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.In nature's infinite book of secrecy.

A little | can read.”

~William Shakespeare~
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1. UvOD



1.1. Farmakoterapija shizofrenije

1.1.1. Opcenito o shizofreniji

Shizofrenija je teski i Cesto kroni¢ni psihicki poremecaj kojeg karakteriziraju poremecaji
misljenja, percepcije, emocija, govora, osjecaja sebe i ponasanja (1,2). Pojavnost shizofrenije
procjenjuje se na oko 0,3-0,7% u svjetskoj populaciji te prema posljednjim podatcima pogada
vise od 23 milijuna ljudi, nesto ¢eS¢e muskarce (oko 12 milijuna) (2,3). Shizofrenija je ozbiljan
javnozdravstveni problem koji uvelike narusava kvalitetu zivota bolesnika, ali i njegove okoline
(4). Uobicajeni su problemi, poput dugotrajne nezaposlenosti, siromastva i beskucnistva (1).
Prosje¢ni zivotni vijek u oboljelih je 10-25 godina kraci od opce populacije (5). To je rezultat
ucestalih tjelesno zdravstvenih problema, ali i vece stope suicida (oko 5%) (3). Procjenjuje se
da godisnje oko 17000 ljudi u svijetu umire od ponasanja povezanih ili uzrokovanih sa
shizofrenijom (6), ne samo zbog samoubojstava, veé¢ posebno zbog preuranjene
kardiovaskularne bolesti (7).
Simptomi se obi¢no javljaju postepeno, najcesce po€inju u mladoj odrasloj dobi (u muskaraca
nesto ranije), i u mnogim slu¢ajevima nikada ne nestaju (1). Simptomi shizofrenije dijele se na
pozitivne simptome (zablude i halucinacije; takozvani psihoti¢ni simptomi kod kojih dolazi do
gubitka kontakta sa stvarnoS¢u), negativne simptome (oslabljena motivacija, smanjenje
spontanog govora i socijalno povlacenje) i oSteCenje kognitivnih funkcija (problemi s
fokusiranjem, radnom memorijom i izvr$avanjem (4).
Prema dijagnosti¢kim kriterijima DijagnostiCkog 1 statistickog prirucnika mentalnih
poremecaja Ameri¢kog psihijatrijskog drustva, DSM-V (engl. Diagnostic or Statistical Manual
of the American Psychiatric Association), glavni simptomi shizofrenije su (1):

1) deluzije,

2) halucinacije,

3) dezorganizirani govor,

4) jako dezorganizirano ili katatono motoricko ponasanje,

5) negativni simptomi, poput osjecajne zaravnjenosti, alogije i avolicije
Za postavljanje dijagnoze potrebno je da bolesnik pati od dva ili viSe gore navedena simptoma
u trajanju od najmanje mjesec dana, a najmanje jedan od njih mora biti simptom 1, 2 ili 3.
Obiljezja bolesti 1 simptomi variraju od osobe do osobe. Shizofrenija tijekom vremena moze

promijeniti obiljezja. PoCetak bolesti moZe biti iznenadan ili pak simptomi mogu postupno rasti
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tjednima, mjesecima pa i godinama u prodromalnoj fazi bolesti. Generalno radi se o kroni¢noj
bolesti s dvije izrazene faze: ponavljajuée akutne epizode bolesti, i dugi periodi sa slabo
izrazenim simptomima bolesti ili periodima potpunog oporavka. Negativni i kognitivni

simptomi prisutni su u obje faze bolesti (8).

Shizofrenija je sloZen, heterogeni bihevioralni i kognitivni sindrom za koji se ¢ini da potjece
od poremecaja razvoja mozga uzrokovanih geneti¢kim ili okoli§nim ¢imbenicima, ili oboje (4).
UnatoC opseznim istrazivanjima jo$ uvijek nije poznato koji su etiopatogenetski ¢imbenici
shizofrenije, kao ni mehanizmi nastanka ove bolesti. Smatra se da interakcija gena i1 okoliSnih
¢imbenika, neurobioloska podloga, ali perinatalni i psihosocijalni ¢imbenici pridonose razvoju
bolesti (9). Studije na blizancima, posvojenoj djeci i obiteljske studije utvrdile su da je
shizofrenija genski poremecaj s visokom nasljednosé¢u (4,10).

Nedavni napredak genomike i udruzivanje podataka kroz inicijative poput Konzorcija za
psihijatrijsku genomiku (Psychiatric Genomics Consortium), omogucili su identifikaciju
brojnih uobicajenih (engl. common variants) i rijetkih (engl. rare variants) genetickih varijacija
koje pridonose nizu neuropsihijatrijskih poremecaja (11). U cjelogenomskim ascocijacijskim
studijama (GWAS, engl. genome-wide association studies) otkriveno je vise od 108 uobicajenih
varijanti (SNP, engl. single nucleotide polimorphism) povezanih sa shizofrenijom (12). Poseban
interes predstavljaju strukturne varijante, delecije i varijacije broja kopija (CNV, engl. copy
number variants), koje se smatraju rijetkim genetickim varijantama te je sve vise dokaza o
njihovoj ulozi u nastanku neuropsihijatrijskih poremecaja (13). Najnovija istrazivanja pokazuju
da uobicajene SNP varijante kao 1 rijetke CNV varijante zajednicki doprinose riziku nastanka
shizofrenije, stoga se koriste za izra¢un poligenske procjene rizika (engl. polygenic risk score,
PRS) koji je danas jedan od temeljnih principa za tumacenje genetickih kompleksnih oboljenja
poput shizofrenije. SNP varijante se pojedina¢no povezuju s manjim rizikom za nastanak
shizofrenije, dok se pojedine rijetke CNV povezuju s znatno vec¢im rizikom (poput delecije
22011.2), kao i velike delecije i povecana ucestalost CNV u genomu (14). Osim toga,
uobicajene i rijetke varijante predstavljaju rizik i za druge mentalne poremecaje, kao §to su
bipolarni poremecaj i autizam. Dokazivanje povezanosti genetickih varijanti s biokemijskom
i/ili bioloskom posljedicom i mehanizmom nastanka psihijatrijskog poremecaja ili domene
predstavlja veliki izazov. Stoga trenutni dijagnosticki kriteriji, kao §to je Dijagnosticki i
statistiCki priru¢nik mentalnih poremecaja Ameri¢kog psihijatrijskog drustva, i dalje imaju

veliku klini¢ku pouzdanost i korisnost (15).



1.1.2. Lijecenje shizofrenije

Lije¢enje shizofrenije je najucinkovitije kada se koristi kombinacija farmakoterapije te
psihoterapije uz obiteljsku i socijalnu podrSku. Farmakoterapija je prvi korak i predstavlja nuzni
preduvjet za cjelovito i uspjesno lijeCenje shizofrenije. Ona omogucuje ne samo potiskivanje
simptoma bolesti, nego i kriti¢ki uvid bolesnika u bolest i njegovu aktivnu ulogu u zaustavljanju
bolesti. Medutim, sama farmakoterapija nije dostatna za lijeCenje shizofrenije, nuzna je
primjena razli¢itih psihoterapijskih 1 socioterapijskih tehnika i metoda, psihoedukacija
bolesnika i njegove obitelji, obiteljska psihoterapija, individualna ili grupna bihevioralna
terapija, aktivnosti u udruzi bolesnika itd. (16).

Primjena farmakoterapije za lijeCenje psihoze predstavlja veliki izazov u psihijatriji, jer iako
antipsihotici mogu biti korisni za smirivanje psihoze, oni ¢esto izazivaju nuspojave poput
ekstrapiramidnog sindroma, hiperprolaktinemije i metabolickog sindroma (1). Danas postoje
brojni algoritmi i smjernice kojima se rukovodimo pri izboru optimalnog antipsihotika. Ono §to
je zajedni¢ko svima njima jest prednost atipi¢nih antipsihotika (druge generacije) u odnosu na
antipsihotike prve generacije, kao lijekova prvog izbora u lijecenju shizofrenije. Izbor lijeka

temelji se uglavnom na razlikama u $tetnim uéincima i mogué¢im razlikama djelotvornosti (10).

1.1.3. Pracenje terapijskog ucinka i nuspojava - ocjenske ljestvice

Opcenito se u psihijatriji, pa tako i shizofreniji, tijek bolesti i terapijski odgovor na antipsihotike
procjenjuje klinickim pregledom jer jos uvijek ne postoje biologijski markeri ili standardizirane
dijagnosticke metode koje bi posluZzile u tu svrhu. Kako bi se upravo objektivizirala klini¢ka
procjena, razvijeni su mjerni instrumenti u formi ocjenskih ljestvica (17).

Jedan takav mijerni instrument koji sluzi za ocjenu tezine simptoma bolesti u oboljelih od
shizofrenije je ocjenska ljestvica PANSS (od engl. Positive and Negative Syndrome Scale).
PANSS je nastao kao pokusaj da se osigura sveobuhvatnija procjena simptoma shizofrenije
(18,19). PANSS je do danas najvise koristena ocjenska ljestvica za shizofreniju. Sastoji se od
30 osnovnih Cestica, a dizajnirana je tako da procijeni tri glavne skupine simptoma: podljestvica
pozitivnih simptoma (7 Cestica), podljestvica negativnih simptoma (7 dCestica) 1 opca
psihopatoloska podljestvica (16 Cestica). Ukupna vrijednost PANSS moze biti u rasponu od 30
do 210. Ocjenu PANSS provode kvalificirani klinicari koriste¢i kombinacije nestrukturiranih,

polustrukturiranih i strukturiranih intervjua (20). PANSS se koristi u klini¢ke i istrazivacke
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svrhe i smatra se pouzdano sredstvo za procjenu simptoma shizofrenije. Njegova uporaba u
klini¢ke istrazivacke svrhe pokazala je visoku pouzdanost (engl. reliability), konstruktivnu
nepobitnost (engl. validity) te nepristranost (engl. objectivity) za procjenu simptoma
shizofrenije (21,22).

Procjena akutnih ekstrapiramidnih nuspojava (ekstrapiramidnog sindroma, EPS) uzrokovanih
antipsihoticima prvenstveno se bazira na klinickoj slici jer jo§ uvijek nema standardiziranih
biljega ili dijagnostickih pretraga kojima bi se one potvrdile ili iskljucile. Ipak, kao i pri procjeni
terapijskog odgovora u lijeCenju shizofrenije, i ovdje se koriste standardizirane ocjenske
ljestvice kako bi se objektivizirao klinicki dojam (17). Ocjenska ljestvica SAS (od engl.
Simpson Angus Scale) koristi se za procjenu pseudoparkinsonizma. Sastoji se od 10 cestica, a
svaka Cestica se ocjenjuje pomocu 4-bodovne ljestvice. SAS ocjena moze biti u rasponu od 0
do 40. Procjene simptoma ukljucuju: drzanje, padanje, treSnju, rigidnost lakta, rigidnost ru¢nog
zgloba, okretanje glave, kuckanje po gabeli, tremor, salivaciju i akatiziju (20).

U vise studija, za ocjenu pojave pseudoparkinsonizma za vrijeme lijecenja definirana je

vrijednost SAS veca od 3 u bilo kojem trenutku, nakon ocjene 3 ili manje (20).

1.1.4. Antipsihotici

Shizofrenija je temeljna indikacija za primjenu antipsihotika, koji se takoder primjenjuju u
bolesnika s bipolarnim poremecajem, psihoticnom depresijom i depresijom rezistentnom na
lijecenje (10).

Antipsihotici se klasificiraju kao tipi¢ni i atipi¢ni, a podjela se temelji iskljuc¢ivo na njihovoj
sposobnosti izazivanja ekstrapiramidnih nuspojava (EPS) (23). Tipi¢ni antipsihotici otkriveni
1950-ih (npr. haloperidol, klorpromazin) nazivaju se i antipsihoticima prve generacije.
Smatraju se ucinkovitima u lijeCenju psihoti¢nih simptoma, ali ¢esto dovode do motorickih
nuspojava. Novija generacija lijekova, atipi¢ni antipsihotici, poznati i kao druga generacija
antipsihotika - risperidon, olanzapin, kvetiapin, ziprasidon i aripiprazol - rjede izazivaju
motoricke nuspojave i hiperprolaktinemiju (3).

Ove dvije klase se razlikuju i po mehanizmu djelovanja. Antipsihotici prve generacije primarno
djeluju blokadom D receptora, dok su antipsihotici druge generacije serotoninsko-dopaminski
antagonisti koji djeluju simultano na serotoninske 5HTa i dopaminske D- receptore (7).
Razlic¢iti antipsihotici mogu se znacajno razlikovati po ucinkovitosti i nuspojavama (24).

Tipicni 1 atipi¢ni antipsihotici smatraju se podjednako djelotvornima u lije¢enju pozitivnih
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simptoma. Medutim, smatra se da atipi¢ni antipsihotici imaju bolji ucinak na negativne
simptome i kogniciju, sa smanjenim rizikom za tardivnu diskineziju, EPS i hiperprolaktinemiju
(10). Opéenito se moze re¢i da su EPS nuspojave vise vezane uz antipsihotike prve generacije,
dok su povecanje tjelesne tezine, metabolicke nuspojave (hiperlipidemija, hiperglikemija,
inzulinska rezistencija, dijabetes melitus) i kardiovaskularne bolesti vise povezane s
antipsihoticima druge generacije. Potencijal za razvoj nuspojava razliCit je za pojedini

antipsihotik ovisno o njegovoj molekularnoj strukturi i vezanju za receptore (7).

1.1.5. Pripravci antipsihotika s produljenim oslobadanjem

Danas brojni antipsihotici pogotovo atipi¢ni imaju pripravke s produljenim oslobadanjem (LA,
od engl. long-acting injection), poput aripiprazola, olanzapina, risperidona i paliperidona. Radi
se o injekcijama za intramuskularnu primjenu s intervalima doziranja od svaka dva tjedna pa
¢ak do svaka 3 mjeseca (25). Primjena LAI antipsihotika je vrlo zastupljena u psihijatrijskoj
praksi s ciljem da se izbjegne problem nesuradljivosti bolesnika (26). Osim toga, njihovom
primjenom se postizu kontrolirani uvjeti za proucavanje farmakokinetickih parametara.
Smatra se da LAI antipsihotici smanjuju rizik povrata simptoma u odnosu na oralne pripravke
(27). Medutim, noviji podatci pokazuju da je stopa prekida lijeenja prije zavrSetka studije u
bolesnika lijeCenih atipicnim LAI antipsihoticima bila kao i u pacijenata lijeCenih
antipsihoticima prve generacije s oralnim ili LAI pripravcima, ili s atipicnim oralnim
antipsihoticima te je u veéini dugotrajnih studija bila ve¢a od 50% (26).

U literaturi se takoder navode pogorSanje psihoticnih simptoma i nedjelotvornost kao Cest
razlog prekida terapije pripravkom risperidona s produljenim oslobadanjem, s incidencijom i
do 41% (28). Takoder se navodi da je vodeci uzrok smrti u klinickim ispitivanjima LAI
risperidona samoubojstvo (29). Takoder pri Hrvatskoj agenciji za lijekove i medicinske
proizvode (HALMED) postoje prijave o nedjelotvornosti LAI risperidona (30), a klinicka

praksa svjedoc€i o smanjivanju intervala doziranja.



1.1.6. Risperidon

Risperidon (RIS) je atipi¢ni antipsihotik i jedan je od najces¢e propisivanih antipsihotika
(24,31). Koristi se u lijeCenju shizofrenije, bipolarnog poremecaja, teske demencije i
razdrazljivosti povezanih s autizmom (32). Pripravak risperidona s produljenim oslobadanjem
(LAI-RIS) za intramuskularnu primjenu, indiciran je za lije¢enje shizofrenije u fazi odrzavanja
bolesnika stabiliziranih oralnim antipsihotikom (33).

Glavni metaboli¢ki put risperidona je hidroksilacija u aktivni metabolit 9-hidroksirisperidon
(9-OH-risperidon, 9-OH-RIS) enzimom CYP2D6 (34), a sporedni metabolicki put je
N-dealkilacija enzimima CYP3A4 (35) i CYP3AS5 (36) (slika 1.). Klini¢ki u¢inak lijeka rezultat
je ukupne aktivnosti risperidona i njegovog aktivnog metabolita 9-OH-risperidona (ukupni
aktivni lijek, engl. active moiety, AM) (37). Otkri¢a da snazni induktori i inhibitori CYP3A
utje€u na razinu risperidona u plazmi (38,39) ukazala su na mogucu ulogu CYP3A4/5 u
metabolizmu risperidona. To su potvrdila i ispitivanja in vitro (35,40). Noviji publicirani dokazi
upucuju da je 9-OH-risperidon takoder podlozan metabolizmu putem enzima CYP2D6 i
CYP3A4, ali bez znacajnijeg utjecaja na njegovu farmakokinetiku (41,42). Poznat je jos jedan
manje zastupljen metabolit risperidona, 7-hidroksirisperidon (43). Istrazivanja in vivo pokazuju
da CYP2D6 ima prevladavajucu ulogu u stvaranju enantiomera (+)-9-hidroksirisperidona, dok
se ¢ini da je CYP3A4 prvenstveno uklju¢en u stvaranje enantiomera (-)-9-hidroksirisperidona
(35).

Risperidon i 9-OH-risperidon su supstrati membranskih prijenosnika ABCB1 (MDR1,
P-glikoprotein) i ABCG2 (BCRP) (slika 1.). Funkcionalni status P-glikoproteina moze utjecati
na bioraspolozivost lijeka (44,45). 9-OH-risperidon ima ve¢i afinitet za P-glikoprotein u odnosu
na risperidon, te stoga teze prelazi krvno-mozdanu barijeru (46). Pretrazivanjem dostupne
literature nalazi se malo dokaza o ulozi membranskog prijenosnika ABCG2 u farmakokinetici
risperidona i 9-hidroksirisperidona. Dvije in vivo studije ukazuju da je risperidon uz ABCB1
takoder supstrat ABCG2 (47,48). Studija s LAI-RIS izvijestila je da istodobna primjena
inhibitora ABCG2 ketokonazola moze povecati okupiranost D2 receptora (47), $to indirektno
ukazuje na produljenu bioraspolozivost risperidona i potencijalnu ulogu prijenosa pomocu
ABCG2 na krvno-mozdanoj barijeri (slika 1.). Jedna in vitro studija pokazala je da risperidon
moze inhibirati ABCG2 (49).

Risperidon i 9-OH-risperidon se Cesto smatraju ekvipotentnima, medutim pokazuju razliite
afinitete prema dva ciljna receptora (D2 i SHT2a), pri ¢emu se ¢ini da je risperidon otprilike

dvostruko potentniji od 9-OH-risperidona. Takoder postoji razlika i u njihovoj raspodjeli u
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srediSnjem zivéanom sustavu (CNS) te se risperidon u vec¢oj mjeri distribuira u CNS (50-52).
Stoga se najrelevantnijom mjerom aktivnosti smatra ukupna koncentracija risperidona i
njegovog aktivnog metabolita 9-OH-risperdiona (AM). Prema smjernicama Europske udruge
za neuropsihofarmakologiju i farmakopsihijatriju  (njem.  Arbeitsgemeinschaft  fiir
europsychopharmakologie und farmakopsychiatrie, AGNP) za terapijsko pracenje lijekova
(engl. therapeutic drug monitoring, TDM), referentni raspon za AM risperidona iznosi 50-150
nmol/L (20-60 ng/mL) (37). U pacijenata sa shizofrenijom ravnotezne koncentracije lijeka u
krvi slabo koreliraju s primijenjenim dozama i ukazuju na inter- i intraindividualnu varijabilnost
(53).

Risperidon ima svojstva atipi¢nih antipsihotika pogotovo pri primjeni manjih doza, medutim
kod primjene vecih doza Cesto se pojavljuje EPS. Osim toga risperidon utjeCe na porast
prolaktina neovisno o dozi (7). Otkriveno je da risperidon povecava QTc interval (54) te se

povezuje s razvojem metaboli¢kih nuspojava (55)
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Slika 1. Metabolizam risperidona — enzimi, membranski prijenosnici i njihova lokalizacija



1.2.  Farmakogenetika i farmakogenomika

1.2.1. Farmakogenetika/farmakogenomika i personalizirana medicina

Farmakogenetika, odnosno farmakogenomika je disciplina suvremene medicine koja se bavi
genetickim uzrocima individualne varijabilnosti u odgovoru na lijek. Ova dva termina se vrlo
Cesto upotrebljavaju naizmjeni¢no s istim znacenjem (56,57). Po definiciji farmakogenetika
proucava interakcije pojedinog lijeka i gena, dok farmakogenomika ispituje utjecaje mnogih
gena pa i Citavog genoma na ucinkovitost i nuspojave odredenog lijeka (58). lzraz
farmakogenetika se prvi put spominje 1959. godine (59). Prvi dokazi o povezanosti genetickih
odrednica s varijacijama u metabolizmu sezu jo$ do antickih vremena i Pitagorine spoznaje da
on kao i dio populacije, ima teSke smetnje nakon konzumacije boba (Vicia faba), tj. hemoliti¢ku
anemiju uzrokovanu deficijencijom enzima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6PDH) (60).

Danas su poznate nasljedne varijacije za preko 20 gena koji utjecu na lijekove u klini¢koj praksi
(60), a vise od 95% ljudi nosi barem jednu varijantu tzv. ,,actionable® farmakogena za koji
postoji smjernica za doziranje nekog lijeka (61). Smatra se da ¢imbenik geneticke varijabilnosti
moze doprinositi udjelom od 25 do 50% u ukupnoj pojavnosti neocekivane reakcije na lijek
(58). Danas u vrijeme ,,omic-a“ farmakogenomika je vjerojatno najpropulzivniji dio suvremene
personalizirane medicine, pristupa lijeCenju koji je sve prisutniji u medicinskoj praksi.
Farmakogenomika je dobila snazan zamah razvojem molekularnih dijagnosti¢kih metoda poput
naprednog paralelnog sekvenciranja (sekvenciranja nove generacije, engl. next generation
sequencing, NGS) koje omogucavaju analizu velikog broja gena i otkrivanje novih genomskih

varijacija (62).

1.2.2. Farmakogeneticki biljezi u klinici

Postoje brojni dokazi za primjenu farmakogenetickih testiranja u svrhu optimizacije
propisivanja lijekova, medutim te se informacije tesko primjenjuju za poboljsanje skrbi o
pacijentu (63,64). Europska agencija za lijekove (EMA, engl. European Medicines Agency) i
Americka agencija za hranu i lijekove (FDA, engl. U.S. Food and Drug Administration) uvrstile
su farmakogeneticke informacije u preko 360 uputa o lijeku vezane za djelotvornost i sigurnost
lijekova (65). Sa svrhom brze implementacije klinicke farmakogenetike osnovana je mreza

farmakogenetickih drustava na medunarodnoj razini, a medu najvaznijima je The
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Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB, http://www.pharmgkb.org) (66). Udruzenja
poput Konzorcija za implementaciju farmakogenetike u klini¢cku praksu (CPIC, Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium) i Nizozemske radne skupine za
farmakogenetiku (DPWG, od engl. Dutch Pharmacogenetics Working Group) osnovana su S
ciljem izdavanja recenziranih, azuriranih, na dokazima temeljenih, slobodno dostupnih uputa i
smjernica za doziranje lijekova prema rezultatima farmakogenetickih testova. U tablici 1.
prikazani su lijekovi za koje postoje smjernice o doziranju prema farmakogenetickim biljezima
(58,67).

1.2.3. Odnos genotip — fenotip

Osnova za tumacenje rezultata farmakogenetickih testiranja je odnos genotip — fenotip.
Klasi¢na podjela razlikuje Cetiri fenotipa metaboli¢kih enzima (68):
e slabi/spori metabolizator (engl. poor metabolizer, PM)
e srednje brzi ili intermedijarni metabolizator (engl. intermediate metabolizer, IM)
e normalni (engl. normal metabolizer, NM) ili ekstenzivni metabolizator (engl. extensive
metabolizer, EM)

vrlobrzi metabolizator (engl. ultrarapid metabolizer, UM).

2017. godine CPIC je izdao smjernice za standardizaciju terminologije te je uveden peti fenotip
za CYP2C19 - ,,rapid metabolizer* (RM) koji ima ve¢u od normalne aktivnosti enzima (69).
Prediktivni fenotip odreduje se ovisno o funkcionalnoj karakterizaciji pojedine geneticke
varijacije. NajCeS¢e ¢e se radi o promjenama koje rezultiraju smanjenjem ili izostankom
funkcionalnosti, rjede o pojacanoj funkciji (npr. enzima ili transportera). Zbroj funkcionalne
aktivnosti (AS, engl. activity score) dodjeljuje se za svaki alel: 0 za nefunkcionalnost, 0,5 za
smanjenu funkciju i 1,0 za potpunu funkciju. Neki geni, poput CYP2D6, mogu biti potpuno
izbrisani (npr. delecija CYP2D6*5) ili udvostru¢eni/umnogostruéeni (npr. CYP2D6*1xN, gdje
je N broj kopija gena). U slucaju prisutnosti vise od jedne kopije gena, rezultat aktivnosti
pomnozi se brojem evidentiranih kopija. Za definiranje fenotipova prema genotipu koristi se
zbroj alelne aktivnosti: 0=PM; 0,5=IM; 1,0-2,0=NM; i >2,0=UM (58,70). Na primjer, ako
pojedinac nosi jedan alel normalne funkcije i jedan nefunkcionalni alel, njegov AS=1 i smatra

se intermedijarnim metabolizatorom (I1M).

10



Tablica 1. Lijekovi za koje trenutno postoje smjernice za doziranje prema farmakogenetickoj

analizi

LIJEK

abakavir
acenokumarol
alopurinol
amitriptilin
aripiprazol
atazanavir
atomoksetin
atorvastatin
azatioprin
cisplatina
citalopram

daunorubicin

dezfluran
dezipramin
doksepin

doksorubicin

efavirenz
eliglustat
enfluran
escitalopram
esomeprazol
faktor V
fenitoin
fenprokumon
flekainid
flukloksacilin
fluorouracil
fluvoksamin
glimepirid
haloperidol
halotan

imipramin
irinotekan
ivakaftor

izofluran
kapecitabin

GEN

HLA-B

CYP2C9, VKORC1
HLA-B

CYP2C19, CYP2D6
CYP2D6

UGT1A1

CYP2D6
SLCO1B1

TPMT

TPMT

CYP2C19

RARG, SLC28A3,
UGT1A6
CACNALS, RYR1
CYP2D6
CYP2C19, CYP2D6
RARG, SLC28A3,
UGT1A6

CYP2B6

CYP2D6
CACNALS, RYR1
CYP2C19
CYP2C19

Faktor V Leiden (FVL)
CYP2C9, HLA-B
VKORC1

CYP2D6

HLA-B

DPYD

CYP2D6

CYP2C9

CYP2D6
CACNALS, RYR1

CYP2C19, CYP2D6

UGT1A1

CFTR
CACNALS, RYR1
DPYD

LIJEK

karbamazepin
klomipramin
klopidogrel
kodein
lansoprazol
merkaptopurin
metoksifluran
metoprolol
nortriptilin
okskarbazepin
omeprazol

ondansetron

pantoprazol
paroksetin
peginterferon alfa-2a

peginterferon alfa-2b

pimozid
propafenon
razburikaza
ribavirin
sertralin
sevofluran
simvastatin
sukcinilkolin
takrolimus
tamoksifen
tegafur
tiogvanin
tramadol
trimipramin
tropisetron

varfarin

venlafaksin
vorikonazol
zuklopentiksol

GEN

HLA-A, HLA-B
CYP2C19, CYP2D6
CYP2C19
CYP2D6
CYP2C19
TPMT, NUDT15
CACNALIS, RYR1
CYP2D6
CYP2D6

HLA-B
CYP2C19

CYP2D6

CYP2C19
CYP2D6
IFNL3 (1L28B)

IFNL3 (1L28B)

CYP2D6

CYP2D6

G6PD

IFNL3, HLA-B
CYP2C19
CACNALS, RYR1
SLCO1B1
CACNALS, RYR1
CYP3AS

CYP2D6

DPYD

TPMT, NUDT15
CYP2D6
CYP2C19, CYP2D6
CYP2D6

CYP2C9, VKORC1,
CYP4F2

CYP2D6

CYP2C19

CYP2D6
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1.2.4. Polimorfizmi citokroma P450 2D6 (CYP2D6)

Citokrom P450 2D6 (CYP2D6) je enzim od velike povijesne vaznosti za farmakogenetiku koji
sudjeluje u metabolizmu oko 25% lijekova koji se koriste u klini¢koj praksi (71,72). On je jedini
enzim CYP koji nije podlozan indukciji, pa geneticka varijabilnost znac¢ajno doprinosi njegovoj
interindividualnoj varijabilnosti enzimske aktivnosti. Medu lijekove supstrate CYP2D6
ubrajaju se antidepresivi (npr. paroksetin, fluoksetin, venlafaksin), antipsihotici (npr.
aripiprazol, risperidon), antiaritmici (npr. flekainid, propafenon), antiemetici (ondansetron),
antineoplastici (npr. tamoksifen), blokatori beta-adrenergic¢kih receptora (npr. karvedilol,
metoprolol), opioidni analgetici (npr. kodein, tramadol) i drugi lijekovi (72,73). Enzim
CYP2D6 je poznat i kao debrizokin-4-hidroksilaza, po antihipertenzivu koji je bio u primjeni
70-tih i 80-tih godina proslog stoljeca kada je otkrivena polimorfna hidroksilacija debrizokina
ovim enzimom (74), kao i gen koji ga kodira te njegovi pseudogeni (75,76).

Gen CYP2DG6 se nalazi na 22 kromosomu, najmanjem autosomu, na lokaciji 22q13.1 veli¢ine
4383 pb, i sadrzi 9 eksona koji kodiraju 497 aminokiselina (77). CYP2D6 je vrlo polimorfan
gen i redovito se otkrivaju njegove nove varijante koje se evidentiraju u repozitoriju PharmVar,
bazi Konzorcija za varijacije farmakogena (The Pharmacogene Variation Consortium), koji se
bavi istrazivanjem alelnih varijacija i strukturnih haplotipova farmakogena (78,79). Do danas
je identificirano gotovo 140 razlic¢itih alela ovog gena poznate i nepoznate funkcionalnosti (79).
Varijantni aleli CYP2D6 vrlo su razli¢iti - SNP, male insercije i delecije, delecije ili duplikacije
/ multiplikacije cijelog gena (engl. copy number variation, CNV), preslagivanje gena i prisustvo
hibridnih pseudogena, koji su vrlo karakteristicni za ovaj gen. Sve ove geneticke varijacije
mogu rezultirati potpunom, smanjenom i dokinutom funkcijom enzima kao i pojatanom
funkcijom uslijed CNV potpuno funkcionalnih alela u vrlobrzih metabolizatora (UM).

Postoje velike geografske i meduetnicke razlike u ucestalosti varijantnih alela CYP2D6.
Najucestaliji nefunkcionalni alel CYP2D6 *4 je prisutan u oko 20% Europljana i gotovo je
odsutan u Azijata, u kojih je pak znatno zastupljeniji alel smanjene funkcije *10 (~40%)
odgovoran za veliku zastupljenost intermedijarnih metabolizatora (IM) u toj populaciji (72).
CYP2D6*5 delecija gena koja ima za posljedicu fenotip sporog metabolizma (PM) ima
relativno sli¢nu ucestalost (~3-5%) u europskim, afri¢kim i azijskim populacijama (80,81). U
klinickoj primjeni genotipiziraju se samo aleli s poznatim funkcionalnim u¢inkom i dovoljnom
zastupljenosti u pojedinoj populaciji. Genotipizacijom devet alela (*3 ,*4, *5, *6 koji su
nefunkcionalni; aleli *10, *17 i *41 aleli smanjene funkcije, i aleli *1 i *2 Kkoji su potpuno
funkcionalni) moze se predvidjeti 95% fenotipova CYP2D6 (82).
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Prevodenje genotipa u fenotip temelji se na sposobnosti metaboliziranja CYP2D6 supstrata i u
Cetiri kategorije fenotipa: slabi/spori, intermedijarni, normalni (izjednaceni s ekstenzivnim)
(NM) i vrlobrzi metabolizatori. Za definiranje fenotipova prema genotipu CYP2D6 koristi se
zbroj alelne aktivnosti: 0 = PM; 0<X<1,25 = IM; 1,25 < X <2,25 = NM; >2,25 = UM (83).
Opcenito translacija genotipa CYP2D6 u fenotip izvor je dugogodisnjih dilema i prijepora, a
uzroka je nekoliko. Jedan je da je gen CYP2D6 izrazito polimorfan i vrlo kompleksan za
genotipizaciju, Sto zahtjeva brojne resurse za identifikaciju mnogih polimorfizama i strukturnih
promjena. To je rezultiralo vrlo razli¢itim pristupima u genotipizaciji ovog gena, pa postoje
brojne komercijalne platforme ¢iji su rezultati u konacnici razliciti i ponekad nisu usporedivi.
Ako je genotipiziran premali broj polimorfizama moze takoder do¢i do razlike u definiranju
fenotipa. Osim toga fenotip CYP2D6 moze biti specifi¢an za pojedini supstrat pa su tako
smjernice CPIC za lijekove kao $to su antidepresivi i1 kodein definirale nositelje jednog
funkcionalnog i jednog funkcionalnog alela kao normalne metabolizatore, iako su oni
tradicionalno smatrani (od strane mnogih, poput DPWG i nekih referentnih laboratorija)
intermedijarnim metabolizatorima (slika 2.). Stoga su ove godine dvije klju¢ne organizacije za
implementaciju farmakogenetike u klinicku praksu, CPIC i DPWG, donijele konsenzus i
standardizaciju o translaciji genotipa CYP2D6 i u fenotip (83). Zbog svega navedenog treba biti

vrlo oprezan pri tumacenju nalaza istrazivanja i genotipizacije CYP2D6.
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Slika 2. Raspodjela fenotipa prema genotipu CYP2D6 (prilagodeno prema Zanger i sur. (68))
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CYP2D6 se navodi u vise od 70 uputa o lijeku izdanih od strane FDA vezano uz pitanja o
sigurnosti i/ili djelotvornosti u osoba s razli¢itim fenotipom odnosno metabolizmom CYP2D6
(84). Takoder izdane su smjernice za doziranje prema genotipu CYP2D6 za kodein (85,86),
triciklicke antidepresive (87,88), inhibitore ponovnog povrata serotonina (89), ondansetron i
tropisetron (90), tamoksifen (91) i atomoksetin (92).

Danas postoji sve vise dokaza da cerebralni citokromi P450 imaju vaznu ulogu u metabolizmu
endogenih supstrata u mozgu. Medu supstratima razli¢itih izoenzima CYP nalaze se monoamini
I neurotransmitori, neurosteroidi, kolesterol, vitamini, arahidonska kiselina (93). Alternativni
putevi sinteze dopamina i serotonina posredovani enzimima CYP mogu imati znac¢ajnu ulogu
u stvaranju neurotransmitera u podru¢jima mozga koja se povezuju s depresijom i
shizofrenijom. Alternativna sinteza neurotransmitera u mozgu moze biti od velike vaZnosti,
budu¢i da dopamin i serotonin ne prolaze kroz krvno-mozdanu barijeru i ne mogu biti
dopremljeni iz periferije. Ispitivanja in vitro pokazuju da humani CYP2D6 Katalizira sintezu
dopamina i serotonina, te da je in vitro sinteza ucinkovitija od one u ispitivanjima izoformi
enzima CYP2D u Stakora. To sugerira da alternativni putevi mogu imati mnogo ve¢i znacaj u
ljudskom mozgu (94,95). Stoga je moguca uloga enzima CYP u razvoju mozga, homeostazi,
podloznosti mentalnim i neurodegenerativnim bolestima koja bi mogla doprinijeti objasnjenju
njihove patofizioloSske osnove. Takoder cerebralni enzimi CYP mogu modificirati terapijske
ucinke psihoaktivnih lijekova na mjestu njihovog ciljnog djelovanja u mozgu, utje€u¢i na
metabolizam endogenih supstrata (93). S obzirom da se CNV na kromosomu 22, poput delecije
22q11.2, snazno povezuju s rizikom nastanka shizofrenije i lokaciju gena CYP2D6 na istom
kromosomu, buduca istrazivanja svakako bi trebala razjasniti mogucu ulogu varijacija CYP2D6

u patogenezi psihijatrijskih poremecaja.
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1.2.5. Polimorfizmi citokroma P450 3A (CYP3A)

Citokrom P450 3A4 (CYP3AA4) i citokrom P450 3A5 (CYP3AS5) su dominantno eksprimirani
citokromi u ljudskoj jetri i crijevima, dok je CYP3AGS izraZen i U izvanjetrenim tkivima (96).
Enzimi CYP3A sudjeluju u metabolizmu oko 50% lijekova u klini¢koj primjeni, (antibiotici,
antidepresivi, antiepileptici, antikoagulansi, antipsihotici, antivirusni lijekovi, antitumorski
lijekovi, imunosupresivi, inhibitori tirozin kinaza, statini i dr.) te su vazni za metabolizam
endogenih steroida (58,68). Tesko je razlikovati relativni doprinos enzima CYP3A4 i CYP3A5
u metabolizmu lijekova zbog njihove sli¢nosti u strukturi, funkciji i supstratima (97). Oba
enzima uglavnom dijele supstrate i pokazuju vrlo visoku varijabilnost u aktivnosti (98). Poznato
je vise od 50 varijanti gena CYP3A4 i 30 varijanti CYP3A5, od kojih vecina nije funkcionalno
karakterizirana (79,99). Prema postoje¢im dokazima klinicki je korisna primjena prediktivnog
fenotipa CYP3A prema kombinaciji genotipova CYP3A4*22 i CYP3A5*3 ovisno o populaciji
(tablica 2.) (100), a postoje i smjernice za doziranje takrolimusa prema genotipu CYP3A5
(101).

