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POPIS OZNAKA | KRATICA

ABC superporodica prijenosnika ovisnih o ATP-u (engl. ATP-binding cassette)

ABCB1 prijenosnik podporodice B, ¢lana 1 ovisan 0 ATP-u (engl. ATP-binding
cassette sub-family B member 1), poznat i kao MDRL1 te P-glikoprotein

ABCC2 prijenosnik podporodice C, ¢lana 2 ovisan o ATP-u (engl. ATP-binding
cassette sub-family B member 1), poznat i kao MDR2

ABCG2 prijenosnik podporodice G, ¢lana 2 ovisan o ATP-u (engl. ATP-binding
cassette sub-family G member 2), poznat kao BCRP (engl. Breast Cancer
Resistance Protein)

ADME kratica: apsorpcija, distribucija, metabolizam i izlu¢ivanje
(engl. absorption, distribution, metabolism, excretion)

AEL antiepilepticki lijekovi, antiepileptici

BCRP (engl. Breast Cancer Resistance Protein), prijenosnik podporodice G, ¢lana 2
ovisan o0 ATP-u (engl. ATP-binding cassette sub-family G member 2)

BLOQ ispod donje granice kvantifikacije (engl. below the lower limit of

quantification)

BTKN bilateralni tonicko-klonicki napad
cov koeficijent varijacije
CPIC Konzorcij za klinicku implementaciju farmakogenetike (engl. Clinical

Pharmacogenetics Implementation Consortium)

CYP superporodica metabolickih enzima citokroma P450

Cl interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

Crmax vrS$na koncentracija, najveca koncentracija lijeka u plazmi/serumu nakon
primjene

DAD detektor s nizom dioda (engl. diode array detector)

DAG usmjereni aciklicki grafovi (engl. directed acyclic graphs)

DDI interakcija lijek-lijek (Drug-Drug Interactions)

DDGI interakcija lijek-lijek-gen (engl. Drug-Drug-Gene Interactions).

DNA deoksiribonukleinska kiselina

DRESS reakcija na lijek s eozinofilijom i sistemskim simptomima (engl. Drug

Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms); takoder poznat kao

sindrom preosjetljivosti



EEG
EM
EMA
FDA

GMR
HLA
HPLC

HR
ILAE

IRR
LAM
LD
LLOQ
MDR1

MRP2

MRNA
NAT

OR

PCR
PCR-RFLP

PM
polimorfizam
P-gp

RNA

RR

SCM

SLC

elektroencefalogram

brzi/normalni metabolizator (engl. extensive metabolizer)

Europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency)
Americka agencija za hranu i lijekove (engl. U.S. Food and Drug
Administration)

omjer geometrijskih srednjih vrijednosti (engl. geometric mean ratio)
humani leukocitni antigen

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid
chromatography)

omjer hazarda (engl. hazard ratio)

Internacionalna liga protiv epilepsije (engl. International League Against
Epilepsy)

intermedijarni ili srednje brzi metabolizator (engl. intermediate metabolizer)
omjer stopa dogadaja ili incidencije (engl. incidence rate ratio)

lamotrigin

neravnoteza povezanosti gena (engl. linkage disequilibrium)

donja granica kvantifikacije (engl. lower limit of quantification)

protein visestruke rezistencije na lijekove 1 (engl. multi-drug resistance protein
1), takoder poznat kao ABCBI i P-glikoprotein

protein visestruke rezistencije na lijekove 2

(engl. multi-drug resistance protein 2)

glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

N-acetiltransferaza

omjer izgleda (engl. odds ratio)

lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

analiza polimorfizma duzine restrikcijskih ulomaka (engl. polymerase chain
reaction - restriction fragment length polymorphism)

spori/slabi metabolizator (engl. poor metabolizer)

geneticka varijacija ¢ija je ucestalost u populaciji najmanje 1%
P-glikoprotein, prijenosnik takoder poznat kao ABCB1 i MDR1
ribonukleinska kiselina

relativni rizik (engl. relative risk)

strukturalni kauzalni modeli (engl. structural causal models)

superporodica prijenosnika (engl. Solute Carrier)



SLCO porodica organskih anionskih prijenosnika, raniji naziv SLC21

SJS Stevens—Johnsonov sindrom

SNP polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
SULT sulfotransferaza

SZS srediSnji ziv€ani sustav

TEN toksi¢na epidermalna nekroliza

Tmax vrijeme postizanja Cmax (vr$na koncentracija)

TPMT tiopurinmetiltransferaza

UDPGK uridin-difosfat-glukuronska kiselina

UGT superporodica uridin-difosfat-glukuronoziltransferaza
UM vrlo brzi metabolizator (engl. ultrarapid metabolizer)
VAL valproat/valproi¢na kiselina

wit alel divljeg tipa (engl. wild type)



1. UVOD I SVRHA RADA

1.1. Epilepsija

Epilepsija je jedna od najstarijih, a ujedno 1 najCeS¢ih neuroloskih bolesti. Zbog svoje
ucestalosti i klinickih obiljezja epilepsija predstavlja veliki medicinski, ali i drustveni problem.
Definira se kao poremecaj karakteriziran trajnom predispozicijom mozga za generiranje
epileptickih napada (1). Epilepticki napadi predstavljaju prolaznu pojavu neuroloskih simptoma
i/ili znakova zbog prekomjerne ili sinhrone neuronske aktivnosti mozga (2). Dijagnoza
epilepsije postavlja se nakon najmanje dva neprovocirana (ili refleksna) epilepticka napada u
razmaku vec¢em od 24 sata te u slucaju epilepsijskih sindroma (1). Nadalje, dijagnoza epilepsije
moze Se postaviti 1 nakon jednog epilepti¢kog napada ukoliko je vjerojatnost da se napad ponovi
sli¢éna kao 1 nakon dva neprovocirana napada (odnosno veca od 60%), a Sto se prvenstveno
odnosi na bolesnike s prisutnim EEG abnormalnostima ili strukturalnim promjena na mozgu
poput preboljelog mozdanog udara, tumora na mozgu, poremecaja kortikalnog razvoja ili
hipokampalne skleroze (2). Osim epileptickim napadima, epilepsija moZe biti prac¢ena i
razli¢itim kognitivnim, psiholoskim i socijalnim posljedicama.

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije sSmatra se da u svijetu zivi preko 50 milijuna
ljudi s epilepsijom S§to epilepsiju ¢ini najéeS¢om kroni¢énom neuroloskom bolesti (3).
Procjenjuje se da u opcoj populaciji aktivnu epilepsiju ima 5 — 10 osoba na 1000 stanovnika
(4), dok se prevalencija aktivne epilepsije u Hrvatskoj procjenjuje na 4.8 - 5.5/1000 (5).
Najcesce se pojavljuje u dojenackoj i ranoj djecjoj dobi, neSto manje u pubertetu, potom
incidencija opada u odrasloj populaciji, ali ponovno izrazito raste u starijoj zivotnoj dobi (6).
Posljedice epilepsije, posebno ako se radi o nekontroliranoj epilepsiji, mogu biti ozbiljne, od
razli¢itih ozljeda, obolijevanja od drugih bolesti i iznenadne smrti pa sve do razlicitih
psihosocijalnih posljedica. Radi $to adekvatnije skrbi za bolesnike nuzno je pravovremeno
prepoznavanje i dijagnosticiranje epilepsije. Za postavljanje pravilne dijagnoze i potom
odgovarajuce lijeCenje izrazito je vazno poznavanje semiologije epileptickih napada kao i
klasifikacije epilepsije, odnosno epileptickog sindroma. Godine 2017. Internacionalna liga
protiv epilepsije (ILAE, engl. International League Against Epilepsy) objavila je klasifikaciju

epileptickih napada prema kojoj se oni dijele na napade sa zariSnim, generaliziranim 1i



nepoznatim pocetkom (2). Na stani¢noj razini, osnovu epileptickog napada ¢ini paroksizmalni
depolarizacijski pomak, stanje u kojem repetitivno izbijanje akcijskog potencijala nije pra¢eno
uobicajenim refrakternim razdobljem, radi Cega nastaje prolongirana membranska
depolarizacija i posljedi¢no pojacano otpuStanje ekscitacijskih neurotransmitora u sinapticke
pukotine (7). Ovakvo stanje moze biti uzrokovano nizom unutarnjih i vanjskih ¢imbenika.
Proces kojim odredena regija mozga tijekom nekoga vremena postaje sposobna spontano
generirati epilepticke napade naziva se epileptogenezom (8). IshodiSte epileptickih napada
uglavnom je kortikalne lokalizacije 1 sadrzava velik broj patoloski promijenjenih
deaferentiranih neurona. Zari$ni epilepti¢ki napadi karakterizirani su paroksizmalnim
izbijanjem u ograni¢enoj regiji mozga te se manifestiraju zariSnim simptomima, dok
generalizirani napadi najvjerojatnije zapocinju simultano bilateralno u talamusu i drugim
supkortikalnim strukturama ukljucujuéi diencefalon i retikularnu formaciju mozdanog debla
(8). Na temelju semiologije prisutnih epileptickih napada epilepsije dijelimo na Zari$ne,
generalizirane, kombinirane zariSne i generalizirane te nepoznate. Zasebnu skupinu cine

epilepsijski sindromi (2).

1.2. Lijecenje epilepsije

Osnovu lijeenja epilepsije ¢ini farmakoloSko lijeenje. Epilepsija je jedina kronicna
neuroloska bolest koja se moZe lijekovima staviti pod kontrolu, odnosno uvesti u remisiju. Na
trziStu je dostupan cijeli niz lijekova za lijeCenje epilepsije koji imaju razli¢ite mehanizme
djelovanja, uc¢inkovitost i podnosljivost. Antiepilepti¢ke lijekove (AEL) dijelimo u dvije velike
skupine, one uzeg spektra djelovanja koji su u¢inkovitiji u lije¢enju pojedinih vrsta napada te
AEL Sirokog spektra s dokazanom ucinkovitoS¢u i kod generaliziranih 1 kod Zari$nih napada

(9,10) (tablica 1).



