieiri, 2015; Hagenbuch 1 Meier, 2004; Hagenbuch i Meier, 2003; Nishizato 1
sur., 2003; Tirona i sur., 2001; Konig i sur., 2000).

Tablica 1. U¢inak SLCO1B]1 ¢.521T>C na farmakokinetiku statina. Svi statini su
supstratt OATP1B1, medutim, u¢inak SLCO1B1 polimorfizama na pojedine statine se
razlikuje (Wilke 1 sur., 2012).

STATIN POVECANJE AUC U
SLCOIBI 521 C/C U USPOREDBI S 521 T/T
simvastatin 221 %
pitavastatin 173 %
atorvastatin 144 %
pravastatin 90 %
rosuvastatin 87 %
fluvastatin 30 %
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Tablica 2. Frekvencija alela SLCOIBI ¢.521T>C (rs4149056) medu rasama, prema Allele
Frequency Aggregator (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/docs/gsr/alfa/)

ALEL C ALEL T

POPULACIJA UZORAK RASPODJELA ALELA
(%) (%)

ukupno 304594 14,95 85,05
Europljani 251826 15,86 84,14
Latinoamerikanci 1 1336 13,55 86,45
Latinoamerikanci 2 9048 12,27 87,73
JuZnoazijati 5054 4,77 95,23
Afrikanci 11554 3,60 96,40
Azijati 3846 11,99 88,01
drugi 21930 14,58 85,42

Tablica 3. Frekvencija alela SLCOIBI ¢.521T>C (rs4149056) medu rasama, prema 1000
Genomes projektu, faza III (grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index)

ALEL C ALEL T
POPULACIJA UZORAK

(%) (%) RASPODJELA ALELA
ukupno 5008 8,77 91,23
Afrikanci 1322 1,36 98,64
Amerikanci 694 13,40 86,60
Azijati 1008 12,30 87,70
Europljani 1006 16,10 83,90
Juznoazijati 978 4,29 95,71 C T
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1.9. PharmGKB - klinicke smjernice za simvastatin i atorvastatin

Klinicke smjernice daju upute na koji nacin prilagoditi primjenu lijeka s obzirom na
geneticki kod osobe koja lijek primjenjuje. PharmGKB objavljuje 1 sistematizira smjernice
koje pripremaju Konzorcij za implementaciju klinicke farmakogenetike (CPIC), Nizozemska
farmakogeneticka radna skupina (DPWG), Kanadska farmakogenomska mreza za sigurnu
primjenu lijekova (CPNDS) te ostale radne skupine 1 struéne organizacije

(www.pharmgkb.org/about; Krivokapi¢, 2019).

Tablica 4. CPIC klinicke smjernice za doziranje simvastatina

(www.pharmgkb.org/guidelineAnnotation/PA166105005)

SLCOIBI IMPLIKACIJE PREPORUKE
FENOTIP GENOTIP ZA DOZIRANJA ZA
(rs4149056) SIMVASTATIN SIMVASTATIN

Propisati zeljenu
pocetnu dozu
simvastatina te
normalan rizik za prilagodavati dozu
razvoj miopatije koristeci disease-
specific smjernice
(smjernice za kroni¢nu

normalna funkcija,
homozigot T/T
wt (2 funkcionalna alela)

bolest).
Propisati nizu dozu
umjereno normalna simvastatina ili

funkcija, heterozigot (1 umjeren rizik za propisati alternativni

: T/C o . ! )
funkcionalan alel, 1 razvoj miopatije statin (npr. pravastatin
disfunkcionalan alel) ili rosuvastatin). Pratiti

CK.

Propisati nizu dozu

niska funkcija, . .. siqustatina il.i .

homozigot mut (2 C/C visok rizik za propisati alternativni

razvoj miopatije statin (npr. pravastatin
ili rosuvastatin). Pratiti
CK.

disfunkcionalna alela)
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Tablica 5. DPWG klinicke smjernice za doziranje simvastatina

(www.pharmgkb.org/guidelineAnnotation/PA166182844)

SLCOIBI 521C/C

SLCOIBI 521T/C

Kada se koristi simvastatin u dozi
od 80 mg/dan, rizik od miopatije
povecava se 30 puta na 18 %, a
rizik od teske miopatije 40 puta na
12 %. Ukoliko se koristi 40 mg
simvastatina dnevno, ovaj se rizik
povecava 7 puta na 1 %, odnosno
11 puta na 0,68 %. Varijacija gena
dovodi do smanjenog transporta
simvastatina u jetru, Sto povecava
koncentraciju simvastatina u
krvnoj plazmi, a time 1 rizik od
razvoja ADR-a.

Kada se koristi simvastatin 80 mg/
dan, rizik od miopatije povecava
se 5 puta na 3 % za umjereno tesku
do tesku miopatiju i 1,3 % za teSku
miopatiju. Kada se koristi 40 mg/
dan, ovaj se rizik povecava 2,6
puta na 0,39 %, odnosno 0,17 %.
Varijacija gena moze dovesti do
smanjenog transporta simvastatina
u jetru, Sto moze povecati
koncentraciju simvastatina u
plazmi, a time i rizik od nuspojava.

Preporuca se izabrati alternativni
statin. Na atorvastatin manje utjece
varijacija gena SLCOIB]I, ali na
njega utjecu i inhibitori CYP3A4
kao Sto su amiodaron, verapamil 1
diltiazem. Primjena atorvastatina ne
preporucuje se pacijentima s
dodatnim ¢imbenicima rizika
razvoja miopatije izazvane
statinima.

Varijacija gena SLCOI1B1 u manjoj
je mjeri pod utjecajem rosuvastatina
1 pravastatina. Na njih takoder ne
utjeCu inhibitori CYP3A4 kao §to su
amiodaron, verapamil 1 diltiazem.
Varijacija gena SLCOIBI ili
inhibitori CYP3A4 nemaju znacajan
utjecaj na fluvastatin.

Preporuca se izabrati
alternativni statin.
Ukoliko alternativa nije
opcija, izbjegavati dnevne
doze simvastatina viSe od
40 mg/dan.
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Tablica 6. DPWG klini¢ke smjernice za doziranje atorvastatina

(www.pharmgkb.org/guidelineAnnotation/PA166182843)

Ukoliko pacijent ima dodatne ¢imbenike rizika
za razvoj statinima inducirane miopatije: 1.
Izaberite alternativan statin (osim simvastatina).
Na rosuvastatin i pravastatin utjecu u slicnoj

Rizik od razvoja miopatije mjeri polimorfizmi SLCO1B1, ali na njih ne

moze se povecati. Varijjacija  utjecu inhibitori CYP3A4 poput amiodarona,

gena moze dovesti do verapamila 1 diltiazema. Varijacija gena

SLCOI1BI ) e e .

521C/C smanj en9g tra?sportva SI:CjOl Bl il 1nh1b1'tor1 CYP31.A4 ne utj 601'1
atorvastatina u jetru, Sto znacajno na fluvastatin. 2. Ukoliko alternativa
moze povecati koncentraciju nije moguca, savjetovati pacijentu da se javi
lije¢niku u slu¢aju misiénih ADR.

Ako pacijent nema dodatnih riziénih ¢imbenika
za razvoj statinima inducirane miopatije,
savjetovati pacijentu da se javi lije¢niku u

sluc¢aju miSi¢nih ADR.

Ukoliko pacijent ima dodatne ¢imbenike rizika
za razvoj statinima inducirane miopatije: 1.
Izaberite alternativan statin (osim simvastatina).
Na rosuvastatin i pravastatin utjecu u slicnoj
mjeri polimorfizmi SLCOIB1, ali na njih ne

atorvastatina u plazmi.

Rizik od razvoja miopatije

mozZe biti povisen. utje¢u inhibitori CYP3 A4 poput amiodarona,
Varijacija gena moze verapamila i diltiazema. Varijacija gena
SLCOIBI | dovesti do smanjenog SLCOIBI ili inhibitori CYP3A4 ne utjecu
521T/C transporta atorvastatina u . . . . .
znacajno na fluvastatin. 2. Ukoliko alternativa

jetru, §to moze povecati
koncentraciju atorvastatina
u plazmi.

nije moguca, savjetovati pacijentu da se javi
lije¢niku u sluc¢aju miSi¢nih ADR.