Polimorfizam CYP3A4*22 (rs35599367) nalazi se u intronskoj regiji (102), s uéestalosti ~ 7%
u populaciji bijelaca i odreduje znatno smanjenu aktivnost enzima (100). Polimorfizam
CYP3A4*1B (-392A>G, rs2740574) nalazi se u promotorskoj regiji i povezuje se s povecanom
aktivnosti CYP3A4 (premda nije dokazan utjecaj na metabolizam niza lijekova supstrata)
(103). Ovaj polimorfizam je u snaznoj neravnoteznoj vezi (LD, engl. linkage disequilibrium) s
alelom CYP3A5*1 te je tesko razluditi njihov pojedinac¢ni doprinos varijabilnosti CYP3A (104).
Osim geneticke predispozicije varijabilnost CYP3A pod snaznim je utjecajem okoliSnih
¢imbenika poput hrane, pusenja 1 drugih istodobno primijenjenih lijekova, poput nekih azolnih
spojeva, antibiotika, antiepileptika, ciklosporina. Tako na primjer citrusi, posebno sok od
grejpa, imaju znatne inhibitorne uéinke ve¢ na intestinalnoj razini na CYP3A4, sto moze
rezultirati pove¢anom bioraspolozivosti lijekova supstrata (58).

Polimorfizam CYP3A5*3 (rs776746) predstavlja supstituciju 6986A>G u intronu 3. Ovaj SNP
zbog preuranjenog zaustavljanja translacije dovodi do sinteze skradenoga, krnjeg enzima.
Homozigotni i heterozigotni nositelji divljeg tipa alela CYP3A5*1 stvaraju normalne ili
neznatno reducirane razine CYP3A5 mRNA, i imaju sli¢ne razine funkcionalnog proteina pa
se nazivaju ekspresori CYP3AS5. Nasuprot njima, homozigotni nositelji varijantnog alela
CYP3A5*3 imaju vrlo niske ili nemjerljive razine funkcionalnog proteina i stoga se nazivaju
non-ekspresori CYP3A5 (58,98). Ovaj je polimorfizam specifican jer ucestalost divljeg tipa

alela, Sto znaci i prisutnost aktivnog enzima u bjelackoj populaciji, iznosi svega 3—15%, 30% u

15



azijskoj populaciji, a 65-85% u africkoj populaciji (98). Ekspresija CYP3A5 moze
nadvladati/sprijeciti interakcije lijekova na razini CYP3A4. Aditivan ucinak farmakogenetike

uz interakcije na razini enzima CYP3A moze znatno preinaciti u¢inke lijekova supstrata (58).

Tablica 2. Prediktivni fenotip CYP3A prema kombinaciji genotipova CYP3A4*22 i CYP3A5*3

i njihova ucestalost u svjetskim populacijama (58)

Fenotip Genotip Genotip Bjelacka Azijatska Africka
CYP3A CYP3A4*22  CYP3A5*3 populacija* populacija* populacija*
*1/*22 *3/*3
PM 8 - -
*22/*22 *3/*3
*1/*1 *3/*3 72 50 10
*1/*22 *1/*3
IM
*1/*22 *1/*1 2 - -
*22/*22 *1/*1
*1/*1 *1/*1
NM 18 50 90
*1/*1 *1/*3

PM — slabi metabolizator, IM — intermedijarni metabolizator, NM — normalni metabolizator; *ucestalosti CYP3A44*22 i
CYP3A5%*3 u bijeloj, azijskoj i africkoj populaciji prema 1000 Genomes database (http://www.1000genomes.org/).

1.2.6. Farmakogenetika prijenosnika lijekova

Membranski proteini prijenosnici (transporteri) reguliraju ulazak i izlazak brojnih supstrata u
stanicu poput iona, endogenih tvari i nutrijenata u stanicu, izbacuju stani¢ni otpad, toksine,
lijekove i ksenobiotike. Stoga su vrlo vazni za apsorpciju, distribuciju i eliminaciju lijekova te
mogu imati ulogu u moduliranju odgovora na lijek i razvoju Stetnih ué¢inaka (105,106).

Dvije glavne natporodice membranskih prijenosnika imaju vaznu ulogu u prijenosu lijekova:
ABC (engl. ATP-binding cassette) i SLC (engl. solute carrier) (107). Ovi prijenosnici
eksprimirani su u epitelnim stanicama brojnih barijera, poput intestinalne, bubrezne i jetrene
membrane te kapilara mozga. Imaju vaznu ulogu u homeostazi jer reguliraju transcelularno
kretanje otopljenih tvari (malih molekula ksenobiotika poput lijekova i toksina, i endogenih
metabolita) izmedu tjelesnih tekucina i tkiva (npr. izmedu krvi i urina, krvi i cerebralne tekucine
ili krvi i zuéi) (108). Cesto djeluju u sinergiji s metaboli¢kim enzimima i stoga bitno odreduju
koncentracije lijekova i1 njihovih metabolita u tjelesnim tekuc¢inama i tkivu (109). Ovisno o
smjeru prijenosa preko staniéne membrane prijenosnici se dijele na prijenosnike koji unose

(engl. infflux) ili iznose/izbacuju (engl. efflux) supstrate iz stanice (107). Razlikuju se i prema
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nacinu prijenosa ovisno o utrosku energije jer mogu prenositi supstrate aktivnim putem (uz
utroSak energije) ili olakSanim putem (bez utroska energije) (105,110).

Membranski transportni proteini natporodice ABC su o ATP-u ovisni prijenosnici, ATP
hidrolaze, i aktivno prenose svoje supstrate preko membrane iz stanice u izvanstani¢ni medij,
Cesto protiv difuzijskog gradijenta (111). Danas je poznato 49 gena koji kodiraju proteine ABC
koji mogu biti grupirani u sedam podrazreda i porodica (ABCA do ABCG). Vazni membranski
prijenosnici u natporodici ABC, za koje postoje dokazi koji pokazuju njihovu ulogu u varijaciji
farmakokinetike i farmakodinamike su ABCB1 (P-glikoprotein, ili MDR1), ABCC2 i ABCG2
(112,113). Opisane su bolesti uzrokovane mutacijama u 14 ¢lanova natporodice ABC poput
cisticne fibroze (CFTR, kodiran ABCC7), makularne degeneracije (ABCA4), bilijarne
disfunkcije (ABCC2, ABCBI11), poremec¢aja masnih kiselina i lipida (ABCA1, ABCGS,
ABCG8, ABCD1) i poremecaja mokracne kiseline (ABCG2) (111,114).

Prijenosnici natporodice SLC, za razliku od prijenosnika ABC, ve¢inom omogucuju ulazak
(engl. influx) malih molekula u stanice (108). Najvazniji prijenosnik iz natporodice SLC je
organski anionski transportni polipeptid 1B1 (OATP1B1), kodiran genom SLCOI1BI ¢ija
geneticka varijabilnost moze uzrokovati razvoj nuspojava pri primjeni statina. OATP1BL1 je
jedini prijenosnik za koji danas postoje klinicke smjernice za doziranje prema genotipu (115).
Geneticki uvjetovana varijabilnost aktivnosti i funkcije prijenosnika, moduliranjem apsorpcije,
raspodjele i izluCivanja lijeka iz organizma moze rezultirati varijabilnom bioraspolozivosti i
posljedi¢no uéinkovitosti lijeka te rizikom razvoja rezistencije ili nuspojava (105,116).
Funkcija prijenosnika ovisi i o istodobnoj primjeni drugih lijekova supstrata koji mogu
inhibirati, ali i inducirati njihovu aktivnost (105,107,117).

1.2.6.1. Polimorfizmi ABCB1 (P-glikoproteina / MDR1)

P-glikoprotein (P-gp), jo§ poznat kao ABCB1 i MDRI1, kodiran genom ABCB1/MDR1 (engl.
multi-drug resistance 1) ima funkciju transmebranske izbacivacke (engl. efflux) crpke i
modulira bioraspolozivost primijenjenih lijekova supstrata (118). Nalazi se u brojnim tkivima
1 organima poput crijeva, posteljice, bubrega, jetara, guSterace, testisa, krvno-mozdane barijere,
limfocita i makrofaga, ali i u tumorskim stanicama. U crijevima P-gp kontrolira apsorpciju
lijeka nakon ingestije, sudjeluje u bilijarnoj i renalnoj sekreciji supstrata i §titi organizam od
ksenobiotika. Pojacana ekspresija P-gp moze uzrokovati povecanu eliminaciju i smanjenje

unutarstani¢nog nakupljanja mnogih onkoloskih lijekova, Sto moze dovesti do rezistencije.
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Nasuprot tome, smanjena aktivnost P-gp moze rezultirati pove¢anom toksi¢nosti lijekova (105).
P-gp se takoder pokazao kao vazan medijator u interakcijama lijek — lijek (107).

Polimorfizmi ABCB1 povezuju se s varijabilnom farmakokinetikom i farmakodinamikom
brojnih lijekova supstrata ABCB1. Najvise su proucavana tri ¢esta polimorfizma gena ABCB1.:
€.1236C>T  (rs1128503, p.Gly412=) na eksonu 12, c¢.2677G>T/A (rs2032582,
p.Ser893Ala/Thr) na eksonu 21 i ¢.3435C>T (rs1045642, p.lle1145=) na eksonu 26 (119). Ovi
su polimorfizmi u jakoj neravnoteznoj vezi (LD, od engl. linkage disequilibrium) i stoga se
Cesto proucavaju kao haplotip (120). Polimorfizam ¢.2677G>T/A je nesinonimni SNP i
rezultira promjenom jedne aminokiseline u proteinu (121). Nasuprot tome, polimorfizmi
€.1236C>T i ¢.3435C>T sinonimni su SNP-ovi koji nemaju uc¢inka na slijed aminokiselina
(122). lako je ¢.3435C>T SNP tihi (engl. silent) polimorfizam, pokazano je da rezultira
smanjenom razinom mMRNA, smanjenjem stabilnosti mRNA i stvaranjem proteina s
promijenjenom konformacijom i funkcijom (123). Polimorfizmi ABCB1 3435C>T i
2677G>T/A utjeCu na ekspresiju P-gp u duodenumu i mijenjaju apsorpciju i/ili dispoziciju
mnogih lijekova (109,124,125). S obzirom da 2677G>T/A polimorfizam rezultira promjenom
aminokiseline moguce je da utjeée na ekspresiju P-glikoproteina (126).

Postoji znatna razlika u ucestalosti varijantnih alela i haplotipova ABCB1 u razli¢itim
populacijama, npr. genotip visoke aktivnosti (3435 CC) ucestaliji je u crnoj rasi (i do 83%) i
zutoj rasi (oko 35%) u odnosu na bijelu rasu (oko 25%) (127,128). Upravo ovi najcesce
istrazivani polimorfizmi povezuju se s utjecajem na bioraspoloZivost lijekova supstrata P-gp, a
uz varijante gena CYP3A4 i CYP3A5 mogu u znatnoj mjeri modificirati izlozenost lijekovima
koji su njihovi zajednicki supstrati (129).

lako su polimorfizmi i haplotipovi ABCB1 povezani s promjenama u dispoziciji i odgovoru na
lijekove, ukljucujuci nuspojave razlicitih supstrata ABCB1 kod razli¢itih etni¢kih populacija,
rezultati su zasada kontradiktorni i imaju ograni¢enu klini¢ku vaznost (119). Tako su uocene
znatno nize koncentracije lijekova u nositelja genotipa 3435 TT u odnosu na genotip CC (105).
Polimorfizmi se naj¢esc¢e povezuju s promjenjivom oralnom bioraspolozivosti digoksina (124),
ciklosporina, takrolimusa (118), s nuspojavama ili rezistencijom na razli¢ite lijekove-supstrate
P-glikoproteina (antiepileptici) (130,131).

Postoje takoder dokazi o utjecaju polimorfizama ABCB1 na farmakokinetske parametre
antidepresiva (132-134) te antipsihotika (134,135) poput klozapina, olanzapina i risperidona.
Dvije studije pokazale su povezanost genotipa ABCB1 s koncentracijama klozapina: nositelji
C3435T CC imali su nize koncentracije klozapina ujednacene prema dozi u usporedbi s
nositeljima C3435T CT ili TT (136); u drugoj studiji C3435T TT homozigoti imali su 1,6 puta
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vecu srednju vrijednost koncentracije klozapina u usporedbi s CC homozigotima, a
homozigotni nositelji alela divljeg tipa za polimorfizam G2677T/A GG su imali nize
koncentracije u usporedbi s nositeljima varijantnih alela (137) sto nije potvrdeno u prethodnoj
studiji. U studiji Lee i sur. koja je ispitivala povezanost 27 gena kandidata s 127 varijanti s
odgovorom na terapiju klozapinom u korejskih pacijenata, pronadene su znacajne povezanosti,
aleli ABCB1 rs7787082 G i rs10248420 bili su ¢es¢i u pacijenata u kojih je izostao odgovor na
terapiju (138). Takoder je istrazivana povezanost polimorfizama ABCB1 s nuspojavama,
agranulocitozom klozapina (139).

Studije s olanzapinom takoder nisu jednoznacne. Dvije manje studije pokazale su povezanost
genotipa ABCB1 C3435T TT i haplotipa ABCB1 1236T/2677T/3435T s povecanim
koncentracijama lijeka u serumu (140,141), dok jedna veca studija u $vedskoj populaciji nije
dokazala povezanost C3435T niti G2677T s razinama olanzapina u plazmi (142). Kuzman
Rojni¢ i sur. dokazali su povezanost varijantnih alela ABCB1 2677T i 3435T s razvojem
metaboli¢kih nuspojava, odnosno s povecanjem tjelesne tezine (143) i veéim porastom razine
glukoze u krvi nakon primjene olanzapina (109). Takoder nasli su i povezanost ABCB1 2677T
(grani¢nu znacajnost za alel 3435T) s boljim odgovorom na terapiju, odnosno pozitivhim
postotnim promjenama vrijednosti PANSS (144).

Dokazi o utjecaju polimorfizama ABCB1 na farmakokinetiku i klini¢ke ishode risperidona su
opisani dalje u ovom poglavlju pod naslovom ,,Farmakogenetika risperidona®.

Polimorfizmi ABCB1 uz varijante niske aktivnosti gena CYP3A4 i CYP3A5 mogu u znatnoj

mjeri modificirati izloZenost lijekovima koji su njihovi zajednicki supstrati.

1.2.6.2. Polimorfizam ABCG2

ABCG?2 je prepoznat kao vrlo vazan prijenosnik &ija je aktivnost ovisna o ATP-u. Clan je
natporodice ABC i porodice ABCG, prvotno otkriven u tumorskim stanicama i poznat pod
nazivom BCRP (engl. breast cancer resistance protein). Najvise je eksprimiran u
gastrointestinalnom sustavu, jetri, bubrezima, mozgu, placenti, srcu i testisima (145,146).
ABCG2 transportira endogene i egzogene supstrate, a njegov utjecaj na farmakokinetiku
dodatno je potenciran u slu¢aju supstrata slabe pasivne permeabilnosti (147). Njegova primarna
uloga je funkcija izbacivacke pumpe na apikalnoj membrani enterocita, umanjujuci intestinalnu
apsorpciju slabo permeabilnih tvari, te takoder aktivni prijenos/izbacivanje supstrata u

kanali¢ima izmedu stanica, transportirajuci ih iz hepatocita u zu¢. Za razliku od intestinalnog
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ABCG2, koji djeluje na razini apsorpcije tvari, prijenos na razini jetra-zu¢ glavni je ¢cimbenik
hepatickog klirensa lijekova. ABCG2 dodatno sudjeluje kao transporter u endotelnim stanicama
mozdanih kapilara, u stanicama bubreznog proksimalnog tubula i sincicotrofoblastima placente
(146). Opisuje se i sve veci broj supstrata ovog prijenosnika koji ukljucuje ne samo lijekove
ve¢ i endogene supstrate kao $to je mokraéna kiselina (148). Dodatno, ABCG2 se pokazao kao
vazan medijator u interakcijama lijek-lijek.

Studije su pokazale da polimorfizam ABCG2 c.421C>A (rs2231142, p.GInl41Lys) moze
rezultirati smanjenom transportnom aktivnosti. Nadalje zapazena je znacajna varijabilnost u
ucestalosti varijantnog alela medu populacijama i rasama. Tako je zabiljeZena veca ucestalost
u Azijata (30% u Japanaca) nego u bijelaca (10%) (149). U studijama in vitro je pokazano kako
je u nositelja varijantnog oblika gena BCRP/ABCG2 odrzana ekspresija mRNA, ali je zbog
povecane podloznosti razgradnji u proteasomima uoceno za 50-70% smanjenje ekspresije i
funkcije proteina (150). Stoga se varijantni oblici gena ABCG2, zbog smanjenog prijenosnog
kapaciteta proteina koji djeluje kao izbacivacka crpka na membranama stanica, povezuju s
poveéanom sistemskom izloZzenosti lijekova supstrata poput sunitiniba, sulfasalazina,
rosuvastatina, atorvastatina (112,146). Takoder su ispitivani i drugi polimorfizmi ABCG2
(G406R, F431L, S441N, P408L, F489L, M515R, L525R, A528T i T542A) s obzirom na
njihovu ulogu u ekspresiji i funkciji proteina (151). Rezultati su pokazali kako je
transmembranska regija ABCG2 osjetljiva na aminokiselinsku supstituciju $to u nositelja ovih
varijantnih alela moZe rezultirati znac¢ajno promijenjenom farmakokinetikom lijekova koji su
supstrati ABCG2.

ABCG?2 se pokazao kao vazan medijator u interakcijama lijek-lijek, Sto su prepoznala razlicita
regulatorna tijela poput FDA i EMA (152,153). Identificiran je veliki broj inhibitora
transportera ABCG2 s razli¢itom kemijskom strukturom (154), te postoje prili¢no uvjerljivi
dokazi koji ukazuju na vaznost ABCG2 transportera kao medijatora u interakcijama lijek-lijek
u ljudi (106). Klinicki dokazi o inhibiciji ABCG2 kao glavnog mehanizma interakcije lijek-lijek
s potencijalnim posljedicama u djelotvornosti i sigurnosti lijekova rezultirali su
prepoznavanjem ovog transportera, kao bitnog farmakokinetskog ¢imbenika 1 od strane
internacionalnog konzorcija za transportere (engl. The International Transporter Consortium)
S§to ne smije biti zanemareno u razvoju novih lijekova (106). Osim konzorcija, EMA i FDA
izdale su preporuke za sve lijekove u istrazivanju da se provede ispitivanje jesu li supstrati ili
inhibitori transportera ABCG2, te utvrdi njihov potencijal stupanja u interakcije na razini

ABCG2 (152,153). Ove smjernice bi posebno mogle biti vazne u slu¢ajevima kada kandidatni
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lijek ima znacéajnu topljivost ali oslabljenu permeabilnost zbog aktivnosti izbacivanja putem
ABCG2 transportera.

Osim interakcija lijekova na razini prijenosa putem ABCG2 koje mogu znacajno modulirati
farmakokinetiku, istrazivanja ukazuju i na vaznost interakcija gen-gen koje mogu modulirati
farmakokinetske parametre. To se poglavito odnosi na interakcije gena koji kodiraju enzime
ukljucene u metabolizam (CYP) te prijenos lijekova (transporteri ABC). Ipak treba re¢i da su
procjene o ulozi BCRP/ABCG2 u interakcijama lijek-lijek ograni¢enog dometa zbog moguceg
preklapanja mehanizma interakcija s drugim transportnim (ABCB1) i metaboli¢kim putevima
poput enzima CYP (147).

Interakcija metaboli¢kih enzima i transportera na krvno-mozdanoj barijeri moze dodatno
doprinijeti varijabilnim koncentracijama i u konac¢nici u¢incima lijekova s djelovanjem u CNS
(155). Osim toga interakcija membranskih prijenosnika krvno-mozdane barijere, poput ABCB1
i ABCG2, koji se nalaze na luminalnoj strani endotelnih stanica mogu sprjecavati ulazak

ksenobiotika (zajednickih supstrata) u mozak (slika 3.) (156).
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Slika 3. Membranski prijenosnici ABCB1 i ABCG2 krvno-mozdane barijere
(prilagodeno prema Wijaya i sur. (156))
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1.2.7. Farmakogenomika u psihijatriji

1.2.7.1. Farmakogeneticki biljezi u psihijatriji

Primjena farmakogenetiCkih testova u psihijatriji jo$ nije dio standardne prakse, ali njihova se
upotreba sve viSe povecava i mogu igrati ulogu u unaprjedenju pristupa preciznoj medicini kroz
strategije doziranja i optimizaciju lijecenja antipsihoticima. Njihova je klinicka korisnost i dalje
podrucje intenzivnih istrazivanja (157). Do danas su farmakogeneticka istrazivanja povezana s
lijeCenjem psihotropnim lijekovima identificirala brojne polimorfizme gena uklju¢enih u
njihovu farmakokinetiku i farmakodinamiku, Sto je rezultiralo s dostupnosti komercijalnih
testova. Neki antidepresivi (citalopram, vortioksetin), antipsihotici (aripiprazol, brekspiprazol,
iloperidon, pimozid) i drugi lijekovi (atomoksetin, karbamazepin, valproi¢na kiselina) imaju
vazne farmakogeneti¢ke informacije navedene u njihovim uputama o lijeku prema kojima treba
prilagoditi dozu ili je potrebno testiranje za odabir/iskljucenje lijeka (65). Medutim, jo§ su
uvijek nedostatne smjernice o tome kako najbolje protumaciti i primijeniti te informacije.
Udruzenja za implementaciju farmakogenetike u klinicku praksu poput The Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) i The Dutch Pharmacogenetics
Working Group (DPWG) najintenzivnije su ukljucena u izradu primjenjivih uputa i smjernica.
Trenutno je samo nizozemsko drustvo (DPWG) izdalo smjernice za antipsihotike (158), dok su
DPWG i CPIC objavili smjernice za doziranje antidepresiva. Vazno je razumjeti klinicke
implikacije 1 ograni¢enja farmakogena koji se mogu analizirati u svrhu klinicke primjene, $to
zahtijeva od kliniCara razumijevanje temeljne biologije farmakogeneti¢kih varijacija, kao 1
njihove poveznice s ishodima lijecenja (159).

Najvazniji enzimi CYP za metabolizam psihotropnih lijekova jesu CYP2C19 i CYP2D6, te se
trenutne smjernice za doziranje temelje na njihovu fenotipu. Geneticki uvjetovane varijacije
aktivnosti enzima CYP mogu rezultirati u varijabilnosti farmakokinetickih parametara
psihotropnih lijekova te je za neke lijekova moguca prilagodba doze prema genotipu/fenotipu
CYP2C19 i/ili CYP2D6 (157). Psihotropni lijekovi takoder se metaboliziraju putem CYP1A2,
CYP2C9, CYP2B6 i CYP3A (slika 4.) (93). Ovi se lijekovi nerijetko metaboliziraju preko
nekoliko metabolickih enzima. lako je uvrijezeno stajaliste da su za tumacenje varijabilnosti
vazni enzimi primarnog i najopseznijeg metaboli¢kog puta, treba imati na umu da kod promjene
brzine metabolizma (bilo geneticki uvjetovane, bilo zbog interakcije s okolisem i lijekovima)
postaje vazna i uloga sekundarnih metabolickih puteva. Pregled primarnih i sekundarnih

metabolickih puteva za lijekove koji se koriste u psihijatriji nalazi se u tablicama 3. — 5.
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Slika 4. Proporcionalna podjela psihotropnih lijekova metaboliziranih pojedinim enzimima

(prilagodeno prema Stingl i sur. (93))

CYP2D6 je vazan enzim koji sluzi kao primarni metaboli¢ki put za mnoge antipsihotike.
Aktivnost CYP2D6 znatno utjeCe na biotransformaciju lijekova —supstrata; povecana ili
smanjena funkcija CYP2D6 utjece na farmakokinetiku lijekova — supstrata i potencijalno utjece
na ishode lijecenja povezane s dozom lijeka. Opisi vaznosti statusa metabolizatora za ucinke
antipsihotika razliciti su, u rasponu od op¢ih komentara do odredenih implikacija na doziranje,
osobito za novije lijekove. DPWG smjernice takoder preporucuju promjene doze za aripiprazol,
haloperidol, zuklopentiksol dok za risperidon navode da nema dovoljno dokaza za prilagodbu
doze (158,160)

Mnoga su se istrazivanja bavila ispitivanjem odnosa genotipa CYP2D6 i koncentracije
antipsihotika u plazmi te ima podataka da su koncentracije 1 do 4,5 puta ve¢e u PM u odnosu
na EM za aripiprazol, risperidon, haloperidol, perfenazin i tioridazin (161). Postoje vaZzna
razmatranja koja se odnose na farmakokineti¢ke implikacije s obzirom na farmakogenetiku
metabolizma. Neki antipsihotici imaju aktivne metabolite (npr. aripiprazol, risperidon) i stoga
treba uzeti u obzir izlozenost izvornom lijeku (engl. parent drug) i aktivnom metabolitu kada
se razmatraju klinicke implikacije.

Studije povezanosti izmedu polimorfizama CYP2D6 i klini¢ke ucinkovitosti ili sigurnosti dale
su proturjecne rezultate. Neke studije nisu polucile bitne rezultate s obzirom na odnos izmedu
genotipa CYP2D6 1 ucinkovitosti. Medutim, postoje brojna ogranicenja studija koja ¢ine
upitnima tumacenja ishoda studija (ogranicenja ukljucuju neproaktivan dizajn studija, mali broj
bolesnika, heterogene metode odredivanja fenotipa, heterogene populacijske skupine te druge
¢imbenike, poput interakcija s istodobno primijenjenim lijekovima). Znatan broj studija
pokazao je povezanost polimorfizma CYP2D6 s neZeljenim ucincima, osobito

ekstrapiramidnim simptomima poput tardivne diskinezije (TD). Osim toga, dovoljno je dokaza
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0 povezanosti nuspojava odredenih lijekova s fenotipovima; na primjer, osobe s fenotipom
CYP2D6 PM (slabi/spori metabolizam) koji uzimaju haloperidol imaju povecan rizik za
ekstrapiramidne simptome, a CYP2D6 PM koji uzimaju risperidon imaju povecani rizik za
produljenje QT intervala i/ili parkinsonizam (161).

CYP2D6 sudjeluje u metabolizmu brojnih antidepresiva. Dezipramin, doksepin, fluoksetin,
paroksetin i venlafaksin primarno se metaboliziraju putem CYP2D6, a amitriptilin, bupropion,
duloksetin, imipramin znatno, ali ne isklju¢ivo (77). CYP2D6 minimalno sudjeluje u
metabolizmu citaloprama, escitaloprama, fluvoksamina i sertralina. Aktualne CPIC smjernice

opisuju doziranje atomoksetina i antidepresiva prema genotipu CYP2D6 (87-89,92).

CYP2C19 je prvenstveno vazan za farmakogenetiku antidepresiva jer ¢ini primarni metabolicki
put mnogih antidepresiva kao §to su amitriptilin, citalopram, escitalopram, klomipramin. Ovaj
enzim znatno sudjeluje (ali ne isklju¢ivo) i u metabolizmu doksepina, imipramina,
moklobemida, nortriptilina i sertralina, dok minimalno sudjeluje u metabolizmu venlafaksina.
Aktualne CPIC smjernice za doziranje antidepresiva prema genotipu CYP2C19 postoje za
triciklicke antidepresive i inhibitore ponovne pohrane serotonina (88,89,92). CYP2C19
relativno malo sudjeluje u metabolizmu antipsihotika. Klozapin se dijelom metabolizira putem

CY2C19, dok je uloga ovog enzima u metabolizmu tioridazina minimalna (77).

CYP3A4 ukljucen je u metabolizam velikog dijela psihotropnih lijekova (slika 4.) te drugih
lijekova poput anksiolitika i stabilizatora raspolozenja (93). CYP3A4 i CYP3A5 imaju neka
preklapanja u metabolizmu supstrata i najzastupljeniji su CYP3A enzimi u odraslih osoba.
Premda je aktivnost enzima CYP3A4 i CYP3AS vrlo varijabilna u op¢oj populaciji, veéina
identificiranih alela CYP3A4 ima nisku ucestalost ili ima minimalne uéinke na aktivnost
enzima. Osim toga, jo§ ne postoji jednoznacan metabolicki fenotip. Sve je to razlog
nedovoljnim dokazima o ulozi polimorfizama CYP3A u farmakokinetici i odgovoru na terapiju
ovim lijekovima. Takoder, vrlo je malo podataka o farmakokinetici psihotropnih lijekova i ulozi
CYP3AD5 te su potrebna daljnja istrazivanja o njegovoj mogucoj ulozi u metabolizmu supstrata
CYP3A4. Jos je manje podataka o polimorfizmima ekspresora CYP3AS (npr. *1/*3 i *1/*1)
koji za posljedicu mogu imati poja¢ani metabolizam putem alternativnih metaboli¢kih puteva

ovih lijekova (npr. risperidona) (162).

CYP1AZ2 sudjeluje u metabolizmu nekoliko antidepresiva i antipsihotika. Vaznu ulogu ima u

metabolizmu antidepresiva fluvoksamina, koji se metabolizira isklju¢ivo putem CYP1A2.
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Sudjeluje dijelom u metabolizmu duloksetina, imipramina i klomipramina te minimalno
amitriptilina, koji se metaboliziraju i drugim metaboli¢kim putevima (CYP2D6, CYP3A4,
CYP2C19 i dr.). Ovaj enzim je takoder vazan za metabolizam antipsihotika klozapina i
olanzapina te primarno odgovoran za njihov metabolizam, i dijelom i za metabolizam
klorpromazina, iako se ovi lijekovi metaboliziraju i drugim metabolickim putevima.
Haloperidol i tioridazin se takoder mogu metabolizirati putem CYP1A2 (77).

Ucinci genskih polimorfizama CYP1A2 na enzimsku aktivnost u usporedbi s genima koji
kodiraju druge enzime CYP (npr. CYP2D6) nisu dobro razjasnjeni. Dodatno, trenuta¢no nema
opce prihva¢ene metode za definiranje metaboli¢kih skupina CYP1A2 prema genotipu. Osim
toga, aktivnost CYP1A2 moze biti pod snaznim utjecajem okolisnih ¢imbenika (indukcija
duhanom, inhibicija oralnim kontraceptivima), $to ¢ini razumijevanje uc¢inka genotipa CYP1A2

kompleksnim (163).

CYP2B6 ima ulogu u metabolizmu antidepresiva bupropiona u hidroksi-bupropion. Njegov
varijantni alel CYP2B6*6 se povezuje sa smanjenim metabolizmom bupropiona, a CYP2B6*4
s pojacanim metabolizmom. Hidroksi- metabolit bupropiona metabolizira se putem CYP2D6
pa su mogucu nuspojave u PM CYP2D6 uslijed smanjena eliminacije ovog lijeka (164).

Enzimi uridin-difosfat glukuronziltransferaze (UGT), enzimi faze Il biotransformacije takoder
su vazni za biotransformaciju antipsihotika poput klozapina, olanzapina i haloperidola.
Klozapin prolazi opseznu biotransformaciju, a jedan od njegovih glukuronida je aktivni
metabolit N-desmetilklozapin ¢ije nakupljanje potencijalno moze uzrokovati agranulocitozu
koja je prisutna u oko 1% pacijenata (165). Metabolizam olanzapina dijelom ovisi 0 UGT
enzimima, a dokazana je uloga UGT1A4 ¢iji se varijantni alel *3 povezuje sa smanjenom
izloZzenosti olanzapinu zbog pojacane glukuronidacije (166). UGT1A4 i UGT2B10 sudjeluju u
metabolizmu triciklickih antidepresiva. Antiepileptici koji se koriste kao stabilizatori
raspolozenja poput lamotrigina 1 valproi¢ne kiseline takoder se metaboliziraju putem UGT

enzima (npr. UGT1A4, UGT2B7) (167,168).

Od farmakodinamickih biljega koji su istraZivani do sada najviSe dokaza ima za polimorfizme
serotoninskog transportera SERT (5-HTT, SLC6A4), a klini¢ki su znacajna dva polimorfizma s
utjecajem na ekspresiju gena SLC6A4: STin2 (169) i trialelni lokus 5-HTTLPR (SERTPR,
rs4795541) (170,171). Studije u europskoj populaciji pokazale su da pacijenti koji su nositelji
long alela 5-HTTLPR, imaju veéu vjerojatnost za bolji odgovor na terapiju SSRI (170,172,173).
Polimorfizmi serotoninskih receptora HTR1A, HTR2A, HTR2C i HTR7 mogu objasniti neke
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interindividualne razlike u odgovoru na lijeCenje antidepresivima 1 antipsihoticima

(109,174,175).

Takoder postoje istrazivanja o povezanosti polimorfizama dopaminskog transportera DAT
(SLC6A3) (176) i dopaminskih receptora s u¢inkovitosti i nuspojavama antipsihotika: DRD2
TaqlA (rs1800497) (177,178), DRD2 -141 Ins/Del (c.-486_-485inC; rs1799732) (179), DRD3
(Ser9Gly, ¢.25A>G, rs6280) (179,180) .

Sve vise se istrazuje polimorfizam COMT Val108Met (rs 4680, A158G) koji utjece na aktivnost
enzima katehol-O-metiltransferaze (COMT) (179). S obzirom na povezanost shizofrenije i
smanjene aktivnosti dopamina u prefrontalnom korteksu, Val108Met je jedan od najistrazivijih
polimorfizama u shizofreniji (181). Medutim dokazi u u¢incima ovih polimorfizama nisu

ujednaceni i dovoljni za klinicku primjenu.