Tablica 1. Antiepileptici Sireg i uzeg spektra djelovanja. Prilagodeno prema Basi¢ i sur. (11).

AEL Sireg spektra djelovanja AEL uZeg spektra djelovanja
Ucinkovitost u lije¢enju ZariSnih i veéine Ucinkovitost u lijecenju ZariSnih napada s ili
generaliziranih napada: bez prelaska u BTKN:

Natrijev valproat Karbamazepin
Levetiracetam Fenitoin
Zonisamid Gabapentin
Topiramat Lakozamid
Fenobarbital Okskarbazepin
Primidon Eslikarbazepin acetat
Benzodijazepini Pregabalin
Lamotrigin* Tiagabin
Rufinamid* Vigabatrin
Felbamat* Retigabin
Perampanel
Brivaracetam
Najbolja u¢inkovitost u lije¢enju apsansa:
Etosuksimid

AEL — antiepileptici; BTKN — bilateralni tonicko-klonicki napadi
*prema nekim autorima lamotrigin, felbamat i rufinamid se svrstavaju u antiepileptike uzeg

spektra djelovanja

Adekvatnim izborom prvog AEL remisija se postize u oko 50% bolesnika, dok se kod jo§ oko
20% bolesnika remisija postize zamjenskom monoterapijom ili racionalnom politerapijom (12).
Bolesnici koji usprkos uzimanju dva ili viSe odgovaraju¢e odabrana AEL primijenjena u
adekvatnoj dozi i dalje imaju napade, boluju od farmakorezistentnog oblika epilepsije (13) te
su ti bolesnici kandidati za neku od neurokirurskih metoda lijecenja nakon ¢ega se kod velikog

broja bolesnika postize zadovoljavajuca kontrola bolesti (14).



Kvaliteta Zivota osoba s epilepsijom nije odredena samo pojavnoscu epileptickih napada vec i
nuspojavama AEL stoga je cilj farmakoloskog lijecenja dobra kontrola epileptickih napada uz
izbjegavanje nuspojava. Procjenjuje se da oko tre¢ina bolesnika s epilepsijom iskusi razlicite
nuspojave AEL-a (15).

Temelj uspjesnog lijeCenja epilepsije je ispravno prepoznavanje vrste napada, odnosno ispravno
postavljanje dijagnoze epilepsije ili epilepsijskog sindroma. Prilikom odabira AEL vazan je
individualni pristup, pri ¢emu je osim dijagnosticiranog oblika bolesti nuzno voditi racuna i o
specificnim karakteristikama svakog pojedinog bolesnika poput dobi, spola, komorbiditeta i
komedikacije. Uz individualni pristup svakom bolesniku iznimno vazno je i poznavanje
farmakoloskih svojstava lijeka stoga adekvatan odabir AEL podrazumijeva kompatibilnost
farmakoloskih karakteristika AEL-a ucinkovitog u lijeCenju odredenog tipa napada s
individualnim karakteristikama svakog bolesnika.

Za sigurnu i djelotvornu primjenu farmakoterapije nuzno je poznavanje procesa
biotransformacije svakog pojedinog lijeka. Prema klasicnoj podjeli metabolizam lijekova
dijelimo u reakcije I. faze (oksidacija, redukcija i hidroliza) te reakcije Il. faze (acetilacija,
glukuronidacija, metilacija, sulfokonjugacija, N-acilacija, reakcije s glutationom). Enzimi I.
faze odgovorni su za biotransformaciju viSe od 75% lijekova, a uglavnom pretvaraju izvorni
lijek u polarniji metabolit stvaranjem funkcionalne skupine (-OH, -NH2, -SH) (16). Ukoliko su
metaboliti nastali u I. fazi dovoljno polarni, mogu se brzo izluciti, ali mnogi produkti I. faze ne
izlucuju se brzo te prolaze kroz reakcije u kojima se endogeni supstrat poput glukuronske
kiseline, sulfurne kiseline ili aminokiseline povezuje s novougradenim funkcionalnim
skupinama u konjugate velike polarnosti (16). Upravo te reakcije konjugacije glavno su
obiljeZje metabolizma II. faze. Iako se vecina lijekova metabolizira opisanim slijedom reakcija,
u nekim slucajevima ve¢ izvorni lijek moze posjedovati funkcionalne skupine koje izravno
mogu stvarati konjugate (16). Uz metabolicke enzime vaznu ulogu u farmakokinetci lijekova
imaju 1 prijenosnici, odnosno transportni proteini. Oni su vazni za transport lijekova kroz
razliCite bioloSke membrane poput posteljice, gastrointestinalne, bubrezne ili krvno-mozdane
barijere radi ¢ega imaju vaznu ulogu u biodostupnosti lijekova, odnosno apsorpciji, raspodjeli
i izlu¢ivanju lijekova (17). Navedeni procesi kojima lijek podlijeZze u organizmu poznati su u
literaturi pod nazivom ADME (apsorpcija, raspodjela, metabolizam i izluCivanje, engl.
absorption, distribution, metabolism, excretion).

Optimalne terapijske ili maksimalno podnosljive doze lijekova individualne su vrijednosti te
ovise o nizu C¢imbenika poput dobi, tjelesne tezine, spola, genetike, komorbiditeta i

komedikacije. Upravo individualni pristup u odredivanju doze vazan je u farmakoterapiji
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epilepsije. Radi optimizacije antiepilepticke terapije u rutinskoj klinickoj praksi se Cesto
primjenjuje terapijsko pracenje lijeka (TDM, engl. therapeutic drug monitoring) u serumu.
Referentni raspon predstavlja raspon koncentracija lijeka koji navodi laboratorij i odreduje
donju granicu ispod koje je terapijski odgovor manje ocekivan te gornju granicu iznad koje je
vjerojatnost pojave Stetnih ucinaka veca. Predlozeni referentni rasponi koncentracija lijekova
cesto imaju statisticko znacenje i predstavljaju vjerojatan najucinkovitiji raspon doza za veéinu
bolesnika, a temelji se na sustavnom istrazivanju korelacije izmedu klinickih podataka i
koncentracija lijeka u serumu (18). Zbog individualnih razlika odredeni bolesnici mogu imati
terapijski ucinak, odnosno dobru podnosljivost iako je koncentracija lijeka izvan referentnog
raspona. Terapijski raspon se odreduje individualno titracijom doze, budu¢i je izravno povezan
s dobrim klini¢kim odgovorom na primijenjeni lijek. Cilj lijeCenja epilepsije je posti¢i dobru
kontrolu epilepti¢kih napada uz izbjegavanje Stetnih ucinaka, a pri ¢emu TDM ima vaznu ulogu
buduéi ne postoji izravna metoda procjene farmakoloskog uéinka lije¢enja. TDM je od posebne
vaznosti kod lijekova koji pokazuju sklonost interindividualnoj i intraindividualnoj
farmakokinetic¢koj varijabilnosti.

U slu¢ajevima kada se bolesnik istovremeno lijeci s viSe lijekova €esto postoji rizik od klinicki
vaznih interakcija koje mogu biti glavni razlog farmakoloskih varijacija, a upravo mjerenje
koncentracije antiepileptika u serumu moze nas uputiti na znacajne interakcije zbog kojih je
potrebna korekcija doze lijekova, iako na temelju prethodnih znanja o mehanizmima interakcije
mozemo predvidjeti uo¢eni u¢inak. Osim $to serumske koncentracije AEL imaju vaznu ulogu
u predvidanju promjena bioraspolozivosti, razvoja nuspojava, ali i dometu interakcija AEL,
pracenje koncentracija predstavlja i vazan faktor u potvrdi suradljivosti bolesnika. Stoga za
adekvatno doziranje AEL, osim klini¢kih parametara poput Zivotne dobi, funkcije jetre 1
bubrega, nuzno je razmotriti postoji 1li moguc¢nost eventualnih interakcija lijekova. Prema
mehanizmu nastanka, interakcije dijelimo na farmakokinetske i farmakodinamske, pri ¢emu je
farmakodinamska interakcija posljedica promjene ucinka lijeka, ali bez promjene njegove
koncentracije na mjestu djelovanja. Medu farmakodinamske interakcije spada kompetitivni
antagonizam na istom receptoru, antagonizam farmakoloSkog u¢inka drugog lijeka na razli¢itim
receptorima, funkcionalni sinergizam ili mehanizmi koji dovode do istog ili suprotnog u¢inka
(19). Za razliku od farmakodinamskih interakcija, farmakokinetske interakcije mogu utjecati
na razinu koncentracije na mjestu djelovanja lijeka, a mogu biti na razini apsorpcije, raspodjele,
metabolizma te izlucivanja lijeka. Uzroci farmakokinetskih reakcija mogu biti razni, poput
formiranja kompleksa, kompeticije za transportere za unos ili indukcija odnosno inhibicija

metaboli¢kih enzima i efluksnih prijenosnika (20). Klini¢ki najznacajnije farmakokinetske
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interakcije medu antiepilepticima su one koje su vezane za inhibiciju ili indukciju metaboli¢kih
enzima radi ¢ega je nuzno poznavanje farmakoloskih svojstava lijeka. Upravo su AEL skupina
lijekova koju karakterizira velika podloznost farmakokineti¢kim interakcijama, a $to je dijelom
smanjeno razvojem novijih AEL. Vaznost interakcija lezi u ¢injenici da one mogu rezultirati
nezeljenim klinickim ishodom poput razvoja nuspojava, pogorsanja osnovne bolesti ili
pogorsanja komorbidnih bolesti. Klasi¢no antiepileptike dijelimo na standardne [fenobarbiton,
fenitoin, karbamazepin, valproat (VAL) i drugi] i moderne [okskarbazepin, lamotrigin (LAM),
topiramat, levetiracetam, pregabalin, zonisamid, lakozamid i drugi]. Karbamazepin, fenitoin,
fenobarbiton i primidon induciraju mnoge enzime citkroma P450 (CYP) i uridin-difosfat-
glukuronoziltransferaze (UGT) te time mogu znacajno smanjiti koncentracije lijekova koji su
supstrati tith enzima ukljucuju¢i lamotrigin, tiagabin, oralne antikoagulanse, oralne
kontraceptive te antimikrobne, antineoplasticne, imunosupresivne, kardiovaskularne i
psihotropne lijekove (21). Suprotno tome, valproi¢na kiselina inhibicijom metabolizma,
pretezno putem enzima UGT, moze produljiti bioraspoloZzivost antiepileptika poput lamotrigina
i fenobarbitona (21). Zbog razvoja novijih antiepileptika stvoreno je vise mogucnosti u lijecenju
epilepsije budu¢i moderni antiepileptici uzrokuju manje nuspojava kao i manje interakcija s
drugim lijekovima na razini enzima CYP i UGT. Usprkos tome, upotrebom modernih

antiepileptika broj bolesnika s farmakorezistentnom epilepsijom ostao je nepromijenjen (22).

