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1.1 Genska osnova interindividualne varijabilnosti u odgovoru na primijenjeni lijek

Varijabilnost u odgovoru na primijenjeni lijek definirana je interakcijom fizioloskih,
patofizioloskih, okoliSnih i genskih cimbenika. Iako se prilikom propisivanja lijekova
pacijentova fiziologija, patofiziologija i utjecaj okoliSa obi¢no uzimaju u obzir, genske
varijacije, koje mogu imati najznacajniji doprinos djelotvornosti i sigurnosti lijeka, Cesto se
zanemaruju (1). Neocekivani, kvantitativno ili kvalitativno izmijenjen ucinak lijeka ili pojava
toksi¢nih nuspojava pri standardnim dozama mogu biti signal za ispitivanje genske osnove
varijabilnosti odgovora na lijek (2). Spoznaju da ista doza ne odgovara svim bolesnicima vec
odavno su prepoznali lijecnici, ali je tek 1957. godine Arno Motulsky, koriste¢i prethodno
objavljene radove o varijacijama u odgovoru na farmakoterapiju, predloZio da nasljedni genski
kontrolirani enzimatski ¢imbenici odreduju zasto, s jednakom izlozenoS¢u, neki pojedinci
reagiraju na terapiju, a drugi ne. Dvije godine kasnije, Vogel je skovao termin
"farmakogenetika" kako bi opisao odnos izmedu genskih ¢imbenika i pojedina¢nih odgovora
na lijekove (3). Farmakogenetika proucava kako interindividualne varijacije u DNA sekvenci
specifiénih  gena utje¢u na farmakoterapijski odgovor pojedinca (4). Siri pojam,
farmakogenomika, proucava utjecaj Citavog genoma u odgovoru organizma na lijek (2,3).
Osnovno nacelo farmakogenetike relativno je jednostavno. Ono podrazumijeva da gensko
naslijede neke osobe, fenotipski izrazeno u obliku, koli¢ini ili strukturi proteina, moze
promijeniti djelovanje lijeka na vise na¢ina. Genske promjene rezultiraju odredenim fenotipom
koji utjeCe na farmakokinetiku (apsorpcija, raspodjela, metabolizam, izlu¢ivanje lijeka) i
farmakodinamiku (uc¢inak lijeka na ciljnom receptorskom mjestu) primijenjenog lijeka. Za
razliku od farmakokinetike, istrazivanja genske osnove varijabilne farmakodinamike lijeka

Znatno su manjeg opsega, a sami rezultati ponekad su proturjecni (2).

Tablica 1. Cimbenici koji utje¢u na farmakoterapijski odgovor pacijenta (1).

Fiziologija Patofiziologija Okolina Genetika
Dob Jetrena funkcija Terapija lijekovima Metabolicki enzimi
Spol Bubrezna funkcija Pusacki status Transporteri lijekova
Masa Srcanozilna funkcija Konzumacija alkohola Receptori lijekova
I™ Pluéna funkcija Prehrana Ionski kanali
Ostale bolesti Zagadenja Ciljni enzimi
Zanimanje Prijenos signala




Genski utjecaj na farmakokinetiku lijekova najizrazeniji je u njihovom metabolizmu,
odnosno enzimima kojim se biotransformiraju. Razumijevanje genskih polimorfizama u
kodirajucoj regiji 1/ili regulatornim regijama gena koji kodiraju enzime S$to metaboliziraju
lijekove objasnilo je velik dio interindividualnih varijacija u odgovoru na primijenjeni lijek
(2,3). Genski polimorfizam definiran je kao monogensko svojstvo koje se u populaciji
pojavljuje u najmanje dva fenotipa s ucestalos¢u ne manjom od 1%. Rije¢ je o prisutnosti vise
od jednog alela na istom lokusu i vise od jednog fenotipa u odredenoj populaciji. Najcesce
varijacije u slijedu DNA su zamjene jednog nukleotida drugim - jednonukeotidni polimorfizmi
(SNP, engl. single nucleotide polymorphism). Genski polimorfizam enzima 1 ostalih proteina
viSe je pravilo nego iznimka, a genska raznolikost veliko je izvoriSte interindividualnih,
meduetnickih i1 rasnih razlika u odgovoru na lijek (2). Metabolizam, odnosno biotransformacija
lijekova 1 ksenobiotika ukljucuje dvije faze; u reakcijama I. faze oni se prevode u polarniji
metabolit (oksidacije, redukcije 1 hidrolize), a u reakcijama II. faze konjugiraju endogenim
supstratom (metilacija, acilacija, acetilacija, sulfokonjugacija, glukuronidacija 1 konjugacija s
glutationom) tvore¢i najpogodniji produkt za izlu€ivanje (3,5). Iako vecéina tvari podlijeZe ovom
slijedu reakcija, ova klasifikacija je povijesna i ne odnosi se nuzno na redoslijed reakcija u
metabolizmu pojedinog lijeka. Sve reakcije sluze istoj svrsi - pretvaranje lipofilnih lijekova u
hidrofilnije metabolite za izluCivanje (3,5). Vecéina reakcija 1. faze katalizirana je
superporodicom enzima citokrom P450 (CYP). Ova skupina hemoproteina katalizira oksido-
redukcijski metabolizam raznih kenobiotika ukljucujuéi i lijekove (3). Smatra se da se oko 80%
lijekova u praksi metabolizira ovim enzimima (4). Vazna svojstva ovih enzima su podloZnost
indukciji 1 inhibiciji razli¢itim tvarima (ukljucujuéi i lijekove) te izrazen polimorfizam gena
koji ih kodiraju (6). Genski polimorfizam odreduje barem tri kategorije fenotipova obzirom na
intenzitet metabolizma. Fenotip brzog metabolizatora (EM, od engl. extensive metabolizer)
ocekivani je fenotip populacije. Rije¢ je o0 homozigotu najrasprostranjenijeg alela u populaciji
(homozigot divljeg, izvornog tipa). Fenotip sporog metabolizatora (PM, od engl. poor
metabolizer) autosomno recesivno je svojstvo, aktivnost enzima je smanjena te dolazi do
nakupljanja supstrata (lijeka) u organizmu. Prisutna su oba varijantna alela (varijantni
homozigot). Fenotip vrlo brzog metabolizatora (UEM, od engl. ultraextensive metabolizer)
posljedica je amplifikacije gena, nasljeduje se autosomno dominantno, a metabolizam lijekova
izrazito je ubrzan. Mogu¢ je i1 fenotip srednjeg metabolizatora (IM, od engl. intermediate
metabolizer). Nasljeduje se autosomno recesivno, jedan alel je nepromijenjen, a drugi
varijantan (rije¢ je o heterozigtu) te je aktivnost enzima normalna ili sniZzena. (2) Imaju¢i na

umu navedeno, pojedini lijek moZe imati odgovarajuéi terapijski ucinak, ucinak lijeka moze
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izostati ili pak biti toksi¢an za bolesnika (6). Iako najizuc¢avaniji, metabolizam lijeka samo je
jedan aspekt genske osnove interindividualne varijabilnosti u odgovoru na lijek. Genske
varijacije u slijedu DNA koji kodira prijenosnike lijekova, tkivne i plazmatske bjelancevine,
ciljne receptore iostale makromolekule dokazano utje¢u na odgovor bolesnika na lijecenje (3).
Stoga, farmakogenetika u kontekstu personalizirane medicine pokusava dati odgovor na
temeljna pitanja ,,koga lijeciti kojim lijekom™ i ,,kako primijeniti to lijeCenje* Sto bi rezultiralo
pragmati¢nim odabirom lije¢enja i idealnoj prilagodbi zdravstvene skrbi o pojedincu (6). Jedan
od najboljih prakticnih primjera koriStenja farmakogenetike za postizanje maksimalne
ucinkovitosti 1 minimalne toksi¢nosti lijeka je farmakoterapija oralnim antikoagulansom
varfarinom (4). Uska terapijska Sirina, opasnost od smrtonosnih nuspojava, Sirok spektar
interakcija, ali 1 neophodnost primjene u klini¢koj praksi ¢ine ovaj lijek idealnim kandidatom

farmakogenetickih ispitivanja (2,6).

1.2 Varfarin i oralna antikoagulantna terapija

Medicinskoj primjeni kumarinskih antikoagulansa (varfarin 1 srodni spojevi) prethodilo
je otkri¢e uzroka neuobicajenog pomora stoke dvadesetih godina proslog stoljeca na sjeveru
Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (Sjeverna Dakota) i u Kanadi (Alberta) (7,8). Nakon benignih
zahvata poput skidanja rogova ili kastracije, goveda bi iskrvarila te uginula (7). Kasnije se
dokazalo da je uzrok fatalnog krvarenja pljesnivo sijeno koristeno u ishrani zivotinja. Karl Link
1 suradnici sa SveuciliSta Wisconsin 1933. godine uspjeli su izolirati spoj iz Zutog kokotca
(Melilotus officinalis) koji je izazvao krvarenje (7,8). Bio je to antikoagulans
bishidroksikumarin, nastao gljiviénim metabolizmom kumarina preko intermedijera 4-
hidroksikumarina (kumarin je naden u mnogim biljkama, ali sam po sebi nema antikoagulntno
djelovanje). Sintetski oblik bishidroksikumarina trgovackog naziva Dikumarol 1941. godine
usao je u klinicku primjenu kao antikoagulans (7). Daljnja istraZzivanja 1940—tih godina dovela
su do sinteze mnogih spojeva slicnih Dikumarolu te je 1948. godine sintetiziran mnogo snazniji

kumarinski spoj pod imenom 'broj 42'.

CHy— €0 — CHy
04 OH ONa |
m - fm m y @
0 00 0 0 0
dikumarol varfarin natrij

Slika 1. Kemijska struktura antikoagulansa antagonista vitamina K (8).



Spoj '42' nazvan je varfarin prema pocetnim slovima imena organizacije koja je
financirala rad profesora Linka (Wisconsin Alumni Research Foundation) uz nastavak 'arin' od
kumarin (7,8). Varfarin se prvotno koristio kao otrov za Stakore te postao vodec¢i rodenticid
revolucionizirajuci kontrolu ovih Stetoc¢ina (7). Nakon otkri¢a da je vitamin K djelotvoran u
lijeCenju krvarenja izazvanog pokusSajima samoubojstva varfarinom, razmislja se o terapijskoj
primjeni ovog spoja (9). Tijekom 1950-ih godina varfarin se pod imenom Coumadin uvodi u
humanu medicinu kao antikoagulantni lijek u lijeCenju i prevenciji raznih tromboembolijskih
stanja. Od tada pa do danas, varfarin jest jedan od najpropisivanijih receptnih lijekova i najcesce
koriSten oralni antikoagulans u svijetu (8,9). S preko 30 milijuna lije¢nickih recepata 2004.
godine (SAD) i viSe od 2 milijuna novih bolesnika godiSnje kojima se propisuje, varfarin
zauzima jako velik dio trziSta lijekova (10). 2016. godine nalazio na 41. mjestu

najpropisivanijih lijekova u SAD-u s viSe od 18 milijuna recepata (11).
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Slika 2. Broj propisanih recepata za varfarin po godini (SAD) (11).

U Republici Hrvatskoj jedini oblik varfarina koji ima odobrenje za stavljanje gotovog
lijeka u promet jest varfarin natrij pod trgovackim nazivom Martefarin. Odobrene su dvije
jacine lijeka, 3mg i 5 mg u obliku tableta za peroralnu primjenu. Indiciran je za lijeenje i
prevenciju duboke venske tromboze i pluéne embolije, zatim u sekundarnoj prevenciji infarkta
miokarda i prevenciji tromboembolijskih komplikacija (moZdani udar ili sistemska embolija)
nakon preboljenog infarkta miokarda te u prevenciji tromboembolijskih komplikacija (moZdani
udar ili sistemska embolija) u bolesnika s atrijskim fibrilacijama, s boleS¢u sréanih zalistaka ili
s umjetnim sr¢anim zaliscima (12). Prema posljednjem [zvjes¢u o potrosnji lijekova u Republici

Hrvatskoj (za 2018. godinu) Hrvatske agencije za lijekove i medicinske proizvode (HALMED)



doze na 1000 stanovnika na dan (DDD/1000/dan), a biljezi stalni rast potros$nje iz godine u
godinu (13).