Tablica 3. ANTIPSIHOTICI: enzimi primarnih i sekundarnih metabolickih puteva

Lijek Primarni metabolic¢ki put Sekundarni metabolic¢ki put
aripiprazol CYP2D6, CYP3A4

asenapin UGT1A4, CYP1A2 CYP2D6, CYP3A4
brekspiprazol CYP2D6, CYP3A4

flufenazin CYP2D6 CYP1A2
haloperidol CYP2D6 CYP1A2, CYP3A4, UGT1A9
kariprazin CYP3A4 CYP2D6

klozapin CYP1A2, CYP3A4 CYP2C19, CYP2D6
klorpromazin CYP2D6 CYP1A2, CYP3A4
kvetiapin CYP3A4 CYP2D6

iloperidon CYP2D6, CYP3A4

loksapin CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4

lurasidon CYP3A4

olanzapin CYP1A2 CYP2D6

perfenazin CYP2D6

pimozid CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4

risperidon CYP2D6 CYP3A4

tioridazin CYP2D6 CYP1A2, CYP2C19
tiotiksen CYP1A2

trifluperazin CYP1A2

ziprasidon CYP3A4 CYP1A2, CYP2D6
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Tablica 4. ANTIDEPRESIVI: enzimi primarnih i sekundarnih metaboli¢kih putova

Lijek
agomelatin
amitriptilin
bupropion
buspiron
citalopram
desipramin
desvenlafaksin
doksepin
duloksetin
escitalopram
fluoksetin

fluvoksamin

hiperforin /
gospina trava

imipramin
moklobemid
maprotilin
klomipramin
nefazodon
mirtazapin
nortriptilin
reboksetin
paroksetin
sertralin
tianeptin
trazodon
venlafaksin
voritoksetin

Tablica 5. ANKSIOLITICI I ANTIKONVULZIVI: enzimi primarnih i sekundarnih putova

Lijek
alprazolam
diazepam
fenitoin
fenobarbiton
karbamazepin
klonazepam
klordiazepoksid
lamotrigin

valproi¢na kiselina

Primarni metabolicki put

CYP1A2
CYP2C19
CYP2B6
CYP3A4
CYP2C19
CYP2D6
CYP3A4
CYP2D6
CYP1A2
CYP2C19
CYP2D6
CYP1A2

CYP3A4

CYP2C19
CYP2C19
CYP2D6
CYP2C19
CYP3A4
CYP3A4
CYP2D6
CYP3A4
CYP2D6
CYP2B6
CYP3A4
CYP3A4
CYP2D6
CYP2D6

Primarni metaboli¢ki put

CYP3A4

CYP2C19

CYP2C9

CYP2C9

CYP3A4

CYP3A4

CYP3A4

uUGT2B7

UGT2B7, UGT1A4

Sekundarni metabolic¢ki put

CYP2C9, CYP2C19
CYP2D6, CYP2C9, CYP3A4
CYP3A4, CYP2EL, CYP2C9

CYP3A4, CYP2D6

CYP2C19

CYP3A4, CYP2D6

CYP3A4, CYP2D6

CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4
CYP2D6

CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2
CYP2D6

CYP1A2

CYP1A2, CYP3A4, CYP2D6
CYP2D6

CYP2D6, CYP1A2
CYP2C19

CYP2D6, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19

CYP2D6
CYP2C19
CYP3A4/5, CYP2C9, CYP2C19

Sekundarni metabolic¢ki put

CYP2C9
CYP2C9
CYP2C19
CYP2C19

CYP2C9, CYP2C19



1.2.7.2. Interakcije psihofarmaka

Brojne tvari mijenjaju ekspresiju gena enzima CYP450 te posljedi¢no induciraju ili inhibiraju
njihovu aktivnost. Takav u¢inak mogu imati drugi lijekovi te tvari iz duhanskog dima i hrane.
Ove su interakcije posljedica farmakokineti¢kih obiljezja lijeka koja se mogu izmjeriti
(koncentracije u plazmi i serumu, sustavna izloZzenost, klirens te povrsine ispod Krivulje
koncentracija-vrijeme). Antipsihotici, u nacelu, ne utje¢u na farmakokinetiku drugih lijekova.
Medutim, brojni lijekovi utjeCu na farmakokinetiku antipsihotika. Neki su antidepresivi
inhibitori enzima CYP, a brojni drugi lijekovi utje¢u na farmakokinetiku antidepresiva (182—
184).
S obzirom da su za metabolizam psihofarmaka najvazniji CYP1A2, CYP2D6 i CYP3A4
promjena aktivnosti ovih enzima mozZze dovesti do promjena koncentracija antipsihotika.
Razlike u aktivnosti ovih enzima mogu biti uvjetovane genskim polimorfizmima, dobi i drugim
tvarima. Dodavanje induktora enzima dovodi do gubitka ucinka, a inhibitora enzima do
nuspojava te potencijalne toksi¢nosti, a u teSkim slucajevima i simptoma intoksikacije.
Uvodenje induktora CYP3A4 karbamazepina moze rezultirati gubitkom ucinka, odnosno
pogorsanjem psihoti¢nih simptoma (zbog snizenja koncentracije antipsihotika) (182).
Takoder moguce su interakcije primjenom inhibitora i induktora prijenosnika lijekova poput
P-glikoproteina (185) ali i ABCG2 (168).
Flockhart i sur. sa Sveucilista u Inidiani (SAD) godinama skupljaju i redovito aZuriraju dokaze
o interakcijama lijekova i enzima CYP 450 Drug Interactions Flockhart Table (186), vodeci
evidenciju o supstratima, inhibitorima i induktorima.
Inhibitori se najéesée dijele na tri skupine ovisno o utjecaju na farmakokinetiku (povrsine ispod
krivulje koncentracija-vrijeme (AUC od engl. area under curve) i klirens lijeka:

e snazni inhibitori - uzrokuju porast AUC >5 puta ili smanjenje klirensa za 80%

e umjereni inhibitori - uzrokuju porast AUC >2 puta ili smanjenje klirensa za 50-80%

e slabi inhibitori - uzrokuju porast AUC >1,25 puta ili smanjenje klirensa za 50%
U literaturi postoje dokazi o utjecaju drugih lijekova na farmakokinetiku risperidona. Najcesce
se radi o inhibitorima CYP2D6 (39,187,188), ili o inhibitorima (189) i induktorima CYP3A4
(najces¢e se radi o stabilizatorima raspoloZenja poput natrij valproata i karbamazepina)

(165,190-192).
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1.2.7.3. Farmakogenetika risperidona

Prethodne studije izvijestile su o utjecaju polimorfizama u ADME genima (apsorpcija,
distribucija, metabolizam, eliminacija), ukljucuju¢i CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, ABCBI,
ABCG2 na metabolizam risperidona (koncentracije u krvi), klinicki u¢inak i nuspojave.
Potvrdene su povezanosti varijanti CYP2D6 i koncentracija ujednacenih prema dozi (C/D) za:
risperidon i omjer risperidon/9-OH-risperidon (193-196); risperidon, 9-OH-risperidon i ukupni
aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) (197); omijer risperidon/9-OH-risperidon
(198,199); ukupni aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) (200-202).

Nekoliko studija u azijskim populacijama pokazalo je znac¢ajnu povezanost genotipa CYP2D6
s razinama risperidona u plazmi, ali ne i s razinama 9-OH-riseperidona (196,199,203), dok je
jedna studija pokazala utjecaj polimorfizama CYP2D6 na risperidon i 9-OH-risperidon, ali ne i
razine ukupnog aktivnog lijeka (204).

Osim farmakogeneticke predispozicije (CYP2D6 i ABCB1), potvrdena je i vazna uloga
okolignih ¢imbenika poput primjene drugih lijekova (inhibitora i induktora) (39). Cini se da su
dodatno Zenski spol i dob povezani sa sporijom eliminacijom risperidona, posebno u CYP2D6
sporih metabolizatora (PM) (205).

U prvoj studiji koja je istrazivala uc¢inak genotipa CYP2D6 u bolesnika lije¢enih s LAI-RIS,
koncentracije ukupnog aktivnog lijeka i omjer risperidon/9-OH-risperidon bili su znacajno veci
u sporih metabolizatora CYP2D6 (206). Dvije druge studije izvjeStavaju o nizim razinama
risperidona u vrlobrzih metabolizatora CYP2D6 (UM) (207) i subterapijskim koncentracijama
ukupnog aktivnog lijeka (208).

Podaci o utjecaju polimorfizama gena CYP3A4/5 na lijeCenje risperidonom jo$§ uvijek nisu
toliko uvjerljivi. U istrazivanjima u azijskim populacijama, genotip CYP3A5 utjecao je na
razine risperidona, 9-OH-risperidona i ukupnog aktivnog lijeka u plazmi. Non-ekspresori
CYP3A5 su imali vece koncentracije u odnosu na ekspresore (36,204). Studije u europskim
populacijama nisu dokazale takve ucinke (39,48,193,200,209). Podaci za LAI-RIS nisu
pokazali povezanost s varijantama CYP3A (207). Studije in vitro i in vivo u japanskoj populaciji
nisu potvrdile povezanost risperidona s aktivnos¢u CYP3A (210).

Podatci o ulozi polimorfizama gena transportera lijekova ABCB1 i ABCG2 za lijeCenje
risperidonom prilicno su nedosljedni. Brojnije su studije koje su istrazivale polimorfizme
ABCB1. Neke studije su pokazale povezanost alela ABCBL1 niske aktivnosti s povecanim
omjerom risperidon/9-OH-risperidon (39), s C/D aktivnim lijekom (197), 9-OH-risperdionom

(211). Ostali nisu potvrdili te povezanosti (200,207). Dok su neke studije utvrdile povezanost

29



izmedu polimorfizama ABCBL1 i u¢inkovitosti i/ili nuspojava risperidona (197,212-215), druge
nisu potvrdile ove nalaze (207,209). Jedno istrazivanje s LAI-RIS nije pokazalo znacajne
uc¢inke varijanti ABCB1 (1236C>T, 2677G>T/A, 3435C>T) na lijeCenje risperidonom (207),
dok drugo provedeno u kineskoj populaciji izvjestava o statisticki grani¢noj zna¢ajnosti (215).
Neki rezultati studija ukazuju na vaznost kombiniranog ucinka gena metaboli¢kih enzima i
prijenosnika lijekova. Osim znacajnog ucinka polimorfizama CYP2D®, ispitanici homozigotni
za haplotip ABCB1 3435T /2677T / 1236T imali su znac¢ajno nizi razine C/D 9-OH-risperdiona
(P=0,026) i C/D aktivnog lijeka (P=0,028) u odnosu na nositelje drugih genotipova ABCB1
(193). Jedna druga studija je uz varijantne alele CYP2D6 i ABCB1, istakla dob kao vazan
¢imbenik varijabilnosti bioraspolozivosti risperidona (216). U pacijenata azijskog podrijetla,
nositelja genotipa CYP2D6 *10/*10, genotip ABCB1 3435C>T je pokazao znacajan utjecaj na
Cmax 1 AM (217). Procijenjeni doprinos varijanti CYP2D6*10 i ABCB1 3435C>T u
populacijskoj kinetici risperidona i 9-OH- risperidona, ukazuje da interakcije gena CYP2D6 i
ABCBI1 mogu znacajno modulirati farmakokinetiku lijeka (218).

Podatci o farmakogenetici risperidona povezani s varijantama gena transportera ABCG2 su
malobrojni. Studija s LAI-RIS izvijestila je da istodobna primjena inhibitora ABCG2
ketokonazola, moze povecati okupiranost D2 receptora (47), $to indirektno ukazuje na
produljenu bioraspolozivost risperidona i potencijalnu ulogu prijenosa pomoéu ABCG2 na
krvno-mozdanoj barijeri. Nedavno istrazivanje u populaciji pedijatrijskih bolesnika testiranih
na varijante CYP3A, CYP2D6, ABCB1 i ABCG2 i njihove povezanosti s farmakokinetikom i
nuspojavama risperidona, otkrilo je povezanost varijante ABCG2 c.421 C>A s manjim
vrijednostima C/D risperidona i veom vjerojatnosti razvoja poremecaja metabolizma i
prehrane (48).

Podatci o ulozi farmakogena na u¢inkovitost 1 nuspojave risperidona nisu jednoznacni, ponekad
su 1 kontradiktorni. Ustanovljene su zna¢ajne korelacije izmedu CYP2D6 sporih metabolizatora
s: ve¢im klinickim poboljSanjem vrijednosti PANSS (213), vecom ucestalosti nuspojava
risperidona i prekidom lije¢enja (219), ve¢om ucestalosti neuspjesnog ishoda lije¢enja (takoder
u korelaciji s vrlobrzim metabolizatorima) (202) i propisivanjem razlicitih prosje¢nih doza
risperidona (202,209). Rezultati takoder pokazuju da fenotip sporih metabolizatora CYP2D6,
zajedno s induktorima ili inhibitorima enzima CYP (219) i dobi (205) imaju glavnu ulogu u
individualizaciji doza risperidona. Takoder nalazimo i1 radove u kojima ove korelacije nisu
dokazane (213,220).

Na temelju dostupnih rezultata relevantnih studija moZemo zakljuciti da potencijal

farmakogenetike za optimizaciju terapije risperidonom ostaje i dalje nejasan.
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1.3.  Terapijsko pracenje lijekova (TDM)

1.3.1. TDM u klinickoj praksi

Odavno su poznata ograni¢enja empirijskog doziranja lijeka pa se ve¢ 40 godina koristi
kvantifikacija lijekova u krvi, odnosno terapijsko pracenje lijekova (engl. therapeutic drug
monitoring, TDM). Primjenjuje se u brojnim klinickim podru¢jima medicine za laksu
prilagodbu doze i postizanje optimalnog doziranja. Farmakokinetika opisuje put prolaska lijeka
kroz organizam, a TDM utvrduje status farmakokinetike bolesnika u trenutku uzimanja uzorka
te omogucuje procjenu terapijske suradljivosti, u¢inkovitosti i toksi¢nosti prouzroc¢ene lijekom
(221). Farmakokineti¢ke razlike mogu ukazivati na postojanje genetic¢kih varijacija, interakcija
lijek — lijek, lijek — hrana, oSte¢enja organa ili nesuradljivost bolesnika (222).

U ciklusu doziranja ostatna koncentracija (Cuoung, 0d engl. trough concentration) je najniza
koncentracija prije sljede¢e doze, a vrSna koncentracija (Cmax) je najvisa dosegnuta
koncentracija u intervalu doziranja. Primjenom lijeka svakih ty> (poluvrijeme eliminacije)
visestruko doziranje dovodi do postizanja ravnotezne koncentracije u Krvi. Stanje dinamicke
ravnoteze (engl. steady state) postize se viSestrukim identi¢nim dozama u intervalima (t) koji
se primjenjuju jednom i svakih ti (slika 5.). Za vecinu lijekova potrebno je 4-5 ti» da bi se
postiglo stanje ravnoteze, 0dnosno kada je koncentracija lijeka u tijelu u ravnotezi sa stupnjem
primijenjene doze 1 stupnja izluivanja. U stanju ravnoteze optimalne vrSne 1 oOstatne
koncentracije manje su od minimalne toksi¢ne koncentracije (MTC) i viSe od minimalne
uc¢inkovite koncentracije (MEC). Raspon vrijednosti izmedu MEC i MTC se prikazuje kao
terapijski raspon (223).

Fenotipizacija se najcesce primjenjuje za otkrivanje farmakokinetickih varijacija u ispitanika u
kontroliranim okolnostima i daje nam vazne informacije o metabolizmu 1 izlu¢ivanju lijeka.
Najces¢i je pristup u fenotipizaciji primjena testnog lijeka koji ima poznati metabolizam putem
istih enzima ili metabolic¢kih puteva kao i lijek u terapiji. Nakon primjene testnog lijeka u to¢no
definiranom vremenu uzimaju se tjelesne tekucine, najée$ée mokraca i/ili krv u kojima se mjeri
koncentracija izvornog lijeka 1 jednog ili viSe njegovih metabolita. Omjeri koncentracija lijeka
I metabolita lijeka, ili dvaju metabolita (metabolit A/metabolit B) usporeduju se i izrazavaju
kao metabolicki omjer (222,223).
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Slika 5. Vr$na (Cmax), srednja (C) i minimalna (Cioung) koncentracija u stanju ravnoteze. AUC
oznacava podrudje ispod krivulje koncentracija — vrijeme (224)

1.3.2. TDM u psihijatriji

Psihijatrija je klinicko podrucje u kojem je u velikoj mjeri prihva¢ena upotreba TDM.
Psihotropni lijekovi zadovoljavaju sve kriterije za terapijsko pracenje: lijecenje je obicno
dugotrajno, ucinkovitost se moze tesko procijeniti samo prema klinickim parametrima,
toksicnost brojnih psihoaktivnih lijekova ovisna je o koncentraciji pa ju je moguce sprijec€iti.
Stupanj suradljivosti obicno je nizi u bolesnika s psihickim poremecajima u odnosu na ostale.
Nekoliko psihotropnih lijekova pokazuje znatne interakcije lijek-lijek i utjeCu na aktivnosti
metabolickih enzima, S$to otezava lijeCenje 1 predvidanje serumskih koncentracija u
kombiniranoj terapiji. Objavljene smjernice preporu¢uju TDM za vecinu triciklickih
antidepresiva, selektivnih inhibitora ponovne pohrane serotonina i venlafaksina na osnovi dobre
korelacije izmedu serumske koncentracije i klini¢kog ucinka. TDM drugih antidepresiva
koristan je za procjenu individualne farmakokinetike, procjenu suradljivosti, kod politerapije i
kod bolesnika s bolestima bubrega i jetre (37,222,225).

Korisnost pracenja koncentracije lijeka zasniva se na pretpostavei da farmakoloSki ucinak
korelira s koncentracijom lijeka na mjestu djelovanja. Nadalje, poznato je da farmakodinamicki
uc¢inak moze varirati medu pojedincima iako je koncentracija lijeka ista. Zbog toga je za
poboljsanje individualnog odgovora na terapiju pozeljno uz TDM Kkoristiti se 1 drugim

odgovarajuc¢im biljezima, poput farmakogenetic¢kih analiza (222).
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1.3.3. TDM risperidona

Prema TDM smjernicama Europske udruge za neuropsihofarmakologiju i farmakopsihijatriju
(AGNP) preporuceni referentni raspon za ukupni aktivni lijek (risperidon+9-OH-risperidon) je
50-150 nmol/L (20-60 ng/mL) (37).

Koncentracije ujednacene prema dozi, odnosno omjeri koncentracije prema dozi (C/D)
izraCunavaju se koriStenjem vrijednosti ravnoteznih koncentracija u krvi i primijenjene doze.
Osim toga C/D ujedno moze sluziti kao mjera klirensa lijeka. Omjer C/D veci je u sporih
metabolizatora (PM) ili u bolesnika koji u konkomitantnoj terapiji uzimaju i inhibitore, a
smanjen je u vrlobrzih metabolizatora (UM) ili u bolesnika koji uzimaju induktore. U bolesnika
koji uzimaju oralni pripravak risperidona, omjer C/D izracunava se dijeljenjem koncentracije
AM (risperidon+9-OH-risperidon) u krvi na dnevnu dozu. U multicentri¢cnom ispitivanju koje
je proveo proizvodac lijeka, srednja vrijednost ukupnog omjera C/D bila je oko 7, a ta je
vrijednost ponovljena u velikoj americ¢koj studiji na bolesnicima koji nisu bili CYP2D6 spori
metabolizatori i nisu uzimali induktore ili inhibitore enzima CYP (184).

Metabolicki omjer risperidon/9-OH-risperidon (RIS/9-OH-RIS) moze posluziti kao pokazatelj
aktivnosti enzima CYP2D6 (37,226). Normalni omjer RIS/9-OH-RIS u plazmi je 1, a
invertirani omjer (kada je konc. RIS> konc. 9-OH-RIS) ukazuje na fenotip CYP2D6 PM ili
prisutnost inhibitora CYP2D6 (227). To se Cesto dogada kod konkomitantne primjene
paroksetina, koji se smatra snaznim inhibitorom enzima CYP2D6 (38,228). Takoder postoje
primjeri iz studija o odnos izmedu fenotipa CYP2D6 i omjera RIS/9-OH-RIS gdje medijan
omjera RIS/9-OH-RIS postupno raste od UM prema PM fenotipu bolesnika sa ili bez CYP
inhibitora, dok su bolesnici s CYP inhibitorima imali veée vrijednosti (39).

Za potrebe terapijskog pracenja koncentracije lijekova/antipsihotika u pacijenata koji primaju
pripravke s produljenim oslobadanjem uzorak krvi se uzima neposredno prije sljedece injekcije.
Koncentracija lijeka u krvi ovisi o vrsti formulacije (229), jer o tome ovisi interval doziranja,
vrijeme oslobadanja iz depoa/skladista i eliminacije lijeka. U slu¢aju neocekivanih nuspojava
uzorak za TDM se moze uzeti u bilo koje vrijeme. Tada nije potrebno mjeriti ostatnu
koncentraciju lijeka, ali se obavezno mora izvjestiti interval doziranja radi tumacenja rezultata.
Pripravak risperidona s produljenim oslobadanjem koji ima mikrosfere i interval doziranja
svaka 2 tjedna ima srednje prosje¢no vrijeme vr$nih koncentracija u krvi 4 tjedna, dok je

njegovo vrijeme poluzivota (polueliminacije) 4-6 dana (37,230).
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1.4. Svrharada

S obzirom na znacajnu interindividualnu varijabilnost farmakokinetickih parametara te
varijabilnosti u uc¢inkovitosti i riziku razvoja Stetnih u¢inaka u radu smo ispitivali utjecaj
farmakogena na farmakokinetiku i farmakodinamiku risperidona s produljenim oslobadanjem.
U tu svrhu smo proveli farmakogeneticku analizu enzima glavnog (CYP2D6) i sporednog

(CYP3A4/5) metaboli¢kog puta te prijenosnika (ABCB1 i ABCG2) risperidona.
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2. HIPOTEZA
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Geneticka varijabilnost metabolickog enzima CYP2D6 i transportnog proteina ABCB1 ima
znacajan utjecaj na ravnotezne koncentracije risperidona i njegovog aktivnog metabolita
9-OH-risperidona §to moze rezultirati znac¢ajnim interindividualnim razlikama u uc¢inkovitosti

i nuspojavama risperidona s produljenim oslobadanjem te potrebom individualnog doziranja.
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3. CILJEVI RADA

37



Cilj rada bio je ispitati utjecaj polimorfizama CYP2D6 i ABCB1 na sistemsku izloZenost

risperidonu i 9-OH-risperidonu te na terapijski ucinak i sigurnost pripravka risperidona s

produljenim oslobadanjem (LAI-RIS) u bolesnika sa shizofrenijom.

Specificni ciljevi istrazivanja:

1.

Ispitati utjecaj polimorfizama CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, ABCB1 i ABCG2 na vr$ne
(Cmax) i1 koncentracije na kraju intervala doziranja (Ciough) risperidona i
9-OH-risperidona u stanju dinamicke ravnoteze pri primjeni LAI-RIS

Ispitati utjecaj ravnoteznih koncentracija risperidona i 9-OH-risperidona na
ucinkovitost 1 sigurnost LAI-RIS

Ispitati utjecaj polimorfizama CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, ABCB1 i ABCG2 na
ucinkovitost i sigurnost LAI-RIS, te procijeniti u kojoj je mjeri utjecaj posredovan

utjecajem na sistemsku izloZenost lijeku 1 aktivnom metabolitu.
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4. ISPITANICI | METODE
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4.1. Dizajn studije

Istrazivanje je bilo dizajnirano kao opservacijska, prospektivna, nerandomizirana studija.
Istrazivanje je provedeno u razdoblju od 2012-2018 godine.
Razdoblje opservacije trajalo je 24 mjeseca.
Regrutacija ispitanika, uzorkovanje bioloskog materijala i klini¢ko pracenje bolesnika odvijalo
se u tri medicinska centra:

1. Klinika za psihijatriju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, Zagreb

2. Neuropsihijatrijska bolnica ,,Dr. Ivan Barbot*, Popovaca

3. Klinika za psihijatriju ,,Vrapce®, Zagreb
Laboratorijske analize i pohrana uzoraka odvijali su se u Klinickom zavod za laboratorijsku
dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Zagreb.
Eticka povjerenstva svih navedenih ustanova i Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu odobrili su provedbu ovog istrazivanja.

A neprekidno praéenje: nuspojave i konkomitantna terapija
e -
P e g—— - PK evaluacija
ukljucivanje/iskljucivanje "steady-state"
PANS‘S' i uzorci konc. Patlee
genotipizacija st - EPS PANSS
l oralni risperidon encl S l l
B B oe—— v v
prije studije | I I T I I I I I T I T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 24
t t t t t 4 BE I
Risperidon LAl i.m. g2w
POCETAK . e KRAJ
studije (primjene risperdionalLAl) vrjeme  (tjedni) studije
B
genotipovi/fenotipovi . . . . Ocjena simptoma bolesti u 12. i 24.
ABCB1 Uginci ? r_'s‘pe,”dm t’ Z'OHf”gpe"dc’" Uginci ? tiednu (PANSS), ocjena EPS
ABCG2 LIRS AR RET — i u 12.tjednu, ostale nuspojave
CYP2D6
CYP3A4 Uginci ? 4

Slika 6. Dizajn studije prema medijatorskom modelu. A Opis tijeka studije. (detaljan opis
u tekstu) B Ciljevi studije: Glavni cilj (puna strelica) bio je ispitati utjecaj polimorfizama
ABCB1, ABCG2, CYP2D6, CYP3A4, i CYP3AS5 na sistemsku izloZenost lijeku i aktivnom
metabolitu u stanju ravnoteze pri primjeni LAI-RIS. Specificni ciljevi (isprekidana strelica) bili
su procijeniti potencijalni u¢inak ABCB1, ABCG2, CYP2D6, CYP3A4, i CYP3AS5 na klinicke
ishode (ucinkovitost - PANSS i sigurnost - EPS) pri primjeni LAI-RIS te procijeniti u kojoj je

mjeri utjecaj posredovan utjecajem na sistemsku izlozenost lijeku i aktivnom metabolitu.
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Opis tijeka studije (Slika 6.): Prihvatljivim ispitanicima napravljena je ocjena tezine simptoma

bolesti (PANSS), te je zapocelo lije¢enje pripravkom risperidona s produljenim oslobadanjem
(i.m. injekcija svaka 2 tjedna, q2w). Uzeti su uzorci krvi za izdvajanje DNA te je provedena
genotipizacija polimorfizama CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, ABCB1 i ABCG2. Uzorci za
farmakokinetiku (PK) - odredivanje koncentracija risperidona i 9-OH-risperidona uzorkovani
su u stanju dinamicke ravnoteze (nakon 4-te injekcije) u dvije vremenske tocke: (i) u vrijeme
oc¢ekivane vrsne ekspozicije (Cmax, 5. dan nakon injekcije, pocetak 6. tjedna); i (ii) neposredno
prije iduce injekcije (Ciough, 14. dan, pocetak 8. tjedna). Za procjenu ucinka terapije
ispitanicima je ponovo napravljena ocjena tezine simptoma bolesti (PANSS) nakon 12 i 24
tjedana lijeCenja, a procjena prisustva/tezine ekstrapiramidnog sindroma (EPS) nakon 12

tjedana.

4.2. lIspitanici

4.2.1. Kriteriji za ukljucivanje i iskljucivanje

U ovom istrazivanju sudjelovao je 101 ispitanik oboljeli od shizofrenije na terapiji pripravkom
risperidona s produljenim oslobadanjem.

Ispitanici su regrutirani u istrazivanje metodom prigodnog uzorka. Probir i ukljucivanje
ispitanika u studiju odreden je prema kriterijima za ukljucivanje i iskljucivanje.

Kriteriji za ukljucivanje:

1. Oboljeli od shizofrenije prema dijagnostickim kriterijima Svjetske zdravstvene
organizacije ICD-10 (231) i Ameri¢kog psihijatrijskog drustva DSM-IV (engl.
Diagnostic and Statistic Manual of Mental Disorder, 4th ed.) (232)

2. dob od 18 do 69 godina

3. zenski ili muski spol

4. indikacija za lije¢enje s LAI-RIS

Kriteriji za iskljucivanje:

1. dijagnosticirana ozbiljna organska ili neuroloska bolest

2. anamneza o tezoj traumi glave

3. ovisnost bilo koje vrste u 6 zadnjih mjeseci

Prije uklju¢ivanja u istrazivanje svi ispitanici su dobili na uvid Informirani pristanak te su im
detaljno objaSnjeni ciljevi istrazivanja, moguce koristi i rizici. Nakon dobrovoljnog pristanka 1

potpisivanja Informiranog pristanka ispitanici su ukljuceni u istrazivanje.
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4.2.2. Analiticki uzorci

Kao analiticki uzorci prikupljani su uzorci krvi ispitanika za:

1. odredivanje koncentracija risperidona i 9-OH risperidona iz seruma. Prikupljeni su u dvije
vremenske toc¢ke, po 5 mL krvi u spremnik bez antikoagulanta (Greiner B1O, Austrija)

2. izdvajanje DNA za genotipizaciju polimorfizma iz pune krvi. Prikupljeno je 5 mL krvi u

spremnik s antikoagulantom EDTA (Greiner BIO, Austrija)

4.3. Praéenje ucinkovitosti i nuspojava

Za procjenu simptoma bolesti i definiranje odgovora na terapiju koristena je standardizirana
ocjenska ljestvica PANSS (233). Za ocjenu prisustva/tezine ekstrapiramidnih poremeéaja
kori$tena je standardizirana ocjenska ljestvica SAS (234). Prisustvo drugih nuspojava biljezilo

se na temelju: (i) spontane prijave bolesnika i (ii) strukturiranog intervjua.

4.3.1. Procjena tezine simptoma bolesti (ocjenska ljestvica PANSS)

Za procjenu tezine simptoma koristena je ocjenska ljestvica PANSS (engl., Positive and
Negative Syndrome Scale) (233), koja je vrlo koristen mjerni instrument za procjenu tezine
psihopatologije u oboljelih od shizofrenije (17).

Procjena simptoma bolesti 1 uspjeSnosti lijeCenja pomocu ocjenske ljestvice PANSS se
provodila u tri vremenske toc¢ke: na pocetku studije za procjenu pocetne vrijednosti PANSS
(engl. baseline PANSS) te je ponovljena 12. i 24. tjedan studije. Moguce druge nuspojave,
uvodenje konkomitantne terapije i tjelesna tezina biljezeni su u dvotjednim intervalima, vezano
za ponovljene injekcije lijeka. U svrhu Sto vece objektivizacije klinic¢ke slike ocjenu PANSS
provodila su dva iskusna psihijatra koji nisu znali rezultate genotipizacije prilikom ocjene teZine
simptoma bolesti.

Ocjenska ljestvica PANSS podijeljena je na tri podljestvice i sastoji se od 30 osnovnih Cestica
i dizajnirana je tako da procijeni tri glavne domene: podljestvica za pozitivne simptome (7
Cestica, P1-P7), podljestvica za negativne simptome (7 Cestica, N1-N7) i opca psihopatoloska
podljestvica (16 Cestica, G1-G16). Dodatna podljestvica od 3 Cestice odnosi se na profil rizicne
agresivnosti (17).

Svaka Cestica moze imati numeric¢ku vrijednost od 1-7 (1- odsutno, 2- minimalno, 3- slabo, 4-

umjereno, 5- umjereno jako, 6- jako, 7- ekstremno).
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Podljestvica za pozitivne simptome (P):

P1. Sumanutosti. Vjerovanja koja su neosnovana, nerealna i idiosinkrazijska. Osnova za
procjenu: sadrzaj misli iskazan tijekom intervjua i njihov utjecaj na socijalne odnose i
ponasanje kako je navedeno od medicinskog osoblja i obitelji.

P2. Konceptualna dezorganizacija. Dezorganizirani proces misljenja karakteriziran
prekidanjem slijeda, npr. opSirnost, tangencijalnost, slabe asocijacije, pogresno
zaklju€ivanje, krupne nelogi¢nosti i blokirano misljenje. Osnova za procjenu: kognitivno-
verbalni procesi primijeceni tijekom intervjua.

P3. Halucinatorno ponasanje. Verbalni iskazi ili ponaSanje koje upucuje na percepciju
koja nije posljedica vanjskih podrazaja. Ovo se moze pojaviti u auditornom, vizualnom,
olfaktornom ili somatskom podru¢ju. Osnova za procjenu: verbalni iskaz i fizicke
manifestacije tijekom intervjua te izvjestaj medicinskog osoblja i obitelji o bolesnikovom
ponasanju.

P4. Uzbudenje. Hiperaktivnost koja se ocituje kao ubrzano motoricko ponaSanje,
pojacano reagiranje na podrazaje, pojatana budnost ili neumjerena labilnost raspoloZenja.
Osnova za procjenu: manifestacije ponasanja tijekom intervjua te izvjestaji dobiveni od
medicinskog osoblja i obitelji.

P5. Grandioznost. Pretjerano misljenje o sebi i nerealna uvjerenja o Superiornosti,
ukljucujuéi i deluzije o izuzetnim sposobnostima, bogatstvu, znanju, slavi, mo¢i i
moralnim vrijednostima. Osnova za procjenu: sadrZaj misli izraZen tijekom intervjua i
njihov utjecaj na ponasanje prema izvjeStajima medicinskog osoblja i obitelji.

P6. Sumnjicavost/ proganjanje. Nerealne i pretjerane ideje proganjanja ocituju se u
oprezu, nepovjerljivom stavu, sumnji¢avom hipervigilitetu ili u otvorenim deluzijama da
bolesniku drugi Zele nanijeti zlo. Osnova za procjenu: sadrzaj misli izrazen tijekom
intervjua 1 njihov utjecaj na ponasanje prema izvjestajima medicinskog osoblja 1 obitelji.
P7. Neprijateljstvo. Verbalne 1 neverbalne ekspresije ljutnje i odbijanja ukljucujuéi
sarkazam, pasivno agresivno ponasanje, verbalno zlostavljanje i vrijedanje. Osnova za
procjenu: interpersonalno ponasanje zapazeno tijekom intervjua te izvjestaji medicinskog

osoblja i obitelji.

43



Podljestvica za negativne simptome (N):

e NI1. Afekt tuposti. Smanjeno emocionalno odgovaranje karakterizirano redukcijom
facijalnih ekspresija, modulacije osje¢aja i komunikacijskih gesti. Osnova za procjenu:
zamjecivanje fizickih manifestacija afektivnog tona i emocionalnog odgovora tijekom
intervjua.

e N2. Emocionalno povlacenje. Nedostatak interesa, uklju¢ivanja i afektivnog odnosa prema
zivotnim zbivanjima. Osnova za ocjenu: izvjeStaji o funkcioniranju dobiveni od
medicinskog osoblja i opservacija interpersonalnog ponasanja tijekom intervjua.

e N3. Siromastvo odnosa/ lo§ transfer. Odsutnost interpersonalne empatije, otvorenosti u
komunikaciji, interesa, bliskosti i uklju¢ivanja u intervju. To se o¢ituje u interpersonalnom
distanciranju i smanjenoj verbalnoj i neverbalnoj komunikaciji. Osnova za procjenu:
interpersonalno ponasanje tijekom intervjua.

e N4. Pasivnost/ apati¢no socijalno povlacenje. Smanjen interes i inicijativa u socijalnim
interakcijama zbog pasivnosti, apatije, pomanjkanja energije i bezvoljnosti. To dovodi do
smanjenog interpersonalnog angaziranja i zanemarivanja svakodnevnih aktivnosti. Osnova
za procjenu: izvjestaji o socijalnom ponasanju od medicinskog osoblja ili obitelji.

e NS5. TeSkoce u apstraktnom misljenju. Smanjena upotreba apstraktno-simboli¢nog nacina
misljenja Sto se vidi kao teskoca u klasificiranju, formiranju generalizacija i nadilazenju
konkretnog i egocentricnog misljenja pri rjeSavanju problemnih zadataka. Osnova za
procjenu: odgovori na pitanja o sli¢nostima i interpretacija poslovica, koriStenje konkretne
nasuprot apstraktnoj formi tijekom intervjua.

e NG6. Nedostatak spontanosti i nesmetanog odvijanja konverzacije. Smanjenje normalnog
tijeka komunikacije povezano s apatijom, avolicijom, obrambenim stavom i kognitivnim
deficitom. To se manifestira kroz smanjenu fluidnost i produktivnost verbalno-
interakcijskog procesa. Osnova za procjenu: kognitivno-verbalni procesi zapazeni tijekom
intervjua.

e N7. Sterotipno miSljenje. Smanjena fluidnost, spontanost i fleksibilnost razmisljanja
vidljiva u rigidnom, siroma$nom i ponavljaju¢em sadrzaju misli. Osnova za procjenu:

kognitivno-verbalni procesi zamijeéeni tijekom intervjua.
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Opca psihopatoloska ljestvica (G):

e (Gl. Somatske brige. Fizicke prituzbe ili uvjerenja o tjelesnoj bolesti ili poremecenom
funkcioniranju. Ovo moze varirati od nejasnog osjec¢aja bolesti do jasnih deluzija o
katastroficnoj fizickoj bolesti. Osnova za procjenu: sadrzaj misli izrazen tijekom intervjua.

e (2. Anksioznost. Subjektivno iskustvo nervoze, brige, bojazni ili nemira koje varira od
pretjerane brige za buduc¢nost ili sadasnjost do osjecaja panike. Osnova za procjenu:
verbalni izvjestaj tijekom intervjua 1 odgovarajuce fizicke manifestacije.

e (3. Osjecaj krivnje. Griznja savjesti ili samooptuzivanje za realne ili umisljene pogreske
u proslosti. Osnova za procjenu: verbalni izvjesStaj osjecaja krivnje tijekom intervjua te
utjecaj na stavove i misli.

e (4. Tenzija/ napetost. Ocite fizicke manifestacije straha, anksioznosti i1 agitacije kao $to su
tremor, ukocenost, obilno znojenje i nemir. Osnova procjenu: verbalni izvjestaj koji
ukazuje na anksioznost i, stoga, ozbiljnost fizickih manifestacija tenzije zamijecene
tijekom intervjua.

e (5. Manirizmi i stav tijela. Neprirodni pokreti ili drzanje karakterizirani ¢udnim,
nadmenim, neorganiziranim i bizarnim izgledom. Osnova za procjenu: opservacija fizickih
manifestacija tijekom intervjua te izvjestaji medicinskog osoblja i obitelji.

e (6. Depresija. Osjecaji tuge, obeshrabrenosti, bespomoc¢nosti i pesimizma. Osnova za
procjenu: verbalni izvjeStaj depresivnog stanja tijekom intervjua te njegov utjecaj na
stavove 1 ponasanje prema izvjeStajima medicinskog osoblja i obitelji.

e (7. Motoric¢ka retardacija. Smanjenje motoricke aktivnosti koja se o€ituje u usporavanju
ili smanjenju pokreta 1 govora, smanjenom reagiranju na podraZaje i reduciranom tonusu
mi$ica. Osnova za procjenu: manifestacije tijekom intervjua te izvjeStaji medicinskog
osoblja i obitelji.

e (8. Nesuradnja. Aktivno odbijanje povodenja za tudom voljom ukljucujuéi ispitivaca,
bolnicko osoblje ili obitelj, Sto moZe biti povezano s nepovjerenjem, obrambenim stavom,
tvrdoglavos¢u, negativizmom, odbijanjem autoriteta, neprijateljstvom ili ratobornoscu.
Osnova za procjenu: interpersonalno ponaSanje tijekom intervjua te izvjestaji medicinskog
osoblja i obitelji.

e (9. Neobican sadrzaj misli. MiSljenje je karakterizirano ¢udnim, fantasti¢nim ili bizarnim
idejama, a varira od onih koje su atipi¢ne do onih koje su poremecene, nelogi¢ne i

apsurdne. Osnova za procjenu: sadrzaj misli zapazen tijekom intervjua.
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G10. Dezorijentacija. Nedostatak svjesnosti za svoj odnos sa okolinom, ukljuc¢ujuci osobe,
mjesto 1 vrijeme, a moZe nastati zbog zbunjenosti i povucenosti. Osnova za procjenu:
Gl11. Slaba paznja. Nedostatak u fokusiranju budnosti manifestiran kroz slabu
koncentraciju, odvlacenje paznje zbog internih ili eksternih podrazaja te poteskoce pri
zadrzavanju ili prebacivanju fokusa na nove podrazaje. Osnova za procjenu: manifestacije
tijekom intervjua.