1.2.1. Lamotrigin

Lamotrigin je moderni antiepileptik koji je prvi put sintetiziran 1970.-ih godina, a 1995. godine
je izdano prvo odobrenje za primjenu u Hrvatskoj. Po kemijskom sastavu je 3,5-diamino-6[2,3-
diklorofenil]- 1,2,4-triazin, s molekularnom tezinom 256.09 (slika 1). Strukturom nije slican

niti jednom drugom antiepileptiku.
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Slika 1. Kemijska struktura lamotrigina

Siroko se upotrebljava u svakodnevnoj klini¢koj praksi. U odraslih i adolescenta u dobi iznad
13 godina odobren je kao monoterapija i politerapija u lijeCenju Zari$nih i generaliziranih
epileptickih napada te u lije¢enju napada u sklopu sindroma Lennox-Gastaut. Takoder je
odobren 1 kao dodatna antiepilepti¢ka terapija kod ZariSnih i generaliziranih napada te kao
monoterapija kod tipi¢nih apsansa u dobi od 2 — 12 godina. Osim u epilepsiji odobren je i za
lijeCenje bipolarnog poremecéaja kod odraslih (23). Lamotrigin ima visestruke mehanizme
antiepileptickog djelovanja. Primarni mehanizam djelovanja je blokiranje voltazno ovisnih
natrijevih kanala (24). Takoder blokira i otpuStanje ekscitacijskih neurotransmitera, poglavito
glutamata (25), a jedan od mehanizama je i blokiranje voltazno ovisnih kalcijevih kanala (24).
Lamotrigin pokazuje linearnu farmakokinetiku. Nakon oralne ingestije brzo se apsorbira (Tmax
= 1-3 sata) s biodostupnos$éu od = 95%. Volumna distribucija je 0.9-1.3 L/kg, a stopa vezanja
za proteine plazme je 55% (26). Poluvrijeme eliminacije (t ¥2) je 15-35 sati, no moze znacajno
varirati ovisno o brojnim faktorima, ukljucujuéi i komedikaciju (26).

Metabolizira se u jetri glukuronidacijom, bez prethodnog ukljuc¢enja CYP enzima, odnosno
enzima 1. faze (26,27). Enzimi koji Kkataliziraju reakcije glukuronidacije pripadaju
superporodici  enzima uridin-difosfat-glukuronoziltransferaza (UGT). Glukuronidacija
lamotrigina se primarno odvija putem UGT1A4, ali glukuronidaciji takoder pridonosi UGT2B7
te moguée UGT1A1 i UGT1A3 (24,26). In vitro studije pokazale su da je UGT2B7 posebno
znacajan kod nizih koncentracija lamotrigina (28). Lamotrigin se u najvecoj mjeri metabolizira
u 2-N-glukuronid (76% doze) i 5-N-glukuronid (10% doze). Takoder se metabolizira i u 2-N-
metil metabolit (0.14% doze) te u ostale nepoznate, manje metabolite (4% doze) (26). Oko 10%
doze lijeka nepromijenjeno se izluCuje urinom (26). Dodatno, lamotrigin inducira vlastitu
glukuronidaciju $to rezultira blagim povecanjem klirensa, ali proces se dovrSava unutar dva
tjedna od pocetka lijecenja (29).

Uvodenje lijeka pocinje s 12.5 do 25 mg dnevno, a potom se doza postepeno povecava do 200

— 600 mg/dan (ovisno o komedikaciji), podijeljeno dva puta na dan (27). Preporucene



koncentracije lijeka u serumu su 4-55 pumol/L (30). lako incidencija toksi¢nosti raste s
koncentracijama lamotrigina iznad 60 umol/L (31), brojne studije su pokazale da se serumske
koncentracije lamotrigina mogu podudarati u bolesnika koji su razvili nezZeljene reakcije te onih
koji imaju dobru podnosljivost. Upravo radi toga nuzno je individualiziranje terapije uz
redovito pracenje serumskih koncentracija. NajceS¢e nezeljene reakcije na lamotrigin su
vrtoglavica, dvoslike, glavobolja, ataksija, zamucen vid, mucnina, povracanje, pospanost kao i
hipersenzitivni kozni osip (24). Ukoliko se razviju, kozne reakcije se uglavnom javljaju tijekom
pocetka lijeCenja lamotriginom. Vec¢inom je osip blagog i ograni¢enog intenziteta, no postoje i
sluéajevi ozbiljnije klini¢ke slike kada je potrebna hospitalizacija i prekid primjene lamotrigina.
Teski osipi ukljucuju potencijalno po Zzivot opasna stanja kao §to su Stevens—Johnsonov
sindrom (SJS), toksi¢na epidermalna nekroliza (TEN) i reakcija na lijek s eozinofilijom i
sistemskim simptomima (engl. Drug Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms -
DRESS); takoder poznat kao sindrom preosjetljivosti (32).

Lamotrigin je karakteriziran znac¢ajnom interindividualnom farmakokinetskom varijabilnos¢u,
a na $to mogu utjecati razliciti faktori kao Sto je dob bolesnika, tezina, komedikacija, etnicka
pripadnost, jetrena te bubrezna funkcija, ali i specifi¢na stanja kao $to je trudnoca (31,33-35).
Klirens lamotrigina kod djece je i do 2 puta ve¢i nego u odraslih, a medu starijom, zdravom
populacijom Klirens lamotrigina je reduciran oko 30% u usporedbi sa srednjovjecnom odraslom
populacijom (31). Takoder, promjena klirensa lamotrigina povezuje se i s ukupnom tjelesnom
tezinom (33). Osim toga, brojne studije su pokazale promjenu koncentracije lamotrigina
tijekom trudnoce. Iako postoje individualne razlike, kod trudnica se klirens lamotrigina
znacajno povecava kako trudnoc¢a napreduje, s najviSom tockom u tre¢em tromjesecju (27,31,
36). Povecani krvni protok kroz bubrege te pojacana glomerularna filtracija odgovorni su za
pojacano izlucivanje lamotrigina u ranoj trudno¢i (37,38), dok je u kasnijoj trudnodi
glukuronidacija lamotrigina ubrzana djelovanjem estradiola (37,39). Upravo iz navedenih
razloga je potrebna prilagodba doze lijeka tijekom trudnoce. Vise studija je pokazalo da oralni
kontraceptivi znacajno smanjuju koncentraciju lamotrigina u serumu, najvjerojatnije putem
indukcije glukuronidacijskih puteva koji su ukljueni u metabolizam 1 etinil estradiolola 1
lamotrigina (40,41). Kod bolesnika s jetrenom cirozom Kklirens lamotrigina je smanjen, a
poluvrijeme izlu¢ivanja lijeka pove¢ano. Promjene u farmakokinetici lamotrigina koreliraju sa
stupnjem oStecenja jetre te je kod bolesnika s izrazito znacajnom cirozom medijan t %2 110 sati.
Uznapredovala renalna insuficijencija je povezana sa smanjenim klirensom i povecanim t%
lamotrigina koji se moze kretati i do oko 50 sati (31). ZnaCajan utjecaj na serumsku

koncentraciju lamotrigina moZe imati istovremena primjena antiepileptika koji su inhibitori ili
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induktori jetrenih enzima. Antiepileptici koji su induktori enzima kao $to je karbamazepin,
fenitoin, primidon i fenobarbiton povecavaju klirens lamotrigina te tako smanjuju koncentraciju
lamotrigina u serumu (26,27,31). Suprotno tome, natrijev valproat je potentni inhibitor
inhibiciju UGT1A4 1 UGT2B7, radi ¢ega koadministracija ova dva lijeka moze dovesti do
znacajnog povecanja koncentracije lamotrigina. Prosje¢no se klirens lamotrigina uz
koadministraciju s valproatom smanjuje za 60% $to dovodi do povecanja koncentracije
lamotrigina u serumu, a zabiljeZeno je povecanje koncentracije lamotrigina i do 200% radi cega
se mogu javiti brojne neZeljene reakcije poput osipa (ukljucujuci i moguéi Stevens-Johnsonov
sindrom), glavobolje, ataksije, dvoslika, mu¢nine, pospanosti i drugih (26,42,43). U vise studija
je ispitivan moguci utjecaj pusenja, odnosno nikotina, na koncentracije lamotrigina. Nikotin
moze imati induciraju¢i ucinak na mikrosomalne enzime CYP1Al, CYP1A2, CYP2Al,
CYP2A2, CYP2B1, CYP2B2 i CYP2EL te na UGT1A9 i UGT2B7. Metabolizam lamotrigina
manjim dijelom ide putem enzima UGT2B7 te je pretpostavljeno da moze biti pod
induciraju¢im ucinkom nikotina $to posljediéno moze rezultirati promjenama u serumskoj
koncentraciji lamotrigina. I dok su neke ranije studije pokazale da pusaci koji su na
monoterapiji lamotriginom imaju niZe serumske koncentracije lamotrigina (44,45), u nedavno

provedenim studijama taj u¢inak nije potvrden (46,47).

