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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj rada je pregledno prikazati geneticke ¢cimbenike koji utjecu na
ucinkovitost i sigurnost terapije klopidogrelom, a koji mogu omoguciti ljekarnicima lakse

savjetovanje i individualizaciju terapije.

Materijali i metode: U tu svrhu pretraZzena je znanstvena literatura, terapijske smjernice i
publikacije strucnih institucija i drugi izvori. Opisan je utjecaj geneticke varijabilnosti na
apsorpciju (gen ABCB1 ), metabolizam i aktivaciju (geni CYP2C19, CES1), mjesto djelovanja

(gen za receptor P2Y1, ) klopidogrela te utjecaj razlicitih varijanti ovih gena na ishod lijecenja.

Rezultati: Studije pokazuju da nositelji neaktivnih alela CYP2C19 (*2 i*3) lijeceni
klopidogrelom imaju manju koncentraciju aktivnog metabolita u plazmi i vecu agregaciju
trombocita od homozigota za divlje alele gena CYP2C19. Intermedijarni i spori metabolizatori
putem enzima CYP2C19 lijeceni klopidogrelom zbog akutnog koronarnog sindroma imaju
znacajno vedi rizik smrti, razvoja infarkta miokarda, mozdanog udara i tromboze stenta od
brzih metabolizatora. Fenotip aktivnosti enzima CYP2C19 nezavisni je prediktor uspjesnosti
terapije klopidogrelom u pacijenata s akutnim koronarnim sindromom i provedenom

perkutanom koronarnom intervencijom.

Zakljucak: Rezistencija na klopidogrel jedan je od uzroka neuspjesnog lijecenja
aterotrombotickih oboljenja. Genotipizacija CYP2C19, uz ostale faktore rizika, moze pomodi
u predvidanju odgovora na terapiju klopidogrelom, povecati uspjesnost terapije i smanjiti

smrtnost.

Kljucne rijeci: klopidogrel, famakogenetika, rezistencija, CYP2C19, ABCB1



SUMMARY

Objectives: The goal of this thesis is to give an overview on the genetic factors that can
affect the efficiency and safety of clopidogrel therapy for the purpose of improving

pharmacists counseling and therapy individualization.

Materials and methods: To that end, scientific literature, therapy guidelines and
publications from relevant organizations and other sources has been reviewed. The impact
of genetic variability on absorption (ABCB1 gene), metabolism and activation (CYP2C19, CES1
gene) and biological activity (P2Y12gene) of clopidogrel has been described. The relation

between these genetic variations and clinical outcome has also been described.

Results: Studies have shown that carriers of inactive CYP2C19 alleles (*2 and *3) have lower
plasma concentrations of active clopidogrel metabolite and higher on treatment platelet
aggregation compared to noncarriers of these alleles. Intermediate and poor CYP2C19
metabolizers treated with clopidogrel after acute coronary syndrome have significantly
higher risk of death, myocardial infarction, stroke and stent thrombosis. CYP2C19 phenotype
is an independent predictor of clopidogrel treatment outcome in patient with acute

coronary syndrome who underwent PCI.

Conclusion: Clopidogrel resistance is one of the causes of antithrombotic treatment failure.
CYP2C19 genotyping can help predict clopidogrel response, improve clinical outcome and

reduce mortality.

Keywords: clopidogrel, pharmacogenetics, resistance, CYP2C19, ABCB1
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Ishemijska bolest srca i cerebrovaskularne bolesti bili su vodedi uzroci smrti u
Hrvatskoj u 2016. godini (1). Hiperagregacija trombocita i stvaranje krvnog ugruska
predstavljaju glavni uzrok komplikacija kardiovaskularnih oboljenja. Prevencija
aterotrombotickih i tromboembolijskih dogadaja provodi se primjenom antiagregacijskih
lijekova medu kojima je nakon acetilsalicilne kiseline i dalje najceS¢e koristeni lijek
klopidogrel. Klopidogrel je ireverzibilni inhibitor agregacije trombocita posredovane ADP-om
i predstavlja zlatni standard u lijeCenju stanja nakon akutnog infarkta miokarda, ishemijskog
mozdanog udara i perkutane koronarne intervencije kod akutnog koronarnog sindroma. U
pacijenata na terapiji klopidogrelom uocena je velika varijabilnost u odgovoru na terapiju te
oko 4-30% pacijenata ne postize ocekivani klinicki ucinak lijeka (2). Varijabilnost odgovora
dijelom je posljedica genetickog ustroja pojedinca, a to znaci da se ucinak klopidogrela moze

predvidjeti prije pocetka terapije.

1.1. AKTIVACIJA | AGREGACIJA TROMBOCITA

Trombociti su acelularne krvne plocice koje nastaju u kostanoj srzi usitnjavanjem
megakariocita. Kako nemaju moguc¢nost dijeljenja njihov Zivotni vijek u cirkulirajucoj krvi je 8
do 12 dana, nakon cega se uklanjaju fagocitozom. Glavna uloga trombocita je odrzavanje
cjelovitosti krvnih Zila i hemostaza u kojoj sudjeluju stvaranjem trombocitnog ¢epa na mjestu
ozljede koji kasnije prelazi u krvni ugrusak. Brojni bioloSko aktivni spojevi i enzimi pohranjeni
u citoplazmi trombocita uklju€eni su i u patofiziologiju upale, ateroskleroze i tumorogeneze.

Aktivnost trombocita regulirana je receptorima na njihovoj povrsini. U tablici 1 prikazani su



najvazniji receptori ukljuceni u aktivaciju i agregaciju trombocita (3). NeoStec¢ene endotelne
stanice krvnih Zila onemoguc¢avaju adherenciju trombocita na stijenku krvne Zile sintezom i
izluCivanjem antikoagulacijskih spojeva te ekspresijom receptora CD39 koji cijepa ATP i ADP
na AMP Cime se onemogucava aktivacija trombocita. Prostaciklin i NO preko receptora na
povrsini trombocita aktiviraju enzim adenil-ciklazu i na taj nacin sprjecavaju aktivaciju
receptora GPllb/llla zaduZenog za unakrsno povezivanje i aktivaciju trombocita u plazmi.
Ozljeda ili ostecenje endotela krvne Zile izlaze subendotelne strukture cirkulirajucoj krvi sto
pokrece kaskadu zgruSavanja krvi. Ovisno o razini oStecenja tkiva i proteinima koji pritom
bivaju izloZeni krvi aktiviraju se razliciti receptori na povrsini trombocita. Ozljedom krvnih Zila
mikrocirkulacije uslijed aterosklerotskih promjena endotela dolazi do izlaganja kolagena i von
Willebrandova faktora (vVWf) receptorima na povrsini trombocita. Preko kompleksa receptora
GPIb-IX-V trombociti adheriraju na povrsinu oStec¢enog endotela. Vezanje receptora GPIb-IX-
V i vWf dovodi po promjene oblika trombocita i pokrece kaskadu reakcija koje ¢e privudi jos
trombocita na mjesto ozljede. Jedna od reakcija je sinteza tromboksana A, iz arahidonske
kiseline oslobodene iz fosfolipida membrane. Tromboksan A; se tada veze na receptore na
povrsini trombocita, aktivira fosfolipazu C i tako podize koncentraciju kalcijevih iona Sto
dovodi do promjene oblika trombocita. Dolazi do konformacijske promjene receptora
GPIIb/Illa u aktivni oblik koji se veZe na fibrinogen u plazmi. Kontrakcija aktina, miozina i
trombostenina u citoplazmi trombocita poti¢e otpustanje sadrzaja granula bogatih
prokoagulacijskim faktorima. a-granule otpustaju fibrinogen, vWf, upalne citokine i ¢imbenike
rasta Cime se aktiviraju trombociti u neposrednoj blizini. Guste granule trombocita sadrze
ADP, ATP, kalcij, katekolamine i serotonin Cije je otpustanje bitno za daljnju aktivaciju i
agregaciju trombocita (4). Kljucan aktivator agregacije je ADP. Postoje dvije vrste receptora

za purinske baze na membrani trombocita, P2X i P2Y. Receptor P2X; je kationski kanal koji se



otvara nakon vezanja ATP-a otpustenog iz gustih granula pri ¢emu u citoplazmu trombocita
ulaze kalcijevi ioni. Kalcij je bitan za stezanje kontraktilnih bjelancevina i promjenu oblika
trombocita. Receptori P2Y su G-protein vezani receptori. Aktiviraju se ADP-om otpustenim iz
gustih granula. Aktivacijom receptora P2Y; aktivira se fosfolipaza C koja poti¢e otpustanje
kalcijevih iona iz endoplazmatske mreZice i Golgijevog aparata. Receptor P2Y; je bitan za
pokretanje agregacije trombocita, dok je za odrzavanje agregacije i nastanak tromba najbitna
aktivacija receptora P2Y1,. Njegovom aktivacijom ADP-om dolazi do inhibicije aktivnosti
adenil-ciklaze i pada unutarstani¢ne razine cAMP-a. Niska razina cAMP-a smanjuje fosforilaciju
vazodilatatorima stimuliranog fosfoproteina (VASP) ¢ime se smanjuje njegov ucinak na
inhibiciju receptora GPIIb/llla. To za posljedicu ima aktivaciju receptora GPIlb/llla i povezivanje
trombocita. Aktivacija receptora P2Yi; dovodi i do aktivacije protein-kinaza i direktne
aktivacije GPlIb/llla, ali i do otpustanja sadrZaja gustih granula iz citoplazme trombocita u krv.
Time se dodatno pojacava aktivacija cirkuliraju¢ih trombocita koji se preko fibrinogena i
aktiviranog GPIIb/IIIA veZu u nestabilan tromb. Daljnji rast i stabilizacija tromba ovisi o

ravnotezi protrombotickih i antitrombotickih faktora (5).



