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SAZETAK

In vitro istraZivanja pokazuju da su aleli CYP2C9 *2 i *3 povezani sa znacajno
smanjenim metabolizmom razliCitih supstrata CYP2C9 u odnosu na divlji tip. Medu
oralnim antikoagulansima lijek izbora je varfarin koji je supstrat CYP2CO.

Cilj ovog ispitivanja je bio utvrditi povezanost polimorfizma CYP2C9 s dozom
i komplikacijama terapije oralnim antikoagulansom varfarinom.

U ispitivanje je bilo uklju¢eno 102 Zene i 79 muskaraca u skupini bolesnika na
terapiji varfarinom, te 26 Zena i 160 muskaraca u kontrolnoj skupini. Genotipizacija
CYP2C9 je radena metodom PCR-RFLP iz uzoraka krvi. Bolesnicima je odredivano
protrombinsko vrijeme (PV) 72 sata po uvodenju lijeka, a ucestalost pracenja je ovisila
o stabilnosti PV-a. Terapijski optimum je iznosio 2,0-3,0 INR-a. Bolesnici su
podijeljeni u podskupine prema slijede¢im karakteristikama: dobi (<65 godina, >65
godina), spolu, optimalnoj dnevnoj dozi varfarina (<1,5 mg, >1,5 mg), INR-u u
znaCajna krvarenja), dijagnozama, genotipu i alelima CYP2C9. Ucestalost alela
CYP2C9 *1 naSe populacije u skupini zdravih ispitanika iznosi 84.1%, alela *2 11.5% i
alela*3 4.0%. Nasi rezultati za alele CYP2C9 u zdravoj populaciji u skladu su s




podacima iz literature za bijelu populaciju. Genotipovi CYP2C9 se statisticki znacajno
ne razlikuju izmedu skupine bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg i skupine bolesnika na

dozi varfarina <1.5 mg, iako je razlika na granici znacajnosti (¥2=11.006, p=0.051).

Optimalna dnevna doza varfarina u 2C9*2 heterozigota iznosi 92% optimalne
dnevne doze u odnosu na divlji tip, 74% u 2C9*3 heterozigota, 61% u 2C9*2
homozigota, 34% u 2C9*3 homozigota i 63% u 2C9*2 i *3 heterozigota. Nasi podaci
podudaraju se s podacima iz literature. Statisticki zna€ajno niZa optimalna dnevna doza
varfarina je u bolesnika s genotipom *1/*3 u odnosu na divlji tip (p=0.022).

Optimalna doza varfarina je niZa u Zena u odnosu na muskarce i u osoba starijih od
65 godina u odnosu na mlade od 65 godina. Pojava krvarenja ne ovisi o prisutnosti
alela CYP2C9*2 1 *3, genotipu CYP2C9, dobi bolesnika niti dijagnozama. Pojava
krvarenja je Ge$éa u osoba s INR-om >5.0. Cini se prihvatljivo da genotipizacija moZe

biti indicirana u svakom slucaju kad je lijek izbora supstrat za polimorfni enzim.

(91 stranica, 6 slika, 18 tablica, 102 literaturna navoda, jezik izvornika hrvatski)

Kljuéne rijeci: CYP2C9, polimorfizam, varfarin, doza, krvarenja

Voditelj rada: prof.dr.sc.Elizabeta Topic¢
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ASSOCIATION BETWEEN CYP2C9 POLYMORPHISM AND WARFARIN
ANTICOAGULANT THERAPY DOSE AND COMPLICATIONS
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ABSTRACT

In vitro studies show association between alleles CYP2C9 *2, *3 and
significantly reduced metabolism of various CYP2C9 substrates in comparison with the
wild type. Warfarin is drug of choice among oral anticoagulant agents, and it is
substrate for CYP2CO.

The aim of the study was to determine kind and significance of the association
between CYP2C9 polymorphism and warfarin anticoagulant therapy dose and
complications.

Study included the experimental group of patients receiving chronic oral
anticoagulation therapy, 102 women, 79 men, and the control group of healthy persons,
26 women, 160 men. They underwent genotyping of CYP2C9 by PCR-RFLP using
blood samples. The patients were determined prothrombin time (PT) 72 hours following
induction of warfarin therapy, and repeatedly depending on the stability of PT. The
required therapeutic level was considered INR 2.0-3.0. The patients were divided into
the subgroups according to the following criteria: age (younger and equal to 65 years,
older than 65 years), gender, maintenance daily warfarin dose (less or equal to 1.5 mg,
more than 1.5 mg), INR by induction (less or equal to 3.5, between 3.6 and 5.0, more

than 5.0), occurrence and severity of bleeding complications (without bleeding, minor




bleeding, significant bleeding), underlying illness, CYP2C9 genotype and allelic

variants.

Frequencies of alleles in the healthy group of examinees were 84.1% for allele
*1, 11.5% for allele *2 , and 4.0% for allele *3. CYP2C9 allele distribution in healthy
population is concordant to other authors for caucasian. The groups of patients with the
higher and the lower warfarin dose were not significantly different regarding the
CYP2C9 genotypes (Pearson Chi-square=11.006, p=0.051), despite marginal
significance of differences. In comparison with the optimal daily warfarin dose for those
bearing the wild type genotype (100%), optimal daily warfarin dose in 2C9%*2
heterozygotes was 92%, 74% in 2C9*3 heterozygotes, 61% in 2C9*2 homozygotes,
34% in 2C9*3 homozygotes and 63% in 2C9*2 and 2C9*3 heterozygotes. Our findings
are concordant to other authors. The optimal daily doses were significantly different
between the wild type and genotype *1/*3 (p=0.022).

However, the age and gender related subgroups were significantly different in the
optimal daily warfarin dose. The older subgroup and female received lower warfarin
doses. The bleeding complications were not depend to CYP2C9*2, *3 alleles and
genotypes, age and the underlying illness for chronic anticoagulation therapy. Bleeding
was more often in those with INR greater than 5.0. Genotyping seems to be justified in

the case of administration of a drug that is substrate for polymorphic enzyme.

(91 pages, 6 figures, 18 tables, 102 cited references, original language Croatian)

Key words: CYP2C9, polymorphism, warfarin, dose, bleeding
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1. UVOD

Sve do nedavno farmakoloSke znanosti temeljile su se na spoznajama o
farmakokinetici 1 farmakodinamici. Farmakogenetika je novija grana farmakoloskih
znanosti koja proucava vezu izmedu genetske predispozicije neke osobe i njezine
sposobnosti da metabolizira farmakoloski aktivne tvari. Farmakogenetika zajedno sa
farmakokinetikom i1 farmakodinamikom danas zatvara tzv. "farmakoloski trokut", a u
svojim istraZzivanjima povezuje saznanja iz farmakologije, genetike 1 biokemije.

Povijest farmakogenetike biljezi se od 1950. godine kada su istraZivaci
pretpostavili da bi nuspojave lijekova mogle biti posljedica genetski uzrokovanih
varijacija u enzimskoj aktivnosti. Nuspojave antiaritmika sparteina (nauzeja, diplopija) i
antihipertenziva debrisokina (ortostatska hipotenzija) dovele su do otkri¢a genetskog
polimorfizma citokroma P450 2D6 (CYP2D6). Genetski polimorfizam je otkriven
uslijed zapaZanja incidenata koji su se javljali u bolesnika nakon primjene standardnih
doza lijekova.

Dok farmakokinetika pruza spoznaje o kretanju lijekova unutar bioloSkog
sustava i ovisi o preuzimanju (uptake), vezanju, biotransformaciji, distribuciji 1 klirensu
lijeka, a farmakodinamika daje saznanje o fizioloSkom odgovoru ovisnom o receptoru
na odredeni lijek, farmakogenetika zapravo predstavlja molekularnu osnovu za
metabolizam lijeka o kojoj ovise kinetika i dinamka odredenog lijeka (1-3).

Osnovni zadatak farmakogenetike je identificirati utjecaj gena na individualne
varijacije u odgovoru na egzogene supstancije. Ove razlike u metabolizmu pri primjeni
standardne doze lijeka mogu dovesti do izrazene toksic¢nosti ili terapijskog neuspjeha
zbog promijenjenog odnosa doze i koncentracije farmakoloski aktivne tvari (4).

Potencijalni rizi¢ni ¢imbenici za nedjelotvornost lijeka ili njegovu toksi¢nost
jesu:

1. Nasljedni ¢imbenici,

2. Interakcije lijekova,

3. Dob bolesnika,

4. Funkcija jetre 1 bubrega,

5. Zivotne navike kao pusenje i uzimanje alkohola.




Od ovih ¢imbenika najznacajnije je nasljede odnosno genetske varijacije u
genima za enzime koji metaboliziraju lijekove, receptore za lijekove, transportere
lijekova. Ponekad je tesko razluciti utjecaj ¢imbenika okoline i genetskih ¢imbenika.
Glavna razlika u varijacijama je Sto je nasljedena mutacija ili znacajka prisutna tijekom
cijeloga Zivota i odreduje se samo jednom, dok se utjecaji okoline stalno mijenjaju. Za
gen kazemo da je polimorfan ako varijacija gena postoji u normalnoj populaciji u
frekvenciji vecoj od 1%. Geni su funkcionalno polimorfni kada su alelne varijante
postojane u populaciji, jedna ili viSe, i mijenjaju aktivnost kodiranog proteina u odnosu
na divlji (normalni) tip. Genetski polimorfizam objaSnjava zasto je jedan dio populacije
pod vecim rizikom od nedjelotvornosti odnosno toksi¢nosti lijeka (3,5-7).

Farmakogenetika pomaze razumijevanju:

1. Zasto neke osobe odgovaraju na lijekove, a druge ne,

2. Zasto neke osobe trebaju vise ili nize doze lijeka za postizanje optimalnog terapijskog
odgovora,

3. Sto odreduje individualni rizik nastajanja nuspojava,

4. Koliko se od farmakoloske varijabilnosti mozZe predvidjeti

5. Koliko se nuspojava moze prevenirati, odnosno moze upozoriti lijeCnika na bolesnika
koji ¢e imati toksicne nuspojave lijecenja.

Vecina ksenobiotika, ukljucuju¢i i farmakoloske agense, metabolizira se u
organizmu. Metabolizam rezultira detoksikacijom i uklanjanjem lijeka iz organizma ili
aktiviranjem pro-lijeka u biloski aktivno terapijsko sredstvo ili toksin. U slu¢aju kada je
farmakoloSka aktivnost lijeka ili toksina vezana uz kataliticku aktivnost odredenog
enzima, ¢imbenici koji utjecu na aktivnost enzima odredit ¢e klini¢ki odgovor na agens.
Enzimi odgovorni za aktivaciju i metabolizam lijekova i drugih spojeva u ljudi
pokazuju Siroke interindividualne varijacije u ekspresiji proteina ili katalitickoj
aktivnosti §to rezultira razli¢itim fenotipovima (1,2,8).

Te varijacije mogu nastati zbog prolaznih uzroka kao Sto su inhibicija ili
indukcija enzima ili trajnih uzroka kao Sto su mutacije ili delecije gena. U
farmakogenetskim istraZivanjima provodi se genotipizacija polimorfnih alela koji
kodiraju enzime za metabolizam lijekova. Na taj se nacin moZe odrediti metabolicki
fenotip za svakog pojedinca.

Genetski polimorfizam odreduje nekoliko kategorije fenotipova obzirom na

intenzitet metabolizma lijekova. (Slika 1.)
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Slika 1. Posljedice fenotipova PM, EM i UEM na bioraspoloZivost lijeka/metabolita u
cirkulaciji. Crveni oblici predstavljaju neaktivan prolijek odnosno njegov neaktivni
metabolit, dok zelena boja predstavlja lijek ili metabolit u aktivnom obliku; velicina

oblika oznacava relativnu velicinu doze lijeka, odnosno kolicinu nastalih metabolita.




Fenotip ekstenzivnog metabolizma (od engl. extensive metabolism, EM) lijeka
je ocekivana osobina normalne populacije, proizlazi iz genotipa s oba potpuno
funkcionalna alela. Fenotip srednjeg metabolizma (od engl. intermediate metabolism,
IEM) oznacuje slucaj kada metabolizam u osobe moze biti normalan ili smanjen.
Nalazimo ga kod heterozigota za inaktivirajuéu mutaciju—samo je jedan alel
funkcionalan, te kod osoba s oba alela smanjene aktivnosti, a prenosi se autosomno
recesivno. Fenotip slabog metabolizma (od engl. poor metabolism, PM) dovodi do
nagomilavanja specificnih lijekova-supstrata u organizmu i tipi¢no je autosomno
recesivno svojstvo nastalo mutacijom i/ili delecijom oba alela odgovorna za fenotipsku
ekspresiju. Fenotip izrazito poja¢anog metabolizma (od engl. ultraextensive metabolism,
UEM) rezultira povec¢anim metabolizmom lijeka i to je autosomno dominantno svojstvo
koje proizlazi iz amplifikacije gena (1,2,8).

Za neke skupine terapijskih sredstava, toksikanata i kancerogenih spojeva iz
okoliSa dokazano je da genetski polimorfizam enzima koji ih metaboliziraju ima
znaCajnu ulogu u izazivanju Stetnih nuspojava ili incidenciji karcinoma. Stoga
odredivanje pojedinog genotipa koji ukazuje na metabolicki fenotip moZe biti od
klini¢ke vaznosti u predvidanju nuspojava ili nezadovoljavaju¢eg odgovora na odredene
lijekove, te u predvidanju povecanog rizika za pojavu toksi¢nih ucinaka i malignih
oboljenja zbog utjecaja razliCitih toksikanata i karcinogenih spojeva iz okoliSa ili na

radnom mjestu.

1.1 ENZIMI ODGOVORNI ZA METABOLIZAM LIJEKOVA

Enzimi ukljueni u metabolizam lijekova klasificirani su kao enzimi faze I
(oksidacijski) ili faze II (konjugacijski). Ova su dva tipa reakcija ¢esto medusobno
komplementarna po svojoj funkciji. Enzimi faze I i I smjeSteni su najve¢im dijelom u
jetri. Kroz kataliticko djelovanje u reakcijama oksigenacije, oksidacije, redukcije i
hidrolize enzimi faze I stvaraju funkcionalne grupe koje sluZze kao konjugacijska mjesta
za glukuronsku kiselinu, sulfate ili glutation, katalizirane enzimima II. faze.

Izmedu 1950. i 1970. godine enzimi koji metaboliziraju lijekove (od engl.

drug-metabolizing enzymes, DMEs) obi¢no su bili opisivani kao “jetreni




detoksifikacijski sistem”. Ova dogma je joS uvijek Siroko raprostranjena iako
detoksifikacija predstavlja vjerojatno manje od 1% svih njihovih funkcija. Naime,
enzimi koji metaboliziraju lijekove imaju endogene spojeve kao svoje prirodne
supstrate, ukljuCeni su u sintezu i razgradnju svakog do sada poznatog nepeptida koji
sudjeluju u ligand moduliranima transkripcijskim procesima (rast,diferencijacija,
apoptoza, homeostaza i1 neuroendokrine funkcije). Nekoliko ovih enzima je postojalo u
evoluciji prije divergencije eubakterija iz eukariota, sugeriraju¢i da su ovi enzimi bili
odgovorni za vazne zivotne funkcije - balans elektrolita i kalcijevih iona, dijeljenje
stanice itd., a neki od njih se nalaze u svakoj eukariotskoj stanici. Stoga neki autori
predlazu da bi za ove enzime prikladniji naziv bio efektorni—-metabolizirajuci enzimi (od

engl. effector-metabolizing enzymes) (9).

Tablica 1. Glavni jetreni enzimi koji sudjeluju u metabolizmu lijekova i drugih

ksenobiotika (1).

Faza | Faza II

CYPIA2 Glutation S — transferaza
CYP2A6
CYP2B N — acetiltransferaza
CYP2C19 UDP - glukouroniltransferaza
CYP2C9
CYP2D6 Sulfotransferaza
CYP2E1

CYP3A

NADPH - kinon -

oksidoreduktaze

Enzimi faze I-Devedeset posto njihove funkcije obavlja sustav citokroma P450
(CYP), dok preostalih deset posto Cine svi ostali enzimi (dehidrogenaze, peroksidaze,
flavin-adenin-dinukleotid monooksigenaze, i dr.).

Enzimi faze II- dodatno modificiraju strukturu lijeka i time pojacavaju njegovu

topivost.




ENZIMI FAZE 1 METABOLIZMA LIEKOVA - ENZIMSKA PORODICA
CITOKROMA P 450 (SUSTAV CYP)

Najvazniji oksidativni enzimski sustav ukljuen u metabolizam lijekova je
enzimska superporodica citokroma P450 (CYP ). Naziv citokrom P450 proizaSao je iz
spektralnih karakteristika enzima, a podrazumijeva skupinu hem proteina koji u
reduciranom obliku (Fe* oksidacijski stupanj) imaju visok afinitet prema uglji¢nom
monoksidu (CO). Nastali kompleks reducirani citokrom P450-CO ima u
diferencijalnom spektru apsorpcijski maksimum kod 450 nm, minimum kod 405 nm
(Soretova vrpca). Do danas je u Covjeka otkriveno viSe od tridesetak izoenzima koji
pokazuju razlicitu kataliticku aktivnost i jedinstveno djelovanje. Takoder je poznato
najmanje 481 CYP gena i 22 pseudogena u svih vrsta Zivih bi¢a. lako mnogi od ovih
izoenzima pokazuju genetski polimorfizam, za samo neke od njih poznata je
molekulska osnova promjene polimorfizma. Zbog lakSeg snalaZenja u ovoj vrlo
raznolikoj skupini hem-tiolatnih proteina i uvodenja novih ¢lanova, razradena je
nomenklatura koja se temelji na slijedu sekvenci (Nelson, 1993). Primjerice, CYP2D6
je izoforma 6 podporodice D ukljucene u porodicu 2CYP. Gen koji kodira ovaj enzim
oznacen je kao CYP2D6. Pripadnost porodici i podporodici temelji se na podudarnosti
aminokiselinskih sekvenci. Do sada poznatih 35 humanih CYP gena klasificirani su u
porodice 1,2,3,4,5,7,8,11,17,19,21,24,27 1 51 (1,2,10).

Enzimi P450 su po enzimskom djelovanju tipicne monooksigenaze, mogu
djelovati kao oksidaze i peroksidaze, a kataliziraju i reduktivne reakcije.Vec se iz ovih
znacajki moZze pretpostaviti da mehanizam katalitickog djelovanja ovih enzima mora
zadovoljiti potrebe razliCitih kemijskih reakcija. Znacenje ovih enzima u ukupnosti
bioloskog sistema osobito je naglaseno ako znamo da od oko 250 000 sintetiziranih
kemijskih tvari koje se pojavljuju u okoliSu gotovo svaka moZze biti supstrat, induktor
1/ili inhibitor jednog ili viSe enzima iz ove skupine. Danas se smatra da se viSe od 70%
svih kemijskih tvari razliCitih strukturnih znacajki pretezito lipofilnih svojstava
(ukljucujuci lijekove) metabolizira oksidativnim procesima u stanicama. Kao produkti
ovih enzimskih reakcija, koje su katalizirane preteZito (gotovo 90% od svih oksidativnih
reakcija) enzimima citokrom P450, nastaju ve¢im dijelom netoksi¢ni alkoholi i fenoli
reakcijama hidroksilacije ili monooksigenacije. Uz oksidativne procese citokrom P450

moze katalizirati i reduktivne procese, pri ¢emu moraju biti zadovoljeni odredeni uvjeti
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kao Sto su anaerobni odnosno hipoksic¢ni uvjeti, odgovarajuci redoks potencijal lijeka-

supstrata, prisutnost odgovarajuc¢eg donora elektrona (NADPH, NADH) i dr. (Slika 2.)
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Slika 2. Ciklus reakcija na citokromu P450: (1) vezanje lijeka/supstrata (RH), (2) reduktaza 1
daje 1. elektron iz NADPH (Fe* —Fe?") (3) redukcija — u anaerobnim uvjetima ciklus ovdje
prestaje, (4) vezanje O2 na hem, (5) oksidacija hema (Fe?*—Fe3"); kisikov slobodni radikal, (6)
reduktaza Il daje jos jedan elektron sa NADH; kisikov peroksid radikal, (7) peroksid radikal se
protonira I odlazi kao H20; na hemu ostaje aktivni atomski kisik, (8) premjestanjem kisikovih
elektrona stabiliziranih na atomu Zeljeza kisik se prenosi na supstrat (terminalna oksidacija),

(9) vrac¢anje Fe3" u pocetno stanje — novi ciklus.