1.2.2. Valproat

Za razliku od lamotrigina koji je moderni antiepileptik, valproat je standardni antiepileptik koji
je sintetiziran jo§ 1881. godine, no nakon $to su mu dokazana antiepilepticka svojstva po prvi
puta je odobren 1967. godine u Francuskoj kao valproi¢na kiselina, a potom 1 u vise od 100
drzava (48). Valproi¢na kiselina (2- propilpentanoi¢na kiselina, VAL) je kratka, razgranata
masna Kiselina (48). Valproat se metabolizira glukuronidacijom u jetri te B-oksidacidacijom u
mitohondrijima, a oba puta se smatraju podjednako vaznima obzirom da se njima metabolizira
oko 50% odnosno 40% primjenjene doze. Dodatno, oko 10% primjenjene doze se metabolizira
okisidacijom s citkromom P450 (CYP) (49). In vitro studije su pokazale kako je proces
metabolizma glukuronidacije posredovan UGT enzimima: UGT1A3, UGT1A4, UGT1AG6,
UGT1A9, UGT1A10i UGT2B7, dok medu vaznije CYP enzime koji sudjeluju u metabolizmu
valproata spadaju CYP2C9, CYP2A6 i CYP2B6 (50). Valproat ima visestruke mehanizme

djelovanja, izmedu ostalih djeluje kao blokator voltazno ovisnih natrijevih kanala, GABA
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(gama-aminomaslac¢na kiselina) agonist te blokator voltazno ovisnih kalcijevih kanala. Nakon
oralne primjene u cijelosti se apsorbira i ima 100% bioraspolozivost. Oko 90% valproata se
veze na albumine (48). Visok postotak vezanja na proteine plazme je povezan s moguc¢im
interakcijama lijekova. Jedan od primjera je istodobna primjena valproata i acetilsalicilne
kiseline koja moze istisnuti valproi¢nu kiselinu s albumina i posljedi¢no povecati koncentraciju
valproata u plazmi (51). Osim interakcija koje su povezane s vezanjem valproata za proteine
plazme, drugi mehanizam stupanja u interakcije valproata s ostalim lijekovima je putem
metabolizma, poput navedene interakcije valproata i lamotrigina pri ¢emu zbog inhibitornog
djelovanja valproata na UGT1A4 i UGT2B7 dolazi do povecanja koncentracije lamotrigina u

serumu.

1.3. Farmakogenetika

Gotovo jedna tre¢ina osoba s epilepsijom uz primjenu dostupnih AEL nema dobru kontrolu
epileptickih napada (12,52). Dodatno, oko tre¢ina pacijenata razvije barem jednu nezeljenu
reakciju na AEL (15). Osim ranije navedenih klini¢kih karakteristika, interindividualna
varijabilnost u ucinkovitosti i nezeljenim reakcijama na lijekove povezuje se i genetiCkim
razlikama budu¢i geni mogu modulirati uc¢inkovitost lijjeka utjecajem na farmakokinetske
parametre, odnosno uzrokovati promjenjivu aktivnost sustava odgovornih za metabolizam i
transport lijeka (53,54).

Brojne su potencijalne posljedice genetickih polimorfizama metaboli¢kih enzima i transportnih
proteina na farmakoterapiju: produljenje i pojaavanje farmakoloSkog ucinka, toksi¢nost lijeka
1 razvoj nuspojava, izostanak aktivacije predlijeka, izostanak ucinkovitosti pri primjeni
preporucenih doza te potreba za visSim dozama, aktivacija alternativnih i potencijalno Stetnih
metabolickih puteva te interakcije lijekova. Pretpostavlja se da je upravo faktor geneticke
varijabilnosti odgovoran za 25 -50% ukupne pojavnosti neZeljenih reakcija na lijek (16).
Istrazivanja genske osnove u odgovoru na farmakoterapiju pod zajednickim nazivom
farmakogenetika/farmakogenomika naglo su se pocela razvijati napredovanjem molekularnih
dijagnostickih metoda te razvojem projekta ljudskog genoma radi cega je koncept
»personalizirana medicina® sve prisutniji u medicinskoj praksi. Farmakogenetika proucava
interakcije pojedinog lijeka i gena, dok farmakogenomika ispituje utjecaj mnogih gena (ali i

¢itavog genoma) na uc¢inkovitost i nuspojave odredenog lijeka.
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Temeljno nacelo farmakogenetike je da gensko nasljede neke osobe moze utjecati na strukturu
I koncentraciju proteina te tako na vise nac¢ina moze modificirati djelovanje odredenog lijeka
(16). Prema sposobnosti i brzini metaboliziranja lijeka razlikuju se Cetiri specifi¢na fenotipa
koji se mogu odrediti fenotipizacijom ili genotipizacijom: spori/slabi metabolizator (engl. Poor
Metabolizer — PM), srednje brzi metabolizator (engl. Intermediate Metabolizer — IM),
brzi/normalni metabolizator (engl. Extensive Metabolizer — EM) i vrlo brzi metabolizator (engl.
Ultrarapid Metabolizer — UM) (55). Spori metabolizatori imaju visok rizik razvoja nuspojava
uz primjenu prosjecnih doza lijeka zbog izostanka funkcionalnih alela i posljedi¢ne neaktivnosti
enzima. Srednje brzi metabolizatori mogu iskusiti neS$to manje nuspojava od sporih
metabolizatora jer mogu biti homozigoti za dva alela sa smanjenom aktivnosti ili su heterozigoti
tj. nositelji jednog neaktivnog alela (opéenito aktivnost enzima smatra se aditivnom, odnosno
kodominantnom osobinom). Kod brzog metabolizatora postoje dva potpuno aktivna alela i
ocekivana je karakteristika najveceg dijela populacije. Fenotip vrlo brzog metabolizatora ima
osobinu ubrzane razgradnje lijekova kao rezultat amplifikacije gena te pri primjeni prosje¢nih
doza lijeka moze izostati terapijski ucinak (20).

Upravo s novim saznanjima o interindividualnim razlikama na razini sekvence
deoksiribonukleinske kiseline (DNA) poboljsano je razumijevanje u¢inaka odredenih varijanti
gena na lijekove sto je rezultiralo sve ve¢im brojem istrazivanja o geneti¢koj osnovi razli¢itog
odgovora na farmakoterapiju. Rezultati istrazivanja su pokazali da su, uz klini¢ke ¢imbenike
kao Sto su dob, spol, funkcija jetre i bubrega, komorbiditete, komedikaciju, okolisne ¢imbenike
(poput hrane), i nasljedne farmakogeneticke varijacije vazne pri odabiru adekvatnog lijeka te
doze za svakog pojedinca. Analiziraju¢i nasljedne farmakogeneticke varijacije moguca je
identifikacija bolesnika s povecanim rizikom razvoja nezeljenih nuspojava 1 prije pocetka
terapije. VaZznost farmakogenetickih podataka u informacijama o lijeku istaknuta je i od strane
Europske agencije za lijekove (engl. European Medicines Agency - EMA) te Agencije za hranu
i lijekove Sjedinjenih Americkih Drzava (engl. Food and Drug Administration - FDA).
Genetsko testiranje u predvidanju djelotvornosti i1 toksi¢nosti antiepileptika je ograniceno.
Postoji samo nekoliko primjera kada se takvo testiranje moZe preporuciti u rutinskoj klini¢koj
praksi. Jedan od primjera se odnosi na antiepileptik fenitoin i enzim CYP2C9 putem kojeg se
dominantno metabolizira fenitoin. Za njega postoje jasne smjernice u doziranju ovisno o
genotipu CYP2C9. Varijante gena s gubitkom funkcije enzima rezultiraju usporenim
izlu¢ivanjem lijeka, poviSenim koncentracijama te povecanim rizikom razvoja nuspojava
srediSnjeg ziv€anog sustava, radi ¢ega homozigotni nositelji varijantnog alela CYP2C9*3

trebaju za 50% nize pocetne doze u odnosu na nositelje aktivnih alela (*1) (56). Nadalje, postoje
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preporuke o doziranju fenitoina, brivaracetama i klobazama ovisno o genotipu CYP2C19 prema
kojima osobe koje su spori metabolizatori putem CYP2C19 trebaju nize pocetne te nize ciljne
doze (57). Takoder, u podru¢ju antiepileptika uocena je povezanost karbamazepina,
okskarbazepina i fenitoina s polimorfizmima gena humanoga leukocitnog antigena (HLA), §to
kao posljedicu moze imati indukciju Stevens-Johnsonovog sindroma (SJS) 1 toksi¢ne
epidermalne nekrolize (TEN) (57).

Dosada$nja farmakogeneticka istrazivanja za lamotrigin nisu rezultirala dokazima koji bili

primjenjivi u svakodnevnoj klinickoj praksi sto je potaknulo ovo istrazivanje.