1.3 Farmakokinetika varfarina

Komercijalni varfarin racemicna je smjesa (omjer 1:1) dvaju enantiomera (S)-varfarina
i (R)-varfarina. (S)-varfarin je 2-5 puta potentniji od (R)-varfarina s obzirom na antikoagulantni
uc¢inak (8,10,12). Nakon oralne primjene, varfarin se apsorbira brzo 1 potpuno uz
bioraspolozivost ve¢u od 90%. Varfarin se zna€ajno veze za cirkulirajuce proteine. Oko 99%
racemicnog varfarina vezano je za albumine krvne plazme §to vjerojatno doprinosi njegovu
malom volumenu distribucije (0,14 L/kg) 1 dugom poluvremenu eliminacije (izmedu 37 1 89
sati za R te izmedu 21 143 sata za S izomer) (8,12). Varfarin se gotovo potpuno eliminira u
obliku inaktivnih metabolita, a zamijecene su izrazite razlike u metabolickom profilu dvaju
enantiomera (8,10). Dvije metabolicke reakcije znacajne su za metabolizam varfarina u ljudi,
redukcija keto-funkcijske skupine 1 hidroksilacija aromatskog prstena. Aktivniji (S) enantiomer
podlozniji je C7 aromatskoj hidroksilaciji, a (R) enantiomer redukciji keto-skupine (14).
Redukcija keto-skupine (R)-varfarina katalizirana je karbonil reduktazama, a kao produkt
preferirano nastaje alkohol (R,S)-dihidrovarfarin, glavni metabolit varfarina u plazmi (14). U
ovom primjeru zastupljena je metabolicka stereoselektivnost prema supstratu i prema produktu
(uz postojec¢i asimetricni C9 atom stvara se novi kiralni centar). Pri vi§Sim koncentracijama
supstrata takoder dolazi i do redukcije (S) enantiomera kao S$to je prikazano na slici 3. Iako je
redukcija keto-skupine preferirana metabolicka reakcija (R)-varfarina u ljudi, dijelom se
metabolizira i putem CYP enzima (pretezito CYP1A2 1 CYP3A4 izoformi) reakcijama
hidroksilacije. (S)-varfarin gotovo se potpuno metabolizira putem izoenzima CYP2C9, a kao
produkt nastaje (S)-7-hidroksivarfarin (14). Smatra se da aktivnost izoenzima CYP2C9 regulira
djelovanje varfarina in vivo, a znacajan polimorfizam gena koji ga kodira uzrokuje vazne
interindividualne razlike u sposobnosti metaboliziranja varfarina. (12) Ostali CYP enzimi
malim su dijelom ukljueni u metabolizam (S)-varfarina. U ovom sluc¢aju rije¢ je o
stereoselektivnosti metabolicke reakcije prema supstratu. (14) Ispitivanja radioaktivno
oznacenog varfarina pokazala su da je do 90% oralne doze nadeno u mokraci, uglavnom u
obliku metabolita (12). Ograniceni podaci za Martefarin ukazuju na to da farmakokinetika
varfarina ne ovisi o dobi i dozi lijeka, da renalni klirens ne utjece na antikoagulanti ucinak,

stoga u bolesnika sa oSte¢enom funkcijom bubrega ne treba prilagoditi poc¢etnu dozu, za razliku



od bolesnika s oSte¢enom funkcijom

jetre kada je mogu¢ pojacan ucinak varfarina zbog

inhibicije sinteze ¢imbenika zgrusavanja ili smanjenog metabolizma lijeka (12).
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0 0
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y CYPIAI
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: £ cyr2c19
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4 CYP2CI8 CYPICIE
CYP2G19 o
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Slika 3. Stereoselektivnost metabolizma varfarina (14).

1.4 Farmakodinamika varfarina

Varfarin je sintetski kumarinski antikoagulans, antagonist vitamina K (ATK oznaka
BO1AAO03). Varfarin natrij je lako topljiva sol i razlikuje se od drugih pripravaka u toj skupini
po tome S§to se moZe davati oralno i parenteralno (12). Mehanizam djelovanja ukljucuje
kompetitivnu inhibiciju vitamin K epoksid reduktaze kompleksa 1 (VKORCI), enzima koji
konvertira vitamin K 2,3-epoksid (KO) u reduciriani vitamin K (KH2). Vitamin KH2

7



neophodan je koenzim u reakciji y-karboksilacije nekolicine glutamatnih ostataka protrombina,
prokonvertina, Christmasovog i Stuartovog ¢imbenika zgrusavanja krvi (faktori II, VII, IX i X)
(10). Ova posttranslacijska modifikacija klju¢na je za stvaranje funkcionalnih ¢imbenika
zgrusavanja koji onda mogu kelirati kalcijeve ione na povrSini aktiviranih trombocita
sudjelujuci u procesu sekundarne hemostaze (8). Antikoagulantni u¢inak varfarina moze se
primijetiti tek nakon eliminacije postoje¢ih funkcionalnih ¢imbenika zgrusavanja. Uc¢inak je
vidljiv 8-12 sati nakon primjene, a djelotvorna prevencija tromboze uglavnom se postize nakon
pet dana lijeCenja. Jednako tako, terapijski uc¢inak opada tijekom 4 do 5 dana nakon zavrSetka
lijjeCenja varfarinom (12). Genski polimorfizmi VKORCI gena uzrok su znacajnih
varfarin (10). Endogeni antikoagulansi, protein C 1 njegov kofaktor protein S, takoder su ovisni
o vitaminu K zbog Cega postoji odredena opasnost od paradoksalnog prokoagulantnog ucinka
varfarina u prvim danima terapije (8). Pretjerani antikoagulantni uc¢inak varfarina i posljedi¢na
krvarenja mogu se zaustaviti prekidom lijecenja i primjenom oralnog ili intravenskog vitamina
K (fitonadion) ili primjenom svjeze smrznute plazme, koncentrata protrombinskog kompleksa
ili rekombinantnog faktora VIla koji djeluju znacajno brze (8). Varfarin se koristi u prevenciji

1 lijeCenju tromboembolije razli¢itih uzroka te u sekundarnoj prevenciji sr¢anog udara (10,12).

CYP1A1 CYP2C9

CYP3A4 /

6-OH-warfarin 7-OH-warfarin

8-OH-warfarin
10-OH-warfarin

NAD* NADH

1
Y  iwiorei | ]
Reduced ‘Oxidized
vitamin K vitamin K
[ GGCX +
Calumenin l
Hypofunctional factors Functional factors
I, VI IX, X 11, VI, IX, X
Proteins C, S, Z Proteins C, S, Z

Slika 4. Farmakokinetski i farmakodinamski put varfarina. NAD" oksidirani oblik nikotinamida
adenin dinukleotida, NADH reducirani oblik nikotinamida adenin dinukleotida, GGCX v-
glutamil karboksilaza (10).



1.5 Farmakogenetika varfarina

Odgovor na terapiju varfarinom vrlo je varijabilan medu pojedincima. Za to su
odgovorni brojni genski i negenski ¢imbenici, dovodeci i do 20-ostrukih razlika u stabilnoj dozi
varfarina (10). Postoje brojni dokazi da genski ¢imbenici objasnjavaju oko 40% varijabilnosti
u doziranju varfarina (15). U kolovozu 2007. godine americka Agencija za hranu i lijekove
(FDA) dodaje uputi o lijeku 1 preporuku o doziranju varfarina na temelju genotipova CYP2C9
1 VKORC]I. Bila je to prva preporuka FDA o genotipizaciji pri zapocCinjanju terapije nekim
lijekom (10,17). Tako je rije¢ samo o preporuci, ne 1 o rutinskom zahtjevu, predstavlja vazan
korak u personaliziranoj medicini. Nekoliko je razloga koji ¢ine varfarin privlacnom temom
farmakogenetike 1 personalizirane medicine. Osim S$to predstavlja najeSc¢e propisivani i
koristeni oralni antikoagulans na svijetu, Cesto se rabi kao dozivotna terapija u sprjecCavanju
sustavne embolije u bolesnika s atrijskom fibrilacijom i bole$¢u sr¢anih zalistaka. Klinicki
tretman je zahtjevan zbog uskog terapijskog raspona, opasnosti od fatalnih nuspojava
(prvenstveno krvarenje) i brojnih interakcija s hranom 1 drugim lijekovima (10). Rezultati
genomskih studija udruzenosti (GWAS, engl. genome-wide association study) otkrivaju
znacajnu povezanost polimorfizma gena CYP2C9 1 VKORCI sa stabilnom dozom varfarina
(16,17). Dva uobicajena jednonukleotidna polimorfizma CYP2C9 povezana su sa smanjenim
metabolizmom varfarina, a VKORC1 sa osjetljivos¢u i rezistencijom na varfarin. Identifikacija
ovih definiranih alelskih mutacija metodama molekularne dijagnostike sa ciljem uspostave
algoritma doziranja varfarina predstavlja jednu od najuspjesnijih primjena farmakogenetike do

sada (17).

1.5.1 Polimorfizmi gena CYP2C9

CYP2C9 izoenzim pretezito je eksprimiran u jetri, gdje ¢ini oko 20% jetrenog sadrzaja
CYP. Metabolizira viSe od 20% svih lijekova, a medu znacajnijim su varfarin, fenitoin,
nesteroidni protuupalni lijekovi, oralni antidijabetici (tolbutamid, glipizid), neki antibiotici te
blokatori angiotenzinskih receptora (10). Pronadeno je vise od 60 razli¢itih alela $to ga kodiraju
¢ine¢i CYP2C9 izrazito polimorfnim genom (18). Aleli CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 kodiraju
proteine promijenjenog aminokiselinskog slijeda dovode¢i do znac¢ajnog smanjenja kataliticke
aktivnosti molekule CYP2C9 in vitro 1 in vivo (19,20). Ovi aleli prisutni su u 85% sporih

metabolizatora znacajno doprinose¢i varijabilnom odgovoru na varfarin u populaciji (2).
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CYP2C9*1 najzastupljeniji je alel u populaciji i smatra se izvornim (divljim) tipom. Zamjenom
dusikove baze citozina timinom (tranzicija C>T) na poziciji 430 u egzonu 3 nastaje varijantni
alel CYP2C9*2 (rs1799853) sto dovodi do zamjene arginina cisteinom na aminokiselinskom
ostatku broj 144 (R144C) CYP2C9 enzima (15,19). Ova promjena smanjuje enzimatsku
aktivnost CYP2C9 i intrinzi¢ni klirens varfarina u odnosu na izvorni genotip. Kao rezultat,
potrebna doza varfarina za CYP2C9*2 heterozigote izosi 78%, a za homozigote 57% standardne
doze varfarina odredene za CYP2C9*1/*] genotip (15). Zamjenom dusSikove baze adenina
citozinom (transverzija A>C) na poziciji 1075 u egzonu 7 nastaje varijantni alel CYP2C9*3
(rs1057910) $to ujedno rezultira i zamjenom izoleucina leucinom na aminokiselinskom ostatku
broj 359 (I359L) CYP2C9 enzima (15,19). Ovom promjenom smanjuje se afinitet CYP2C9
enzima za mnoge supstrate, a enzimska aktivnost opada za 95%. Posljedi¢no, potrebna doza
varfarina za CYP2C9*3 heterozigote izosi 66%, a za homozigote samo 24% standardne doze
varfarina odredene za CYP2C9*I/*] genotip (15). Za genotip s oba varijantna alela
CYP2C9*2/*3 potrebna doza iznosi 47% standardne doze varfarina (15). Navedenim
polimorfizmima objaSnjava se 12% varijacije doze varfarina medu pojedincima (17).
Homozigoti *I1/*] odgovaraju fenotipu brzog metabolizatora, heterozigoti *1/*2 1 *1/*3
fenotipu srednjeg metabolizatora, dok homozigoti varijantnih alela *2/*2 1 *3/*3 te njihova
kombinacija *2/*3 odgovaraju fenotipu sporog metabolizatora (21). Oba varijantna alela
CYP2C9%*2 1 CYP2C9*3 razli¢ito su zastupljena u glavnim rasnim skupinama. Priblizno 1%
populacije bijelaca je homozigotno za CYP2C9*2 alel, a do 22% heterozigotno. Ucestalost
CYP2C9*3 homozigota medu bijelcima iznosi 0,4%, a heterozigota do 15% (3,22). Ucestalost
varijantnih alela CYP2C9 u hrvatskoj populaciji u skladu je s navedenom distribucijom u bijeloj
rasi. Frekvencije alela CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 bile su 14,5%, odnosno 7,6% (23). Ovi
polimorfizmi rjede su zastupljeni u Afroamerikanaca (svega 1-2%) 1 u isto€noazijskoj
populaciji gdje alel CYP2C9*2 uopce nije pronaden, a CYP2C9*3 je zastupljen u oko 2 %
populacije (24,25). Polimorfizam CYP2C9*8 povezan je s potrebnom nizom dozom varfarina
u Afroamerikanaca i zapravo je najucestaliji alel te populacije (9,28).