Tablica 1. Receptori trombocita, njihova funkcija u stvaranju ugruska i mehanizam djelovanja

antiagregacijskih lijekova (3)

Receptor

GPlb-IX-V
kompleks

GPVI

PAR-1

TPa

P2X,

P2Y:

P2Y1,

GPIIb/Illa

Mijesto

Povrsina
trombocita

Povrsina

trombocita
Membrana
trombocita

Membrana
trombocita

Membrana
trombocita
Membrana
trombocita
Membrana
trombocita

Membrana
trombocita

Ligandi

vWT, trombin,

faktor Xl
selektin

Kolagen

Trombin

Tromboksan A,

ATP
ADP

ADP

Fibrinogen

Uloga

Adherencija

osStecena tkiva

Adherencija

osStecena tkiva

Aktivacija
cirkulirajucih
trombocita
Aktivacija
cirkulirajucih
trombocita

Agregacija
trombocita
Agregacija
trombocita
Agregacija
trombocita

Agregacija
trombocita

Lijek

Acetilsalicilna
kiselina blokira
stvaranje
tromboksana A;

Klopidogrel,
prasugrel,
tikagrelor
Abciksimab,
tirofiban,
eptifibatid
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Slika 1._Aktivacija trombocita putem receptora P2Y (6). Vezanjem ADP-a na receptor P2Y;

aktivira se fosfolipaza C (PLCB), otpustanje kalcijevih iona i promjena oblika trombocita.
Aktivacijom receptora P2Y1, smanjuje se djelovanje adenil-ciklaze, pada razina
unutarstani¢nog cAMP-a i smanjuje se razina fosforiliranog vazodilatatorima stimuliranog
fosfoproteina (VASP-P). Niska razina VASP-P aktivira receptor GPllb/Illa i pokreée daljnju
agregaciju trombocita. P2Y1, takoder aktivira protein fosfoinozitol-kinazu 3 (PI3K) sto dovodi

do direktne aktivacije GPIIb/Illa. Preuzeto i prilagodeno iz Geiger J i sur (6).



1.2 FARMOKODINAMIKA KLOPIDOGRELA

Klopidogrel je inhibitor agregacije trombocita posredovane ADP-om. Nakon aktivacije
putem enzima citokroma P450 (CYP), klopidogrel se kovalentno veze na receptor P2Yi1
trombocita i ireverzibilno inhibira aktivaciju ovog receptora ADP-om. Posljedi¢no to dovodi
do smanjenja aktivnosti adenil-ciklaze, porasta unutarstanicne razine cAMP-a i pojaCane
fosforilacije VASP-a ¢ime se sprjecava aktivacija kompleksa GPIla/Illb i agregacija trombocita.
Klopidogrel ne utjece na unutarstani¢nu razinu kalcija niti na promjenu oblika trombocita (6).
Potpuni u¢inak na smanjenje agregacije nakon ponovljenih doza od 75 mg klopidogrela postize
se nakon 3 do 7 dana terapije. U stanju dinamicke ravnoteZe razina inhibicija trombocita iznosi
40-60% (7). Zbog ireverzibilne inhibicije receptora potrebno je 5 do 7 dana za potpuni gubitak

ucinka lijeka i povratak agregacije trombocita i vremena krvarenja na normalne vrijednosti.

1.2.1. TERAPIJSKE INDIKACIE

Europska agencija za lijekove odobrila je klopidogrel za prevenciju aterotrombotickih
dogadaja nakon preboljelog infarkta miokarda, ishemijskog mozdang udara i kod bolesti
perifernih arterija. U kombinaciji s acetilsalicilnom kiselinom (ASK) klopidogrel je odobren za
prevenciju aterotrombotickih dogadaja u bolesnika s akutnih koronarnim sindromom s ili bez
elevacije ST-segmenta te u bolesnika s fibrilacijom atrija koji nisu podobni za terapiju
antagonistima vitamina K i imaju barem jedan rizi¢ni faktor za razvoj trombotic¢kog incidenta
(7). Korist terapije klopidogrelom u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom bez elevacije
ST-segmenta dokazana je u CURE studiji gdje je utvrdeno 20% -tno smanjenje relativnog rizika

kardiovaskularne smrti, infarkta miokarda ili mozdanog udara u skupini pacijenata koja je uz



ASK uzimala 75 mg klopidogrela dnevno u odnosu na kontrolnu skupinu (terapija samo ASK).
Najveca korist terapije primijecena je nakon 3 mjeseca primjene lijeka, a nije utvrdena korist
terapije u trajanju duljem od 12 mjeseci. Studija CLARITY ukljucivala je pacijente s akutnim
koronarnim sindrom s elevacijom ST-segmenta gdje se usporedivao ucinak dodatka
klopidogrela standardnoj terapiji (ASK, fibrinolitici i heparin) na smanjenje rizika razvoja
ponovnog infarkta miokarda, okluzije arterije potvrdene angiografijom ili smrti. Skupina koja
je uzimala klopidogrel imala je za 6,7% maniji rizik okluzije aterije povezane s infarktom
miokarda u odnosu na kontrolnu skupinu (7). Osim klopidogrela, za prevenciju trombotickih
incidenata kod akutnog koronarnog sindroma u klinickoj praksi se koriste joS dva oralna
antiagregacijska lijeka — prasugrel i tikagrelor. | prasugrel i tikagrelor pokazuju superiornost
nad klopidogrelom u smanjenju rizika kardiovaskularnih dogadaja kod akutnog koronarnog
sindroma, ali i drugacije sigurnosne profile. TRITON studija usporedivala je ucinak prasugrela
i klopidogrela u lijeCenju akutnog koronarnog sindroma nakon provedene perkutane
koronarne intervencije. Prasugrel je bio ucdinkovitiji od klopidogrela u smanjivanju rizika
kardiovaskularnih dogadaja u svih 12 mjeseci terapije. UCestalost krvarenja, ukljucujuéi po
zZivot opasna krvarenja, bila je veca u pacijenata lijeCenih prasugrelom. Ukupna smrtnost u
obje skupine pacijenata bila je jednaka (8). U studiji PLATO usporedivana je ucinkovitost
tikagrelora i klopidogrela u smanjenju rizika kardiovaskularne smrti, infarkta miokarda ili
mozdanog udara u pacijenata s akutnim koronarnim sindromom, sa ili bez ST-elevacije.
Tikagrelor se pokazao ucinkovitiji od klopidogrela u smanjenju rizika za navedene ishode bez

povecanija rizika velikih krvarenja, ali uz povecanje rizika neprocedularnih krvarenja (9).



1.2.2. SIGURNOST PRIMJENE

Najc¢esSc¢a nuspojava primjene klopidogrela je povecan rizik krvarenja i to najc¢esée u
prvom mijesecu koristenja terapije. Cesto prijavljivane nuspojave (>1/100, <1/10) su pojava
hematoma, gastrointestinalno krvarenje, proljev, bol u trbuhu i dispepsija, dok su manje ¢esto
prijavljivane (21/1000, <1/100) intrakranijalno krvarenje, glavobolje i parestezije, krvarenje u
oku, ulkus Zeluca i dvanesnika. Vrlo rijetke i po Zivot opasne nuspojave su tromboti¢na
trombocitopeni¢na purpura, gastrointestinalno i retroperitonealno krvarenje, pankreatitis,
kolitis, akutno zatajenje jetre i druge. U vedéini klini¢kih ispitivanja nije primijecena ¢esca
incidencija velikih krvarenja kada se klopidogrel kombinirao s ASK. Antidot klopidogrelu u
slu¢aju pojave komplikacija pojacanog krvarenja nije poznat. Vrijeme krvarenja u sluéaju

predoziranja moze se skratiti transfuzijom trombocita (7).

1.3. FARMAKOKINETIKA KLOPIDOGRELA

1.3.1 APSORPCIJA

Klopidogrel se brzo apsorbira nakon jednokratne i ponovljene doze. Vrsne
koncentracije u plazmi postiZzu se nakon 45 minuta od oralne primjene lijeka (7). Otprilike oko
50% doze lijeka se apsorbira u potpunosti. Povecanjem doze proporcionalno se povecava
koncentracija aktivnog i neaktivnog metabolita klopidogrela u krvi sve do doze od 600 mg.
Povedanjem udarne doze na 900 mg ne dolazi do znacajnog povecdanja koncentracije
klopidogrela, aktivnih i neaktivnih metabolita u krvi Sto upuéuje na ograni¢enje u apsorpciji

(10). U transport klopidogrela kroz apikalnu membranu ukljuc¢en je P-glikoprotein tako da



izbacuje klopidogrel iz epitelnih stanica natrag u lumen crijeva. Dugotrajna izloZzenost crijevnih
stanica klopidogrelu smanjuje ekspresiju gena ABCB1 i sintezu P-glikoproteina Cime se

povecava apsorpcija klopidogrela (11).

1.3.2. DISTRIBUCIJA

Klopidogrel i njegovi metaboliti se vezu na proteine plazme i tako cirkuliraju
krvotokom. Nakon metabolizma u jetri, 98% neaktivnog i aktivnog metabolita se veze na
proteine plazme (12). Povecanje koncentracije neaktivnog oblika moZe potisnuti aktivni

metabolit sa zajednickih mjesta vezanja i povecati ucinkovitost klopidogrela.

1.3.3. METABOLIZAM

Najveéi dio apsorbiranog klopidogrela (85%) hidrolizira se u jetri putem
karboksilesteraze 1 (CES1) pri ¢emu nastane neaktivni metabolit. Ostalih 15% apsorbirane
doze se metabolizira u aktivni oblik kroz dva koraka. U prvom koraku djelovanjem enzima
CYP2C19, CYP1A2 i CYP2B6 nastaje 2-okso-klopidogrel. On se dalje metabolizira preko enzima
CYP3A4, CYP2B6, CYP2C19 i CYP2C9 u aktivni oblik R-130964 koji se veZe na receptor P2Y1; i
ostvaruje ucinak lijeka. Udio pojedinih enzima u oksigenaciji klopidogrela prikazan je na slici 2.
In vitro studije pokazuju da je za stvaranje aktivnog metabolita klopidogrela najbitnija

aktivnost enzima CYP2C19 (13).



Korak 1 oksidacije Korak 2 oksidacije

mCYP1A2 mCYP2B6 mCYP2C19 mCYP3A4 mCYP2C9 mCYP2B6 CYP2C19

Slika 2. Zastupljenost sudjelovanja pojedinih enzima citokroma P450 u oksidaciji i stvaranju

aktivnog metabolita klopidogrela. U prvom koraku oksidacije nastaje 2-okso-klopidogrel

vec¢inom djelovanjem enzima CYP2C19, dok u drugom koraku oksidacije nastaje aktivni

metabolit (13).