1.3.1. Farmakogenetika I. i 1l. faze metabolizma lijekova

Farmakogenetika I. faze metabolizma lijekova prvenstveno ispituje varijabilnost unutar gena
sustava P450 (CYP) odgovornog za oko 90% svih oksidacijskih reakcija (16). Ukupno je
identificirano 57 funkcionalnih enzima citokroma P450 (58), no za metabolizam vecine klini¢ki
vaznih lijekova odgovorni su enzimi CYPI1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6,
CYP2E1 1 CYP3A (16). Ove enzime karakterizira izrazen geneti¢ki polimorfizam. Njihova
smanjena aktivnost dovodi do poveéanog rizika za razvoj nuspojava, dok povecana aktivnost
moze rezultirati smanjenom ucinkovitoS¢u lijeka. Takoder, CYP enzime karakterizira i
znafajna inhibicija te indukcija njihove enzimske aktivnosti lijekovima 1 drugim
ksenobioticima. Medu klinicki najvaznije enzime citokroma P450 spada potporodica CYP3A
koja sudjeluje u metabolizmu velikog broja lijekova poput imunosupresiva, antibiotika,
antidepresiva i oralnih antikoagulansa, s tim da je CYP3 A4 kvantitativno najvazniji enzim P450
kod odraslih (59). CYP3A4 pokazuje vrlo visoku varijabilnost u aktivnosti, a dokazano je
nekoliko polimorfizama koji utjecu na njegovu aktivnost. Varijanta CYP3A4*1B povezuje se s
povecanom funkcijom, dok se varijanta CYP3A4*22 povezuje sa smanjenom funkcijom ovog
enzima (16). Takoder, 1 polimorfizam enzima CYP2C9 je vazan za metabolizam brojnih
lijekova poput antiepileptika, antidijabetika, kumarinskih antikoagulansa i nesteroidnih
antireumatika (16). Poznato je preko 50 razlicitih alela CYP2C9 (60). Varfarin spada medu prve
lijekove kod kojih su uz preporuke o doziranju ukljuéeni i podaci o polimorfizmu CYP2C9 te
VKORC1 (vitamin K-epoksid-reduktaza, ciljni enzim) (61). Osobe koji su spori metabolizatori
za CYP2C9 imaju vecu sklonost za krvarenje kod primjene varfarina. Dodatno, CYP2C9 je
odgovoran i za oko 90% metabolizma fenitoina, radi ¢ega ¢e osobe koji su nositelji haplotipova

CYP2C9*2 i *3 biti spori metabolizatori i posljedicno imati veéi rizik za razvoj nezeljenih
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ucinaka (57). Upravo na temelju rezultata istrazivanja o genotipovima CYP2C9 regulatorna
tijela su izdala preporuke o doziranju varfarina i fenitoina. Takoder, i CYP2C19 sudjeluje u
metabolizmu brojnih lijekova poput antiepileptika, antidepresiva, inhibitora protonske pumpe i
antiagregacijskih lijekova. Poznato je preko 20 razliCitih alela (62), od kojih su najvazniji
CYP2C19*2 (c.681G>A) i CYP2C19*3 (c.636G>A) koji se povezuju sa sSmanjenom
enzimskom aktivno$¢u, dok se polimorfizam CYP2C19*17 (c.-806C>T) povezuje s
poveéanom aktivnosti enzima (63). Upravo polimorfizam CYP2C19 ima vaznu ulogu u
odgovoru na terapiju antiagregacijskim lijekom klopidogrelom. Varijanta CYP2C19 koja ima
smanjenu enzimsku aktivnost povezuje se s povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih
zbivanja zbog smanjene pretvorbe prolijeka u aktivni metabolit, dok kod nositelja varijante s
ve¢om enzimskom aktivnoscu postoji veéi rizik krvarenja zbog ubrzanog stvaranja aktivnog
metabolita. Radi vaznosti optimizacije terapije klopidogrelom Medunarodni konzorcij klinicke
farmakogenetike (CPIC) je izdao preporuke o terapiji klopidogrelom u ovisnosti o nalazu
genotipa CYP2C19 (64). Medu antiepilepticima postoje ranije spomenute preporuke o
doziranju fenitoina, brivaracetama i klobazama ovisno o genotipu CYP2C19, sto je klinicki
izuzetno vazno jer ¢e nositelji varijante sa smanjenom enzimskom aktivno$¢u kod primjene
ovih antiepileptika imati ve¢i rizik razvoja nezeljenih ucinaka (57).

U II. fazi metabolizma lijekova u svakodnevnoj klinickoj praksi najvazniju ulogu imaju
polimorfizmi gena za enzime N-acetiltransferazu (NAT), tiopurinmetiltransferazu (TPMT),
glutation-S-transferazu, sulfotransferazu (SULT) i uridin-difosfat-glukuronoziltransferazu
(UGT). Enzimi superporodice UGT spadaju medu vaZnije metabolicke enzime ove faze.
Kataliziraju reakcije glukuronidacije koje su vazan put biotransformacije brojnih lijekova te
egzogenih i endogenih spojeva. Tijekom reakcija glukuronidacije prenosi se glikozilna skupina
s uridin-difosfat-glukuronske kiseline (UDPGK) na razli¢ite endogene i egzogene supstrate i
njihove produkte. Pojedina¢ni enzimi UGT pokazuju razli¢it afinitet prema supstratima. Na
temelju sli¢nosti slijeda aminokiselina humani enzimi UGT klasificirani su u 4 porodice

oznacene UGT1, UGT2, UGT3 i UGTS (tablica 2).
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Tablica 2. Humana superporodica uridin-difosfat-glukuronoziltransferaza (UGT) (65).

Porodica Podporodica Enzimi

UGT1A3
UGT1A4
UGT1A5
UGT1A6
UGT1 UGT1A UGT1A7
UGT1A8
UGT1A9
UGT1A10
UGT2A1
UGT2A UGT2A2
UGT2A3
UGT2 UGT2B4
UGT2B7
UGT2B10
UGT2B UGT2B11
UGT2B15
UGT2B17
UGT2B28
UGT3 UGT3A UGT3Al
UGT3A2
UGTS UGT8A UGT8AL

Procesi biotransformacije u Il. fazi metabolizma takoder pokazuju znacajnu interindividalnu
varijabilnost. Polimorfizmi enzima UGT, kao i polimorfizmi ostalih enzima Il. faze
metabolizma znacajno doprinose varijabilnosti farmakokinetike, a time 1 u¢inkovitosti lijekova
koji su njihovi supstrati.

Enzim UGT1A4 Kkatalizira metabolizam nekih antiepileptika, poput lamotrigina, ali i
metabolizam nekih antipsihotika te primarnih, sekundarnih i teracijarnih amina poput nekih
triciklickih antidepresiva. Do sada je otkriveno viSe od 100 razlic¢itih pojedinacnih
polimorfizama (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), ali njihova frekvencija i klini¢ki
znacaj su slabo istrazeni. Najbolje istrazeni polimorfizmi su ¢.70C>A (P24T; *2; rs6755571)
i €.142T>G (L48V; *3; rs2011425). Kod polimorfizma UGT1A4 c.70C>A dolazi do zamjene
aminokiseline prolina u treonin na kodonu 24 (P24T) transverzijom citozina u adenin na 70.
nukleotidu dok kod polimorfizma UGT1A4 ¢.142T>G dolazi do zamjene aminokiseline leucina
u valin na kodonu 48 (L48V) transverzijom treonina u guanin na 142. nukleotidu (66).
Funkcionalni genetski polimorfizam na UGT1A genskom lokusu po prvi put je istrazivan 2004.
godine (66). Studija Ehmer i suradnika tada je izmedu ostalog ispitala utjecaj polimorfizma
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UGT1A4 70C>A i UGT1A4 142T>G na metabolizam dva steroida, dihidrotestosteron (DHT)
I transandrosteron (t-AND) te utjecaj na dva amina, benzidin i beta-naftilamin. Pokazano je da
je glukuronidacija steroida bila gotovo odsutna kod ljudi s ¢.142T>G varijantom, a kod ljudi s
€.70C>A varijantom je bila reducirana na viSe od 50% aktivnosti. Dodatno, utjecaj
polimorfizama je pokazan i u glukuronidaciji amina (66). Budu¢i UGT1A4 sudjeluje u
metabolizmu tamoksifena i njegovog aktivnog metabolita 4-OH tamoksifena, vise studija je
ispitivalo utjecaj polimorfizama UGT1A4 na njegov metabolizam, od ¢ega je prva bila 2006.
godine i1 pokazala je povecanu aktivnost glukuronidacije u nositelja varijantnog alela
UGT1A4*3, dok za polimorfizam UGT1A4*2 nije dokazan utjecaj na aktivnost glukuronidacije
(67). Istovjetni rezultati su pokazani i u studiji Benoit-Biancamano i suradnika (68).
Ucestalost polimorfizama UGT1A4 razlikuje se medu razli¢itim etnickim skupinama. U bijeloj
rasi se frekvencija varijantnog alela 70C>A krece od 6-8%, dok je za 142T>G frekvencija 2.6-
9%. Za usporedbu, u japanskoj populaciji frekvencija alela 142T>G je 12.9-16.5%, dok 70C>A
nije detektirana (69).

Brojne studije su istrazivale i utjecaj polimorfizma UGT2B7 na metabolizam lijekova buduci
se on smatra vaznim enzimom humane superporodice enzima UGT. UGT2B7 sudjeluje u
metabolizmu brojnih lijekova ukljucujuéi antiepileptike, nesteroidne protuupalne lijekove,
morfin, kodein i druge. Dodatno sudjeluje u metabolizmu brojnih endogenih tvari kao $to su
zucne 1 masne kiseline. UGT2B7 je visoko izrazen u ljudskoj jetri, s nizim razinama ekspresije
u drugim ekstrahepati¢nim organima. Medu najviSe istrazivanim polimorfizmima je UGT2B7
-802C>T (H268Y; *2) na eksonu 2 gdje dolazi do zamjene aminokiseline histidin u tirozin na
kodonu 268, a razmjerno je Cest u razli¢itim etnickim skupinama (71-73). Analizom UGT2B7
haplotipova otkriveno je i viSe razli¢itih promotorskih varijanti koje ne mijenjaju
aminokiselinski slijed UGT-a, ali mogu utjecati na razinu transkripcije gena koji kodira enzim
(-1306 G>A, -1299 C>T, - 1112 C>T, -900 A>G, -327 G>A, — 161 C>T), a medu kojima je u
istrazivanjima najzastupljeniji UGT2B7 ¢.-161C>T, s tim da su UGT2B7 ¢.-161C>T i UGT2B7
-802C>T u kompletnoj neravnoteznoj povezanosti (engl. linkage disequilibrium, LD) (74,75).
Enzim UGT2B7 je primarno odgovoran za metabolizam morfina koji se relativno cesto
propisuje za lijecenje teSke akutne i kronicne boli. Medutim, bolesnici razliito reagiraju na
primjenu morfina i ova interindividualna varijabilnost je jo$ uvijek veliki izazov u njegovoj
klini¢koj upotrebi. I dok neke studije nisu nasle povezanost izmedu polimorfizama UGT2B7 i
koncentracija morfina (76,77), u ostalima je dokazan utjecaj polimorfizama na farmakokinetiku
morfina medu kojima je studija Sawyer i suradnika koja je dokazala utjecaj polimorfizma

UGT2B7 — 161 C>T na metabolizam morfina (71). Rezultati istrazivanja su pokazali povecanje
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razine metabolita morfina kod nositelja varijantnog alela (71). U studiji Matic i suradnika
pokazana je povezanost varijantnog alela UGT2B7 —900G>A s povec¢anom enzimskom
aktivnoscu (78), dok je studija Darbari i suradnika pokazala da promotorska varijanta UGT2B7
-840G>A pridonosi varijabilnosti u jetrenom Klirensu morfina kod bolesnika s anemijom

srpastih stanica (79).