Ako pacijent nema dodatnih rizi¢nih ¢imbenika
za razvoj statinima inducirane miopatije,
savjetovati pacijentu da se javi lije¢niku u

slucaju misi¢nih ADR.
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1.10. OATP1B1 - supstrati, inhibitori i interakcije

OATPIBI transporter uglavnom je eksprimiran na sinusoidnoj membrani humanih
hepatocita, iako je SLCOIBI mRNA detektirana i u drugim tkivima, poput enterocita tankoga
crijeva. Generalno su mu supstrati anionske amfipatske molekule, relativno velike molekulske
mase (> 350) te visokog stupnja vezanja za albumin u fizioloSkim uvjetima. In vitro se
pokazalo da OATPIBI1 transportira konjugirani i nekonjugirani bilirubin, a ostalim
endogenim supstratima OATPI1BI1 pripadaju i zucne kiseline (kolat i taurokolat), konjugirani
steroidi (estradiol-17B-glukuronid, estron-3-sulfat), eikozanoidi (leukotrien C4 1 E4,
prostaglandin E2, tromboksan B2) te tiroidni hormoni (tiroksin i trijodtironin). Primjeri in
vitro OATP1B1 egzogenih supstrata lijekova ukljucuju nekoliko HMG—CoA reduktaza
inhibitora, ACE inhibitore, angiotenzin II receptor antagoniste, antiinfektivne lijekove i

citostatike (Tablica 7.) (Niemi i sur., 2011; Kalliokoski i Niemi, 2009).

Tablica 7. Lijekovi supstrati OATP1B1 (preuzeto i prilagodeno prema Niemi i sur., 2011)

benzilpenicilin
cefditoren
cefazolin
nafcilin
rifampicin
gimatekan
ANTINEOPLASTICI SN-38 (aktivni metabolit irinotekana)
pazopanib
atorvastatin
cerivastatin
ezetimib glukuronid
pravastatin
rosuvastatin
bosentan
LIJEKOVI S DJELOVANJEM enalapril
NA KV SUSTAV valsartan
torasemid
INHIBITORI HIV darunavir
PROTEAZE lopinavir
sakvinavir
kaspofungin
feksofenadin
metotreksat
sirolimus

ANTIBAKTERIJSKI
LIJEKOVI

ANTILIPIDEMICI

OSTALI
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Mnogi su lijekovi identificirani kao OATP1BI1 in vitro inhibitori (Tablica 8.). Stovise,
upravo je OATPI1BI inhibicija jedan od vaznih mehanizama in vivo lijek-lijek interakcija
(DDI). Za ciklosporin je dokazano da viSestruko povecava plazmatske koncentracije
atorvastatina vjerojatno zbog OATP1BI1 inhibicije. Takoder, ciklosporin povecava AUC (oko
2 puta) i ostalih OATP1BI1 supstrata, poput bosentana, kaspofungina i metotreksata. Osim
ciklosporina, gemfibrozil znacajno povecava plazmatske koncentracije statina, poput
atorvastatina i cerivastatina, zbog OATP1B1 inhibicije (Gessner i sur., 2019; Tamraz i sur.,
2013; Hua i sur., 2012; Niemi i sur., 2011; Shitara, 2011; Kalliokoski i Niemi, 2009; Treiber i
sur., 2006).

Tablica 8. OATP1BI inhibitori (preuzeto i prilagodeno prema Kalliokoski i Niemi, 2009)

atazanavir atorvastatin beklometazon bromokriptin
karbamazepin kaspofungin klaritromicin klotrimazol
ciklosporin digoksin eltrombopag eritromicin
estradiol fenofibrat gemfibrozil irinotekan
ketokonazol lopinavir mifepriston paklitaksel
pantoprazol pazopanib fenitoin pioglitazon
ramipril repaglinid rifampicin sakvinavir

simvastatin sildenafil sirolimus telitromicin
SN-38 tiroksin valsartan verapamil

Proces eliminacije bosentana (endotelin receptor antagonist) kod ljudi, u potpunosti je
ovisan o metabolizmu putem CYP3A4 i CYP2C9 izoenzima. Stoga, veéina se interakcija s
istodobno primijenjenim lijekovima moze racionalizirati u smislu CYP450 inhibicije.
Medutim, poviSene koncentracije bosentana prilikom istodobne primjene s ciklosporinom,
rifampicinom i/ili sildenafilom inkompatibilne su s ovom paradigmom. Stovie, zakljugeno je
da klju¢ mehanizma ove interakcije lezi upravo u inhibiciji hepatickog unosa bosentana,

putem OATP1B1 inhibicije prethodno spomenutim ksenobioticima (Treiber i sur., 2006).

Lijek-lijek-gen interakcije (DDGI) predstavljaju noviji tip interakcija, izvedenih iz
DDI i DGI. DDGI se moze pojaviti kada pacijent koristi lijek koji se metabolizira putem dva
metaboli¢ka puta, a istovremeno u komedikaciji uzima lijek koji je inhibitor ili induktor

jednog od ta dva metabolicka puta, dok njegova genetika utjeCe na drugi metabolicki put.
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Opseg takve DDGI biti ¢e ovisan o udjelu supstrata koji se metabolizira putem oba
metabolicka puta (Verbeurgt i sur., 2014). Upravo je veliki broj DDGI opisan za OATPI1B1
transporter. Primjerice, iako porast AUC pravastatina (OATPIB1 supstrat) nakon lijeCenja
ritonavirom (OATPIBI1 inhibitor) nije bio od statistickog znacaja (porast od 21 % u AUC
pravastatina), uocena je znacajna interakcija u pacijenata nositelja haplotipova SLCOIBI*15

ili *17, s povisenjem AUC pravastatina za ¢ak 113 % (Malki i Pearson, 2020).
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Slika 6. Graficki prikaz primjera DDI, DGI i DDGI. DDI: metabolizam je lijeka inhibiran u
CYP A metabolickom putu komedikacijom koja djeluje kao CYP A inhibitor, $to rezultira
povecanom koncentracijom lijeka. DGI: metabolizam je inhibiran u CYP B metabolickom
putu genetickim ¢imbenicima (fenotip CYP B sporog metabolizatora), Sto rezultira
povecanom izloZenosti lijeku. DDGI: metabolizam je inhibiran u oba metabolic¢ka puta,
inhibicijskom komedikacijom i genetickim ¢imbenicima — rezultat je povecana izloZenost

lijeku (preuzeto i prilagodeno prema Malki 1 Pearson, 2020).
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1.11. Utjecaj polimorfizma BCRP na metabolizam statina

Protein rezistencije raka dojke (engl. Breast Cancer Resistance Protein, BCRP)
(kodiran genom ABCG?2), prijenosnik izbacivac iz superporodice transportera ovisnih o ATP-
u (engl. ATP Binding Cassette, ABC transporteri), nalazi se na apikalnim membranama
epitelnih stanica bubrega, jetre i crijeva, kao i na endotelnim stanicama krvno-mozdane
barijere. BCRP moze smanjiti intestinalnu apsorpciju i prijenos u tkiva te povecati izlu¢ivanje
svojih supstrata u jetri i bubrezima. Nedavna ispitivanja istaknula su varijantu smanjene
funkcije gena ABCG2 (¢.421C>A SNP), koja kodira promjenu aminokiseline glutamina u
lizin na polozaju 141 proteina, p.GIn141Lys (rs2231142), kao determinantu farmakokinetike,
ucinkovitosti 1 toksi¢nosti nekoliko lijekova. Takva wvarijanta rezultira povecanim
koncentracijama supstrata unutar hepatocita 1 miocita (Hirota i sur., 2020; Katzung i sur.,
2018; Horsey 1 sur., 2016; Hirota 1 Ieiri, 2015; Mirosevic Skvrce i sur., 2015; Mirosevic
Skvrce i sur., 2013).

Ucestalost polimorfizma 421C>A u bjelackoj populaciji jest 10 - 15 % (Robey, 2009).
Povrs$ina pod krivuljom inaktivnog laktona simvastatina bila je za 111 % veca, a fluvastatina 1
atorvastatina za 72 % veca u ispitanika s genotipom ABCG2 421A/A u odnosu na
koncentracije zabiljeZene u nositelja genotipa 421C/C (Hofman i sur.,, 2019). Ovo je
povecanje najvjerojatnije posljedica povecane bioraspolozivosti oralno primjenjenog lijeka
zbog smanjenje funkcije efluksnog prijenosnika BCRP povezane s genotipom 421A/A.
Mogucéa je posljedica opazenih promjena u farmakokinetici povecani rizik za nastanak
miotoksi¢nosti kod pojedinaca koji uzimaju atorvastatin i fluvastatin, dok je utjecaj na ADR
simvastatina na osnovu farmakokinetickih podataka teze predvidjeti (Hofman i sur., 2019;
Mirosevic Skvrce, 2014; Keskitalo, Pasanen 1 sur., 2009; Keskitalo, Zolk i sur., 2009).
Varijanta ima nisku ucestalost u pojedinaca africkog podrijetla, ali je ustanovljena ucestalost
od oko 30 % u populacija u Isto¢noj Aziji, ukljucujuéi Kineze i Japance (Hirota i sur., 2020).
Prije svega, varijanta je bila povezana s promjenama u odgovoru na inhibitor ksantin oksidaze
alopurinol 1 statine rosuvastatin i fluvastatin. Osim toga, varijanta je povezana sa Stetnim
ucincima razli¢itih lijekova protiv raka. Zbog visoke ucestalosti alela, osobito u azijskim

populacijama, i ¢injenice da je transporter odrednica farmakokinetike mnogih lijekova, vrlo je
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vjerojatno da ¢e ova varijanta biti sve vaznija u personaliziranoj medicini (Hirota 1 sur., 2020;

Katzung i sur., 2018; Hirota i leiri, 2015; Mirosevic Skvrce 1 sur., 2015).