Fiziolosko znacenje enzima citokroma P450 je u njihovom katalitickom
djelovanju kod reakcija biosinteze 1 metabolicke razgradnje niza fizioloSki vaZnih
endogenih tvari (kolesterol, Zucne kiseline, steroidni hormoni, kortikosteroidi,
prostaglandini, masne kiseline, leukotrieni), te metabolicCke razgradnje
(biotransformacije) strukturno razli¢itih lijekova i drugih tvari stranih organizmu
(ksenobiotika) kao Sto su lijekovi, masti, pesticidi/herbicidi, razli¢ite industrijske
kemikalije i druge tvari iz okoliSa. Strukturne promjene u molekuli lijeka zbivaju se na

funkcionalnim skupinama koje sadrzavaju atome ugljika, duSika, kisika, sumpora i
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fosfora. Reakcije monooksigenacije zbivaju se uvodenjem tzv. aktivnog kisika, odnosno
aktiviranog oblika kisika koji potjece iz molekularnog kisika iz zraka.

Citokrome P450 nalazimo u bakterijama, kvascima, biljkama, insektima,
ribama 1 drugim viSim organizmima. U stanicama sisavaca nalazi se preteZito u
endoplazmatskom retikulumu i u mitohondrijima. Premda su enzimi citokrom P450
nadeni u vecini organa i tkiva, najdetaljnije su istraZeni enzimi u jetrenim stanicama.
Upravo visok sadrzaj citokroma P450 je jedna od znacajki stanica jetre. Citokrom P450
¢ini integralni dio membranskih proteina i sastavni dio strukture membrane
mitohondrija 1 endoplazmatskog retikuluma. Kataliticka svojstva enzima ovise o
kemijskim znacajkama posebice fosfolipidnog dijela membrane. Takoder fluidnost i
naboj membrane mogu znacajno utjecati na kataliticka svojstva enzima budu¢i da o
ovim ¢imbenicima ovisi pokretljivost proteinskih dijelova u membrani i interakcije s
ionskim skupinama u molekulama proteina. Lipofilna svojstva membrane utjecat ¢e na
izbor supstrata, a membrana moZe posluziti i kao svojevrsni spremnik za lijekove
lipofilnih svojstava.

Smatra se da superporodica gena koji kodiraju citokrome P450 postoji vise od
milijardu godina, neki dijelovi strukture enzima ostali su o¢uvani tijekom evolucije. To
se posebice odnosi na mjesto na kojem je smjeStena hemska skupina i mjesto vezanja
molekularnog kisika na enzimu ( tzv. ”dZep” za kisik ).

Prema definiciji International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC):
”Citokromi P450 jesu skupina hem proteina ¢ijom biosintezom upravlja superporodica
gena. Ovi proteini €ine skupinu enzima koji kataliziraju reakcije monooksigenacije
velikog broja egzogenih i endogenih tvari”.

Prema tome pod pojmom citokroma P450 (CYP) podrazumijevamo proteine,
¢lanove superporodice hem proteina, koji kataliziraju oksidativne i reduktivne reakcije

biotransformacije lipofilnih supstrata u polarnije metabolite (11).

ENZIMI CITOKROMA P450 (CYP)
Udio pojedinih izoenzima CYP-a u humanoj jetri je vrlo razlicit. (Slika 3)

Najvise ih pripada skupini porodica 3A (40%) i 2C (25%), nakon kojih slijede porodice

1A (17%) i 2E (9%) izoenzima. IstraZivanja 315 razlicitih lijekova pokazala su da se
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56% lijekova primarno metabolizira enzimima CYP-a i to CYP-om 3A4 50%, 2D6
20%, 2C9 1 2C19 15%, dok se ostali metaboliziraju s 2E1, 2A6, 1A2 1 joS uvijek
nepoznatim enzimima. Geni koji kodiraju CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19 i CYP2D6 su
funkcionalno polimorfni, iz ¢ega slijedi da se 40% metabolizma lijekova ovisnih o

citokromu P450 odvija preko polimorfnih enzima (1,7).

CYP ENZIMI

CYP2E*1

Etanol, miSi¢ni relaksansi,
kofein, benzen, kloroform,
cigaretni dim

P453A;
40,0% P4501A2;
17,6%

P4502E; P4502A6;
9,2% 5,6%
P4502D6; . P4502B6;
519 P4502C; g
3 o S/
25 39/ 0,3%
CYP2D*6 CYP2C*9
Antidepresivi, antihipertenzivi, Nesteroidni anti-inflamatorni lijekovi, antiepileptici, o-antikoagulansi
antiaritmici, opioidni analgetici, CYP2C*19
antidijabetici, beta blokatori, Antidepresivi, benzodiazepini, beta blokatori, lijekovi za lijeSenje
neuroleptici peptickog ulkusa

Slika 3. Udio pojedinih CYP izoenzima u humanoj jetri i njihovi supstrati

CYP2D6

Izoenzim CYP2D6, unatoC ¢injenici da je zastupljen u koli¢ini od oko 2.6% u
jetri, ima vrlo vaznu ulogu u metabolizmu lijekova jer se gotovo pedesetak najcesce
propisivanih lijekova metabolizira upravo pomocu tog enzima. Smatra se Cak da bi
mogao biti ukljuen u metabolizam otprilike 25% lijekova (12, 13). To je daleko

najbolje opisani enzim porodice citokroma P450 koji pokazuje polimorfnu ekspresiju u
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ljudi (14). Prva otkrica o polimorfizmu zabiljeZzena su za vrijeme klinickog pokusa
vezanog za antihipertenzivni lijek debrisokin. Polimorfizam CYP2D6 je od osobite
klinicke vaZnosti, posebice zbog metabolizma triciklickih antidepresiva, odredenih
neuroleptika, antiaritmika te beta blokatora (15-20).

Gen CYP2D6 nalazi se u skupini gena CYP2D6-8 na 22. kromosomu, udruZen
s pseudogenima CYP2D7P i CYP2DS8P. Sastoji s od devet eksona i1 osam introna, koji
kodiraju protein-enzim CYP2D6. Opisano je ¢ak 48 nukleotidnih varijacija koje
stvaraju 53 razlicita alela. Dosada je opisano ukupno Sest nultih alela tj. djelomi¢no ili
potpuno nefunkcionalnih alela koji nemaju aktivnog proteinskog produkta (*3, *4, *5,
*7, *11,* 6), te dodatne dvije varijante koje kodiraju proteinske produkte sa smanjenom
katalitickom aktivno$¢u (CYP2D6*7 i *10). Najces¢i nulti alel je CYP2D6*4 koji
predstavlja 29% svih CYP2DG6 alela.

Osim interindividualnih, postoje 1 interetnicke razlike u zastupljenosti
pojedinih genotipova (21-25). U bijelaca je uz divlji tip gena otkriveno joS petnaestak
razli¢itih alela CYP2D6 koji su povezani s nedostatnom, smanjenom, normalnom ili
pojacanom enzimskom aktivnosti. Potpuni izostanak aktivnosti CYP2D6 zbog nasljeda
dva mutantna nul-alela se nalazi u 5-10 % populacije. Nekoliko epidemioloskih studija
povezuje razli¢ite alele CYP2D6 s toksi¢nos$¢u i povecanom incidencijom maligniteta
jetre, Zdrijela, Zeluca i posebice pluca povezanog s puSenjem-EM fenotip (26). PM
fenotip je povezan s povecanim rizikom nastanka Parkinsonove bolesti i smanjenom

tolerancijom kroni¢ne boli (1,2,8,9,27).

CYP2C19

Drugi dobro opisani polimorfizam CYP-a je polimorfizam izoenzima
CYP2C19, koji je odgovoran za hidroksilaciju antikonvulzivnog lijeka mefenitoina,
diazepama, omeprazola i citaloprama (28). Specificne mutacije gena koji kodira S-
mefenitoin hidroksilazu dovode do PM fenotipa. Za razliku od polimorfizma
debrisokina, za ovaj polimorfni enzim nije dokazan UEM fenotip.

PM fenotip CYP2C19 enzima se nalazi u 2-5 % bijele populacije, dok je
uocena incidencija u istocnjackoj popualaciji 18-23 %. Glavni genetski poremecaj u PM
fenotipu je GA mutacija u eksonu 5 §to ima za posljedicu stvaranje inaktivnog proteina.

Ovaj CYP2C19 nul alel oznacava se oznakom m1 i zastupljen je u 75% PM genotipa
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bijelaca. U japanskoj i kineskoj populaciji otkrivena je mutacija G636A, oznacena kao
CYP2C19m2. U ovim populacijama prevalecija PM genotipa iznosi i do 10%. Dosada
nije definiran stav o klinickoj vaznosti CYP2C19 polimorfizma, iako prema nekim
istraZivanjima genotipizacija CYP2CI19 bi predvidala ucinke lijecenja infekcije s H.
pylori i peptickog ulkusa u bolesnika koji su na terapiji omeprazolom i amokscilinom

(1,2,29, 30, 31).

CYP2C9

CYP2C9 je jedan od cetiri ¢lana CYP2C podporodice u ljudi (ostali su
CYP2C8, CYP2C18, CYP2C19, CYP2CI10 danas se smatra varijantom CYP2C9), iako
genske analize sugeriraju vjerojatno postojanje joS$ tri CYP2C enzima. Citokromi P450
2C8, 2C9, 2C18 i 2C19 imaju identiCan aminokiselinski slijed u viSe od 82%, ali
izoforme pokazuju malo preklapanje u supstratnoj specificnosti. Gen koji kodira protein
CYP2C9 u ljudi smjesten je na kromosomu 10g24.2 i veci je od 55 kb.

Otkrice Sest razli¢itih sekvenci ¢cDNA CYP2C9 potaknulo je mnoga
istraZzivanja njegove metabolicke aktivnosti i distribucije u populaciji .

Najuclestaliji alel Argl44/11e359 (CYP2C9*1) smatra se divljim tipom.
Zamjena citozina u timin (C>T ) na nukleotidu 430 stvara Cys144/11e359 (CYP2C9*2)
alelnu varijantu, zamjena adenina u citozin (A>C) na nukleotidu 1075 stvara
Argld44/Leu359 (CYP2C9%*3) alelnu varijantu. T>C na 1076 kodira Argl44/Thr359
(CYP2C9*4) alelnu varijantu, C>G na 1080 kodira Argl44/Asp360 (CYP2C9*5) i
zadnji otkriveni nul polimorfizam (CYP2C9*6) ima adeninsku deleciju na nukleotidu
818. (Slika 4.)

Budu¢i su CYP2C9*1, 2 i 3 aleli otkriveni prvi, njihova in vitro i in vivo
aktivnost je 1 najbolje prouCena. Ovi aleli stvaraju Sest razliitih genotipova: *1/*1
(divlji tip), *1/*2, *1/%3, *2/*2, *2/*3 1 *3 /*3. In vitro 1 in vivo istraZivanja pokazuju
da su CYP2C9 *2 1 *3 aleli povezani sa zna¢ajno smanjenim metabolizmom razli¢itih
supstrata CYP2C9 u odnosu na divlji tip (2,10,32,33).

Ubrzo nakon otkrica alela CYP2C9*2 i CYP2C9*3 radene su studije
genotipizacije populacija obzirom na etni¢ku pripadnost. Medu ispitivanim bijelcima i
turskoj populaciji dvije trec¢ine osoba su imale divlji tip, jedna tre¢ina genotip *1/*2 ili

*1/*3, a manje od 2.5 % ispitanika genotip *2/ *2, * 2 /*3 i *3/*3. U ispitivanoj afri¢ko-
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americkoj, japanskoj, kineskoj i koreanskoj populaciji 95% osoba imalo je genotip
divljeg tip. U talijanskoj populaciji uestalost alela CYP2C9*1 iznosi 80%, alela*2 11%
i alela *3 3.9%, dok je ucestalost alela *2 i1 *3 u Spanjolskoj populaciji neSto visa
(14.3% za alel *2 i 16.2% za alel *3) (32). Citokrom P450 CYP2C9 metabolizira
klini¢ki vazne lijekove i pripada medu najvaznije enzime koji metaboliziraju lijekove u
ljudi. Supstrati za CYP2C9 su fluoksetin, losartan, fenitoin, tolbutamid, torsemid, S-
varfarin i nesteroidni anti-inflamatorni lijjekovi. Aktivnost CYP2C9 in vivo moZe se
inducirati rifampicinom, a varijabilno karbamazepinom, etanolom, fenobarbitonom.
Klinicki znaCajna inhibicija CYP2C9 moZe nastati kod istovremenog davanja
amiodarona, flukonazola, fenilbutazona, sulfinpirazona, sulfafenazola, a vjerojatno i
drugih sulfonamida. Intenzivno se proucava povezanost izmedu in vitro enzimske
aktivnosti CYP2C9 c¢cDNA varijanti i in vivo raspodjele varfarina. Gotovo svi lijekovi-
supstrati za CYP2C9 su slabe kiseline s pKa vrijednostima 3.8-8.1, a elektrostatske
interakcije potjecu od elektronegativnih grupa na supstratu i elektropozitivnih grupa na
enzimu (1,10, 34, 35).

Citokrom P450 CYP2C9 metabolizira klinicki vazne lijekove i pripada medu
najvaznije enzime koji metaboliziraju lijekove u ljudi. Supstrati za CYP2C9 su
fluoksetin, losartan, fenitoin, tolbutamid, torsemid, S-varfarin i nesteroidni anti-
inflamatorni lijekovi. Aktivnost CYP2C9 in vivo moZe se inducirati rifampicinom, a
varijabilno karbamazepinom, etanolom, fenobarbitonom. Klini¢ki znacajna inhibicija
CYP2C9 moZe nastati kod istovremenog davanja amiodarona, flukonazola,
fenilbutazona, sulfinpirazona, sulfafenazola, a vjerojatno i drugih sulfonamida.
Intenzivno se proucava povezanost izmedu in vitro enzimske aktivnosti CYP2C9 cDNA
varijanti i in vivo raspodjele varfarina. Gotovo svi lijekovi-supstrati za CYP2C9 su
slabe kiseline s pKa vrijednostima 3.8-8.1, a elektrostatske interakcije potjecu od

elektronegativnih grupa na supstratu i elektropozitivnih grupa na enzimu (1,10, 34, 35).
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Kromosom 10024,2

Nukleotid # 430
CGT

L[ |

*1 alel | |

Ekson 3
Arg
aminokiselina # 144
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*2 alel | |

*3 alel | |

*4 alel | |

*5 alel | |

Slika 4. Polimorfizam CYP2C9
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CYP2E1

Izoenzim CYP2E1 odgovoran je za metabolizam i bioaktiviranje mnogih
prokarcinogena, odredenih lijekova (paracetamol) i predstavlja glavni alternativni
sustav kojim se metabolizira etanol. Kodiran je jednim genom smjeStenim na 10
kromosomu, a do sada su poznata dva alela u ljudi C i c2. Iako postoje dokazi o
genetskom polimorfizmu CYP2EI u ljudi, to¢na molekularna osnova i njegova klini¢ka

znacajnost nisu jo$ utvrdene.

CYP3A

Podporodica CYP3A sadrzi izoenzime 3A3, 3A4 i 3AS u odraslih, te izoenzim
3A7 u fetalnoj jetri. Prevladavajuci izoenzim 3A u jetri odraslih ljudi je izoenzim 3A4,
koji ¢ini 20-40 % ukupnog jetrenog citokroma P450. Iako je uocena velika
interindividualna varijabilnost ovog enzima i genetska osnova jo$ nije razjasnjena, zna

se da sudjeluje u metabolizmu mnogih antitumorskih lijekova (1,2).

ENZIMI FAZE 11 METABOLIZMA LIJEKOVA

N-acetil transferaza 2 (NAT?2)

Acetilacijski polimorfizam najstariji je poznati enzimski polimorfizam,
otkriven je prije viSe od 40 godina kada je u lijeCenju tuberkuloze ispitivan lijek
izoniazid. Fenotipski se razlikuju brzi (u genotipu imaju bar jedan normalan alel divljeg
tipa) i spori acetilatori (homozigoti za recesivan, mutirani gen), ovisno o tome
metabolizira li osoba lijekove ovisne o NAT2 brzo ili sporo. U ovu kategoriju lijekova
ubrajaju se arilaminski 1 hidrazinski lijekovi (izoniazid, sulfadiazin, aminoglutetimid,
kofein, sulfametazin, klonazepam, sulfapiridin, dapson, sulfadoksin, sulfametoksazol,
hidralazin, prokainamid i drugi ), ali i neki karcinogeni spojevi.

Izmedu 40-70% Europljana i Amerikanaca, te 10-30% populacije isto¢ne Azije
(Japan, Kina, Koreja, Tajvan) pripada skupini sporih acetilatora. Spori acetilatori slabo

metaboliziraju lijekove koji se pregraduju ovim metablickim putem, te imaju povecanu
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sklonost karcinogenezi odnosno sklonost nastajanju karcinoma mokra¢nog mjehura,

debelog crijevaidr. (5).

Glutation— S—transferaza

Enzim ima pet genetski razli¢itih klasa. Ovo su takoder konjugacijski enzimi
koji svoje supstrate konjugiraju s glutationom. Metaboliziraju epokside ugljikovodika i
neke karcinogene amine (npr. aflatoksin B1 epoksid). Ukoliko je ovaj enzim oStecen
(npr. zbog inaktiviraju¢e mutacije) povecana je mogucnost nastanka raznih tumora (5).

Osim navedenih postoje i drugi vazni enzimi faze II metabolizma lijekova.

(Tablica 1)

1.2. FENOTIPIZACIDA/GENOTIPIZACIJA

Specifican metabolicki profil osobe moze se utvrditi fenotipizacijskim ili
genotipizacijskim pristupom.

Fenotipizacija se provodi davanjem ispitivanoga lijeka (za metabolizam kojega
se zna da ovisi iskljuivo o funkciji specificnog enzima), nakon cega se mjeri
metabolicki omjer (od engl. metabolic ratio—-MR) koji se definira kao omjer doze lijeka
ili nepromijenjenog lijeka i metabolita izmjerenog u serumu ili urinu. Odredivanjem
fenotipa u odnosu na referentni supstrat omogucava se predvidanje fenotipa za druge
supstrate.

Genotipizacija ukljucuje odredivanje specifi¢nih genetskih mutacija kojih je
rezultat specifi¢ni fenotip. Ove mutacije ukljuuju genske promjene koje dovode do
prekomjerne ekspresije (dupliciranje gena), odsutnosti aktivnhog proteinskog produkta
(nul-aleli) ili stvaranja funkcionalno promijenjenog proteina sa smanjenom katalitickom
sposobnoscu (inaktivirajuci aleli).

U odredivanju genotipa za metabolizam lijekova primjenjuju se sve metode
razvijene u laboratorijima za molekularnu dijagnostiku. Osnovna metoda je umnazanja
ulomka DNA od interesa za koju je Mullis 1993. godine dobio Nobelovu nagradu.
Lancana reakcija sinteze DNA pomocu DNA polimeraze je relativno nova metoda
sinteze nukleinskih kiselina in vitro kojom se specifi¢ni odsjeCak DNA moze umnoZiti u

velikom broju kopija. Iz uzorka krvi izvadenog uz antikoagulans EDTA izolira se DNA,
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a specificna regija ispitivanoga gena amplificira se pomocu oligonukleotidnih DNA
odsjecaka (klica, pocetnica) komplementarnih s grani¢nim dijelovima poznate DNA
koje se umnaza (ciljna DNA). Na produkt PCR amplifikacije nastavljaju se daljne
reakcije kojima se identificira poznata odnosno nepoznata mutacija ili delecija (RFLP,
SSCP, multiplex PCR, alel specifi¢cna PCR, itd.).