1.3.2. Farmakogenetika transportnih proteina

Osim metabolickih enzima I. i Il. faze, veliku ulogu u farmakokinetici lijekova imaju i
prijenosnici, odnosno transportni proteini koji se nalaze na epitelnim stanicama raznih tkiva.
Upravo transporteri igraju glavnu ulogu u homeostazi regulirajuci transcelularno kretanje tvari
izmedu pojedinih tjelesnih tekucina (primjerice izmedu krvi i urina, krvi i1 cerebrospinalne
tekucine ili krvi i Zuci). Razlikujemo dvije glavne superporodice transportera: ABC (engl. ATP
Binding Cassette) i SLC (engl. Solute Carrier) koje reguliraju kretanje malih molekula
ksenobiotika, poput lijekova 1 toksina, ali 1 endogenih metabolita unutar te iz razlicitih tkiva.
Na temelju toga razlikujemo transportne proteine koji reguliraju ulazak tvari u stanice, bilo
hranjivih tvari bilo lijekova (engl. uptake ili influx transporters) te izbacivacke transportne
proteine (engl. efflux transporters). Transport malih molekula supstrata izmedu odjeljaka
razli¢itih tjelesnih tekuéina zahtijeva aktivnost obje superporodice transportera, i SLC
(dominantno odgovorni za ulazak u stanice) i ABC (dominantno izbacivackih transportera),
iako njihova ekspresija varira ovisno o pojedinom tkivu (80).

ABC transporteri su transmembranski proteini koji pretvaraju energiju dobivenu hidrolizom
ATP-au transport supstrata. Superporodica ABC transportera ima 49 ¢lanova koji su podijeljeni
u 7 porodica od A do G (ABCA do ABCG) prema sli¢nosti slijeda i organizaciji domena
pojedinih ¢lanova (16).

Studije su pokazale da upravo genski polimorfizam prijenosnika moZze utjecati na apsorpciju,
raspodjelu i eliminaciju mnogih lijekova, stoga moduliranjem bioraspolozivosti lijekova
prijenosnici mogu utjecati na njihovu ucinkovitost (81). Vec¢ina bolesnika koji imaju
farmakorezistentnu epilepsiju su rezistentni na vise dostupnih antiepileptika, usprkos ¢injenici
da ti antiepileptici uglavnom imaju drugacije mehanizme djelovanja. Od 2005. godine jedna od
vodecih hipoteza o farmakorezistentnoj epilepsiji je da upravo transport antiepileptika preko
prijenosnika na krvno-mozdanoj barijeri moze imati zna¢ajnu ulogu U smanjenju koncentracije

antiepileptika na ciljnom mjesto djelovanja (82). Najvise su istrazivani ABC izbacivacki
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prijenosnici ¢ija se povecana ekspresija u krvno-mozdanoj barijeri povezuje sa smanjenom
penetracijom antiepileptika u sredi$ni Zivéani sustav (SZS), a time i slabijom uginkovitosti
lijeka. Najveci broj istrazivanja odnosi se na ABC proteine porodice B, ¢lana 1 (ABCB1) 1 ABC
proteine porodice C, ¢lana 2 (ABCC2), koji su i najée$¢i, a ranije su bili poznati i kao proteini
rezistencije na viSe lijekova 1 (engl. Multidrug Resistance Protein 1, MDR1) te proteini
rezistencije na vise lijekova 2 (engl. Multidrug Resistance Protein 2, MRP2) (83-85). Gen
ABCBL1 kodira P-glikoprotein (P-gp) koji je najpoznatiji transporter superporodice ABC (82).
P-gp je Siroko rasprostranjen u normalnom tkivu, ukljucujué¢i apikalne membrane
gastrintestinalnog trakta, bilijarne kanalikularne membrane hepatocita, luminalne membrane
proksimalnih tubularnih epitelijalnih stanica bubrega te krvno-mozdanu i krvno-likvorsku
barijeru. Vazan je za transport mnogih lijekova u tijelu (82,86,87). U mozgu, Pgp je izrazen u
astrocitima, endotelnim stanicama i neuronima (88). Postoje dokazi da se prekomjerna
ekspresija P-gp-a u epilepti¢nom tkivu moze povezati s farmakorezistencijom na antiepileptike
(89). U genu MDR1/ABCBL1 identificirani su brojni SNP-ovi koji se povezuju s promjenjivom
oralnom biodostupnosti i rezistencijom na razlicite lijekove P-gp supstrate, od ¢ega su najéesci
tiha mutacija ABCB1 ¢.3435C>T (rs1045642) koja je povezana s duodenalnim izrazajem P-gp-
a, missense polimorfizam ABCB1 c.2677G>T/A (rs2032582) te ABCB1 ¢.1236C>T
(rs1128503). Analiza neravnotezne povezanosti (engl. linkage disequilibrium, LD) razli¢itih
polimorfizma P-gp pokazuje da su ova tri polimorfizma u jakom LD (90). ABCB1 ¢.3435C>T
i €.1236C>T su sinonimni SNP i nemaju ucinak na slijed aminokiselina, dok je SNP
€.2677G>T/A nesinonimni SNP i rezultira promjenom jedne aminokiseline u proteinu
(16,91,92). Dok je uloga polimorfizama ABCB1 u otpornosti na lijekove dobro poznata u
bolestima poput karcinoma, reumatoidnog artritisa i upalne bolesti crijeva (93-95), vaznost
ABCB1 u mehanizmu farmakorezistencije kod osoba s epilepsijom prvi puta je pokazana u
studiji Siddiqui i1 suradnika (96). Ovo istraZivanje je pokazalo da je genotip ABCB1 3435CC
¢es¢i medu bolesnicima s lose kontroliranom epilepsijom nego genotip TT (96). lako su ovi
rezultati odmah potvrdeni studijom Zimpricha i suradnika (97), daljnje studije su pokazale
dvojbene rezultate (98-105). | studije o ostalim polimorfizmima ABCB1 su pokazale
nekonzistentne rezultate (99,100,104,106-108). Drugi protein uklju¢en u transport
antiepileptika je ABCC2/MRP2 kojeg kodira istoimeni gen. Kao i za ABCB1, i studije o
povezanosti polimorfizama ABCC2 i farmakorezistentne epilepsije takoder su dobile
kontradiktorne rezultate (109-112).

Osim gena ABCBL, jednim od vaznijih gena koji kodira transportne proteine smatra se gen

ABCG2. ABCG2 kodira BCRP (engl. breast cancer resistance protein) koji iako je prvotno
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otkriven u tumorskom tkivu dojke, dominantno je izrazen u jetri, gastrointestinalnom sustavu,
mozgu, bubregu, srcu i placenti (113). BCRP je ukljucen u stani¢ni efluks raznih ksenobiotika
i endogenih spojeva. Dokazan je njegov vazan utjecaj u rezistenciji na vise kemoterapeutskih
lijekova $to ukazuje na njegovu ulogu u farmakorezistenciji (114,115). ABCG2 koji se nalazi
na kromosomu 4q22.1, sadrzi nekoliko funkcionalnih genskih polimorfizama, od Cega su
najpoznatiji ABCG2 34G>A (rs2231137) te polimorfizam s gubitkom funkcije ABCG2
C.421C>A (rs2231142). Studije sugeriraju da SNP c.421C>A mijenja prijenosnu funkciju
snizavanjem razine ekspresije proteina putem proteasomalne razgradnje potpomognute
ubikvitinom (116). Zbog smanjenog transporta putem ABCG2 kod nositelja varijantnog alela
dokazana je povecana sistemska izlozenost rosuvastatinu i atrovastatinu te veca vjerojatnost

razvoja nezeljenih reakcija (117,118).