G12. Nedostatak procjene i uvida. Smanjenje svjesnosti ili razumijevanja vlastitog
psihijatrijskog stanja i zivotne situacije. To se oCituje u teSko¢i prepoznavanja prosle ili
sadaSnje psihijatrijske bolesti ili simptoma, negiranje potrebe za psihijatrijskom
hospitalizacijom ili lije¢enjem, odluke karakterizira slabo o¢ekivanje posljedica te nerealno
kratkotrajno i dugotrajno planiranje. Osnova za procjenu: sadrzaj misli izrazen tijekom
intervjua.

G13. Poremecaj volje. Poremecaj u voljnoj inicijativi, odrzavanju i kontroliranju vlastitih
misli, ponaSanja, pokreta i1 govora. Osnova za ocjenu: sadrzaj misli 1 ponaSanje
manifestirano tijekom intervjua

G14. Slaba kontrola impulsa. Poremecena regulacija i kontrola djelovanja po unutarnjim
porivima §to dovodi do naglih, nemoduliranih, samovoljnih ili pogresno usmjerenih izljeva
napetosti i emocija bez obzira na posljedice. Osnova za ocjenu: ponasanje tijekom intervjua
te izvjestaji medicinskog osoblja 1 obitelji.

G15. Zaokupljenost. Preokupiranost interno izazvanim mislima i osje¢ajima te autistiénim
dozivljajima na Stetu orijentiranosti prema stvarnosti i adaptivnog ponasanja. Osnova za
ocjenu: interpersonalno ponasanje zamijeceno tijekom intervjua.

G16. Aktivno socijalno izbjegavanje. Smanjena socijalna angaZiranost povezana s
nerealnim strahom, neprijateljstvom 1 nepovjerenjem. Osnova za ocjenu: izvjestaj

medicinskog osoblja ili obitelji o socijalnom funkcioniranju.
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Dopunske Eestice za profil riziéne agresivnosti:

e S1. Bijes/ ljutnja. Subjektivno stanje neugode i iritacije usmjereno prema drugima. Osnova
za ocjenu: verbalni izvjeStaj o osjeCajima ljutnje tijekom intervjua i, zbog toga,
neprijateljsko ponasanje tijekom intervjua ili prema izvjesStajima medicinskog osoblja i
obitelji.

e S2. Teskoc¢e u odgadanju zadovoljenja. Zahtjeva i inzistira da se njegove potrebe smjesta
zadovolje, a vidljivo je uzrujan kada je ispunjenje njegovih potreba ili Zelja odgodeno.
Osnova za ocjenu: promatranje ponasanja tijekom intervjua te izvjestaji medicinskog
osoblja i obitelji.

e S3. Afektivna labilnost. Emocionalne ekspresije su nestabilne, fluktuirajuée, neprimjerene

i/ili slabo kontrolirane. Osnova za procjenu: afektivno stanje zapazeno tijekom intervjua.

4.3.2. Procjena razvoja akutnih ekstrapiramidnih nuspojava (EPS)

Kod svih ispitanika se promatrao razvoj akutnih EPS od strane dvaju iskusnih psihijatara. U
sluc¢aju neslaganja, pozvan je trec¢i psihijatar kako bi Sto objektivnije procijenio razvoj akutnih
EPS. Kada su klinicki opazene akutne EPS, njihovu tezinu su nezavisno procijenila dva
psihijatra koriste¢i standardiziranu ocjensku ljestvicu SAS (engl. Simpson-Angus Rating Scale)
(234).

Ocjenska ljestvica SAS sadrzi ukupno 10 Cestica pri ¢emu svaka Cestica moze biti ocijenjena
od 0-4. SAS ocjene mogu biti u rasponu od 0 do 40. Procjene simptoma ukljucuju: drzanje,
padanje, tre$nju, rigidnost lakta, rigidnost ru¢nog zgloba, okretanje glave, kuckanje po gabeli,
tremor, salivaciju i akatiziju. Kriterij za akutne EPS je vrijednost SAS >3.

Nakon dva tjedna lijeCenja ispitanici su grupirani na temelju SAS zbroja u dvije skupine.
Ispitanici koji su razvili akutne EPS imali su vrijednosti SAS > 3 (engl. EPS group), dok su
drugu skupinu ¢inili ispitanici sa vrijednostima SAS < 3 (engl. no EPS group) (20).
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4.4. Odredivanje koncentracija risperidona i 9-hidroksirisperidona
Mjerenje koncentracija risperidona i 9-hidroksirisperidona provodilo se u Odjelu za
multidisciplinarnu primjenu kromatografije u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku

Klini¢ckog bolnickog centra Zagreb.

Mjerna metoda: tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, od engl. high

performance liquid chromatography)

Analiti¢ki uzorak

Vrsta uzorka: serum (plazma)
Spremnik: 5 mL spremnik bez antikoagulanta (Greiner BIO, Austrija)
Stabilnost: uzorak je stabilan najmanje 5 sati na temperaturi 15-30°C, najmanje 1 dan na
temperaturi 2-8°C te najmanje 3 mjeseca na temperaturi ispod -18°C.
Uzorkovanje: u stanju dinamicke ravnoteze (nakon 4-te doze) u dvije vremenske tocke:
(i) u vrijeme o¢ekivane vrne ekspozicije (Cmax, 5. dan nakon injekcije, pocetak 6. tjedna);

(if) neposredno prije iduée injekcije (Ciough, 14. dan, pocetak 8. tjedna).

Potrebna oprema i reagensi

Oprema:
e HPLC sustav: Shimadzu Prominence s DAD detektorom (Shimadzu Corp., Japan)
e kolona: Symmetry C-18 5um, 250 x 4,6 mm, 37°C (Waters, SAD)
e predkolona: Symmetry C-18 Guard Column (Waters, SAD)
e uparivac uzoraka u struji zraka Precitherm PFV-2 (Boehringer, Njemacka)
e sistem za filtriranje mobilne faze (Merck Millipore, SAD)
e vakuum pumpa (Merck Millipore, SAD)
e tresilica za ekstrakciju Promax 1020 (Heidolph Instruments, Njemacka)
e vibracijska mijeSalica Fisher Vortex Genie 2 (Fisher Scientific, SAD)
e magnetska mijeSalica Tehtnica MM-530 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)
e ultrazvucna kupelj Julabo USR (Julabo GmbH, Njemacka)
e centrifuga Rotofix 32 (Hettich, Njemacka)
e sistem za proci§¢avanje vode Mili-Q (Merck Millipore, SAD)

e automatske pipete s nastavcima: 100, 200, 1000 1 5000 uL (Eppendorf, Njemacka)
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Reagensi:
e kontrolni uzorak za antipsihotike (Chromsystems GmbH, Grafelfing, Njemacka)
e interni standard (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, SAD)
e Otapala HPLC distoce:
o acetonitril (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
o metanol (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
o etilacetat (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
o heksan (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
o NaH2POsx H20O (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
e voda HPLC cistoce

Opis i uvjeti kromatografske metode
Priprava mobilne faze 0,05 M NaH2PO4x H>O (pH=3.8)
e NaH2PO4 x H20 6.89 g otopiti u 0,7 L vode.

e pH pufera podesiti fosfatnom kiselinom (85%) na pH=3.8 te nadopuniti u odmjernoj
tikvici do 1 litre vodom.
e gotovi pufer profiltrirati kroz celulozni (hidrofilni) filter 0,45 um
e Cuvati u tamnoj boci na +4°C
Mobilna faza:
e pumpa A: 0,05 M NaH2PO4 x H20 pH=3.8
e pumpa B: acetonitril
Priprava internog standarda (1S):
Kao interni standard IS koristi se fluoksetin.
20 pl (maticnice IS - fluoksetina 1 mg/mL) staviti u odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopuniti
do oznake vodom. Dobivena radna otopina IS sadrzi 2 pg/mL fluoksetina.
Ekstrakcija:
1. utoksilab epruvetu za ekstrakciju staviti 1 mL plazme, 50 ul radne otopine IS te 100 ul 0,5
M NaOH,
promijesati na vibracijskoj tresilici
dodati 5 mL smjese etil-acetat:heksan 1:1
dobro zacepljene toksilab epruvete staviti u stalak za ekstrakciju

ekstrahirati 30 min. na tresilici

o g~ w D

centrifugirati 15 min. na 3000 rpm
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7. 4 mL gornjeg sloja prebaciti staklenom pipetom od 5 mL u kivetu za suSenje od 12 mL
8. upariti u struji zraka na 37°C u vodenoj kupelji
9. suhi ostatak resuspendirati u 150 ul mobilnoj fazi (pufer : acetonitril 70:30)

10. prebaciti u vialicu u kojoj se nalazi insert od 200 pl

Postupak umjeravanja

Analiti su kalibrirani komercijalnim liofiliziranim serumskim kalibratorima (Chromsystems
GmbH, Grifelfing, Njemacka; ili Recipe GmbH, Miinchen, Njemacka), koji se pripremaju i
analiziraju u duplikatu. Kalibracijske krivulje su bile zadovoljavajuce, a vrijednosti kontrolnih
uzoraka su bile u zadanim rasponima.

Priprava mati¢nice u metanolu (1 mg/mL):

e otopiti 10 mg RIS, u odmjernoj tikvici od 10 mL
Priprava standarda u plazmi:

e 20 ul (RIS 1 mg/mL) + 980 ul plazme
Kalibracijske tocke:

1. 1500 pl (200 ng/mL) + 1500 puL plazme = 3000 pL (100 ng/mL=244 nmol/L)

2. 1500 pl (100 ng/mL) + 1500 pL plazme = 3000 pL (50 ng/mL=122 nmol/L)

3. 1500 wl (50 ng/mL) + 1500 uL plazme = 3000 uL (25 ng/mL=61 nmol/L)

4. 1500 pl (25 ng/mL) + 1500 pL plazme = 3000 puL (12,5 ng/mL=30,5 nmol/L)

5. 1500 ul (12,5 ng/mL) + 1500 puL plazme = 3000 uL (6,25 ng/mL=15,25 nmol/L)

6. 1500 ul (6,25 ng/mL) + 1500 puL plazme = 3000 uL (3,125 ng/mL=15,25 nmol/L)
Analiti¢ka metoda je validirana za rutinsko terapijsko pracenje risperidona i 9-OH-risperdiona
te je ukljucena u sheme za vanjsku procjenu kontrole kvalitete (DGKL RfB, 1 UK NEQAS). Za
vrijeme trajanja studije sve kalibracijske krivulje su zadovoljavale kriterij linearnosti (R?>0,99),
raspon linearnosti metode je bio 7,6-244,0 nmol/L za risperidon i 8,0-234,0 nmol/L
9-OH-risperidon. Donja granica detekcije (LOD, engl. lower limit of detection) bila je 2,5
nmol/L odnosno 3,2 nmol/L (tablica 6.). Nepreciznost i neto¢nost bili su stalno <5,0%.

Tablica 6. Osjetljivost kromatografske metode za risperidon i 9-OH-ripseridon

analit f terapijski raspon LOD LOQ
(nmol/L) (nmol/L) (nmol/L)
risperidon 244 | RIS + 9-OH-RIS 2,5 <761
9-OH-risperidon | 2,34 50,0 -150,0 3,2 <8,0
Kratice: f - faktor konverzije iz ng/mL u nmol/L
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4.5. Metode genotipizacije

Metode genotipizacije provodile su se u Odjelu za farmakogenomiku i individualizaciju terapije

u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Zagreb.

45.1. lzdvajanje DNA

Za izdvajanje DNA ispitanicima je izvadeno 3-5 mL Kkrvi u epruvete s antikoagulantom
K2EDTA. Tijekom trajanja studije koristilo se vise postupaka izdvajanja DNA.

Izdvajanje DNA iz pune krvi provodilo se metodom isoljavanja (235). Metoda isoljavanja
temelji se na izdvajanju DNA ili leukocita pune krvi: leukociti se odvajaju od krvi djelovanjem
osmotskog tlaka (ostavljajuci leukocite netaknutima i razarajuci eritrocite). DNA se ekstrahira
iz leukocita i pro¢iS¢ava od stani¢nih proteina, RNA i drugih makromolekula nakon ¢ega slijedi
precipitacija DNA u etanolu te otapanje u puferu.

Izdvajanje se takoder provodilo primjenom komercijalnog reagensa FlexiGene DNA Kit

(Qiagen, Njemacka), prema uputama proizvodaca.

45.2. Genotipizacija CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, ABCB1 i ABCG2

Genotipizacija veéine ispitivanih polimorfizama CYP2D6 (*3, *4, *6, *41), CYP3A4*22,
CYP3A5*3, ABCB1 1236C>T, ABCB1 3435C>T, i ABCG2 421C>A provedena je TagMan®
metodom za PCR u stvarnom vremenu.

Genotipizacija polimorfizma ABCB1 2677G>T/A provedena je LightCycler® metodom za PCR
u stvarnom vremenu.

Za analizu duplikacija i delecije gena CYP2D6 koristena je metoda tzv. long-range PCR.

4.5.2.1. TagMan metoda za PCR u stvarnom vremenu

Koristeni su reagensi TagMan® SNP Genotyping Assay (ThermoFisher Scientific, SAD), koji
sadrze specifiéne podetnice i fluorescentno obiljeZene oligonukleotidne probe TagMan® te za
detekciju koriste fluorescentni signal koji nastaje zbog 5'nukleazne aktivnosti Taq DNA

polimeraze. Fluorescentni signal je detektiran CCD kamerom (engl. charge — coupled device)
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1 analiziran pomoc¢u racunalnog programa 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems, SAD).

Analizom alelne diskriminacije koja koristi par fluorescentno obiljezenih detektora VIC® i

FAM® (jedan detektor detektira wt alel, a drugi detektira varijantni alel) odredeno je da li se

radi 0 odredeno je da li se radi o homozigotu za alel divljeg tipa, heterozigotu ili homozigotu

za varijantni alel. Slika 7. prikazuje analizu alelne diskriminacije na uredaju ABI 7500
Real-Time PCR System.

Allelic Discrimination Plot

Plot Settings
SMP Assay. ABCGZ2 421C=A Apply Call: Undetermined
Plot Type: |Caresian 1 1SNP Assay Flag Found!
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Slika 7. Analiza alelne diskriminacije TagMan® metodom PCR u stvarnom vremenu.
crvene toc¢ke - wt homozigoti; zelene tocke — heterozigoti; plave tocke — mut homozigoti

Oprema i pribor:

uredaj ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD)
mikrocentrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Njemacka)

centrifuga za mikrotitarske ploc¢ice Eppendorf 5810R (Eppendorf, Njemacka)
vibracijska mijesalica (Clever Scientific Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)
automatska pipeta sa sterilnim nastavcima od 0,5-10 pL (Eppendorf, Njemacka)

automatska pipeta sa sterilnim nastavcima od 10-100 uL (Eppendorf, Njemacka)
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e sterilne mikroepruvete volumena 0,2, 0,51 1,5-2,0 mL (Eppendorf, Njemacka)

e mikrotitarske plocice s pokrovnom folijom (ThermoFisher Scientific, SAD)

e stalak za mikrotitarske plocice ili ,,strip” mikroepruvete (Applied Biosystems, SAD)
Reagensi:

e TagMan® Universal PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, SAD)

e TagMan® SNP Genotyping Assay (ThermoFisher Scientific, SAD)
Za analizu svakog pojedinog polimorfizama koristen je odgovarajuéi TagMan®SNP reagens,
TagMan®SNP Assay ID (tablica 7.).

Tablica 7. Polimorfizmi analizirani TagMan® metodom PCR u stvarnom vremenu

Gen - alel db SNP* (rs#) c. DNA TagMan®SNP Assay ID
CYP2D6*3 rs35742686 2549del A C__32407232_50
CYP2D6*4 rs3892097 1846G>A C_ 27102431 DO
CYP2D6*6 rs5030655 1707delT C_ 32407243 20
CYP2D6*41 rs28371725 2988G>A C__ 34816116 _20
CYP3A4*22 rs35599367 15389C>T C_ 59013445 10
CYP3A5*3 rs776746 6986G>A C__26201809_30
ABCB1/MDR1 rs1128503 1236C>T C_7586662_10
ABCB1/MDR1 rs1045642 3435C>T C__ 7586657_20
ABCG2 421C>A rs2231142 421C>A C_15854163_70

* referentni broj SNP iz baze podataka National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Postupak
Priprema reakcijske smjese (Tablica 8.) i uvjeti PCR reakcije na uredaju ABI 7500 Real-Time

PCR System (Tablica 9.) isti su za genotipizaciju svih polimorfizama, izvedeni su prema
uputama proizvodaca.

Tablica 8. Sastojci pojedina¢ne reakcijske smjese za genotipizaciju TagMan® metodom

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL ) reakclfjgli]gj l;mjesi
TagMan® Universal PCR Master Mix 12,5 1x
TagMan® SNP Assay Mix * 1,25 1x

DNA razrjedenje 11,25 1-20 ng
Ukupni volumen reakcijske smjese 25

*Za analizu svakog polimorfizma koristi se odgovaraju¢i TagMan® SNP Assay 1D
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Priprema reakcijske smjese (tablica 8.):

izvaditi reagense i uzorke DNA na sobnu temperaturu

pripremiti reagense (otopiti SNP Assay na sobnoj temperaturi zasticene od svjetlosti)
pripremiti razrjedenja DNA za postizanje Zeljene koli¢ine u ukupnoj reakcijskoj smjesi
lagano promijesati reagense na Vvibracijskoj mijesalici

centrifugirati u mikrocentrifugi 3-5 s pri 3000 rpm kako bi se spustio sadrzaj bocica
pipetirati TagMan® Universal PCR Master Mix i TagMan® SNP Assay u mikroepruvetu,
lagano promijesati protresanjem mikroepruvete prstom i centrifugirati 3-5 s

pipetirati reakcijske smjese u mikrotitarsku plocicu ili ,,strip* mikroepruvete

dodati DNA, kontrolne uzorke i negativne kontrole

zatvoriti mikrotitarsku plo¢icu pokrovnom folijom ili ,,strip* poklopcima

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

staviti uzorke u uredaj ABI 7500 i pokrenuti odgovarajuci program

nakon zavrSetka programa ocitava se rezultat

Tablica 9. Uvjeti PCR reakcije na uredaju ABI 7500 Real-Time PCR System

Pre-PCR INICIJACIJA PCR (50 ciklusa) Post-PCR
temperatura / temperatura / temperatura / temperatura / temperatura /
trajanje trajanje trajanje trajanje trajanje

o 50 °C/ 2 min o o o
60°C/60s 95°C /10 min 92°C/15s 60°C/60s 60°C/60s

4.5.2.2. LightCycler metoda za PCR u stvarnom vremenu - genotipizacija ABCB1 2677G>T/A

Genotipizacija trialelnog lokusa ABCB1 2677G>T/A (rs2032582) provedena je LightCycler®

metodom za PCR u stvarnom vremenu na uredaju LightCycler v 2.0 (Roche Diagnostics,

Njemacka), prema opisu von Arjomand-Nahad i suradnika (236).

LightCycler® metodom umnaza se DNA ulomak od interesa, koji se detektiraju pomoéu

fluorescentno obiljezenih hibirdizacijskih proba prijenosom energije fluorescentnom

rezonancijom (engl. fluorescence resonance energy transfer, FRET) te analizom temperature

taljenja (engl. temperature melting) specifi¢ne za pojedini alel (slika 8.).
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Oprema:

uredaj LightCycler v 2.0 (Roche Diagnostics, Njemacka)

automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 0,5 -10 pL (Eppendorf, Njemacka)
automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 10-100 pL (Eppendorf, Njemacka)
sterilne mikroepruvete volumena 0,5 i 1.5-2,0 mL (Eppendorf, Njemacka)

kapilare za uredaj LightCycler (Roche Diagnostics, Njemacka)

hladni blok za kapilare (2-8°C) (Roche Diagnostics, Njemacka)

vibracijska mijesalica (Clever Scientific Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)

mikrocentrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Njemacka)

centrifuga za kapilare LC Carousel Centrifuge 2.0 (Roche Diagnostics, Njemacka)

Reagensi:

Fast Start DNA Master HybProbe master mix (Roche Diagnostics, Njemacka)
MgClI2 (Roche Diagnostics, Njemacka)
PBS (Merck KGaA, Njemacka)
DMSO (Merck KGaA, Njemacka)
pocetnice (TIB MOLBIOL, Njemacka):
f 5’-GCAGGAGTTGTTGAAATGAAAATG-3’
r 5>-CGCCTGCTTTAGTTTGACTCA-3’
hibridizacijske probe (TIB MOLBIOL, Njemacka):
anchor 5°- LCRed640-CTTTCTTATCTTTCAGTGCTTGTCC-ph
sensor 5’- TTCCCAGTACCTTCT-fluorescein

Uvijeti PCR reakcije:

o

o

(0]

(@]

denaturacija na 94°C 10 min;

amplifikacija u 45 ciklusa na 94°C, 58°C 10s 1 72°C 15s;
analiza temperature taljenja na 94°C 20s, 32°C 20s, 70°C;
hladenje 40°C 30s.

Postupak

pripremiti uzorke DNA
pripremiti ili otopiti ve¢ pripremljene reagense prema uputi proizvodaca

lagano promijesati reagense na vibracijskoj mijesalici
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e centrifugirati u mikrocentrifugi 3-5 s pri 3000 rpm kako bi se spustio sadrzaj bo€ica
e pipetirati reagense PCR reakcijske smjese u mikroepruvetu (tablica 10.)

e staviti kapilare u hladan blok (2-8°C)

e pipetirati PCR reakcijsku smjesu i DNA u kapilare (2-8°C)

e zatvoriti kapilare posebnim ¢epom

e kratko centrifugirati kapilare kako bi se spustio sadrzaj

e staviti uzorke u uredaj LightCycler i pokrenuti program ABCB1 2677G>T/A

Tablica 10. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju ABCB1 2677G>T/A

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL)
Sterilna destilirana voda za PCR 4,3
FastStart DNA Master Hyb Probe master mix 1
Mg?* (25mM) 1,2
r- pocetnica 0,5
f- poCetnica 0,5
anchor hibridizacijska proba 0,5
sensor hibridizacijska proba 0,5
PBS 0,5
DMSO 0,5
DNA 0,5
volumen reakcijske smjese 10
Eoos
- 1T
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_ 006 e
= 0,05 T
%um;
éum:
S 002
oo
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Slika 8. Analiza trialelnog lokusa ABCB1 2677G>T/A.
Temperature taljenja prema genotipu: TT 39°C, GT 39°C i 46°C, GG 46°C, TA 39°C i 51°C.
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4.5.2.3. Genotipizacija duplikacija i delecije gena CYP2D6 metodom PCR

Genotipizacija delecije CYP2D6*5 i duplikacija CYP2D6*dupl provedena je metodom
amplifikacije dugih ulomaka, tzv. long-range PCR na uredaju GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, SAD).

Oprema:
uredaj GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, SAD);

e sustav za elektroforezu Sub-Cell GT s ispravljatem PowerPac Basic (BioRad, SAD)

e uredaj za snimanje i analizu gelova G:BOX (Syngene, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e mikrocentrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Njemacka)

e vibracijska mijesalica (Clever Scientific Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)

e automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 0,5 -10 pL (Eppendorf, Njemacka)
e automatska pipeta sa sterilnim nastavcima volumena 10-100 pL (Eppendorf, Njemacka)

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

Analiza delecije CYP2D6*5 provedena je prema opisu Dorado i sur. (237):

Reagensi za analizu CYP2D6 *5 :

e enzim Expand Long Polymerase, 5 U/uL (Roche Diagnostics, Njemacka)
e set ANTP, 10 Mm (Roche Diagnostics, Njemacka)
e PCR pufer 3 (Roche Diagnostics, Njemacka)
e pocetnice (TIB MOLBIOL, Njemacka):
CYP2D6*5 f 5-ACC GGG CAC CTG TAC TCC TCA -3'
CYP2D6*5 r 5-GCA TGA GCT AAG GCA CCC AGA C-3'
e pocetnice (Invitrogen, SAD):
DPKLow 5'-GCC GAC TGA GCC CTG GGA GGT AGG TA-3'
DPKup 5-GTT ATC CCA GAAGGC TTT GCA GGC TTC A-3'
e agaroza za pripravu gela za elektroforezu Grade >1000 pb, Merck
¢ boja za nanosenje PCR umnozaka na gel 6X (Sigma Aldrich, SAD)
e Dboja za vizualizaciju GelRed Drops (Olerup, Austrija)

e DNA molekularni marker 111 (Roche Diagnostics, Njemacka)
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Postupak

Amplifikacija metodom PCR:
e pripremiti uzorke DNA
e pripremiti ili otopiti ve¢ pripremljene reagense prema uputi proizvodaca
e lagano promijeSati reagense na vibracijskoj mijesalici
e centrifugirati u mikrocentrifugi 3-5 s pri 3000 rpm kako bi se spustio sadrzaj boc¢ica
e pipetirati reagense PCR reakcijske smjese u mikroepruvetu (tablica 11.)
e lagano promijesati protresanjem mikroepruvete prstom i centrifugirati 3-5 S
e pipetirati PCR reakcijsku smjesu i DNA u mikroepruvete za PCR
e staviti uzorke u uredaj GeneAmp PCR System 9700 i pokrenuti program CYP2D6*5

Tablica 11. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju CYP2D6*5

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL)
sterilna destilirana voda PCR ¢Cistoce 37
PCR pufer 3 2
dNTP (10 mM) 2
CYP2D6*5f (20 uM) 0,5
CYP2D6*5r (20 uM) 0,5
DPKLow (20 uM) 1
DPKup (20 uM) 1
Expand Long Polymerase (5 U/uL) 1
Uzorak DNA 3
volumen reakcijske smjese 50

Uvjeti PCR reakcije za analizu CYP2D6*5:
o denaturacija na 93°C 1 min;
o amplifikacija u 37 ciklusa na 93°C 1 min, 66°C 2 min i 68°C 7 min;
o 72°C 10 min;

Detekcija elektroforezom:

Analiza umnozaka PCR provodila se elektroforezom u 1% agaroznom gelu. Razdvajanje na
uredaju za elektroforezu PowerPac Basic je trajalo 45 minuta pri naponu od 100 V.
Vizualizacija gelova izvodila se na u uredaju G:BOX pomocu boje za vizualizaciju GelRed
Drops, a za analizu duljine umnoZaka koriSten je molekularni biljeg XIII. Duljina umnoska
alela divljeg tipa je 5200 pb, a varijantnog alela CYP2D6*5 je 3500 pb. Interpretacija dobivenih

umnozaka DNA i odredivanje pojedinog genotipa prikazana na slici 9.
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Slika 9. Analiza CYP2D6*5 metodom long range-PCR

Analiza duplikacije CYP2D6*dupl provedena je prema opisu Steijns i sur. (238).

Reagensi za analizu CYP2D6*dupl :

e enzim Expand Long Polymerase, 5 U/uL (Roche Diagnostics, Njemacka)
e set ANTP, 10 Mm (Roche Diagnostics, Njemacka)
e PCR pufer 3(Roche Diagnostics, Njemacka)
e pocetnice (Invitrogen, SAD):
CYP2D6-32r 5-CAC GTG CAG GGC AC CTA GAT-3'
CYP2D6-17f 5-TCC CCC ACT GAC CCA ACT CT-3'
e agaroza za pripravu gela za elektroforezu Grade >1000 pb, Merck
¢ boja za nanoSenje PCR umnozaka na gel 6X (Sigma Aldrich, SAD)
e Dboja za vizualizaciju GelRed Drops (Olerup, Austrija)

e DNA molekularni marker 111 (Roche Diagnostics, Njemacka)

Postupak

Uvjeti PCR reakcije za analizu CYP2D6*dupl:
o denaturacija na 93°C 1 min;
o amplifikacija u 37 ciklusa na 93°C 1 min, 67°C 33 s i 68°C 6 min;
o 72°C 10 min;
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Amplifikacija metodom PCR:

pripremiti uzorke DNA

pripremiti ili otopiti ve¢ pripremljene reagense prema uputi proizvodaca

lagano promijesati reagense na vibracijskoj mijesalici

centrifugirati u mikrocentrifugi 3-5 s pri 3000 rpm kako bi se spustio sadrzaj boCica
pipetirati reagense PCR reakcijske smjese u mikroepruvetu (tablica 12.)

lagano promijesati protresanjem mikroepruvete prstom i centrifugirati 3-5 s
pipetirati PCR reakcijsku smjesu i DNA u mikroepruvete za PCR

staviti uzorke u uredaj GeneAmp PCR System 9700 i pokrenuti program CYP2D6*5

Tablica 12. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju CYP2D6*dupl

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL)

sterilna destilirana voda PCR ¢&istoce 35

PCR pufer 3

dNTP (10 mM)

r- pocetnica (5 uM)

Expand Long Polymerase (5 U/uL)

5
2
f- pocetnica (5 uM) 2
2
1
3

Uzorak DNA

volumen reakcijske smjese 50

Detekcija elektroforezom:

Analiza umnozaka PCR provodila se elektroforezom u 1% agaroznom gelu. Razdvajanje na

uredaju za elektroforezu PowerPac Basic je trajalo 45 minuta pri naponu od 100 V.

Vizualizacija gelova izvodila se na u uredaju G:BOX, uz molekularni biljeg XIII. Duljina

umnoska alela divljeg tipa je 5200 pb, a varijantnog alela CYP2D6*dupl je 3500 pb.

Interpretacija dobivenih umnozaka DNA i odredivanje genotipova prikazana na slici 10.

N — - ey ——5200 pb
h ‘a = — N— 3500 pb

Slika 10. Analiza CYP2D6*dupl metodom long range-PCR
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4.6. Statisticke metode

Prikupljeni podatci analizirani su metodama deskriptivne statistike. Statisticke analize su
provedene za greSku I vrste a=0,05 i gresku II vrste $=0,20 , odnosno snagu testa 0,80 (1-B).
Za analizu podataka koriSten je statisticki racunalni program SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, SAD) za operativni sustav Windows i Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, SAD).

Analiza polimorfizama

Ispitanici su stratificirani sukladno genotipovima na ciljnim lokusima na nositelje “divljih” (wt)
funkcionalnih alela (wt/wt) i nositelje varijantnih alela (mut; wt/mut ili mut/mut).

Neravnoteza povezanosti (engl. linkage disequilibrium, LD) (239) dvaju lokusa procijenjena je
metodom omjera vjerodostojnosti za lokuse nepoznatih gametskih faza (240), primjenom

raCunalnog programa Arlequin ver. 3.5 (241).

Analiza polimorfizama i koncentracija

Analize ravnoteznih koncentracija risperidona i 9-OH risperidona temeljile su se na:

a) vrijednostima izmjerenih koncentracija (nmol/L);

b) vrijednostima izmjerenih koncentracija ujednacenim prema primijenjenoj dozi (C/D)
(nmol/L po mg doze);

¢) metabolickom omjeru risperidona i 9-OH risperidona (RIS/9-OHRIS); te su ukljucivale
vrijednosti vrsnih i ostatnih koncentracije risperidona, 9-OH risperidona te sume risperidona i
aktivnog metabolita 9-OH risperidona (ukupni aktivni lijek, AM), a svaka je skupina analizirana
odvojeno.

Za analizu su koristeni prirodni logaritmi (baza e) tih vrijednosti, a u¢inci (engl. effects) su
iskazani kao omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti (engl. geometric means ratio, GMR) —
Podaci su analizirani generalnim linearnim ili generalnim linearnim mjesovitim modelima

(sukladno kontinuiranoj ili kategorijskoj prirodi zavisnih varijabli).
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4.6.1. Velicina uzorka

Veli¢ina uzorka ovog istrazivanja je odredena prema glavnom cilju (ispitati utjecaj
polimorfizama CYP2D6 i ABCB1 na sistemsku izlozenost risperidonu i 9-OH-risperidonu).
Takoder, veli¢ina uzorka odgovaraju¢a je i1 za dodatno provedeno ispitivanje utjecaja
polimorfizama ABCG2 i ABCB1 na sistemsku izloZenost risperidonu i 9-OH risperidonu) i to:
a) temeljem prethodnih istrazivanja za polimorfizam ABCG2 421C>A ocekivala se ucestalost
varijantnog alela od oko 18% (168), a ucestalost alela divljeg tipa za ispitivane polimorfizme
ABCBL ocekivala se ucestalost 35-40% (185) gdje je ucestalost nositelja CC/GG/CC oko 20%
(kada su sva tri lokusa homozigoti alela divljeg tipa Sto rezultira haplotipom ,,normalne
funkcije® transportera ABCB1);

b) temeljem prethodnih istrazivanja oc¢ekivana ucestalost CYP2D6 normalnih ili vrlobrzih
metabolizatora (NM/UM) je od oko 50% i 5% (242), odnosno sveukupno 55%;

c) vr$ne i ostatne koncentracije obradene su zajednicki kao ponovljeni podaci (vrijednosti su
uparene prema pacijentu) mjesovitim linearnim modelom uz prilagodbu prema logaritamski
transformiranim vrijednostima koncentracija.

d) smatrali smo da ukupna (prilagodena) srednja razlika (na logaritamskoj skali) od 0.223
ili -0.223 ili vec¢a odgovara omjeru geometrijskih srednjih vrijednosti (engl. geometric means
ratio, GMR) od 1,25 ili 0,80, izmedu ABCGZ2 varijantnog alela u donosu na alel divljeg tipa ili
izmedu ABCB1 haplotipa ,,normalne funkcije” u odnosu na “ostale” moze biti od prakticne
vaznosti;

e) s dva ponovljena mjerenja koncentracija (uz sli¢énu razliku medu grupama) te uz omjer
ispitanika u podskupinama od 4:1 (odnosno 80% prema 20%) i uz standardnu devijaciju razlike
u svakoj tocki koja je 1,5 puta vecéa od razlike, 72 ispitanika u vec¢oj podskupini i 18 u manjoj
(ukupno 90) daje snagu testa od 80% da se otkrije unaprijed odredena najmanja razlika u

dvostranoj alfa 0,05.