U farmakokinetskim ispitivanjima fenotipizacija 1ima prednost pred
genotipizacijom utoliko Sto otkriva interakcije lijek-lijek ili poremecaje u sveukupnom
procesu metabolizma lijekova. Medutim, kompleksni protokoli testiranja, opasnost od
nepozeljnih reakcija na lijekove, problemi neto¢ne dodjele odredenog fenotipa uslijed
istodobnog davanja viSe lijekova ili u€inci same bolesti koji mogu dovesti do zabune
predstavljaju ozbiljne nedostatke fenotipizacijskom pristupu.

Metode genotipizacije zahtijevaju male kolic¢ine krvi ili tkiva, na njih ne utjece
osnovna bolest ni lijekovi Sto ih bolesnik uzima, a rezultate daju unutar 48-72 sata, $to

omogucava brzu intervenciju (1,2,8).

1.3. ORALNI ANTIKOAGULANSI

Povijest

U Sjevernoj Dakoti je 1920. godine stoka, koja je jela slabo prosuSeno sijeno
dobiveno od djeteline, krvarila (37). Tijekom 1930. godine bishidroksikumarin
(dikumoral) je izoliran kao uzrok krvarenja. Daljnja istraZivanja 1940-tih godina
potvrdila su djelotvornost dikumorala u izazivanju hipokoagulabilnog stanja, te je
sintetizirano viSe dikumoralu sli¢nih supstancija. Supstancija broj 42 nazvana je
varfarin, dokazana je njena visoka djelotvornost kao otrova za Stakore koji izaziva
smrtonosno krvarenje. Tek otkri¢em da je vitamin K djelotvoran u lije€enju krvarenja
kao komplikacije terapije varfarina, varfarin se pocinje Siroko primjenjivati i danas je

lijek izbora medu oralnim antikoagulansima (37).

Mehanizam djelovanja i farmakodinamika

Oralni antikoagulansi su antagonisti vitamina K. Vitamin K je bitan koenzim u

posttranslacijskoj karboksilaciji glutaminskih ostataka u gamakarboksiglutaminske
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ostatke (Gla) na N terminalnim krajevima proteina ovisnih o vitaminu K (faktori
zgruSavanja II, VII, IX, X, protein C i S). Karboksilacija faktora zgruSavanja ovisnih o
vitaminu K je katalizirana jetrenim enzimom karboksilazom, a pod utjecajem
reduciranog oblika vitamina K (vitamin KH2), kisika i uglji¢nog dioksida. Tijekom
reakcije vitamin KH2 se oksidira u vitamin K epoksid koji se reciklira u vitamin K
pomocu K epoksid reduktaze, zatim se ponovo reducira u vitamin KH2 pomocu
vitamin K reduktaze. Faktori zgruSavanja u procesu gamakarboksilacije dozivljavaju
konformacijske promjene u prisutnosti Ca iona Sto je bitan preduvjet stvaranja
kompleksa c¢imbenika zgruSavanja ovisnih o vitaminu K 1 njihovih kofaktora na
fosfolipidnoj povrsini kao 1 za njihovu bioloSku aktivnost.

Antagonisti vitamina K djeluju antikoagulantno inhibiraju¢i vitamin K
epoksid reduktaze i vjerojatno vitamin K reduktaze. Rezistencija na varfarin
vjerojatno nastaje zbog promijenjenih reduktaznih enzima koji smanjuju afinitet za
varfarin. Blokiranjem reakcije karboksilacije proteinima plazme nedostaju glutaminski
ostaci. [zostaje interakcija s fosfolipidima koja je nuzna je u tijeku fizioloSke aktivacije
koagulacije.

Ove reakcije se kontinuirano odvijaju u jetri, jedna molekula vitamina K
reciklira se nekoliko stotina puta prije kataboliziranja u inaktivni produkt.

Oralni antikoagulansi inhibiraju¢i ciklicku konverziju vitamina K dovode do
jetrene produkcije i sekrecije parcijalno karboksiliranih i dekarboksiliranih proteina.

Smanjenje broja Gla ostataka na protrombinskoj molekuli od normalnih 10 na
9 Gla ostataka rezultira smanjenjem koagulantne aktivnosti za 30%, dok smanjenje na
manje od 6 ostataka rezultira gubitkom viSe od 95% koagulantne aktivnosti.

Dva glavna izvora vitamina K u prirodi su filokinon (vitamin K1) i menakinon
(vitamin K2). Vitamin K1 iskljucivo je biljnog podrijetla, a menakinon je grupni naziv

za nekoliko srodnih produkata bakterijskog podrijetla (37-39).
Farmakokinetika

Najpoznatiji oralni antikoagulansi su derivati hidroksikumarina i indandiona.
Derivatima  hidroksikumarina  pripadaju  varfarin ~ (Marivarin, = Coumadin),

etilbiskumacetat  (Pelentan), acenokumarol (Syncumar, Sintrom, Nicoumalone,

Sinthrome), fenprokumon (Marcoumar). Lijek izbora je varfarin. U klini¢koj uporabi
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varfarin se nalazi u jednakim koli¢inama u dva opticka izomera. Lijevo rotirani (S)
varfarin Cetiri puta je potentniji od desno rotiranog (R) varfarina. Dva izomera
varfarina metaboliziraju se mikrosomalnim enzimima u jetri razliitim putovima. (S)-
varfarin se metabolizira mnogo brze, ali moguce su znacajne interindividualne razlike
zbog genskih varijacija u mikrosomalnim enzimima (polimorfizam CYP-a) i vanjskih
¢imbenika koji mogu utjecati na enzimsku aktivnost. (S)-varfarin jedini je pripravak
koji se moZe primjenjivati parenteralno, no gotovo uvijek se daje peroralno.
Poluvrijeme raspada (t ¥2) varfarina je 36-42 sata, cirkulira vezan za proteine plazme
(uglavnom za albumin) i nakuplja se u mikrosomima jetre. Izluuje se primarno
bubrezima u obliku metabolita. Pocetak djelovanja oralnih antikoagulansa ovisi o t 12
¢imbenika zgruSavanja: najkrace ima F VII:4-6 sati, F II tri dana, F IX 18-30 satii F X
dva dana. Zato je za nastup potpunog antikoagulantnog djelovanja potrebno 48-72 sata,
prema nekim podacima 5-7 dana (37-40).

Varfarin se brzo apsorbira iz gastrointenstinalnog trakta i doseZe maksimalnu

koncentraciju u krvi u zdravih dobrovoljaca za 90 min.

Indikacije 1 doziranje

Varfarin je indiciran u lijeCenju 1 prevenciji tromboembolijskih incidenata.
Rabi se u lijecenju venskih tromboza, plu¢ne embolije i arterijskih tromboza.

Profilakticki se daje kako bi sprijecili nastajanje tromba u bolesnika s umjetnim
sréanim zaliscima, bolesnicima koji imaju ugradene stentove u krvnim Zilama,
bolesnicima s fibrilacijom atrija, prirodenim greSkama src¢anih valvula, bolesnicima koji
u anamnezi imaju tromboembolijski incident i koji imaju povecani rizik od nastanka
novog uslijed imobilizacije ili operacije, bolesnicima kod kojih je dijagnosticirano
hiperkoagulabilno stanje (antifosfolipidni sindrom, nedostatak proteina C, nedostatak
proteina S, nedostatak antitrombina, mutacija faktora V Leiden, mutacija faktora II) .

Kontraindikacije su brojne, ali su Cesto viSe relativne nego apsolutne, stoga je
potrebno u svakog bolesnika razmotriti potrebu i rizik od antikoagulantne terapije.
Krvarenje je apsolutna kontraindikacija, zatim teSka hipertenzija, ulkusna bolest s
anamnezom krvarenja, perikarditis, endokarditis lente, epiduralna anestezija u trudnica

koje su na heparinu, teSka oSteCenja jetre 1 bubrega, heparinom inducirana
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trombocitemija i aktivna tuberkuloza. Takoder se ne smije uzimati tijekom trudnoce jer
je teratogen.

Dva su pristupa u doziranju oralnih antikoagulansa:
1. U slucaju hitne potrebe za antikoagulantnom terapijom primjenjuju se heparin (ili
niskomolekularni heparin) 1 varfarin zajedno. Bolesnicima koji su u hiperkoagulabilnim
stanjima varfarin se ne smije davati u lijecenju ili profilakticki bez pokri¢a heparinom.
Pocetno varfarin sniZava razinu proteina C prije nego se nivo F X ili F II dovoljno snizi
da bi imao antikoagulantni u¢inak. U¢inak sniZenja proteina C, koji ima poluZivot 6 sati
1 §titi od tromboze, moZe biti tromboticki incident. Varfarin se daje u dozi od 6-15 mg
prva dva dana. Heparin se prekida kada je protrombinsko vrijeme kojim se prati ucinak
terapije varfarina u terapijskoj Sirini, za vec¢inu indikacija 2,0-3,0 INR, osim mehanickih
sr¢anih valvula, ponovljenih miokardijalnih infarkta i antifosfolipidnog sindroma 2,5-
3,5 INR (37).
2. Postupno uvodenje antikoagulantne terapije dozom varfarina od 3 mg dnevno dok
se ne postigne ucinak za 5-6 dana.Varfarin se moZe dati bez heparina bolesnicima koji
nemaju u anamnezi trombozu, ali treba izbjegavati visoke doze zbog snizavanja razine
proteina C (veéina bolesnika s fibrilacijom atrija). Postoji odredena fleksibilnost u
odabiru doze kojom se zapocinje lijeCenje. Neki klini€ari radije daju viSe doze (po
nekim preporukama 6-15 mg u jednokratnoj dozi dnevno), dok doze niZe od 3 mg mogu
biti prikladnije za starije osobe i za bolesnike koji imaju visi rizik od krvarenja (37, 38,
39, 41, 42). Doza odrzavanja varfarina za vec¢inu bolesnika je 3—12 mg dnevno (41).
Duljina uzimanja varfarina je za vecinu bolesnika s nekompliciranim
tromboembolijskim incidentom 3—6 mjeseci od prestanka ¢imbenika rizika. U bolesnika
s umjetnim mehanickim valvulama antikoagulantna terapija se provodi doZivotno zbog

opasnosti od okluzije valvule ili tromboembolijskih komplikacija (39, 42).

Pracenje terapije

Za pracenje oralne antikoagulantne terapije najceSce se koristi jednostupanjski
test protrombinskog vremena (PV) koji se izvodi dodavanjem kalcija 1 tromboplastina u
citratnu plazmu. Svi tromboplastini moraju biti oznaeni internacionalnim indeksom
osjetljivosti (ISI) koji kvantificira njihov odgovor na djelovanje antikoagulansa

obzirom na primarni referentni pripravak SZO ¢ija je vrijednost 1.0. To se izraZava kao
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internacionalni normalizirani omjer (INR). PV se kontrolira svakog dana u prvih pet
dana terapije, zatim dva puta tjedno tijekom dva tjedna (ucestalost pracenja ovisi o

stabilnosti PV), te jedanput mjesec¢no kod bolesnika sa stabilnim PV (37-39).

Nuspojave lijecenja

Jedan od uvjeta za racionalnu primjenu lijekova je poznavanje njihovih
nuspojava i potencijalnih interakcija. Gotovo svaki lijek moZe izazvati nuspojave.

Nuspojavom (od engl. adverse reaction) smatramo svaku Stetnu neZeljenu
reakciju na lijek koji je primijenjen u pravoj indikaciji u terapijskoj dozi.

Neocekivana nuspojava (od engl. unexpected adverse reaction) je svaka do
sada nepoznata nuspojava, a Stetan dogadaj (od engl. adverse event) bilo koji
medicinski dogadaj koji se javlja tijekom primjene lijeka, ali ne mora biti s njime u
uzro¢noj vezi.

Signal je do sada nepoznata ili nedovoljno dokumentirana informacija o
mogucoj uzro¢noj povezanosti lijeka i nuspojave.

Ucestalost nuspojava iznosi 10-20 %, hospitalizacije zbog nuspojava 2.5-8.4%,
a ucestalost smrtnog ishoda od nuspojava 0.01-0.1% (41).

Kao predisponirajuci faktori za nastanak nuspojava navode se metabolicki
¢imbenici, spol (CeS¢e kod Zena), dob (veca ucestalost u starijoj zivotnoj dobi),
oStecenje funkcije bubrega ili jetre.

Prema mehanizmu nastanka nuspojave lijekova se dijele na dvije osnovne
skupine:

Tip A-kao posljedica pretjeranog farmakoloskog wucinka primjenjenog lijeka
(predvidive) i tip B-neovisne o osnovnom farmakoloSkom ucinku (neocekivane).

Najcesca nuspojava terapije varfarinom je krvarenje bilo zbog predoziranja,
neke od interakcija s drugim lijekovima ili zbog odredenog stanja bolesnika.

Bolesti koje povecavaju rizik od krvarenja su anamneza gastrointestinalnog
krvarenja, cerebrovaskularne bolesti, urodene srane greske, hipertenzija, fibrilacija
atrija, infarkt miokarda, bolesti bubrega, disfunkcija jetre i anemija. Zacuduje da
pepticki ulkus nije povezan sa krvarenjima kod varfarinske terapije. Promjene u ishrani
(smanjen unos K vitamina) te lijekovi koji interferiraju s metabolizmom varfarina i kao

takvi su jaki ¢imbenici rizika za krvarenje (37).
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Potencijalno fatalna nekroza koZe javlja se 2-10 dana nakon pocetka terapije
oralnim antikoagulansima, ¢eS¢a je u Zena i1 osoba s nasljednim nedostatkom proteina C.
Ostale blaZe nuspojave su mucnina, povracanje, proljev, kozni osip i ispadanje

kose (37,39,41).

Interakcije lijekova

Interakcijom oznacavamo promjenu, pojacanje ili smanjanje ocekivanog
ucinka stanovitog lijeka zbog uzajamnog djelovanja dvaju ili viSe terapijskih agensa

(41).

Interakcije mogu biti:

1. Farmakodinamske

Ove interakcije pojavljuju se kod primjene onih lijekova koji imaju isti ili
antagonisticki farmakoloski ucinak ili nuspojave koje nastaju zbog kompeticije za ista
receptorska mjesta ili zbog djelovanja na isti fizioloSki sustav. Ovakve interakcije se
najcesce mogu predvidjeti na temelju poznavanja farmakodinamike odredenog lijeka, a
oCituju se u manjoj ili ve¢oj mjeri u vec¢ine bolesnika koji uzimaju ovakvu kombinaciju

lijekova.

2. Farmakokinetske

Farmakokinetske interakcije nastaju onda kada jedan lijek utjece na apsorpciju
drugog, na njegovu distribuciju, metabolizam 1ili ekskreciju, te time mijenja aktivnost
lijeka (jace ili slabije djelovanje). Ovakve interakcije nije lako predvidjeti, a mnoge
zahvacaju samo dio bolesnika koji uzimaju odredenu kombinaciju lijekova.

Utjecaj na apsorpciju — uzimanjem dva ili vise lijekova (u nekim slucajevima i
hrane) moZe do¢i do odlaganja apsorpcije ili smanjenja apsorpcije ukupne doze uzetog
lijeka. Odlaganje apsorpcije je rijetko od klinickog znacCenja. Smanjenje ukupne

apsorbirane doze lijeka svakako moZe rezultirati nedostatnom terapijom.
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Promjena vezivanja za proteine plazme — najveci broj lijekova je nestabilno
vezan za proteine plazme, a mjesta vezivanja su nespecifi¢na, te lijekovi mogu jedni
druge istisnuti s tih mjesta i time dovesti do porasta udjela u plazmi slobodnog lijeka
koji je aktivan. Klini¢ki znacajno to postaje onda kada je zahvacen lijek koji se veze
viSe od 90% za proteine plazme, a i onda moZemo ocekivati samo prolazno povecanje
aktivnosti lijeka jer se istovremeno povecava i eliminacija lijeka. Ova interakcija je
vazna kod bolesnika koji uzimaju varfarin, a uz njega npr. fenilbutazon, sulfonamide ili
tolbutamin. Kod ove kombinacije lijekova inhibira se i metabolizam varfarina koji
dovodi do joS veceg porasta koncentracije varfarina u plazmi i time pojaCane aktivnosti
lijeka.

Utjecaj na metabolizam — mnogi lijekovi se metaboliziraju u jetri. Indukcija
hepatickih mikrosomalnih enzima jednim lijekom moze promijeniti metabolizam
drugog, odnosno rezultira smanjenom koncentracijom lijeka u plazmi i time smanjenom
aktivnosti zahvacenog lijeka u uobicajenoj dozi. Kod naglog prekida uzimanja lijeka
koji je induktor mikrosomalnih enzima moZe do¢i do porasta koncentracije drugog
lijeka do toksi¢nih razina u plazmi i time do znacajnih klinickih posljedica. Kada lijek
inhibira metabolizam drugog lijeka dovodi do poviSenja koncentracije lijeka u plazmi
koja moze narasti 1 do toksicne .

Utjecaj na renalnu ekskreciju — lijekovi se izluCuju 1 putem glomerularne
filtracije 1 aktivnom tubularnom sekrecijom. Kompeticija nastaje kod onih lijekova koji
dijele aktivni transport u proksimalnom tubulu.

Mnoge interakcije lijekova su beznacajne i neopasne, ali postoje i one koje su
potencijalno opasne i pojavljuju se u manjeg broja bolesnika. Lijekovi s uskom
terapijskom Sirinom i oni kojima je potrebna Cesta kontrola koncentracije lijeka u
plazmi (oralni antikoagulansi) naj¢esce stupaju u interakcije.

Bolesnici iznad 65 godina imaju povecan rizik od interakcija lijekova jer ¢eSce
uzimaju viSe lijekova nego mladi bolesnici i zato S§to postoji utjecaj fizioloskih

promjena u starenju kao $to je smanjenje renalnog klirensa do 35%.

Lijekovi koji povecavaju antikoagulantni u¢inak:

- alkohol (velike koli¢ine),

- alopurinol (moguce),
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- anabolicki steroidi,

- analgetici (diklofenak, ibuprofen, meloksikam, piroksikam i drugi nesteroidni
antireumatici, dugotrajna primjena paracetamola, parenteralni diklofenak),

- antiaritmici (amiodaron 1 propafenon),

- antibiotici (kloramfenikol, ciprofloksacin, makrolidi, ralidiksi¢na kiselina, neomicin,
norfloksacin, tetraciklin i trimetroprim mogu povisiti; INR mozZe biti promijenjen
nakon primjene antibiotika Sirokog spektra kao $to je ampicilin i neomicin),

- antidepresivi (moguce povecanje ucinka),

- antidijabetici,

- antiepileptici (moguce povecanje ucinka uz valproat; uz fenitoin mogucée povecanje ili
sniZenje ucinka),

- antimikotici (ketokonazol),

- antitrombocitni lijekovi (aspirin i1 dipiridamol povecavaju rizik krvarenja),

- antiulkusni lijekovi (cimetidin i omeprazol),

- antivirotici (ritonavir moguce),

- barbiturati, cisaprid moguce,

- citotoksicni lijekovi (ifosfamid),

- disulfiram,

- hipolipemici (klofibrat i simvastatin),

- hormonski antagonisti (danazol; flutamid; tamoksifen i moguce bikalutamid),

- vakcine (influenca vakcina),

- heparin,

- tiroksin.

Lijekovi koji smanjuju antikoagulantni uc¢inak:

- antibiotici (rifampicin),

- antiepileptici (karbamazepin; fenobarbiton i primidon),
- antimikotici (grizofulvin),

- antiulkusni lijekovi (sukralfat moguce),

- barbiturati,

- estrogeni i progesteroni (oralni kontraceptivi),
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- hormonski antagonisti (aminoglutetimid),
- retinoidi (acitretin moguce),

- vitamini (vitamin K) (2, 5).
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2. CILJEVI RADA

1. Ispitati ucestalost alela CYP2C9*1, CYP2C9*2 i CYP2C9*3 i genotipova
CYP2C9 u skupini zdravih ispitanika (dobrovoljnih davatelja krvi).

2. Ispitati ucestalost alela CYP2C9*1, CYP2C9*2 i CYP2C9*3 i genotipova
CYP2C9 u bolesnika na terapiji varfarinom.

3. Ispitati u€estalost alela CYP2C9*1, CYP2C9*2 i CYP2C9*3 i genotipova
CYP2C9 u skupini bolesnika na niskim dozama varfarina (1,5 mg i manje).