Tablica 2. CYP2C9 alelne varijante i fenotip metabolizma (21).

Genotip Metabolizam Nomenklatura
*1/*1 brzi Divlji, izvorni tip
*1/%2 srednji Heterozigot

*1/*3 srednji Heterozigot

*2/*3 spori SloZeni heterozigot
*2/%2 spori Homozigot

*3/%3 spori Homozigot
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1.5.2 Polimorfizmi gena VKORC]

Ciljno mjesto djelovanja varfarina je podjedinica 1 vitamin K ovisne epoksid reduktaze
koju kodira istoimeni VKORC1 gen (10). Polimorfizmi unutar VKORC1 objaSnjavaju oko 30%
interindividualnih varijacija u potrebnoj dozi varfarina (17). NajviSe proucavani polimorfizmi
-1639G>A (rs9923231) i 1173C>T (rs9934438) u velikoj su veznoj neravnotezi - gotovo se
isklju¢ivo uvijek javljaju zajedno (engl. linkage disequilibrium) 1 predisponiraju osjetljivost na
varfarin kao 1 niZe potrebne doze lijeka (10,15). Polimorfizam -1639 G>A ili G3673 A (poznat
1 kao VKORC1*2) rezultat je zamjene duSikove baze gvanina adeninom (tranzicija G>A) u
promotorskoj regiji VKORCI §to dovodi do smanjene jetrene ekspresije ovog gena 1 koli¢ine
VKORCI poteina (26). Istrazivanja su pokazala da se, u odnosu na heterozigote -1639 G/A,
doza varfarina povecava 35% za -1639 G/G homozigote (izvorni, divlji tip) 1 smanjuje 32% za
-1639 A/A homozigote (15). Ova; SNP smatra se najvaznijim prediktorom pocetne doze
varfarina rezultiraju¢i visokom (genotip -1639 A/A), srednjom (genotip -1639 G/A) ili niskom
osjetljivosc¢u (genotip -1639 G/G) na varfarin (15). Polimorfizam 1173C>T ili C6484T rezultat
je zamjene duSikove baze citozina timinom (tranzicija C>T) u prvom intronu VKORCI gena
(26). Iako bioloska vaznost ovog polimorfizma koji lezi unutar introna 1 1 ne utjeCe na obradu
mRNA nije u potpunosti poznata, uoceno je da pojedinci s ovim polimorfizmom trebaju nize
doze varfarina (25). Bio je to prvi SNP VKORC1 gena kod kojeg je primije¢ena povezanost s
dozom varfarina (26). Velika vezna neravnoteza s -1639G>A polimorfizmom omogucava da
se 1 ovaj polimorfizam koristi u procjeni statusa osjetljivosti na varfarin (Tablica 3.) (15).
Navedeni varijantni aleli zapravo su vecinski (oko 90%) u isto¢noazijskoj populaciji i €ini se
da upravo to objaSnjava potrebu za znatno manjim dozama varfarina za pojedince azijskog
podrijetla u odnosu na bijelce (24,25). Ove varijante takoder su Ceste i u bijelaca, s ucestalos¢u

oko 40%, a najrijede u Afroamerikanaca (oko 14%) (10,21,26).

Tablica 3. VKORC] varijante i osjetljivost na varfarin. Haplotip A-niZa doza varfarina,

varijantni alel; haplotip B-viSa doza varfarina, izvorni alel (prema Riederu) (27).

Genotip Potrebna doza varfarina Nomenklatura Osjetljivost na varfarin
BB visa Izvorni, divlji tip Niska

AB srednja Heterozigot Srednja

AA niza Homozigot Visoka

11



Otpornost na varfarin vrlo je rijetka pojava u ljudi, a povezuje se s nekoliko missense
mutacijau VKORCI genu (10). Ove mutacije ¢ine VKORC]1 enzim manje podloznim inhibiciji
varfarinom, Sto zahtijeva doze vece 1 od 80 mg po tjednu kako bi se odrzala prikladna
antikoagulacija (15). Dodatna istrazivanja su potrebna za bolje i potpunije razumijevanje
mehanizama kojim ove mutacije posreduju rezistenciju na varfarin i potrebu za neuobitajeno
visokim dozama lijeka (10,15). Vazno je napomenuti da je utjecaj genskih polimorfizama
CYP2C91 VKORCI na dozu odrzavanja varfarina neovisan i aditivan, ali ne i sinergijski. Dakle,
prisutnost varijantnih alela oba gena ima veci utjecaj na dozu nego pojedinacno, ali ne postoji

strogi aritmeticki odnos (15).

1.5.3 Polimorfizmi ostalih gena s mogu¢im utjecajem na terapiju varfarinom

Buduéi da su polimorfizmi gena CYP2C9 1 VKORCI odgovorni za 30-50%
varijabilnosti u doziranju, vazno je proSiriti znanje o ulozi ostalih genskih i1 negenskih
¢imbenika $to utjeCu na farmakodinamiku i farmakokinetiku varfarina (15). Rezultati genomske
studije udruZenosti za Ceste genske varijante s ve¢im utjecajem na dozu odrzavanja varfarina,
Sto su je Cooper 1 suradnici proveli na otprilike 550 000 polimorfizama, pokazuju da je
najznacajniji neovisan uc¢inak udruZen s polimorfizmima VKORCI (p=6,2x10"3), dok su
polimorfizmi CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 udruzeni s dozom varfarina na razini umjerene
znacajnosti (p=10*) (16). Prvu genomsku studiju udruZenosti dovoljne snage za otkrivanje
genskih varijanti sa skromnijim utjecajem na terapijsku dozu varfarina proveli su Takeuchi i
suradnici. Univarijatnom analizom gotovo 326 000 SNP-ova 1053 Svedskih pacijenata
identificirali su iznimno jaku povezanost VKORCI (p=107%) i CYP2C9 (p=103")
polimorfizama s dozom varfarina, dok su primjenom multivarijatne regresije otkrili i genomsku
znacajnost na razini p=8,3 x 10"'° za CYP4F2 (rs2108622) (17). Ovaj polimorfizam, odgovoran
za otprilike 1-2% razlike u dozi, rezultira sniZenom koncentracijom enzima CYP4F2 u jetri 1
smanjenim metabolizmom vitamina K, stoga nositelji varijantnog alela imaju potrebu za ve¢om
dozom varfarina. Autori zakljuCuju kako je malo vjerojatno da ¢e se Cesti SNP-ovi s vecim
utjecajem na dozu varfarina na¢i izvan gena CYP2C9 i VKORCI (10,17). Izgleda da je vaZnost
genskih polimorfizama drugih gena Sto kodiraju ostale proteine ukljucene u ciklus vitamina K
1 u¢inak varfarina, zanemariva (10). Postoje naznake da polimorfizmi gena za y-glutamil
karboksilazu, apolipoprotein E 1 P-glikoprotein (uklju¢eni u transport vitamina K),

mikrosomalnu epoksid hidrolazu (stvara kompleks s VKORCI), protein C (endogeni

12



antikoagulans) te neke faktore zgrusavanja (faktor II, faktor VII) mogu utjecati na aspekte
doziranja varfarina. Njihov stvaran doprinos i klini¢ku znacajnost rasvijetlit ¢e buduca

istrazivanja (15).

1.6 Nacin primjene i doziranje varfarina

Varfarin se naj¢es€e primjenjuje kao oralna antikoagulantna terapija uz obvezno
pracenje terapijskog ucinka odredivanjem protrombinskog vremena (PV) izrazenog kao
medunarodni normalizirani omjer INR (engl. International Normalized Ratio) (8,12). INR
predstavlja omjer protrombinskog vremena pacijenta i referentne populacije, ispravljen za
osjetljivost upotrijebljenog tromboplastinskog reagensa i1 uredaja u odnosu na referentni
preparat tromboplastina Svjetske zdravstvene organizacije Sto omogucava standardizaciju
rezultata (8,15). lako se plazmatske vrijednosti varfarina i 7-hidroksivarfarina rutinski ne
odreduju, mogu biti od koristi pri diferenciranju varfarinske rezistencije od manjka suradljivosti
pacijenta. U tu svrhu, razvijene su jednostavne, osjetljive 1 pouzdane metode odredivanja
koncentracije varfarina i metabolita u krvi teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(29). Ciljni raspon INR-a od 2,5 do 3,5 preporucuje se u profilaksi tromboembolijskih
komplikacija za bolesnike s umjetnim sr¢anim zaliscima, a za ostale indikacije od 2,0 do 3,0
(8,12). LijecCenje treba zapoceti standardnom dozom od 5 do 10 mg/dan, a ne udarnim dozama
kako se prije prakticiralo (8). Bolesnici normalne tjelesne tezine i spontanog INR-a ispod 1,2
zapocinju terapiju s 10 mg varfarina (abulantno lijeceni 1 oni s nedostatkom proteina C i S
zapocinju s 5 mg) tijekom tri uzastopna dana. Doziranje se nastavlja kako je navedeno u tablici
4. na temelju mjerenja INR-a Cetvrtog dana. Za starije bolesnike, bolesnike manjeg rasta, one
koji imaju spontani INR iznad 1,2 ili za one koji imaju bolest ili primaju lijek $to utjecu na
terapiju varfarinom, preporucuje se pocetna doza od 5 mg varfarina tijekom dva uzastopna
dana, a doziranje se nastavlja kako je navedeno u tablici 4. na temelju mjerenja INR-a treceg
dana (12). INR vrijednosti odreduju se svaki dan sve dok se ne postigne stabilna ciljna razina,
za $to je obi¢no potrebno 5 do 6 dana od pocetka lije¢enja. Razmaci izmedu mjerenja INR-a
svaki se tjedan produljuju sve do Zeljenog razmaka od 4 tjedna izmedu dva mjerenja (12).
Ukoliko bolesnik ima jetrenu bolest ili poremecenu apsorpciju vitamina K te velika kolebanja
INR vrijednosti potrebno je ¢eS¢e pracenje unutar 4 tjedna. Jednako tako, ukoliko se novi lijek
dodaje u terapiju ili se prekida stari potrebno je ucestalije mjerenje INR vrijednosti (12). U

sluCaju da je potreban brzi antitrombotski u€inak, lijecenje se mora najprije zapoceti heparinom,
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zatim se nastavlja zajedno s varfarinom tijekom najmanje 5 do 7 dana dok INR vrijednosti ne
budu unutar ciljnog raspona tijekom najmanje dva dana (12).