4.6.2. Osnovna analiza

Analiza utjecaja polimorfizama na sistemsku izlozenost risperidonu

Za ostvarenje glavnog cilja ovog istrazivanja provedene su dvije analize — glavni model i tri

dodatna modela:
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a) model ,,glavnog ucinka“ ukljucivao je istovremeno fenotip CYP2D6 dihotomiziran kao
NM/UM ili ,ostali, genotip ABCG2 421C>A dihotomiziran kao nositelji ,,divljeg™ ili
varijantnog alela, genotip tri polimorfizma ABCB1 dihotomiziran kao haplotip ,,normalne
funkcije* CC/GG/CC ili ,,ostali, vrijeme uzorkovanja (vrsne ili ostatne koncentracije), dob
ispitanika kao zamjenu za procjenu bubrezne funkcije (pacijenti s kroni¢nim bubreznim
zatajenjem su iskljuceni, ali procjene GFR nisu bile dostupne), i ovisno o podatcima
konkomitantna primjena relevantnih induktora ili inhibitora CYP enzima ili transportera.

b) tri dodatna modela s istim nezavisnim varijablama, zasebno su testirala interakcije
koncentracija (vr$nih i ostatnih) i polimorfizama: interakcija vrijeme uzorkovanja*fenotip
CYP2D6, interakcija vrijeme uzorkovanja*genotip ABCG2, interakcija vrijeme
uzorkovanja*haplotip ABCB1 — kako bi se procijenilo da li je ,,ukupni uéinak* reproducibilan
(ponovljiv) za vrsne i ostatne koncentracije te opravdalo koristenje podataka ponovljenih
mjerenja.

Za analizu, tri modela s istim nezavisnim varijablama su prilagodena kako bi ispitala
potencijalne interakcije (model po interakciji) izmedu dva genotipa transportera i izmedu

svakog od dva genotipa transportera i fenotipa CYP2D6.

Analiza utjecaja polimorfizama na tezinu simptoma i nuspojave

Sto se ti¢e specifiénih ciljeva analizirani su pokazatelji tezine simptoma i pracenje nuspojava:
a) ukupni zbroj na ocjenskoj ljestvici PANSS; b) rezultat podljestvice pozitivnih simptoma; c)
rezultat podljestvice negativnih simptoma; d) rezultat opce psihopatoloske podljestvice; e)
rezultat dodatne podljestvice za agresivnost; f) ocjenska ljestvica SAS za procjenu akutnih EPS;
g) primjena antimuskarinskih lijekova (§to ukazuje na postojanje EPS). Za procjenu ucinka
CYP2D6 fenotipa (NM/UM ili ,, ostali), polimorfizma ABCG2 421C>A (nositelji ,,divljeg* ili
varijantnog alela) i haplotipa ABCB1 (CC/GG/CC ili ,,ostali*) na teZinu simptoma koriStena su
tri mjeSovita generalizirana linearna modela prilagodena razlikama u vrijednostima nakon 3. i
6. mjeseci u odnosu na pocetnu vrijednost svakog pokazatelja tezine simptoma: interakcija
vrijeme uzorkovanja*fenotip CYP2D6, interakcija vrijeme uzorkovanja*genotip ABCG2,
interakcija vrijeme uzorkovanja*haplotip ABCB1.

Prilagodbe su ukljucivale pocetnu vrijednost, dob, spol, istodobnu primjenu drugih lijekova,

doze risperidona 1 vrste genotipova (fenotipova) koje nisu ukljucene u interakcije.
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4.6.3.

Analiza moderirane medijacije

Pacijenti su podijeljeni prema fenotipu CYP2D6 (NM/UM ili ,,ostali”), genotipu ABCG2

421C>A (nositelji varijantnog alela ili nositelji wt alela) i ukupnom genotipu ABCB1

(klasificiran na temelju prevladavanja varijantnog ili alela divljeg tipa na tri lokusa: ,wt -

normalna aktivnost (CC/GG/CC + do dva varijantna alela (jedan heterozigotni lokus ili jedan

varijantni homozigotni lokus) ili ,,0stali genotipovi — smanjena aktivnost*).

Osmisljena su dva modela:

(i)

(i)

Tip 1 — fenotip CYP26 i genotip ABCG2 se alternativno smatraju prediktorom ili
moderatorom (a) u€inka prediktora na medijator (razina ukupnog aktivnog lijeka —
logaritamski transformirane vrijednosti vr$nih i ostatnih koncentracija ujednacenih
prema dozi za risperidon+9-OH-risperidon 6. i 8. tjedan) (b) izravnog ucinka (tj. onog
ucinka koji nije povezan s njegovim uc¢inkom na medijator) na klinicki ishod (udio
pacijenata s smanjenjem vrijednosti PANSS>30% u 12. tjednu lije¢enja, odnosno 4-5
tjedana i dvije doze nakon farmakokinetickih podataka); medijator utjeCe na ishod,
prediktor moze i ne mora imati izravni ili/i neizravni ucinak (preko medijatora) na
ishod. Svi izravni i neizravni ucinci podeSeni su po dobi, spolu i ukupnom genotipu
ABCB1,

Tip 2 —isto kao Tip 1 gdje se genotip ABCB1 smatra moderatorom u¢inka medijatora

na ishod (dob i spol ostaju kovarijate).
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5. REZULTATI
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5.1. Osobine ispitanika

5.1.1. Demografski i klinicki podatci

U istrazivanje je bilo ukljucen 101 ispitanik ¢ije su karakteristike opisane u tablici 13.

Tablica 13. Demografski podatci ispitanika, genotipovi/fenotipovi i farmakokineticki podatci
u stanju ravnoteze. Podatci su prikazani kao medijani (raspon) ili brojevi (postoci).

Demografski podatci i geno(feno)tipovi

N
Dob (godine)
Muskarci

ABCG2 421C>A
CC
CA
AA

ABCBL1 1236C>T
CcC
CT
TT

ABCBL1 2677G>T/A
GG
GT
GA
TT
AA

ABCB1 3435C>T
CC
CT
TT

ABCBL1 ukupni genotip
CC/CC/CC (wt homozigot)
TT/TT/TT (mut homozigot)

CYP2D6 genotip
*1/*1
*1/*1 xN
*1/*3
*1/*4
*1/*4 xN
*1/*41
*1/*41 xN
*3/*4
*4[*4
*4/*41
*41/*41
*5/*41

101
38 (20-69)
57 (56.4)

83 (82.1)
18 (17.8)
0

38 (37.6)
40 (39.6)
23 (22.8)

37 (36.6)
40 (39.6)
3(3.0)
21 (20.8)
0

35 (34.6)
33 (32.7)
33 (32.7)

25 (24.8)
20 (19.8)

42 (41.6)
4(4.0)
3(3.0)
23 (22.8)
4 (4.0)
12 (11.9)
1(1.0)
1(1.0)
2(2.0)
5 (4.9)
3(3.0)
1(1.0)

CYP2D6 ukupni fenotip
Normalni metabolizatori (NM)
Intermedijarni metabolizatori (IM)
Slabi/spori metabolizatori (PM)
Vrlobrzi metabolizatori (UM)

XN

Normalni + vrlobrzi (NM+UM)

CYP3A4 genotip
*1/*1
*1/*22
CYP3AS5 genotip
*1/*3
*3/*3
CYP3A ukupni fenotip
Normalni metabolizatori (NM)
Intermedijarni metabolizatori (1M)
Slabi/spori metabolizatori (PM)

Farmakokineticka evaluacija
Broj lijekova u terapiji
Relevantni CYP inhibitori
Relevantni CYP2D6 inhibitori
Relevantni CYP3A4 inhibitori
Relevantni CYP3A4 induktori
Relevantni ABCBL1 inhibitori
Relevantni ABCB1 induktori

Doza i.m. risperidona 25/37.5/50 mg

Vrine konc. (Cmax, Nmol/L), n=99
Risperidon
9-OH-risperidon
Risperidon+9-OH-risperidon
Risperidon C/D
9-OH-risperidon C/D
Risperidon + 9-OH-risperidon C/D
Omijer risperidon/9-OH-risperidon

Ostatne konc. (Cirough, NMol/L)n=91

Risperidon

9-OH-risperidon
Risperidon+9-OH-risperidon
Risperidon C/D

9-OH-risperidon C/D

Risperidon + 9-OH-risperidon C/D
Omijer risperidon/9-OH-risperidon

54 (53.5)
35 (34.7)
3(3.0)
4 (4.0)
5 (4.9)
58 (57.5)

94 (93.1)
7(6.9)

8(7.9)
93 (92.1)

7(6.9)
88 (87.1)
6 (5.9)

3(1-7)
21 (20.8)
4 (4.0)
18 (17.8)
2(2.0)

4 (4.0)
2(2.0)

3 /48/50

25.5 (0-384)
45.3 (15-168)
76.5 (15-442)
0.62 (0-10.2)
1.17 (0.3-4.48)
1.78 (0.30-11.8)
0.49 (0-7.60)

13.7 (0-217)
31.8 (0-140)
46.6 (0-264)
0.32 (0-5.78)
0.75 (0-2.97)
1.07 (0-7.03)
0.40 (0-4.63)
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Doze i.m. pripravka risperidona s produljenim oslobadanjem (LAI-RIS) od 37.5 mg i 50 mg
bile su jednako zastupljene u ispitanika dok je svega 3 ispitanika primilo dozu od 25 mg (tablica
13.). Doze LAI-RIS bile su jednake za svaki interval doziranja i ostale su nepromijenjene
tijekom promatranog razdoblja.

Za vrijeme farmakokinetiCke procjene osim LAI-RIS, svi ispitanici su bili lijeCeni barem jo$
jednim lijekom (u rasponu od 1 do 7 lijekova). Konkomitantnu terapiju uglavnom su ¢inili
psihijatrijski lijekovi, jer su samo tri pacijenta lijeCena blokatorima beta-adrenergickih
receptora, tri s inhibitorima angiotenzin-konvertiraju¢ega enzima, jedan s amlodipinom
(hipertenzija), a jedan s metforminom (dijabetes), levotiroksinom (hipotireoza), salmeterolom
+ flutikazonpropionatom (astma) i noretisteronom + etinil estradiolom (nepravilno vaginalno
krvarenje). 21 ispitanik uzimao je neki od lijekova koji se smatraju relevantnim inhibitorima
enzima CYP2D6 i CYP3A4, a wuporaba induktora CYP3A4 (karbamazepin) i
inhibitora/induktora transportnih proteina ABCB1 i ABCB2 je bila sporadi¢na (tablica 13.).
Relevantnim inhibitorima i induktorima CYP bili su smatrani: (i) za inhibiciju CYP2D6:
paroksetin (jedan pacijent), duloksetin (jedan pacijent), sertralin (dva pacijenta); (ii) za
inhibiciju CYP3A4: paroksetin (jedan pacijent), natrijev valproat (18 pacijenata); (iii) za
indukciju CYP3A4: karbamazepin (dva pacijenta); (iv) za inhibiciju ABCBL1: paroksetin (jedan
pacijent), sertralin (dva pacijenta), pantoprazol (jedan pacijent); (v) za indukciju ABCB1:

karbamazepin (dva pacijenta). Barbiturati nisu koriSteni.

5.1.2. Koncentracije risperidona i 9-hidroksirisperidona

Rezultati ravnoteznih koncentracija izmjerenih koncentracija i koncentracija prilagodenih
prema dozi za risperidon, 9-OH-risperidon, ukupni aktivni lijek (risperidon+9-OH-risperidon)
I za omjer risperidon/9-OH-risperidon prikazani su u tablici 13.

Interindividualne varijabilnosti za sve analite bile su velike, kako kod vr$nih koncentracija
(Cmax,5.dan) tako i kod ostatnih koncentracija (Ctrough, 14. dan) u stanju ravnoteze (nakon Cetvrte
injekcije). Jasno je vidljivo da su izmjerene ostatne koncentracije (na kraju intervala doziranja,
prije sljedece doze) za sve analite manje od vr$nih koncentracija te od terapijskog raspona (50-
150 nmol/L) (tablica 13.).

Razine risperidona i ukupnog aktivnog lijeka (risperidon + 9-OH-risperidon) razlikovale su se

ovisno o vremenu uzorkovanja u svih ispitanika te su se vrijednosti smanjivale od vr$nih
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koncentracija prema ostatnim koncentracijama u svih ispitanika. Razine 9-OH-risperidona i

omjer risperidon/9-OH-risperidon su se mijenjali razlicito (slika 11.).

risperidon (nmol L) 9-OH-risperidon (nmol L") risperidon + 9-OH-ris (nmol L) risperidon /9-OH-risperidon
11.0 - 5.0 4 12.0 4 8.0 4
11.0 704
10.0 4
9.0 4 6.0 4
8.0 -
- 5.0 4
- 7.0+
g 6.0 4 4.0 4
c
R0 3.0
4.0 4
3.0 4 2.0 4
2.0
<3 1.0 {
1.0 4
8 0.0 ; 0.0
5.dan 14.dan 5.dan 14.dan 5.dan 14.dan 5.dan 14.dan
(Cmax) (Ctrough) (Cmax) (Ctrough) (Cmax) (Ctrough) (Cmeax) (Ctrough)

Slika 11. Pojedinac¢ni podatci pacijenata o koncentracijama prilagodenim prema dozi za
risperidon, 9-OH-risperidon, ukupni aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) i omjer
risperidon/9-OH-risperidon u stanju ravnoteze — vr$ne koncentracije 5.dan (Cmax) 1 Na Kraju

intervala doziranja 14.dan (Ctrough).

5.1.3. UCestalost polimorfizama CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, ABCB1 i ABCG2

Ucestalosti varijantnih alela ispitivanih polimorfizama prikazane su u tablici 13.

Genotipovi/fenotipovi CYP2D6 temeljeni na kombinaciji alela dupl*, 3, *4, *5, *6, *41 bili su:
54 (53,5%) nositelja CYP2D6*1/*1 ili CYP2D6*1/*41 Klasificiranih kao NM; 35 (34,7%)
nositelja CYP2D6*1/*3, CYP2D6*1/*4, CYP2D6*41/*41, CYP2D6*4/*41 ili CYP2D6*5/*41,
klasificiranih kao IM; 3 (3,0%) nositelja CYP2D6*4/*4 ili CYP2D6*3/*4 klasificiranih kao
PM; 4 (4,0%) nositelja CYP2D6*1/*1 xN Klasificirani kao UM; 5 (4,9%) nositelja duplikacije
varijantnog alela: 4 (4,0%) CYP2D6*1/*4 xN i 1(1,0%) nositelj CYP2D6*1/*41 xN s
nedefiniranim fenotipom. Ukupna zastupljenost nositelja fenotipova NM/UM je bila 58
(57,5%).

Najvise je bilo zastupljeno ispitanika nositelja CYP2D6*1/*1, 42 (41,6%). Alel CYP2D6*4 je
bio najzastupljeniji nefunkcionalni alel: 23 (22,8%) nositelja CYP2D6*1/*4 i 2 (2,0%) nositelja
CYP2D6*4/*4. Od nefunkcionalnih alela detektiran je jo§ CYP2D6*3: 3 (3,0%) nositelja
CYP2D6*1/*3 i 1 (1,0%) nositelj CYP2D6*3/*4; alel CYP2D6*6 nije bio prisutan.
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Ucestalost alela CYP3A4*22 bila je: 94 (93,1%) nositelja CYP3A4*1/*1, 7 (6,9%) nositelja
CYP3A4*1/*22, nije bilo nositelja CYP3A4*22/*22.

Ucestalost alela CYP3A5*3 bila je: 93 (92,1%) nositelja CYP3A5*3/*3, 8 (7,9%) nositelja
CYP3A5*1/*3, nije bilo nositelja CYP3A5*1/*1.

Ucestalost fenotipa CYP3A bila je: 6 (5,9%) nositelja CYP3A4*1/*22 i CYP3A5*3/*3 (PM),
88 (97,1%) nositelja CYP3A4*1/*1 i CYP3A5*3/*3 (IM), 7 (6,9%) nositelja CYP3A4*1/*1 i
CYP3A5*1/*3 (NM), dok nije bilo nositelja CYP3A5*1/*1.

S obzirom da su polimorfizmi CYP3A4*22 i CYP3A5*3 nadeni u malom broju ispitanika — S
ucCestalo$¢u alela od oko 4% (7 ispitanika bili su nositelji CYP3A4*22, a 8 ispitanika
CYP3A5*3), nije mogao zadovoljiti uvjet od ,,najmanje 10 ispitanika u podskupinama po

genotipu® pa ovi polimorfizmi nisu uzeti u obzir u daljnjim analizama.

Ugestalost alela ABCB1 1236 C>T bila je: CC 38 (37,6%), CT 40 (39,6%), TT 23 (22,8%).
Ucestalost alela ABCB1 2677G>T/A bila je: GG 37 (36,6%), GT 40 (39,6%), TT 21 (20,8%),
GA 3 (3,0%), dok nije bilo nositelja alela AA.

Ugestalost alela ABCB1 3435 C>T bila je: CC 35 (34,6%), CT 33 (32,7%), TT 33 (32,7%).

Ucestalost alela ABCG2 421C>A bila je: 83 (82,1%) nositelja ABCG2 421CC, 18 (17,8%)
nositelja ABCG2 421CA, nije bilo nositelja ABCG2 421AA.

Nije uoceno odstupanje od Hardy-Weinberg ravnoteZe niti na jednom lokusu, niti sveukupno,

niti u podskupinama.
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5.1.4. Ocjena tezine simptoma bolesti (PANSS)

A Pojedinacni podatci pacijenata kroz vrijeme

200~ Ukupni PANSS 50- Pozitivni simptomi 50- Negativni simptomi 120, Opci PANSS 20 Agresivnost
180 45 1
1607 o 404 1
5 140] RS 35| &
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Slika 12. A. Pojedinac¢ni podatci pacijenata za vrijednosti ukupnog PANSS i vrijednosti
PANSS podljestvica tijekom posjeta. B. Apsolutna promjena vrijednosti ukupnog PANSS i

vrijednosti PANSS podljestvica kroz vrijeme. Rombovi su medijani, a vertikalne crte rasponi.

5.2.  Utjecaj polimorfizama CYP2D6, ABCB1 i ABCG2 na koncentracije risperidona i

9-hidroksirisperidona u stanju dinamicke ravnoteze

5.2.1. Izvorni farmakokineticki podatci

Izvorni izmjereni farmakokineticki podaci prema genotipovima 1 fenotipovima od interesa 1
primjeni inhibitora citokroma P450 (CYP) prikazani su na slici 13., slici 14. i slici 15.

Prikazane su pojedine vrijednosti analita/koncentracija ovisno o fenotipu CYP2D6 i genotipu
ABCG2 421C>A (slika 13.), kao i kroz razli¢ite podskupine prema ukupnom genotipu ABCB1

temeljenom na genotipu tri razlicita lokusa (slika 14., slika 15.).
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Slika 13. Pojedinacni ,,sirovi* podatci pacijenata o koncentracijama ujedna¢enim prema dozi
za risperidon, 9-OH-risperidon, ukupni aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) i omjer
risperidon/9-OH-risperidon u stanju ravnoteze — vrSne koncentracije 5.dan (Cmax) i na kraju
intervala doziranja 14.dan (Ctrough). Krugovi prikazuju pojedinaéne vrijednosti, horizontalne
crte s brojcanim vrijednostima medijane, kvadrati oznaavaju kvartile, a vertikalne crte

unutarnju ogradu. Tocke izvan ograda su netipi¢ne vrijednosti (engl. outlier).

Na slici 13. prikazani su rezultati: prema genotipu ABCG2 421 C>A — nositelji wt alela (CC,
n=83) u usporedbi s nositeljima varijantnog alela (isklju¢ivo heterozigoti CA, n=18); prema
fenotipu CYP2D6 normalni i vrlobrzi metabolizatori (NM+UM, n=58) u usporedbi s ,,ostali
(n=43); prema fenotipu CYP3A normalni metabolizatori (NM, n=7), intermedijarni
metabolizatori (IM, n=88) i spori metabolizatori (PM, n=6); primjena CYP inhibitora
kategorizirana kao Ne (n=80) ili Da (n=21); i primjena inhibitora CYP3A4 (iskljucivo valproat)
kategorizirana kao Ne (N=83) ili Da (n=18).
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Na slici 14. prikazani su rezultati: prema genotipu ABCBL1 za tri lokusa: ABCB1 1236C>T (CC,
n=38; CT, n=40; TT, n=23), ABCB1 2677G>T/A (GG, n=37; GT ili GA, n=43; TT, n=21),
ABCB1 3435C>T (CC, n=35; CT, n=33; TT, n=33); i ukupni genotip ABCB1 kada je na sva tri
lokusa wt alel (CC/GG/CC, n=25 ili ,,0ostali“, n=76) ili varijantni alel (TT/TT/TT, n=20 ili

,ostali“, n=81).

ABCB1 1236C>T

ABCB1 2677G>T/A
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Slika 14. Pojedinac¢ni ,,sirovi* podatci pacijenata o koncentracijama ujednac¢enim prema dozi

za risperidon, 9-OH-risperidon, ukupni aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) i omjer

risperidon/9-OH-risperidon u stanju ravnoteze — vrSne koncentracije 5.dan (Cmax) i na kraju

intervala doziranja 14.dan (Cirough). Krugovi prikazuju pojedinacne vrijednosti, horizontalne

crte s brojcanim vrijednostima medijane, kvadrati oznafavaju kvartile, a vertikalne crte

unutarnju ogradu. Tocke izvan ograda su netipi¢ne vrijednosti (engl. outlier).
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Slika 15. Pojedinacni ,,sirovi“ podatci pacijenata o koncentracijama ujednac¢enima prema dozi
za risperidon, 9-OH-risperidon, ukupni aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) i omjer
risperidon/9-OH-risperidon u stanju ravnoteze (vrSne koncentracije 5.dan (Cmax) i na kraju
intervala doziranja 14.dan (Ciough)) prema genotipu ABCB1 po kategorijama temeljenim na
prisutnosti wt alela na tri lokusa (lijevo) i broja wt alela (desno, svjetlo-zasjenjeno, s prugom).
Krugovi prikazuju pojedinac¢ne vrijednosti, horizontalne crte s broj¢anim vrijednostima
medijane, kvadrati oznacavaju kvartile, a vertikalne crte unutarnju ogradu. To¢ke izvan ograda

su netipi¢ne vrijednosti (engl. outlier).

Na slici 15. pacijenti su klasificirani na dva razli¢ita nacina:

1.) kao (i) TT/TT/TT (svi varijantni aleli; povezuju se sa slabijom funkcijom transportera), (ii)
CC/GG/CC (sviwt aleli ; povezuju se s normalnom funkcijom transportera) ili (iii) ,,mjeSovito*,
tj. svi ostali ukupni genotipovi;

2.) kao (i) svi varijantni aleli + 1-2 wt alela (2 varijantna homozigotna lokusa i 1 heterozigotni
lokus; 2 varijantna homozigotna lokusa i 1 wt homozigotni lokus; ili 1 varijantni homozigotni
lokus i 2 heterozigotna lokusa), (ii) svi wt aleli + 1-2 varijantna alela (2 wt homozigotna lokusa
i 1 heterozigotni lokus; 2 wt homozigotna lokusa i 1 varijantni homozigotni lokus), ili (iii)

,»ostali“, ukljucujuéi one s 4 wt alela, ali na 1 wt homozigotnom lokusu i 2 heterozigotna lokusa.
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*Ukupni genotipovi s 4 wt alela na 2 wt homozigotna i 1 varijantnim homozigotnim lokusom
klasificirani su kao ,,svi wt + 1-2 varijantna alela” (2 ispitanika), dok su ukupni genotipovi s 4
wt alela na 1 wt homozigotnom lokusu i 2 heterozigotna lokusa klasificirani kao ,,ostali" (11

pacijenata).

5.2.2. Farmakokineticki podatci ovisno o fenotipovima i genotipovima

U tablici 14. prikazani su farmakokineti¢ki podatci ovisno o fenotipovima i genotipovima od
interesa: fenotipovi CYP2D6 (NM/UM ili ,,ostali*‘), genotip ABCG2 421C>A (nositelji wt alela
ili nositelji varijantnog alela) i ukupni genotip ABCB1 (homozigoti wt alela na sva tri lokusa
(CC/GG/CQC) ili ,,ostali).

U modelu glavnih u¢inaka (tablica 15.) fenotip CYP2D6 NM/UM (vs. ,,ostali*) bio je statisticki
znaajno povezan s 29% manjim koncentracijama ujednacenim prema dozi risperidona
(GMR=0,71; 95%CI 0,56-0,89; P=0,004), 24% manjim razinama aktivnog lijeka (risperidon +
9-OH-risperidon) (GMR=0,76; 95%CIl 0,62-0,93; P=0,010), i 28% manjim omjerom
risperidon/9-OH-risperidon (GMR=0,72; 95%CI 0,56-0,92; P=0,009), dok za 9-OH-risperidon
nije bilo znacajne povezanosti (GMR=0,92; 95%CI 0,76-1,13; P=0,438).

Varijantni alel ABCG2 (vs. wt alel) povezan je s 23% manjim razinama aktivnog lijeka
(risperidon + 9-OH-risperidon) (GMR=0,77; 95%CI 0,59-1,01; P=0,059), s tendencijom prema
manjim razinama risperidona i 9-OH-risperidona (tablica 15.). U¢inak ukupnog genotipa

ABCBL se nije pokazao relevantnim (tablica 15.).
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Tablica 14. Klju¢ni podatci o genotipovima/fenotipovima i farmakokineticki podatci u stanju ravnoteze prikazani ovisno o fenotipu CYP2D6

(NM/UM ili ,,ostali*), genotipu ABCG2 421C>A (nositelji wt alela ili nositelji varijantnog alela) i ukupnom genotipu ABCB1 (homozigoti wt

alela na sva tri lokusa (CC/GG/CC) ili ,,ostali*). Podatci su prikazani kao medijani (raspon) ili brojevi (postotci).

Fenotip CYP2D6 Genotip ABCG2 421C>A Ukupni genotip ABCB1
NM ili UM Ostali Wt alel Varijantni alel CCI/GG/CC Ostali

N 58 43 83 18 25 76
Dob (godine) 38 (20-69) 40 (20-67) 38 (20-69) 41 (21-69) 37 (20-56) 39,5 (20-69)
Muskarci 31(53,5) 26 (60,5) 48 (57,8) 9 (50,0) 14 (56,0) 43 (56,6)
CYP2D6 EM ili UM fenotip 46 (55,4) 12 (66,7) 16 (64,0) 42 (55,3)
ABCG2 421C>A varijantni alel 12 (20,7) 6 (13,9) --- 6 (24,0) 12 (15,8)
ABCBL1 wt alel (CC/GG/CC) 16 (27,6) 9(20,9) 19 (22,9) 6 (33,3)
CYP3A4 EM/IM/PM fenotip 4/51 (87,9) /3 3/37(86,1) /3 6/ 73 (88,0) /4 1/15(83,3) 12 2/ 19 (76,0) /4 5/ 69 (90,8) /2
Primjena CYP inhibitora 13 (22,4) 8 (18,6) 16 (19,3) 5(27,8) 3(12,0) 18 (23,7)

Vrsne konc. (Cmax, NMoI/L)
Risperidon C/D
9-OH-risperidon C/D
Risperidon+9-OH-risperidon C/D
Omijer risperidon/9-OH-risperidon
Ostatne konc. (Cirough, NMoI/L)
Risperidon C/D
9-OH-risperidon C/D
Risperidon+9-OH-risperidon C/D
Omijer risperidon/9-OH-risperidon

0,47 (0,0-2,81)
1,06 (0,30-4,48)
1,56 (0,30-7,29)
0,44 (0,0-7,60)

0,28 (0,0-1,17)
0,75 (0,0-2,97)
1,07 (0,0-4,13)
0,29 (0,0-2,46)

0,77 (0,0-10,2)
1,32 (0,43-2,93)
2,36 (0,78-11,8)
0,75 (0,0-6,63)

0,35 (0,0-5,78)
0,75 (0,26-2,79)
1,06 (0,50-7,03)
0,54 (0,0-4,63)

0,65 (0,0-10,2)
1,20 (0,31-4,48)
1,87 (0,72-11,8)
0,49 (0,0-7,60)

0,35 (0,0-5,78)
0,75 (0,0-2,97)
1,06 (0,0-7,03)
0,42 (0,0-4,63)

0,38 (0,0-2,99)
0,82 (0,30-2,87)
1,24 (0,30-5,86)
0,50 (0,0-2,68)

0,25 (0,0-1,25)
0,76 (0,16-1,59)
1,07 (0,16-2,23)
0,28 (0,0-1,28)

0,59 (0,0-3,25)
1,09 (0,31-2,93)
1,78 (0,62-4,69)
0,49 (0,0-7,60)

0,39 (0,0-1,49)
0,77 (0,16-2,79)
1,19 (0,16-3,79)
0,42 (0,0-2,43)

0,63 (0,0-10,2)
1,19 (0,30-4,48)
1,82 (0,30-11,8)
0,49 (0,0-6,63)

0,30 (0,0-5,78)
0,75 (0,0-2,97)
1,03 (0,0-7,03)
0,40 (0,0-4,63)

Kratice: wt - alel divljeg tipa; NM — normalni metabolizatori; IM — intermedijarni metabolizatori; PM — spori metabolizatori; C/D — konc. ujednacena prema dozi.
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Tablica 15. Uc¢inci fenotipa CYP2D6 (NM/UM u usporedbi s ,,ostali*), genotipa ABCG2 421C>A (nositelji varijantnog alela u usporedbi s

nositeljima wt alela) i ukupnog genotipa ABCB1 (homozigoti wt alela na sva tri lokusa (CC/GG/CC) u usporedbi s ,,ostali”) - na koncentracije

ujednacene prema dozi za risperidon, 9-OH-risperidon, aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) i na omjer risperidon/9-OH-risperidon: sazetak

glavnih ucinaka*. Logaritamski transformirane vrijednosti analizirane su u generalnim linearnim mjeSovitim modelima (GLIMM), a ucinci su

izrazeni kao omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR).

Risperidon

9-OH-risperidon

Risperidon + 9-OH-risperidon

Risperidon/9-OH-risperidon

GMR (95%Cl)

P

GMR (95%Cl)

Ucinci od primarnog interesa
CYP2D6 NM/UM vs. ,,ostali
ABCB1 CC/GG/CC vs. ,,ostali
ABCG?2 varijantni vs. wt alel
Podesavanje

Vrijeme uzorka: Cmax VS. Cirough
Dob

Primjena CYP inhibitora

0,71 (0,56-0,89)
1,09 (0,83-1,42)
0,84 (0,62-1,13)

1,37 (1,17-1,61)
1,00 (0,99-1,01)
1,06 (0,80-1,39)

0,004
0,528
0,244

<0,001
0,928
0,695

0,92 (0,76-1,13)
0,97 (0,77-1,22)
0,81 (0,62-1,05)

1,52 (1,37-1,68)
1,00 (0,99-1,01)
0,86 (0,67-1,10)

P GMR (95%Cl) P GMR (95%Cl) P
0,438 0,76 (0,62-0,93) 0,010 0,72 (0,56-0,92) 0,009
0,767 1,06 (0,83-1,34) 0,638 1,14 (0,86-1,51) 0,356
0,108 0,77 (0,59-1,01) 0,059 0,93(0,68-127) 0,647
<0,001  1,71(1,55-1,89)  <0,001  1,10(1,05-1,16)  <0,001
0,955 1,00 (0,99-1,01) 0,888 1,00 (0,99-1,01) 0,644
0,217 0,85(0,66-1,09) 0,202 1,19 (0,88-1,60) 0,246

Kratice: wt - alel divljeg tipa; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori; Cmax — vr$ne konc.; Cyough — kONnc. na kraju intervala doziranja.

* U ovim modelima, genotipovi i fenotipovi od primarnog interesa tretirani su kao fiksni efekti (engl. random intercept models). Podatci su

analizirani u tri dodatna modela u kojima su, jedan po jedan, fenotip CYP2D6, genotip ABCG2 i ukupni genotip ABCBL1 tretirani kao slucajni efekti

(engl. random intercept and random slopes models)
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Tablica 16. Testiranje interakcije izmedu genotipova/fenotipova, primjene CYP inhibitora i vremena uzorkovanja krvi (Cmax I Ctrough)-

Risperidon 9-OH-risperidon Q—EIIiIFifirsl,Ser:;on Risperidon/9-OH-risperidon
Model GMR (95%Cl) P GMR (95%Cl) P GMR (95%Cl) P GMR (95%Cl) P
CYP2D6 (NM+UM vs. ,,ostali“) podesavanje: dob
CYP2D6| vrijeme uzorkovanja 0,247 0,424 0,362 0,340
NM/UM - u¢inak kod Crax 0,58 (0,44-0,77) 0,87 (0,69-1,09) 0,71 (0,56-0,90) 0,67 (0,50-0,90)
NM/UM - u¢inak kod Cirough 0,74 (0,54-1,02) 0,94 (0,75-1,18) 0,78 (0,62-0,98) 0,78 (0,58-1,05)
ABCG2 (Varijantni alel vs. Wt) podesavanje: dob, CYP2D6 fenotip
ABCG2] vrijeme uzorkovanja 0,610 0,404 0,858 0,162
Varijantni alel - uéinak kod Crax 0,90 (0,63-1,29) 0,75 (0,56-1,01) 0,76 (0,56-1,02) 1,11 (0,76-1,62)
Varijantni alel - uéinak kod Cirough 0,81 (0,56-1,16) 0,84 (0,63-1,13) 0,78 (0,58-1,04) 0,82 (0,56-1,21)
ABCBI (CC/GG/CC vs. ,,0stali“) podesavanje: dob, CYP2D6 fenotip
ABCB1| vrijeme uzorkovanja 0,560 0,149 0,265 0,618
CC/GG/CC - u¢inak kod Cax 1,01 (0,73-1,39) 0,89 (0,68-1,15) 0,99 (0,76-1,29) 1,16 (0,83-1,63)
CC/GG/CC - u¢inak kod Cirough 1,12 (0,81-1,55) 1,05 (0,81-1,37) 1,12 (0,86-1,47) 1,06 (0,75-1,48)
CYP inhibitor (Da vs. Ne) podesavanje: dob, CYP2D6 fenotip
CYP inhibitor| vrijeme uzorkovanja --- 0,522 --- 0,934 0,317 0,791
CYP inhibitor - u¢inak kod Crnax 0,97 (0,69-1,36) 0,85 (0,65-1,12) 0,88 (0,66-1,16) 1,19 (0,84-1,71)
CYP inhibitor - u¢inak kod Cirough 1,10 (0,78-1,54) 0,84 (0,64-1,11) 0,78 (0,59-1,03) 1,13 (0,79-1,62)

Kratice: wt - alel divljeg tipa; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori; Cmax — vr$ne konc.; Cyough — KONnc. na kraju intervala doziranja.



5.2.3. Interakcija izmedu genotipova/fenotipova, primjene CYP inhibitora i vremena

uzorkovanja

Nije bilo nezavisne povezanosti izmedu fenotipa CYP2D6, genotipa ABCG2 ili ABCBL1 sa
primjenom CYP inhibitora i vremena uzorkovanja i vremena uzorkovanja krvi (Cmax i Ctrough)
(tablica 16.)

Podatci na slici 16. i tablici 17. pokazuju:

a) da je multivarijatni model glavnih uc¢inaka koji ukljucuje fenotip CYP2D6 (dihotomiziran),
ukupni genotip ABCBL1 (dihotomiziran), genotip ABCG2 421C>A (dihotomiziran) i primjenu
CYP inhibitora izvediv s obzirom da je distribucija pacijenti/farmakokineticki uzorci (dva
uzorka po pacijentu) takva da omogucuje razumno medusobno podesavanje izmedu pojedinih
¢imbenika;

b) za modele testiranja uvjeta interakcije izmedu genotipova transportera (ukupni genotip
ABCB1, genotip ABCG2) i fenotipa CYP2D6 (NM/UM ili ,,ostali*), podeSavanje za genotip
transportera koji nije ukljucen u naziv interakcije i za primjenu CYP inhibitora jo$ uvijek
dopusta da je barem jedan subjekt (dvije vrijednosti koncentracije) — ¢imbenik podeSavanja
ukljucen u svaku kontrastnu razinu izvedenu iz naziva interakcije. SloZeniji uvjeti interakcije

rezultirali bi brojnim praznim poljima.