4. Ispitati ucestalost alela CYP2C9*1, CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 i genotipova
CYP2C9 u skupini bolesnika na dozama varfarina viSim od 1,5 mg.

5. Ispitati povezanost farmakogenetskog polimorfizma s nuspojavom krvarenja u
bolesnika na terapiji varfarinom.

6. Ispitati ucestalost krvarenja u skupini bolesnika na dozama varfarina 1,5 mg i
manje, te skupini bolesnika na dozama varfarina vis§im od 1,5 mg.

7. Ispitati ucestalost krvarenja u starijoj Zivotnoj dobi (>65 god).
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3. SVRHA RADA

Dosadasnje iskustvo u lijeCenju bolesnika s tromboembolijskim
komplikacijama je pokazalo da postoje objektivne poteskoce u titriranju terapije
varfarina  prilikom uvodenja lijeka (pradenje  protrombinskog vremena).
Farmakogenetske studije na tim bolesnicima pokazuju da su krvarenja kao najozbiljnija
komplikacija uzimanja varfarina u uobiCajenim dozama (>3mg) povezana s
polimorfizmom CYP2C9 odnosno s alelnim varijantama CYP2C9*2 i CYP2C9*3, koje
imaju 12% odnosno 5% aktivnosti divljeg tipa CYP2C9*1 (20-23). Za odredenu
skupinu bolesnika neophodna je terapija s izrazito niskim dozama varfarina (< 1.5 mg).
Stoga je za pretpostaviti da ova skupina bolesnika ima vecu ucestalost alelnih varijanti
CYP2C9*2 i CYP2C9*#3 u odnosu na skupinu bolesnika na dozama varfarina ve¢im od
1,5 mg 1 skupinu zdravih kontrola, te da nema razlike u frekvenciji alelnih varijanti
CYP2C9 izmedu skupine bolesnika na dozama varfarina ve¢im od 1,5 mg i skupine

zdravih kontrola.
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4. ISPITANICI I POSTUPCI

Ispitivanje je obuhvatilo ukupno 367 ispitanika oba spola, od toga 181
bolesnika na terapiji varfarinom najmanje mjesec dana i 186 zdravih kontrola koju su
¢inili dobrovoljni davatelji krvi s podrucja OsjeCko-baranjske Zupanije. Ispitivanje je
provedeno u Zavodu za transfuzijsku medicinu Klini¢ke bolnice Osijek i Klinickom
zavodu za kemiju Klinicke bolnice “Sestre milosrdnice” Zagreb gdje je radena
genotipizacija CYP2C9. Bolesnici su pregledani u poliklinicko-konzilijarnoj sluzbi
Zavoda za transfuzijsku medicinu (Ambulanta za poremecaje hemostaze i1 trombozu) i
dezurnoj sluzbi za odjelne bolesnike.

Eticko povjerenstvo KB Osijek odobrilo je ispitivanje, a svi ispitanici su
potpisali informirani pristanak.

Ispitivanje je bilo dizajnirano kao retrospektivno-prospektivno, a retrospektivni
dio podataka se dobio uvidom u povijest bolesti.

Iz ispitivanja su bili iskljuceni bolesnici koji uzimaju lijekove za koje je
poznato da induciraju ili inhibiraju eliminaciju supstrata CYP2C9 (barbiturati,
rifampicin, amiodaron, sulfonamidi, flukonazol), te bolesnici s mehani¢kim sréanim
valvulama, ponovljenim miokardijalnim infarktom i antifosfolipidnim sindromom,
klinicki znaCajnim krvarenjima u anamnezi (gastrointestinalnim, intrakranijalnim,
krvarenjima uz traumu) i disfunkcijom jetre.

Bolesnici su prema dozi varfarina podijeljeni u dvije skupine:
1.bolesnici na dozama varfarina manje ili jednako 1.5 mg (n=24)
2.bolesnici na dozama varfarina ve¢im od 1.5 mg (n=157)

Obiljezja koja su pracena za skupinu bolesnika:
. dob
. spol
. glavna dijagnoza (MBK)
. druge dijagnoze
. doza varfarina pri uvodenju lijeka
. protrombinsko vrijeme (PV ) nakon 72 sata
. optimalna doza varfarina

. PV — terapijski optimum

O 0 39 N Nk~ W N =

. vrijeme postizanja terapijskog optimuma
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10. ucestalost kontrola
11. duZina uzimanja lijeka
12. drugi lijekovi
13 krvarenje kao komplikacija terapije: bez krvarenja, beznacajna i znac¢ajna krvarenja
14. terapija krvarenja: K vitamin, svjeZe smrznuta plazma, koncentrati eritrocita
15. hospitalizacija zbog lijeCenja krvarenja
16. genotip CYP2C9
Obiljezja za zdrave kontrole:
1. dob
2. spol
3. genotip CYP2C9

Pracenje oralne antikoagulantne terapije

Raden je jednostupanjski test protrombinskog vremena (PV)-Dade Innovin
Behring. PV se kontroliralo 72 sata po uvodenju lijeka, zatim dva puta tjedno tijekom
dva tjedna (ucCestalost pracenja ovisila je o stabilnosti PV-a), te jedanput mjese¢no kod
bolesnika sa stabilnim PV (39).

Test je osjetljiv na sniZenje faktora II, VII, i X. Izvodi se dodavanjem kalcija i
tromboplastina u citrathnu plazmu. Tromboplastin je fosfolipidni protein koji sadrzava
tkivni faktor i fosfolipid koji su nuZni za aktivaciju faktora X s faktorom VII. Tijekom
prvih dana varfarinske terapije PV odraZava primarno sniZenje faktora VII.

Buduc¢i da su iz ovog ispitivanja iskljuceni bolesnici s umjetnim sr¢anim valvulama,
antifosfolipidnim sindromom i ponovljenim miokardijalnim infarktom, terapijski

optimum je iznosio 2.0-3.0 INR-a.

Farmakogenotipizacija

Genotipizacija citokroma P450 CYP2C9 (aleli *1, *2 i *3) radena je metodom
odredivanja polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata (od engl. restiction fragment
lenght polymorphism — RFLP). Odredivanjem polimorfizma duZine restrikcijskih
fragmenata nakon digestije PCR-produkta pomocu restrikcijskih endonukleaza (Avall,
Nsil, Kpnl) identificirani su genotipovi CYP2C9 *1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2, *2/*3 i
*3/%3.
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Lancana reakcija polimerazom (PCR) brza je enzimska tehnika kojom se male
kolicine DNA in vitro selektivno uviSestruce (amplificiraju), ¢ak milijun puta, na
koli¢inu potrebnu za daljnju analizu (elektroforeza, hibridizacija, kloniranje). PCR se
temelji na ponavljajuc¢im ciklusima tri reakcije mjenjajuéi temperaturu i vrijeme:

1. denaturacije DNA

2. vezanje klica na odredenu regiju gena ili genoma

3. sinteza novog lanca DNA

Ispitanicima se uzimala krv u dvije epruvete s Na-EDTA ( a 3 ml; Becton Dickinson,
Meylen Cedex, Francuska). Uzorak se do trenutka izolacije DNA ¢uvao na -20° C, ne
dulje od mjesec dana. Leukocitna DNA se izdvajala standardnom fenol/kloroform
ekstrakcijom i precipitirala etanolom (2).

Genomska DNA se umnazala u tri lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR-A, PCR-

B 1 PCR-C) s pomocu tri seta klica:

PCR-A: klice C9AvaF i C9AvaR

PCR-B: klice C9KpnF i CO9KpnR

PCR-C: klice C9NsiF i COKpnR

Klice:

C9AvaF 5-GTATTTTGGCCTGAAACCCATA-3’
C9AvaR 5-GGCCTTGGTTTTTCTCAACTC-3'
CI9KpnF 5'-TGCAGAGGTCCAGAGGTAC-3'
CI9KpnR 5-ACAAACTTACCTTGGGAATGAGA-3'
CIONsiF 5-TGCACGAGGTCCAGAGATGC-3'
Kemijski 1 fizikalni uvjeti za PCR-A, B 1 C su bili isti.

Kemijski uvjeti: Fizikalni uvjeti:
95°C 5 min

30uL

1X pufer 94°C45 s

200ug/mL DNA 10X 66°C 60 S

200uM dNTP 72°C 2 min

250 nM primer

1.50 mM Mg 94°C 30s

4U/100uL Taq 35X 64°C 90s
72°C 30s
72°C 10 min
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PCR produkti su se zatim enzimski cijepali restrikcijskim endonukleazama:
PCR-A s Avall (GYGWTC) 10 J/uL,

PCR-B s Kpnl (GGTAC{C) 10J/uL i

PCR-C s Nsil(ATGCAUT) 10J/uL.

Uvjeti RFLP reakcije:
RFLP reakcija A

Volumen
Avall (50/uLl) 2.0ul
H,O -uL
PCR 10uL
10x Buffer 1.33ulL
Ukupni volumen 13.33 uLL
RFLP reakcija B

Priprema 100uL radnog pufera: 50g/LL. BSA (Molecular biology grade, Sigma); (Kpnl
10x pufer) 98uL+ (50 g/L BSA) 2 uLL

Kpn I (40 U/uL) 0.25 uL
H,O -ul
PCR 10 uL
Radni pufer 1.14 uLL
Ukupni volumen 11.39ul

RFLP reakcija C

Nsil (40U/uL) 0.25 uL
H,O -ul

PCR 10 uL

10 x Buffer 1.14uL
Ukupni volumen 11.39 ul.
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Kontrolni materijal 1 analiticka kontrola: uz svaku reakciju umnaZanja
paralelno se umnaZzaju pozitivne i negativne kontrole.

Po zavrSetku reakcije slijedila je elektroforetska analiza produkata cijepanja na
12% PolyNat® gelu (Elchrom Scientific, Cham, Svicarska). Gel je bojan 30 minuta
bojom SYBR®Gold (Molecular Probes, Eugene, Oregon, SAD), zatim je stavljan na UV
transiluminator (254 nm) 1 fotografiran Polaroid kamerom, te su analizirani genotipovi

uzoraka:
C9AvaF  Avall:454=397+57 (*1 ili *3) C9AvaR
C9KpnF  Kpnl:105=85+20 (*3) C9KpnR
CONsiF  Nsil:105=84+21 (*1 ili*2) C9KpnR

Nacinjeni su restrikcijski obrasci nakon elektroforeze pocijepanih PCR
produkata na kojima je za svaki PCR (A, B, C) prikazana pozicija i veli¢ina fragmenata
ovisno o alelu koji se odreduje (alel *1, *2 ili *3). Samo ukoliko je pojedini alel
detektiran uz pomo¢ sva tri restrikcijska obrasca (pocijepan je sa sva tri restrikcijska

enzima) osoba je bila nositelj tog alela. (Slika 5.) U slu€aju nejasnog rezultata postupak

je ponovljen.
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RESTRIKCIJSKOG ER:

Elektroforeza

Slika 5. PCR — RFLP CYP2C9
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Statisticke metode

Frekvencije CYP2C9 alela po skupinama su prikazane raspodjelom ucestalosti
po skupinama i udjelom. Razlike izmedu ucestalosti alela izmedu dvije skupine su
utvrdene ” testom, a izmedu tri skupine Pearsonovim % testom, te potom %’ testom u
post hoc ras¢lambi. Ucestalost krvarenja po skupinama je prikazana raspodjelom po
skupinama i udjelom. Razlika izmedu ucestalosti krvarenja izmedu dvije skupine
bolesnika utvrdena je % testom. Ugestalost krvarenja u starijoj Zivotnoj dobi prikazana
je postotkom. Doze varfarina obzirom na pojavu i teZinu krvarenja iskazane su
aritmetickom sredinom +SD. Razlike izmedu doza odrzavanja varfarina kod bolesnika s
razligitim genotipovima CYP2C9 ispitane su Kruskal-Wallis testom, a potom %~ testom
za post hoc rasclambu. Razlike izmedu doza odrzavanja varfarina izmedu tri skupine
bolesnika s obzirom na prisutnost alela CYP2C9*1,*2 i*3 ( genotipovi *1/*1; *1/*2 i
*®]1/*3; *2/%2 *2[ 3% j *3/*3) odredene su ANOVA testom. StatistiCka obrada dobivenih
podataka izvedena je uz pomoc¢ statistickog programa SigmaStat 3.0°, SPSS inc. (J.

Scientific, San Rafael, CA, SAD).
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5. REZULTATI

Raspodjela ispitanika prema spolu i dobi prikazana je u tablici 2.

Tablica 2. Raspodjela skupine zdravih ispitanika i bolesnika prema spolu i dobi

zdravi bolesni
spol n (%)
muski 160 (86.0) 79 (43.6)
Zenski 26 (14.0) 102 (56.4)
dob 41.96£13.41* 65 (11-88)#
ukupno 186 181

*aritmeticka sredinatstandardna devijacija

#medijan (raspon)

Raspodjela bolesnika prema dijagnozama prikazana je slikom 6. Dijagnozu
duboke venske tromboze imalo je 58 ispitanika (32,0%), fibrilacije atrija 33 ispitanika
(18.2%), stanja nakon politraume koja su lijeCena operativno ili konzervativno i koja su
rezultirala dugotrajnom imobilizacijom 21 ispitanik (11,6%), cerebrovaskularnog
inzulta 20 ispitanika (11,0%), stenoze mitralne valvule 17 ispitanika (9.4 %), ostale
dijagnoze su miokardiopatija, insuficijencija valvule aorte, artroza kokse, infarkt

miokarda (17.8%).
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RASPODJELA BOLESNIKA PREMA DIJAGNOZAMA

O 18%

m32% & DUBOKA VENSKA TROMBOZA

9% B FIBRILACUA ATRUA
0O POLITRAUMA
0O CEREBROVASKULARNIINZULT

011% m STENOZA MITRALNE VALVULE

012% m 18% o OSTALO

Slika 6. Raspodjela bolesnika prema dijagnozama
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Raspodjela CYP2C9 alela *1, *2, *3 i genotipova

Raspodjela CYP2C9 alela *1,*2,*3 i genotipova u skupini zdravih ispitanika i

bolesnika koji su na terapiji varfarinom prikazana je na tablici 3.

Tablica 3. Raspodjela CYP2C9 alela*1, *2, *3 i genotipova u skupini zdravih i skupini

bolesnika na terapiji varfarinom (n=367)

CYP2C9 genotip
*1/*1 *1/*3 *2/%2 *2/*3 *3/*3  ukupno

n (%)
zdravi 128 (68,8) 42(22,6) 15(81) 1(0,5) - - 186
bolesni 104 (57,5) 49(27,1) 18(9,9) 5(2,8) 4(2,2) 1 (0,6) 181
ukupno 232 (63,2) 91 (24,8) 33 (9) 6 (1,6) 4(1,1) 1(0,3) 367

v*=10,895 p=0,054
CYP2(9 aleli
*1 *2 *3 ukupno

n (%)
zdravi 157 (84,1) 22 (11,9) 7 (4,0) 186
bolesni 138 (76,0) 31(17,4) 12 (6,6) 181

OR 1.199 95% CI1 0.892-1.612

OR 0.653 95% CI 0.432-0.988

OR 0.527 95% CI1 0.269-1.031

U skupini zdravih ispitanika 31.2 % imalo je varijantni genotip. U skupini

bolesnika 42.5 % ispitanika imalo je varijantni genotip.

Iako su se skupine prema ucestalosti varijantnih genotipova razlikovale (31.2%

zdravi prema 42.5% bolesni), ta razlika iako je gotovo na granici znacajnosti, nije

statistiCki znaCajna (Pearson X2:10.895, p=0.054).

Za alel *1 rizik pojavnosti nije znacajno veci da ga imaju bolesnici (OR 1.199

95% CI10.892-1.612).

Za alel *2 rizik pojavnosti je zna¢ajno manji da ga imaju bolesnici (OR 0.653

95% CI 0.432-0.988).
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Za alel *3 rizik pojavnosti nije znacajno veci da ga imaju bolesnici (OR 0.527
95% CI10.269-1.031).

Bolesnici na terapiji varfarinom najmanje 30 dana (n=181) podijeljeni su
prema dnevnoj dozi na skupinu na dozi >1.5 mg i skupinu na dozi <1.5 mg.

Raspodjela CYP2CO alela *1, *2 *3 i1 genotipova promatrana je u dvije skupine
bolesnika, skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg i skupini bolesnika na dozi
varfarina <1.5 mg. (Tablica 4.)

Skupine bolesnika podijeljene prema dnevnoj dozi varfarina na skupinu >1.5
mg 1 skupinu <1.5 mg nisu se statisticki znacajno razlikovale obzirom na genotip
CYP2(9 iako je razlika na granici znac¢ajnosti (}?>=11.006, p=0.051).

Rizik pojavnosti alela *1 je ve¢i u skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg u
odnosu na skupinu bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg (OR 0.199, 95% CI 0.052-
0.0765). Rizik pojavnosti alela *2 u skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg nije
veci u odnosu na skupinu bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg (OR 1.322, 95% CI
0.542-3.229). Rizik pojavnosti alela *3 nije ve¢i u skupini bolesnika na dozi varfarina
>1.5 mg u odnosu na skupinu bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg (OR 2.032 95% CI
0.676-6.109).
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Tablica 4. Raspodjela CYP2C9 alela i genotipova u skupini bolenika na dozi varfarina

>1.5 mg (n=157) i skupini bolesnika na dozi <I1.5 mg (n=24)

CYP2C9 genotip
*1/%1 *1/%2 *1/%3 *2/%2 *2/%3 *3/%3 ukupno
n (%)

Doza varfarina
>1.5 mg 93(59.2) 43(273) 15095 3.9 3(1.9) - 157
<1.5 mg 11(45.8) 6(25.0)0 3(12.5) 2(8.3) 14.1 1(4.1) 24
¥*=11.006, p=0.051

CYP2C9 aleli

*1 *2 *3 ukupno
Doza varfarina
n (%)

>1.5 mg 122 (77.7) 26 (16.5) 9(5.7) 157
<1.5 mg 16(64.5) 5(22.9) 3(12.5) 24

OR 0.199 95% CI 0.052-0.0765
OR 1.322 95% CI 0.542-3.229
OR 2.032 95% CI1 0.676-6.109

CYP2C9 genotipovi se statisticki znacajno razlikuju izmedu tri skupine

ispitanika (skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg, bolesnika na dozi varfarina

<1.5 mg i skupini zdravih ispitanika) (Pearson y* =31.223, p=0.001). Genotip *1/*1

najzastupljeniji je u skupini zdravih ispitanika i bolesnika. Genotip *3/*3 naden je samo

u jednog bolesnika u skupini ispitanika <1.5 mg (rezultati nisu prikazani).
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Ucestalost CYP2C9 genotipova promatrana je u skupini zdravih ispitanika 1

skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg. Genotipovi CYP2C9 se statisticki

zna&ajno ne razlikuju izmedu ove dvije skupine ispitanika (Pearson y°=7.154, p=0.128).

Ucestalost CYP2C9 genotipova promatrana je u skupini zdravih ispitanika i skupini

bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg. CYP2C9 genotipovi se statisticki znacajno

razlikuju izmedu ove dvije skupine ispitanika (Pearson x2:26.782, p=0.000). Genotipovi

*1/%1, *1/*2, *1/*3 su zastupljeniji u skupini zdravih ispitanika, genotipovi *2/*3 i

*3/*3 se nalaze samo u skupini bolesnika. (Tablica 5.)

Tablica 5. Raspodjela CYP2C9 genotipova u skupini zdravih ispitanika, skupini
bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg i skupini bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg

(n=367)

CYP2C9 genotip
*1/*%1 *1/%2 *1/%3 *2/%2 *2/%3 *3/%3 ukupno
n (%)

Zdravi 128 (68.8) 42 (22.6) 15(8.1) 1(0.5) - - 186
Bolesni  93(59.2) 43(27.3) 1509.5) 3(1.9) 3(1.9) - 157
>1.5 mg

¥?=7.154, p=0.128

bolesni 11 (458) 6(25.00 3125 2(8.3) 14.1) 14.1) 24

<1.5 mg

42=26.782, p=0.000
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Promatrana je raspodjela CYP2C9 alela *1, *2 i *3 u skupini bolesnika na
terapiji varfarinom (Tablica 6.)