1.3.4. ELIMINACUA

Klopidogrel se podjednako izluCuje urinom (50%) i stolicom (46%). Poluvrijeme
eliminacije aktivnog oblika je 8 sati (7). Klopidogrel i njegovi metaboliti supstrati su P-
glikoproteina stoga je on ukljucen u izlu€ivanje klopidogrela iz stanica jetre u Zu¢ne kanaliée i

za filtraciju klopidogrela u proksimalnom tubulu bubrega.
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klopidogre!
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SR26334
2-okso-kopidogrel [ —yos 0
CYPIB&
- : CYPICI®
CYP1CY
nealdtivmi 0, _OCH;
metabolit k|
HS ™~ ¢cr
R-130964
aktivni metabolit

Slika 3. Apsorpcija i metabolizam klopidogrela. Apsorpciju klopidogrela iz lumena crijeva

ogranicava P-glikoprotein (P-GP). Nakon apsorpcije, 85% klopidogrela karboksilesteraza 1
(CES1) u jetri pretvara u neaktivni metabolit. Preostalih 15% se metabolizira u 2-okso-
klopidogrel prvenstveno putem enzima CYP2C19. 50% 2-okso-klopidogrela enzim CES1
hidrolizira u neaktivni oblik, a preostalih 50% oksidacijom prikazanim enzimima CYP pretvara se

u aktivni oblik klopidogrela. Preuzeto i prilagodeno iz Trenk D, Hochholzer W (14).
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izlu€ivanje stolicom i urinom

Slika 4._Farmakokinetika i farmakodinamika klopidogrela (15). ABCB1 — gen za efluksni

transporter P-glikoprotein, CES1 — karboksilesteraza 1, P2RY1> — ADP-receptor na membrani
trombocita, CYP- enzimi sustava citokroma P450. Preuzeto i prilagodeno s PharmGKB.

Dostupno na https://www.pharmgkb.org/pathway/PA154424674
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1.4 FARMAKOGENETIKA U SUVREMENOJ KLINICKOJ PRAKSI

Razlika u ucinkovitosti farmakoterapije medu pojedincima cest je problem u klinic¢koj
praksi. Na ucinkovitost i sigurnost primijenjene terapije utjecu razliciti ¢cimbenici kao Sto su
dob, spol, teZzina osnovne bolesti i prisutnost komorbiditeta, ali i razlike pojedinaca u
apsorpciji, metabolizmu i izlué¢ivanju odredenog lijeka. Ciljno mjesto djelovanja lijeka takoder
se moze razlikovati medu pojedincima i tako utjecati na farmakodinamiku lijeka. Razlicite
genetic¢ke varijante transportnih sustava, metabolickih enzima i ciljanih proteinskih struktura
djelovanja utje€u na uspjeSnost terapije. Uspjesnije metode sekvenciranja genoma i sve veca
dostupnost genetickih testova dovode do nove ere u odabiru terapije. Geneticki ustroj
pojedinca polako postaje jedan od kljuénih faktora u odabiru lijeka i individualizaciji
farmakoterapije. Farmakogenetika kao znanstvena disciplina istrazuje geneticke razli¢itosti
varijante gena koje dovode do klini¢ki znacajnih razlika u odgovoru na terapiju i razvoju
nuspojava te pronadi jednostavne metode odredivanja farmakogenetickog profila pojedinca.
Na temelju tog profila moZe se procijeniti odgovor pojedinca na terapiju te uz pomo¢
smjernica odabrati najsigurnija i najucinkovitija terapija. Predmet istrazivanja
farmakogenetike veé¢inom su geni koji kodiraju metabolicke enzime aktivacije i deaktivacije
lijekova, geni koji kodiraju transportne sustave te geni koji kodiraju receptore - mete
djelovanja lijeka. Vidljiv je napredak kako u koristenju saznanja dobivenih farmakogeneti¢kim
istrazivanjima u klinickoj praksi, tako i u objavljivanju jasnih smjernica kako pristupiti lije¢enju
osoba odredenog genetickog profila. Smjernice objavljuju radne skupine i drustva, a neke su
od smjernica regulatorna tijela ukljuc¢ila u upute o lijeku. Najvece medunarodno drustvo

posveceno klinickoj primjeni farmakogenetike je CPIC (Clinical Pharmacogenetics
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Implementation Consortium) i njegova zadaca je osigurati lako dostupne klinicki validirane i
azurirane smjernice o primjeni farmakogenetickih testova u odabiru terapije (15). Na razini
Europske agencije za lijekove (EMA) djeluje Radna skupina za farmakogenomiku
(Pharmacogenomics working party) koja savjetuje Povjerenstvo za humane lijekove o
implementiranju genetickih testova u upute o lijeku. Tako je prije primjene antivirusnog lijeka
abakavira EMA odredila obavezno utvrdivanje odsutnosti odredenog alela gena HLA (HLA-
B*5701) zbog opasnosti od razvoja reakcija preosjetljivosti u nositelja (16). Sve vise lijekova u
svojoj uputi sadrzi informacije o mogucim promjenama ucinkovitosti i sigurnosti lijeka ovisno
o farmakogenetickom profilu korisnika, a s daljnjim napretkom klinickih dokaza i dostupnosti
genetickog testiranja odredivanje farmakogenetickog statusa bolesnika postati ¢e standard u

odabiru terapije.

1.4.1. POLIMORFIZAM TRANSPORTNIH SUSTAVA

Transportni proteini su membranski sustavi koji kontroliraju ulazak molekula u stanice
i izbacivanje molekula iz stanica. Prijenos molekula kroz stanitcne membrane utjeCe na
apsorpciju, raspodjelu i izluCivanje lijekova stoga ée aktivnost transportnih sustava uvelike
utjecati na farmakokinetiku lijeka. U prijenosu lijekova kroz membrane najveéu ulogu imaju
dvije natporodice proteina — prijenosnici ABC (ATP Binding Cassette) i prijenosnici SLC (Solute
Carrier). Transportni sustavi ABC aktivni su prijenosnici, za svoju aktivnost trose energiju u
obliku ATP-a i ve¢inom su zaduZeni za izbacivanje molekula iz stanice suprotno difuzijskom
gradijentu. Porodica gena SLC kodira transportere za olaksani prijenos koji za svoju aktivnost
ne trosSe energiju, a osim lijekova prenose i druge supstrate poput neurotransmitora kao sto

su dopamin i serotonin (17). Natporodica ABC sastoji se od 49 razli¢itih gena. NajistrazZivaniji
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i klinicki najvazniji transporter iz ove natporodice zaduZen za prijenos lijekova je P-
glikoprotein. Rasprostranjen je u razli¢itim tkivima, a u najvecoj mjeri na apikalnoj strani
crijevnog epitela, Zu¢nim kanalima, tubularnim stanicama bubrega i luminalnoj povrsini
kapilarnih endotelnih stanica mozga i testisa. Posebno je izrazen u stanicama odredenih
tumora gdje njegova povecana ekspresija uzrokuje smanjenje ucinkovitosti kemoterapeutika.
Glavna zadaca P-glikoproteina je zaStita stanica izbacivanjem Stetnih ksenobiotika iz stanice.
Tako njegovi supstrati mogu biti razlicite vrste molekule male i velike molekularne mase. P-
glikoprotein sudjeluje u transportu citostatika, makrolidnih antibiotika, inhibitora proteaza,
statina, inhibitora protonske pumpe, antiepileptika, antidepresiva i mnogih drugih lijekova.
Kako je njegova zadaca ograniciti raspodjelu lijekova u tkiva, promjene u ekspresiji i aktivnosti
P-glikoproteina utjecat ¢e na apsorpciju lijekova iz crijeva, na izlucivanje lijekova putem zZudi ili
putem bubrega i na prelazak krvno-moZdane barijere. P-glikoprotein tako moze biti mjesto
klini¢ki znacajnih interakcija lijekova koji su supstrati, inhibitori ili induktori ovog transportnog
sustava. Povecana ekspresija P-glikoproteina je u 30-40% slucajeva uzrok rezistencije
pojedinca na terapiju antiepilepticima, a u lijeCenju doksorubicinom, paklitakselom i
vinkristinom dobar prediktor izostanka odgovora na terapiju. P-glikoprotein je kodiran genom
ABCB1 . Poznate su 62 tockaste mutacije u kodirajucoj regiji gena, a tri najcesée su rs1128503
(1236T > C), rs2032582 (2677T>G/A) i rs1045642 (3435T > C) (18). Dosadasnje studije daju
nejasne rezultate o utjecaju pojedinih polimorfizama gena ABCB1 na ekspresiju P-
glikoproteina i u€inkovitost lijekova supstrata. Gen ABCB1 je dobro konzerviran i ne podlijeze
rekombinaciji te je uoceno da se mutacije na pozicijama 1236, 2677 i 3435 nasljeduju zajedno
kao jedan haplotip istog gena. Prema prisutnim mutacijama na pozicijama 1236, 2677 i 3435
mozemo govoriti o dva najc¢es¢a haplotipa ABCB1. Divlji haplotip gena ABCB1*1 (genotip

1236C-2677G-3435C) najzastupljeniji je medu crnom rasom, dok je haplotip ABCB1*2 (genotip
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1236T-2677T-3435T) najzastupljeniji medu bijelom rasom i Azijatima. Haplotip ABCB1*2
povezan je s promjenom u strukturi P-glikoproteina Sto ga ¢ini manje aktivnim u prijenosu
odredenih supstrata kroz membrane stanica u odnosu na haplotip ABCB1*1 (19). Ucinak
polimorfizma ABCB1 na farmakokinetiku lijekova prvo je primije¢en za digoksin. Nositelji
genotipa 3435TT tako imaju veéu koncentraciju digoksina u krvi u odnosu na nositelje genotipa
3435CC ili 3435CT, najvjerojatnije zbog smanjene aktivnosti P-glikoproteina na crijevnim
epitelnim stanicama (20). S druge strane, ocekivani ucinak polimorfizama ABCB1 na
farmakokinetiku i farmakodinamiku drugih lijekova supstrata P-glikoproteina (inhibitori
proteaze, statini, antidepresivi) nije jos potvrden u klinickim studijama. Jedan od razloga je sto
u prijenosu lijekova kroz membrane sudjeluju brojni drugi transporteri, a i sama ekpresija P-
glikoproteina podloZna je brojnim induktorima i inhibitorima. Polimorfizmi 3435TT i 1236TT
tihe su mutacije gena i ne dovode do promjene u aminokiselinskom sastavu proteina. Manje
konformacijske promjene do kojih dolazi ne moraju utjecati na mogucnost transporta svih

vrsta molekula na jednak nacin (20).
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Tablica 2. Frekvencija alela i genotipova ABCB1 (1236C>T, 2677T>G/A, 3435C>T) u etnickim

skupinama (18).