Tablica 4. Raspon terapijskih doza Martefarina definiran INR vrijednostima (za odrasle) (12).

Dan INR Doza varfarina, mg/dan
1. - 10 (5%)
2 = 10 (5%)
3. =20 10 (5%)
2,0do24 5
2,5d02.9 3
3,0do3.4 2,5
3,5do4,0 1.5
>4.0 izostaviti jedan dan
4.6 <14 10
1,4do 1,9 7.5
2.0do2.4 5
2,5d02.9 45
3.0do3.9 3
40do45 1zostaviti jedan dan, potom 1.5
=45 1zostaviti dva dana, potom 1,5
7.- Tjedna doza varfarina
1.1do 14 povecat: za 20%
1,5do19 povecati za 10%
20do3.0 odrZavati dozu
3.1do 45 smanjiti za 10%
=45 1zostaviti sve dok TNR <4 5,
nastaviti dozom smanjenom za 20%

Ovakav pristup fiksnom dozom varfarina zanemaruje utjecaj genske varijabilnosti na
sposobnost pojedinca da reagira na poc¢etnu dozu i promjene doziranja lijeka (9). Za nositelje
varijantnih alela CYP2C9 ili VKORC1 zabiljezen je znatno brzi odgovor na terapiju varfarinom
te povecan rizik od nuspojava (prekomjerna antikoagulacija i krvarenje) u odnosu na izvorni
genotip (30). INR vrijednosti iznad 3,0 dva puta su vjerojatnije medu nositeljima CYP2C9*2
ili CYP2C9*3 varijantnih alela pogotovo u prvim tjednima terapije, a prvo se krvarenje pojavilo
ranije 1 s ve¢om ucestaloS¢u nego u pacijenata izvornog genotipa (31,32,33). Bolesnici s
haplotipom VKORCI*2 ¢eS¢e su dolazili na kontrole, imali viSi koeficijent varijacije (CV)
protrombinskog vremena te vec¢i postotak INR vrijednosti izvan terapijskog raspona u odnosu
na pacijente izvornog genotipa (34). Zbog jasno utemeljene povezanosti s farmakoterapijom
varfarina, pokusSalo se rezultate genotipizacije CYP2C9 1 VKORC] ukljuciti u procjenu pocetne
1 stabilne doze varfarina. Predlozeni su brojni algoritmi doziranja varfarina zasnovani na
farmakogenetici, a jedan od prvih je onaj Sconce i suradnika iz 2005. godine koji je objasnio
54% varijabilnosti doze odraZavanja varfarina u izvedenoj skupini (35):
vDnevna doza = 0,628 - 0.0135 x dob(godine) - 0,240 x (CYP2C9*2) - 0.370 x (CYP2C9*3)

- 0,241 x (VKORC1I) + 0,0162 x visina(cm)
Uvrstava se 0, 1 ili 2 za broj alela CYP2C9*2 1 *3 te 1 za GG, 2 za GA 13 za AA VKORCI.

Nakon §to je 2007. godine FDA dodala uputi o lijeku preporuku o doziranju varfarina na temelju
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genskog profila, 2011. godine donosi i specificne upute kako koristiti poznati genotip u

individualizaciji terapije prilagodavajuci dozu odrzavanja (Tablica 5.) (36).

Tablica 5. Ocekivane doze odrzavanja za Coumadin na temelju poznatog genotipa (36).

VKORCI CYP2C9
#1/¥] *1/%) 143 /%) #)/43 #3/43

GG 5.7 mg 5-7mg 3-4mg 3-4mg 34mg | 052mg

AG 5.7 mg 3.4 mg 3-4mg 3-4mg 052mg | 052mg

AA 3-4 mg 34mg | 052mg | 052mg | 052mg | 052mg

2008. godine Gage 1 suradnici razvili

su 1 validirali farmakogeneticki algoritam u skupini od

1015 sudionika koji je objasnio 53-54% varijabilnosti doze, a klinicka jednadzba samo 17 do

22% (37). Autori su razvili neprofitnu internetsku stranicu WarfarinDosing.org kako bi olaksali

primjenu farmakogenetickih 1 klini¢kih algoritama na pocetku 1 tijekom terapije varfarinom

(38). Algoritam Medunarodnog konzorcija za farmakogenetiku varfarina (IWPC, od engl.

International Warfarin Pharmacogene

tics Consortium) dostupan je na istoj mreznoj stranici. U

istrazivanju $to ga je 2009. godine proveo IWPC upotrijebljeni su podaci 4 043 pacijenta za

izradu algoritama doziranja varfarina.

Farmakogeneticki algoritam pokazao se znatno boljim

od metode fiksne doze 1 algoritma Sto uzima u obzir samo klinicke parametre bolesnika (39).

Initial Information

Is this patient new to WarfarinDosing.org?
@ New patient OExisting patient

Click here to go to Clinical Trial Home.

Warfarin doses taken so far*:

*Required

Required Patient Information

A—gd-_: I:I Sex: @ Ethnicity: [-select- ~|

Race: @-Salect- ~|

Weight: |—|Ibs or ’—__I-cgs

Height: (| | feer and | |inches) or { I:crns}

Smokes: @ Liver Discase: @

Indication: |-Select- ~

Baseline INR: | [ | Target TNR: | | [ randomize & Blind
Amiodarone /Cordarone® Doses: |7mgfdav

Statin/HMG CoA Reductase Inhibitor: |-Select- |

=Select-

Sul cazole/Septra/Bactrim/Cotrim/Sulfatrim: | -Select- ~
VKORC1-1639/3673: | Mot awvailable/pending ~]
CYP4F2 V423M: | Mot availab[e-,l’pending v
GGCX r=s116763282; | Mot available/pending w |
CYP2C9*2: | Mot available/pending ~
CYP2C9*3: | Not available/pending ~]
CYP2Ca*s5; | Mot available/pending ~
CYP2C9*G: | Mot available/pending |
[ accept Torms of use
> ESTIMATE WARFARIN DOSE

Slika S. Prikaz parametara za algoritam doziranja WarfarinDosing.org (38).
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Konzorcij za klinicku primjenu farmakogenetike (CPIC, od engl. Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium) daje snaznu preporuku za koriStenje ovih algoritama (Gage et al.
i IWPC algoritama) kad god je informacija o genotipu pacijenta dostupna. Medutim, ovi
algoritmi izvedeni su koriste¢i podatke rasno jednolike supine pacijenata - ve¢inom europski
bijelci te se ne mogu primijeniti u ostalim popoulacijama s jednakom uc¢inkovitos¢u (9). Kako
bi prevladali navedena ograni¢enja, 2017. godine Arwood i suradnici predlazu novi nomogram
doziranja varfarina prihvatljiv za etnic¢ki raznoliku skupinu pacijenata koji bi potencijalno
mogao omoguciti u¢inkovito postizanje terapeutskog INR-a unutar jednog tjedna (9,30). Iste
godine CPIC izdaje nove smjernice koje ukljuc¢uju korekciju doze dobivene farmakogenetickim

algoritmima obzirom na rasnu pripadnost, stavljaju¢i poseban naglasak na pacijente africkog

podrijetla (40). | VKORC1 and CYP2C9°2 and 3 genotype available? |

e ()

1 |
o
"”“‘A"'“Ia"“sw | | cvPaces, *6,'8, and *11 also tested?

Self-identified ancestry Dose clinically* I

!

1) VKORC1-1639G=>A and CYP2C9°2 and *3**: Calculate dose based on
validated published pharmacogenetic algorithms.

VKORC1-1639G>A and CYP2C9"2 and "3%%

Calculate dose based on validated published
pharmacogenetic algorithms

STRONG

2) Carriers of CYP2C39"5, "6, “8 or *11 variant alleles (e.g.,*1/°8, *1/°11, "8/*11):
Decrease calculated dose by 15-30%°,

MODERATE

Carriers of CYP4F2 rs2108622 T allele:
Increase dose by 5-10%

For loading dose, a pharmacogenetics-based warfarin initiation dose algorithm!
could be considered.

-
£ Forloading dose, a pharmacogenetics-based
E warfarin initiation dose algorithm' could be
idered.
o LEmEER [Arican American"?| == 1512777623 tested?
g | E *
= Carriers of CYP2C95, "6,"8 or *11 variant E 1812777823 A carrlers:
E alleles (e.g., *1/°8, *1/°11, "8/"11): Decrease @ M8 Gecrease doss by 10-25%
5 calculated dose by 15-30%¢ 5 bnoediisad oibin i
=
-t
<
=
o]
=
o
o

OPTIONAL

Slika 6. Smjernice Konzorcija za klini¢ku primjenu farmakogenetike 2017. godine (40).

1.7 Nuspojave i interakcije varfarina

Najvaznija Stetna 1 neZeljena reakcija na varfarin je krvarenje kao posljedica
prekomjernog antikoagulantnog ucinka lijeka (8). Pojavljuje se u 1 do 10% pacijenata s
ukupnom stopom od 8% godiSnje (12). Krvarenja mogu biti blaga poput krvarenja desni,

potkoznih krvarenja, epistakse, hemoptize ili hematurije, no teska i fatalna krvarenja takoder se
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mogu pojaviti (intrakranijalno krvarenje). Povecanjem INR vrijednosti iznad ciljnog raspona
znatno raste vjerojatnost krvarenja, dok pojava krvarenja pri stabilnim INR vrijednostima
uglavnom ukazuje na drugi poremecaj u podlozi (12). Kumarinska nekroza koze rijetka je
komplikacija (manje od 0,1% slucajeva) lijeCenja varfarinom. Javlja se rano u terapiji otprilike
3. do 10. dan lijecenja uslijed relativnog nedostatka endogenih antikoagulansa proteina C i S.
Karakterizira je pojava tamnih lezija na udovima i straznjici koje kasnije postaju nekroticne,
cesce se javlja u Zzena (90%) nego muskaraca (12). Jos rijeda komplikacija lijeCenja varfarinom
je sindrom ljubicastog stopala. Uglavnom pogada muske pacijente s ateroskleorzom krvnih Zila,
a javljaju se simetri¢ne ljubiCaste lezije prstiju 1 stopala uz goruc¢u bol (12). Ostale nuspojave
koje se pojavljuju vrlo rijetko (<0,01%) ukljucuju vaskulitis, klacifikaciju traheja, reverzibilnu
alopeciju, prijapizam, kolesterolsku emboliju, alergijske reakcije 1 poviSenje jetrenih enzima te
kolestatski hepatitis (12). Budu¢i da varfarin slobodno prelazi placentalnu barijeru, moze
uzrokovati fetalna krvarenja (8). Kontraindiciran je tijekom prvog tromjesecja trudnoce zbog
poznatog teratogenog djelovanja (fetalni varfarinski sindrom i1 malformacije srediSnjeg
ziv€anog sustava). Fetalni varfarinski sindrom karakterizira nazalna hipoplazija, okoStavanje
epifiznih regija, hipoplazija ekstremiteta, opticka atrofija, mikrocefalija, mentalna retardacija i
retardacija rasta kao 1 katarakta koja moze dovesti do potpune ili djelomi¢ne sljepoce. Varfarin
je povezan s povecanim rizikom krvarenja majke i fetusa te smrti fetusa osobito tijekom poroda
zbog Cega je kontraindiciran i tijekom zadnja Cetiri tjedna trudnoce. lako prema uputi
proizvodaca lijecenje trudnice Martefarinom moZze razmotriti specijalist klini¢ar, najbolje ga je
izbjegavati tijekom cijele trudnoce (12). Budud¢i da se varfarin ne izlu¢uje u maj¢ino mlijeko,
dojenje se moze nastaviti tijekom lije¢enja (12).