Tablica 6. Raspodjela CYP2C9 alela *1, *2 i *3 u skupini bolesnika na dozi varfarina
<1.5 mg i <1.5 mg podijeljenih s obzirom na prisutnost alela

Alel doza >1.5 doza<1.5 ukupno
n=157 n=24

*1 prisutan 151 20 171

*1 nije prisutan 6 4 10

1= 6.581, p=0.029
OR 0.199 95% CI 0.052-0.0765

*2 prisutan 49 9 58

*2 nije prisutan 108 15 123

72=0.378, p=0.346
OR 1.322 95% CI 0.542-3.229

*3 prisutan 18 5 23

*3 nije prisutan 139 19 158

¥*=1.647, p=0.168
OR 2.032 95% CI 0.676-6.109
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Podskupine bolesnika podijeljene prema dozi varfarina >1.5 mg i <1.5 mg
usporedene su s obzirom na prisutnost CYP2C9 alela *1, *2 i *3. Dvije podskupine
bolesnika podijeljene prema dozi varfarina su se statisticki znaCajno razlikovale s
obzirom na prisutnost alela *1 (Pearson x’=6.581, p=0.029). U podskupini bolesnika na
dozi varfarina >1.5 mg, alel *1 je bio zastupljeniji. Dvije podskupine bolesnika
podijeljene prema dozi varfarina nisu se statisticki znacajno razlikovale s obzirom na
prisutnost alela *2 (Pearson y* =0.378, p=0.346). Dvije podskupine bolesnika
podijeljene prema dozi varfarina nisu se statisticki znacajno razlikovale s obzirom na
prisutnost alela *3 (Pearson ¥2=1.647, p=0.168).

Raspodjela alela *1 promatrana je u skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5
mg i skupini zdravih ispitanika. Dvije skupine ispitanika nisu se statisti¢ki znacajno
razlikovale u raspodjeli alela *1 (Pearson y’=4.593, p=0.051).

Raspodjela alela *1 promatrana je u skupini bolesnika na dozi varfarina <1.5
mg 1 skupini zdravih ispitanika. Dvije skupine ispitanika su se statistiCki znacajno
razlikovale u raspodjeli alela *1 (Pearson y°=23.792, p=0.001). CYP2C9 alel *1 je
zastupljeniji u skupini zdravih ispitanika.

Promatran je rizik pojavnosti CYP2C9 alela *1, *2 1 *3 u skupini bolesnika na
dozi varfarina >1.5 mg 1 skupini bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg. Rizik pojavnosti
alela *1 je veci u skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg u odnosu na skupinu
bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg (OR 0.199, 95% CI 0.052-0.0765). Rizik
pojavnosti alela *2 u skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg nije ve¢i u odnosu na
skupinu bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg (OR 1.322, 95% CI 0.542-3.229). Rizik
pojavnosti alela *3 nije ve¢i u skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg u odnosu na
skupinu bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg (OR 2.032 95% CI 0.676-6.109). (Tablica
6.)

U tablici 7. prikazana je raspodjela CYP2C9 alela u sve tri skupine ispitanika
(skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg, skupini na dozi <1.5 mg i skupini zdravih
ispitanika) podijeljene s obzirom na prisutnost alela. Postoji statisticki znacajna razlika
izmedu tri skupine ispitanika s obzirom na prisutnost alela *1 (¥?=19.661, p=0.000). Ne
postoji statisticki znacajna razlika izmedu tri skupine ispitanika s obzirom na prisutnost
alela *2 (y?=4.077, p=0.130) i alela *3 (}>=4.099, p=0.129).

Promatran je rizik pojavnosti CYP2C9 alela *1, *2 i *3 u skupini bolesnika na

dozi varfarina >1.5 mg i skupini zdravih ispitanika. Rizik pojavnosti alela *1 nije ve¢i u
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skupini bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg u odnosu na skupinu zdravih ispitanika
(OR 7.351, 95% CI 0.875-61.727). Rizik pojavnosti alela *2 nije vec¢i u skupini
bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (OR 0.663,
95% CI 0.410-1.071). Rizik pojavnosti alela *3 nije ve¢i u skupini bolesnika na dozi
varfarina >1.5 mg u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (OR 0.677 95% CI 0.329-
1.393).
Promatran je rizik pojavnosti CYP2C9 alela *1, *2 i *3 u skupini bolesnika na
dozi varfarina <1.5mg i skupini zdravih ispitanika. Rizik pojavnosti alela *1 nije veci u
skupini bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg u odnosu na skupinu zdravih ispitanika
(OR 37.000 95% CI 3.942-347.325). Rizik pojavnosti alela *2 nije ve¢i u skupini
bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (OR 0.501
95% CI 0.205-1.225). Rizik pojavnosti alela *3 nije ve¢i u skupini bolesnika na dozi
varfarina <1.5 mg u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (OR 0.333 95% CI 0.109-
1.019). (Tablica 7.)

46




Tablica 7. Rapodjela CYP2C9 alela 1% 2* i 3* u skupinama bolesnika na dozi
varfarina >1,5 mg (n=157), <I,5 mg (n=24) i skupini zdravih ispitanika (n=186)

CYP2(9 alel varfarin >1,5mg  varfarin <1,5 mg zdravi ispitanici
n=157 n=24 n=186
%1 prisutan 151 20 185
nije prisutan 6 4 1

v*=19,661 p=0,000
OR* 7.351 95% C1 0.875-61.727
OR** 37.000 95% CI 3.942-347.325

prisutan 49 9 43

%
2 nije prisutan 108 15 143

¥*=4,077 p=0,130
OR* 0.663 95% CI 0.410-1.071
OR** (0.501 95% C10.205-1.225

%3 prisutan 18 5 15

nije prisutan 139 19 171

v’=4,099 p=0,129
OR* 0.677 95% CI 0.329-1.393
OR** (0.333 95% CI 0.109-1.019

OR* (skupina bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg i skupina zdravih ispitanika)
OR**(skupina bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg i skupina zdravih ispitanika)
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Povezanost genotipova CYP2C9 s INR-om u indukciji i vremenom potrebnim za

postizanje optimalnog PV-a

Podskupine bolesnika podijeljene prema INR-u u indukciji (nakon 72 sata) na
podskupinu s INR-om <3.5 (n=164), podskupinu s INR-om >3.6-5.0 (n=9) i podskupinu
s INR-om >5.0 (n=8) su promatrane s obzirom na genotip CYP2C9. (Tablica 8.)

Tablica 8. INR u indukciji u odnosu na genotip CYP2C9 (n=181)

INR u indukciji
n (%)
<3.5 >3.6-5.0 >5.0

Genotip 164 (90.6) 9 (4.9) 8 (4.4)
£1/%1 95 (52.4) 5(2.7) 4(2.2)
1/%2 45 (24.8) 4(22) -
*1/%3 14 (7.7) - 4(22)
/42 52.7) - -
/3 422) - .
*3/%3 1(0.5) - -

12=18.432, p=0.048

Podskupine bolesnika podijeljene prema INR-u u indukciji na podskupinu
<3.5, <3.6-5.0 1 >5.0 su se statisticki znaCajno razlikovale s obzirom na genotip
CYP2C9 (Pearson y?=18.432, p=0.048).

Podskupine bolesnika podijeljene prema genotipu CYP2C9 nisu se statisticki
znacajno razlikovale s obzirom na vrijeme potrebno za postizanje optimalnog INR-a

(Kruskal-Wallis, ¥°=5.040, p=0.411).
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Povezanost CYP2C9 alela i genotipova, dobi, spola i osnovnih dijagnoza s dozom

varfarina

Prosjec¢ne doze varfarina (mg) u skupini bolesnika (n=181) podjeljenoj prema

prisutnosti odnosno odsutnosti CYP2C9 alela *1, *2 i *3 prikazuje tablica 9.

Tablica 9. Prosjecne doze varfarina (mg) u skupini bolesnika (n=181) podjeljenoj
prema prisutnosti odnosno odsutnosti CYP2C9 alela *1, *2 i *3

alel n=181 doza varfarina (mg)
aritmetiCka sredinatstandardna devijacija

alel *1 nije prisutan (1) 10 2,580+1,415

alel *1 prisutan (2) 171 4,157+1,793

razlika 112 t=-2,730
p=0,007

alel *2 nije prisutan (3) 123 4,181+1,867

alel *2 prisutan (4) 58 3,835+1,666

razlika3i4 t=1,201
p=0,231

alel *3 nije prisutan (5) 158 4,211+1,805

alel *3 prisutan (6) 23 3,100+1,530

razlika4i5 t=2,808
p=0,006
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Podskupine bolesnika podijeljene s obzirom na prisutnost alela *1 (n=171) 1
odsutnost alela *1 (n=10) se statisticki znacajno razlikuju u optimalnoj dozi varfarina
(t=-2.730, p=0.007). Podskupina bolesnika s alelom *1 imala je ve¢u dozu varfarina
(aritmeticka sredina 4.157 mg+standardna devijacija 1.793), podskupina koja nema alel
*1 imala je dozu varfarina 2.580+standardna devijacija 1.415.

Podskupine bolesnika podijeljene s obzirom na prisutnost alela *2 (n=58) i
odsutnost alela *2 (n=123) se statisticki znaCajno ne razlikuju u optimalnoj dozi
varfarina (t=1.201, p=0.231). Podskupina bolesnika s alelom *2 imala je dozu varfarina
3.835+standardna devijacija 1.666, podskupina koja nema alel *2 imala je dozu
varfarina 4.181+standardna devijacija 1.867.

Podskupine bolesnika podijeljene s obzirom na prisutnost alela *3 (n=23) i
odsutnost alela *3 (n=158) se statisticki znacajno razlikuju u optimalnoj dozi (t=2.808,
p=0.006). Podskupina bolesnika s alelom *3 imala je dozu varfarina aritmeticka sredina
3.100 mgtstandardna devijacija 1.530, podskupina koja nema alel *3 imala je dozu

varfarina aritmeticka sredina 4.211 mg+standardna devijacija 1.805 .

Povezanost genotipova CYP2C9 s optimalnom dnevnom dozom varfarina prikazana je

tablicom 10.

Tablica 10. Povezanost genotipa CYP2C9 s optimalnom dnevnom dozom varfarina

(mg).
genotip n optimalna doza varfarina (mg)

medijan (raspon)
*1/*1 104 4,50(1,10-9,00)
*1/%2 49 4,50 (0,75-7,50)
*1/*3 18 3,00 (0,30-6,50)
*2/%2 5 3,00 (0,60-5,00)
*2/%3 4 2,50 (1,50-4,50)
*3/%3 1 1,50 (1,50-1,50)

Kruskall-Walis, ¢>=12,854, p=0,025
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Postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu optimalne dnevne doze
varfarina i genotipa CYP2C9 (Kruskall-Walis, y?=12.854, p=0.025). Optimalna dnevna
doza varfarina u 2C9*2 heterozigota iznosi 92% optimalne dnevne doze u odnosu na
divlji tip, 74% u 2C9*3 heterozigota, 61% u 2C9*2 homozigota, 34% u 2C9*3
homozigota i 63% u 2C9*2 i1 *3 heterozigota. Iako je optimalna dnevna doza u
bolesnika s genotipom *2/*2 1 *2/*3 niZza u odnosu na divlji tip, razlika nije statisticki
znacajna zbog malog broja bolesnika s tim genotipom.

Statisticki znacajno niza optimalna dnevna doza varfarina je u bolesnika s
genotipom *1/*3 u odnosu na divlji tip (p=0.022).

Podskupine bolesnika (>1.5 mg, n=157 1 <1.5 mg, n=24)) podijeljene prema
optimalnoj dozi varfarina usporedene su obzirom na genotip CYP2C9. (Tablica 4.)
Dvije podskupine bolesnika podijeljene prema optimalnoj dozi varfarina statisticki se
znacajno ne razlikuju s obzirom na genotip (Pearson X2:1 1.006, p=0.051).

Podskupine bolesnika podijeljene prema dobi (<65 i >65 godina) usporedene
su s obzirom na optimalnu dozu varfarina. U podskupini bolesnika <65 godina
optimalna doza varfarina iznosila je 4.32+1.86 mg, u skupini >65 godina iznosila je
3.77£1.71 mg. Podskupine bolesnika podijeljene prema dobi na <65 i >65 godina su se
statistiCki znaCajno razlikovale s obzirom na optimalnu dozu varfarina (t=-2.083,
p=0.039).

Podskupine bolesnike usporedene su s obzirom na spol. U podskupini
bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg bilo je 72 muskarca i 85 Zena, u drugoj podskupini
bilo je 7 muSkaraca 1 17 Zena. Dvije podskupine bolesnika podijeljene prema dozi
varfarina se statisti¢ki zna¢ajno ne razlikuju s obzirom na spol (Pearson x*=2.359,
p=0.093).

Podskupine bolesnika podijeljene prema spolu (102 Zene 1 79 musSkaraca) se
statistiCki znacajno razlikuju prema optimalnoj dozi varfarina (t=-2.730, p=0.007).
Optimalna doza varfarina za Zene iznosila je aritmeti¢ka sredina 3.753 mg+standardna
devijacija 1.763, za muskarce aritmetiCka sredina 4.480 mg+standardna devijacija
1.791.

Podskupina bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg 1 podskupina bolesnika na
dozi varfarina <1.5 mg statisticki se znaCajno ne razlikuju s obzirom na dijagnoze

(Pearson y°=16.277, p=0.179).
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Povezanost krvarenja s dozom varfarina, genotipom CYP2C9, INR-om u indukciji,

dobi bolesnika i osnovnim dijagnozama

Skupina bolesnika podijeljena je prema krvarenju kao komplikaciji terapije. Od
181 ispitanika 163 nije imalo krvarenja (90.1%), 14 (7.7%) je imalo beznacajna
krvarenja (1 hemoptoa, 6 epistaksa, 6 hematoma i 1 mikrohematurija, a 4 (2.2%)
ispitanika su imala znaCajna krvarenja (2 melene, 2 makrohematurije). BeznaCajna
krvarenja su lijeCena izostavljanjem varfarina (4 bolesnika) i izostavljanjem varfarina uz
K vitamin & 10 mg (10 bolesnika). Svi bolesnici sa znacajnim krvarenjima su lijjeCeni K
vitaminom 20 mg uz svjeZu smrznutu plazmu (prosjecno 690 ml), koncentrate eritrocita
(prosje¢no 1200 ml) zbog pada koncentracije hemoglobina vise od 20g/1 i
hospitalizirani su prosjecno 5 dana. Podskupine bolesnika podijeljene prema dozi
varfarina (>1.5 mg, n=157 i <1.5 mg, n=24) usporedene su s obzirom na pojavu

krvarenja kao komplikacije lijeCenja. (Tablica 11.)

Tablica 11. Krvarenje kao komplikacija terapije varfarinom u odnosu na dozu
varfarina (>1,5 mg i < 1,5 mg) i na dob bolesnika (>65 godina i <65 godina)

krvarenje kao komplikacija

doza varfarina  bez krvarenja beznacajno znacajno ukupno
> 1,5 mg 146 9 2 157
<1,5mg 17 5 2 24
ukupno 163 14 4 181

12=11,967 p=0,003

dob bolesnika
>65 godina 92 5 2 99
<65 godina 71 9 2 82
ukupno 163 14 4 181

2=2,272 p=0,321
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Podskupine bolesnika podijeljene s obzirom na dozu varfarina >1.5 mg i <1.5
mg se statisticki znacajno razlikuju obzirom na pojavu krvarenja kao komplikacije
lijeGenja (Pearson > =11.967, p=0.003). Pojava krvarenja kao komplikacije lijeGenja
bila je ¢es¢a u skupini bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg.

Podskupine bolesnika podijeljene prema krvarenju kao komplikaciji terapije na
podskupinu bez krvarenja (163 ispitanika), s beznac¢ajnim krvarenjima (14 ispitanika) 1
znaCajnim krvarenjima (4 ispitanika) se statisti¢ki znacajno ne razlikuju s obzirom na
optimalnu dozu varfarina (ANOVA, p=0.072).

Podskupine bolesnika podijeljene prema CYP2C9 genotipu promatrane su s

obzirom na pojavu krvarenja kao komplikacije terapije varfarinom. (Tablica 12.)

Tablica 12. Krvarenje kao komplikacija lijecenja varfarinom u odnosu na genotip
CYP2C9 i prosjecne optimalne doze varfarina (mg)

krvarenje kao komplikacija doza varfarina (mg)

genotip n(%) bez krvarenja  beznaCajno  znacajno  aritmeticka sredinatstandardna
devijacija

*1/*%1 104(57.5) 92 10 2 4,37+1,86

*1/%2 49(27,1) 48 1 - 4,04+1,63

*1/*3 18(9,9) 14 2 2 3,27+1,59

*2/%2 5(2,8) 5 - - 2,66+1,69

*2/*3 4(2,2) 3 1 - 2,75+1,32

*3/%3 1(0,6) 1 - - 1,5

=13,433, p=0,200
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Podskupine bolesnika podijeljene prema genotipu nisu se statisti¢ki znacajno
razlikovale s obzirom na pojavu krvarenja kao komplikacije lijeCenja varfarinom
(Pearson y* =13.433, p=0.200).

Promatrana je povezanost CYP2C9 alela s pojavom krvarenja kao

komplikacijom terapije varfarina. (Tablica 13.)

Tablica 13. Povezanost CYP2C9 alela s pojavom krvarenja (n=181)

Alel krvarenje ukupno
prisutno nije prisutno

*]1 prisutan 13 125 138

*1 nije prisutan 5 38 43

OR 0.804 95% CI1 0.371-1.741

*2 prisutan 4 27 31

*2 nije prisutan 14 136 150

OR 1.439 95% CI1 0.622-3.328

*3 prisutan 3 9 12

*3 nije prisutan 15 154 169

OR 2.606 95% CI1 0.910-7.463

Prisutnost alela *1 ne predstavlja znacajan rizik za pojavu krvarenja (OR 0.804
95% C10.371-1.741).

Prisutnost alela *2 ne predstavlja znacajan rizik za pojavu krvarenja (OR 1.439
95% CI10.622-3.328).

Prisutnost alela *3 ne predstavlja znacajan rizik za pojavu krvarenja (OR 2.606
95%CI1 0.910-7.463).

Podskupine bolesnika podijeljene prema krvarenju kao komplikaciji lijeCenja

varfarinom na podskupinu bez krvarenja (n=163), podskupinu s beznacajnim
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krvarenjima (n=14) i podskupinu sa znaCajnim krvarenjima (n=4) se statisticki
znacajno razlikuju s obzirom na PV (INR) u indukciji (Kruskal-Wallis test, ¥2=15.184,
p=0.001), a ne razlikuju se s obzirom na vrijeme potrebno za postizanje optimalnog
INR-a (Kruskal-Wallis test, y2=1.638, p=0.441).

Podskupine bolesnika podijeljene na beznaCajna i znacajna krvarenja se
statisticki znacajno ne razlikuju s obzirom na INR u indukciji (Mann-Whitney test, Z=-
1.275, p=0.202).

Podskupine bolesnika podijeljene prema INR-u u indukciji na podskupinu s
INR-om <3.5 (n=164), podskupinu s INR-om >3.6-5.0 (n=9) i1 podskupinu s INR-om
>5.0 (n=8) su promatrane s obzirom na pojavu krvarenja kao komplikacije terapije

varfarina. (Tablica 14.)

Tablica 14. INR u indukciji u odnosu na krvarenja kao komplikaciju terapije

varfarinom (n=181)

INR u indukciji
n (%)
<3.5 >3.6-5.0 >5.0
krvarenja 164 (90.6) 9(4.9) 84.4)
bez krvarenja 155 (85.6) 6 (3.3) 2 (1.1)
beznacajna 84.4) 2 (1.1) 4(2.2)
znacajna 1(0.5) 1(0.5) 2(1.1)

42=51.245, p=0.000
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Podskupine bolesnika podijeljene prema INR-u u indukciji na podskupinu
<3.5, »3.6-5.0 1 >5.0 su se statisticki znacajno razlikovale s obzirom na pojavu
krvarenja kao komplikacije lijeCenja (Pearson y?=51.245, p=0.000). Krvarenje je bilo
najcesc¢e u skupini s INR-om >5.0.