Autor Godina Etnicka skupina Uzorak Genotip
CGC T ostali
Afrikanci (ABCB1*1)  (ABCB1*2)
Kim RB 2001 Afrigki Amerikanci 23 69,50% 6,50% 24,00%
Krotz DL 2003 Afri¢ki Amerikanci 99 43,60% 8,70% 47,70%
Tang K 2004 Africki Amerikanci 39 71,96% 6,49% 21,55%
Azijati

Krotz DL 2003 Azijski Amerikanci 60 21,60% 28,20% 50,20%
Tang K 2002 Kinezi 104 23,16% 38,92% 37,91%
Tang K 2004 Kinezi 48 25,93% 35,05% 39,02%
XuP 2008 Kinezi 207 16,80% 35,70% 47,50%
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1.4.2. POLIMORFIZAM METABOLICKIH ENZIMA

Nakon apsorpcije, lijekovi se pod utjecaj razliCiti enzima u organizmu metaboliziraju u
spojeve niske toksicnosti i aktivnosti s ciljem Sto lakSeg izluCivanja. Enzime koji metaboliziraju
lijekove mozemo podijeliti u enzime faze | (oksidacija) i enzime faze Il (konjugacija). Medu
enzimima faze | najvazniji je sustav citokroma P450 (CYP). Enzimi CYP najéesée kataliziraju
reakcije oksidacije djeluju¢i kao monooksigenaze, oksidaze i peroksidaze, a mogu sudjelovati i
redukcijskim reakcijama. Enzimi CYP prisutni su u gotovo svim tkivima organizma, a najvecu
aktivnost pokazuju u jetri, tocnije u endoplazmatskoj mrezici hepatocita. Za metabolizam
lijekova klju¢no je nekoliko enzima CYP. Tako se oko 50% lijekova metabolizira putem enzima
CYP3A4, 20% putem enzima CYP2D6, 15% putem enzima CYP2C9 i CYP2C19, a ostatak uz
pomoc¢ enzima CYP2E1, CYP2A6, CYP1A2. Aktivnost ovih enzima ovisi o brojnim vanjskim
¢imbenicima (ostali ksenobiotici, okolis itd.), ali i o mutacijama prisutnim u genima koji ih
kodiraju. Tako odredeni polimorfizmi gena CYP mogu dovesti do gubitka aktivnosti enzima (nul
aleli), do smanjenja aktivnosti enzima (inaktivirajudi aleli) ili pak dovesti po pojacane aktivnosti
enzima (udvostrucenje gena). S obzirom na prisutnost odredenog alela u genotipu razlikujemo
4 razlicita fenotipa aktivnosti metaboli¢kih enzima — spori, intermedijarni, brzi i vrlo brzi
metabolizatori. Spori metabolizatori (engl. PM=poor metabolizer) nemaju aktivnih alela
(homozigoti su za neaktivne alele) i pokazuju jako nisku ili odsutnu aktivnost odredenog
enzima. Intermedijarni metabolizatori mogu biti homozigoti za alele smanjene aktivnosti ili
heterozigoti za neaktivni alel i aktivni alel. Oni pokazuju smanjenu aktivnost enzima u odnosu

na divlji tip enzima. Brzi metabolizatori su homozigoti za potpuno aktivne alele i pokazuju
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prosjecnu aktivnost enzima. Vrlo brzi metabolizatori imaju vise od dvije kopije aktivhog gena i

pokazuju pojacanu aktivnost enzima (21).

Glavni enzim CYP uklju¢en u metabolizam klopidogrela je CYP2C19 (13). Dosada je poznato 35
alela gena CYP2C19 i 5 razlicitih fenotipova aktivnosti enzima CYP2C19 (22). Alel CYP2C19*1
povezan je s normalnom aktivnosti enzima i najcesdi je alel u populaciji. Alel CYP2C19%*2 je
neaktivni alel i dovodi do gubitka aktivnosti enzima. U populaciji isto¢ne Azije njegova
ucestalost je oko 30%, dok je u populaciji europskih bijelaca i Afrikanaca ucestalost malo manja
od 15%. Alel CYP2C19*17 povezan je s povecanom aktivnhosti enzima. CYP2C19*17
najzastupljeniji je medu bijelcima (21%). Fenotip pojedinca ovisiti ¢e o kombinaciji alela
prisutnoj u diplotipu gena CYP2C19. U tablici 4 prikazana je ucestalost razli¢itih fenotipova
aktivnosti enzima CYP2C19 i njihova ucestalost medu rasama (22). Ucestalost razliitih

fenotipova enzima CYP2C19 u hrvatskoj populaciji prikazana je u tablici 6 (24).

Tablica 3. Polimorfizam CYP2C19. Prikazani su najzastupljeniji aleli gena CYP2C19, utjecaj

prisutnosti alela na aktivnost enzima te ucestalost alela medu bijelcima (Europa i Amerika),

Afrikancima i Azijatima (22).

Alel Funkcionalnost Udio alela Udio alela Udio alela
enzima
Europljani Afrikanci Azijati
1* Normalna funkcija = 0,624 0,29 0,561
2% Gubitak funkcije 0,146 0,145 0,29
3* Gubitak funkcije 0,006 0,007 0,083
17* Poveéana aktivhost 0,213 0,154 0,013
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Tablica 4. Ucestalost fenotipa aktivnosti enzima CYP2C19 u razli¢itim etnickim skupinama

(22).
Ucestalost Ucestalost Ucestalost
Fenotip Genotip Europljani Afrikanci = Azijati
Vrlo brzi Homozigoti za alel *17 0,05 0,03 <0,01

metabolizatori
Brzi metabolizatori Heterozigoti za alel 17* i 0,28 0,29 0,04

aktivni alel (npr. 1*/17%)

Normalni Homozigoti za aktivni alel 0,39 0,33 0,38
metabolizatori (*1/*1)

Intermedijarni Heterozigoti za aktivni i 0,25 0,30 0,45
metabolizatori neaktivni alel (npr. *1/*2,

*1/*3) ili heterozigoti za
neaktivni alel i alel *17
(npr. 2*%/17%)
Spori metabolizatori = Homozigoti ili mijesani 0,03 0,04 0,12
heterozigoti za neaktivne

alele (npr. ¥2/*2,*%2/*3)
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Tablica 5. Pretpostavljeni fenotipovi prema moguéim genotipovima CYP2C19

i njihova

frekvencija u populaciji (23). PM=spori metabolizatori, IM=intermedijarni metabolizatori,

NM=normalni metabolizatori, RM=brzi metabolizatori, UM=vrlo brzi metabolizatori.

Alel 1* 2% 3*
1* NM IM IM
35-50% 17-35% 1-11%

2% PM PM
2-8% 0-5%

3* PM

<1%

4*

5*

6*

7*

8*

17*

4*

IM
<1%
PM
<1%

PM
<1%
PM
<1%

5*

IM
<1%
PM
<1%

PM
<1%
PM
<1%
PM
<1%

6*

IM
<1%
PM
<1%

PM
<1%
PM
<1%
PM
<1%
PM
<1%

7*

IM
<1%
PM
<1%

PM
<1%
PM
<1%
PM
<1%
PM
<1%
PM
<1%

Tablica 6. Frekvencija fenotipova enzima CYP2C19 u hrvatskoj populaciji (24).

FENOTIP
Vrlo brzi metabolizatori
Brzi metabolizatori
Normalni metabolizatori
Intermedijarni metabolizatori

Spori metabolizatori

GENOTIP

*17/*17
*1/*17
*1/*%1
*1/%)

*2 /%2
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8* 17*
IM RM
<1% 3-27%
PM IM
<1% 1-6%
PM IM
<1% <1%
PM IM
<1% <1%
PM IM
<1% <1%
PM IM
<1% <1%
PM IM
<1% <1%
PM IM
<1% <1%

um

1-5%

FREKVENCUA
6,76%
30,15%
34,46%
20,30%
3,07%



1.4.3. POLIMORFIZAM RECEPTORA P2Y1,

Receptor P2Y12 na povrsini trombocita ima klju¢nu ulogu u aktivaciji i agregaciji
trombocita. Uocene su velike interindividualne razlike u odgovoru pojedinaca na ex vivo ADP-
om induciranu agregaciju trombocita Sto moze, izmedu ostaloga, biti posljedica polimorfizma
gena P2Yi; i razliCite aktivnosti receptora. Identificirana su dva haplotipa P2Y:; — H1 i H2.
Frekvencija haplotipa H1 medu opéom populacijom je 86%, a haplotipa H2 14%. Prisutnost
haplotipa H2 povezana je s povecanom agregacijom trombocita induciranom ADP-om u
odnosu na pojedince nositelje haplotipa H1 (25). Tako nositelji haplotipa H2 mogu imati
povecani rizik razvoja aterosklerotskih dogadaja te imati vedi rizik neuspjeSnosti lijecenja
antitromboticima koji djeluju preko receptora P2Y1,. U studiji koja je istraZzivala vezu haplotipa
H2 i razvoja periferne arterijske bolesti uocena je veca ucestalost haplotipa H2 u skupini

pacijenata koji boluje od periferne arterijske bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu (26).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je provesti detaljan pregled dosadasnjih istraZivanja utjecaja genetickih
polimorfizama enzima citokroma P450, transportera P-glikoproteina, receptora P2Y1,i drugih

genetickih ¢cimbenika na ucinkovitost i sigurnost terapije klopidogrelom.

Hipoteza: Terapija klopidogrelom u odredenih pacijenata ne dovodi do zadovoljavajuce
inhibicije agregacije trombocita. Farmakogeneticko testiranje moze posluZiti kao prediktor
odgovora na terapiju, pogotovo u pacijenata s povecanim rizikom razvoja trombotickih
dogadaja (ostali komorbiditeti i farmakoterapija). Odredivanje farmakogeneti¢kog statusa
bolesnika pomaZze u identificiranju pojedinaca kojima prva terapija izbora nece biti
klopidogrel, ve¢ novije generacije antitrombotika (tikagrelor ili prasugrel). Ova saznanja

omoguciti ¢e ljekarnicima pravilno savjetovanje i individualizaciju terapije klopidogrelom.
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3. MATERUJALI | METODE - SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI

Pretrazena je relevantna znanstvena i struc¢na literatura, publikacije stru¢nih udruga i
institucija (CPIC i PharmGKB), baza lijekova Agencije za lijekove i medicinske proizvode
(HALMED), Europske agencije za lijekove (EMA), te drugi raspolozZivi izvori. Klju¢ne rijeci za
pretraZivanje baza podataka (PubMed, ScienceDirect, Mendeley) ukljucivale su sljedece

pojmove: klopidogrel, farmakogenetika, polimorfizam, CYP2C19, ABCB1, P2Y1,, ITGB3, CES1.