Tablica 9. Frekvencija alela ABCG2 ¢.421C>A (rs2231142) medu rasama, prema Allele

Frequency Aggregator (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/docs/gsr/alfa/)

POPULACIJA UZORAK ALEL C (%) ALEL A (%)
ukupno 246394 89,82 10,18
Europljani 211802 89,74 10,26
Latinoamerikanci 1 890 91,91 8,09
Latinoamerikanci 2 1426 89,13 10,87
Juznoazijati 5144 92,13 7,87
Afrikanci 9120 97,45 2,55
Azijati 3444 70,33 29,67
drugi 14568 89,93 10,07

Tablica 10. Frekvencija alela ABCG2 ¢.421C>A (rs2231142) medu rasama, prema 1000
Genomes projektu, faza III (grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index)

POPULACIJA UZORAK ALEL C (%) ALEL T (%)
ukupno 5008 88,06 11,24
Afrikanci 1322 98,71 1,29
Amerikanci 694 85,88 14,12
Azijati 1008 70,93 29,07
Europljani 1006 90,56 9,44
Juznoazijati 978 90,29 9,71
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1.12. BCRP - supstrati, inhibitori i interakcije

U ljudi se BCRP izrazava u Sirokom rasponu razli¢itih tkiva. Lokaliziran je na
apikalnoj membrani svake od cetiriju osnovnih fizioloskih barijera, koje su od farmakoloskog
znacaja: enterocita, hepatocita, proksimalnih stanica bubreznih tubula i endotelnih stanica
krvno—mozdane barijere. Nadalje, BCRP ima puno vaznih fizioloSkih supstrata, ukljuc¢ujuci
urat, estron-3-sulfat i dehidroepiandrosteron-sulfat. Stovise, upravo se BCRP smatra glavnim
¢imbenikom renalne i ekstrarenalne sekrecije urata te se stoga smatra da aktivnost BCRP Stiti
od razvoja gihta. Takoder, smatra se da je estron-3-sulfat, koji je BCRP supstrat, glavni izvor
estradiola kod Zena u postmenopauzi, a uz to igra glavnu ulogu u patofiziologiji hormonski
ovisnog raka dojke. BCRP takoder transportira razliCite lijekove. U pocetku se smatralo da
BCRP supstratima pripada Siroki niz citostatika, poput mitoksantrona, derivata kamptotecina,
flavopiridola, irinotekana i metotreksata. Sto je najznalajnije, nekoliko TKI (imatinib,
gefitinib 1 nilotinib) su BCRP supstrati. Medutim, BCRP supstrati nisu ograni¢eni samo na
kemoterapeutike, nego su supstrati i lijekovi iz drugih skupina, poput prazosina, cimetidina,
sulfasalazina, rosuvastatina, apiksabana, rivaroksabana, ezetimiba, fibrata, 5-fluorouracila, itd.
Nadalje, raznovrsni su fotosenzibilizatori, ukljucujuéi protoporfirin IX i srodne spojeve,
takoder BRCP supstrati, $to sugerira da je BCRP mogu¢i uzrok stani¢ne rezistencije na

fototerapiju (Safar 1 sur., 2019; Toyoda i sur., 2019; Mao 1 Unadkat, 2015).

Tablica 11. BCRP supstrati (preuzeto i prilagodeno prema Mao 1 Unadkat, 2015)

ANTRACENI mitgksantron
bisantren
DERIVATI KAMPTOTECINA togge;‘;n
ANALOZI NUKLEOZIDA AZT
lamivudin
metotreksat cimetidin
prazosin sulfasalazin
flavopiridol nitrofurantoin
imatinib ezetimib
OSTALI g.eﬁt@nib rosuvastatin
nilotinib pantoprazol
eltrombopag apiksaban
fibrati rivaroksaban
dolutegravir ciklosporin
dantrolen daidzein
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Identificiran je veliki broj BCRP inhibitora razli¢itih kemijskih struktura. Neki od njih
navedeni su u Tablici 12. Prije svega, razli¢iti inhibitori HIV proteaze, poput ritonavira,
sakvinavira i nelfinavira, u¢inkoviti su BCRP inhibitori. Takoder, TKI i inhibitori drugih vrsta
kinaza, poput serin/treonin Polo kinaza 1 inhibitora BI2536, koji je dualni P-gp/BCRP
inhibitor. Ostali znac¢ajni BCRP inhibitori jesu novobiocin, tamoksifen, rezerpin, febuksostat,
rolapitant, ciklosporin, fumitremorgin-C te flavonoidi, poput krizina (Safar i sur., 2019;

Toyoda i sur., 2019; Mao i Unadkat, 2015).

Tablica 12. BCRP inhibitori (preuzeto i prilagodeno prema Mao i Unadkat, 2015)

gefitinib nilotinib
TKI erlotinib lapatinib
ritonavir nelfinavir
INHIBITORI HIV PROTEAZE .. .
sakvinavir lopinavir
BLOKATORI KALCUEVIH dipiridamol nimodipin
KANALA nikardipin nitrendipin
ketokonazol
AZOLNI ANTIMIKOTICI : flukonazol
itrakonazol
ciklosporin A o
IMUNOSUPRESIVI . sirolimus
takrolimus
novobiocin rezerpin
OSTALI tamoksifen pantoprazol

Zbog svoje iznimne vaznosti u dispoziciji lijekova, FDA je prepoznala BCRP kao
jednog od kljucnih transportera uklju¢enih u klinicki znacajne DDI. Naime, istodobna
primjena BI2536 i topotekana, znacajno povecava oralnu bioraspolozivost topotekana.
Takoder, nedavno je dokazano kako nekoliko BCRP supstrata lijekova znacajno interreagira s
drugim lijekovima inhibitorima BCRP, §to implicira da BCRP moze imati krucijalnu ulogu u
takvoj vrsti DDI, koje ukljucuju interakcije izmedu atorvastatina/rosuvastatina i ritonavira,
rosuvastatina 1 ciklosporina, rosuvastatina i eltrombopaga, metotreksata i IPP, poput

omeprazola i pantoprazola, itd. (Mao i Unadkat, 2015).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Dva najvaznija polimorfna transportera, povezana s razvojem nuspojava vezanih uz
statine, jesu organski anionski transportni polipeptid 1B1 (OATPI1BI1), kodiran genom
SLCOIBI, 1 protein rezistencije raka dojke (BCRP), kodiran genom ABCG2. Upravo genske
varijante tih transportera mogu posluziti kao genski biljezi u individualizaciji 1 optimizaciji
farmakoterapije statinima te se stoga, u svrhu postizanja optimalnog terapijskog ucinka, u
Odjelu za farmakogenomiku i individualizaciju terapije Klinickog zavoda za laboratorijsku

dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, provodi genotipizacija SLCOIBI1 i ABCG2.

Cilj je rada prikazati postupak farmakogeneticke analize SLCOIBI i ABCG?2, utjecaj
polimorfizama na ucinkovitost 1 sigurnost terapije statinima u prikazu slucajeva iz klinicke
prakse, te ukazati na vaznost farmakogeneticke analize kao korisnog alata u svakodnevnoj
klini¢koj praksi pri pravodobnom prepoznavanju rizika razvoja nuspojava prilikom
farmakoterapije statinima te prilagodbi u rezimu doziranja lijekova, ali i potencijal iste u
personaliziranom pristupu svakom pacijentu radi postizanja Zeljenih terapijskih ishoda i

minimalizacije rizika nastanka nuspojava.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Izdvajanje DNA metodom QIAamp®

3.1.1. Oprema i reagensi

Potrebna oprema i potroSni materijal:

- automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 10-100 uLL (Eppendorf, Njemacka)

- automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 100-1000 pL (Eppendorf, Njemacka)
- sterilne mikroepruvete volumena 1,5-2,0 mL (Eppendorf, Njemacka)

- vrtloZzna mijeSalica V-1 plus (BiosanSIA, Latvia)

- mikrocentrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf, Njemacka)

- termostat Eppendorf ThermoStat C (Eppendorf, Njemacka)

Reagensi:

Komplet reagenasa za izdvajanje QlAamp® DNA Blood Mini Kit — Qiagen (Qiagen,
Njemacka) pohranjuje se na sobnoj temperaturi 15-25 °C najmanje 12 mjeseci, a za cuvanje
duze od 12 myjeseci liofiliziranu QIAGEN Protease treba pohraniti na 2-8 °C. Takoder je
potreban 96-100 % etanol.