1.3.3. Farmakogenetika lamotrigina

Buduc¢i se lamotrigin metabolizira glukuronidacijom i to primarno putem UGT1A4, u manjoj
mjeri UGT2B7, te mogu¢e UGT1A11 UGT1A3 (24), provedeno je viSe studija koje su pokusSale
povezati znacajne interindividualne razlike u koncentracijama lamotrigina s genotipom UGT-
a. Genski polimorfizam UGT izoenzima uklju¢enih u metabolizam lamotrigina je vrlo Cest
genski polimorfizam ¢iji utjecaj na koncentraciju lamotrigina jo§ uvijek nije u potpunosti
razjaS$njen (75). In vitro studija Zhou J. i suradnika je pokazala da nositelji varijantnog alela
(skraceno ,,varijantni ispitanici‘ — heterozigoti ili varijantni homozigoti) UGT1A4 142T>G i
70C>A imaju smanjenu enzimsku ucinkovitost glukuronidacije lamotrigina u odnosu na
homozigote divljeg tipa (skraceno ,,divlji tip“), $to sugerira da bi obje varijante (€.142T>G i
€.70C>A) mogle povecati koncentraciju lamotrigina u serumu in vivo (119). Studija Liu L. i
suradnika, provedena u djecjoj populaciji, nije pokazala razlike u serumskoj koncentraciji
lamotrigina u djece na monoterapiji izmedu razlicitih genotipova UGT1A4, no u djece koja su
uzimala politerapiju lamotrigina i valproata koncentracije lamotrigina su bile vece u nositelja
varijanti UGT1A4 142T>G u usporedbi s nositeljima ,,divljeg tipa“ (120). Rezultati te studije
konzistentni su s rezultatima in vitro studije Zhou J. i suradnika, iako je isto dokazano samo u
komedikaciji s valproatom. U suprotnosti s tim rezultatima nekoliko studija je pokazalo da
varijanta ¢.142T>G dovodi do smanjenja koncentacije lamotrigina u odnosu na ,,divlji tip*
(45,70,121,122). Studija Wang i suradnika nije pokazala povezanost izmedu varijanti UGT1A4

142T>G i varijabilnosti farmakokinetike lamotrigina, no pokazala je statisticki znacajan utjecaj
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polimorfizma promotora UGT1A4 -219C> T i -163G> A na promijenjenu farmakokinetiku
lamotrigina (69). Rezultati studija koje su ispitivale utjecaj polimorfizma UGT1A4 70C>A na
farmakokinetiku lamotrigina su takoder nepodudarni. I dok studije na skandinavskoj populaciji
pokazuju da homozigotni nositelji alela UGT1A4 70C imaju nize koncentracije lamotrigina u
odnosu na heterozigotne nositelje ili ,,divlji tip“ (47,121), u nekim studijma nije pokazana
poveznaost, ukljucujuci i studiju radenu na ispitanicima iz Srednje Europe (123). Osim studija
koje su ispitivale moguéi utjecaj polimorfizama UGT1A4, brojne studije su ispitivale i moguci
utjecaj polimorfizama UGT2B7 na farmakokinetiku lamotrigina, a vecina in vivo podataka o
ljudima odnosi se na UGT2B7 c.-161C>T (rs7668258) i UGT2B7 ¢.802C>T (*2) (rs7439366)
(24) koji su u potpunoj neravnoteznoj povezanosti (124,125). Nekoliko manjih studija
sugeriralo je blago smanjen klirens lamotrigina u heterozigotnih/varijantnih homozigotnih
subjekata (123,126,127). U tkivu jetre kod ljudi, UGT2B7 c.-161C>T je povezan s reduciranom
koli¢inom enzima i sveukupno smanjenim kapacitetom glukuronidacije (128). Studija radena u
Srednjoj Europi koja je analizirala utjecaj UGT2B7 ¢.-161C>T na farmakokinetiku lamotrigina
pokazala je da bolesnici koji su nositelji homozigotne varijante UGT2B7 -161TT imaju 20.4%
nizi klirens lamotrigina u usporedbi s bolesnicima koji imaju CC genotip (prilagodeno prema
dobi i komedikaciji), $to znaci da bolesnici s CC genotipom mogu trebati vise doze lamotrigina
(123). Rezultati su u skladu s rezultatima studije provedene u Spanjolskoj populaciji te
rezultatima studije dobivenima za populaciju Thai (126,127). Za razliku od navedenih studija,
studija Liu i suradnika na azijatskoj populacije nije dokazala utjecaj genotipa UGT2B7 -161TT
na koncentraciju lamotrigina (120). Nedavno provedena, veca studija na danskim pacijentima
sugerira oko 9% vece koncentracije lamotrigina prilagodene prema dozi kod nositelja varijante
UGT2B7 802C>T u usporedbi s homozigotima ,,divljeg tipa“ (47), dok je studija na meksickim
pacijentima ukazala na nepostojanje relevantne povezanosti izmedu oba SNP-a i koncentracija
lamotrigina (129).

Navedena nekonzistentnost u rezultatima brojnih istrazivanja moze biti uzrokovana razli¢itim
¢imbenicima, poput etnicke specificnosti, dizajnom studija, veli¢inom uzorka, ,,remetilackim*
¢imbenicima (engl. ,, confounder ), procijenjenim ishodima. Stovise, s obzirom na veliki broj
SNP-ova u svakom od ova dva gena, pokusaji da se ocijeni relevantnost pojedinog od njih za
bioraspolozivost lamotrigina mogu se Ciniti nesvrsishodnim ako se ne uzmu u obzir svi ostali
("kontrola"). Medutim, analizirani polimorfizmi UGT1A4 ¢.142T>G i UGT2B7 ¢.-161C>T su
U potpunoj neravnoteznoj povezanosti (LD) s brojnim drugim SNP-ovima u odgovaraju¢im
genima (68,130-133). Stoga, identifikacijom heterozigotnog ili varijantnog homozigotnog
UGT2B7 c.-161C>T ili UGT1A4 ¢.142T>G genotipa, identificiraju se subjekti sa "Sirim"

19



genetskim sklopom koji se razlikuje od njihovih kontrola ,,divljeg tipa“. Navedeni genotipovi
mogu i ne moraju biti povezani s bioraspolozivos¢u lamotrigina, takoder mozda nece biti
moguce razrijesiti njihove pojedina¢ne doprinose. Dakle, usporedivanjem ispitanika koji su
heterozigoti ili varijantni homozigoti za UGT2B7 ¢.-161C>T ili UGT1A4*3 ¢.142T>G s
njihovim kontrolama ,,divljeg tipa“, mogu se procijeniti u¢inci specificnih polimorfizama, ali i
eventualno ucinci odgovarajuce "Sire geneticke strukture" predstavljene ovim genotipovima.
Osim metabolickih enzima, u bioraspolozivosti lamotrigina vaznu ulogu imaju i transporteri.
In vitro studije sugeriraju da je LAM supstrat za transportere ABCB1 i ABCG2 (134,135),
medutim saznanja o utjecaju superporodice ABC transportera na bioraspolozivost lamotrigina
su ograni¢ena. Kako je ranije navedeno, polimorfizam ABCB1 ¢.1236C>T je u jakom LD-u s
dva kodiraju¢a SNP-a, ¢.2677G>T/A i ¢.3435C>T (81). Medu brojnim polimorfizmima gena
ABCBL1, upravo navedeni SNP-ovi su naj¢e$¢e analizirani vezano za bioraspolozivost niza
lijekova, ali s nekonzistentnim rezultatima (136). lako su neke studije pokazale povezanost
varijantnin alela ABCB1 ¢.1236C>T (rs1128503) s nizim koncentracijama lamotrigina
(137,138), studija Milosheska i suradnika isto nije potvrdila, no dokazala je smanjenje klirensa
lamotrigina za 22% odnosno 9% u pacijenata s genotipom ABCB1 2677GG i 2677GT (123).
Nedavno provedena veéa studija na skandinavskim ispitanicima nije dokazala povezanost
polimorfizma ABCB1 ¢.1236C>T niti ¢.3435C>T s varijabilno$¢u koncentracija lamotrigina
47).

Saznanja o povezanosti izmedu polimorfizma gena ABCG2 i bioraspoloZivosti lamotrigina su
ograni¢ena (138,139). Polimorfizam s gubitkom funkcije, ABCG2 ¢.421C>A, jedan je od
poznatijih. Osim za ABCG2 c.421C>A (rs 2231142), smanjena funkcija transportera se
povezuje s jos tri SNP-a ABCG2 (rs34783571, rs192169062 i rs34264773), dok kod tri SNP-a
nije pronaden ucinak na funkciju transportera, a za ostale je u€inak nepoznat (140). Podaci o
utjecaju polimorfizma ABCG2 ¢.421C>A na farmakokineti¢ku varijabilnost lamotrigina su
oskudni. Dvije studije na kineskim pacijentima pokazale su povezanost polimorfizma ABCG2
i bioraspolozivosti lamotrigina. U obje studije su nositelji varijantnog alela imali vise
koncentracije lamotrigina od nositelja ,,divljeg tipa“ (138,139). U ranijoj eksplorativnoj studiji
na uzorku pacijenata s epilepsijom u srednjoj i isto¢noj Europi pokazano je da je varijantni alel
ABCG2 c.421C>A povezan s 25% nizim koncentracijama lamotrigina kod bolesnika na
monoterapiji (141). Dodatno, rezultati su pokazali interakciju izmedu ovog SNP-a i valproata.
Za razliku od ispitanika na monoterapiji lamotriginom, nositelji varijantnog alela koji su
istovremeno lije¢eni lamotriginom i valproatom imali su vise koncentracije lamotrigina u

odnosu na kontrole ,,divljeg tipa“. Koncentracije lamotrigina kod ispitanika na politerapiji s
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valproatom komparirane s koncentracijama lamotrigina kod ispitanika na monoterapiji bile su
oko 2 puta vise ukoliko su ispitanici bili homozigoti ,,divljeg tipa“, a oko 4,5 puta ako su bili
nositelji varijantnog alela ABCG2 c.421C>A.

Regulatorne agencije poput FDA i EMA su prepoznale vaznost transportera ABCG2 kao
medijatora u interakcijama lijek-lijek zbog cega su izdale preporuke prema kojima su za
istrazivanja svih lijekova obavezna ispitivanja o tome da li su lijekovi supstrati ili inhibitori

ABCG2 te utvrdivanje njihova potencijala za stupanje u interakcije narazini ABCG2 (142,143).

1.4. Svrharada

S obzirom na znacajnu interindividualnu varijabilnost farmakokinetickih parametara
lamotrigina, kao i varijabilnost u u¢inkovitosti i riziku razvoja Stetnih ucinaka, u ovom
istrazivanju ispitivali smo utjecaj genskog polimorfizma enzima UGT1A4 i UGT2B7 te
transportnih proteina ABCB1 i ABCG2 na serumsku koncentraciju lamotrigina.