Pregledom literature istrazen je utjecaj polimorfizma enzima CYP2C19, transportera P-
glikoproteina i receptora P2Y12 na uspjesnost terapije klopidogrelom, te su saznanja i rezultati

prikazani u obliku preglednog rada.

3.1 UTJECAJ POLIMORFIZMA GENA ABCB1 NA TERAPIJU KLOPIDOGRELOM

P-glikoprotein ukljuen je prvenstveno u prijenos klopidogrela iz lumena crijeva u
cirkulaciju tako da ¢e pojacana aktivnost ovog transportera utjecati na smanjenje
koncentracije klopidogrela i njegovog aktivnhog metabolita u krvi. Provedena su istrazivanja
utjecaja polimorfizma ABCB1 3435C>T na koncentraciju klopidogrela u krvi. 60 pacijenata koji
su podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji bilo je uklju¢eno u ispitivanje gdje su
odredivane koncentracija (Cmax) i AUC klopidogrela i aktivnog metabolita u plazmi nakon
udarnih doza od 300 mg, 600 mg i 900 mg klopidogrela. Utvrdeno je da nositelji genotipa
T3435T imaju znacajno niZze koncentracije klopidogrela i aktivnog metabolita u plazmi (Cmax i
AUC) u odnosu na nositelje genotipa C3435T i C3435C . Ova razlika uocena je nakon udarnih
doza od 300 mg i od 600 mg, no ne i nakon udarne doze od 900 mg (27). Rezultati utjecaja
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polimorfizma gena ABCB1 na farmakodinamiku klopidogrela razlikuju se medu studijama.
Mega i suradnici u nastavku TRITON-TIMI 38 studije nalaze razliku u smanjenju agregacije
trombocita kod zdravih pojedinaca nositelja genotipa T3435T (za 7,3% manje smanjenje
agregacije trombocita posredovane ADP-om) u odnosu na nositelje genotipova C3435C i
C3435T. Ova razlika uocena je samo nakon udarnih doza od 300 mg i 600 mg, ali nije uo¢ena
nakon primjene doza odrZavanja od 75 mg (28). Studija iz 2015. godine koja je ukljucivala 42
pacijenta nakon provedene perkutane koronarne intervencije na terapiji klopidogrelom
pokazala je suprotne rezultate. Nositelji genotipa TT imali su znacajno nize koncentracije
klopidogrela i aktivnog metabolita u plazmi u odnosu na nositelje genotipova CT i CC, no nije
uoCena korelacija izmedu agregacije trombocita i genotipa ABCB1 (29). Klinicki utjecaj
polimorfizma ABCBI1 na ishod lijeCenja klopidogrelom istrazen je u nekoliko velikih studija.
Francuska studija (30) ukljucivala je pacijente s akutnim infarktom miokarda lijeCenih
klopidogrelom i pratila ishod terapije godinu dana (smanjenje rizika smrti, nefatalnog infarkta
miokarda i moZzdanog udara). Pacijenti su genotipizirani, izmedu ostalog, za gen ABCB1. Rizik
od smrti, nefatalnog infarkta miokarda i moZdanog udara bio je veci u pojedinaca nositelja
genotipa TT (omjer ugrozenosti 1,72 u odnosu na genotip CC) i u nositelja genotipa CT (omjer
ugrozenosti 1,51 u odnosu na genotip CC). U ovoj studiji nije uofena povezanost
polimorfizama ABCBI1 i rizika razvoja kardiovaskularnih incidenata u pacijenata koji su

podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji (30).

Na uzorku pacijenata iz TRITON-TIMI 38 studije provedeno je farmakogeneticko ispitivanje
utjecaja polimorfizma ABCB1 na ucinkovitost terapije klopidogrelom i prasugrelom.
Pacijentima s akutnim koronarnim sindromom i planiranom perkutanom koronarnom
intervencijom primijenjena je terapija klopidogrelom (300 mg udarna doza i 75 mg doza

odrzavanja) ili terapija prasugrelom te su praceni 15 mjeseci. Primarni ishod studije bila je
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kardiovaskularna smrt, nefatalni infarkt miokarda i nefatalni mozdani udar. Sekundarni ishod
bila je tromboza stenta. Homozigoti ABCB1 T3435T imali su za 72% vedi rizik razvoja primarnog
ishoda u odnosu na nositelje genotipa CC i CT. Pojedinci nositelji genotipova CT i CC imali su
jednak rizik razvoja primarnog ishoda (omjer ugrozenosti 0,94 za genotip CT u odnosu na
genotip CC). Povecan rizik kardiovaskularne smrti, nefatalnog infarkta miokarda i nefatalnog
mozdanog udara kod nositelja genotipa TT bio je vidljiv u prvih 30 dana terapije. U tom period
nositelji genotipa TT imali su dvostruko veci rizik razvoja primarnog ishoda u odnosu na
nositelje CT i CC (omjer ugroZenosti 1,96). Nije uocena statisti¢ki znacajna veza rizika razvoja
tromboze stenta i polimorfizma gena ABCBI1. Incidencija krvarenje bila je jednaka medu
nositeljima genotipova CT, CC ili TT. Osim polimorfizma C3435T, istrazena su druga dva
najcesc¢a polimorfizma ABCB1 - G2677T/A i C1236T. Polimorfizmi G2677T/A i C1236T nisu

povezani s poveéanim rizikom razvoja kardiovaskularnih komplikacija (28).

U suprotnosti s navedenom studijama, rezultati studije provedene na 1034 pacijenta s
ugradenim stentom koji otpusta lijek pokazali su da je polimorfizam 3435C povezan s veéim
brojem slucajeva infarkta miokarda, tromboze stenta ili smrti unutar godine dana terapije
klopidogrelom, no nije dokazan statisticki znaCajan utjecaj polimorfizma ABCB1 na ishod
terapije. Kada se promatrao zajednicki u€inak polimorfizama CYP2C19 i ABCB1 na uspjesnost
lijeCenja, uoceno je da nositelji alela CYP2C19*2 i ABCB1 3435C imaju najvedi rizik neZeljenog

ishoda (31).

Na temelju dosadasnjih istrazivanja, polimorfizam C3435T je jedini polimorfizam gena ABCB1
koji utjeCe na farmakokinetiku klopidogrela, ali potrebna su dodatna ispitivanja kako bi se

utvrdio klini¢ki znacaj i utjecaj na uspjesnost lijeCenja klopidogrelom.
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3.2 UTJECAJ POLIMORFIZMA ENZIMA CYP450 NA TERAPIJU KLOPIDOGRELOM

U bioaktivaciju klopidogrela uklju¢eno je nekoliko enzima CYP (CYP2C19, CYP2C9,
CYP3A4, CYP3A5, CYP1A2, CYP2B6). Polimorfizmi koji dovode do smanjenja aktivnosti ovih
enzima imati ¢e za posljedicu smanjenu pretvorbu lijeka u aktivni oblik i slabiji
farmakodinamicki ucinak klopidogrela. Polimorfizmi koji dovode po povedanja aktivnosti
metabolic¢kih enzima mogu rezultirati poveéanim rizikom nuspojava klopidogrela, prvenstveno
krvarenja. Studije pokazaju da medu nabrojenim enzimima CYP samo polimorfizmi gena
CYP2C19 imaju znacajan utjecaj na farmakokinetiku i farmakodinamiku klopidogrela te ishod
lijeCenja (11). Nositelji barem jednog neaktivnog alela CYP2C19 (npr. alel 2* ili 3*) imali su za
32% nize koncentracije aktivnog metabolita klopidogrela u plazmi u odnosu na pojedince
homozigote za funkcionalne alele. Takoder, ucinak klopidogrela na smanjenje agregacije
trombocita bio je manji u skupini pojedinaca nositelja barem jednog neaktivnog alela (za 25%
manja inhibicija agregacije trombocita inducirane ADP-om) (32). Utjecaj polimorfizama na
koncentraciju klopidogrela u plazmi i postignuto smanjenje agregacije trombocita bio je razlicit
ovisno o fenotipu pojedinca. Tako su brzi i vrlo brzi metabolizatori (genotip 1*/17* ili 17*/17%*)
imali najviSe koncentracije aktivhog metabolita u plazmi i najvee smanjenje agregacije
trombocita nakon udarnih doza i doza odrzavanja, dok su spori metabolizatori (genotip 2*/2*)
imali najnize koncentracije i najmanje smanjenje agregacije trombocita nakon primjene
klopidogrela (33). Utjecaj neaktivnih alela na farmakokinetiku i farmakodinamiku klopidogrela
bio je jednak nakon udarnih doza od 300 mg i 600 mg. Ispitivanje provedeno medu bijelom
populacijom u skladu je s ispitivanjima provedenim medu populacijom u Aziji. Alel CYP2C19%*2
najzastupljeniji je neaktivni alel medu bijelcima (15% populacije), dok je medu Azijatima, osim

alela *2 (30% populacije) zastupljen i neaktivni alel CYP2C19*3 (8% populacije). U ispitivanju