Skupine bolesnika podijeljene prema krvarenju na podskupinu bez krvarenja, s
beznafajnim i1 znacajnim krvarenjima su promatrane s obzirom na potrebnu dozu
varfarina za postizanje optimalnog PV-a (INR-a). Ove podskupine bolesnika se
statistiCki znaCajno razlikuju s obzirom na optimalnu dozu varfarina (Pearson
¥?>=136.779, p=0.000). Najniza optimalna doza varfarina iznosila je 0.30 mg 1 kod tog
bolesnika je evidentirano znacajno krvarenje u indukciji terapije. NajviSa optimalna

doza varfarina iznosila je 9.0 mg u dva bolesnika u skupini bez krvarenja. (Tablica 15).

56




Tablica 15. Skupina bolesnika podijeljena prema krvarenjima s obzirom na optimalnu

dnevnu dozu varfarina (n=181)

doza varfarina (mg) krvarenja n (%) ukupno
bez krvarenja  beznacajna znacajna

0.30 - - 1(0.5) 1(0.5)
0.60 1(0.5) - - 1(0.5)
0.75 - 1(0.5) - 1(0.5)
1.10 1(0.5) - - 1(0.5)
1.18 1(0.5) - - 1(0.5)
1.20 - - 1(0.5) 1(0.5)
1.50 14 (7.7) 4(2.2) - 18 (9.9)
1.75 1(0.5) - - 1(0.5)
2.00 5@2.7) 2(1.1) - 7 (3.8)
2.25 - 1(0.5) - 1(0.5)
2.50 5@2.7) - - 5@2.7)
3.00 32 (17.6) - 1(0.5) 33 (18.2)
3.20 1(0.5) - - 1(0.5)
3.50 6 (3.3) - - 6 (3.3)
4.00 10 (5.5) 2(1.1) - 12 (6.6)
4.15 1(0.5) - - 1(0.5)
4.50 34 (18.7) - 1(0.5) 35 (19.3)
5.00 13 (7.1) - - 13 (7.1)
5.50 1(0.5) - - 1(0.5)
6.00 21 (11.6) 2(1.1) - 23 (12.7)
6.30 1(0.5) - - 1(0.5)
6.50 4(2.2) 1(0.5) - 5@2.7)
7.00 2(1.1) - - 2(1.1)
7.50 4(2.2) 1(0.5) - 5@2.7)
8.00 2(1.1) - - 2(1.1)
8.50 1(0.5) - - 1(0.5)
9.00 2(1.1) - - 2(1.1)

+2=136.779, p=0.000
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Skupine bolesnika podijeljene prema osnovnim dijagnozama se statisticki
znacajno ne razlikuju s obzirom na pojavu krvarenja (Pearson ¥?=25.581, p=0.375).

(Tablica 16.)

Tablica 16. Skupina bolesnika podijeljena prema osnovnim dijagnozama obzirom na

krvarenja (n=181)

osnovne dijagnoze krvarenja ukupno
n(%)

bez krvarenja beznacajna znacajna
duboka venska 53(29.2) 4(2.2) 1(0.5) 58 (32)
tromboza
fibrilacija 30 (16.5) 3(1.6) - 33 (18.2)
atrija
stenoza mitralne 15 (8.2) 2 (1.1) - 17 (9.3)
valvule
insuficijencija 3(1.6) - - 3(1.6)
valvule aorte
infarkt 14 (7.7) 1(0.5) - 15 (8.2)
miokarda
miokardiopatija 3(1.6) 1(0.5) 1(0.5) 52.7)
cerebrovaskularni 17 (9.3) 3(1.6) - 20 (11.9)
inzult
politrauma 19 (10.4) - 2(1.1) 21 (11.6)
artroza kokse 9(4.9) - - 9(4.9)

12=25.581, p=0.375
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Podskupine bolesnika podijeljene prema krvarenjima (bez krvarenja,
beznafajna 1 znaCajna) se statisticki znacCajno ne razlikuju s obzirom na osnovne
dijagnoze (Pearson y2=25.581, p=0.375).

Skupine bolesnika podijeljene prema krvarenju kao komplikaciji lijeCenja
varfarinom na podskupinu bez krvarenja (n=163), podskupinu s beznacajnim
krvarenjima (n=14) 1 podskupinu sa znacajnim krvarenjima (n=4) se statisticki znacajno
ne razlikuju s obzirom na dob (Kruskal-Wallis test, y’=3.983, p=0.136).

Skupine bolesnika podijeljene prema dobi (<65godina i >65 godina)
usporedene su s obzirom na pojavu krvarenja kao komplikacije lijeCenja varfarinom.
(Tablica 10.) Skupine bolesnika podijeljene prema dobi <65 godina i >65 godina nisu se
statisticki znadajno razlikovale s obzirom na pojavu krvarenja (Pearson y’=2.272,
p=0.321).

Karakteristike skupine bolesnika s obzirom na dob (medijan 65.0 godina,
raspon 11-88 godina), duZinu uzimanja lijeka (medijan 5.0 mjeseci, raspon 1-64
mjeseca), dozu varfarina u indukciji (medijan 3.0 mg, raspon 1.5-7.5 mg), PV u
indukciji (medijan 1.5 INR, raspon 0.97-8.02 INR), optimalnu dozu varfarina
(aritmeticka sredina 4.0 mg +standardna devijacijal.8), optimalni PV (aritmeticka
sredina 2.0 INR+standardna devijacija 0.2 INR), vrijeme potrebno za postizanje
optimalnog PV-a (INR 2.0-3.0, medijan 30 dana, raspon 3-450 dana) prikazane su
tablicom 17 .

Tablica 17. Klinicke osobitosti skupine bolesnika lijecenih varfarinom (n=181)

spol (muski/zenski) 79/102
dob (godine)* 65 (11-88)
duzina uzimanja varfarina (mjeseci)* 5,0 (1-64)
doza varfarina u indukciji (mg)* 3,0 (1,5-7,5)
PV (INR) u indukciji* 1,5 (0,9-8,0)
optimalna doza varfarina (mg)# 4,0+1,8
optimalni PV (INR)# 2,0+0,2
vrijeme do optimalnog PV (dani)* 30 (3-450)

*medijan (raspon)
#aritmetiCka sredinatstandardna devijacija
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Skupina bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg (n=157) 1 skupina bolesnika na
dozi varfarina < 1.5 mg (n=24) usporedene su s obzirom na dob, dozu varfarina u
indukciji, PV (INR) u indukciji, vrijeme potrebno za postizanje terapijskog optimuma,
vrijeme uzimanja lijeka i optimalni PV (INR). Dvije skupine bolesnika statisticki se
znacajno razlikuju s obzirom na dob (p=0.047, Z= -1.986), statisticki se znaCajno ne
razlikuju s obzirom na dozu varfarina u indukciji (p=0.069, Z=-1.815), statisticki se
znacajno razlikuju s obzirom na PV (INR) u indukciji (p=0.000, Z=-6.568), statisticki se
znacajno ne razlikuju s obzirom na vrijeme potrebno za postizanje optimalnog PV-a
(INR) (p=0.884, Z=-0.146), statistiCki se znacajno ne razlikuju s obzirom na duljinu
uzimanja lijeka (p=0.610, Z=-0.511) i statisti¢ki se znacajno ne razlikuju s obzirom na

optimalni PV (INR) (p=0.434, t=0.791).
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6. RASPRAVA

Vecina ksenobiotika, ukljucujuci i farmakoloski aktivne tvari, metabolizira se u
organizmu, Sto moZe dovesti do detoksikacije i uklanjanja lijeka ili aktivacije neaktivnih
tvari u bioloski aktivna terapijska sredstva ili u toksine. Enzimi odgovorni za aktivaciju
1 metabolizam lijekova pokazuju Siroke pojedinacne raznolikosti u katalitickoj
aktivnosti, rezultirajuci razli¢itim fenotipovima (43).

Individualne varijacije u odgovoru na lijekove predstavljaju znacajan problem
u kliniCkoj praksi i u industriji lijekova. Meta analiza 39 prospektivnih studija
provedenih u USA pokazuje da je 6.7 % bolesnika u bolnicama imalo ozbiljne
nuspojave u tijeku lijeCenja, 0.32% fatalne uzrokuju¢i 100 000 smrti na godinu. Ovi
podaci svrstavaju nuspojave lijekova izmedu Cetvrtog i Sestog mjesta vodecih uzroka
smrti u bolnickih bolesnika. Rezultati ispitivanja u Velikoj Britaniji pokazuje da je 1 od
15 bolnickih prijema zbog nuspojava lijekova (3, 4, 44).

Genska varijabilnost u pojedinaénom odgovoru na lijekove danas je podrucje
od velikog znanstvenog interesa zbog znacajnih terapijskih posljedica. Primjena
farmakogenetike je joS uvijek ogranicena u praksi. Poznavanje genotipa CYP2C9 prije
uvodenja terapije varfarina primjer je Korisnosti primjenjene farmakogenetike u
svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Enzimska porodica citokroma P450 (CYP) u ¢ovjeka je najvazniji oksidativni
sustav koji sudjeluje u biotransformaciji lijekova i ostalih ksenobiotika. Enzimi
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 su odgovorni za oksidativni metabolizam viSe
od 90% lijekova koji se koriste u svakodnevnoj klinickoj praksi. Ovaj sustav obavlja

90% funkcije enzima faze I koji su ukljuceni u metabolizam lijekova (45,46).

Ucestalost alela *1, *2 , *3 i genotipova CYP2C9

CYP2C podporodica predstavlja 18% CYP enzima i katalizira metabolizam
20% lijekova ovisnih o sustavu CYP. CYP2C9 je glavni enzim odgovoran za
metabolizam S-varfarina, dok je oksidativni metabolizam R-varfarina kataliziran
enzimima CYP1A2 i CYP3A4. Pored alela divljeg tipa (CYP2C9 *1) poznate su dvije
alelne varijante (CYP2C9 *2 i *3) koje su posljedica tockastih mutacija gena CYP2C9

(32). Higashi (47) navodi da aleli *2 i *3 uzrokuju smanjenje enzimske aktivnosti za
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30%, odnosno 80 % u odnosu na divlji tip. Po Aithal-u (33) alel *2 ima 12 % aktivnosti
divljeg tipa, alel *3 manje od 5% aktivnosti. Meyer (3) iznosi podatak da su 0.2-1.0%
bijelaca CYP2C9 slabi metabolizatori (homozigoti ili heterozigoti za alele *2 i *3), a da

u 14.0-37.0% bijelaca heterozigoti CYP2C9 *2 i *3 dovode do smanjene enzimske
aktivnosti. Sve farmakogenetske studije isticu da se etnicko porijeklo mora uzeti u obzir
u ispitivanju farmakogenetskih varijacija i farmakoterapiji. Ucestalost alela CYP2C9 *2
1 *3 u bijelaca po nekim autorima iznosi 18-23% odnosno 10-20% (32, 34), drugi autori
navode podatak 8-20% odnosno 6-10% (48). Yasar i sur. (49), koji je radio ispitivanje
na 430 Svedskih dobrovoljaca navodi 11% i1 7%, a Higashi i sur. (47) 10.5% i 8.4%.
Yasar i sur. (49) i Garcia-Martin i sur. (50) iznose predpostavke da moZda postoje
postoje 1 drugi CYP2C9 aleli u pojedinim subpopulacijama bijelaca osim do sada
opisanih. Ucestalost u nasoj populaciji alela CYP29 *1 84.1%, alela *2 11.5% i alela *3
4.0% se blago razlikuje od podataka iz literature, osobito za *3 alel. Nasi rezultati
najsliniji su rezultatima za talijansku populaciju (alel*2 11%, alel *3 3.9%), dok se
znatno razlikuju od podataka za Spanjolsku populaciju (alel *2 14.3%, alel *3 16.2%).
Nasi rezultati su u Hardy-Weinberg ekvilibrijumu za ispitivane alele (51). Lee i sur.
(32) navode prevalenciju genotipova CYP2C9 u bijelaca na temelju podataka nekoliko
autora (Scordo, Taube, Margaglione, Yasar i Lee). Prevalencija genotipa CYP2C9
*1/*1 1znosila je 65.3%, genotipa *1/*2 20.4%, genotipa *1/*3 11.6%, genotipa *2/*2
0.9%, genotipa *2/*3 1.4% i genotipa *3/*3 0.4%. Oko 95% africko-americke,
japanske, kineske i koreanske populacije ima genotip *1/*1, a genotip *1/*5 3.3%
africke 1 0% europsko-americke populacije. Dickmann (52) navodi da je priblizno 3%
africko-americke populacije nositelj alela 2C9*5. Rezultati u ovom radu podudaraju se
s podacima iz literature za bijelu populaciju.

Taube i sur. (53) u ispitivanju koje je provedeno u 683 bolesnika na varfarinu
navodi da je ucestalost CYP2C9 alela *1 iznosila 84%, alela *2 11% 1 alela *3 5%, te da
je 48% ispitanika imalo varijantni genotip. U naSoj skupini 42.5% bolesnika imalo je
varijantni genotip, a samo jedan je imao genotip *3/*3 (0.6%). Higashi i sur. (47) su
imali 5 bolesnika s genotipom *3/*3 (2.7%), rezultat koji je bio 4 puta ve¢i nego Sto su
ocekivali primjenom Hardy-Weinberg derivacija. Aithal (33) i Taube (53) u dvije
studije provedene u Velikoj Britaniji nisu nasli niti jednog bolesnika s genotipom *3/*3.
Ovi autori navode kao jedno od mogucih objasnjenja velike poteSkoce pri stabiliziranju

doze varfarina u ovih bolesnika i kona¢no odustajanje od terapije varfarinom.
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Rezultati ovog rada pokazali su da se ucestalost alela CYP2C9 *1 statisticki
znacajno razlikuje izmedu tri skupine ispitanika (skupini zdravih isitanika, skupini
bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg 1 skupini bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg)
(Pearson x*=19.661, p=0.000). Alel *1 najzastupljeniji je u skupini zdravih ispitanika.

Ucestalosti alela *2 i alela *3 se statisticki znaCajno ne razlikuju izmedu tri skupine
ispitanika (Pearson y°=4.077, p=0.130, Pearson x*=4.099, p=0.129) (tablica 4).

Genotipovi CYP2CY9 se statisticki znacajno razlikuju izmedu tri skupine
ispitanika (Pearson y* =31.223, p=0.001), a genotip *1/*1 najzastupljeniji je u skupini
zdravih ispitanika.

Genotipovi CYP2CY9 se statisticki znacajno ne razlikuju izmedu skupine
zdravih ispitanika 1 skupine bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg (Pearson X2:7.154,
p=0.128).

Medutim, se statisticki znacajno razlikuju izmedu skupine zdravih ispitanika i
skupine bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg (Pearson 5°=26.782, p=0.000). Genotipovi
*1/%1, *1/*%2, *1/*3 su zastupljeniji u skupini zdravih ispitanika, dok se genotipovi
*2/*3 1 *3/*3 nalaze samo u skupini bolesnika.

Genotipovi CYP2C9 se statisticki znacCajno ne razlikuju izmedu skupine
bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg i skupine bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg, iako
je razlika na granici znacajnosti (}?=11.006, p=0.051).

Aithal i sur. (33) koji su radili ispitivanja polimorfizma CYP2C9 u odnosu na
dozu varfarina i rizik krvarenja kao komplikacije terapije u 36 bolesnika na dozi <1.5
mg, 52 bolesnika na standardnim dozama i 100 zdravih kontrola u Velikoj Britanij,
navode da nije bilo statisticki znacajne razlike u raspodjeli genotipova CYP2C9 izmedu
zdravih kontrola i ispitanika na standardnoj dozi varfarina $to se podudara s rezultatima

u ovom ispitivanju.

Povezanost polimorfizma CYP2C9 s dozom varfarina

U posljednja dva desetljeCa dokazana je ucinkovitost varfarina u terapiji
bolesnika s venskim i arterijskim tromboembolijskim komplikacijama u dnevnim
dozama koje variraju od 0.5-60 mg (33). Varfarin je najprepisivaniji antikoagulans u
Europi 1 sjevernoj Americi. CYP2C9 je glavni enzim odgovoran za metabolizam
varfarina. Taube i sur. (53), Scordo i sur. (54), Wittkovsky (55), Freeman i sur. (56),
Haining i sur. (57), Takashi i sur. (35), Ingelman-Sundberg i sur. (7), Ogg i sur. (58),
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Aithal i sur. (33) i drugi autori navode da genetski polimorfizam CYP2C9 rezultira
varijantama *2 1 *3 koje imaju smanjenu kataliticku aktivnost u odnosu na divlji tip u
metabolizmu S-varfarina. Ovi autori navode da je genotip CYP2C9 neovisno o drugim
¢imbenicima povezan s optimalnom dozom varfarina koja je u bolesnika s varijantnim
genotipovima 61-86% niza u odnosu na bolesnike s divljim tipom. Rezultati o
povezanosti genotipova CYP2C9 s optimalnom dnevnom dozom varfarina u naSem

ispitivanju podudaraju se s podacima iz literature (Kruskall-Walis, ¥?=12.854,
p=0.025) i ¢injenicom da enzim koji je produkt CYP2C9*2 ima 12% aktivnosti enzima
divljeg tipa, odnosno CYP2C9*3 manje od 5% aktivnosti divljeg tipa. Bolesnici s
genotipom *1/*1 (n=104) imali su medijan za dozu varfarina 4.50 mg (raspon 1.10-9.0),
s genotipom *1/*¥2 (n=49) 4.50 (raspon 0.75-7.50), s genotipom *1/*3 (n=18) 3.00
(raspon 0.30-6.50), s genotipom *2/*2 (n=5) 3.00 (raspon 0.60-5.00), s genotipom
*2/*3 (n=4) 2.50 (raspon 1.50-4.50) i bolesnik s genotipom *3/*3 1.50. Optimalna
dnevna doza varfarina u 2C9*2 heterozigota iznosi 92% optimalne dnevne doze u
odnosu na divlji tip, 74% u 2C9*3 heterozigota, 61% u 2C9*2 homozigota, 34% u
2C9*3 homozigota i 63% u 2C9*2 i *3 heterozigota. Taube i sur. (53) navode da je
optimalna dnevna doza varfarina u odnosu na divlji tip u 2C9*2 heterozigota iznosila
86%, 2C9*3 heterozigota 79%, 2C9*2 homozigota 61% i1 2C9*2 i1 *3 heterozigota 82%.
Iako je optimalna dnevna doza u bolesnika s genotipom *2/*2 1 *2/*3 u naSem
ispitivanju niZa u odnosu na divlji tip, razlika nije statisticki znacajna zbog malog broja
bolesnika s tim genotipom. Statisti¢ki znacajno niza optimalna dnevna doza varfarina je
u bolesnika s genotipom *1/*3 u odnosu na divlji tip (p=0.022). Usporedba in vitro i in
vivo rezultata metabolizma S-varfarina potvrduje smanjenu kataliticku aktivnost enzima
2C9*3 varijante, ispitivanja in vivo pokazuju da nosioci 2C9*3 alela imaju nizu
optimalnu dozu varfarina u odnosu na divlji tip (49).

Takashi i sur. (35) navodi da je optimalna dnevna doza varfarina u tri japanska
bolesnika s genotipom *1/*3 iznosila 1.75 mg, odnosno da je za 40% bila niza od
optimalne dnevne doze kod bolesnika s divljim tipom, a s genotipom *3/*3 0.4 mg
(90% niza). Aithal i sur. (33). u deset britanskih bolesnika s istim genotipom iznosi da
je doza iznosila 2.50 mg, odnosno 40% niza od bolesnika s genotipom *1/*1. Steward i
sur. (58) opisuje bolesnika s genotipom *3/ *3 1 optimalnom dnevnom dozom varfarina
0.5 mg. U naSem ispitivanju jedan bolesnik s genotipom *3/*3 imao je optimalnu dozu
varfarina 1.50 mg (doza u indukciji iznosila je 4.0 mg, INR 2.8, vrijeme potrebno za

postizanje terapijskog optimuma iznosilo je 60 dana).
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Dok je u bolesnika s genotipom *1/*2 optimalna doza varfarina bila za 20%
niza u odnosu na divlji tip, CYP2C9*3 mutacija i u heterozigota pokazuje odli¢nu
povezanost rezultata in vitro 1 in vivo u smislu smanjenja metabolizma varfarina i

potrebne optimalne doze.