CYP2D6 NM/UM (58/116) ostali (43/86)

ABCB1 ‘ CCIGG/CC 16/32 ostali 42/84 CCIGGICC 9/18 ostali 34/68

CYP inhibitor ‘ DA2/4 | NE 14/28 DA 11/22 | NE 31/62 | DA 1/2 NE 8/16 DA7/14 | NE 27/54
‘Variant Wt | Variant | Wt Variant| Wt | Variant| Wt ‘Variant Wt | Variant | Wt Variant| Wt Variant! Wit

ABCG2 ‘ 2/4 | 0| 3/6 (11/22] | 2/4 19/18) 5/10 |26/52 12 | 0 0 |8/16 0 714 510 22144

Slika 16. Unakrsni tabli¢ni prikaz (engl. cross-tabulation) pacijenti/broj uzoraka krvi (za
svakog pacijenta dva uzorka krvi) prema ¢imbenicima (u¢inaka) od primarnog interesa (fenotip
CYP2D6, genotipovi ABCB1 i ABCG2) i primjene CYP inhibitora koje je potrebno uzeti u obzir
radi moguce prilagodbe u multivarijatnoj analizi. Redovi (ucinci) rasporedeni su prema broju

subjekata prema ucinku (od viSeg do nizeg).
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Tablica 17. Sazeta "struktura" usporedbi od primarnog znacaja (fenotip CYP2D6, genotipovi
transportera) i potencijalna podesavanja (primjena CYP inhibitora) koja se uzimaju u obzir u
multivarijatnoj analizi farmakokinetickih podataka. Brojevi u zagradama su broj subjekata /

farmakokinetiCkih uzoraka na svakoj razini popisanih ¢imbenika i njihovih ucinaka.

CYP2D6 NM/UM (58/116) VS. CYP2D6 ,,o0stali“ (43/86)
ABCB1 CC/GG/CC (16/32), ,,ostali“ (42/84); ABCB1 CC/GG/CC (9/18), ,,ostali“ (34/68);
CPY inhibitor Da (13/26), Ne (45/90); CPY inhibitor Da (8/16), Ne (35/70);
ABCG?2 varijantni alel (12/24), wt alel (46/92) ABCG2 varijantni alel (6/12), wt alel (37/74)
ABCB1 CC/GG/CC (25/50) VS. ABCB1 ,,0stali“ (76/152)
CYP2D6 NM/UM (16/32), ,,ostali* (9/18); CYP2D6 NM/UM (42/84), ,,ostali* (34/68);
CYP inhibitor Da (3/6), Ne (22/44); CYP inhibitor Da (18/36), Ne (58/116);
ABCG?2 varijantni alel (6/12), wt alel (19/38) ABCG?2 varijantni alel (12/24), wt alel (64/128)
ABCG2 varijantni alel (18/36) VS. ABCG2 wt alel (83/166)
CYP2D6 NM/UM (12/24), ,ostali (6/12); CYP2D6 NM/UM (46/92), ,,0stali (37/74);
ABCB1 CC/GG/CC (6/12), ,,ostali (12/24); ABCB1 CC/GG/CC (19/38), ,,ostali“ (64/128);
CYP inhibitor Da (5/10), Ne (13/26) CYP inhibitor Da (16/32), Ne (67/134)
CYP inhibitor Da (21/42) VS. CYP inhibitor Ne (80/160)
CYP2D6 NM/UM (13/26), ,,ostali* (8/16); CYP2D6 NM/UM (45/90), ,,ostali* (35/70);
ABCB1 CC/GG/CC (3/6), ,,ostali“ (18/36); ABCB1 CC/GG/CC (22/44), ,,ostali“ (58/116);
ABCG2 varijantni alel (5/10), wt alel (16/32) ABCG2 varijantni alel (13/26), wt alel (5/10)

Kratice: wt - alel divljeg tipa; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori;

5.2.4. Dodatna analiza farmakokinetickih podataka — glavni model slucajnih efekata

Generalni linearni mjeSoviti model podeSen je za koncentracije ujednacene prema dozi za
risperidon, 9-OH-risperidon, ukupni aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) i omjer
risperidon/9-OH-risperidon:

a) modeli fiksnih efekata (engl. random intercept model) za sve uc¢inke i model slu¢ajnih efekata
(engl. random intercept - random slopes model) za fenotip CYP2D6 (NM/UM vs. ,,ostali*)

b) modeli fiksnih efekata za sve u€inke 1 model sluc¢ajnih efekata za ukupni genotip ABCB1
(homozigoti wt alela na sva tri lokusa (CC/GG/CC) vs. ,,ostali)

c¢) modeli fiksnih efekata za sve ucinke i model slu¢ajnih efekata za ukupni genotip ABCG2
(nositelji wt alela vs. nositelji varijantnog alela)

Svi su modeli ukljucivali podesavanja za dob, vrijeme uzorkovanja (Cmax, Ctrough) 1 primjenu
CYP inhibitora. Podaci su sazeti u tablici 18. gdje su prikazani samo ucinci

genotipova/fenotipova. Svi ucinci genotipova/fenotipova bili su vrlo sli¢ni kao u modelima

fiksnih efekata (tablica 18.).
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Tablica 18. Sazetak modela slu¢ajnih efekata za farmakokineticke podatke

Risperidn sommsaroan o0 o Orsrsprdr

GMR (95%Cl) P GMR (95%CI) P GMR (95%Cl) P GMR (95%Cl) P
Model slucajnog efekta za fenotip CYP2D6
CYP2D6 NM/UM 0,71 (0,56-0,89) 0,004 0,92 (0,75-1,12) 0,396 0,76 (0,62-0,93) 0,009 0,72 (0,56-0,92) 0,009
ABCB1 wt 1,08 (0,83-1,41) 0,568 0,96 (0,76-1,21) 0,741 1,06 (0,83-1,34) 0,640 1,13 (0,85-1,50) 0,384
ABCG2 varijanta 0,83 (0,62-1,11) 0,213 0,84 (0,64-1,11) 0,229 0,78 (0,59-1,04) 0,094 0,93 (0,68-1,27) 0,633
Model slucajnog efekta za ukupni genotip ABCBI1
CYP2D6 NM/UM 0,71 (0,56-0,90) 0,004 0,92 (0,76-1,13) 0,430 0,76 (0,62-0,93) 0,009 0,72 (0,56-0,92) 0,010
ABCB1 wt 1,09 (0,84-1,42) 0,523 0,97 (0,77-1,21) 0,768 1,06 (0,84-1,34) 0,616 1,14 (0,85-1,52) 0,377
ABCG?2 varijanta 0,84 (0,62-1,13) 0,249 0,80 (0,62-1,04) 0,096 0,76 (0,58-0,99) 0,048 0,94 (0,68-1,29) 0,692
Model slucajnog efekta za genotip ABCG2
CYP2D6 NM/UM 0,71 (0,56-0,89) 0,004 0,91 (0,75-1,12) 0,375 0,77 (0,62-0,95) 0,016 0,71 (0,56-0,92) 0,008
ABCB1 wt 1,08 (0,83-1,42) 0,549 0,96 (0,76-1,21) 0,735 1,06 (0,83-1,36) 0,610 1,13 (0,86-1,50) 0,375
ABCG2 varijanta 0,84 (0,63-1,12) 0,239 0,81 (0,63-1,04) 0,097 0,77 (0,58-1,02) 0,066 0,93 (0,68-1,26) 0,637

S istim podesavanjima pojavila se relevantna interakcija izmedu fenotipa CYP2D6 i genotipa
ABCG2 povezana s izlozenosti risperidonu, 9-OH-risperidonu i ukupnom aktivnom lijeku
(risperidon + 9-OH-risperidon) (tablica 19.):

a) varijantni alel ABCG2, u skupini fenotipa CYP2D6 NM/UM (vs. ,ostali), bio je
statisticki znacajno povezan s 31% do 37% manjim vrijednostima za tri analita: risperidon
(GMR=0,69; 95% CI 0,48-0,99), 9-OH-risperidon (GMR=0,65; 95% CI 0,48-0,90), ukupni
aktivni lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) (GMR=0,63; 95% CI 0,45-0,87), dok za omjer
risperidon/9-OH-risperidon nije bilo znacajne povezanosti. Za ostale fenotipove CYP2D6 nije
bilo relevantnog ucinka.

b) obrnuto, fenotip CYP2D6 NM/UM bio je zna¢ajno povezan u nositelja varijantnog alela
ABCG2 u usporedbi s nositeljima wt alela ABCG2 s manjim vrijednostima za: risperidon 55%
(GMR=0,45; 95% CI 0,26-0,79), 9-OH-risperidon 44% (GMR=0,56; 95% CI 0,35-0,92),
risperidon + 9-OH-risperidon 53% (GMR=0,47; 95% CI 0,28-0,77), s tendencijom za manji
omjer risperidon/9-OH-risperidon (GMR=0,63; 95% CI 0,34-1,15). U nositelja wt alela ABCG2
uc¢inak fenotipova CYP2D6 NM/UM je bio slabiji (oko 20% za vrijednosti risperidona i
ukupnog aktivnog lijeka).

U slicnom modelu interakcije izmedu fenotipa CYP2D6 i genotipa ABCB1, ukupni genotip
ABCB1 CC/GG/CC (vs. ,,0stali“) nije imao znacajan utjecaj na razinu risperidona u pacijenata
s CYP2D6 NM/UM, ali je bio povezan s ve¢im razinama u pacijenata s ostalim fenotipovima
CYP2D6 (P-vrijednost za interakciju 0,053), dok nije bilo naznaka relevantnih interakcija u

pogledu ostalih vrijednosti (tablica 20.).
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Tablica 19. Interakcija izmedu fenotipa CYP2D6 (NM/UM u usporedbi s ,,ostali”) i genotipa ABCG2 421C>A (nositelji varijantnog alela u
usporedbi s nositeljima wt alela) u njihovim u¢incima na koncentracije ujednacene prema dozi za risperidon, 9-OH-risperidon, ukupni aktivni
lijek (risperidon + 9-OH-risperidon) i na omjer risperidon/9-OH-risperidon*. Logaritamski transformirani podatci su analizirani u generalnom
linearnom mjeSovitom modelu u kojem je CYP2D6|ABCG2 interakcija tretirana kao slucajni efekt (engl. random intercept - random slope).
Ucinci su izraZeni kao omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR).

Risperidon 9-OH-risperidon Risperidon +9-OH-risperidon Risperidon/9-OH-risperidon
GMR (95%Cl) P GMR (95%CI) P GMR (95%CI) P GMR (95%Cl) P
Model fiksnog efekta
CYP2D6|ABCG?2 interakcija 0,083 --- 0,029 --- 0,039 --- 0,629
ABCG2 varijanta u CYP2D6 NM/UM 0,69 (0,48-0,99) 0,65 (0,48-0,90) 0,63 (0,45-0,87) 0,88 (0,59-1,30)
ABCG2 varijanta u CYP2D6 , ostali* 1,18 (0,73-1,92) 1,17 (0,77-1,79) 1,12 (0,72-1,73) 1,03 (0,61-1,74)
CYP2D6 NM/UM u ABCG2 varijanti 0,45 (0,26-0,79) 0,56 (0,35-0,92) 0,47 (0,28-0,77) 0,63 (0,34-1,15)
CYP2D6 NM/UM u ABCG2 wt 0,77 (0,61-0,99) 1,02 (0,82-1,26) 0,83 (0,67-1,04) 0,74 (0,56-0,96)
ABCB1 CC/GG/CC vs. ,,ostali* 1,12 (0,86-1,45) 0,454 0,99 (0,79-1,25) 0,950 1,09 (0,86-1,38) 0,482 1,15 (0,86-1,53) 0,332
Vrijeme uzorka: Cmax Vs. Cirough 1,37 (1,17-1,61) <0,001 1,52 (1,37-1,68) <0,001 1,71 (1,55-1,89) <0,001 1,03 (0,87-1,21) 0,723
Dob 1,00 (0,99-1,01) 0,907 1,00 (0,99-1,01) 0,970 1,00 (0,99-1,01) 0,860 1,00 (0,99-1,01) 0,638
Primjena CYP inhibitora 1,08 (0,82-1,42) 0,584 0,88 (0,69-1,12) 0,284 0,87 (0,68-1,11) 0,263 1,20 (0,89-1,61) 0,231
Model sluc¢ajnog efekta za interakciju CYP2D6|ABCG2
CYP2D6|ABCG?2 interakcija 0,082 0,032 0,039 0,633
ABCG2 varijanta u CYP2D6 NM/UM 0,69 (0,49-0,98) 0,66 (0,48-0,91) 0,63 (0,45-0,87) 0,88 (0,60-1,28)
ABCG2 varijanta u CYP2D6 ,,ostali 1,18 (0,72-1,92) - 1,17 (0,77-1,80) - 1,12 (0,72-1,73) - 1,03 (0,61-1,74)
CYP2D6 NM/UM u ABCG?2 varijanti 0,45 (0,26-0,79) 0,56 (0,35-0,92) 0,47 (0,28-0,78) 0,63 (0,35-1,14)
CYP2D6 NM/UM u ABCG2 wt 0,77 (0,60-0,99) - 1,01 (0,82-1,25) - 0,83 (0,67-1,04) - 0,74 (0,56-0,97)
ABCB1 CC/GG/CC vs. ,,ostali* 1,10 (0,85-1,42) 0,477 0,99 (0,79-1,25) 0,949 1,09 (0,86-1,38) 0,481 1,13 (0,85-1,50) 0,383
Vrijeme uzorka: Cmax VS. Ctrough 1,37 (1,17-1,61) <0,001 1,52 (1,37-1,68) <0,001 1,71 (1,55-1,89) <0,001 1,03 (0,88-1,21) 0,721
Dob 1,00 (0,99-1,01) 0,820 1,00 (0,99-1,01) 0,957 1,00 (0,99-1,01) 0,860 1,00 (0,99-1,01) 0,634
Primjena CYP inhibitora 1,09 (0,83-1,43) 0,553 0,87 (0,69-1,11) 0,270 0,87 (0,68-1,11) 0,265 1,19 (0,89-1,60) 0,238

Kratice: wt - alel divljeg tipa; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori; Cmax— vr$ne konc.; Ctrough — konc. na kraju intervala doziranja.
* Broj subjekata / uzoraka krvi u podskupini fenotip CYP2D6 po genotipu ABCG2 su: a) CYP2D6 EM ili UM i nositelji varijantnog alela ABCG2 12/24; b) CYP2D6 EM ili UM i nositelji alela
divljeg tipa ABCG2 46/92; ¢) CYP2D6 ,,0stali“ i varijantnog alela ABCG2 6/12; d) CYP2D6 ,,ostali* i nositelji alela divljeg tipa ABCG2 37/74.
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Tablica 20. Interakcije izmedu fenotipa CYP2D6 (NM/UM u usporedbi s ,,0stali*) i ukupnog genotipa ABCB1 (wt aleli (CC/GG/CC) na tri

lokusa u usporedbi s ,,0stali”’) u njihovim u¢incima na koncentracije ujedna¢enim prema dozi za risperidon, 9-OH-risperidon, ukupni aktivni lijek

(risperidon + 9-OH-risperidon) i na omjer risperidon/9-OH-risperidon. Logaritamski transformirani podatci su analizirani u generalnom

linearnom mjeSovitom modelu u kojem je CYP2D6JABCBL1 interakcija tretirana kao slucajni efekt (engl. random intercept - random slope).

Ucinci su izrazeni kao omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR).

Risperidon

9-OH-risperidon

Risperidon +9-OH-risperidon

Risperidon/9-OH-risperidon

GMR (95%Cl)

P

GMR (95%Cl)

P

GMR (95%Cl)

P

GMR (95%Cl)

P

Model fiksnog efekta
CYP2D6|ABCBLlinterakcija

ABCB1 wt u CYP2D6 NM/UM
ABCB1 wt u CYP2D6 ,,ostali*
CYP2D6 NM/UM u ABCB1 wt
CYP2D6 NM/UM u ABCBL1 , ostali
ABCG2 varijanta vs. wt

Vrijeme uzorka: Cmax VS. Ctrough

Dob

Primjena CYP inhibitora

0,89 (0,64-1,24)
1,49 (0,99-2,26)
0,47 (0,30-0,75)
0,80 (0,62-1,03)
0,86 (0,65-1,16)
1,37 (1,17-1,61)
1,00 (0,99-1,01)
1,05 (0,80-1,37)

0,93 (0,69-1,25)
1,02 (0,71-1,47)
0,86 (0,57-1,31)
0,94 (0,75-1,18)
0,81 (0,63-1,05)
1,52 (1,37-1,68)
1,00 (0,99-1,01)
0,86 (0,67-1,09)

1,00 (0,74-1,36)
1,16 (0,79-1,69)
0,68 (0,44-1,04)
0,79 (0,62-0,99)
0,78 (0,59-1,02)
1,71 (1,55-1,89)
1,00 (0,99-1,01)
0,85 (0,66-1,09)

1,00 (0,70-1,43)
1,40 (0,90-2,19)
0,55 (0,34-0,92)
0,78 (0,59-1,02)
0,95 (0,69-1,30)
1,03 (0,88-1,21)
1,00 (0,99-1,01)
1,18 (0,88-1,59)

Model sluc¢ajnog efekta za interakciju CYP2D6|ABCB1

CYP2D6|ABCBLlinterakcija

ABCB1 wt u CYP2D6 NM/UM
ABCB1 wt u CYP2D6 ,,ostali
CYP2D6 NM/UM u ABCB1 wt
CYP2D6 NM/UM u ABCBL1 , ostali
ABCG2 varijanta vs. wt

Vrijeme uzorka: Cmax VS. Ctrough

Dob

Primjena CYP inhibitora

0,89 (0,65-1,23)
1,49 (0,99-2,27)
0,48 (0,30-0,76)
0,80 (0,62-1,04)
0,85 (0,63-1,13)
1,37 (1,17-1,61)
1,00 (0,99-1,01)
1,05 (0,80-1,39)

0,263
<0,001
0,893
0,696

0,92 (0,68-1,25)
1,02 (0,69-1,49)
0,85 (0,55-1,32)
0,94 (0,75-1,17)
0,84 (0,64-1,10)
1,52 (1,37-1,68)
1,00 (0,99-1,01)
0,84 (0,66-1,07)

0,207
<0,001
0,761
0,158

0,99 (0,72-1,35)
1,15 (0,78-1,70)
0,67 (0,43-1,05)
0,78 (0,62-0,99)
0,80 (0,61-1,05)
1,71 (1,55-1,89)
1,00 (0,99-1,01)
0,83 (0,65-1,07)

0,114
<0,001
0,922
0,156

1,00 (0,71-1,42)
1,40 (0,89-2,19)
0,56 (0,34-0,91)
0,78 (0,59-1,03)
0,94 (0,69-1,29)
1,03 (0,88-1,21)
1,00 (0,99-1,01)
1,18 (0,88-1,58)

Kratice: wt - alel divljeg tipa; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori; Cmax — vr$ne konc.; Ctrough — konc. na kraju intervala doziranja.
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5.3.  Utjecaj polimorfizama CYP2D6, ABCB1 i ABCG2 na djelotvornost i sigurnost

risperidona s produljenim oslobadanjem

5.3.1. Povezanost fenotipa CYP2D6 i genotipova ABCBI1 i ABCG?2 s klinickim ishodima
(PANSS)

Ukupne vrijednosti PANSS i vrijednosti PANSS podljestvica smanjivale su se u svih pacijenata,
ali se opseg smanjenja uvelike razlikovao u promatranom razdoblju (slika 12.).

Postotak smanjenja vrijednosti PANSS nakon 12. 1 24. tjedana lijeCenja bio je slian u
podskupinama pacijenata ovisno o genotipovima/fenotipovima od primarnog znacaja, dok se
ucestalost relevantnog odgovora donekle razlikovala (tablica 21.):

a) bila je nesto manja u CYP2D6 NM/UM (12. tjedan 17%, 24. tjedan 27,6%) u usporedbi s drugim
fenotipovima (12. tjedan 23,3%, 24. tjedan 30,2%) (NM/UM bio je povezan s manjom izloZeno$c¢u
ukupnom aktivnom lijeku);

b) bila je veca u nositelja varijantnog alela ABCG2 421C>A (12. tjedan 44%, 24. tjedan 38,9%) u
usporedbi s nositeljima alela divljeg tipa (12. tjedan 14,5%, 24. tjedan 26,5%) (varijantni alel
povezan je s manjom izloZeno§¢u aktivnom lijeku);

C) proporcije su se smanjivale u tri podskupine temeljene na ukupnom genotipu ABCB1, prema
zastupljenosti varijantnog ili alela divljeg tipa: ,,varijantni — niska aktivnost™ (12. tjedan 25%,
24.tjedan 46,4%), ,,mjeSoviti - smanjena aktivnost® (12. tjedan 20%, 24. tjedan 25,7%) i ,,wt aleli
- normalna aktivnost™ (12. tjedan 15,8%, 24. tjedan 18,4%).

U multivarijatnoj analizi fenotipovi CYP2D6 NM/UM pokazali su tendenciju prema manjim
izgledima relevantne promjene vrijednosti PANSS, konzistentno u podskupinama genotipova
ABCG2 i ABCB1, medutim procjene su bile neprecizne (tablica 22.). Varijantni alel ABCG2 snazno
je povezan s ve¢im izgledima (OR 4,61; 95% CI 1,16-18,3; P=0,030), konzistentno u svim
podskupinama fenotipa CYP2D6. Ukupni genotip ABCB1, predominantno alela divljeg tipa,
povezan je s manjim izgledima relevantne promjene vrijednosti PANSS (OR 0,24, 95% CI 0,06-
0,91; P=0,036), konzistentno u svim podskupinama fenotipa CYP2D6 (tablica 6.). lzgledi za
relevantan odgovor bili su manji u muskaraca (OR 0,18; 95% CI 0,05-0,64; P=0,011), i nesto veéi
24. tjedan u usporedbi s 12. tjednom (OR 2,03; 95% CI 0,91-4,50; P=0,082) (tablica 22.).
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Tablica 21. Osobine ispitanika i klini¢ki ishodi: prema fenotipu CYP2D6 (NM/UM ili ,,ostali*), genotipu ABCG2 421C>A (nositelji
wt alela ili nositelji varijantnog alela) i ukupnom genotipu ABCB1* (klasificiran na temelju prevladavanja varijantnog ili wt alela na tri
lokusa te pretpostavljene aktivnosti transportera). Podatci su prikazani kao medijani (raspon) ili brojevi (postotci).

Fenotip CYP2D6

Genotip ABCG2 421C>A

Genotip ABCB1 — predominantni alel (aktivnost)

. . . Varijantni Mjesoviti Wit
NM/UM Ostali Wt alel Varijantni alel . .
(niska) (srednja) (normalna)

N 58 43 83 18 28 35 38
Dob (godine) 38 (20-69) 40 (20-67) 38 (20-69) 41 (21-69)
Muskarci 31 (53,5) 26 (60,5) 48 (57,8) 9 (50,0)
CYP2D6 EM ili UM fenotip 46 (55,4) 12 (66,7) 15 (53,6) 17 (48,6) 26 (68,4)
ABCG2 421C>A varijanta 12 (20,7) 6 (13,9) --- --- 4 (14,3) 5(14,3) 9(23,7)
ABCBL varijantni/mjeSoviti/wt 15/17/26 (44,8) 13/18/12 (27,9) 24/30/29 (34,9) 4/5/9 (50,0)
Dodatni antipsihotik 33 (56,9) 28 (65,1) 50 (60,2) 11 (61,1) 16 (57,1) 24 (68,6) 21 (55,3)
Dodatni benzodiazepin 37 (63,8) 30 (69,8) 55 (66,3) 12 (66,7) 17 (60,7) 27 (77,1) 23 (60,5)
Dodatni stabilizator raspoloZenja 14 (24,1) 9 (20,9) 17 (20,5) 6 (33,3) 8 (28,6) 8(22,9) 7(18,4)
Dodatni antidepresiv 5 (8,6) 1(2,3) 4(4,8) 2(11,1) 3(10,7) 2 (5,7) 1(2,6)
Doza (mg) (25/37.5/50) 2124132 1/24/18 3741139 0/7/11 0/12/16 1/20/14 2/16/20

Crmax RIS+9-OH-RIS (nmol/L)"
Ctrough RIS+9-OH-RIS (nmol/L)"
Medijan (Cmax, Ctrough):

RIS + 9-OH-RIS (nmol/L)"
Pocetna vrijednost PANSS
Ucinak 12 tjedan terapije

Postotak promjene vs. pocetni

Smanjenje >30%

Ucinak 24 tjedan terapije
Postotak promjene vs. pocetni
Smanjenje >45%

Primjena antimuskarinika

SAS vrijednost nakon 3 mjeseca

SAS vrijednost >3

1,56 (0,30-7,29)
1,07 (0,0-4,13)
1,32 (0,28-4,30)

129 (91-177)

-24)5 (-12, -46)
10 (17,2)

-42 (21, -61)
16 (27.6)

23 (39,7)

0 (0-15)

17 (29,3)

2,36 (0,78-11,8)
1,06 (0,50-7,03)
1,61 (0,64-9,41)

128 (106-157)

-25 (-18,5, -47)
10 (23,3)

-41 (-28, -62)
13 (30,2)

15 (34,9)

0 (0-11)

12 (27,9)

1,87 (0,72-11,8)
1,06 (0,0-7,03)
1,48 (0,44-9,41)

129 (108-177)

-24,8 (-17, -42)
12 (14,5)

-41 (27, -60)
22 (26,5)

33 (39,8)

0 (0-12)

24 (28,9)

1,24 (0,30-5,86)
1,07 (0,16-2,23)
1,08 (0,28-3,86)

126 (91-150)

253 (-12, -47)
8 (44,4)

-42,6 (-21, -62)
7(38,9)
5 (27,8)
0 (0-15)
5 (27,8)

1,75 (0,30-5,86)
1,05 (0,26-4,13)
1,45 (0,28-4,30)

125 (106-153)

-25,2 (-19, -46)
7 (25,0)

-43,5 (-27, -61)
13 (46,4)

11 (39,3)

0 (0-13)
9(32,1)

1,85 (0,72-11,8)
1,05 (0,0-7,03)
1,50 (0,44-9,41)

127 (112-177)

-25,0 (-15, -47)
7(20,0)

-41,0 (-22, -62)
9(25,7)

10 (28,6)

0 (0-10)
9(25,7)

1,78 (0,62-4,69)
1,12 (0,16-3,79)
1,39 (0,64-4,24)

131 (91-157)

-24,3 (-12, -38)
6 (15,8)

-40,0 (-21, -57)
7 (18,4)

17 (44,7)

0 (0-15)

11 (29,0)

Kratice: wt - alel divljeg tipa; PANSS — ocjenska ljestvica pozitivnih i negativnih psihoti¢nih simptoma; SAS — ocjenska ljestvica ,,Simpson-Angus Rating Scale“; NM — normalni metabolizatori;
UM - vrlobrzi metabolizatori; Crax— vrine konc.; Cyougn — kOnc. na kraju intervala doziranja.
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Tablica 22. Uc¢inci fenotipa CYP2D6 (NM/UM u usporedbi s ,,ostali*), genotipa ABCG2 421C>A
(nositelji varijantnog alela u usporedbi s nositeljima wt alela) i ukupnog genotipa ABCB1*
(klasificiran na temelju prevladavanja varijantnog ili alela divljeg tipa na tri lokusa te
pretpostavljene aktivnosti transportera) — na vjerojatnost relevantnog smanjenja vrijednosti PANSS
(=230% 12. tjedan, >45% 24. tjedan lijecenja). Tri generalna linearna mjesovita modela podesena
su za proporcije pacijenata s relevantnim smanjenjem PANSS: model glavnih efekata i dva modela
koji su testirali interakcije. Za interakciju CYP2D6]ABCB1, ABCBL1 je smatran dvostupanjskom
varijablom (wt aleli (normalna aktivnost) u usporedbi s ,,svi ostali). U¢inci podeSavanja bili su
sli¢ni u modelima glavnih ucinaka i interakcija, stoga su za interakcije prikazani samo ucinci od

primarnog znacaja. U¢inci su izrazeni kao omjeri izgleda (OR).

OR (95%Cl) P
CYP2D6 NM/UM vs. ,ostali 0,57 (0,19-1,70) 0,308
ABCG2 varijantni alel vs. wt 4,61 (1,16-18,3) 0,030
ABCB1 kontrasti
Wt (normalna aktivnost) vs. varijantni alel (niska aktivnost) 0,24 (0,06-0,91) 0,036
Wt (normalna aktivnost) vs. ,,svi ostali 0,35(0,11-1,11) 0,075
Daljnja podesavanja
Pocetni PANSS 0,99 (0,95-1,04) 0,709
Stabilizatori raspoloZenja 0,49 (0,13-1,93) 0,307
Dob (godine) 0,95 (0,90-1,01) 0,109
Muskarci 0,18 (0,05-0,67) 0,011
24 vs. 12 tjedana 2,03 (0,91-4,50) 0,082
CYP2D6|ABCG?2 interakcija 0,924
CYP2D6 NM/UM u ABCG2 wt alela 0,55 (0,16-1,88)
CYP2D6 NM/UM u ABCG2 varijantnog alela 0,64 (0,04-9,42)
ABCG?2 varijantni alel u CYP2D6 ,,ostali‘ 4,25 (0,43-42,3) ---
ABCG2 varijantni alel u CYP2D6 4,91 (0,80-30,0)
ABCB1 wt alel (normalna aktivnost) vs. ,,svi ostali 0,35 (0,11-1,15) 0,084
CYP2D6|ABCBL1 interakcija 0,857
CYP2D6 NM/UM u ABCBL1 ,,svi ostali 0,64 (0,17-2,33)
CYP2D6 NM/UM u ABCBL1 wt alela (normalna aktivnost) 0,52 (0,07-3,55)
ABCB1 wt (normalna aktivnost) u CYP2D6 ,,ostali* 0,41 (0,07-2,40) ---
ABCBL1 wt (normalna aktivnost) u CYP2D6 NM/UM 0,33 (0,07-1,50)
ABCG2 varijantni alel vs. wt 4,61 (1,13-18,7) 0,033

Kratice: wt - alel divljeg tipa; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori;

* Varijanti (niska aktivnost): TT/TT/TT + do dva alela divljeg tipa (jedan ili dva heterozigotna ili jedan wt
homozigotni lokus ); Wt (normalna aktivnost): CC/GG/CC + do dva varijantna alela (jedan heterozigotni lokus ili
jedan varijantni homozigotni lokus); MjeSoviti (srednja aktivnost): svi ostali genotipovi.
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Procijenjene podeSene vjerojatnosti relevantne promjene vrijednosti PANSS tijekom lijecenja od

12. do 24. tjedna lijecenja prikazane su naslici 17.

100 5
90 3 _
80 -
70 - _
60 -
50 - °
40 _ % @
30 - e
20 - 1 ¢

10 - L

vjerojatnost klini¢ki relevantnog smanjenja vrijednosti PANSS (%)
]
1

B9 T T T T T T T T T T T T T |
CYP2D6 NM/UM ostali e -—-- - - e NM/UM NM/UM ostali ostali NM/UM NM/UM ostali ostali
ABCG2 - ----  varijantni Wt ——-- ——-- ----  varijantni Wt varijantni Wt
ABCB1 — —- — ---- varijantni mjesoviti Wt — —- c—— e ostali Wt ostali Wt

Slika 17. Procijenjene podesene vjerojatnosti klinicki relevantnog smanjenja vrijednosti PANSS
(12. - 24. tjedan) prema fenotipovima i genotipovima od primarnog znacaja (izvedenih iz modela
u tablici 22.) — fenotip CYP2D6 (NM/UM u usporedbi s ,,ostali*), genotip ABCG2 421C>A
(nositelji varijantnog alela u usporedbi s nositeljima wt alela) i ukupni genotip ABCB1 (klasificiran
na temelju prevladavanja varijantnog ili alela divljeg tipa na tri lokusa: varijanti aleli (niska
aktivnost) - TT/TT/TT + do dva alela divljeg tipa (jedan ili dva heterozigotna ili jedan wt
homozigotni lokus ); Wt aleli (normalna aktivnost) - CC/GG/CC + do dva varijantna alela (jedan
heterozigotni lokus ili jedan varijantni homozigotni lokus); mjeSoviti aleli — svi ostali genotipovi
(smanjena funkcija)). Za analizu interakcije CYP2D6|ABCB1, ABCBL je dihotomiziran (wt aleli
(normalna aktivnost) ili ,,ostali*). Rombovi prikazuju bodovne procjene (postotci), vertikalne crte
su 95% granice pouzdanosti (95% CI).

PANSS — ocjenska ljestvica pozitivnih i negativnih psihoti¢nih simptoma.
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5.3.2. Dodatna analiza klinickih ishoda (PANSS) - interakcija genotip/fenotip Arijeme

Svi ucinci genotipa/fenotipa bili su konzistentni u 12. i 24. tjednu bez naznaka interakcije s
vremenom (tablica 23).

Tri generalna linearna mjeSovita modela podeSena su prema omjerima pacijenata s relativnim
smanjenjem vrijednosti PANSS u usporedbi s pocetnim vrijednostima PANSS, koje su
procijenjene 12. i 24. tjedan lije¢enja (>30% smanjenje vrijednosti PANSS 12. tjedan, >45%
smanjenje vrijednosti PANSS 24. tjedan lijeCenja), kako bi se testirala interakcija izmedu
genotipova/fenotipova od primarnog znacaja i vremena: fenotip CYP2D6 (NM/UM ili ,,ostali®);
genotip ABCG2 (nositelji wt alela vs. nositelji varijantnog alela); ukupni genotip ABCB1
(klasificiran na temelju prevladavanja varijantnog ili wt alela na tri lokusa te pretpostavljene
aktivnosti transportera: (i) varijantni (niska aktivnost): TT/TT/TT + do dva wt alela (jedan ili dva
heterozigotna ili jedan wt homozigotni lokus); (ii) wt (normalna aktivnost): CC/GG/CC + do dva
varijantna alela (1 heterozigotni lokus ili 1 varijantni lokus); (iii) mjesoviti (srednja aktivnost): svi
ostali ukupni genotipovi).

Podesavanja su ista kao u tablici 22., s tim $to je pocetna vrijednost PANSS izostavljena jer je
prikaz nevazan. P-vrijednosti za sve interakcije bile su >0.15, a svi efekti genotipova/fenotipova
bili su konzistentni u obje vremenske tocke, $to ukazuje da nema kvalitativnih ili relevantnih

kvantitativnih interakcija (tablica 23.).

Tablica 23. Testiranje interakcije izmedu genotipova/fenotipova i vremena u njihovom u¢inku na
vjerojatnost relevantne promjene vrijednosti PANSS u 12. i 24. tjednu.

Model OR (95%Cl) P
CYP2D6 fenotip

CYP2D6|vrijeme 0,676
NM/UM vs. ,,0stali* 12. tjedan 0,47 (0,11-1,95)

NM/UM vs. ,,ostali“ 24. tjedan 0,66 (0,18-2,40)

ABCG2 421C>A

ABCG2|vrijeme 0,174
Varijantni alel vs. wt alel 12. tjedan 9,77 (1,73-55,2)

Varijantni alel vs. wt alel 24. tjedan 2,42 (0,45-13,0)

ABCBL1 ukupni genotip

ABCB1|vrijeme 0,479
Wt alel (normalna aktivnost) vs. varijantni alel (niska aktivnost) 12. tjedan 0,44 (0,08-2,44)

Wt alel (normalna aktivnost) vs. ,,svi ostali* at 12. tjedan 0,51 (0,12-2,21)

Wt alel (normalna aktivnost) vs. varijantni alel (niska aktivnost) 24. tjedan 0,14 (0,03-0,69)

Wt alel (normalna aktivnost) vs. ,,svi ostali* 24. tjedan 0,26 (0,06-1,02)
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Sve podskupine s ve¢im udjelom pacijenata s relevantnim smanjenjem vrijednosti PANSS takoder
su imale nesto veci udio pacijenata lijeenih stabilizatorima raspolozenja (tablica 21.). Sveukupno
su 23 pacijenta lijeCena stabilizatorima raspolozenja, 18 s natrijevim valproatom (inhibitorom
CYP3A4), 2 s karbamazepinom (induktor CPY3A4 i ABCBL1) i 3 s lamotriginom: relevantno
smanjenje vrijednosti PANSS postignuto je u 4/23 (17,4%) u 12. tjednu lijeenja i 5/23 (21,7%) u

24. tjednu, u odnosu na 20,5% i 30,8% kod pacijenata koji nisu primali stabilizatore raspoloZenja.

5.3.3. Utjecaj polimorfizama CYP2D6, ABCB1 i ABCG2 na vrijednosti SAS

Multivarijatna analiza ishoda koji ukazuju na ekstrapiramidne nuspojave ukljucivala je: rezultate
SAS ocjenske ljestvice i1 vjerojatnost propisivanja antimuskarinskih lijekova (za lije¢enje
ekstrapiramidnog sindroma). Nije bilo nezavisne povezanosti izmedu fenotipa CYP2D6, genotipa
ABCG2 ili ABCB1 sa SAS rezultatima ili primjenom antimuskarinskih lijekova tijekom
promatranog razdoblja.