28



provedenom u Aziji, pacijenti s akutnim koronarnim sindromom s ili bez elevacije ST-segmenta
genotipizirani suza CYP2C19 te im je odreden stupanj agregacije trombocita 3 ili 5 dana nakon
udarne doze od 600 mg klopidogrela i doze odrzavanja od 75 mg. Krajnja tocka ispitivanja bilo
je odredivanje visoke reaktivnosti trombocita nakon terapije koja se definira kao smanjenje
maksimalne agregacije trombocita inducirane ADP-om za manje od 50%. Visoka reaktivnost
trombocita bila je ¢eS¢a medu heterozigotima nositeljima jednog aktivnog i jednog neaktivnog
alela (46% u odnosu na 28% u homozigota za divlji tipa alela), a jos ¢eSéa u homozigota za
neaktivne alele (60% u odnosu na 28% u homozigota za divlji tipa alela) (34). Osim neaktivnih
alela, u populaciji su prisutni i aleli koji zbog povecane ekpresije gena pojacavaju aktivnost
enzima CYP2C19. Sibbing i suradnici istrazili su utjecaj alela CYP2C19*17 na ishod terapije
klopidogrelom nakon perkutane koronarne intervencije. Ukljucivala je 1524 pacijenta koji su
praceni 30 dana na pojavu TIMI velikog i malog krvarenja ili tromboze stenta. Pacijenti su na
temelju genotipa podijeljeni u 3 skupine —homozigoti za divlji tip gena, homozigoti za alel *17
i heterozigoti za divlji tip i alel *17. Ocekivano najniZu agregaciju trombocita induciranu ADP-
om imali su upravo nositelji dva alela CYP2C19%*17 dok su najvisu imali nositelji dva divlja alela.
Sukladno tome, incidencija TIMI krvarenja bila je najve¢a kod homozigota za alel *17, nesto
manja kod heterozigota za divlji tip i alel *17 i najmanja kod homozigota za divlji alel.
Ucestalost TIMI krvarenja u homozigota za alel *17 bila je gotovo 4 puta veca u odnosu na
homozigote za divlji tip alela (omjer rizika 3,41) u prvih 30 dana terapije. Medu pracenim
pacijentima registrirana su dva fatalna TIMI krvarenja, a u oba slucaja pacijenti su bili nositelji
alela *17 — jedan heterozigot i jedan homozigot. U studiji nije nadena razlika u incidenciji
tromboze stenta, infarkta miokarda i smrti medu nositeljima i nenositeljima alela *17 (33). To
nije slucaj ako govorimo o polimorfizmima koji smanjuju aktivnost enzima CYP2C19. Vise

studija pokazalo je da je ucinkovitosti klopidogrela u prevenciji aterotrombotickih dogadaja u
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nositelja neaktivnih alela CYP2C19 manja u odnosu na nositelje divljih alela. Tako je utvrdeno
da homozigoti za neaktivne alele imaju vedi rizik kardiovaskularne smrti, infarkta miokarda i
mozdanog udara unutar godinu dana terapije klopidogrelom nakon akutnog infarkta
miokarda. Taj rizik poveéava se dodatno u pacijenata koji su podvrgnuti perkutanoj koronarnoj
intervenciji. Studija koja je pratila pacijente s akutnim infartnom miokarda pokazala je jednak
rizik kardiovaskularne smrti, infarkta miokarda i mozdanog udara za homozigote divljeg alela
i heterozigote za jedan neaktivni alel, dok je u homozigota za neaktivni alel taj rizik bio 2 puta
veci (30). Farmakogeneticko ispitivanje provedeno na uzorku pacijenata iz TRITON-TIMI 38
studije pokazalo je pak da su i heterozigoti za divlji i neaktivni alel u ve¢em riziku razvoja
trombotickih komplikacija nakon infarkta miokarda (smrt, infarkt miokarda, mozdani udar,
tromboza stenta) u odnosu na nenositelje neaktivnih alela (32). U skladu s time, studija na
pacijentima podvrgnutim perkutanoj koronarnoj intervenciji i ugradnji stenta pokazala je da
je incidencija tromboze stenta 3,8 puta veca u nositelja neaktivnog alela (1*/2* ili *2/*2) u

odnosu na nositelje divljeg alela (*1/*1) u prvih 30 dana terapije (35).

Collet i suradnici su u svojoj studiji pokazali da je polimorfizam CYP2C19 glavni nezavisni
prediktor uspjesnosti terapije klopidogrelom u mladih pacijenata (<45 godina) s preboljelim
infarktom miokarda (36). Nositelji alela CYP2C19%*2 imali su 5 puta vedi rizik smrti, ponovnog
infarkta miokarda i hitne revaskularizacije u odnosu na nenositelje alela *2. Grupe pacijenata
nositelja i nenositelja neaktivnog alela nisu se razlikovale u ostalim rizicnim faktorima kao Sto
su vrsta infarkta, koristena farmakokoterapija, indeks tjelesne mase, obiteljska anamneza,
pusenje i bioloski markeri (D-dimer, LDL-kolesterol, fibrinogen itd.). Ucinak polimorfizma
CYP2C19 na ishod lijecenja primijec¢en je neovisno o tome je li klopidogrel uveden u terapiju

zbog inicijalnog infarkta miokarda ili kasnije zbog ugovorene revaskularizacije.
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Vecina studija koje su pratile utjecaj polimorfizma CYP2C19 na klinicki ishod lijecenja
klopidogrelom ukljucivale su pacijente s akutnim koronarnim sindromom. Utjecaj na klinicki
ishod drugih indikacija lijecenja klopidogrelom ispitan je u mnogo manjem broju studija i na
manjem broju bolesnika. Povezanost genotipa CYP2C19 i rizika novog cerebrovaskularnog
incidenta ispitana je u skupini od 2900 Kineza. U studiju su uklju€eni pacijenti s blazim
ishemijskim moZdanim udarom i tranzitornom ishemijskom atakom. Jedna skupina pacijenata
dobivala je kombinaciju klopidogrela i ASK, a druga skupina samo ASK. Prac¢eni su 90 dana, a
kao primarni ishod pratila se incidencija novog moZdang udara i kao sekundarni ishod
incidencija mozdanog udara, infarkta miokarda ili vaskularne smrt. Obje skupine
genotipizirane su za alele *2, * 3i *17 gena CYP2C19. Nositelji alela *2 i *3 imali su jednak rizik
primarnog i sekundarnog ishoda u jednoj i drugoj skupini pacijenata. Nenositelji alela *2 i*3 u
skupini na terapiji klopidogrelom i ASK-om imali su dvostruko maniji rizik primarnog i

sekundarnog ishoda u odnosu na nenositelje u skupini pacijenata samo na terapiji ASK (37).

Dostupne studije potvrdile su utjecaj genotipa CYP2C19 na koncentraciju aktivhog metabolita
klopidogrela u plazmi i razinu postignutog smanjenja agregacije trombocita. Ucinak
polimorfizma CYP2C19 na ishod lije¢enja najizraZeniji je u pacijenata s akutnim koronarnim

sindromom, pogotovo u onih koji su podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji.
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3.3 UTJECAJ POLIMORFIZMA RECEPTORA P2Y1> NA TERAPIJU KLOPIDOGRELOM

Haplotip H2 gena P2Y12 povezan je s pojatanom ekpresijom receptora P2Yi» i
mogucim povecanim rizikom periferne arterijske bolesti i koronarne bolesti srca (25, 38).
Studije pokazuju oprjecne rezultate utjecaja haplotipa H2 na ucinkovitost klopidogrela u
smanjivanju agregacije trombocita. Pronadena je veza haplotipa H2 i poveéane agregacije
trombocita na terapiji klopidogrelom u zdravih pojedinaca i pacijenata s akutnim koronarnim
sindromom na terapiji klopidogrelom i ASK-om u nekim studijama (39), dok druge nisu
detektirale razliku u agregaciji trombocita u nositelja razli¢itih haplotipova gena P2Y12 na
terapiji klopidogrelom (40). Farmakogeneticke studije provedene na veéem broju ispitanika
nisu identificirale polimorfizam receptora P2Y12 kao faktor rizika za smanjenje ucinkovitosti
klopidogrela nakon akutnog infarkta miokarda u prevenciji kardiovaskularne smrti, infarkta
miokarda i moZdanog udara (30). Novija studija provedena na 453 pacijenta s akutnih
koronarnim sindromom i provedenom perkutanom koronarnom intervencijom pokazala je
utjecaj dva polimorfizma gena P2Y12 na rezistenciju na klopidogrel i rizik kardiovaskularnih
incidenata unutar godine dana terapije. Nositelji polimorfizma C34T i G52T gena P2Y12 imali
su znacajno slabiji odgovor na terapiju klopidogrelom i veéi rizik smrti, razvoja infarkta
miokarda, tromboze stenta i hitne revaskularizacije (41). Dodatna istrazivanja su potrebna
kako bih se utvrdila to¢na uloga polimorfizma P2Y12 u rezistenciji na klopidogrel, no zasigurno
u kombinaciji s ostalim polimorfizmima koji utjeCu na metabolizam i apsorpciju klopidogrela

moZze imati utjecaj na uspjesnost terapije.
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3.4 UTJECAJ OSTALIH GENETICKIH CIMBENIKA NA TERAPLJU KLOPIDOGRELOM

Agregacija trombocita visoko je varijabilna medu pojedincima i ovisit ¢e o
polimorfizmima koji utjeCu na aktivnost receptora uklju¢enih u aktivaciju trombocita.
Geneticki status odredit ¢e brzinu i nacin na koji pojedinac fizioloski reagira na aktivaciju i
inhibiciju trombocita. Stoga na ucinkovitost lijecenja klopidogrelom ne moraju utjecati samo
oni receptori i enzimi direktno uklju¢enu u njegovu farmakokinetiku i farmakodinamiku.
Motovska i suradnici istraZili su utjecaj polimorfizama 8 gena koji kodiraju receptore i enzime
ukljuene u agregaciju trombocita (GPla, GPVI, GPllla, PAR-1, P2Y12, COX-1, faktor V i faktor
II) na postignuto smanjenje agregacije nakon jednokratne doze od 600 mg klopidogrela.
Agregacija trombocita prije administracije lijeka nije se razlikovala medu nositeljima razlicith
polimorfizama proucavanih gena. 28 sati nakon primjene klopidogrela nositelji polimorfizma
PIA2 gena ITGB3 za receptor GPllla imali su znacajno manje smanjenje agregacije trombocita
i vecu incidenciju rezistencije na klopidogrel nego homozigoti za polimorfizam PIA1 (42, 43).
Polimorfizam PIA2 povezan je takoder s vedom incidencijom tromboze stenta nakon
perkutane koronarne intervencije, medutim nije utvrdeno je li uzrok slabiji u¢inak klopidogrela

ili u¢inak polimorfizma na aktivirane trombocite.