Varfain stupa u mnoge interakcije s hranom, dodacima prehrani i drugim ljekovima.
Opcenito, te se interakcije mogu podijeliti na farmakokinetske i farmakodinamske (8). Glavni
mehanizmi farmakokinetskih interakcija varfarina s drugim lijekovima ukljuuju otezanu
apsorpciju, indukciju i inhibiciju metabolickih enzima te kompeticiju za vezna mjesta na
proteinima plazme. Kolestiramin i kolestipol su veliki neapsorbirajuci polimeri koji primarno
vezu Zucne kiseline, ali dijelom vezu varfarin 1 nekolicinu drugih lijekova ometajuci njithovu
apsorpciju (12,41). Lijekovi koji induciraju CYP enzime (posebno CYP2C9, CYPIA2 i
CYP3A4 kojima se S i1 R varfarin metaboliziraju) mogu sniziti koncentraciju lijeka u plazmi te
smanjiti antikoagulantni uc¢inak (10). Najznacajniji induktori su barbiturati, rifampicin, fenitoin,
karbamazepin, nafcilin i glutetimid (8,41). PuSenje takoder moze povecati klirens varfarina
induciraju¢i CYP enzime pa u pusaca mogu biti potrebne vece doze lijeka (5,12). Inhibitori

navedenih izoenzima smanjuju klirens varfarina i pove¢avaju njegov antikoagulantni u¢inak za
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danu dozu (10). Posebno se istiCe intrakcija s fenilbutazonom i sulfinpirazonom koji
stereoselektivno inhibiraju metabolizam (S)-varfarina, no inhibiraju i agregaciju trombocita te
istiskuju varfarin s proteina plazme znacajno povecavajuéi rizik od krvarenja. Metronidazol,
flukonazol 1 kotrimoksazol takoder inhibiraju metabolizam (S)-varfarina dok amiodaron,
cimetidin i1 disulfiram inhibiraju metabolizam oba enantiomera (8). Varfarin se moze istisnuti
iz veznog mjesta proteina plazme ¢ime se povecava udio slobodne frakcije lijeka u plazmi.
Uslijed toga, metabolizam i eliminacija varfarina se poveéavaju §to smanjuje njegov ucinak
(12). Glavni mehanizmi farmakodinamskih interakcija varfarina s drugim lijekovima ukljucuju
sinergizam, kompetitivni antagonizam 1 utjecaj na ¢imbenike zgruSavanja krvi. Acetilsalicilna
kiselina 1 ostali nesteroidni protuupalni lijekovi pojaavaju ucinak varfarina i sklonost krvarenju
inhibirajuc¢i agregaciju trombocita (8). Ukoliko je bolesniku potrebno privremeno ublazavanje
boli tijekom primjene varfarina, lijekovi izbora su paracetamol (do 2g dnevno) ili opioidi (12).
Ostali antitrombotici, poput klopidogrela, tiklopidina, dipiridamola 1 cilostazola, 1
antikoagulansi takoder povecavaju rizik od krvarenja uz istodobnu terapiju varfarinom (12). Na
razini receptora, vitamin K smanjuje u€inak varfarina kompetitivnim antagonizmom, a dovodi
1 do povecane sinteze ¢imbenika zgruSavanja (8,41). Diuretici klortalidon 1 spironolakton mogu
smanjiti ucinak varfarina jer povecavaju koncentraciju Cimbenika zgruSavanja u krvi, a
cefalosporini 3. generacije pojacati (unistavaju crijevne bakterije §to proizvode vitamin K) (8).
Anabolni steroidi mogu pojacati u¢inak varfarina smanjujuci sintezu ¢imbenika zgruSavanja
(12). Zbog smanjene sinteze ili povecane razgradnje Cimbenika zgruSavanja, odredena stanja
(jetrena bolest, hipertireoza) pojacavaju farmakodinamske ucinke varfarina, a druga smanjuju
(hipotireoza) (8,12).

Posebna se pozornost pridaje biljnim lijekovima i dodacima prehrani koje bolesnik
mozda koristi. Ginkgo (Ginkgo biloba) 1 ¢eSnjak (Allium sativum) djeluju antitrombotski,
andelika (Angelica sinensis) sadrzi kumarine, a crvena kadulja (Salvia miltiorrhiza) smanjuje
eliminaciju varfarina (12). Ukoliko se primjenjuje istodobno s navedenim pripravcima, u¢inak
varfarina je pojacan. Ginseng (Panax spp.) 1 biljni pripravci gospine trave (Hypericum
perforatum) smanjuju ucinak varfarina. Gospina trava poznat je snazni induktor CYP enzima,
a istodobna primjena s varfarinom je kontraindicirana (12). Unos hrane koja sadrzava vitamin
K mora biti ustaljen, a drasti¢ne promjene prehrambenih navika moraju se izbjegavati tjekom

terapije varfarinom (12).
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1.8 Novi oralni antikoagulansi i buduc¢nost antikoagulantne terapije varfarinom

Novi oralni antikoagulansi (NOAC, od engl. Novel Oral Anticoagulants) skupni je naziv
za izravne inhibitore trombina (dabigatran) i faktora zgrusavanja Xa (rivaroksaban, apiksaban,
edoksaban) (42). Svi navedeni lijekovi imaju odobrenje za stavljanje gotovog lijeka u promet u
Republici Hrvatskoj (43). Velika klini¢ka ispitivanja pokazuju da su ovi lijekovi jednako
ucinkoviti ili u€inkovitiji od varfarina uz povoljniji omjer koristi 1 rizika (manje nezeljenih
krvarenja) (44). Za razliku od varfarina, ovi lijekovi ne zahtijevaju rutinsko laboratorijsko
pracenje ucinka, ne ulaze u brojne interakcije s hranom i lijekovima te imaju znatno brzi nastup
djelovanja (42). Iako bi se dalo zakljuciti da ¢e novi oralni antikoagulansi zamijeniti trapiju
varfarinom, odredeni ih nedostaci ne Cine uvjerljivo superiornijim (45). lako ne zahtijevaju
laboratorijsko pracenje ucinka, ono moZze biti od iznimne vaZnosti u slucajevima poput
predoziranja, procjene suradljivosti, hitnih operacija, interakcija lijekova 1 kod pacijenata s
jetrenim ili bubreznim osSte¢enjem (45). Odredivanje klasi¢nih parametara koagulacije PV,
INR, APTV 1TV nije primjenjivo u procjeni u¢inka NOAC, a specific¢na ispitivanja u tu svrhu
ne postoje. Zato se razvijaju novi laboratorijski testovi (ECT, dRVVT) i modificiraju stari
(razrijedeno trombinsko vrijeme, izmijenjen Anti Xa test) kako bi se pronaSla prikladna
zamjena (45). Nadalje, dabigatran je kontraindiciran u pacijenata koji imaju ugradene umjetne
srcane zaliske, a ostali se NOAC u toj indikaciji ne preporucuju Sto ih €ini neprimjenjivim u
ovoj populaciji pacijenata (43). Nedavno su odobreni idarucizumab (specifi¢ni antidot
dabigatrana) 1 andeksanet alfa (antidot inhibitora faktora Xa) eliminiraju¢i nepostojanje
antidota za NOAC sto se navodilo kao njihov glavni nedostatak (43). Visoka cijena i nadoplata
za NOAC predstavljaja temeljnu prepreku Siroj primjeni ovih lijekova u odredenim
socioekonomskim sredinama (bolesnici s nizim primanjima i oni bez privatnog osiguranja).
Zbog svega navedenog, varfarin i dalje ostaje glavno uporiSte oralne antikoagulantne terapije

za velik dio pacijenata, barem u predvidljivoj buduénosti (9).
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2 CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog rada je:

-prikazati teoretske pretpostavke i polimorfizme CYP2C9 i VKORCI gena u individualizaciji

lije¢enja varfarinom

-odrediti polimorfizam gena CYP2C9 i gena VKORC1 u zadanim uzorcima venske krvi

Hipoteza ovog rada je:

-ukljucivanje rezultata genotipizacije CYP2C9 1 VKORCI u procjenu potrebne doze varfarina

smanjuje rizik za razvoj nuspojava, skracuje vrijeme do postizanja stabilne terapijske doze

lijeka 1 rezultira boljom kontrolom INR vrijednosti
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3 MATERIJAL I METODE
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Ovo istrazivanje provedeno je u kemijsko-toksikoloSkom laboratoriju Klinickog zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klini¢kog bolnickog centra u Splitu (KBC Split) u

okviru Katedre za toksikologiju i farmakogenetiku studija Farmacije Sveucilista u Splitu.

3.1 Prikupljanje uzoraka i izolacija DNA

Bioloski uzorak pune krvi uzet je od zdravih dobrovoljaca venepunkcijom u epruvete s
EDTA antikoagulansom volumena 4 mL (BD Vacutainer® K;EDTA REF 368861 epruvete).
Prikupljeno je ukupno pet uzoraka pune krvi od ¢ega su Cetiri bila dulje pohranjena prije analize,
a jedan je uzet neposredno prije.

U svrhu izolacije genomske DNA koriSten je komercijalni komplet za izolaciju
nukleinskih kiselina (High Pure PCR Template Preparation Kit Version: 23, Roche
Diagnostics®). Prema modificiranom protokolu proizvodada, DNA se izdvaja iz jezgre

leukocita u uzorcima pune krvi sljede¢im postupkom (46).

Priprema reagensa

Proteinaza K - sluZi za lizu uzorka i inaktivaciju endogene DNaze, a priprema se otapanjem
liofilizata u 4,5 mL dvostruko destilirane vode. Otopinu alikvotirati 1 ¢uvati alikvote na -20°C
najvise 12 mjeseci.

IRB (Inhibitor Removal Buffer) — u 33 mL koncentriranog pufera dodati 20 mL apsolutnog
etanola (100% EtOH) ¢ime se stvara otopina 5 M gvanidin-HC] 1 20 mM Tris-HCl pH
vrijednosti 6.6 i cuva na 15 do 25°C do roka valjanosti komercijanog kompleta.

WB (Wash Buffer) — u 20 mL koncentriranog pufera dodati 80 mL apsolutnog etanola (100%
EtOH) ¢ime se stvara otopina 20 mM NaCl 1 2 mM Tris-HCI pH vrijednosti 7.5 i cuva kao IRB.

Priprema prije izolacije

Reagense i1 uzorke treba temperirati na sobnu temperatru te ukljuciti termoblok na 70°C
(Eppendorf® Thermomixer comfort) i zagrijati manju koli¢inu EB (Elution Buffer; 10 mM Tris-
HCI, pH 8,5 ) u 1,5 mL Eppendorf® DNA LoBind tubicu.

Izolacija genomske DNA
1. U novu 1,5 mL Eppendorf® DNA LoBind tubicu dodati 350 pL uzorka, 350 uL BB
(Binding Buffer; 6 M gvanidin-HCI], 10 mM urea, 10 mM Tris-HCI, 20% Triton X-
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12.

13.
14.

15.

100(v/v), pH 4.4) 1 50 pL proteinaze K, u slucaju oskudnog uzorka dodaje se PBS do
traZzenog volumena.

Kratko vorteksirati (Cleaver Scientific® Vortexer) i inkubirati 10 min na 70°C
(Eppendorf® Thermomixer comfort).

Nakon inkubacije ohladiti i dodati 100 pL izopropanola (Merck Darmstadt® Germany 2-
propanol) za precipitaciju DNA te vorteksirati.

Sav sadrzaj prebaciti u High Pure Filter tubicu uklopljenu u Collection tubicu.
Centrifugirati (mySPIN™ [2 Mini Centrifuge) 1 min na 8000 RPM (okretaji/min).
Odbeaciti staru Collection tubicu i postaviti novu, zatim dodati 500 uL IRB.
Centrifugirati 2 min na 14000 RPM (okretaji/min).

Odbeaciti staru Collection tubicu 1 postaviti novu, zatim dodati 900 uL. WB.
Centrifugirati 2 min na 14000 RPM (okretaji/min).