3.1.2. Postupak

Priprema reagenasa:

Pripremiti QIAGEN Protease ovisno o vrsti kompleta reagensa:

QIAamp DNA Blood Mini Kit (50) — liofilizat QIAGEN Protease otopiti u 1,2 mL pufera
AW?2

QIAamp DNA Blood Mini Kit (250) — liofilizat QIAGEN Protease otopiti u 5,5 mL pufera
AW2

Otopljena QIAGEN Protease stabilna je 12 mjeseci na 2-8 °C.

Priprema pufera:

AL pufer — dobro protresti prije upotrebe
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AWI 1 AW2 pufer — prije prve upotrebe u bocicu s koncentratom je potrebno dodati 96-100

% etanol prema uputi na bocici. Pufer je stabilan 12 mjeseci na sobnoj temperaturi 15-25 °C.

Postupak izdvajanja DNA iz pune krvi ili leukocitnog sloja

1. Pipetirati 20 uL. QIAGEN Protease u mikroepruvetu volumena 1,5 mL

2. Dodati 200 pL uzorka pune krvi

3. Dodati 200 pL pufera AL i protresti na vrtloZznoj mijeSalici 15 s

4. Inkubirati 10 min na 56 °C (Termostat Eppendorf ThermoStat C)

5. Kratko centrifugirati u mikrocentrifugi da se spuste kapljice s unutrasnjosti poklopca
(centrifuga Eppendorf 5424)

6. Dodati 200 pL 96-100 % etanola i kratko protresti na vrtloznoj mijesalici

7. Kratko centrifugirati u mikrocentrifugi da se spuste kapljice s unutrasnjosti poklopca

8. Pripremiti QIAamp Mini spin kolonicu i koja se stavi u mikroepruvetu volumena 2 mL
9. Dodati lizat uzorka na kolonicu, zatvoriti

10. Centrifugirati 1 min pri 6000 g (8000 rpm)

11. Pazljivo otvoriti kolonicu i dodati 500 puL pufera AW1 (paziti da se ne smoci poklopac)
12. Zatvoriti kolonicu i centrifugirati 1 min pri 6000 g (8000 rpm)

13. Baciti punu mikroepruvetu s filtratom i staviti kolonicu na ¢istu mikroepruvetu od 2 mL
14. Pazljivo otvoriti kolonicu i dodati 500 uL pufera AW2 (paziti da se ne smoci poklopac)
15. Zatvoriti kolonicu i centrifugirati 1 min pri maksimalnoj brzini 20 000 g (14 000 rpm)
16. Baciti punu mikroepruvetu s filtratom 1 staviti kolonicu na ¢istu mikroepruvetu od 2 mL
17. Zatvoriti kolonicu i centrifugirati 1 min pri maksimalnoj brzini 20 000 g (14 000 rpm)
18. Baciti mikroepruvetu s filtratom i staviti kolonicu na ¢istu mikroepruvetu od 1,5-2 mL
19. Dodati 200 puL pufera AE

20. Inkubirati 1 min na sobnoj temperaturi 15-25 °C

21. Zatvoriti kolonicu i centrifugirati 1 min pri 6000 g (8000 rpm)

Mjerenje koncentracije i ¢istoce DNA

Za odredivanje koncentracije i ¢isto¢e DNA koristi se NanoDrop 2000 spektrofotometar

(ThermoFischer Scientific, Njemacka).
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Prema uputama proizvodaca:

- izdvajanje DNA iz 200 pL pune krvi (5x10%L leukocita) daje prosjecno 6 pg DNA u 200
uL eluata, odnosno prosjecno 30 ng/puL.

- izdvajanje DNA iz 200 pL leukocitnog sloja (5x10%/L leukocita) daje prosjecno do 50 pug u
200 pL eluata, odnosno prosjecno do 250 ng/uL.

Koncentracija DNA mjeri se na spektrofotometru te izracunava na osnovu opticke gustoce
otopine (engl. Optical Density, OD) pri valnoj duljini od 260 nm. DNA se razrjeduje puferom
FG3 najcesée u omjeru 1:100 (OD=1 odgovara priblizno 50 pg/mL dvolan¢ane DNA):

Konc. DNA (pg/mL) = ODy¢ x razrjedenje (100) x 50

Cistoéa DNA odreduje se mjerenjem opticke gustoée pri valnoj duljini od 260 i 280 nm.
Omjer ocitanja A260 / A280 od 1,7-1,9 ukazuje na visoku Cistocu DNA bez proteina.
Prema uputama proizvodaca, ¢istoca DNA prema omjeru A260 / A280 trebala bi iznositi >

1,7.
3.2. Lancana reakcija polimeraze

Lancana je reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) metoda
kojom se in vitro moze vrlo brzo umnoziti specifi¢ni fragment DNA molekule u milijune
identi¢nih kopija ciljanog segmenta DNA. Budu¢i da su za molekularne i geneticke analize
potrebne znacajne koli¢ine uzorka DNA, studije izoliranih dijelova DNA gotovo bi bile
nemoguce bez PCR amplifikacije. Stovise, PCR je revolucionizirao istrazivanje DNA do te
mjere da je njegov izumitelj, americki biokemicar Kary B. Mullis, 1993. nagraden
Nobelovom nagradom. PCR se moze izvesti koriste¢i DNA iz razli€itih izvora, ukljucujuéi
perifernu krv, kosu, kozu, slinu i mikroorganizme, poput bakterija i virusa. DNA
amplificirana PCR-om, moze se koristiti u mnogim razli¢itim laboratorijskim postupcima,
poput DNA fingerprinting-a, detekcije bakterija ili virusa (primjerice HIV-a) 1

dijagnosticiranja genetskih poremecaja. Svaka reakcijska smjesa za PCR mora sadrzavati
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izoliranu DNA kao kalup za reakciju, smjesu Cetiri deoksiribonukleozid-trifosfata (ANTP),
dvije specificne pocetnice (engl. primer), termostabilnu DNA-polimerazu (7ag-polimerazu),
katione Mg®" (MgCl,) i pufer. DNA polimeraza kljuéni je enzim koji povezuje pojedine
dNTP u zeljeni PCR produkt, odnosno sintetizira zeljeni DNA segment. Za PCR se koristi
termostabilna Tag-polimeraza izolirana iz termofilne bakterije Thermus aquaticus optimalnog
djelovanja pri 72 °C. Tag-polimeraza je identificirana kao enzim koji moze djelovati pri
denaturacijskim uvjetima neophodnim za izvedbu PCR, dok ve¢ina drugih DNA-polimeraza
pri toliko visokoj temperaturi (94 — 96 °C) nepovratno gubi aktivnost zbog denaturacije. Ona
sintetizira novi lanac DNA komplementaran kalupu kre¢u¢i od 3' - kraja lanca kalupa.
Pocetnice su sintetski dobivene kratke oligonukleotidne sekvence duljine 10 - 25 nukleotida,
koje odreduju specifi¢nost fragmenta koji se umnaza. Nukleotidni slijed pocetnica mora biti
komplementaran 3" 1 5' krajevima DNA fragmenta koji zelimo umnoziti.
Magnezij je kofaktor DNA-polimeraze te odrzava stabilnost i optimalni naboj dNTP-a
(www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/Polymerase-Chain-Reaction-Fact-Sheet;
www.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and
regulation/biotechnology/a/polymerase-chain-reaction-pcr;

www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techpcr; Buben, 2018).

PCR se sastoji od 20-40 ponavljanih ciklusa 3 uzastopna koraka (denaturacija,
povezivanje pocetnica i elongacija) koji zahtijevaju razliCite temperaturne uvjete, a postupak
generalno zahtijeva 2-4 h, ovisno o duljini DNA fragmenta kojeg je potrebno amplificirati.
Svaki je korak posveéen odredenom procesu, $to u konacnici dovodi do nastanka velikog
broja kopija zZeljenog DNA fragmenta. Reakcija se postize upotrebom uredaja za
umnozavanje (engl. thermocycler) u kojemu se uzorci nalaze u termo - bloku gdje se provode
brze 1 kontrolirane temperaturne promjene prema unaprijed zadanom programu
(www.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and -
regulation/biotechnology/a/polymerase-chain-reaction-pcr;

www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techpcr; Buben, 2018).
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Faze PCR-a jesu:

1) Denaturacija molekule DNA (96 °C): razdvajanje lanaca dvolancane DNA (engl.
double-stranded DNA, dsDNA) u dva jednolan¢ana lanca (engl. single stranded DNA,
ssDNA) zagrijavanjem reakcijske smjese na cca 96 °C.

2) Hibridizacija pocetnica (engl. annealing) (50 — 60 °C): reakcijska smjesa se hladi na
50 — 60 °C, c¢ime je omoguceno specificno vezanje pocetnica na njima
komplementarne sekvence ssDNA. Koncentracija pocetnica u reakcijskoj smjesi je
prisutna u suvisku u odnosu na kalup DNA S$§to sprjeava ponovno sparivanje
jednolan¢anih lanaca DNA kalupa.