Udio pacijenata kojima je bilo potrebno uvodenje antimuskarinika u terapiju i udio pacijenata s
vrijednostima SAS>3 varirao je u podskupinama pacijenata (tablica 21.), ali nisu zabiljeZeni

neovisni uc¢inci genotipa/fenotipa od interesa kao ni ukupnog aktivnog lijeka (nisu prikazani).
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5.4. Odnos fenotipa CYP2D6 i genotipa ABCG2 i ABCB1 prema izloZenosti risperidonu i

klini¢kim ishodima

5.4.1. Odnos fenotipa CYP2D6 i genotipa ABCG2 i ABCBI prema izloZenosti risperidonu i

vjerojatnosti relevantne promjene PANSS: analiza moderirane medijacije

Za ispitivanje odnosa/povezanosti izmedu fenotipa CYP2D6, genotipa ABCG2 i ABCB1 i klinickih
ishoda (vjerojatnosti relevantne promjene PANSS) uzimaju¢i u obzir izlozenost ukupnom
aktivnom lijeku (koncentracije ujednacene prema dozi za risperidon+9-OH-risperidon) u 6. tjednu
(vr$ne konc., Cmax) 1 8. tjednu (ostatne konc., tj. na kraju intervala doziranja, Cirough), Na koju
takoder utjecu genotipovi/fenotipovi od primarnog interesa, osmisljena su dva modela analize
moderirane medijacije u kojima razina ukupnog aktivnog lijeka medijatora, a klinicki relevantno

smanjenje vrijednosti PANSS u 12. tjednu lije¢enja (>30%) ishod (slika 18.).

Modeli se temelje na bioloskoj vjerodostojnosti 1 u€incima CYP2D6 i transportera na izloZenost
ukupnom aktivnom lijeku (interakcija CYP2D6]ABCG2 odrazava izlozenost aktivnom lijeku; a
aktivni lijek ima posljedi¢ne ucinke; u¢inci ABCG2 na klinicki ishod ne mogu djelovati posredno
samo kroz utjecaj na bioraspolozivost; ABCBI1 mozda nije bitan za sistemsku izloZenost, ali moze
utjecati na raspoloZivost u srediSnjem zivéanom sustavu).

OsmiSljena su dva tipa modela:

@iii) (1) Tip 1 - fenotip CYP26 i genotip ABCG2 se alternativno smatraju prediktorom ili
moderatorom (a) ucinka prediktora na medijator (razina ukupnog aktivnog lijeka), i (b) izravnog
ucinka (tj. u¢inka koji nije povezan s njegovim u¢inkom na medijator) na klini¢ki ishod (smanjenje
vrijednosti PANSS >30%); medijator utjece na ishod; prediktor moZe i ne mora imati izravni ili/i
neizravni (preko medijatora) ucinak na ishod. Svi izravni 1 neizravni ucinci podeSeni su po dobi,
spolu i ukupnom genotipu ABCB1,;

(iv)  Tip 2 (isto kao Tip 1) -genotip ABCB1 genotipa smatra se moderatorom uc¢inka medijatora
na ishod (dob 1 spol ostaju kovarijate). Pocetne vrijednosti PANSS nisu ukljucene u prikaz jer ne
utjecu na ishod (tablica 22.). Koristenje stabilizatora raspolozenja takoder je izostavljeno jer je
smanjenje vrijednosti PANSS >30% 12. tjednu bilo slicno medu pacijentima koji su koristili

stabilizatore raspoloZenja (n=23) i onima koji nisu (n=78) (17,4% u odnosu na 20,5%).
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Tocne procjene ucinaka (geometrijski omjeri srednjih vrijednosti, GMR; omijeri izgleda, OR)
prikazane su za izravne i neizravne ucinke prikazane su s 95%-tnim intervalom pouzdanosti
(izostavljeno zbog jasnoce prikaza) potpuno ispod ili iznad jedinstva (engl. entirely below or above
unity;) u suprotnom navedeno je ,,bez u¢inka‘“ (engl. no effect) ili je dan kratki opis rezultata (slika
18).

Sto se tice CYP2DG6, ispitanici su klasificirani kao normalni ili vrlobrzi metabolizatori (NM/UM)
(n=58) u usporedbi s ostalim fenotipovima (n=43); u vezi s genotipa ABCG2 421C>A kao nositelji
varijantnog alela (n=18) u usporedbi s nositeljima wt alela (n=83); a Sto se ti¢e genotipa ABCB1,
klasifikacija se temelji na ukupnom genotipu za tri ispitivana lokusa uzimajué¢i u obzir
predominantni alela (varijantni ili wt alel) na tri lokusa i pretpostavljenu aktivnost transportera kao
,,wt aleli —-normalna/visoka aktivnost transportera”(n=38) [CC/GG/CC (n=25) + ukupni genotipa s
do dva varijantna alela (jedan heterozigotni lokus ili jedan varijantni homozigotni lokus) (n=13)],
ili kao ,,svi ostali ukupni genotipovi® (n=63) (tablica 14.).

U tablici 24. i navedeni su svi izravni, neizravni i kovarijatni ucinci iz analize po modelu tip 1., a
u tablici 25. navedeni su svi izravni, neizravni i kovarijatni u¢inci iz analize po modelu tip 2. Svi
ucinci (geometrijski omjeri srednjih vrijednosti, GMR; omjeri izgleda, OR) prikazani su s

95%-tnim intervalom pouzdanosti.

5.4.2.0dnos fenotipa CYP2D6 i genotipa ABCG2 i ABCB1 prema izlozenosti risperidonu i

vjerojatnosti relevantne promjene PANSS: analiza osjetljivosti

U analizi osjetljivosti, isti modeli analize moderirane medijacije su ocijenjeni koriStenjem
postotkom smanjenja PANSS 12. tjedan lije¢enja (kontinuirana varijabla s pozitivnim predznakom
znakom: veca vrijednost = vece smanjenje) kao ishodom i daljnjim podeSavanjem za pocetne
vrijednosti PANSS.

U tablici 26. prikazani su rezultati analize osjetljivosti. U¢inci na medijator (aktivni lijek) su isti
kao u tablici 24. (model Tip 1) i tablici 25. (model Tip 2). U¢inci su izrazeni kao koeficijenti (j3).
Uoceni su gotovo identicni odnosi kao 1 u analizi moderirane medijacije za oba modela.

Razlika u utjecaju na vrSne 1 ostatne koncentracije aktivnog lijeka bila je izraZenija u nositelja

ukupnog genotipa ,,wt-normalna aktivnost* (tablica 26.).
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Kumulativni rezultati analize moderirane medijacije i analize osjetljivosti (slika 18., tablica 24.,

tablica 25. i tablica 26., prikazuju sve izravne, neizravne i kovarijatne uc¢inke) ukazuju sljedece:

a)

b)

f)

9)

fenotipovi CYP2D6 NM/UM su povezani s nizim razinama ukupnog aktivnog lijeka, i to jace
u prisutnosti varijantnog alela ABCG2 (50% u usporedbi s 21% u wt genotipom; GMR=0,50;
95% CI 0,35-0,72; v.s. GMR=0,79; 95% CI 0,67-0,93) (tablica 24., tablica 25.);

varijantni alel ABCG2 je povezan s nizim razinama ukupnog aktivnog lijeka u pacijenata s
fenotipovima CYP2D6 NM/UM (za 33%; GMR=0,67; 95% CI 0,54-0,85), dok nema ucinka
u pacijenata s ostalim fenotipovima CYP2D6 (tablica 24., tablica 25.);

genotip ABCBL ne utjece na izlozenost ukupnom aktivnom lijeku (tablica 24., konzistentno s
rezultatima u tablici 15. 1 19.);

fenotipovi CYP2D6 NM/UM pokazali su izravnu tendenciju prema manjim izgledima
relevantne promjene vrijednosti PANSS (neovisno o alelu ABCG2), ali su procjene neprecizne
(8iroki CI) (tablica 24., tablica 25.);

varijantni alel ABCG2 je izravno snazno povezan s ve¢im izgledima relevantne promjene
vrijednosti PANSS (neovisno o fenotipu CYP2D6), izravno (OR=10,6; 95% CI 1,26-88,8), i
neizravno (OR=5,52; 95% CI 0,77-39,5) (tablica 24., tablica 25.);

nize razine ukupnog aktivnog lijeka snazno su povezane s ve¢im izgledima relevantne
promjene vrijednosti PANSS (OR=3,94; 95% CI 1,09-14,3) (tablica 24.), ali samo u skupini
nositelja ukupnog genotipa ABCBL1 ,,ostali-smanjena aktivnost* (OR=7,48; 95% CI1 1,51-37,2),
dok u skupini nositelja ukupnog genotipa ABCB1 , wt-normalna aktivnost® nije bilo ucinka
(OR=0,78; 95% CI 0,08-7,46) (tablica 25.);

ukupni genotip ABCB1 ,wt -normalna aktivnost™ u usporedbi s ,,ostali ukupni genotipovi®,
ima tendenciju prema manjim izgledima relevantne promjene vrijednosti PANSS, ali su
procjene neprecizne (Siroki CI) (OR=0,62; 95% CI 0,17-2,16) (tablica 24.), a taj ucinak bi
mogao biti izraZeniji pri nizim razinama ukupnog aktivnog lijeka (OR=0,38; 95% ClI
0,08-1,69) (tablica 25.); To je pokazano u analizi osjetljivosti, gdje je ukupni genotip ABCB1
»Wt-normalna aktivnost* u usporedbi s ,,ostali ukupni genotipovi* povezan manjim izgledima
relevantne promjene vrijednosti PANSS kad je razina ukupnog aktivnog lijeka bila 0.5 nmol/L
(B= -6,60; 95% CI -11,9 , -1,26), ali nije imao ucinak pri razini ukupnog aktivnog lijeka 2.0
nmol/L (B=-0,40; 95% CI -2,88 , 2,08) (tablica 26.);
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h) fenotipovi CYP2D6 NM/UM pokazali su, preko ucinka na razinu ukupnog aktivnog lijeka,

)

neizravnu povezanost s ve¢im izgledima relevantne promjene vrijednosti PANSS, nesto vecu
u prisutnosti varijantnog alela ABCG2 (OR=2,67; 95% CI 1,07-9,14), u usporedbi s wt alelom
(OR=1,31; 95% CI 1,01-2,19) (tablica 24.), ali samo u skupini nositelja ukupnog genotipa
ABCBL1 ,,ostali-smanjena aktivnost“ (OR=3,74; 95% CI 1,29-18,7), dok u skupini nositelja
ukupnog genotipa ABCB1 ,,wt-normalna aktivnost* nije bilo u¢inka (OR=1,18; 95% CI 0,23-
6,25) (tablica 25.); Prakti¢no identi¢ni odnosi opazeni su u analizi osjetljivosti gdje su
fenotipovi CYP2D6 NM/UM pokazali neizravni u¢inak na postotak smanjenja vrijednosti
PANSS u prisutnosti varijantnog alela ABCG2, ali samo u skupini nositelja ukupnog genotipa
ABCBL1 ,,ostali-smanjena aktivnost* ($=2,28; 95% CI1 0,70, 5,29), (tablica 226.).

varijantni alel ABCG2 pokazao je neizravnu povezanost s veéim izgledima relevantne
promjene vrijednosti PANSS u skupini pacijenata s fenotipovima CYP2D6 NM/UM
(OR=1,76; 95% CI 1,04-3,69) (tablica 24.), ali samo u podskupini nositelja ukupnog genotipa
ABCBL1 ,,ostali-smanjena aktivnost® (OR=2,21; 95% CI 1,13-5,61) (tablica 25.), u skupini
nositelja ukupnog genotipa ABCB1 ,wt-normalna aktivnost“ nema povezanosti (OR=1,10;
95% C1 0,42-2,94) (tablica 25.), kao niti u skupini pacijenata s ostalim fenotipovima CYP2D6
(tablica 24., tablica 25.);

Prakti¢no identi¢ni odnosi opaZeni su u analizi osjetljivosti gdje je varijantni alel ABCG2
pokazao neizravni u€inka na postotak smanjenja vrijednosti PANSS u skupini pacijenata s
fenotipovima CYP2D6 NM/UM, ali samo u podskupini nositelja ukupnog genotipa ABCB1
,ostali-smanjena aktivnost* (f=1,29; 95% CI 0,32, 3,32), (tablica 26.).

92



CYP2D6 NM/UM (vs. "ostali") ili
ABCG2 varijantni alel (vs. wi)

» smanjenje PANSS

Izravni / neizravni uc¢inak na ishod

A Hipoteza moderirane medijacije Uginci: —» Izravni: --» Neizravni / Kovarijate: Moderacija: — =

Moderator Tip 1 Tip 2 Moderator

genotip ABCG2 ili genotip ABCB1
fenotip CYP2D6 wt-normalni (vs. "ostali")

A\ Medijator CYP2D6 NM/UM ili ABCG2 via Medijator Z
A\ |} razina aktivnog lijeka 74

- razina aktivnog ljeka ~  TTTTTTT T T T 1 neizravni — razina aktivnog lijgka T T T T T T T T T T T T

. . 6.18. tiedan |} | uginak 6.18. tiedan |} HEEeIL

Ucm'ak na razinu izravni i izravni | uCinak

aktivnog lijeka uéinak : u&inak !

dob, spol, genotip ABCB1 v dob, spol v

smanjenje PANSS

>30% u 12. tjiednufl

Izravni / neizravni u¢inak na ishod

v

>30% u 12. tiednu

6.i8. tiedan

GMR=0,67 ako je CYP2D6 NM/UM ucinak na ishod
— - ®  smanjenjem za 2,718 puta
bez ucinka ako je CYP2D6 "ostali"

OR=1,76 ako je CYP2D6 NM/UM
OR=2,21 ako je + ABCB1 "ostali", bez u€inka ako je "wt-normalni"
OR blizu 1,0 , odnosno bez ucinka ako je CYP2D6 "ostali"

sveukupno OR=3,94, ali ovisno o genotipu ABCB1
OR blizu 1,0 t.j. bez u€inka ako je ABCB1 "wt-normalni”
OR=7,48 ako je ABCB1 "ostali genotipovi"

S S

OR=3,6 do 5,5 ako je CYP2D6 NM/UM / OR=10,6 do 13,6 ako je CYP2D6 "ostali"

>

Prediktor Ishod Ishod
B Sazetak kumulativnih u¢inaka Neizravni uc¢inci CYP2D6 NM/UM
OR=1,31 ako je ABCG2 wt
OR=1,69 ako je + ABCB1 "ostali ", bez ucinka ako je "wt-normalni"
Medijator OR=2,67 ako je ABCG2 varijanta
GMR=0,79 akoje ABCG2 wt OR=3,74 ako je + ABCB1 "ostali ", bez u€inka ako je "wt-normalni" Moderator
GMR=0,50 ako je ABCG2 varijanta i razina aktivnog lijeka _N_;Z_r;;r;;;;,;,_ ;a;i;a;;r:o_g;_a];; ;_B_CE;Z __________________ genotip ABCB1
wi-normalni

Procjena je neprecizna,
ali s trendom prema
manjim izgledima.
Uginak bi mogao biti
izrazeniji kod nizih
razina aktivnog lijeka.

vjerojatnost relevantne promjene PANSS

u 12. tjednu (smanjenje za =30%)

CYP2D6 varijantni alel
NM/UM ABCG2
Prediktor

procjena je neprecizna (Siroki Cl) za wt i varijantni ABCG2, s trendom prema manjim izgledima

Ishod

Slika 18. Analiza moderirane medijacije. Pacijenti su podijeljeni prema fenotipu CYP2D6 (NM/UM ili ,,ostali*), genotipu ABCG2 421C>A
(nositelji varijantnog alela ili nositelji wt alela) i ukupnom genotipu ABCB1 (Kklasificiran na temelju prevladavanja varijantnog ili wt alela na tri
lokusa: ,,wt - normalna aktivnost* (CC/GG/CC + do dva varijantna alela (jedan heterozigotni lokus ili jedan varijantni homozigotni lokus) ili

,»;ostali genotipovi — smanjena aktivnost®).
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Tablica 24. Sazetak analize moderirane medijacije — Model Tip 1 (CYP2D6 ili ABCG2 kao prediktor ili kao moderator u¢inka prediktora

na medijator (razina ukupnog aktivnog lijeka) i izravan u¢inak na klini¢ki ishod (>30% smanjenje PANSS-a u 12. tjednu). Utjecaj

prediktora na ishod je izravan ili/i neizravan (preko ucinka na razinu ukupnog aktivnog lijeka). Svi su u€inci prilagodeni prema dobi,

spolu i ukupnom genotipu ABCB1 (vidjeti gornju metodu).

CYP2D6 prediktor, ABCG2 moderator

Ucinak

ABCG2 prediktor, CYP2D6 moderator

Ucinak

Ucinak prediktora (CYP2D6) na medijator (AM)
CYP2D6 NM/UM (vs. ,,0stali“) ako je ABCG2 wt alel

CYP2D6 NM/UM (vs. ,,ostali*) ako je ABCG2 varijantni alel

ABCBL1 “wt-normalna aktivnost” (vs. ,,ostali-smanjena“)
Dob

Muskarci

Utjecaj prediktora i medijatora na ishod

CYP2D6 NM/UM (vs. ,,ostali*) ako je ABCG2 wt alel

CYP2D6 NM/UM (vs. ,,ostali*) ako je ABCG2 varijantni alel

AM | za 2,718 puta

ABCB1 ,,wt-normalna aktivnost” (vs. ,,ostali-smanjena“)
Dob

Muskarci

Neizravni uéinak CYP2D6 NM/UM na ishod

Ako je ABCG2 wt alel

Ako je ABCG2 varijantni alel

GMR (95%Cl)
0,79 (0,67-0,93)
0,49 (0,34-0,70)
1,06 (0,91-1,24)
1,00 (0,99-1,01)
0,88 (0,75-1,03)
OR (95% Cl)
0,38 (0,09-1,62)
0,13 (0,01-1,80)
3,94 (1,09-14,3)
0,62 (0,17-2,16)
0,96 (0,90-1,02)
0,16 (0,04-0,68)
OR (95% Cl)
1,31 (1,01-2,19)
2,67 (1,07-9,14)

Ucinak prediktora (ABCG2) na medijator (AM)

ABCG?2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 ,,ostali*
ABCG?2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 NM/UM
ABCB1 “wt-normalna aktivnost” (vs. ,,ostali-smanjena“)
Dob

Muskarci

Utjecaj prediktora i medijatora na ishod

ABCG2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 ,,ostali*
ABCG?2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 NM/UM
AM | za 2,718 puta

ABCBL1 , wt-normalna aktivnost” (vs. ,,ostali-smanjena“)
Dob

Muskarci

Neizravni ué¢inak ABCG2 varijantnog alela na ishod
Ako je CYP2D6 ,,ostali

Ako je CYP2D6 NM/UM

GMR (95%Cl)
1,07 (0,78-1,47)
0,66 (0,52-0,84)
1,06 (0,91-1,24)
1,00 (0,99-1,01)
0,88 (0,75-1,03)
OR (95% CI)
10,6 (1,26-88,8)
3,62 (0,61-21,4)
3,94 (1,09-14,3)
0,62 (0,17-2,16)
0,96 (0,90-1,02)
0,16 (0,04-0,68)
OR (95% Cl)
0,91 (0,53-1,49)
1,76 (1,04-3,69)

Kratice: AM — ukupni aktivni lijek (od engl. active moiety) ; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori; wt - alel divljeg tipa.
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Tablica 25. Sazetak analize moderirane medijacije — Modeli Tipa 2: kao Tip 1 (tablica 24.), ali ABCB1 kao moderator utjecaja medijatora

(razina ukupnog aktivnog lijeka) na ishod (vidi gornju metodu).

CYP2D6 prediktor, ABCG2 moderator

Ucinak

ABCG?2 prediktor, CYP2D6 moderator

Ucinak

Ucinak prediktora (CYP2D6) na medijator (AM)

CYP2D6 NM/UM (vs. ,,ostali*) ako je ABCG2 wt alel
CYP2D6 NM/UM (vs. ,,0stali*) ako je ABCG2 varijantni alel
Dob

Muskarci

Utjecaj prediktora i medijatora na ishod

CYP2D6 NM/UM (vs. ,,ostali*) ako je ABCG2 wt alel
CYP2D6 NM/UM (vs. ,,0stali*) ako je ABCG2 varijantni alel
AM | za 2,718 puta ako je ABCBL1 ,,wt-normalna aktivnost”
AM | za 2,718 puta ako je ABCB1 ,,ostali

ABCBL1 ,wt-normalna aktivnost” ako je AM=0,5 nmol/L
ABCBL1 ,wt-normalna aktivnost” ako je AM=2,0 nmol/L
Dob

Muskarci

Neizravni ué¢inak CYP2D6 NM/UM na ishod

Ako je ABCG2 wt & ABCBL1 , wt-normalna aktivnost”

Ako je ABCG2 wt & ABCBL ,,ostali-smanjena aktivnost
Ako je ABCG2 varijanta & ABCBL1 ,,wt-normalna aktivnost”
Ako je ABCG2 varijanta & ABCBL ,,ostali-smanjena aktivnost

GMR (95%Cl)
0,79 (0,67-0,93)
0,50 (0,35-0,72)
1,00 (0,99-1,01)
0,87 (0,74-1,02)
OR (95% Cl)
0,34 (0,08-1,55)
0,14 (0,01-2,09)
0,78 (0,08-7,46)
7,48 (1,51-37,2)
0,38 (0,08-1,69)
1,38 (0,30-6,33)
0,95 (0,89-1,01)
0,14 (0,03-0,63)
OR (95% Cl)
0,94 (0,51-1,66)
1,69 (1,06-2,91)
1,18 (0,23-6,25)
3,74 (1,29-18,7)

Ucinak prediktora (ABCG2) na medijator (AM)

ABCG2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 ,,0stali

ABCG2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 NM/UM

Dob

Muskarci

Utjecaj prediktora i medijatora na ishod

ABCG2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 ,,0stali

ABCG2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 NM/UM

AM | za 2,718 puta ako je ABCBL1 ,,wt-normalna aktivnost”
AM | za 2,718 puta ako je ABCB1 ,ostali‘

ABCBL1 ,wt-normalna aktivnost” ako je AM=0,5 nmol/L
ABCBL1 ,wt-normalna aktivnost” ako je AM=2,0 nmol/L

Dob

Muskarci

Neizravni u¢inak ABCG2 varijantnog alela na ishod

Ako je CYP2D6 ,,ostali*“ & ABCB1 ,,wt-normalna aktivnost”
Ako je CYP2D6 ,,ostali“ & ABCBL ,,ostali-smanjena aktivnost
Ako je CYP2D6 NM/UM & ABCBL1 ,wt-normalna aktivnost”
Ako je CYP2D6 NM/UM & ABCBL1 , ostali-smanjena aktivnost

GMR (95%Cl)
1,06 (0,78-1,45)
0,67 (0,54-0,85)
1,00 (0,99-1,01)
0,87 (0,74-1,02)
OR (95% Cl)
13,6 (1,56-118)
5,52 (0,77-39,5)
0,78 (0,08-7,46)
7,48 (1,51-37,2)
0,38 (0,08-1,69)
1,38 (0,30-6,33)
0,95 (0,89-1,01)
0,14 (0,03-0,63)
OR (95% Cl)
1,01 (0,67-1,59)
0,88 (0,41-1,81)
1,10 (0,42-2,94)
2,21 (1,13-5,61)

Kratice: AM — ukupni aktivni lijek (od engl. active moiety) ; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori; wt - alel divljeg tipa.

95



Tablica 26. Analiza osjetljivosti (ishod: postotak smanjenja PANSS-a s pozitivnim predznakom - veca vrijednost = ve¢e smanjenje).

Ucinci na medijator (aktivni lijek) su isti kao u tablici 24. (model Tip 1) i tablici 25. (Tip 2). U¢inci su izraZeni kao koeficijenti (jB).

Model Tip 1
CYP2D6 prediktor, ABCG2 moderator Ucinak ABCG?2 prediktor, CYP2D6 moderator Ucinak
Utjecaj prediktora i medijatora na ishod B (95% ClI) Utjecaj prediktora i medijatora na ishod B (95% ClI)

CYP2D6 NM/UM (vs. ,,0stali*) ako je ABCG2 wt alel

CYP2D6 NM/UM (vs. ,,0stali*) ako je ABCG2 varijantni alel
AM | za 2,718 puta

ABCB1 ,wt-normalna aktivnost” (Vs. ,,ostali-smanjena aktivnost)
Pocetna vrijednost PANSS

-1,32 (-3,85, 1,21)
-5,34 (-11,2, 0,48)
2,17 (0,07, 4,27)
-1,59 (-3,83, 0,65)
-0,11 (-0,19, -0,02)

ABCG2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 ,,0stali

ABCG?2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 NM/UM

AM | za 2,718 puta

ABCB1 ,wt-normalna aktivnost” (Vs. ,,ostali-smanjena aktivnost®)
Pocetna vrijednost PANSS

4,22 (-0,45, 8,89)
0,19 (-3,38, 3,76)
2,17 (0,07, 4,27)
-1,59 (-3,83, 0,65)
-0,11 (-0,19, -0,02)

Dob -0,07 (-0,18, 0,03) Dob -0,07 (-0,18, 0,03)
Muskarci -3,93 (-6,47, -1,40) Muskarci -3,93 (-6,47, -1,40)
Neizravni uéinak CYP2D6 NM/UM na ishod Neizravni ué¢inak ABCG2 varijantnog alela na ishod OR (95% CI)
Ako je ABCG2 wt alel 0,51 (0,00, 1,69) Ako je CYP2D6 ,,ostali‘ -0,17 (-1,87, 0,57)
Ako je ABCG2 varijantni alel 1,57 (0,20, 4,23) Ako je CYP2D6 NM/UM 0,89 (0,09, 2,54)
Model Tip 2
CYP2D6 prediktor, ABCG2 moderator Ucinak ABCG2 prediktor, CYP2D6 moderator U¢inak
Utjecaj prediktora i medijatora na ishod B (95% CI) Utjecaj prediktora i medijatora na ishod B (95% ClI)

CYP2D6 NM/UM (vs. ,,ostali*) ako je ABCG2 wt alel
CYP2D6 NM/UM (vs. ,,0stali*) ako je ABCG2 varijantni alel
AM | za 2,718 puta ako je ABCB1 ,,wt-normalna aktivnost”
AM Y za 2,718 puta ako je ABCBL1 ,,0stali*

ABCBL1 ,wt-normalna aktivnost” ako je AM=0,5 nmol/L
ABCBL1 ,wt-normalna aktivnost” ako je AM=2,0 nmol/L

Pocetna vrijednost PANSS

Dob

Muskarci

Neizravni ué¢inak CYP2D6 NM/UM na ishod

Ako je ABCG2 wt & ABCB1 , wt-normalna aktivnost”

Ako je ABCG2 wt & ABCBL ,,ostali-smanjena aktivnost*

Ako je ABCG2 varijanta & ABCBL1 ,,wt-normalna aktivnost”
Ako je ABCG2 varijanta & ABCBL ,,ostali-smanjena aktivnost*

-1,11 (-3,62, 1,39)
-4,80 (-10,6, 0,98)
-1,19 (-5,05, 2,67)
3,29 (0,96, 5,61)
-6,60 (-11,9, -1,26)
-0,40 (-2,88, 2,08)
-0,11 (-0,19, -0,02)
-0,08 (-0,19, 0,02)
-3,89 (-6,38, -1,41)
B (95% CI)
-0,28 (-2,45, 0,46)
0,76 (0,08-1,97)
-0,83 (-6,08, 1,62)
2,28 (0,70, 5,29)

ABCG2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 ,,0stali
ABCG2 varijantni alel (vs. wt) ako je CYP2D6 NM/UM
AM | za 2,718 puta ako je ABCBL1 ,wt-normalna aktivnost”
AM { za 2,718 puta ako je ABCBL ,,ostali*

ABCBL1 ,,wt-normalna aktivnost” ako je AM=0,5 nmol/L
ABCBL1 ,,wt-normalna aktivnost” ako je AM=2,0 nmol/L

Pocetna vrijednost PANSS

Dob

Muskarci

Neizravni u¢inak ABCG2 varijantnog alela na ishod

Ako je CYP2D6 ,,0stali & ABCB1 ,,wt-normalna aktivnost”
Ako je CYP2D6 ,,ostali & ABCBL1 ,,ostali-smanjena aktivnost™
Ako je CYP2D6 NM/UM & ABCBL1 ,,wt-normalna aktivnost”
Ako je CYP2D6 NM/UM & ABCBL1 , ostali-smanjena aktivnost*

4,60 (0,02, 9,19)
0,92 (-2,65, 4,49)
-1,19 (-5,05, 2,67)
3,29 (0,96, 5,61)
-6,60 (-11,9, -1,26)
-0,40 (-2,88, 2,08)
-0,11 (-0,19, -0,02)
-0,08 (-0,19, 0,02)
-3,89 (-6,38, -1,41)
B (95% CI)

0,08 (0,44, 3,00)
-0,23 (-2,55, 1,03)
-0,47 (-3,71, 0,97)
1,29 (0,32, 3,32)

Kratice: AM — ukupni aktivni lijek (od engl. active moiety) ; NM — normalni metabolizatori; UM — vrlobrzi metabolizatori; wt - alel divljeg tip
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6. RASPRAVA
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U opisanom radu ispitali smo vaznost multigenske varijabilnosti prijenosnika lijekova ABCBI
i ABCG2 i metabolickih enzima CYP2D6, CYP3A4/5 na bioraspolozivost risperidona s
produljenim oslobadanjem (LAI-RIS) te procijenili utjecaj farmakogeneticke i
farmakokinetiCke varijabilnosti na ucinkovitost i sigurnost primjene lijeka u pacijenata sa

shizofrenijom.

6.1. Utjecaj polimorfizama enzima CYP i transportera ABC na ravnoteZne
koncentracije risperidona i 9-hidroksirisperidona

Prvi i glavni metabolicki korak u metabolizmu risperidona je 9-hidroksilacija, katalizirana
enzimom CYP2D6, dok je manje znacajna N-dealkilacija putem CYP3A4/5. U prijenosu
risperidona preko membrana u gastrointestinalnom sustavu, krvno-mozgovnoj brani te
bubrezima znac¢ajnu ulogu imaju transporteri ABCB1 1 ABCG2.

Glavni farmakokineti¢ki nalaz ovog istrazivanja je znacajna interakcija izmedu alelne
varijante ABCG2 421C>A i fenotipa CYP2D6, normalnih i vrlobrzih metabolizatora (NM/UM)
u ucincima na izlozenost ravnoteznim koncentracijama (ujednacenima prema dozi) risperidona,
9-OH-risperidona i risperidona + 9-OH-risperidon (ukupnog aktivnog lijeka) u bolesnika sa
shizofrenijom lije¢enih pripravcima LAI-RIS. U¢inak varijantnog alela ABCG2 u skupini svih
ispitanika je umjeren/blag, uo¢ene su za oko 20% nize koncentracije ukupnog aktivnog lijeka
(R1S+9-OH-RIS) u odnosu na koncentracije u homozigotnih nositelja alela divljeg tipa ABCG2.
Medutim u skupini bolesnika s fenotipom CYP2D6 NM/UM ucinak varijantnog alela ABCG2
rezultirao je s 31% do 37% niZim koncentracijama sva tri analita, dok nije pokazan ucinak u
bolesnika s drugim fenotipovima CYP2D6. Vrlo sli¢an metaboli¢ki omjer RIS/9-OH-RIS u
nositelja varijantnih alela i homozigota divljeg tipa na obje razine fenotipa CYP2D6 ukazuje
da je utjecaj na aktivne komponente podjednak. Jo§ jedna strana ove interakcije mogla bi biti
znacajna: u homozigotnih nositelja alela divljeg tipa ABCG2, ucinak fenotipa CYP2D6
NM/UM je blag (za 20% nize razine risperidona i RIS+9-OH-RIS) ali je kombinacija s
varijantnim alelom ABCG2 rezultirala s 55% nizim koncentracijama risperidona, 44% nizim
koncentracijama 9-OH-risperidona i 53% nizim razinama ukupnog aktivnog lijeka (R1S+9-OH-
RIS), sto znaci da je ,,reducirajuc¢i u¢inak" NM/UM fenotipa na izloZenost lijeku za 42%, 45%
1 43% vedi, uz odrzani odnos metaboli¢kog omjera. Glede mehanizma, interakcija se Cini
uvjerljivom (aditivni ucinci razli¢itth mehanizama), iako mjesto ucinka varijantnog alela

ABCG?2 ostaje nepoznato (gastrointestinalni sustav se zaobilazi intramuskularnom primjenom).
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Ogranicavaju¢i ¢imbenik u ovom zaklju¢ku je relativno malen broj nositelja kombinacije
CYP2D6 NM/UM + ABCG2 varijantnog alela. Ipak bilo je 12 uzoraka ispitanika s dosljednim
udincima u pogledu vrine i najniZe izloZenosti. Stovise, procjene su dobivene kontrolom
genotipa ABCBL, primjene inhibitora CYP, dobi (statistickim prilagodavanjem), bubrezne i
jetrene funkcije (prema iskljuénim kriterijima), ukupnog fenotipa CYP3A (udio intermedijarnih
metabolizatora bio je 85% - 88% u cetiri podskupine pacijenta) i primjene induktora ili
inhibitora transportera ABCG2, ABCB1 i CYP (svega nekoliko pacijenata).

Ispitivani uzorak bio je premalen za detaljno istraZzivanje potencijalnih ucinaka sloZenih
polimorfizama ABCB1. Medutim, kori$teni pristup (tri lokusa koja se razmatraju pojedinacno
ili u razli¢itim kombinacijama) podrzava stajaliSte da genotip ABCB1 nema snazan u¢inak na
sistemsku izloZenost aktivnim komponentama risperidona u bolesnika lijjeCenih LAI-RIS
(potencijalna uloga apsorpcije na razini gastrointestinalnog sustava je premostena
parenteralnom primjenom).

Nase podatke o interakciji polimorfizama gena CYP2D6, ABCB1 i ABCG2 i njihovom uc¢inku
na PK i/ili PD risperidona, nismo mogli usporediti s podatcima u literaturi jer prema dostupnim
izvorima do sada nije opisan ovakav pristup u studijama koje su se bavile farmakogenetikom
risperidona, poglavito formulacijom lijeka s produljenim oslobadanjem. Mogu se naéi podaci
o pojedina¢nim genima ili nekim drugim kombinacijama gena.

Prethodne studije koje su se bavile farmakogenetikom risperidona takoder ukazuju na znacaj
polimorfizma CYP2D6. Dokazana je bitno smanjena 9-hidroksilacija risperidona u
homozigotnih nositelja varijantnih nefunkcionalnih alela CYP2D6 (spori metabolizatori - PM).
Takoder je pokazano da koncentracije risperidona i metaboli¢ki omjer RIS/9-OH-RIS u
ravnoteznom stanju ovise o genotipu CYP2D6 (195,202,203). Ti su podaci dobiveni za
pacijente na oralnim pripravcima risperidona.

U istraZivanju velikog broja odraslih bolesnika s nekim oblikom psihoze u norveskoj populaciji,
bilo je moguce povezati/objasniti samo oko polovice varijabilnosti u metabolizmu risperidona
s razli¢itim genotipovima CYP2D6. lako se podskupine ispitanika, definirane na temelju
genotipova CYP2D6, znacajno razlikuju u farmakokinetskim parametrima risperidona,
pokazalo se da sam genotip CYP2D6 nije dostatan da predvidi sve aspekte ove varijabilnosti
(202). Nasa studija ukazuje da bi vazan dodatan ¢imbenik mogao biti upravo varijabilnost
prijenosa lijekova putem transportera ABCG2.

S obzirom na farmakogeneticka ispitivanja pripravaka LAI-RIS, objavljene su samo dvije
studije. Istrazivanja Handseta i suradnika su pokazala da je u koncentracija ukupnog aktivnog
lijeka RIS+9-OH-RIS bila 80% veca (P <0,03), dok je omjer RIS/9-OH-RIS bio 6,3 puta veci
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(P<0,01) u podskupini homozigotnih nositelja varijantnih nefunkcionalnih alela CYP2DG6, {j.
CYP2D6 *3, *4, *5 ili *6, koji odreduju spori metabolic¢ki fenotip (PM). U istoj studiji autori
navode da su vrijednosti RIS+9-OH-RIS za nositelje nefunkcionalnih alela CYP2D6 koji
uzimaju oralnu formulaciju, bile 32% (P<0,03), a RIS/9-OH-RIS 12,5 puta vece (P<0,01).
Rezultati i zaklju¢ci autora ukazuju na znacajnu ulogu genotipa CYP2D6 u moduliranju
farmakokinetskih parametara oralnih i LAI-RIS formulacija risperidona (206).