. Odbaciti staru Collection tubicu i postaviti novu.

. Centrifugirati 2 min na 14000 RPM (okretaji/min) kako bi odstranili bilo kakve ostatke

WB.

High Pure Filter tubicu prebaciti u novu 1,5 mL Eppendorf® DNA LoBind tubicu i dodati
120 pL prethodno zagrijanog EB 1 ostaviti da odstoji 3-4 min.

Centrifugirati 2-3 min na 8000 RPM (okretaji/min).

Odbaciti High Pure Filter tubicu, zadepiti 1,5 mL Eppendorf® DNA LoBind tubicu s
eluiranom DNA te vorteksirati.

Pohraniti na 4°C ili na -20°C za dugotrajnu pohranu.

Ovaj postupak izolacije pogodan je za uzorke pune krvi ili buffy coat iz pune krvi uzete

u epruvetu s EDTA antikoagulansom. Buffy coat se priprema centrifugiranjem pune krvi 15 min

na 2600 RPM (okretaji/min) 1 predstavlja srednji sloj s koncentriranim leukocitima. U ovom

radu koristene su Eppendorf Research® pipete i pripadaju¢i Eppendorf Dualfilter® PCR

clean/sterile nastavci.

3.2 Kvantifikacija DNA

Kvantifikacija DNA postupak je odredivanja koli¢ine izolirane DNA iz uzorka. U ovom

istrazivanju provedena je kako bi ustanovili da je optimalna koli¢cina DNA potrebna za

genotipizaciju uopce izolirana predhodnim postupkom. U tu svrhu koriSten je komercijalni

komplet za kvantifikaciju dvolancane DNA (Qubit™ dsDNA BR Assay Kit, invitrogen by
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Thermo Fisher Scientific™) pomoéu Qubit® 4.0 fluorometra. Prema protokolu proizvodaca,
izolirana dvolana¢na DNA kvantificira se na sljede¢i nacin (47).

Na samom pocetku rada pripremiti dvije Qubit™ Assay tubice za DNA standarde i po jednu za
svaki od pet uzoraka.

Priprema Mix-a (radne otopine)

Pripremiti 200 pL. Mix-a za svaki standard i uzorak otapaju¢i Qubit™ dsDNA BR reagens u
Qubit™dsDNA BR puferu u omjeru 1:200 (1 pL Qubit™ dsDNA BR reagensa i 199 plL Qubit™
dsDNA BR pufera ¢ine 200 pL radne otopine). Reagens sadrzava specifi¢nu fluorescentnu
probu koja intenzivno fluorescira nakon interkalacije u molekuli DNA. Pripremljeni Mix ne

vorteksirati, ve¢ lagano promijesati.

Priprema standarda i uzoraka

Ovaj komercijalni komplet sadrzava dva DNA standarda, Qubit™ dsDNA BR standard 1 1
Qubit™ dsDNA BR standard 2. Koncentracija DNA u standardu 1 iznosi 0 ng/pL, a u standardu
2 iznosi 100 ng/pL.

Standardi se pripremaju na nacin da se na ukupan volumen od 200 pL. doda 190 uL Mix-a i 10
uL svakog od standarda te vorteksira 2-3 sekunde.

Uzorci se pripremaju na nacin da se na ukupan volumen od 200 puL doda 195 pL Mix-a 15 pL
svakog od uzoraka te vorteksira 2-3 sekunde, a zatim inkubira na sobnoj temperaturi 2 min.

Volumen uzorka za pripremu moze biti od 1 do 20 pL, ali ukupan volumen mora biti 200 pL.

Ocitavanje standarda i uzoraka

Koriste¢i Qubit® 4.0 fluorometar kvantificira se DNA u uzorcima. Na pocetnom zaslonu
uredaja odabere se dsDNA Broad Range kao tip analize te ocitaju standardi 1 12 (kalibriracija
uredaja). Zatim se ocitaju uzorci uz obavezno navodenje volumena uzorka kojem odredujemo

koncentraciju DNA.
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Slika 7. Qubit® 4.0 fluorometar (48).
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3.3 Priprema za genotipizaciju

Genotipizacija alelnih varijanti CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 te VKORCI 1173C>T
provedena je metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-Time
Polymerase Chain Reaction) poznate i kao kvantitativni PCR (qPCR, od eng. quantitative
Polymerase Chain Reaction) na uredaju Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System. U
svrhu pripreme DNA uzoraka i negativne kontrole za genotipizaciju koristen je TagMan® Drug
Metabolism Genotyping Assays komercijalni komplet prema modificiranom protokolu kako

slijedi (49,50).

Sastav reakcijskog Mix-a

TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay Mix — sadrzava dvije specifiéne po&etnice,
uzvodnu pocetnicu (engl. forward primer) i nizvodnu pocetnicu (engl. reverse primer) koje
sluze umnazanju polimorfne sekvence od interesa te dvije TagMan® MGB probe, jednu
oznadenu VIC® bojom i drugu oznaéenu FAM™ bojom. VIC® i FAM™ boje su kovalentno
vezani fluorofori na 5'-kraju TagMan® MGB probi, a sluze detekciji alelnih varijanti. U
opc¢enitom prikazu nukleotidnog slijeda od interesa koji okruzuje ispitivani SNP, primjerice
XXXXX[A/B]XXXXX, VIC® boja uvijek predstavlja alel A, dok FAM™ boja uvijek
predstavlja alel B. Prije koriStenja resuspendirati (vorteksirati) i kratko centrifugirati.
TagMan® Genotyping Master Mix — sadrzava AmpliTag Gold® UP (Ultra Pure) DNA-
polimerazu i deoksinukleozid-trifosfate (ANTP-ovi) u optimiziranom puferu te pasivnu, internu
referentnu boju ROX ™ koja poboljSava preciznost rezultata kompenziraju¢i manje fluktuacije
fluorescentnog signala uzrokovane npr. mjehuri¢ima zraka. Prije koriStenja temeljito
promijeSati muckanjem spremnika.

Ambion® Nuclease-Free Water — prvenstveno sluzi za pripremu negativne kontrole prema

preporuci proizvodaca.

Priprema DNA uzoraka

Uzorke DNA potrebno je kratko vorteksirati. U svaku od tri opti¢ke tubice MicroAmp™ Optical
8-Cap trakice (eng. strip) dodati 4 uL jednog DNA uzorka i 2,75 uL Ambion® Nuclease-Free
Water, zatim 0,75 puL odgovarajuéeg TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay Mix-a i
7,5 uL TagMan® Genotyping Master Mix-a. Ukupni volumen iznosi 15 puL po opti€koj tubici.

Odgovaraju¢i TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay Mix-ovi dizajnirani su za svaki od
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tri ispitivana SNP-a posebno i dodaju se u pripadajucu opticku tubcu $to je prikazano na slici

8. Postupak se ponavlja za preostale uzorke koriste¢i nove MicroAmp™ Optical §-Cap trakice.

Priprema negativne kontrole

U svaku od tri opti¢ke tubice nove MicroAmp™ Optical 8-Cap trakice dodati 6,75 uL Ambion®
Nuclease-Free Water 10,75 uL odgovarajuéeg TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay
Mix-a te 7,5 pL TagMan® Genotyping Master Mix-a. Ukupni volumen u svakoj opti¢koj tubici
iznosi 15 pL.

uzorakl uzorakl wuzorak3 uzorak4 uzorak$ negativna
kontrola

4333

Slika 8. Shematski prikaz reakcijskog panela.

CYP2C9*2

CYP2C9*3

VKORC1
1173C-T

3.4 Odredivanje genskih polimorfizama lan¢anom reakcijom polimeraze u

stvarnom vremenu

Genotipizacija podrazumijeva odredivanje definiranih alelnih mutacija metodama
molekularne dijagnostike koje se temelje na lanac¢anoj reakciji polimeraze te prepoznavanju
homozigotnih ili heterozigotnih nositelja mutiranih alela (2). Pripremljeni prethodnim
postupkom, DNA uzorci 1 negativna kontrola spremni su za genotipizaciju. Postavljaju se u
Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System uredaj kako bizapoceli analizu pri zadanim
radnim uvjetima:

Pre-PCR Read (faza zadrZavanja) - 1 min na 60°C

Holding stage (denaturacija) - 10 min na 95°C

Cycling stage (amplifikacija) - 50 ciklusa 15 s na 92°C 1 90s na 60°C
Post-PCR Read (faza zadrzavanja) - 1 min na 60°C
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Slika 9. Radni uvjeti real-time PCR.

Odredivanje genskih polimorfizama CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 te VKORCI1 1173C>T

provedeno je lancanom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu prema sljede¢em principu

prikazanom na slici 10 (49,50).
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— Frobe k @ Frobe J

Fo;'wsrﬂ.r.uir;er VH-—-—-—-—,—-"?—O w.__._-_._t,x__@ Reversa primer
G A =
5 a
Qo DNAtemplate (Gl _»o
M O
af o :%F
2. Denatured Template and Annealing Assay Components Bl oo e L8 LEGEMND
. R — V. VIC® dye
Probe @ Probe w Aeverse primer
b e a4 TS & e
: ) G A
Forward primer \ / g
\ TR ENEE e 110 144 10 i : @ Quencher
yf L= __‘-%5. . .
%_ Minor Groove
> Binder
izati i i Ve 3 AmpliTag Gold™
3. Polymerization and Signal Generation . T = DA Polymerase
Reverse primer
Probe : ——— Probe
. | @ E AE u
P \i —"  Primer
| [TTTI0T] ——= Template

Extended Primer

Slika 10. TagMan® Genotyping Assay real-time PCR princip rada (49).
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Genomska DNA uvedena je u reakcijsku smjesu koja se sastoji od TagMan®Genotyping
Master Mix-a, uzvodne i nizvodne pocetnice, dvije TagMan® MGB probe i Ambion® Nuclease-
Free vode. Nakon denaturacije DNA, svaka se TagMan® MGB proba specificno veZe na
komplementarni slijed nukleotida izmedu uzvodne i nizvodne pocetnice (ukoliko on postoji).
Osim §to sadrzava jednu reporter boju (VIC® ili FAM™) kovalentno vezanu na 5'-kraju, svaka
TagMan® MGB proba sadrzava i nefluoresciraju¢i guencher (NFQ) na 3'-kraju uz minor groove
binder (MGB) sto je vidljivo na slici 11. MGB molekula poboljsava hibridizaciju probe i kalupa
DNA sto omogucuje koriStenje kracih proba 1 lakSe razlikovanje krivo sparenih. Dok je
TagMan® MGB proba netaknuta, guencher molekula smanjuje intenzitet fluorescencije
reporter boje Forster resonance energy transfer (FRET) mehanizmom zbog njihove
neposredne blizine. Istovremeno se uzvodna 1 nizvodna pocetnica povezuju s komplementarnim
sliedovima DNA. Zatim zapodinje umnaZanje ciljnog segmenta AmpliTag Gold® DNA-
polimerazom &ija 5'-3' egzonukleazna aktivnost omogucuje cijepanje TagMan® MGB probe.
Na taj se nacin odvaja reporter boja od quencher molekule 1 povecava intenzitet fluorescencije
koji se prati kako reakcija napreduje, tj. u stvarnom vremenu §to nije slu¢aj kod standardne PCR
metode (51). Budu¢i da se povecanje intenziteta fluorescencije dogada samo ako je prisutan
ciljani DNA segment komplementaran TagMan® MGB probi, ovaj signal pokazuje koji su aleli

prisutni u uzorku (Slika 11.).