3) Produljenje (elongacija) DNA lanca (72 °C; optimalna temperatura za aktivnost Tag-
polimeraze): sinteza komplementarnog lanca (www.khanacademy.org/science/ap-
biology/gene-expression-and-regulation/biotechnology/a/polymerase-chain-reaction-

pcr; www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techpcr/).

3.3. Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-Time PCR)

Real-time PCR inacica je klasicnog PCR-a koja omogucéava kontinuiranu
kvantifikaciju novonastale DNA prac¢enjem fluorescencije tijekom svakog ciklusa umnazanja,
u stvarnom vremenu. Razlikuju se dva principa kvantifikacije nastalog PCR produkta. Prvi
princip podrazumijeva primjenu nespecifi¢nih boja koje emitiraju fluorescenciju tek nakon
vezanja na dvostruku uzvojnicu DNA. Primjer je takve boje SYBR Green I, kod koje je
emisija fluorescencije prilikom vezanja na dsDNA 1000 puta veca nego kada se ona nalazi
slobodna u otopini. Intenzitet se fluorescencije povecava proporcionalno koli¢ini umnozene
dsDNA, omogucujuéi kvantitativnu analizu PCR produkta. Glavni nedostatak ovakvog
pristupa jest §to takve boje nisu specificne, odnosno vezu se na svu dsDNA prisutnu u uzorku
(npr. na dimere pocetnica, nespecificne PCR produkte itd.). Drugi princip podrazumijeva
primjenu specificnih fluorescentno-obiljezenih sondi (poznatog nukleotidnog slijeda) koje
hibridiziraju na segment DNA od interesa (kalup), tijekom umnazanja (Www.gene-

quantification.de/real-time-pcr-handbook-life-technologies-update-flr.pdf;
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www.biosyn.com/tew/tagman-vs-sybr-green-chemistries.aspx; Buben, 2018; Kubista 1 sur.,

2006; Mortarino i sur., 2004).

Jedna izvedba metode jest TagMan® metoda koja podrazumijeva primjenu dvostruko
obiljeZzenih hidroliziraju¢ih sondi (7agMan® probe) koje na 5'-kraju sadrze kovalentno
vezanu fluorescentnu reportersku boju (engl. reporter), a na 3'-kraju molekule prigusivac
(engl. quencher). Dok je sonda netaknuta, prigusiva¢ apsorbira fluorescenciju koju emitira
reporter rezonantnim prijenosom fluorescentne energije (engl. Fluorescence Resonance
Energy Transfer, FRET). Ako je u uzorku prisutan ciljani segment, fluorescentno obiljeZena
sonda ¢e se vezati na kalup nizvodno od pocetnice. Prilikom umnazanja specificnog DNA
fragmenta, tijekom faze -elongacije Tag-polimeraza ¢e =zahvaljujuéi svojoj 5'—3'
egzonukleaznoj aktivnosti razgraditi prethodno vezanu TagMan sondu. Kada je reporterska
boja odvojena od prigusivaca, dolazi do emisije fluorescencije koja se detektira. Sa svakim se
ciklusom oslobada sve vise fluorescencije te je povecanje intenziteta emitirane fluorescencije
izravno proporcionalno koli¢ini amplificiranog PCR produkta. Upotrebom 22 razlicito
obiljezenih TagMan sondi (obiljeZenih razli¢itim fluorescentnim bojama) od kojih je svaka
komplementarna pojedinom alelu, moze se izvoditi analiza vise alela istovremeno
(www.gene-quantification.de/real-time-pcr-handbook-life-technologies-update-flr.pdf;
www.biosyn.com/tew/tagman-vs-sybr-green-chemistries.aspx.; Kubista 1 sur.,, 2006;

Mortarino i sur., 2004; Wilhelm 1 Pingoud, 2003).

Primjenom ove metode mogu se razlikovati homozigoti za odredeni alel od
heterozigota tako da se sonda specificna za wt alel obiljezi jednom fluorescentnom bojom,
dok se sonda specifi¢na za odredenu alelnu varijantu (mutirani alel, mut) obiljezi drugom
fluorescentnom bojom. Ukoliko uredaj detektira samo jednu od tih fluorescentnih boja,
prisutan je homozigot za wt alel odnosno homozigot za mutirani alel (mut). U slucaju
heterozigota, uredaj ¢e detektirati dvije, odnosno obje fluorescentne boje (Kubista i sur.,

2006; Arya i sur., 2005; Wilhelm i Pingoud, 2003).
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3.4. Genotipizacija ABCG2 ¢.421C>A i SLCOIB1 ¢.521T>C

Mijerna metoda: TagMan® metoda PCR u stvarnom vremenu

Nacelo mjerenja: Otkrivanje 1 analiza polimorfizama jednog nukleotida (engl. single
nucleotide polymorphism, SNP) pomoé¢u TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay
(TaqMan® DME) (specifi¢ne po&etnice i TagqMan® fluorescentno obiljezene oligonukleotidne

sonde) i stvaranja fluorescentnog signala zbog 5 -nukleazne aktivnosti Taq DNA polimeraze.

3.4.1. Uzorak

Primarni uzorak: puna krv (vrsta spremnika: epruveta s antikoagulansom K;EDTA)

Sekundarni uzorak: DNA (otopina DNA u TE puferu)

3.4.2. Potrebna oprema i reagensi

Oprema:

e Uredaj za PCR u stvarnom vremenu 7500 Real-Time PCR System Applied
Biosystems (Applied Biosystems, SAD)

e automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 0,5-10 pL (Eppendorf,
Njemacka)

e automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 10-100 pL  (Eppendorf,
Njemacka)

e automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 100-1000 pL (Eppendorf,
Njemacka)

e sterilne mikroepruvete volumena 0,2, 0,51 1,5-2.0 mL (Eppendorf, Njemacka)

e mikrotitarske plocice s pokrovnom folijom ili ,,strip” mikroepruvete s poklopcima
(Applied Biosystems, SAD)

e stalak za mikrotitarske plocice ili ,,strip* mikroepruvete (Applied Biosystems, SAD)

e vrtlozna mijeSalica V-1 plus (BiosanSIA, Latvia)

e mikrocentrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Njemacka)

e centrifuga za mikrotitarske ploc¢ice Eppendorf 5804R / 5810R (Eppendorf, Njemacka)
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Reagensi:

Reagensi se ¢uvaju na temperaturi od 2-8 °C, 1 -15 °C do -25 °C. (Izbjegavati precesto
zamrzavanje i odmrzavanje (najvise 3 puta, ili napraviti alikvote) TagMan® DME Assay Mix-a

i gotove reakcijske smjese te izlaganje direktnoj svjetlosti!)

o T aqMan® Universal PCR Master Mix
o TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay ABCG2 421C>A
o TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay SLCOIB1 521T>C

Tablica 13. Prikaz polimorfizama s odgovaraju¢im reagensom

db SNP* TagMan® DME
(rs#) Assay ID

GEN - ALEL

ABCG2 c.421C>A 1s2231142 p.GIn141Lys c.421C>A C_ 15854163 70

SLCOIBI ¢.521T>C 154149056 p.Vall74Ala c.521T>C C_ 30633906 10

* Single Nucleotide Polymorphism Database - National Center for Biotechnology Information

Kontrole:

e pozitivna kontrola wt

e pozitivna kontrola et ili mut

3.4.3. Priprema reakcijske smjese za PCR u stvarnom vremenu:

e pripremiti razrjedenja DNA

e pripremiti reagense (otopiti DME Assay na sobnoj temperaturi zasticene od svjetlosti)
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http://en.wikipedia.org/wiki/National_Center_for_Biotechnology_Information

Tablica 14. Sastojci pojedina¢ne reakcijske smjese

SASTOJCI REAKCIJSKE volumen koncentracija u
SMJESE (L) reakcijskoj smjesi
TagqMan® Universal PCR Master Mix 12,5 1x
TaqMan”® DME Assay Mix *, 20x 1,25 1x
DNA razrjedenje 11,25 1-20 ng
Ukupni volumen reakcijske smjese 25

*Za analizu svakog polimorfizma koristi se odgovaraju¢i TagMan™ DME Assay.

lagano promijesati reagense na vrtloznoj mijesalici

centrifugirati u mikrocentrifugi 3-5 s pri 3000 rpm kako bi se sadrzaj bocica spustio na
dno

pipetirati  TagMan®™ Universal PCR Master Mix i TagMan®™ DME Assay u
mikroepruvetu, lagano promijesati protresanjem mikroepruvete prstom i centrifugirati
3-5s

pipetirati reakcijske smjese u mikrotitarsku plo€icu ili ,,strip* mikroepruvete

dodati DNA, kontrolne uzorke i negativne kontrole

zatvoriti mikrotitarsku plo¢icu pokrovnom folijom ili ,strip® mikroepruvete
poklopcima

centrifugirati mikrotitarsku plo¢icu 1ili ,strip mikroepruvete u centrifugi za
mikrotitarske plocice 3-5 s pri 3000 rpm

staviti uzorke u uredaj ABI 7500 1 pokrenuti odgovaraju¢i program (alelnu
diskriminaciju ili amplifikaciju)

nakon zavrSetka programa ocitava se rezultat
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Tablica 15. Uvjeti PCR reakcije na uredaju ABI 7500 za genotipizaciju