Povezanost polimorfizma CYP2C9 s krvarenjem kao komplikacijom terapije

varfarinom

Genetski polimorfizam CYP2C9 alela *3 i/ili alela *2 povezan je s poviSenim
rizikom prevelikog antikoagulantnog odgovora u vrijeme indukcije terapije varfarina i
krvarenjem kao komplikacijom terapije (3, 33, 35, 59, 60).

Ucestalost krvarenja iznosi 7.6-16.5% na 100 bolesnika godis$nje, jakog ili po
zivot opasnog 1.3-2.7% na 100 bolesnika godisSnje (61). Landefeld i Beyth su izvijestili
o godiSnjoj ucestalosti krvarenja na temelju podataka sakupljenih iz literature:
smrtonosna 0.6 %, jaka 3.0%, slaba 9.6 %. Oni navode Cetiri nezavisna Cimbenika
rizika za jaka krvarenja: dob preko 65 godina, inzult u anamnezi, gastrointestinalno
krvarenje i jedna ili viSe drugih bolesti uz osnovnu (41). Aithal (33) navodi da je
incidencija krvarenja kod terapije varfarinom povezana s intenzitetom antikoagulantne
terapije 1 devijacijom u protrombinskom vremenu. Standardno pracenje INR-a u prva
Cetiri dana terapije pridonosi predvidanju optimalne doze varfarina (69%) dok
kompjuterski programi koji koriste protein C i S znatno povisuju vjerojatnost
predvidanja optimalne doze varfarina, ali nisu pogodni za rutinsku uporabu.

Od 181 bolesnika u naSem ispitivanju, 163 nije imalo krvarenja (90.1%), 14
(7.7%) je imalo beznacajna krvarenja (1 hemoptoa, 6 epistaksa, 6 hematoma i 1
mikrohematurija, a 4 (2.2%) ispitanika su imala znacajna krvarenja (2 melene, 2
makrohematurije). NajceSce su krvarenja blaga u obliku ekhimoza (2-10 %), epistakse,
hematurije, supkonjuktivalnog krvarenja, no moguc¢i su 1 teZi oblici s ogromnim
hematomima po tijelu, krvarenjima iz gastrointestinalnog i genitourinarnog trakta. lako
su intrakranijalna krvarenja rijetka, ona su naj¢es¢i uzrok smrti (incidencija 0.25-1 % na
100 bolesnika godisnje), u ovom ispitivanju nisu nadena (41).

Podskupine bolesnika podijeljene s obzirom na dozu varfarina >1.5 mg i <1.5
mg se statisticki zna€ajno razlikuju s obzirom na pojavu krvarenja kao komplikacije
lijedenja (Pearson > =11.967, p=0.003). Pojava krvarenja kao komplikacije lijeGenja je

bila ¢eS¢a u skupini bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg. Podskupine bolesnika
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podijeljene prema krvarenju na podskupinu bez krvarenja, s beznacajnim i znacajnim
krvarenjima su promatrane s obzirom na potrebnu dozu varfarina za postizanje
optimalnog PV-a (INR-a). Ove podskupine bolesnika se statisticki znacajno razlikuju s
obzirom na optimalnu dozu varfarina (Pearson %?=136.779, p=0.000). Najniza
optimalna doza varfarina iznosila je 0.30 mg (genotip *1/*3) i kod tog bolesnika je
evidentirano znac¢ajno krvarenje u indukciji terapije.

Aithal (33) navodi da je vjerojatnost krvarenja u skupini bolesnika na dozama
varfarina 1.5 mg i nizim cetiri puta vec¢a u odnosu na skupinu bolesnika sa standardnim
dozama varfarina, $to se podudara s rezultatima u ovom radu gdje pojava krvarenja bila
¢eS¢a u skupini bolesnika na dozi varfarina <1.5mg.

Podskupine bolesnika podijeljene prema genotipu nisu se statisticki znacajno
razlikovale obzirom na pojavu krvarenja kao komplikacije lijeCenja varfarinom
(Pearson > =13.433, p=0.200). Veéina bolesnika u ovom ispitivanju s krvarenjima
imala je genotip *1/*1 Sto ukazuje na to da i drugi Cimbenici mogu utjecati na
optimalnu terapiju, ali sugerirajuci da su u tih bolesnika mozda prisutne druge varijante
CYP2C9 koje postoje¢im laboratorijskim metodama nisu identificirane. Mannuci (62)
navodi da tocCkaste mutacije u propeptidu ¢imbenika IX dovode do prevelikog
antikoagulantnog odgovora na varfarin (kumarini sniZzavaju razinu ¢imbenika IX) te
kod nositelja ovih mutacija razina koncentracije ¢imbenika IX bude toliko sniZena da
dolazi do krvarenja. Ogg i sur. (58) opisuju krvarenja u dva bolesnika homozigota za
alel *3 u pocetku uvodenja varfarina. U naSem ispitivanju jedan bolesnik homozigot za
alel *3 s optimalnom dnevnom dozom varfarina 1.50 mg nije imao krvarenja Sto se
moze objasniti ucestalim i1 paZljivim pracenjem PV-a u ovog bolesnika i preciznim
odredivanjem optimalne doze varfarina. Steward (58), Tabrizi (63) Ablin (64) u
bolesnika homozigota za alel *3 ne opisuju krvarenja kao komplikaciju terapije
varfarina. Ovi rezultati podudaraju se s rezultatima u naSem ispitivanju u kojem
prisutnost alela *2 1 *3 ne predstavlja znacajan rizik za pojavu krvarenja.

Podskupine bolesnika podijeljene prema krvarenju kao komplikaciji lijeCenja
varfarinom na podskupinu bez krvarenja (n=163), podskupinu s beznacajnim
krvarenjima (n=14) i podskupinu sa znacajnim krvarenjima (n=4) se statisti¢ki znacajno
razlikuju obzirom na PV (INR) u indukciji (Kruskal-Wallis test, ¥2=15.184, p=0.001), a
ne razlikuju se obzirom na vrijeme potrebno za postizanje optimalnog INR-a (Kruskal-

Wallis test, y2=1.638, p=0.441).
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Podskupine bolesnika podijeljene na beznacajna i znacajna krvarenja se
statisticki znaCajno ne razlikuju obzirom na INR u indukciji (Mann-Whitney test, Z=-
1.275, p=0.202).

Podskupine bolesnika podijeljene prema INR-u u indukciji na podskupinu
<3.5,>3.6-5.01>5.0 su se statisticki znacajno razlikovale s obzirom na genotip

CYP2C9 (Pearson y2=18.432, p=0.048). Cetiri bolesnika s INR-om >5.0 u skupini s
genotipom *1/*1 navodi nas na hipotezu o postojanju drugih varijanti CYP2C9 koje
nisu identificirane sadaSnjim laboratorijskim metodama. Podskupine bolesnika
podijeljene prema INR-u u indukciji na podskupinu <3.5, >3.6-5.0 i >5.0 su se
statistiCki znacajno razlikovale s obzirom na pojavu krvarenja kao komplikacije
lijeCenja (Pearson y2=51.245, p=0.000). Krvarenje je bilo ¢eSc¢e u bolesnika koji su imali
INR >5.0.

Prema Landefeldu krvarenje je gotovo tri i viSe puta ¢eS¢e u bolesnika Cciji je
INR 3-4.5 nego kod onih ¢iji je INR 2.0-3.0.

Palareti navodi da je rizik krvarenja veci kada INR prijede 4.5 i da rizik raste
eksponencijalno kada je INR veci od 5.0 (41).

Starije osobe ceS¢e uzimaju viSe lijekova povecavajuci vjerojatnost od
interakcija lijekova, imaju viSu incidenciju oboljenja bubrega, jetre, srca,
cerebrovaskularnih bolesti 1 maligniteta, a metabolizam varfarina se smanjuje s dobi.
Zbog visestrukih ¢imbenika rizika za ocCekivati je viSu incidenciju krvarenja, iako ima
razli¢itih rezultata. Rezultati kombinirane retrospektivne i prospektivne studije pokazali
su da nije poviSen rizik krvarenja u starijih u cjelini, ali je poviSen rizik u fatalnim
krvarenjima (41).

Podskupine bolesnika u nasem ispitivanju podijeljene prema dobi <65 godina i
>65 godina nisu se statisticki znacajno razlikovale s obzirom na pojavu krvarenja
(Pearson x2:2.272, p=0.321). Ove dvije podskupine bolesnika (<65 i >65 godina) su se
statisticki znacajno razlikovale s obzirom na optimalnu dozu varfarina koja je u skupini
<65 godina iznosila 4.32+1.86 mg, a u skupini bolesnika >65 godina 3.77+1.71 mg (t=-
2.083, p=0.039). Dvije podskupine bolesnika (>1.5 mg i <1.5 mg varfarina) statisticki se
znacajno razlikuju s obzirom na dob (p=0.047, Z= -1.986). James (65) navodi da je za
starije bolesnike potrebna niZa optimalna doza varfarina (3.5 mg za bolesnike starosti 80
godina dok za bolesnike starosti 30 godina ona iznosi 6 mg) u ispitivanju provedenom u
2305 bolesnika u sedam britanskih bolnica. Ovaj autor preporucuje i niZe doze varfarina

u uvodenju terapije za starije bolesnike. Rezultati ovog ispitivanja to su potvrdili.
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U nasem ispitivanju podskupine bolesnika podijeljene prema spolu (102 Zene i
79 muSkaraca) su se statisticki znacajno razlikovali s obzirom na optimalnu dozu
varfarina (t=-2.730, p=0.007). Optimalna doza varfarina za Zene iznosila je 3.753+1.763

mg, a za muskarce 4.480+1.763 mg Sto se podudara s rezultatima koje iznosi James
(65) da je za muskarce potrebna visa doza varfarina.

Manucci (62) u ranijim studijama navodi da je rizik krvarenja iznosio za
fatalna krvarenja 0.8%, jaka 4.9%, slaba 15%, dok se rizik krvarenja smanjio prema
rezultatima prospektivne studije na 2754 bolesnika (0.25% fatalna, 1.1% jaka i 6.2%
slaba) Sto se pripisuje boljoj laboratorijskoj kontroli. Krvarenja su se ¢esc¢e javljala u
pocetnoj fazi uvodenja terapije i dva puta su bila ¢esca u starijih bolesnika (70 godina i
viSe). Tabrizi (66) opisuje slucaj velikog hematoma u bijele bolesnice stare 91 godinu
(genotip 2C9*1/*2) na dozi varfarina 3 mg dnevno koja je u terapiji dobivala svjeze
smrznutu plazmu i K vitamin. Man-Son-Hing (67) navodi rezultate studija koje
pokazuju da bi svi bolesnici stariji od 75 godina s dijagnozom atrijske fibrilacije trebali
biti stavljeni na dugotrajnu terapiju varfarinom u svrhu sprjeCavanja mozdanog udara,
ali i da rizik krvarenja (osobito gornjeg dijela probavnog trakta) raste s dobi. Grupa
autora (68) navodi da rizik krvarenja u bolesnika na terapiji varfarinom (osobito
intrakranijalnog) raste s dobi 1 da manje intenzivna antikoagulantna terapija sniZava
rizik krvarenja.

Rezultati naseg ispitivanja koji pokazuju da nema statisticki znacajne
povezanosti izmedu krvarenja kao komplikacije terapije varfarina i starije Zivotne dobi
podudaraju se s rezultatima Fihna (69) koji je radio studiju na 2376 bolesnika i koji
navodi da su intenzitet antikoagulantne terapije 1 devijacija u protrombinskom vremenu
najbolji pokazatelji krvarenja.

Rizik od krvarenja ve¢i je na pocetku terapije. Nekoliko studija je pokazalo da
je relativni rizik za krvarenje rastao kao funkcija duZine uzimanja lijeka, dok drugi
autori navode povecanu tendenciju krvarenja u prvih 90 dana nakon $to se terapija
stabilizira (37).

Ucestalost i ja¢ina krvarenja mogu se smanjiti pazljivim pra¢enjem bolesnika i
odredivanjem PV-a. U sluCaju jakog krvarenja terapiju treba prekinuti, a u slucaju
hitnosti primijeniti K vitamin, svjeZu smrznutu plazmu ili koncentrate faktora

zgruSavanja.
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Obustavljanje terapije varfarina je pogodno kod bolesnika koji ne krvare, koji
imaju nekoliko rizi¢nih faktora za krvarenje, koji hitno moraju na neki zahvat 1 ¢iji je
INR manji od 5.0. Bolesnici koji imaju blaga krvarenja, mali rizik od krvarenja ili su

asimptomatski s INR 5.0 — 8.0, samo izostavljanje terapije moZe biti pogodno ako je
rizik od tromboze vrlo visok.

Lijecenje vitaminom K koji je antidot varfarina, je vrlo djelotvorno, sigurno 1
relativno jeftino kod predoziranja ili krvarenja zbog varfarina. Daje se u dozi 10 — 20
mg (5 — 10) i.v., njegov ucinak nastupa s latencijom i nakon primjene vitamina K
bolesnik je nekoliko slijedec¢ih tjedana rezistentan na terapiju oralnim antikoagulansima

Bolesnicima s jakim krvarenjem ili s visokim rizikom od krvarenja (INR >5)
daje se svjeza smrznuta plazma (0 — 15 ml./kg). Ona sadrZi sve ¢imbenike zgruSavanja,
njihova koncentracija je razli¢ita ovisno o davatelju krvi, a moguc¢ je prijenos zaraznih
bolesti, preopterecenje volumena i alergijske reakcije.

Koncentrati faktora protrombinskog kompleksa sadrZze visoke koncentracije

faktora zgruSavanja, ali postoji opasnost od tromboembolijskih komplikacija.

Osobitosti starije Zivotne dobi u odnosu na terapiju varfarinom

”Starija dob” smatra se onom od 65 ili visSe godina. No kako je sve ces¢i
nesrazmjer izmedu kronoloske i bioloSke dobi, trebalo bi teZiti postavljanju kriterija
bioloSke dobi u svakom pojedinom slucaju. Tu mogu posluZiti parametri funkcije srca 1
krvozilja, respiratorne i renalne funkcije, a u Zena i postmenopauzni koStani status .

Populacija tzv. starijih osoba ¢eS¢e boluje od kroni¢nih bolesti, ¢es¢e uzima
lijekove, a to je reda veli¢ine 20 — 30% od potrosnje lijekova svih dobnih skupina.

Sa starenjem organizma mijenjaju se farmakodinamika i farmakokinetika. U
pravilu starije osobe su osjetljivije na primjenu uobicajenih doza lijekova i u njih su
nuspojave lijekova ceSce.

Brojne su specifi¢nosti organizma tzv. starije dobi o kojima treba voditi racuna
pri primjeni lijekova. Apsorpcija lijeka u starijih osoba se smanjuje, raspodjela lijeka se
mijenja, smanjuje se minutni volumen srca, protok krvi u organizmu se smanjuje, kao i
koli¢ina vode, koncentracija serumskih albumina se progresivno smanjuje (oni su ¢esto
nositelji lijekova). Primjer za promjenu koncentracije aktivnog dijela lijeka zbog

sniZenja koncentracije albumina su oralni antikoagulansi. Varfarin je u osobe tzv.
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srednje dobi 97% vezan za proteine plazme i ima ga samo prema tome 3% slobodnog,
dok je u starijih osoba oko 94% vezano za proteine plazme, pa ga je ¢ak 6% u obliku
slobodne frakcije (37, 69).

Razgradnja lijekova i biotransformacija zbivaju se uglavnom u jetri. Sa starosti
se smanjuje koli¢ina jetrenog tkiva.

Medutim, o dva klirensa lijeka treba voditi rauna — metabolickom u jetri i
bubreZznom. Metabolicki klirens starenjem moZe postati nizak, prosjecan ili visok. Nizak
klirens (<100 ml/min) putem imaju varfarin, diazepam, indometacin, ibuprofen i
teofilin.

Bubrezni klirens lijekova ili njihovih metabolita smanjuje se sukladno
slabljenjem glomerularne tako i tubularne funkcije. Klirens kreatinina se smanjuje, ali
se srazmjerno starenju smanjuje i miSi¢na masa, pa koncentracija kreatinina u serumu
moze biti u granici normale uz sniZenje glomerularne filtracije za 30 — 50%. Stoga
normalna koncentracija kreatinina u serumu u starijoj dobi ne znaci i normalnu
bubreznu funkciju. Neke su bolesti ¢eS¢e u starijoj dobi npr. Se€erna bolest, arterijska
hipertenzija, ateroskleroza, dehidracija (naroCito u ljetnim mjesecima). Osjetljivost
starijeg organizma na lijekove je povecana. Starije osobe nerijetko drugacije reagiraju
na lijek (nazocnost viSe bolesti istodobno do promijenjene osjetljivosti receptora u
starijih osoba). Betaadrenergicki receptori u starijih osoba su smanjene osjetljivosti za
oralne antikoagulanse. U starijih osoba je za odrzavanje protrombinskog vremena u
Zeljenoj terapijskoj Sirini pri primjeni oralnih antikoagulansa potrebna niza doza nego u
mladih.

Interakcije lijekova ceSce su u starijih bolesnika koji uzimaju viSe (mnogo)
lijekova istovremeno. Ako se istovremeno primjenjuju dva lijeka izgledi za interakcije
iznose oko 6%, za pet istovremeno primijenjenih lijekova izgledi su oko 50%, a ako se
istovremeno primijeni ¢ak osam lijekova izgledi su 100% (37, 70).

Nuspojave lijekova u starijoj dobnoj skupini znacajniji su problem nego u
drugim dobnim skupinama. U lijeCenju starijih osoba je vise nego u drugim dobnim
skupinama potrebno individualizirati farmakoterapiju. Cest je razlog nuspojavama
bolesnikov vlastiti odabir lijekova, bilo zbog toga S$to nije razumio savjet o uzimanju
lijekova ili zbog vlastitog izbora uzimanja lijekova mimo savjeta lije¢nika.

Nuspojave su srazmjerne broju propisanih lijekova. Starijem bolesniku treba

brizljivo navesti svrhu uzimanja lijekova, a osobitu pozornost treba usmjeriti na nacin
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uzimanja lijeka (jednu ili viSe dnevnih doza, te smije li se i koje lijekove uzeti zajedno)
(37).

Tijekom zadnjih sto godina o¢ekivana duljina Zivota se produljila s 47 na 74
godine, osobe starije od 75 godina danas predstavljaju najbrze rastu¢i segment

populacije na koji se tros$i vise od trecine sredstava za zdravstvenu zastitu (71, 72).