Match Mismatch
Allel ‘
ele .
S AT 5
4 I S—
hani |
Match Mismatch
Legend
Nonfluorescent
@ VIC dye quencher AmpliTaq
Gold DNA
@ 6-FAM dye @ [\)fgli:jogrgroove Polymerase
GR2180
A substantial increase in... Indicates...
VIC® dye fluorescence only Homozygosity for Allele 1
FAM™ dye fluorescence only Homozygosity for Allele 2
Both VIC and FAM fluorescence | Allele 1-Allele 2 heterozygosity

Slika 11. Shematski prikaz stvaranja fluorescentnog signala (50).
29



4 REZULTATI
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Nakon real-time PCR umnazanja, rezultati se ocitavaju pomocu real-time PCR softvera
koji grupira R, vrijednosti koriste¢i mjerenja fluorescentnog signala u svakoj optickoj tubici
zabiljezena na kraju svakog ciklusa umnazanja (49). R, vrijednost predstavlja omjer izmjerenog
intenziteta fluorescencije reporter boje 1 onog pasivhe ROX™ boje Ciji se intenzitet
fluorescencije ne mijenja tijekom PCR ciklusa, omogucujuéi preciznije rezultate otporne na
manje varijacije (49). Rezultati se prikazuju kao dijagram rasprSenja (allelic discrimination
scatter plot) prvog alela (VIC® boja) naspram drugog alela (FAM™ boja). Svaka opticka tubica
reakcijskog panela prikazana je kao pojedinac¢na tocka na dijagramu, a predstavlja pojedinacan
uzorak za odredeni SNP. Idealno, dijagram rasprSenja prikazuje jednu, dvije ili tri skupine
toCaka (clusters) te negativnu kontrolu blizu ishodista. Grupirane toCke usko su povezane i

svaka se skupina nalazi dosta dalje od druge (Slika 12.) (49).

Allelic Discrimination Plot

--------- ENNBEE EEREREI Homozygote cluster

4.0
........ Heterozygote cluster

3.0

Allele 2 (FAM) R,

Homozygote cluster

0.0

0 10 20 30 4.0 50 6.0 o a0

Allele 1 (VIC) R,

Slika 12. Primjer idealnog allelic discrimination dijagrama (49).
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Interpretacija prikupljenih podataka, odnosno nacin na koji softver prepoznaje i

odreduje koji se alel nalazi u kojem uzorku, prikazano je pomocu tablice 6.

Tablica 6. Interpretacija allelic discrimination dijagrama (49).

Alel 1 (homozigot), oznagen VIC® bojom Doniji desni kut

Alel 2 (homozigot), oznaéen FAM™ bojom Gornji lijevi kut

Aleli 1i 2 (heterozigot) Otprilike na sredini izmedu skupina §to
predstavljaju alel 1 i alel 2

Negativna kontrola Donji lijevi kut

Neodreden Bilo gdje izvan gore opisanih regija

Bez PCR umnaiZanja Negativna kontrola u donjem lijevom
kutu

Rezultati se prikazuju 1 pomocéu multicomponent dijagrama koji predstavlja graficki
prikaz potpunog spektralnog doprinosa svake od boja (VIC®, FAM™ i ROX™) u odabranoj
optickoj tubici tijekom trajanja PCR ciklusa (52). To podrazumijeva da za svaku pojedina¢nu
toCku allelic discrimination dijagrama postoji pripadaju¢i multicomponent dijagram. U
idealnom slucaju razina fluorescencije pasivne boje relativno je konstantna tijekom PCR
ciklusa dok razina fluorescencije reporter boje pokazuje brzi porast kako reakcija napreduje
ovisno o prisutnom alelu u uzorku (52). Svaka krivulja multicomponent dijagrama predstavlja
po jednu boju i treba jasno prikazivati navedene promjene (52). Multicomponent dijagram za
opticku tubicu s negativnom kontrolom ne smije prikazivati porast signala budu¢i da nema
umnazanja DNA molekule. Ovaj se dijagram redovito koristi kako bi se potvrdili dobiveni
rezultati allelic discrimination dijagrama te razlikovali stvarni fluorescentni signali od
pozadinskog Suma (52). Na sljedecim slikama prikazani su primjeri reprezentativnih allelic
discrimination 1 multicomponent dijagrama dobiveni genotipizacijom alelnih varijanti
CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 te VKORCI 1173C>T 1 VKORCI -1639G>A na jednak nacin kako je
to opisano u ovom radu u kemijsko-toksikoloskom laboratoriju Klini¢kog zavoda za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju Klinickog bolnickog centra u Splitu (KBC Split).
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Slika 13. Primjer allelic discrimination dijagrama za CYP2C9*2 genotipizaciju. Analizirano je
Sest razli¢itih uzoraka (Sest to¢aka na dijagramu) 1 dvije negativne kontrole (dva crna kvadrata).
Rezultati pokazuju da su dva ispitanika nositelji divljeg (izvornog) genotipa, druga dva
ispitanika su heterozigoti, a zadnja dva ispitanika su homozigoti varijantnog (mutiranog) alela.

U ovom slucaju reporter boja VIC® predstavlja izvorni, a reporter boja FAM™ varijantni alel.
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Slika 14. Primjer multicomponent dijagrama za negativnu kontrolu (nema porasta signala).

G00.000
£75.000
550.000
525.000
500.000
475.000
450.000
425.000
400.000
ars.eo0
350.000
325,000
300.000

Fluorescence

275.000
250.000
225000
200,000
175.000
150.000

125.000

100.000
75.000 e

£0.000
25.000

W
I Fav Bl ROX W VIC

Slika 15. Primjer multicomponent dijagrama za izvorni, divlji genotip CYP2C9*1/*1]

(jasan porast intenziteta fluorescencije isklju¢ivo VIC® boje).
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Slika 16. Primjer multicomponent dijagrama za heterozigotni genotip CYP2C9*1/*2

(jasan porast intenziteta fluorescencije obje reporter boje).
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Slika 17. Primjer allelic discrimination dijagrama za CYP2C9*3 genotipizaciju. Analizirano je
sedam razli¢itih uzoraka (sedam toc¢aka na dijagramu) i1 dvije negativne kontrole (dva crna
kvadrata). Rezultati pokazuju da su Cetiri ispitanika nositelji divljeg (izvornog) genotipa, dva
ispitanika su heterozigoti, a jedan ispitanik je homozigot varijantnog (mutiranog) alela. U ovom

slu¢aju reporter boja VIC® predstavlja varijantni, a reporter boja FAM™ izvorni alel.
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Slika 18. Primjer multicomponent dijagrama za negativnu kontrolu (nema porasta signala).
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Slika 19. Primjer multicomponent dijagrama za izvorni, divlji genotip CYP2C9*1/*1]

(jasan porast intenziteta fluorescencije isklju¢ivo FAM™ boje).
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Slika 20. Primjer multicomponent dijagrama za heterozigotni genotip CYP2C9*1/*3

(jasan porast intenziteta fluorescencije obje reporter boje).
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Slika 21. Primjer multicomponent dijagrama za genotip varijantnog homozigota CYP2C9*3/*3

(jasan porast intenziteta fluorescencije isklju¢ivo VIC® boje).
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Slika 22. Primjer multicomponent dijagrama za izvorni, divlji genotip VKORCI 1173 C/C
(jasan porast intenziteta fluorescencije isklju¢ivo FAM™ boje koja u ovom slucaju predstavlja

izvorni alel).
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Slika 23. Primjer multicomponent dijagrama za heterozigotni genotip VKORCI 1173 C/T

(jasan porast intenziteta fluorescencije obje reporter boje).

39



600.000
575.000
550.000
525,000
500.000
475.000
450.000
425.000
400.000
375.000
350.000
325,000
300.000

Fluorescence

275.000
250.000
225.000
200,000

175.000 \_

150.000
125.000
100,000

750001 T S S

50.000

25.000

1]
Q ) 20 £l Ll &0

Legend
I Fan Il ROx W VIC

Slika 24. Primjer multicomponent dijagrama za izvorni, divlji genotip VKORCI -1639G/G
(jasan porast intenziteta fluorescencije isklju¢ivo VIC® boje koja u ovom sluéaju predstavlja

izvorni alel).
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Slika 25. Primjer multicomponent dijagrama za heterozigotni genotip VKORCI -1639G/A

(jasan porast intenziteta fluorescencije obje reporter boje).
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Navedeni primjeri reprezentativnih grafickih prikaza sluze boljem razumijevanju i

interpretaciji dobivenih rezultata farmakogenetickog ispitivanja ovog rada koji su prikazani na

sljede¢im slikama. Za svaki od tri ispitivana genska polimorfizama prikazan je dobiveni allelic

discrimination dijagram te pripadajuci multicomponent dijagram kojim se potvrduje rezultat za

pojedini uzorak.

Na slici 26. prikazani su rezultati genotipizacije CYP2C9*2 polimorfizma dobiveni

analizom bioloskih uzoraka venske krvi kako je to opisano u prethodnom poglavlju. Unato¢

jasno dodijeljenim genotipovima pojedinom uzorku (vidljivo na allelic discrimination

dijagramu) samo je za uzorak broj 1 navedeno 1 potvrdeno multicomponent dijagramom koji

prikazuje jasan porast intenziteta fluorescencije VZC® boje (Slika 27.). Ovakav signal nedostaje

na ostalim multicomponent dijagramima, stoga nije bilo moguce to¢no odrediti genotip ostalih

uzoraka.
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Slika 26. Dobiveni rezultati CYP2C9*2 genotipizacije prikazani pomocu allelic discrimination

dijagrama. Na slici je oznacen ispitivani uzorak broj 1.
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Slika 27. Multicomponent dijagram ispitivanog uzorka broj 1.

Buduéi da VIC® boja predstavlja izvorni alel, genotip ispitivanog uzorka broj 1 odgovara

homozigotu izvornog, divljeg alela CYP2C9*1/*1.
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Na slici 28. prikazani su rezultati genotipizacije CYP2C9*3 polimorfizma dobiveni

analizom bioloskih uzoraka venske krvi kako je to opisano u prethodom poglavlju. Unato¢ jasno

dodijeljenim genotipovima za Cetiri uzorka (vidljivo na allelic discrimination dijagramu) samo

je za uzorak broj 1 navedeno i potvrdeno multicomponent dijagramom koji prikazuje jasan

porast intenziteta fluorescencije FAM™ boje (Slika 29.). Buduéi da ovakav signal nedostaje na

ostalim multicomponent dijagramima, nije bilo moguce to¢no odrediti genotip ostalih uzoraka.
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Slika 28. Dobiveni rezultati CYP2C9*3 genotipizacije prikazani pomocu allelic discrimination

dijagrama. Na slici je oznacen ispitivani uzorak broj 1.

43



350.000
325.000
300.000
275.000
2560.000
225.000
200.000

175.000 r’i

150.000

Fluorescence

125.000 B

100.000 “
¥5.000
50.000

25.000

o
a 10 2 »n L) k)

Cycle
Legend

Wr ElrRox WVC

Slika 29. Multicomponent dijagram ispitivanog uzorka broj 1.

Budu¢i da FAM™ boja predstavlja izvorni alel, genotip ispitivanog uzorka broj 1 odgovara

homozigotu izvornog, divljeg alela CYP2C9*1/*1.
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Na slici 30. prikazani su rezultati genotipizacije VKORCI 1173C>T polimorfizma
dobiveni analizom bioloskih uzoraka venske krvi kako je to opisano u prethodom poglavlju.
Unato¢ jasno dodijeljenim genotipovima pojedinom uzorku (vidljivo na allelic discrimination
dijagramu) samo je za uzorak broj 1 navedeno i potvrdeno multicomponent dijagramom koji
prikazuje jasan porast intenziteta fluorescencije FAM™ boje (Slika 31.). Ovakav signal
nedostaje na ostalim multicomponent dijagramima, zato nije bilo moguce to¢no odrediti genotip

ostalih uzoraka.
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Slika 30. Dobiveni rezultati genotipizacije VKORCI 1173C>T prikazani pomocu allelic

discrimination dijagrama. Na slici je oznacen ispitivani uzorak broj 1.
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Slika 31. Multicomponent dijagram ispitivanog uzorka broj 1.