PCR (50 ciklusa)

Pre-PCR Post-PCR
INICIJACIJA | DENATURACIJA | AMPLIFIKACIJA
Read Read
ea
temperatura / | temperatura / temperatura / temperatura / temperatura /
trajanje trajanje trajanje trajanje trajanje
50 °C/ 2 min
60 °C/ 1 min 95°C/15s 60°C/90s 60 °C/ 1 min
95 °C/ 10 min

3.4.4. Nacelo postupka

Za amplifikaciju ciljnog slijeda DNA koriste se specifiéne podetnice i dvije TaqMan®
fluorescentno obiljeZzene oligonukleotidne sonde za detekciju alela (jedna se sonda veze za

divlji tip, a druga za mutirani tip alela):

e reporterska boja VIC® ili FAM® na 5’ kraju svake sonde

e ne-fluorescentni prigusivac na 3" kraju sonde.

Tijekom PCR reakcije pocetnice i TagMan® sonde veZu se na ciljni slijed DNA. Tag DNA
polimeraza produzuje pocetnice te svojom egzonukleaznom aktivnosc¢u cijepa sonde koje su
hibridizirane na ciljni slijed DNA. Cijepanje odvaja prigusivac i reportersku boju, pa dolazi
do emisije fluorescencije reporterske boje.

Fluorescentni signal koji se stvara tijekom PCR amplifikacije detektira se i analizira pomocu
raunalnog programa 7500 Fast Software v.2.3.

Prisutnost odredenog fluorescentnog signala VIC® i/ili FAM® ukazuje na prisutnost
odgovaraju¢ih alela i ocitava se kako je navedeno na radnoj listi za odgovarajuci

polimorfizam:
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Slika 8. Prisutnost oba fluorescentna signala VIC® i FAM" - heterozigotni alel
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4. REZULTATI

Skupina ispitanika prikupljana je tijekom 10 godina u populaciji Hrvatske, u svrhu
odredivanja ucestalosti alela najvaznijih polimorfizama gena SLCOIBI (SLCOIBI
c.521T>C) 1 gena ABCG2 (ABCG2 c.421C>A).

Skupinu je ¢inio ukupno 761 ispitanik: 404 Zene i 357 muskaraca, dobi od 2 do 98
godina (medijan 63 godine).

4.1. Udestalost alela polimorfizma gena SLCOI1BI ¢.521T>C

Od 761 ispitanika, 468 je osoba (61,50 %) homozigot wt alela za SLCOIBI ¢.521T>C
(genotip 521T/T odnosno 521A/A), 264 su osobe (34,69 %) heterozigoti (genotip 521T/C
odnosno 521A/G), a 29 je osoba (3,81 %) homozigot varijantnog alela (genotip 521C/C

odnosno 521G/G) (Tablica 16.).

Tablica 16. Raspodjela genotipova SLCOIB1 ¢.521T>C medu ispitanicima

521T/T genotip 521C/C ukupan

enoti

g(h P ) genotip 521T/C (homozigot broj
omozigot wt

(heterozigot) varijantnih (mut) | ispitanika

alela)
alela) (n=761)

broj ispitanika, N

%) 468 (61,50) 264 (34,69) 29 (3,81) 761 (100)
(1]
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Ukupan je broj wt alela (T odnosno A) 1200, dok je ukupan broj varijantnih (mut)

alela (C odnosno G) 322 (Tablica 17.).

Tablica 17. SLCOIB1 ¢.521T>C ukupan broj alela T i C medu genotipovima

genotip . genotip 521C/C .
enoti . ukupan bro
521T/T gz 1T/ g (homozigot alell; me duJ
(homozigot wt h . varijantnih (mut) o
alela) (heterozigot) alela) genotipovima
broj ispitanika, N 468 264 29 /

broj alela T 936 264 0 1200
broj alela C 0 264 58 322

Ucestalost je wt alela (T odnosno A) 78,85 % (0,78846), dok frekvencija varijantnog
(mut) alela (C odnosno G) iznosi 21,16 % (0,21156) (Tablica 18.).

Tablica 18. SLCOIBI ¢.521T>C ucestalost pojedinih alela medu ispitanicima

ucestalost

ucestalost pojedinog

pojedinog alela alela (%)
broj alela T 1200 0,78846 78,85
broj alela C 322 0,21156 21,16
ukupan broj 1522 1 100

alelaTiC
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4.2. Uclestalost alela polimorfizma gena ABCG?2 ¢c.421C>A

Od 761 ispitanika, 620 je osoba (81,47 %) homozigot wt alela za ABCG2 c.421C>A
(genotip 421C/C odnosno 421G/G), 134 su osobe (17,61 %) heterozigoti (genotip 421C/A
odnosno 421G/T), a 7 je osoba (0,92 %) homozigot varijantnog (mut) alela (genotip 421A/A
odnosno 421T/T) (Tablica 19.).

Tablica 19. Raspodjela genotipova ABCG2 ¢.421C>A medu ispitanicima

genotip 421A/A ukupan

genotip 421C/C genotip 421C/A (homozigot broj
(homozigot wt alela) (heterozigot) varijantnih (mut) | ispitanika
alela) (n=761)
broj ispitanika, N
620 (81,47) 134 (17,61) 7 (0,92) 761 (100)

(“0)

Ukupan je broj wt alela (C odnosno G) 1374, dok je ukupan broj varijantnih (mut)

alela (A odnosno T) 148 (Tablica 20.).

Tablica 20. ABCG?2 c.421C>A ukupan broj alela C i A medu genotipovima

genotip 421C/C genotip genotip 42.1A/A ukupan broj
(homozigot wt £21C/A (homozigot alela medu
. varijantnih (mut) s .
alela) (heterozigot) alela) genotipovima
broj 1s11)\}tan1ka, 620 134 7 /
broj alela C 1240 134 0 1374
broj alela A 0 134 14 148
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Ucestalost wt alela (C odnosno G) je 90,28 % (0,9027595), dok frekvencija
varijantnog (mut) alela (A odnosno T) iznosi 9,72 % (0,0972405) (Tablica 21.).

Tablica 21. ABCG2 c.421C>A ucestalost pojedinih alela medu ispitanicima

ucestalost ucestalost pojedinog
pojedinog alela alela (%)
broj alela C 1374 0,9027595 90,28
broj alela A 148 0,0972405 9,72
ukupan broj
alelaCi A 1522 1 100

Od pojedinih kombinacija genotipova SLCOIBI c.521T>C i ABCG2 c.421C>A,
najzastupljenija je SLCOIBI1 521T/T i ABCG2 421C/C kombinacija (50,20 %), dok je
SLCOI1BI1 521C/C 1 ABCG2 421 A/A najmanje zastupljena (0,13 %) (Tablica 22.).

Tablica 22. Zastupljenost pojedinih kombinacija genotipova SLCOIBI ¢.521T>C i ABCG2

c.421C>A medu ispitanicima

SLCOIBI ¢.521T>C | ABCG2 ¢c.421C>A | broj ispitanika broj ispitanika (N)
genotip genotip N) ukupan broj ispitanika
TT CcC 382 50,20 %
TT CA 84 11,04 %
TT AA 2 0,26 %
TC CC 216 28,38 %
TC CA 44 5,78 %
TC AA 4 0,53 %
CC CC 22 2,89 %
CC CA 6 0,79 %
CC AA 1 0,13 %
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4.3. Prikaz slucaja pacijenta I

Prikazan je slucaj pacijenta (51 godina starosti) koji je nakon PCI (perkutana
koronarna intervencija), zbog dislipidemije, lijeCen atorvastatinom (BCRP supstrat),
nebivololom i acetilsalicilnom kiselinom. Zbog nedovoljne je djelotvornosti atorvastatin
zamijenjen rosuvastatinom (BCRP supstrat) i1 ezetimibom (BCRP supstrat i inhibitor).
Medutim, nakon godinu dana terapije nastaje jetrena lezija karakterizirana povisenjem
jetrenih enzima (ALT 200 U/L, AST 100 U/L, GGT 190 U/L) te se rosvastatin ukida iz
terapije. Prema rezultatima genotipizacije metodom PCR-a u stvarnom vremenu, pacijent je
imao intermedijarni metabolicki fenotip CYP2CI19*2/*17, intermedijarnu transportnu
aktivnost OATPIB1 (SLCOIBI1 521T/C) i nisku transportnu aktivnost BCRP, s obzirom na
mut genotip (ABCG2 421A/A). Uzimajuéi u obzir Cinjenicu da su atorvastatin i rosuvastatin
supstrati BCRP-a, dok je ezetimib istovremeno i supstrat i inhibitor BCRP-a, moguc¢i je kljuc
pojave hepatotoksi¢nosti upravo pacijentova farmakogeneticka predispozicija. Zbog niske je
aktivnosti BCRP-a olakSan prijenos hipolipemika na membrani enterocita, ali je istovremeno
usporen njihov prijenos na barijeri jetra — zuc, S$to rezultira znacajno povecanom
bioraspoloZivosti hipolipemika. StoviSe, inhibitorni potencijal ezetimiba prema BCRP
dodatno moze povecati bioraspolozivost hipolipemika, a time i rizik razvoja ADR-a,
prvenstveno u jetri jer se sva tri lijeka ve¢im dijelom eliminiraju putem zuci. Osim toga,
intermedijarna aktivnost CYP2C19, koji je manjim dijelom odgovoran za metabolizam
rosuvastatina, takoder pridonosi povecanoj bioraspolozivosti lijeka.