Najvedi dio apsorbiranog klopidogrela deaktivira se djelovanjem karboksietilesteraze 1 (CES1).
Povecdana aktivnost CES1 koja moze biti posljedica polimorfizma gena CES1, dovest ¢e do brze
razgradnje klopidogrela i smanjene pretvorbe u aktivni oblik. Proucavani su polimorfizmi CES1
(CES1A2 A(-816)C i CES1 rs2307240,C>T) i njihov utjecaj na ucinkovitost klopidogrela u
nekoliko manjih studija. Polimorfizam CES1A2 A(-816)G u pacijenata s koronarnom bolesti
srca na terapiji klopidogrelom bio je povezan s pove¢anom agregacijom trombocita nositelja
ove mutacije, no nije uocen utjecaj na rizik tromboze stenta (44). Homozigoti za mutaciju CES1
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rs2307240,C>T (genotip CC) imali su znacajno vedi rizik razvoja infarkta miokarda, mozdanog
udara i nestabilne angine pectoris u odnosu na nositelje genotipa CT i TT (45). Identificirani
su i polimorfizmi gena CES1 koji dovode do smanjenja ili potpunog gubitka moguénosti enzima
CES1 da hidroksilira klopidogrel. Primjer je SNP polimorfizam G143E koji dovodi do promjene
aminokiselinskog sastava katalitickog mjesta CES1 (zamjena glicina glutaminskom kiselinom
na poziciji 143). Zdravi nositelji mutacije 143E imali su viSe koncentracije aktivnog metabolita
te manju agregaciju trombocita induciranu ADP-om nakon uzimanja 300 mg klopidogrela i
doze odrzavanje od 75 mg u odnosu na nositelje divljeg tipa gena 143G (46). Da li ucinak
polimorfizma G143E na metabolizam klopidogrela utjeCe i na smanjenje trombotickih
incidenata u kardiovaskularnih pacijenata ili na povecanije rizika krvarenja nije jo$ potvrdeno
na dovoljno velikom uzorku pacijenata. lako istrazivanja pokazuju da bi polimorfizam CES1
takoder mogao utjecati na odgovor na terapiju klopidogrelom, potrebna su dodatna

ispitivanja u ovom podrucju.
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3.5 SMIJERNICE REGULATORNIH TIELA | STRUCNIH DRUSTAVA O PRIMIENI

FARMAKOGENETICKOG TESTIRANJA U LIJECENJU KLOPIDOGRELOM

Na temelju dostupnih dokaza o utjecaju razli¢itih fenotipova enzima CYP2C19 na
uspjesnost terapije klopidogrelom regulatorna tijela zaduzena za sigurnost primjene lijekova
ukljucila su informacije o farmakogenetici klopidogrela u Sazetak opisa svojstava lijeka.
Regulatorna tijela ne preporucuju geneticko testiranje CYP2C19 prije primjene klopidogrela,

ali navode promjene u efikasnosti lijeka u sporih metabolizatora.

Americka Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration-FDA) podatke o
smanjenom ucinku klopidogrela u sporih metabolizatora putem enzima CYP2C19 ukljucila je
u sazetak svojstava klopidogrela kao black box warning. Black box warning je nacin
prikazivanja upozorenja o posebno bitnim svojstvima lijeka koja mogu znacajno utjecati na
sigurnost korisnika i predstavlja najvisi stupanj upozorenja koji FDA moZze izdati. Tako se u
sazetku svojstava klopidogrela odobrenim za americko trziSte navodi da klopidogrel u
preporuc¢enim dozama ima manji u€inak na smanjenje agregacije trombocita u pacijenata koji
su homozigoti za neaktivne alele gena CYP2C19 tj. sporih metabolizatora putem enzima
CYP2C19. FDA ne zahtjeva niti ne preporuca geneticko testiranje prije primjene klopidgrela,
no navodi da su takvi testovi dostupni. Preporucuje razmatranje upotrebe druge
antiagregacijske terapije (prasugrel ili tikagrelor) u sporih metabolizatora putem enzima

CYP2C19 (47).

Europska agencija za lijekove i medicinske proizvode (EMA) u odobrenom saZetku svojstava
klopidogrela navodi informacije o farmakogenetici u poglavlju Posebna upozorenja i mjere

opreza. Za razliku od FDA, EMA navodi da klopidogrel u sporih metabolizatora putem enzima
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CYP2C19 ima manji uc¢inak na funkciju trombocita, ali ne preporucuje razmatranje promjene

terapije niti potrebu genetickog testiranja prije primjene lijeka (7).

CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium) izdao je 2013. godine posljednje
smjernice za primjenu genetickih ispitivanja kod primjene klopidogrela. U njima navodi da
odredivanje geneticke varijante CYP2C19 nece imati klinicki znacaj za sve pacijente na terapiji
klopidogrelom, ve¢ samo za pacijente s akutnim koronarnim sindromom (AKS) koji su
podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji. U ovih pacijenata informacije dobivene
genetickim testovima mogu biti korisne za individualizaciju terapije i uspjesnost lijeenja. Za
intermedijarne i spore metabolizatore putem enzima CYP2C19 i planiranom perkutanom
koronarnom intervencijom CPIC preporuca primjenu antitrombotika novije generacije
(prasugrel i tikagrelor), ako ne postoje kontraindikacije za primjenu istog. Za vrlo brze i brze
metabolizatore preporuca standardne propisane doze klopidogrela. Algoritam preporucenog
djelovanja prikazan je na slici 5. Genotipizacija CYP2C19 ne preporucuje se svim pacijentima
prije primjene klopidogrela, ali moze pomoci klini¢arima u odabiru terapije za rizicne skupine

pacijenata (23).

DPWG (Dutch Pharmacogenetics Working Group) radna je skupina unutar Royal Dutch
Pharmacists Association koja izdaje smjernice i upute o primjeni farmakogenetickih
informacija u klinickoj praksi. DPWG takoder upozorava na smanjeni ucinak klopidogrela na
agregaciju trombocita u sporih i intermedijarnih metabolizatora putem enzima CYP2C19 i
preporucuje primjenu prasugrela u ovih pacijenata neovisno o indikaciji za terapiju
klopidogrelom. Za vrlo brze metabolizatore putem enzima CYP2C19 ove smjernice ne

preporucuju promjenu terapije niti promjenu doze klopidogrela (48).
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ANTITROMBOTSKA TERAPIJA PACIJENTA
S AKUTNIM KORONARNIM SINDROMOM
| PERKUTANOM KORONARNOM
INTERVENCIJOM

GENOTIPIZACUA CYP2C19

VRLO BRZI BRZI INTERMEDIJARNI SPORI
METABOLIZATORI METABOLIZATORI METABOLIZATORI METABOLIZATOR

STANDARDNE DOZE RAZMOTRITI TERAPIJU
KLOPIDOGRELA PRASUGRELOM ILI
TIKAGRELOROM

Slika 5. Smjernice CPIC-a za primjenu antitrombotske terapije prema fenotipu enzima

CYP2C19 (23). Odluku o potrebi genotipizacije donosi klini¢ar nakon razmatranja svih rizickih

¢imbenika uspjeSnosti terapije klopidogrelom.
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4. RASPRAVA

Ishemijska bolest srca i cerebrovaskularne bolesti najées¢i su uzroci smrti u Republici Hrvatskoj
i razvijenom svijetu. Nakon prevencije aterosklerotskih promjena koje dovode do ovih
oboljenja, najvaznija farmakoloSka zadaca u lijecenju kardiovaskularnih bolesti je prevencija
nastanka novog trombotickog incidenta. Klopidogrel uz ASK osnova je lijeCenja akutnog
infarkta miokarda i ishemijskog moZdanog udara te smanjenja stope smrtnosti oboljelih.
Klopidogrel u 3-40% pojedinaca ne ostvaruje ocekivani farmakoloski u¢inak na smanjenje
agregacije trombocita Sto ostavlja pacijenta u vec¢em riziku smrtnog ishoda (2). Uzrok loSijeg
odgovora na terapiju djelomi¢no lezi u genetickom ustrojstvu pojedinca. Dosadasnja
istrazivanja pokazuju da polimorfizam CYP2C19 znacajno utjece na djelovanje klopidogrela i
ishod lijeenja. Stupanj aktivacije klopidogrela ovisi o kombinaciji alela CYP2C19. Nositelji
neaktivnih alela CYP2C19 (*2 i *3) imaju za 32% niZu koncentraciju aktivnog metabolita u
plazmi i za 25% manji odgovor na smanjenje agregacije trombocita u odnosu na homozigote
za aktivni alel (49). Nositelji alela CYP2C19*17 pak imaju vecu koncentraciju aktivnog
metabolita i manju agregaciju trombocita u odnosu na nositelje divljeg tipa alela (33). Meta
analize pokazuju da heterozigoti i homozigoti neaktivnih alela imaju dvostruko veci rizik
kardiovaskularnog incidenta nakon akutnog koronarnog incidenta s provedenom perkutanom
koronarnom intervecijom (PCl) i tri puta vedi rizik tromboze stenta (23). Ovi rezultati
ogranic¢eni su samo na pacijente s akutnim koronarnim sindromom s PCl, no oni Cine vedinu
populacije lije¢ene klopidogrelom. Utjecaj polimorfizma CYP2C19 na farmakokinetiku
klopidogrela jasno je dokazan u mnogim studijama, stoga iako nema vecih klinickih studija na
pacijentima lije¢enim klopidogrelom zbog ishemijskog mozdanog udara ili periferne arterijske

bolesti moZzemo pretpostaviti da su spori i intermedijarni metabolizatori putem enzima
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CYP2C19 i kod ovih indikacija u ve¢em riziku neuspjesnog lijecenja klopidogrelom. CPIC ne
preporuca promjenu lijeka ili doze klopidogrela u pacijenata koji su vrlo brzi metabolizatori
putem enzima CYP2C19. Sibbing i suradnici su pokazali da homozigoti za alel CYP2C19*17
imaju tri puta vecu incidenciju krvarenja u prvih 30 dana terapije klopidogrelom nakon
ugradnje stenta koji izluCuje lijek u odnosu na nositelje divljeg genotipa. Vecina ostalih studija
nije nasla jasnu povezanost alela *17 i povecanog rizika krvarenja, najvjerojatnije zbog niske
frekvencije ovog alela u ispitivanoj populaciji i male incidencije krvarenja. lako ne postoje
smjernice za postupanje u nositelja alela CYP2C19*17 , prilikom odabira najsigurnije terapije
treba ukljuciti povecan rizik krvarenja u ovih pojedinaca, pogotovo ako se radi o pacijentima

starije Zivotne dobi i onima koji koriste dodatnu antiagregacijsku ili antikoagulantnu terapiju.