Budu¢i da FAM™ boja predstavlja izvorni alel, genotip ispitivanog uzorka broj 1 odgovara
homozigotu izvornog, divljeg alela VKORCI 1173C/C. Imaju¢i na umu veliku veznu
neravnotezu (engl. linkage disequilibrium) VKORCI1 1173C>T 1 VKORCI -1639G>A alela,
vrlo je vjerojatno da genotip ovog uzorka odgovara i homozigotu izvornog, divljeg alela
VKORC1 -1639G/G buduc¢i se spomenuti genski polimorfizmi gotovo isklju¢ivo uvijek javljaju

zajedno.
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U ovom je radu prikazana genotipizacija alelnih varijanti CYP2C9*2 i CYP2C9*3 te
VKORCI 1173C>T metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-
Time Polymerase Chain Reaction). Analizom dobivenih rezultata uspjesno je odreden genotip
ispitivanog uzorka broj 1 koji odgovara homozigotu divljeg (izvornog) alela za svaki od
ispitivanih polimorfizama. Prema preporuci americke Agencije za hranu i lijekove (Tablica 5.)
pocetna doza i doza odrzavanja varfarina za ovog ispitanika iznosi 5-7mg (36). Genotip ostalih
uzoraka nije bilo moguce utvrditi sa sigurnoséu jer fluoresentni signal vidno nedostaje na
pripadajué¢im multicomponent dijagramima.

Vise je uzroka kojima se mogu objasniti navedeni rezultati, a najvjerojatniji je
razgradnja molekule DNA uslijed dugotrajne pohrane uzoraka za analizu (49). Razgradnja
molekule DNA nastaje 1 uporabom DNA izdvojene iz formalinom fiksiranih uzoraka
uklopljenih u parafin, uslijed ponavljanog zamrzavanja 1 odmrzavanja DNA uzoraka,
ostavljanja DNA uzoraka na sobnoj temperaturi, izlaganja toplini ili fizickom smicanju te
uslijed nedovoljnog DNA procis€avanja pri ¢emu dio nukleaza preostane u uzorku (49,53).
Navedeni problem moguce je prevladati na nacin da se prije zapocinjanja genotipizacije
provede postupak agarozne gel-elektroforeze 1 utvrdi je li DNA razgradena (49). Osim
razgradnje DNA molekule moguéi su i ostali problemi prilikom pripreme uzoraka poput
prisustva PCR inhibitora u uzorku te neto¢ne kvantitacije DNA. Potencijalni PCR inhibitori
mogu potjecati iz stani¢nog izvora DNA molekule (heparin i hem) te iz same metode pripreme
DNA (fenol, proteaze, SDS i ostali detergenti te soli) (49,53). Ukoliko se inhibicija vidno
smanjuje prilikom ponovljene analize razrijedenih uzoraka vjerojatno je rije¢ o prisustvu PCR
inhibitora i DNA uzorak je potrebno dodatno procistiti (49). Izolirana koli¢ina genomske DNA
iznimno je vaZna za uspjeSnost ispitivanja, a jednoli¢na koncentracija DNA u uzorcima dovodi
do to¢nih, robusnih i ponovljivih rezultata analize, stoga je vrlo vazno prikladno kvantitacirati
DNA u uzorcima (49,53). lako manje vjerojatno, ne smije se podcijeniti utjecaj nehoti¢nih
pogrjesaka poput nedovoljnog mijeSanja ili centrifugiranja, grjeski u pipetiranju, zamjene
reagensa, isparavanja iz opti¢kih tubica ukoliko nisu pravilno zatvorene te neadekvatnog
rukovanja reagensima i uzorcima opcenito (49). Zbog navedenog vazno se pridrzavati pravila
dobre laboratorijske prakse za PCR/RT-PCR (engl. Good laboratory practices for PCR/RT-
PCR). Nadalje, neispravno odabrane postavke real-time PCR softvera mogu rezultirati
neodredenim, dvosmislenim ili pogrjeSnim genotipovima, stoga je iznimno vazno pravilno
postaviti radne uvjete, a uredaj redovito odrzavati 1 umjeravati. Na taj se nafin osigurava

optimalna izvedba real-time PCR metode te tocnost i preciznost dobivenih rezultata (49,53).
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Prednosti genotipizacije jesu male koli¢ine uzoraka krvi ili tkiva potrebne za analizu te
dostupnost rezultata u kratkom roku. Na rezultate takve analize ne utjece zdravstveni status
bolesnika ili hrana i drugi lijekovi kojima je izloZen, a dobiveni rezultat (genotip) ostaje
nepromijenjen cijeli zivot (2). Unato¢ velikom broju koraka, posebice prilikom obrade i
pripreme uzoraka, te potrebe za visokom tehnickom vjestinom i podrskom ovom je metodom
moguce brzo, pouzdano i cjenovno prihvatljivo odrediti genski profil uzorka. Visoku to¢nost,
specifi¢nost i ponovljivost tako dobivenih rezultata osiguravaju TagMan® MGB fluorescentne
probe kao klju¢ne sastavnice reakcijske smjese (54). Stoga, Real-time PCR predstavlja izrazito
korisnu metodu genotipizacije, a njena klinicka primjena u doziranju varfarina predstavlja jedan
od najuspjeSnijih primjera farmakogenetike u praksi (17).

Osnovna pretpostavka Sire, sigurnije 1 ucinkovitije primjene varfarina u praksi jest
mogucnost prilagodbe doziranja pojedinacnom bolesniku na temelju odredivanja ¢imbenika
koji utjeCu na varijabilnost odgovora na lijek. Jedan od najvaznijih ¢imbenika, utjecaj
polimorfizma gena, moguce je laboratorijski odrediti prije zapocinjanja terapije te takvim
pristupom smanjiti rizik razvoja nuspojava, skratiti vrijeme do postizanja stabilne doze te
posti¢i bolju kontrolu INR vrijednosti (9,10,15,55). Iako su navedeno pretpostavila brojna
istrazivanja te dokazala jasnu povezanost varijabilnosti potrebne doze varfarina i
polimorfizama gena CYP2C9 1 VKORCI, rutinska genotipizacija ovih alelnih varijanti prije
zapocinjanja terapije joS uvijek se ne preporucuje (36,40). Mnogi autori navode potrebu za
daljnim prospektivnim klinickim ispitivanjima koja bi pruzala izravne dokaze uc¢inkovitosti i
isplativosti farmakogentickih algoritama doziranja varfarina (3,9,10,15). Ukoliko se budu¢im
istrazivnjima dokaZze izravna korist genotipizacije te sigurnost primjene varfarina podigne na
vecu razinu, vrlo je vjerojatno da ¢e ovaj lijek i dalje ostati temelj oralne antikoagulantne

terapije godinama koje slijede.
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6 ZAKLJUCCI
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. Prikazanom metodom lan¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-Time

Polymerase Chain Reaction) uspjesno je odreden genotip ispitivanog uzorka broj 1.
. Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da genotip ispitivanog uzorka broj 1 odgovara
homozigotu divljeg (izvornog) alela za svaki od ispitivanih polimorfizama, CYP2C9*2 i

CYP2C9*3 te VKORCI 1173C>T.

. Prema preporuci ameri¢ke Agencije za hranu 1 lijekove (FDA) pocetna doza i1 doza

odrzavanja varfarina za ovog ispitanika iznosi 5-7mg.

. Genotip ostalih uzoraka nije bilo moguce utvrditi sa sigurnos¢u zbog razgradnje molekule

DNA uslijed dugotrajne pohrane uzoraka za analizu.

. Uzorke je poZeljno obraditi i analizirati neposredno nakon prikupljanja.

. Potrebno je provesti daljnja prospektivna klinicka ispitivanja kojima bi se dokazala

ucinkovitost 1 isplativost genotipizacije prije zapoc¢injanja terapije varfarinom te prava korist

farmakogentickih algoritama doziranja.
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NASLOV RADA
Polimorfizmi gena CYP2C9 i gena VKORCI u individualizaciji lijeCenja Martefarinom

CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj ovog istrazivanja je prikazati teorijske pretpostavke i genske polimorfizme CYP2C9 i
VKORC1 gena u individualizaciji lijecenja varfarinom te odrediti polimorfizme navedenih gena

u zadanim uzorcima venske krvi.

MATERIJAL I METODE

Genomska DNA izolirana je iz bioloSkih uzoraka pune krvi prikupljenih od zdravih
dobrovoljaca. Zatim je kvantificirana pomoéu Qubit® 4.0 fluorometra kako bi ustanovili da je
optimalna koli¢ina DNA za genotipizaciju izdvojena prethodnim postupkom. Genotipizacija
alelnih varijanti CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 te VKORCI 1173C>T provedena je metodom lan¢ane
reakcije polimeraze u stvarnom vremenu na uredaju Applied Biosystems™ 7500 Real-Time
PCR System pri zadanim radnim uvjetima. DNA uzorci 1 negativna kontrola prethodno su
pripremljeni koriste¢i TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays ¢&ije kljucne sastavnice,
TagMan® MGB probe, omoguéavaju odredivanje alelnih varijanti u uzorcima na temelju

emitiranog fluorescentnog signala.

REZULTATI

Uspjesno je odreden genotip ispitivanog uzorka broj 1 koji odgovara homozigotu divljeg
(izvornog) tipa za svaki od ispitivanih genskih polimorfizama. Genotip ostalih uzoraka nije bilo
moguce to¢no odrediti bududi da jasan porast intenziteta fluorescencije reporter boja vidno

nedostaje na pripadajuéim multicomponent dijagramima.

ZAKLJUCAK

Prema preporuci americke Agencije za hranu 1 lijekove (FDA) pocetna doza i doza odrzavanja
varfarina za ispitanika €iji genotip odgovara uzorku broj 1 iznosi 5-7mg. Genotip ostalih
uzoraka nije bilo moguce utvditi sa sigurno$¢u vjerojatno zbog razgradnje molekule DNA
uslijed dugotrajne pohrane uzoraka za analizu. Potrebno je provesti daljnja prospektivna
klini¢ka ispitivanja kojima bi se dokazala ucCinkovitost i isplativost genotipizacije prije

zapocinjanja terapije varfarinom.
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DIPLOMA THESIS TITLE
CYP2C9 and VKORCI gene polymorphisms in the individualization of Martefarin therapy

OBJECTIVES
The objective of this study is to present the theoretical assumptions and gene polymorphisms
of CYP2C9 and VKORC1 genes in the individualization of warfarin treatment and to determine

the polymorphisms of these genes in given venous blood samples.

MATERIAL AND METHODS

Genomic DNA was isolated from whole blood biological samples collected from healthy
volunteers. It was then quantified using a Qubit® 4.0 fluorometer in order to determine whether
the optimal amount of DNA for genotyping had been isolated by the previous procedure.
Genotyping of CYP2C9*2 and CYP2C9*3 as well as VKORC1 1173C>T allelic variants was
performed using a real-time polymerase chain reaction method on Applied Biosystems ™ 7500
Real-Time PCR System at assigned working conditions. DNA samples and negative control
were previously prepared using TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays whose key
components, the TagMan® MGB probes, allow allelic variants to be determined in the samples

based on the emitted fluorescence signal.

RESULTS

The genotype of test sample No. 1 was successfully determined and it corresponds to the wild
type homozygote for each of the gene polymorphisms examined. It was not possible to
accurately determine the genotype of the other samples due to a clear lack of fluorescence

intensity increase of the reporter dyes in the corresponding multicomponent plots.

CONCLUSION

As recommended by the US Food and Drug Administration (FDA), the starting dose and
maintenance dose of warfarin for a subject whose genotype matches sample number 1 is 5-7mg.
The genotype of other samples could not be determined with certainty, probably due to the
DNA molecule degradation caused by the long-term storage of the samples for analysis. Further
prospective clinical trials need to be conducted in order to determine the efficacy and cost-

effectiveness of genotyping before initiating warfarin therapy.
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