Prikazani slu¢aj ukazuje na vaznu ulogu farmakogenetickog testiranja prvenstveno
zbog smanjene transportne aktivnosti putem BCRP za razvoj hepatotoksi¢nosti kao jedne od
najc¢es¢ih ADR-a tijekom primjene hipolipemika, s naglaskom na njihovu primjenu u
politerapiji. Zakljucno, genotipizacija ABCG2 c.421C>A moze uvelike pomoc¢i u procjeni

povecanog rizika razvoja nuspojava hipolipemika.
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4.4. Prikaz slucaja pacijenta 11

Prikazan je sluCaj pacijenta (75 godina starosti) s geneticCkom predispozicijom za
statinima induciranu miopatiju. U kolovozu 2011. godine pacijent je primljen na hitni prijem
zbog umora i generalizirane boli i miSi¢ne slabosti, koja je trajala proteklih 36 h. Sedam je
godina ranije pacijent dozivio sr¢ani udar, pracen kroni¢nim psihoorganskim sindromom, dok
mu je 3 tjedna prije prijema dijagnosticirana hiperkolesterolemija i GERB (gastroezofagealna
refluksna bolest), te je zapoceta terapija statinom i inhibitorom protonske crpke. Na prijemu je
pacijentova farmakoterapija ukljucivala acetilsalicilnu kiselinu (100 mg/dan), ramipril (2,5
mg/dan), atorvastatin (20 mg/dan), pantoprazol (20 mg/dan) i1 haloperidol (5 mg/dan).
Laboratorijski su nalazi pokazali poviSene vrijednosti serumskog mioglobina (52720 pg/L),
CK (76000 IU/L), LDH (2075 IU/L), AST-a (1270 TU/L), ALT-a (680 IU/L), kreatinina (858
pmol/L) 1 kalija (6,9 mmol/L). Analizom je urina dokazana proteinurija i hematurija, dok je
ultrazvuk abdomena pokazao normalnu veli¢inu bubrega 1 odsustvo potencijalne urinarne

opstrukcije.

Pacijentu je dijagnosticirana rabdomioliza i akutno renalno zatajenje. Ukinuti su mu
svi lijekovi iz terapije te je lijeCen intravenskom hidracijom i alkalizacijom urina. Medutim,
bubrezni su se parametri nastavili povecavati te je zapoceto lijeCenje hemodijalizom. Nakon 4
serije hemodijalize pacijentu se pocCela uspostavljati normalna bubrezna funkcija, a nakon 4
tjedna funkcijski su se bubrezni testovi i serumske razine mioglobina, CK, LDH, AST-a i
ALT-a smanjile na normalnu razinu. MiSi¢na je slabost postupno nestajala te je pacijent

otpusten nakon 6 tjedana na ku¢no lijeCenje, bez simptoma miopatije.

Posumnjalo se da je rabdomioliza nastala kao ADR prilikom terapije atorvastatinom te
je ucinjeno genotipiziranje na SLCOIBI ¢.521T>C, ABCBI c¢.3435C>T, CYP2CI19*2 1
CYP2D6*3 real-time PCR tehnikom. Rezultati su pokazali da je pacijent bio homozigot za
varijantne alele SLCOIBI (521C/C genotip) i ABCB1 (3435T/T genotip). Takoder je bio slabi
metabolizator putem CYP2C19 (homozigot za CYP2CI19*2) te brzi metabolizator putem
CYP2De6.

Vremenski odnos izmedu primjene atorvastatina i razvoja rabdomiolize, s regresijom
znakova 1 simptoma bolesti nakon prestanka primjene terapije, podrzava hipotezu da je

rabdomioliza uzrokovana upravo terapijom atorvastatinom, dok su ostali moguéi uzroci
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rabdomiolize iskljueni ostalim dijagnostickim postupcima 1 klinickim tijekom bolesti.
Farmakogeneticka je analiza pokazala da je pacijent homozigot za ¢.521C alel na SLCOIBI
genu, Sto je dokazano u prethodnim studijama, najveci rizi¢ni ¢imbenik za razvoj statinima
inducirane miopatije. Farmakogeneticki je rizik dodatno povecala Cinjenica da je pacijent
homozigot i za c¢.3435C alel na ABCBI genu, §to je povezano, zbog produljene
bioraspolozivosti s jo§ ve¢im rizikom za razvoj miopatije.

Farmakokineticke DDI takoder su mogle doprinijeti razvoju rabdomiolize s obzirom
na to da je pacijent u ovom slucaju atorvastatin primjenjivao istodobno s pantoprazolom.
Glavni je metabolicki put pantoprazola demetilacija pomoc¢u enzima CYP2C19, s naknadnom
sulfatacijom. Stovie, nekoliko je SNP-a unutar gena za CYP2C19 enzim povezano sa
smanjenom enzimskom aktivnos$¢u, dok je in vitro dokazano da je pantoprazol i CYP3A4
inhibitor (Meyer, 1996). Buduc¢i da je ovaj pacijent bio spori metabolizator putem CYP2C19,
povecana je plazmatska koncentracija pantoprazola mogla rezultirati CYP3A4 inhibicijom te
posljedi¢no povecanim rizikom od rabdomiolize inducirane atorvastatinom jer je atorvastatin
supstrat CYP3A4. Stoga, slu¢aj ovoga pacijenta izvrsno ilustrira kako kombinacija
farmakogenetickih 1 farmakokinetiCkih ¢imbenika moze pridonijeti razvoju statinima

inducirane miopatije.
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5. RASPRAVA I ZAKLJUCAK

Postoje Cvrsti znanstveni dokazi o vaznosti membranskih prijenosnika OATP1BI1 i
BCRP u farmakokinetici statina. Oba transportera pokazuju znacajnu geneticku varijabilnost,
a ucestalost polimorfizama SLCOIBI 521T>C 1 ABCG2 421C>A 1ima veliku i populacijsku i
rasnu varijabilnost. Varijantni je alel SLCOIBI 521C najucestaliji u europskoj (16 %),
azijatskoj (12 %) i afri¢koj populaciji (1 %). Varijantni alel ABCG2 421A je najucestaliji u
Azijata (30 %), zatim u bjelackoj populaciji (10-15 %), dok je najrjedi u africkoj populaciji
(2 %) (Sakiyama 1 sur., 2014; Keskitalo 1 sur., 2009; Robey 1 sur., 2009). Rezultati
ustanovljeni u populaciji Hrvatske u skladu su s rezultatima dobivenima za druge europske,
bjelacke populacije. Polimorfizmi gena povezuju se s varijabilnom kinetikom, ali i
podloznosti razvoja nezeljenih uc¢inaka lijekova supstrata, jer varijabilna aktivnost u prijenosu
lijekova preko barijera u probavnom sustavu, na barijeri jetra-zu¢ te tubulima bubrega u
slu¢aju BCRP/ABCG2, te unos lijeka u jetra putem OATPIB1 mogu znacajno modulirati
apsorpciju, distribuciju i1 izlu¢ivanje lijekova-supstrata. Stoga analiza polimorfizama
SLCOIB1 i ABCG2 moze posluziti u individualizaciji 1 optimizaciji lijeCenja statinima te
minimalizaciji rizika razvoja nuspojava, prvenstveno miotoksi¢nosti i hepatotoksi¢nosti. S
obzirom da su pojedini statini razli¢ito ovisni o transportu putem OATPIB1 i BCRP,
prisutnost varijantnih inaktiviraju¢ih alela upucuje na odabir lijeka koji je manje ovisan o
odredenom transporteru. Tako je simvastatin najviSe, a fluvastatin najmanje ovisan o
OATPIBI, dok je varijabilna farmakokinetika rosuvastatina pod znacajnim utjecajem
geneticki determinirane aktivnosti BCRP/ABCG2. Nadalje, na razini ovih membranskih
prijenosnika mogu se, u politerapiji, ocekivati i znacajne interakcije lijekova (lijek-lijek) koje
dodatno mogu biti modulirane ako je pacijent nositelj alela smanjene aktivnosti, te se govori o
interakcijama lijek-lijek-gen. Stoga se varijante gena SLCOIBI i ABCG2 mogu smatrati
dobrim farmakogenetickim biljezima 1 koristiti u personaliziranoj, preciznoj medicini
odnosno farmakoterapiji. Za polimorfizam SLCOIB1 521T>C postoje smjernice o doziranju
simvastatina i atorvastatina, dok se isto o¢ekuje i1 za polimorfizam 4ABCG2 421C>A. Vazno je
naglasiti da su regulatorna tijela, Americka agencija za hranu i lijekove, Food and drug
administration (FDA) 1 Europska agencija za lijekove, European Medicines Agency (EMA)

upravo za transporter BCRP istakla potrebu da se u istrazivanju novih potencijalnih lijekova
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ispita jesu li oni supstrati ovog transportera 1 koje su potencijalno vazne interakcije koje se
mogu ocekivati na razini BCRP prijenosnika
(http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document _library/Scientific_guideline/2012/07/WC
500129606.pdf;  http://www.fda.gov/downloads;  http://www.fda.gov/downloads/Drugs/
GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/UCM292362.pdf)