Studije utjecaja polimorfizma gena ABCB1 na ishod lijeCenja klopidogrelom pokazale su
oprjeéne rezultate. Meta analize pokazuje da nositelji alela 3435T s koronarnom bolesti srca
imaju vedi rizik ranih i kasnih velikih neZeljenih kardioloskih dogadaja (MACE) ako su lijeceni
udarnom dozom od 300 mg klopidogrela. Vedina pacijenata iz analiziranih studija bila je
podvrgnuta perkutanoj koronarnoj intervenciji (50). lako je 300 mg preporucena udarna doza
za lijeCenje akutnog koronarnog sindroma, prema smjernicama Hrvatskog kardioloskog
drustva za lijeCenje akutnog infarkta miokarda koristi se udarna doza od 600 mg klopidogrela
(51). U slucaju udarne doze od 600 mg nije dokazan znacajan utjecaj polimorfizma ABCB1 na
ishod lijeCenja (50). Prema dosad dostupnim dokazima, polimorfizam gena ABCB1 nije se
pokazao kao znacajan nezavisni prediktor uspjeha terapije, ali svakako doprinosi varijabilnosti
odgovora na klopidogrel. Studije potvrduju da nositelji dva neaktivna alela CYP2C19 i jednog
alela 3435T (CT ili TT) ABCB1, imaju najvedi rizik kardiovaskularnih incidenata nakon akutnog

infarkta miokarda, ¢ak 5 puta veéi u odnosu na homozigote za divlje alele ovih gena (30).
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Kako ove informacije i saznanja mogu pomo¢i hrvatskom pacijentu? Prema statistickim
podacima Zavoda za javno zdravstvo znacajan udio populacije ima visoki rizik razvoja
kardiovaskularnih bolesti, a stopa smrtnosti zbog akutnog infarkta miokarda i dalje je vrlo
visoka. Vecina kardiovaskularnih pacijenata ima povecanu tjelesnu teZinu, starija je od 65
godina, boluje od Secerne bolesti te uzima kroni¢nu terapiju koja ¢esto ukljucuje inhibitore
protonske pumpe. Sve nabrojeno cCimbenici su koji utjeCu na smanjenje ucinkovitosti
klopidogrela i stavljaju pacijenta u vedi rizik novog kardiovaskularnog incidenta (11). Uzmemo
li u obzir i ¢injenicu da je 23% hrvatske populacije nositelj barem jednog neaktivnog alela
CYP2C19 dolazimo do zakljucka da bi gotovo Cetvrtina pacijenata s akutnim infarktom
miokarda primila ucinkovitiju terapiju ako bi u trenutku propisivanja bio poznat njihov
genotip/fenotip CYP2C19. Incidencija novog trombotickog dogadaja i tromboze stenta najveca
je unutar 30 dana od akutnog infarkta miokarda (28), stoga individualizirani odabir
antiagregacijske terapije ima najvedi utjecaj na ishod lijeCenja ako se provodi od samog
poCetka terapije. Vrijeme potrebno za geneticku analizu ograni¢ava uporabu
farmakogenetickog savjetovanja u akutnim stanjima poput infarkta miokarda ili mozdanog
udara. U tim slucajevima preventivno odredivanje farmakogeneti¢kog profila pojedinaca s
visokim kardiovaskularnim rizikom bi moglo omoguditi odabir najucinkovitije dostupne
terapije u trenutku kada je to potrebno. Retrospektiva studija pokazala je da je 29% ispitanih
pacijenata s dogovorenom angiografijom bilo kandidat za uskladivanje propisane terapije
prema dostupnim farmakogenetickim smjernicama (52). Nedostatak klini¢kih studija o
utjecaju koriStenja farmakogenetickih smjernica na lijeCenje akutnog infarkta miokarda
predstavlja zapreku Siroj primjeni genetickog testiranja prilikom propisivanja klopidogrela.
Europski projekt Ubiquitous Pharmacogenomics zapocet 2017. godine ima za cilj ispitati kako

preventivno odredivanje farmakogenetickog statusa i koristenje dostupnih smjernica CPIC-a i
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DWPG-a utjeCe na ishod i troskove terapije. U projekt je ukljuceno 7 europskih zemalja i 8000
pacijenata, a medu ispitivanim lijekovima je i klopidogrel. Rezultati ovog projekta pokazati ¢e
koliko farmakogeneticki vodene antitrombotske terapije mogu poboljsati klinicki ishod i
kvalitetu Zivota pacijenata. Za uspjesnu implementaciju farmakogenetike u klinicku praksu
najbitnije je podiéi znanje lije¢nika i farmaceuta o mogucnostima iskoristavanja informacija
dobivenih genetickim testiranjem. ProSirivanjem istrazivanja u buduénosti oCekujemo jos vise
klini¢ki validiranih smjernica za odabir terapije na temelju genetike pojedinca. Odredivanje
farmakogeneti¢kog statusa bolesnika pretraga je koja se provodi samo jednom uz sve nizu
cijenu, a dobivene informacije mogu omoguditi pacijentu doZivotnu optimizaciju svake
farmakoterapije koja mu je propisana. Farmaceuti su i dalje najdostupniji zdravstveni radnici.
U vedini zdravstvenih sustava upravo su oni zaduZeni za sigurno provodenje i optimizaciju
kroni¢ne terapije. Uloga ljekarnika u implementaciji saznanja o farmakogenetici klopidogrela
nije zanemariva. Medu pacijentima koji prvi puta uzimaju klopidogrel nakon otpusta iz bolnice
mogu prepoznati one koji, zbog ostalih faktora rizika neuspjesnosti terapije kao Sto su Secerna
bolest, Zivotna dob, muski spol ili terapija inhibitorima enzima CYP2C19, mogu imati najvecu
korist od farmakogenetickog savjetovanja i poznavanja svog metabolickog profila aktivnosti
enzima CYP2C19. Alternativna terapija klopidogrelu dostupna hrvatskim pacijentima je
tikagrelor (54). lako je tikagrelor pokazao superiornost nad klopidogrelom u prevenciji
kardiovaskularnih incidenata kod akutnog koronarnog sindroma, uporaba tikagrelora u
Hrvatskoj je znatno manja u odnosu na klopidogrel (55). Visa cijena lijecenja tikagrelorom
jedan je od mogucih uzroka slabe uporabe tikagrelora. Identifikacijom onih pacijenata koji ¢e
imati najvecu korist zamjene klopidogrela tikagrelorom, a to su spori ili intermedijarni
metabolizatori putem enzima CYP2C19, omogudili smo najucinkovitiju terapiju za sve

pacijente uz minimalne troSkove za zdravstveni sustav.
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5. ZAKLJUCAK

Klopidogrel je ireverzibilni inhibitor agregacije trombocita koji se koristi za sprjeCavanje
trombotickih dogadaja nakon akutnog infartka miokarda, ishemijskog mozdanog udara i kod
bolesti perifernih arterija. Razina odgovora na terapiju klopidogrelom razlikuje se medu
pojedincima Sto utjece i na ishod terapije. Uzroci varijabilnosti odgovora leze u genetickom
ustrojstvu pacijenta. Polimorfizam gena CYP2C19 pokazao se kao glavni geneticki prediktor
razine odgovora na klopidogrel. Intermedijarni i spori metabolizatori putem metabolickog
enzima CYP2C19 imaju dvostruko veci rizik kardiovaskularnog incidenta nakon akutnog
koronarnog incidenta s provedenom perkutanom koronarnom intervecijom i tri puta vedi rizik
tromboze stenta. Polimorfizmi gena ABCB1 i P2Y12 nisu se pokazali kao nezavisni prediktori
odgovora na klopidogrel, ali doprinose varijabilnosti odgovora na lijeCenje. Nositelji dva
neaktivna alela CYP2C19 i jednog polimorfizma 3435T (CT ili TT) ABCB1 imaju najveci rizik
kardiovaskularnih incidenata nakon akutnog infarkta miokarda ¢ak 5 puta veéi od nositelja
divljih alela ovih gena. Uzimajudi u obzir zastupljenost neaktivnog alela CYP2C19*2 u hrvatskoj
populaciji (oko 23%) i zastupljenost polimorfizma 3435TT gena ABCB1 medu bijelcima (35-
40%) mozemo zakljuciti da farmakogeneticko savjetovanje prilikom odabira antitromboticke
terapije moze imati znacajan utjecaj na poboljSanje ishoda lije¢enja. Veliki potencijal za
implementaciju farmakogenetickog savjetovanja u klinicku praksu lezi i u javnom ljekarnistvu.
Liekarnik kroz svakodnevni kontakt s kardiovaskularnim bolesnicima moze iskoristiti dostupna
saznanja o utjecaju fenotipa enzima CYP2C19 na ishod lijecenja klopidogrelom i poboljsati

kvalitetu Zivota pacijenata uz minimalni troSak za zdravstveni sustav.
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7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

ABC —eng. ATP-binding cassete= ATP-vezujuée kazete

ADP — adenozin difosfat

AMP — adenozin monofosfat

ASK — acetisalicilna kiselina

ATP —adenozin trifosfat

AUC - eng. area under curve = povrsina ispod krivulje

cAMP — ciklicki adenozin monofosfat

Cmax — vrsna koncentracija

CES1 — karboksilesteraza 1

COX-1 — ciklooksigenaza 1

CPIC — eng. Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium

CYP450- sustav enzima citokroma P450

DPWG - eng. Dutch Pharmacogenomics Working Group

EMA — Europska agencija za lijekove i medicinske proizvode

HALMED —Hrvatska agencija za lijekove i medicinske proizvode

MACE - eng. major adverse cardiac events =veliki nezeljeni kardiovaskularni dogadaji
NO — dusikov oksid

PAR-1 —receptor aktiviran proteazom 1

PCl — eng. percutaneous coronary intervention=perkutana koronarna intervencija
PharmGKB — eng. Pharmacogenomics Knowledge Base

SNP — eng. single nucleotide polymorphism = polimorfizam jednog nukleotida
TIMI —eng. thrombolysis in myocardial infarction = tromboliza u infarktu miokarda
VWF — Von Willebrandov faktor

VASP — vazodilatatorom-stimuliran fosfoprotein
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