Indikacije za terapiju varfarinom u odnosu na dozu i krvarenje

U nasih bolesnika terapija varfarinom najces¢e je indicirana kod bolesnika s
dijagnozom duboke venske tromboze (32%), fibrilacije atrija (18.2%), politraume
(11,6%), cerebrovaskularnog inzulta (11%) i stenoze mitralne valvule (9.4%). Ostale
dijagnoze (17.8%) su miokardiopatija, insuficijencija valvule aorte, artroza kokse i
infarkt miokarda. Heit (73) navodi da se venski tromboembolizam (duboka venska
tromboza i pluéna embolija kao komplikacija) ubraja danas u vodece uzroke
morbiditeta 1 mortaliteta s godiSnjom incidencijom ve¢om od 1:1000. Gotovo 25%
slucajeva plu¢ne embolije zavrSava trenutnom smrti, 71% bolesnika ima jednotjedno
prezivljavanje, a u prezivjelih bolesnika mogu se ocekivati ozbiljne i po zdravstvo
skupe komplikacije. Posttrombotski sindrom je Cesta kroni¢na komplikacija duboke
venske tromboze koja se obi¢no javlja unutar dvije godine od akutne trombotske
epizode (74). Rizi¢ni ¢imbenici za duboku vensku trombozu su poznati, ukljucuju
nasljednu predispoziciju, imobilizaciju, operativni zahvat i malignu bolest, a joS uvijek
je nejasno jesu li i1 riziéni faktori za arterijsku bolest vaZzni za nastajanje venske
tromboze. Incidencija venskog tromboembolizma koja je u stalnom porastu u bolnicama
i op¢oj populaciji moZe se objasniti porastom udjela populacije starije zZivotne dobi ili
vecem izlaganju populacije rizicima kao Sto je porast broja operativnih zahvata, te
neprepoznavanje pupulacije pod rizikom i neprovodenje tromboprofilakse (73). Rizi¢ni
faktori dovode do nastajanja i Sirenja venskog tromba mijenjanjem koagulabilnog
statusa, ozljedom endotela ili venskom stazom. Npr. puSenje cigareta je povezano s
povisenom razinom fibrinogena i moze aktivirati unutarnji put zgruSavanja ostecenjem
endotela krvne Zzile ili anoksijom, tjelesna neaktivnost, debljina i dijabetes smanjuju
fibrinoliti¢i potencijal 1 doprinose venskoj stazi, lipidi (poviSeni lipoproteini ili
trigliceridi) djeluju 1 na zgruSavanje i na fibrinolizu, dok alkohol snizava razinu
fibrinogena i pojacava fibrinolizu (75). Heit (73) smatra da bi provodenjem adekvatne

tromboprofilakse bilo moguce incidenciju venskog tromboembolizma smanjiti za 75% i
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navodi da je svega 9% njihovih bolesnika bilo na antikoagulantnoj terapiji u vrijeme
pojave venskog tromboembolizma. Hyers (76) navodi da multipli randomizirani klinicki
pokusi pokazuju da je ucestalost rekurentne venske tromboze 5% kada se istovremeno
provodi terapija nefrakcioniranim heparinom i oralnim antikoagulansom uz ukidanje

heparina izmedu petog i sedmog dana terapije. Studije venske tromboze na animalnim
modelima su pokazale da neki niskomolekularni heparini imaju jednak ili ¢ak veci
antitrombotski efekt uz manje krvarenja nego nefrakcionirani heparin. Dvije studije su
pokazale da terapija niskomolekularnim heparinom i varfarinom u ku¢nim uvjetima
znatno smanjuje troSkove i pridonosi vecoj kvaliteti Zivota. U vecine bolesnika terapija
niskomolekularnim heparinom ne zahtijeva rutinsko laboratorijsko pracenje buduci da
je trombocitopenija rijetka komplikacija (preporuka je jedno odredivanje broja
trombocita u pet do sedam dana). U terapiji venske tromboze ili prevenciji
visokorizi¢nih bolesnika varfarinom terapijski optimum je 2.0-3.0 INR-a., a duljina
terapije je razli¢ita (vazni faktori rizika su prijasnja trombotska epizoda i starija dob),
mada se navodi da je broj rekurentnih epizoda manji ako je period dulji od 6 mjeseci.
Standardni dijagnosti¢ki pristup bolesnicima u kojih postoji sumnja na duboku vensku
trombozu je ponovljena ultrazvucna pretaga u razmaku tjedan dana. Iako koncentracija
D-dimera predstavlja osjetljiv, ona nije i1 specifi¢an biljeg tromboze. D-dimeri imaju
visoku negativnu prediktivnu vrijednost i korisni su kao test za isklju¢ivanje tromboze
(77, 78). Eikelboom (79) navodi da kod bolesnika kod kojih je izvrSena totalna zamjena
kuka ili koljena produzena profilaksa znacajno smanjuje rizik venskih
tromboembolizama (dvadeset sluajeva tromboembolizma na 1000 lije¢enih bolesnika).
Beaglehole (80) navodi koronarnu bolest srca i1 infarkt kao dva vodeca uzroka smrti u
svijetu koja godisnje uzrokuju 7 i 5.5 milijuna smrti. Jong (81) upozorava da iako se
biljezi pad mortaliteta u bolesnika s bolestima srca u klinickim studijama da je nejasno
uocava li se to poboljSanje 1 kod istih bolesnika u opc¢oj populaciji. Brown (82) navodi
da su dvije vrste antitrombotskih lijekova koriste u prevenciji infarkta miokarda,
ishemickog inzulta u bolesnika s aterosklerotskim kardiovaskularnim bolestima-lijekovi
koji djeluju na agregaciju trombocita i antikoagulansi. Aspirin je najceS¢e koriSten
antiagregacijski lijek i redovita upotreba u niskim dozama opce je prihvacena terapija za
sekundarnu prevenciju aterotrombotskih incidenata u bolesnika s kardiovaskularnim
bolestima. Osim aspirina koriste se i drugi antiagregacijski lijekovi npr. klopidogrel
bisulfat (Plavix). Djelotvornost nesteroidnih protuupalnih lijekova joS nije potpuno

razjasnjena (83). Knottenbelt (84) navodi da u primarnoj prevenciji uzimanje varfarina
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uz manje intenzivnu terapiju (INR 1.5) ili 75 mg aspirina dnevno smanjuju incidenciju
koronarnih sr¢anih bolesti za oko 20%. Varfarin smanjuje pojavu fatalnih epizoda za
39% dok aspirin smanjuje broj nefatalnih epizoda za 32%. Zajedno uzimanje varfarina i
aspirina smanjuje broj jednih i drugih epizoda za 34%. Prema rezultatima pet
randomiziranih klini¢kih studija (85) varfarin smanjuje rizik inzulta u bolesnika s
atrijskom fibrilacijom za 68%. Heiat (86) i Soumerai (87) upozoravaju na potrebu
pazljivog odabira tromboliticke terapije u starijih bolesnika (starijih od 65 godina).
Prema preporukama za zbrinjavanje bolesnika s moZdanim udarom (88)
cerebrovaskularni inzult (mozdani udar) se definira kao naglo nastali neuroloski deficit
koji nastaje kao posljedica poremecaja cirkulacije srediSnjeg Ziv€anog sustava: ishemije
ili hemoragije. Oko % od ukupnog broja sluc¢ajeva su ishemijski uzrokovani okluzijom
arterije (tromboza ili embolija) ¢ime se prekida dotok kisika i glukoze Sto dovodi do
ireverzibilnih lezija u zahva¢enom dijelu mozga. Cerebrovaskularni inzult je vodeci
uzrok invaliditeta u modernom drustvu, u Hrvatskoj je vodeci uzrok smrtnosti s udjelom
od 10.9% u ukupnom mortalitatu muskaraca i 15.8% u ukupnom mortalitetu Zena, a u
razvijenim zemljama je na drugom ili tre¢em mjestu medu uzrocima smrtnosti (89, 90).
Ova bolest predstavlja ne samo zdravstveni nego i ekonomski problem, a zbog porasta
ucestalosti oboljevanja slijedec¢ih godina moze se ocekivati prava epidemija. Danas je
cerebrovaskularni inzult priznat kao hitno stanje. Antikoagulantna terapija se koristi u
primarnoj i sekundarnoj prevenciji, osobito u bolesnika s fibrilacijom atrija koji je Cesta
aritmija u osoba starije Zivotne dobi i vazan faktor rizika nastanka bolesti. U primarnoj
prevenciji u svih bolesnika s visokim rizikom za nastanak cerebrovaskularnog inzulta
mora se razmotriti primjena dugotrajne oralne antikoagulantne terapije (ciljne
vrijednosti INR-a 2.5, raspon 2.0-3.0). U bolesnika starijih od 75 godina moze se uzeti u
obzir terapija oralnim antikoagulansima s nizim vrijednostima INR-a (ciljne vrijednost
INR-a iznose 2.0, raspon 1.6-2.5) kako bi se smanjio rizik krvarenja. U sekundarnoj
prevenciji oralna antikoagulantna terapija je indicirana osim u bolesnika s fibrilacijom
atrija i kod bolesnika s ugradenim umjetnim sr¢anim zaliscima (INR 3.0-4.0) i bolesnika
s potvrdenim kardioemboli¢kim inzultom ukoliko postoji visoki rizik recidiva s ciljnom
vrijednos¢u INR-a izmedu 2.0-3.0. Vene (91) navodi da je rizik cerebrovaskularnog
inzulta u bolesnika s nevalvularnom atrijskom fibrilacijom pet puta, a u onih s
reumatskom mitralnom stenozom i atrijskom fibrilacijom ¢ak 18 puta veci nego u osoba
sa sinusnim ritmom. Ostali c¢imbenici kao hipertenzija, dijabetes melitus,

hiperlipoproteinemija, hiperhomocisteinemija, pusenje, alkohol u velikim koli¢inama,
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psihotrauma uz dob, spol i rasu visSestruko povecavaju rizik od cerebrovaskularnog
inzulta (92, 93, 94, 95, 96). Vargek-Solter (97) navodi da antikoagulansi mogu teoretski

povecati rizik od simptomatskog intrakranijskog krvarenja u podrucju ishemijskog
inzulta. Hemoragija se moze dogoditi i spontano kao dio prirodne evolucije u primarno
blagom inzultu kada bolesnici i ne primaju antitrombotic¢ku terapiju.

Podskupina bolesnika na dozi varfarina >1.5 mg 1 podskupina bolesnika na
dozi varfarina <1.5 mg statisticki se znaCajno ne razlikuju s obzirom na dijagnoze
(Pearson y°=16.277, p=0.179) u nafem ispitivanju.

Za razliku od naSih rezultata James (65) navodi da su bolesnici s atrijskom
fibrilacijom zahtijevali niZze doze varfarina od bolesnika s dubokom venskm
trombozom. Podskupine bolesnika u naSem ispitivanju podijeljene prema osnovnim
dijagnozama se statisticki znacajno ne razlikuju s obzirom na pojavu krvarenja (Pearson
?=25.581, p=0.375).

Podskupine bolesnika podijeljene prema krvarenjima (bez krvarenja,
beznaCajna i znacCajna) se statisticki znacajno ne razlikuju s obzirom na osnovne
dijagnoze (Pearson %?=25.581, p=0.375) Sto se podudara s rezultatima u pet
randomiziranih studija za bolesnike s cerebrovaskularnim inzultom i fibrilacijom atrija
na terapiji varfarinom kod kojih nije bilo znacajnih krvarenja (85).

U naSem ispitivanju nismo imali niti jednog bolesnika s rezistencijom na
terapiju varfarinom budu¢i da je najviSa dnevna optimalna doza iznosila 9.0 mg u
bolesnika s genotipom 2C9*1/*1. Hallak (98) je opisao slucaj gdje je optimalna dnevna
doza varfarina iznosila 60 mg, dok Hillel (99) navodi da unos vitamina K vise od 250
ug povisuje optimalnu dnevnu dozu varfarina.

Interes javnosti za nuspojave lijekova potaknut je osobito nakon talidomidske
tragedije 1960 godine. Lazarou (100) u velikoj analizi 39 prospektivnih studija u SAD-u
od 1966. — 1996. godine istice iznenadujuce velik broj fatalnih nuspojava lijekova (106
000 slucajeva) Sto ove nuspojave svrstava na cetvrto mjesto vode¢ih uzroka smrti iza
src¢anih bolesti, malignih bolesti i cerebrovaskularnog inzulta. Farmakogenetika pruza
mogucnost individualiziranja terapije s ciljem smanjenja interindividualnih razlika u
odgovoru na lijekove, a samim tim i nuspojava lijekova (101). Preklinicka i klinicka
ispitivanja genotipova CYP2C9 1 varfarina, kao njegovog supstrata, u svijetu su
pokazala utjecaj polimorfizma CYP2C9 na metabolizam varfarina. Budu¢i da se u
farmakogenetskim studijama etnicko porijeklo mora uzeti u obzir cilj naseg ispitivanja

je bio usporediti rezultate koje smo dobili na naSoj populaciji s drugima u svijetu,
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naglasavajuci pri tome stariju populaciju koja predstavlja osjetljiv i najbrze rastuci dio
populacije i kod nas i u svijetu.

InteretniCke razlike u zastupljenosti pojedinih genotipova (od engl. gene
geography) ukazuju da se etnicko porijeklo mora uzeti u obzir u farmakogenetskim
studijama i u farmakoterapiji.

Farmakogenetska testiranja se danas obavljaju u malom broju zdravstvenih
ustanova u svijetu, a najdalje se otiSlo u Skandinaviji (posebice za CYP2D6 kod
psihijatrijskih bolesnika).

Postoje dva pristupa o tome kada bi trebalo uciniti farmakogenetsko
ispitivanje. U jednom prevladava miSljenje da farmakogenetsko testiranje treba
provoditi samo onda ako nakon lijeka bolesnik pokaze znakove toksicnosti ili nema
odgovaraju¢eg odgovora na terapiju. U drugom prevladava misljenje da zdravstvene
ustanove trebaju odabrati one lijekove za koje se mora uciniti farmakogenetsko
testiranje prije pocetka lijecenja. Ako se taj lijek metabolizira polimorfnim enzimom, a
to je jedini put njegove inaktivacije, onda je za pretpostaviti da bi to imalo znacajan
utjecaj na metabolizam, farmakokinetiku i farmakodinamiku lijeka, odnosno njegovu
terapijsku ucinkovitost.

Cini se prihvatljivo da genotipizacija moZe biti indicirana u svakom sluéaju
kad je lijek izbora supstrat za polimorfni enzim, odnosno u osoba koje pokazuju
suboptimalan odgovor na lijekove koji su supstrati polimorfnih enzima. Prednost
genotipizacije je u tome Sto se genotipizacijom mogu predvidjeti fenotipi slabog
metabolizma ili izrazito pojaCanog metabolizma ispitanika i ti se podaci mogu
prvenstveno rabiti u prilagodbi doze ili odabiru alternativnog lijeka koji nije supstrat za
polimorfni enzim. Iako bi probiranje osoba prije doziranja lijekova bilo spojeno s
odredenim troSkovima, ti bi troSkovi sigurno bili opravdani smanjenjem troSkova
lijeenja zbog toksi¢nih epizoda, terapijskih neuspjeha ili naknadnih intervencija uslijed
terapijskih pogreSaka. Osim toga, farmakogenetski profil se odreduje jedanput u Zivotu.

Predvidanja za budu¢nost govore u prilog pisanju vodica, koji bi se temeljili na
klinickim studijama, a obuhvatili bi lijekove — supstrate polimorfnihenzima; preporuku
o povezanosti doze lijeka i genotipa i mogucih interakcija lijekova; vodenje ~osobnih
farmakogenetskih profila”. Na taj bi se nacin smanjila potreba za hospitalizacijom

uslijed nepoZeljnih reakcija lijeCenja (materijalni troSkovi 1 razvoj novih lijekova za
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bolesnike sa  specificnim  genotipovima (od engl. drug stratification).
Individualiziranje doze lijeka postaje glavno nacelo medikamentoznog lijecCenja (36).

Farmakogenetska testiranja bi mogla biti prvi primjer primjene temeljnih
testiranja. DNA na populaciju. Nedvojbeno je da postoje Cvrsti dokazi o vaznosti
farmakogenetike u oCuvanju zdravlja, stoga bi uskoro moglo do¢i vrijeme kada ¢e se
neeticnim smatrati nepostojanje ovakvih nalaza koji mogu sprijeciti neke nezeljene
posljedice lijecenja.

Primjeri specifi¢nih gena koji modificiraju odgovor na lijek i koji se ve¢ danas
mogu primjeniti u klinickoj praksi jesu geni koji kodiraju metabolicke enzime porodice
citokroma P450: CYP2D6, 2C19 i 2C9, enzimi, N-acetiltransferaza 2 (NAT2)i tiopurin-
metiltransferaze, te od receptora f2-adrenoreceptori (B2-AR). Za klini¢ke potrebe pri
odabiru lijeka preporucuje se traZenje polimorfizma pjedinacnog nukleotida (od engl.
single nucleotide polymorphism, SNP) u bolesnika na terapiji lijekovima koji su
supstrati polimorfnih enzima. Opcenito se smatra da na ljudskom genomu postoji oko
1.4 milijuna pojedina¢nih varijacija, odnosno zamjena, dok se jedna varijacija dogada
na svakih 1.800 nukleotida. Kao krajnji cilj istrazivanja farmakogenetickih
polimorfizama postavlja se izradba farmakogeneticke osobne iskaznice za Cije je
ostvarenje nuzno bolje poznavanje mehanizama genskih predispozicija prema
nezeljenim reakcijama, razvoj tehnologija za mapiranje SNP-ova, razvoj jeftinijih
metoda genotipizacije, te razradba etickih kriterija. Profil probiranja za CYP2C9

prikazan je tablicom 18. (102).

Tablica 18. Profil probiranja za CYP2C9

gen aleli koje treba testirati ucestalost fenotipa (%) osjetljivost (%)

CYP2C9 * %3 4 PM nije odredena

PM- fenotip slabog metabolizatora (od engl. poor metabolyzer)
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Ovim ispitivanjem takoder je pokazano da osim genotipa CYP2C9, na
varijabilnost terapijskog odgovora varfarina utjecu vjerojatno 1 drugi ¢imbenici. Stoga
¢e se naSe ispitivanje nastaviti u smjeru izrade modela za predvidanje odgovora na

terapiju varfarina uz ukljucivanje i drugih varijabli.

77




7. ZAKLJUCCI

1. Ucestalost alela CYP2C9 *1 naSe populacije u skupini zdravih ispitanika iznosi
84.1%, alela *2 11.5% i alela*3 4.0%. Frekvencija alela nase skupine ispitanika u
zdravoj populaciji u skladu je s podacima iz literature za bijelu populaciju. Nesto
niZa ucestalost alela *3 od one koju prijavljuje vecina autora (6-10%, npr. Svedska
populacija 7%) moZze se objasniti Cinjenicom da je za ispitivanje raspodjele u
populacijama potrebno znacajno veéi broj uzoraka od 186 naSih ispitanika
ukljuc¢enih u ovo ispitivanje. Nasi rezultati se gotovo u potpunosti podudaraju s
rezultatima za talijansku populaciju (ucestalost alela *1 80%, alela*2 11%, alela*3
3.9%), a znacajno se razlikuju od podataka za Spanjolsku populaciju za ucestalost
alela *3 koja iznosi 16.2%.

2. Genotipovi CYP2C9 se statisticki znacajno ne razlikuju izmedu skupine bolesnika
na dozi varfarina >1.5 mg i skupine bolesnika na dozi varfarina <1.5 mg, iako je
razlika na granici znacajnosti (y>=11.006, p=0.051).

3. Optimalna dnevna doza varfarina u 2C9*2 heterozigota iznosi 92% optimalne
dnevne doze u odnosu na divlji tip, 74% u 2C9*3 heterozigota, 61% u 2C9*2
homozigota, 34% u 2C9*3 homozigota i 63% u 2C9*2 1 *3 heterozigota. NaSi
podaci podudaraju se s podacima iz literature.

Statisticki znacajno niza optimalna dnevna doza varfarina je u bolesnika s
genotipom *1/*3 u odnosu na divlji tip (p=0.022).

4. Optimalna doza varfarina je niZa u Zena u odnosu na muskarce i u osoba starijih od
65 godina u odnosu na mlade od 65 godina.

5. Pojava krvarenja ne ovisi o prisutnosti alela CYP2C9*2 i *3, genotipu CYP2C9
niti dobi bolesnika. Pojava krvarenja je ¢eS¢a u osoba s INR-om >5.0.

6. Planira se nastavak ispitivanja u smislu izrade modela kojim bi se uz podatke
genotipizacije CYP2C9 pokuSalo odrediti optimalnu dozu varfarina uzimajuéi u
obzir i neke druge varijable (npr. omjer ciljne vrijednosti INR-a i INR-a odredenog

nakon 72 sata).
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9. DODATAK

9.1. POPIS OZNAKA I KRATICA

A- adenin

C- citozin

CYP- enzimska porodica citokroma P450
DNA- deoksiribonukleinska kiselina
EM-fenotip ekstenzivnog metabolizma
G-gvanin

I[EM- fenotip srednjeg metabolizma

INR- internacionalni normalizirani omjer
n- broj ispitanika

OR- odds ratio (omjer izgleda)

PCR- lan¢ana reakcija polimerazom

PM- fenotip slabog metabolizma

PV- protrombinsko vrijeme

RFLP- polimorfizam veli¢ine restrikcijskih fragmenata
T- timin

UEM- fenotip izrazito poja¢anog metabolizma
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