Nadalje, ako se utvrdi da je pacijent nositelj varijantnih oblika gena transportera
BCRP i/ili OATPIBI, vazno je zbog njihove slabije aktivnosti smanjiti broj lijekova-
supstrata na minimum, zbog znacajnog rizika interakcija lijek-lijek-gen s posljedicom razvoja

nuspojava.

Prisustvo se varijantnih alela ABCG2 osim s nuspojavama statina povezuje s ve¢om
sistemskom izlozenosti sulfasalazinu (Elsby 1 sur., 2016; Giacomini i sur., 2013), s ve¢im
interakcijskim potencijalom izmedu lamotrigina 1 valproata (Klarica Domjanovi¢ i sur.,
2018), s modulatornom ulogom zajedno s CYP2D6 u dispoziciji i u€inkovitosti risperidona
(Ganoci 1 sur., 2020) i s poveéanom incidencijom Stetnih u¢inaka ne samo statina ve¢ i
gefitiniba (Cusatis 1 sur., 2006) te sunitiniba (Low 1 sur., 2016). Uoceno je da, opcenito,
nositelji minornog alela 421A imaju bolji u¢inak antitumorskih lijekova, ali isto tako veci
rizik razvoja nuspojava tijekom kemoterapije (Chen i sur., 2019). Ceste varijante ABCG2 se
takoder povezuju s razvojem gihta, odnosno pove¢anim koncentracijama mokraéne kiseline

(Sarkady i sur., 2020).

Personalizirani pristup lijeCenju i primjeni statina na temelju farmakogeneticke analize
moze poboljsati suradljivost pacijenata. Odabirom pravog lijeka i doze minimalizira se rizik
razvoja nuspojava koje su glavni razlog prekida terapije i nesuradljivosti bolesnika, §to moze
rezultirati pogorSanjem zdravstvenog stanja, odnosno povecanjem rizika za razvoj

kardiovaskularnih incidenata (Scarpini i sur., 2012).

Zakljucno, farmakogeneticke analize polimorfizama SLCOIBI 521T>C 1 ABCG2
421C>A predstavljaju optimalan pristup u personaliziranom lijeCenju 1 primjeni statina.
Napredne tehnike molekularne dijagnostike temeljene na metodama PCR u stvarnom
vremenu predstavljaju brze i ucinkovite metode koje se primjenjuju u analizi navedenih

polimorfizama.
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7. SAZETAK

Prema podatcima WHO-a, koronarna arterijska bolest (CAD) postala je jednom od
najvecih ,,ubojica® suvremenog svijeta. Dislipidemija, odnosno poviSene razine ukupnog
kolesterola, lipoproteina niske gustoc¢e (LDL), triglicerida (TG) ili sniZzene razine lipoproteina
visoke gustoée (HDL), smatra se jednim od kritiénih ¢imbenika za razvoj CAD-a. U
posljednje su vrijeme statini najSire propisivani lijekovi u prevenciji i1 terapiji CAD-a i
ishemijskog inzulta. StoviSe, oni dokazano smanjuju morbiditet i mortalitet snizavanjem
razine LDL - kolesterola u krvnoj plazmi. Medutim, statini uzrokuju mnoge ozbiljne
nuspojave, poput miopatije i rabdomiolize. Stovise, kako se statini koriste u dugotrajnoj
terapiji kroni¢nih bolesti, velik je i rizik od nuspojava kao posljedice interakcija s drugim
lijekovima u politerapiji. Takoder, utvrdene su velike interindividualne razlike u smanjenju
razina LDL - kolesterola te u incidenciji ADR-a prilikom terapije statinima.

Postoje ¢vrsti znanstveni dokazi o vaznosti membranskih prijenosnika OATP1BI i
BCRP u farmakokinetici statina. Oba transportera pokazuju znacajnu geneticku varijabilnost,
a ucestalost polimorfizama SLCOIB1 521T>C 1 ABCG2 421C>A 1ima veliku i populacijsku i
rasnu varijabilnost. Varijantni je alel SLCOIBI 521C najucestaliji u europskoj (16 %),
azijatskoj (12 %) i afri¢koj populaciji (1 %). Varijantni alel ABCG2 421A je najucestaliji u
Azijata (30 %), zatim u bjelackoj populaciji (10-15 %), dok je najrjedi u africkoj populaciji
(2 %). Rezultati ustanovljeni u populaciji Hrvatske u skladu su s rezultatima dobivenima za
druge europske, bjelacke populacije. Polimorfizmi gena povezuju se s varijabilnom
kinetikom, ali i podloznosti razvoja nezeljenih ucinaka lijekova supstrata, jer varijabilna
aktivnost u prijenosu lijekova preko barijera u probavnom sustavu, na barijeri jetra-zuc te
tubulima bubrega u slu¢aju BCRP, te unos lijeka u jetra putem OATPIB1 mogu znacajno
modulirati apsorpciju, distribuciju 1 izlucivanje lijekova-supstrata. Stoga analiza
polimorfizama SLCOIBI 1 ABCG2 moze posluziti u individualizaciji i optimizaciji lijeCenja
statinima te minimalizaciji rizika razvoja nuspojava, prvenstveno miotoksi¢nosti i

hepatotoksi¢nosti.
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7. SUMMARY

According to the WHO, coronary artery disease (CAD) has become one of the greatest
HKillers® of the modern world. Dyslipidemia, or elevated levels of total cholesterol, low-
density lipoprotein (LDL), triglycerides (TG), or decreased levels of high density lipoprotein
(HDL), is considered one of the critical factors for the development of CAD. Recently, statins
have been the most widely prescribed drugs in the prevention and treatment of CAD and of
ischemic stroke. Moreover, it is proved that they reduce morbidity and mortality by lowering
LDL cholesterol levels in the blood plasma. On the other side, statins may cause many serious
side effects, such as myopathy and rabdomyolysis. Moreover, as statins are used in the long-
term therapy of chronic diseases, there is a high risk of side effects as a consequence of
interactions with other drugs in polytherapy. Also, great interindividual differences were
found in the reduction of LDL-cholesterol levels and in the incidence of ADR during statin
therapy.

There is a strong scientific evidence of the importance of OATPIBI and BCRP
membrane transporters in statin pharmacokinetics. Both transporters show significant genetic
variability, and the frequency of polymorphisms SLCOIBI 521T>C and ABCG2 421C>A
has great both population and racial variability. The variant allele SLCO/BI 521C is most
common in the European (16 %), Asian (12 %) and African (1 %) population, while the
ABCG2 421A variant allele is most common in Asians (30 %), followed by the white
population (10 — 15 %), while it is the rarest in the African population (2 %). The results
established in this study are accordant to the results obtained for other European, white
populations. Gene polymorphisms are associated with variable kinetics, but also the
susceptibility to the development of adverse drug reactions of the substrate, because variable
activity in drug transport across barriers in the digestive system, liver-bile barrier, renal
tubules in case of BCRP, and drug intake in the liver via OATPIBI can significantly
modulate the absorption, distribution and excretion of substrate drugs. Therefore, the analysis
of SLCOIBI and ABCG2 polymorphisms can serve to individualize and optimize statin

treatment and minimize the risk of side effects, primarily myotoxicity and hepatotoxicity.
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	Načelo mjerenja: Otkrivanje i analiza polimorfizama jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) pomoću TaqMan® Drug Metabolism Genotyping Assay (TaqMan® DME) (specifične početnice i TaqMan® fluorescentno obilježene oligonukleotidne sonde) i stvaranja fluorescentnog signala zbog 5´-nukleazne aktivnosti Taq DNA polimeraze. 