Nasi podaci su u suglasju s drugim publiciranim rezultatima za LAI-RIS (207), koji takoder
izvjeStavaju o nizim razinama risperidona u nositelja fenotipa vrlobrzih metabolizatora (UM).
Osim utjecaja polimorfizma CYP2D6 autori isti¢u i ulogu varijantnih oblika gena nuklearnog
receptora NR1/2 kao moguc¢ih modulatora plazmatskih koncentracija risperidona ali i

pojavnosti nezeljenih Stetnih ucinaka lijeka.

6.2 Utjecaj polimorfizama enzima CYP i transportera ABC na klini¢ke ishode
(PANSS)

Zakljucci glede klinickih ishoda su takoder limitirani brojem ukljucenih ispitanika i posljedicno
snagom farmakokinetickih (PK) analiza. Prvi dojam je da djeluju kontroverzno i stoga ih treba
promatrati zajednickim razmatranjem glavne analize (tablica 22.) i eksplorativne analize koja
je takoder uzela u obzir farmakokineti¢ke podatke. Na slozenost upucuje sljedece: a) u svim
analizama fenotip CYP2D6 NM/UM (manja izloZzenost ukupnom aktivnom lijeku) je
konzistentno bio usmjeren prema slabijem terapijskom ucinku, ali su sve procjene bile
neprecizne sa Sirokim CI; b) s druge strane, prisustvo varijantnog alela ABCGZ2, koji je takoder
povezan s manjom sistemskom izloZenosti ukupnom aktivnom lijeku, bio je dosljedno snazno
povezan s boljim klinickim ishodom; ¢) genotipovi ABCB1 povezani s normalnom funkcijom
transportera nisu imali u¢inka na izloZenost ukupnom aktivnom lijeku, ali su bili povezani s
manjim terapijskim u¢inkom; d) konfuzija nastaje kad se uzmu u obzir koncentracije ukupnog
aktivnog lijeka, jer su niZe razine u razdoblju od 6. do 8. tjedna povezane s boljim klini¢kim
ishodima u 12. tjednu, a uc¢inak je uvjetovan genotipom (i obrnuto); €) naznacena je neizravna
veza izmedu fenotipa CYP2D6 NM/UM i boljih klinickih ishoda posredovanih u¢incima na
razinu ukupnog aktivnog lijeka.

Jaka povezanost izmedu nizih razina ukupnog aktivnog lijeka (6-8 tjedan) i boljeg klini¢kog
ishoda nakon 12. tjedna djeluje kontraintuitivno. To bi se moglo promatrati i kao artefakt, jer

koncentracije i klinicki u¢inak nisu istovremeno odredeni. Ipak, ¢ini se malo vjerojatnim da ¢e
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do 12. tjedna promatrane farmakokineticke vrijednosti biti bitno razliite: uzimane su u stanju
ravnoteze, bolesnici su bili na fiksnim dozama tijekom promatranog razdoblja i koncentracije
su prilagodene prema dozi. Vaznije je, medutim, da se uocene povezanosti ne smiju promatrati
s obzirom na uzro¢no-posljedi¢nu vezu: nize sistemske razine ukupnog aktivnog lijeka mogu
biti posljedica boljeg odgovora koji je evaluiran u 12. tjednu, ali njegov je pocetak mogao biti
nekoliko tjedana ranije - primjerice zbog vece dostupnosti lijeka u srediSnjem ziv€anom
sustavu. Neizravno, takvo stajaliSte potkrijepljeno je sljede¢im: a) razina ukupnog aktivnog
lijeka utjece na klini¢ki ishod u skupini ispitanika s ukupnim genotipom ABCBL1 koji je povezan
sa smanjenom aktivnosti transportera, a nema ucinka U ispitanika s genotipom ,,normalne
aktivnosti“. ABCB1/MDR1/P-gp je glavni izbacivacki (engl. efflux) protein za koji se zna da
ograni¢ava bioraspolozivost lijekova-supstrata u CNS (46), stoga u ovom sluc¢aju smanjena
aktivnost na krvno-mozdanoj barijeri, tj. smanjeno izbacivanje u sistemsku cirkulaciju rezultira
vecom dostupnosti risperidona u CNS; b) genotip ABCB1 ,,normalne aktivnosti‘ nema ucinka
na sistemski aktivni dio risperidona, ali je povezan sa slabijim klinickim odgovorom: stoga se
¢ini vjerojatnim da se ucinak manifestira na razini dostupnosti u CNS; c) nadalje, genotip
ABCBL1 ,,normalne aktivnosti“ (nasuprot genotipu smanjene aktivnosti) povezan je sa slabijim
klinickim odgovorom u rasponu nizih ukupnih koncentracija (npr. 0,5 nmol/L), ali ne i u
rasponu visih koncentracija (npr. 2 nmol/L) (tablica 26.), sto ukazuje da je u slucaju visih
koncentracija lijeka nadvladana aktivnost izbacivanja putem ABCB1 na krvno-mozdanoj
barijeri.

Zbirno, podaci sugeriraju da veza izmedu sistemske izloZenosti ukupnom aktivnom lijeku 1
klinickih uc¢inaka nije jednostavna kao S$to se najCeS¢e ocekuje. U tom kontekstu, prikazani
rezultati ne podrzavaju opce prihvaceno stajaliste u kojem fenotip CYP2D6 NM/UM rezultira
nizom izlozeno%éu i posljedi¢no manjim ué¢inkom. Cini se da nema drugog mehanizma
klinickih ucinaka u ispitanika s fenotipom NM/UM osim utjecaja na bioraspolozivost
risperidona, ali u ovom istrazivanju veza izmedu NM/UM i ukupne aktivne komponente lijeka
zapravo je rezultirala boljim klini¢kim odgovorom (neizravni uinak fenotipa NM/UM u
bolesnika s genotipom ABCBL1 ,,smanjene aktivnosti*). Prikazani rezultati upozoravaju da veza
izmedu fenotipova CYP2D6 NM/UM i klinickih ishoda moze ovisiti o brojnim ¢imbenicima,
ukljucujuéi aktivnost transportera ABCB1 i ABCG2 koja nije iskljuivo povezana sa
sistemskom bioraspolozivoséu. Cini se da ucinak ABCG2 421C>A na klini¢ke ishode nije
posljedica utjecaja na bioraspolozivost - varijanta alela bila je povezana s niZim razinama
ukupnog aktivnog lijeka, ali s boljim klinickim odgovorom neovisno o koncentracijama. To je

u skladu s ¢injenicom da ovaj varijantni alel (ABCG2 421A) smanjuje ekspresiju proteina
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ABCG?2 za koji se zna da ogranicava biodostupnost lijekova supstrata, u koje spada i risperidon,
u CNS (243). Stoga niza ekspresija ABCG2 rezultira veCom biodostupnoscu ukupnog aktivnog
lijeka u CNS 1 posljedi¢no ve¢im ucinkom.

S farmakokineti¢kog stajaliSta, aditivni ucinak alelne varijante ABCG2 421C>A i fenotipa
CYP2D6 NM/UM na izlozenost ukupnom aktivnom risperidonu ¢ini se relevantnim za klini¢ku
praksu: prili¢no blagi u¢inak fenotipa CYP2D6 NM/UM u homozigotnih nositelja alela divljeg
tipa ABCG2, pretvara se u oko 50% nizu sistemsku bioraspolozivost u nositelja varijantnih alela
niske aktivnosti ABCG2, identificiraju¢i dvije podskupine medu CYP2D6 NM/UM
pacijentima u kojih bi prema literaturi predlozenom prilagodavanju doze (202) rezultiralo
razliCitim razinama bioraspolozivosti. Medutim, uvodenje klinickih rezultata u ovu
,Jjednadzbu“ zakompliciralo je cjelokupnu sliku. Ipak, ako se gleda odnos izmedu fenotipa
CYP2D6 i klini¢kih rezultata/u¢inaka ne uzimajuci u obzir interpolirane PK podatke, tada
NM/UM fenotip ima za 50% manje izglede za klini¢ki relevantno smanjenje vrijednosti
PANSS. Cinjenica da su sve procjene bile neprecizne (3iroki CI) onemoguéuje bilo kakve
zakljucke. Nepreciznost je dijelom posljedica ograni¢enog uzorka. Ipak u glavnoj analizi
(tablica 22.) procjene su se temeljile na 116 opazanja za NM/UM ispitanike i 86 opazanja za
ispitanike s drugim fenotipovima, Sto sugerira da je nepreciznost takoder posljedica
varijabilnosti NM/UM ucinka. U modelu u kojem je ucinak fenotipa CYP2D6 tretiran kao
nasumicni efekt, intervali pouzdanosti procjene bili su jos i Siri.

Za razliku od rezultata PK, klini¢ki u¢inak fenotipa NM/UM bio je konzistentan za genotipove
ABCG2 i ABCBL. To je takoder vidljivo iz vrlo sli¢nih vrijednosti procijenjenih vjerojatnosti
klini¢ki relevantnog smanjenja PANSS u podskupinama fenotipa prema genotipu (Slika 17.).
Za farmakokinetiku risperidona ¢ini se da je varijantni alel ABCG2 zanimljiv kao pokretac¢
u¢inka CYP2D6 NM/UM, dok se genotip ABCBL1 ¢ini nevaznim. Varijantni oblik ABCG2 je
dosljedno povezan s boljim klini¢ki relevantnim u¢inkom (oko 4,5 puta veci izgledi) (suprotno
ocekivanju i neovisno o farmakokinetickom ucinku), dok je ABCB1 dosljedno povezan s nizim
klini¢ki relevantnim u¢inkom (oko 60-65% manji izgledi).

lako omjer izgleda mozda nije vrlo intuitivan za tumacenje, prilagodene procijenjene
vjerojatnosti klinicki relevantnog ucinka (12. tjedan - 24. tjedan) (Slika 17.) ukazuju na
vjerojatnost od 43,8% za nositelje varijantnog alela ABCG2 u odnosu na 14,4% za homozigote
divljeg tipa (apsolutna razlika od 29,4%; 95% CI=1,0-59,9) i vjerojatnost od 15,3% u ispitanika
s ukupnim genotipom ,,normalne aktivnosti‘ u odnosu na 43,1% za sve bolesnike s genotipom
ABCB1, koji se vjerojatno odnose na alele smanjene aktivnosti (apsolutna razlika od 27,8%;

95% Cl= -55-2,2). Cini se da su to za klini¢ku praksu znacajne razlike, ali njihov mehanizam
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ostaje nejasan. Prikazana zapaZanja ukazuju na moguci utjecaj ovih polimorfizama na
dostupnost risperidona u srediSnjem ziv€anom sustavu, ali ovo je za sada samo hipoteza.
Takoder, u ovom trenutku je jo§ uvijek nedoreCeno koliko su saznanja o genotipu
ABCG2/ABCBL1 relevantna za optimizaciju lijeGenja risperidonom. Stoga je nuzno provesti
replikacijske studije te testiranja i u drugim etnickim skupinama i rasama zbog velike

varijabilnosti u ucestalosti varijantnih oblika ovih gena.

6.3 Usporedba rezultata s podatcima u literaturi

6.3.1 ABCG2

Najznacajniji rezultat prikazanog istrazivanja ukazuje na bitnu wuloga prijenosnika
ABCG2/BCRP u moduliranju ukupnog ucinka fenotipa CYP2D6. ABCG2 je eksprimiran u
razli¢itim tkivima i organima ukljucujuci tanko crijevo, jetra, kKrvno-mozdanu barijeru i bubrege
(244), ogranicavajuci organsku i sistemsku izloZzenost vaznim supstratima. Primarna uloga
ABCG?2 kao izbacivacke pumpe na apikalnoj membrani enterocita, aktivnog prijenosa supstrata
iz hepatocita u zu¢ te prijenosa u stanicama bubreznog proksimalnog tubula doprinosi
egzogenim tvarima- ksenobioticima (146). ABCG2 dobiva sve viSe pozornosti kao klju¢ni
prijenosnik koji ograni¢ava propusnost velikog broja terapijskih sredstava kroz krvno-mozdanu
barijeru. Utvrdeno je da je ekspresija ABCG2 mRNA veca u mozgu u usporedbi s onom u jetri
(245). Ekspresija ABCG2 na luminalnoj strani endotelnih stanica krvno-mozdane barijere i
krvno-kraljezni¢ne barijere nesumnjivo ogranic¢ava ulazak Sirokog spektra terapeutika u CNS,
Sto potencijalno doprinosi terapijskom neuspjehu lijekova koji djeluju na CNS (246).

NasSe istraZivanje upravo istice 1 potvrduje vaznost uloge ABCG2 prijenosnika u primjeni
risperidona zbog snaznog moduliraju¢eg u¢inka na krvno-mozdanoj barijeri. Rezultati ukazuju
da sistemska izloZenost lijeku odnosno razine koncentracija u krvi ne moraju direktno korelirati
srazinom lijeka u CNS-u i u konacnici s u¢inkovitosti lijeka. Nositelji varijantnog alela ABCG2
zbog vece propusnosti na krvno-mozdanoj barijeri imali su nize razine sistemske izloZenosti
risperidonu, ali vece izglede za bolji odgovor na terapiju. Taj je u€inak dodatno naglaSen u
kombinaciji s fenotipom CYP2D6 NM/UM.

Vrlo je malo objavljenih rezultata koji opisuju farmakogenetiku risperidona s obzirom na

polimorfizme ABCG2. U studiji provedenoj u pedijatrijskoj populaciji bolesnika na oralnoj
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primjeni risperidona testirane su varijante gena CYP3A, CYP2D6, ABCB1 i ABCG2. Rezultati
izvjeStavaju o povezanost varijante ABCG2 c.421 C>A s nizim C/D risperidona i ve¢om
vjerojatno$¢u razvoja poremecaja metabolizma i prehrane (48).

Vaznost funkcije proteina BCRP/ABCG2 kao moguceg modulatora djelotvornosti i sigurnosti
primjene lijekova njegovih supstrata prepoznala su i regulatorna tijela poput FDA te EMA-e
koja su izdala i smjernice za nove lijekove koji moraju biti ispitani kao potencijalni supstrati ili
inhibitori BCRP/ABCG2 (152,153).

Polimorfizam ABCG2 c.421 C>A (rs2231142) rezultira smanjenom aktivno$¢u transportera
(112). Prema podacima dobivenima iz studija in vitro, polimorfizam ABCG2 c.421 C>A
zadrzava ekspresiju mRNA, ali je ekspresija proteina i posljedi¢no njihova funkcija smanjena
za 50-70% zbog pojacane degradacije u proteasomu (247,248). U nositelja ovog polimorfizma
uocena je povecana izlozenost lijekovima supstratima (112) sto moze dovesti i do razvoja
nezeljenih $tetnih ucinaka. Tako su dokumentirane nuspojave fluvastatina (249), atorvastatina
(250), gefitiniba (251) i afatiniba (252).

Nase ranije objavljeno istrazivanje sugerira da varijantni alel ABCG2 ¢.421C>A znacajno
modulira interakciju lamotrigina i valproata pojacavaju¢i ucinke valproata na izloZenost
lamotriginu (168). U podskupini bolesnika nositelja varijantnog alela smanjene aktivnosti
ABCG?2, koji su u konkomitantnoj terapiji uzimali i valproat, zabiljezene su za 60—70% vece
ostatne koncentracije lamotrigina (razine lijeka prije slijedece doze) u odnosu na koncentracije
u homozigotnih nositelja alela divljeg tipa. Opisano istrazivanje takoder potvrduje klini¢ki

znacaj transportera ABCG2.

6.3.2 ABCB1

Nismo ustanovili neovisne u¢inke polimorfizama ABCBI1 na dispoziciju LAI-RIS, §to je u
skladu s objavljenim podacima, koji takoder ne pokazuju povezanost varijanti ABCBI s
izloZenosti i nuspojavama risperidona (207). PK i PD ispitivanja risperidona u korelaciji s
farmakogenetickom predispozicijom u skupini od 150 psihijatrijskih bolesnika nisu pronasli
korelacije s varijantama NR1/2, POR, PPARo, ABCBI, CYP2D6 i CYP34 (200).

U prikazanom istrazivanju genotip ABCB1 ,,normalne/visoke aktivnosti“ nije pokazao uc¢inak
na sistemsku izloZenost zbirnim koncentracijama aktivnog lijeka, ali je povezan sa slabijim
klini¢kim odgovorom, §to opet ukazuje na ulogu i ovog transportera na razini krvno-mozdane

barijere i ogranicavanju dostupnosti lijeka u CNS, posebno u rasponu nizih ukupnih
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koncentracija. Analiza u modelu interakcija izmedu fenotipa CYP2D6 1 genotipa ABCB1
pokazala je da ukupni genotip ABCB1 CC/GG/CC (visoka aktivnost vs. ,,0stali“) nije imao
znacajan utjecaj na razinu risperidona u pacijenata s CYP2D6 NM/UM, ali je bio povezan s
vecim razinama u pacijenata s ostalim fenotipovima CYP2D6. I ovaj nalaz ukazuje na vaznost
analize viSe farmakogena koji mogu mijenjati utjecaj, odnosno modulirati PK risperidona.

Ovi nalazi su u skladu s publiciranim radovima. Na animalnim modelima je pokazano da su
ukupne koncentracije aktivnog lijeka u mozgu bile 10 puta veée u ,,knockout“ u odnosu na
zivotinje s izrazenim P-glikoproteinom/ABCB1. Varijante ABCB1 takoder su utjecale na
antipsihoticko djelovanje risperidona u pacijenata koji su primali lijekove - supstrate ABCB1
(253,254).

6.3.3 CYP3A4/5

Nismo uspjeli otkriti bilo koji relevantan utjecaj polimorfizama CYP3A4*22 i CYP3A5*3 na
metabolizam risperidona jer je ucestalost minornih alela (engl. minor allele frequency — MAF)
bila premala za bilo kakvu smislenu analizu. Ranija istrazivanja za oralnu formulaciju
risperidona (39,48,193,200,209,210) kao i za LAI-RIS (207) takoder nisu ustanovili zna¢ajne
asocijacije s varijantama gena CYP3A. Pozitivne asocijacije zabiljeZene su za CYP3A5 pretezno
u azijskoj populaciji u kojoj je ucestalost minornog alela (*1) veca (29%) u usporedbi s
bjelackom populacijom (6%). CYP3A je sporedni metabolicki put risperidona. S obzirom da
enzim CYP3AA4 zajedno s transporterom P-glikoproteinom /ABCB1 ima znacajnu aktivnost u
enterocitima, teSko je procijeniti opseg varijabilnog utjecaja svakog od njih pojedinacno.
Nadalje, za LAI-RIS ovaj dio varijabilnosti na razini apsorpcije i metabolizma (u¢inak prvog
prolaza) u crijevima je zaobiden, §to bi moglo u odredenoj mjeri objasniti nizi, statisticki
nevazan ukupni utjecaj varijanti ABCB1 i CYP3A na bioraspolozivost LAI-RIS dobiven u ovom
istrazivanju u odnosu na podatke dobivene u studijama koje su ispitivale oralne formulacije

risperidona.
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6.3.4  Farmakogenetika ucinkovitosti i sigurnosti primjene risperidona

6.3.4.1 CYP2D6

Iako postoje neki uvjerljivi farmakogeneticki podaci, jo§ uvijek nije jasno u kojoj mjeri geni
ADME (apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija) utjecu na ucinkovitost i sigurnost
terapije risperidonom. Nismo nasli neovisnu povezanost izmedu ispitivanih genotipova i
nuspojava LAI-RIS. Uglavnom su publicirani podaci za oralne formulacije risperidona. Studija
koja je ukljucivala znacajan broj ispitanika s fenotipom sporih metabolizatora za CYP2D6,
izvijestila je da su CYP2D6 PM povezani s ve¢om stopom nuspojava risperidona i prekidom
lijeCenja (219). Rezultati su takoder pokazali da genotip CYP2D6 sporih metabolizatora
zajedno s induktorima i inhibitorima enzima CYP moze imati glavnu ulogu u individualiziranju
doze risperidona (255). Studija provedena na 76 bolesnika sa shizofrenijom izvijestila je da je
fenotip CYP2D6 PM bio povezan s ve¢im klini¢kim poboljsanjem PANSS-a (vjerojatno zbog
produljene izloZenosti lijeku), ali ne i s razvojem nuspojava (213,214). Stariji pacijenti, zbog
smanjene funkcije bubrega, nakupljaju 9-OH-risperidon, pri ¢emu su pacijenti starije dobi, koji
su ujedno 1 spori metabolizatori putem CYP2D6 (i drugi sa smanjenom bubreZnom funkcijom)
narocito izlozeni riziku razvoja nuspojava risperidona (205).

U studiji na 1288 bolesnika lijecenih risperidonom pokazana je veca ucestalost neuspjesnog
lije¢enja medu pacijentima sa sporim i vrlobrzim metabolickim fenotipom (202). Postoje
dokazi o povezanosti genotipa CYP2D6 i doziranja risperidona na nacin da su spori
metabolizatori primali manje doze (202,209), a vrlobrzi metabolizatori vece doze u usporedbi
s dozama za normalne metabolizatore (209). Povezanost genotipa/fenotipa CYP2D6 s
nuspojavama risperidona nije ustanovljena u ispitivanjima provedenima u malim skupinama
ispitanika (214,220).

6.3.4.2 ABCB1

Neke studije su otkrile povezanost izmedu polimorfizama ABCBL1 i u¢inkovitosti i/ili nuspojava
risperidona (207,209,212). Jedno istrazivanje s LAI-RIS nije pokazalo znacajne u¢inke ABCB1
(1236C>T, 2677G>T, 3435C>T) na lijeCenje risperidonom (207), dok je drugo pokazalo
grani¢no znacajne asocijacije, u kineskoj Han populaciji (215). Pacijenti s genotipom ABCB1
1236TT u odnosu na druge genotipove imali su bolje ishode prema BPRS (engl. brief

psychiatric rating scale - BPRF) (F=3,967, p=0,021), dok ostale varijante, ukljucujuci
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rs13233308, G2677T/A i C3435T, nisu pokazale povezanost (212). Alel ABCB1 3435T te
haplotip ABCB1 2667T-3435T imao je vecu ucestalost medu ispitanicima bez ekstrapiramidnih
sindroma (197). U drugoj studiji nisu dokazane znacajne korelacije izmedu polimorfizama
ABCBL1 i primijenjenih doza risperidona (209). Nositelji haplotipa ABCB1 TC (rs2235048-
rs1045642) imali su vece izglede za smanjenje vrijednosti PANSS, dok su nositelji genotipa
ABCB1 3435TT imali bolji klini¢ki odgovor (215).

6.4 Utjecaj primjene inhibitora i induktora enzima CYP i transportera ABC na
PK/PD risperidona

U provedenom ispitivanju nije ustanovljena znacajna uloga inhibitora/induktora ispitivanih
enzima (CYP2D6, CYP3A4/5) i transportera ABC (ABCBI1, ABCG2) na bioraspolozivost i
ucinkovitost niti na pojavnost nezeljenih u¢inaka LAI-RIS. Konkomitantnu terapiju uglavnom
su ¢inili psihijatrijski lijekovi. Napominjemo da je ukupno 21 ispitanik uzimao je neki od
lijekova koji se smatraju relevantnim inhibitorima enzima CYP2D6 i CYP3A4, a uporaba
induktora CYP3A4 (karbamazepin) i inhibitora/induktora transportnih proteina ABCBL1 i
ABCG2 je bila sporadi¢na.

Literaturni podaci o ispitivanjima genetickih i okolisnih varijabli koje mogu utjecati na razine
risperidona u plazmi, ukazuju da je fenotip sporih metabolizatora putem CYP2D6 bio snazno
povezan s omjerom C/D>14 (OR = 8,2, 95% CI = 2,0-32,7), §to ukazuje na smanjenu
eliminaciju risperidona (39). Uz to, primjena inhibitora CYP takoder je bila zna¢ajno povezana
s C/D>14 (OR = 3,8; Cl =1,7-8,7) i omjerom RIS/9-OH-RIS. Primjena induktora znacajno je
bila povezana s C/D <3,5 (OR =41,8; Cl = 12,7-138), $to ukazuje na povecavanje eliminacije
risperidona. U istoj studiji autori takoder isticu da su Zenski spol 1 dob bili povezani sa sporijim
uklanjanjem risperidona. Autori su zaklju¢ili da je fenotip sporih metabolizatora zajedno s CYP

induktorima i inhibitorima relevantan za doziranje risperidona.

Premda je CYP2D6 glavni biotransformacijski put risperidona, u publiciranoj literaturi,
pokazano je da istodobna primjena karbamazepina (induktor CYP3A4) s oralnim pripravcima
risperidona moze smanjiti razinu risperidona i 9-OH-risperidona do 50% (256,257). Uz to,
postoje dokazi da karbamazepin moze wubrzati klirens drugog LAI pripravka,
haloperidol-dekanoata (258), i vjerojatno ubrzati uklanjanje svih lijekova u formulaciji LAl koji

se djelomi¢no metaboliziraju pomoc¢u CYP3A4. Autori nadalje sugeriraju da karbamazepin
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moze imati povoljnu ulogu u lijecenju bolesnika koji uzimaju LAI pripravke 1 koji razvijaju
dugotrajne ekstrapiramidne simptome ili druge sindrome, poput katatonije, pogorSane
antagonistima dopaminskih D2 receptora (192).

6.5 Znacaj za klinicku primjenu i preporuke za buduca istraZivanja

Kako se i1 dalje vjeruje da su ucinci varijabilnosti farmakogena na doze risperidona manji od
ucinaka normalnih bioloskih varijacija, farmakogeneticki konzorciji jo§ nisu izdali nikakve
preporuke ili smjernice za doziranje risperidona prema genotipu (158,160). Do sada nalazimo
smjernice za individualizirani pristup prema analizi farmakogena za triciklicke antidepresive
(87,88,158,160), inhibitore ponovne pohrane serotonina (89,158,160), atomoksetin (92),
aripiprazol, haloperidol i zuklopentiksol (158,160).

Nase istrazivanje upucuje na moguce nove pristupe u nadilazenju ovih nedostataka. S obzirom
na ubrzani razvoj farmakogenetike/farmakogenomike te nastojanja implementacije genskih
analiza prije propisivanja terapije opisano istrazivanje ukazuje na vaznost multigenskog
pristupa u personaliziranom propisivanju lijekova na temelju farmakogeneticke predispozicije.
Za bolju procjenu farmakokinetike ali i u€inaka risperidona svakako je uz analizu statusa
enzima ukljucenih u biotransformaciju lijeka nuzno analizirati i funkciju relevantnih
transportera poglavito ABC.

Nadalje, osim ispitivanih gena postoje dokazi da na u¢inkovitost i nuspojave risperidona utjecaj
imaju i polimorfizmi drugih gena koji kodiraju za DRD2, DRD3, 5SHTR2A, 5-HTTLPR i
COMT (55). Stoga bi buduca istrazivanja trebala uz ADME gene ukljucivati i gene vazne za
farmakodinamiku risperidona prvenstveno gene povezane uz dopaminergicki i serotoninergicki
sustav 1 testirati njihove interakcije po uzoru na ovo istraZzivanje. Razvoj novih metodologija
poput naprednog paralelnog sekvenciranja ili sekvenciranja sljedeCe generacije (NGS)
omogucuje ovakav pristup, uporabom panela koji ¢e sadrzavati veéi broj gena, te uz Ceste

polimorfizme treba svakako ukljucivati i rijetke varijante gena s jo§ nepoznatom funkcijom

(62).
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6.6 Ogranicenja studije

Glavno ograni¢enje studije je broj ispitanika ukljucenih u istrazivanje (n=101). Nadalje,
proveli smo analizu glavnih varijanti uklju¢enih farmakogena enzima i prijenosnika lijekova.
Postoji vjerojatnost, premda vrlo mala, da je neki od ispitanika nositelj rijetkih varijanti gena

koje su mogle utjecati na njegov fenotip.
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7. ZAKLJUCCI

110



Provedeno istrazivanje u bolesnika sa shizofrenijom lijeCenih pripravkom risperidona s
produljenim oslobadanjem (LAI-RIS) ve¢im je dijelom potvrdilo postavljenu hipotezu te je

rezultiralo nekim novim do sada neopisanim znanstvenim spoznajama.

1. Dokazan je u¢inak polimorfizama CYP2D6 i ABCG2 ali ne i polimorfizama ABCBL, na
koncentracije risperidona i 9-OH-risperidona.

2. Glavni farmakokineti¢ki nalaz ovog istrazivanja je znacajna interakcija izmedu alelne
varijante ABCG2 (c.421C>A) i fenotipa CYP2D6, normalnih i vrlobrzih metabolizatora
(NM/UM), u uéincima na izlozenost ravnoteznim koncentracijama (ujednacenim prema
dozi) risperidona, 9-OH-risperidona i risperidon+9-OH-risperidona (ukupnog aktivnog
lijeka).

3. Ucinak varijantnog alela ABCG2 u skupini svih ispitanika je skroman, uo¢ene su za oko
20% nize koncentracije ukupnog aktivnog lijeka (risperidon+9-OH-risperidon) u odnosu
na koncentracije u homozigotnih nositelja ,,divljeg” tipa alela ABCG2. Medutim u
skupini bolesnika s fenotipom CYP2D6 NM/UM ucdinak varijantnog alela ABCG2
rezultirao je s 31% do 37% nizim koncentracijama sva tri analita, dok nema ucinka u

bolesnika s drugim fenotipovima CYP2D6.

4. Ucinak fenotipa CYP2D6 NM/UM je skroman (za 20% nize razine risperidona i
risperidona+9-OH-risperidon) ali kombinacija s alelnom varijantom ABCG2 rezultira
55% nizim koncentracijama risperidona, 44% nizim razinama 9-OH-risperidona i 53%
nizim razinama ukupnog aktivnog lijeka (risperidon + 9-OH-risperidon), §to znaci da je
,reducirajuci u¢inak" NM/UM fenotipa na izloZenost lijeku za 42%, 45% 1 43% veci, uz

odrzani odnos metaboli¢kog omjera.

5. Fenotip CYP2D6 NM/UM (manja izloZenost ukupnom aktivnom lijeku) konzistentno je

bio usmjeren prema slabijem terapijskom ucinku.

6. Prisustvo varijantnog alela ABCG2 421C>A koji je povezan sa slabijom funkcijom
transportera i manjom sistemskom izloZenosti ukupnom aktivnom lijeku, bio je
dosljedno snazno povezan s boljim klinickim ishodom u odnosu na nositelje alela

normalne funkcije, zbog lakSeg prijenosa lijeka u CNS.
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10.

Genotipovi ABCB1 (c.1236C>T, ¢.2677G>T/A, ¢.3435C>T) povezani s normalnom
funkcijom transportera nisu imali uc¢inka na sistemsku izlozenost ukupnom aktivnom

lijeku, ali su bili povezani s manjim terapijskim uc¢inkom (otezan prijenos lijeka u CNS).

Nije dokazan ucinak polimorfizama CYP3A4*22 i CYP3A5*3, niti ukupnog fenotipa
CYP3A na koncentracije i ucinkovitost LAI-RIS zbog nedovoljne zastupljenosti

minornih alela u ispitivanoj populaciji.

Nije dokazana povezanost polimorfizama CYP2D6, CYP3A4/5, ABCB1 i ABCG2 s
pojavnosti akutnih ekstrapiramidnih simptoma.

Nije ustanovljena znacajna uloga inhibitora/induktora ispitivanih enzima CYP i

transportera ABC na bioraspolozivost i u¢inkovitost niti na pojavnost nezeljenih u¢inaka
LAI-RIS.
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Vaznost polimorfizama proteina visSestruke rezistencije, ABCB1 1 ABCG2, za lijeCenje
pripravkom risperidona s produljenim oslobadanjem (LAI-RIS) uglavnom nije poznata. Ispitali
smo odnos izmedu ovih polimorfizama i fenotipova citokroma P450 (CYP) 2D6 u njihovim
ucincima na bioraspolozivost lijeka i klini¢ke ishode u odraslih pacijenata sa shizofrenijom.

U 24-tjednoj opservacijskoj studiji, pacijenti lijeceni s LAI-RIS (n=101) bili su genotipizirani
[enzimi (CYP2D6*3,*4,*5, *6,*41, dupl; CYP3A4*22,CYP3A5*3), transporteri (ABCG2
421C>A; ABCB1 1236C>T, 2677G>T/A, 3435C>T)]. Ispitane su povezanosti ravnoteznih
koncentracija risperidona (6. i 8. tjedan) ujednacenih prema dozi, risperidona,
9-OH-risperidona, risperidona + 9-OH-risperidon (ukupni aktivni lijek) s tezinom simptoma
bolesti (ocjenska ljestvica PANSS, pocetna vrijednost, 12. 1 24. tjedan).

Fenotip CYP2D6 normalni/vrlobrzi metabolizatori (NM/UM) (u usporedi s ostalima) povezan
je sa 17-23% manjom izlozeno$¢u u homozigotnih nositelja divljeg tipa alela ABCG2 i sa
43-55% manjom izloZzenos¢u u nositelja varijantnog alela ABCG2 (smanjena funkcija
transportera). Polimorfizmi ABCBL1 nisu imali u¢inka. Za fenotip NM/UM uocena je tendencija
manjeg smanjenja PANSS-a. Varijantni alel ABCG2 bio je povezan s 4-5 puta ve¢im izgledima
za relevantno smanjenje PANSS-a, dok je ABCBL pretezno divlji tip genotipa (normalna
funkcija transportera) (nasuprot svim ostalim) povezan s 60-65% nizim izgledima (ucinci Su
neovisni o fenotipu CYP2D6). U osoba s ABCB1 pretezno ,,divljim* genotipom, razina ukupne
aktivnosti lijeka nije utjecala na klinicki odgovor; u suprotnom, niza razina bila je povezana s
veéim smanjenjem simptoma.

Ucinak fenotipa CYP2D6 na izlozenost LAI-RIS bitno je uvjetovan polimorfizmom ABCG2
421C> A. U¢inci polimorfizma ABCG2 421C>A i ABCB1 (1236C>T, 2677G>T/A, 3435C>T)

klini¢ki su relevantni i nisu povezani sa sistemskom izlozenosti lijeku.

Klju¢ne rijeci: pripravak risperidona s produljenim oslobadanjem, CYP2D6, ABCBI,
ABCG?2, shizofrenija, farmakogenetika, farmakokinetika, farmakodinamika
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Doctoral thesis:
Impact of pharmacogenetic variations of CYP2D6 and ABCB1

on the long-acting risperidone treatment

Lana Ganoci, 2019

The practical relevance of polymorphisms of multidrug resistance protein (ABCB1) and breast
cancer resistance protein (ABCG2) for treatment with long-acting intramuscular (LAI)
risperidone is largely unknown. We explored the relationship between these polymorphisms
and cytochrome P450 (CYP) 2D6 phenotype in their effects on drug disposition and clinical
outcomes in adults with schizophrenia. In a 24-week observational study, patients initiated on
LAl-risperidone (n=101) were genotyped [enzymes (CYP2D6*3,*4,*5,*6,*41,dupl;
CYP3A4*22,CYP3A5*3), transporters (ABCG2 421C>A; ABCB1 1236C>T, 2677G>T/A,
3435C>T)] and evaluated for steady-state (weeks 6-8) plasma levels of dose-corrected
risperidone, 9-OH-risperidone, risperidone+9-OH-risperidone (active moiety) and for symptom
severity (Positive and Negative Syndrome Scale, PANSS, baseline, weeks 12 and 24).
CYP2D6 normal/ultrarapid metabolizer (NM/UM) phenotype (vs. all others) was associated
with 17-23% lower exposure in ABCG2 wild-type homozygotes, and with 43-55% lower
exposure in ABCG2 variant allele carriers (reduced transporter function). ABCB1
polymorphisms had no effect. NM/UM phenotype tended to less PANSS reduction. ABCG2
variant allele was associated with 4-5-times higher odds of a relevant PANSS reduction, while
ABCB1 predominantly wild-type genotype (normal transporter function) (vs. all others) was
associated with 60-65% lower odds (effects unconditional on CYP2D6 phenotype). With
ABCB1 predominantly wild-type genotype, active moiety level had no effect on clinical
response; otherwise, the lower level was associated with a greater symptoms reduction.
CYP2D6 phenotype effect on exposure to LAI-risperidone is relevantly conditional on ABCG2
421C>A polymorphism. ABCG2 and ABCB1 (1236C>T, 2677G>T/A, 3435C>T)
polymorphisms effects on risperidone efficacy are clinically relevant and not related to systemic

disposition.

Key words: long-acting risperidone, CYP2D6, ABCB1, ABCG2, schizophrenia,
pharmacogenetics, pharmacokinetics, pharmacodynamics
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