Upravo zbog nedostatnih podataka, a uz prisutan velik broj bolesnika s neadekvatno
kontroliranom epilepsijom, cilj nam je bio procjeniti povezanost pojedinih genotipova
UGT1A4*3 ¢.142T>G i UGT2B7 ¢.-161C>T te ABCB1 ¢.1236C>T i ABCG2 ¢.421C>A s

koncentracijama lamotrigina kod osoba s epilepsijom srednjoisto¢noeuropskog podrijetla.
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2. HIPOTEZA

Polimorfizmi metabolickih enzima UGT1A4 i UGT2B7 te transportnih proteina ABCBI i
ABCG2 mogu znacajno utjecati na bioraspolozivost lamotrigina u bolesnika s epilepsijom na

monoterapiji lamotriginom ili kombinaciji lamotrigina s valproatom.
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3.  CILJEVI RADA

Glavni cilj istrazivanja je ispitati ulogu polimorfizama metabolickih enzima UGT1A4
€.142T>G (rs 2011425) i UGT2B7 ¢.-161C>T (rs7668258) te transportera ABCB1 ¢.1236C>T
(rs1128503) i ABCG2 c.421C>A (rs2231142) u interindividualnoj varijabilnosti
bioraspolozivosti lamotrigina u bolesnika s epilepsijom na monoterapiji lamotriginom ili

politerapiji lamotriginom i valproatom.

Specificni ciljevi:

1. Odrediti ucestalost pojedinih alela i genotipova UGT1A4 ¢.142T>G, UGT2B7 c.-161C>T,
ABCB1 ¢.1236C>T i ABCG2 ¢.421C>A u hrvatskih bolesnika s epilepsijom.

2. Prikazati odnos primijenjene doze i koncentracija lamotrigina u plazmi neposredno prije
sljedece doze lijeka (ostatne koncentracije, koncentracije na kraju doznog intervala, engl.
trough) prema genotipu UGT i ABC.

3. Statistickim metodama testirati povezanost pojedinih alela i genotipova s koncentracijama

lamotrigina i valproata u monoterapiji i politerapiji.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Opis istrazivanja

Provedeno je presjecno istrazivanje u kojem su odrasli i adolescentni bolesnici s epilepsijom
lijeCeni monoterapijom lamotriginom (LAM) ili kombiniranom terapijom lamotriginom i
valproatom (LAM+VAL) u sklopu rutinskog terapijskog pracenja koncentracija lijekova u krvi
(engl. therapeutic drug monitoring, TDM) u stanju dinamicke ravnoteze, nakon najmanje 3
tjedna terapije, dali uzorak krvi za odredivanje jutarnjih koncentracija na kraju doznog intervala
(ostatne koncentracije, engl. morning trough), te za odredivanje genotipa na Cetiri polimorfna
lokusa u genima za: a) transportni protein Breast Cancer Resistance Protein (BCRP, ABCG2)
(ABCG2 c.421C>A, rs2231142); b) transportni protein Multidrug Resistance Protein 1 (MDR1,
ABCB1 ili  P-glikoprotein)  (ABCB1  ¢.1236C>T, rs1128503); c¢) enzim
uridin-difosfat-glukuronoziltransferazu tip 1A4 (UGT1A4) (UGT1A4*3 142T>G, rs2011425);
i d) enzim uridin-difosfat-glukuronoziltransferazu tip 2B7 (UGT2B7) (UGT2B7 c.-161C>T,
rs7668258). Odredena je prevalencija pojedinih genotipova/varijantnih alela medu uklju¢enim
ispitanicima, a zatim je procijenjen ucinak svakog pojedinog polimorfizma na koncentracije
lamotrigina na kraju doznog intervala (slika 2). U¢inci polimorfizama procijenjeni su u
cjelokupnom uzorku, a zatim je procijenjeno modificira li valproat efekte polimorfizama. U tu
svrhu (slika 2): 1. Obzirom na genotip polimorfizama od interesa, za svaki pojedini ispitanici
su kategorizirani kao (i) ,nositelji varijantnog alela” (skraceno ,,varijantni® ispitanici)
(heterozigoti ili varijantni homozigoti) ili kao homozigoti divljeg tipa (skraceno ,,divlji tip®)
(slika 2). Nositelji varijantnog alela su tretirani kao ,,cksponirane jedinke®, tj. one izloZene
Htretmanu® (varijantnom alelu), a homozigoti divljeg tipa su tretirani kao ,,kontrolne jedinke*
(nisu izloZene tretmanu); 2. Obzirom na izloZenost valproatu, ispitanici su kategorizirani na
temelju ostatnih koncentracija VAL kao (i) valproat O ili ispod donje granice kvantifikacije
(engl. below the lower limit of quantification, BLOQ); (ii) nizak (ostatni) valproat — vrijednosti
>0/BLOQ ali <364 umol/L, sto je priblizno donja granica preporucenih ostatnih koncentracija
VAL u TDM-u (30); (iii) visok valproat — vrijednosti >364 umol/L, $to odgovara preporuc¢enim
(TDM) ostatnim koncentracijama valproata, ili nesto visima od preporucene razine; 3. Ostatne
koncentracije lamotrigina (ishod) standardizirane su na 100 mg doze kako bi bile usporedive za

osobe tretirane razli¢itim dozama (u razli¢itim fazama titracije doze).
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Uklju€eni ispitanici

4N\

I Uzorak krvi |
Genotipizacija TDM ostatne konc.
e ABCG2 c.421C>A « Lamolrigin
« ABCB1 1236C>T : QOdredi uéestalost | Valproat

e UGT1A4°3 1427>G
e UGT2B7 -161C>T

Procjeni efekte genotipa i valproat kao moderator

- » v
Ekspozicija ("tretman”) Valproat - moderator Ishod
Svaki od 4 SNP kao: Prema ostatnoj konc.: || Lamotrigin, ostatna
« “varijantni alel" (tretman)|| » Valproat 0/BLOQ koncentracija
« “diviji tip™ (kontrola) » Nizak valproat (po 100 mg doze)
« Visok valproat

Slika 2. Opc¢a shema istrazivanja (vidi 4.1. Opis istrazivanja, za detaljno objasnjenje).
BLOQ - ispod razine kvantifikacije (engl. below the limit of quantification); konc. —
koncentracije; SNP — polimorfizam pojedinacnog gena (engl. single nucleotide
polymorphism); TDM — monitoriranje koncentracije lijeka u terapijske svrhe (engl.

therapeutic drug monitoring)

4.2. Koncept analize podataka

Hipoteza istrazivanja implicira uzro¢no-posljedicni odnos izmedu (svakog od) testiranih
polimorfizama (uzrok) i ostatnih koncentracija lamotrigina (bioraspolozivost lamotrigina)
(ishod). Iako je istrazivanje presje¢no, zadovoljava dva osnovna uvjeta temeljem kojih se doista
moze procijeniti kauzalni efekt (svakog od) polimorfiz(a)ma: (i) uzrok (polimorfizam) izvjesno
prethodi ishodu (koncentraciji lamotrigina najmanje 21 dan od pocetka tretmana) jer je zadan
rodenjem,; i (ii) nema ,,povratnog efekta‘“ ishoda na uzrok (engl. no reverse causation). Izvjesno
je da koncentracija lamotrigina ne utjeCe na genotip. Medutim, uvjet ,,bez povratnog efekta*
odnosi se na ¢injenicu da polimorfizmi gena za metabolizirajuée enzime i transportere nemaju
drugog nacina djelovati na koncentraciju lamotrigina nego mijenjajuci aktivnost proteina koje
kodiraju. Dakle, kauzalni slijed koji se evaluira jest genotip — aktivnost enzima/transportera

— koncentracija lamotrigina - ,,tretman* ili ,,ekspozicija“ koja u konacnici utjece na lamotrigin
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jest aktivnost predmetnog enzima/transportera. Poznato je da lamotrigin po¢etno sam inducira
vlastitu glukuronidaciju, §to rezultira blazim porastom klirensa, no taj proces zavrSava unutar
14-tak dana od pocetka tretmana (29). Stoga, uvjet ,,bez povratnog ucinka“ je zadovoljen,
budu¢i da su koncentracije lamotrigina u istrazivanju odredene najmanje 3 tjedna od pocetka
terapije. Nadalje, uvjet ,,bez povratnog uc¢inka‘“ podrazumijeva da lamotrigin nema efekata niti
na druge faktore koji utjecu na njegovu koncentraciju, ne samo na aktivnost UGT enzima — ne
utjeCe na aktivnost transportera, i nema ucinka na koncentraciju valproata (koja je jak inhibitor
UGT enzima). Naime, oko 50% klirensa valproata otpada na glukuronidaciju i on je substrat za
najmanje 7 razli¢itih UGT enzima (ukljucuju¢i UGT1A4 i UGT2B7 (49,144). Budu¢i da
tijekom prva dva-tri tjedna terapije lamotrigin inducira vlastitu glukuronidaciju, moglo bi se
pretpostaviti da bi isto tako (induciraju¢i UGT enzime) mogao utjecati na ekspoziciju valproatu.
Jedna ukrizena formalna studija interakcije na 18 zdravih muskih dobrovoljaca sugerirala je da
bi interakcija valproat-lamotrigin mogla biti dvosmjerna (145) — no zbog dizajna i drugih
ograni¢enja to se nije moglo pouzdano potvrditi. Medutim, daljnje opservacijske studije, te
meta-analiza populacijskih farmakokinetskih studija (146,147) pokazale su da lamotrigin nema
efekt na klirens valproata. Uz to, valja naglasiti da (ako 1 postoji) neki mali u€inak lamotrigina
na koncentraciju valproata odvija se tijekom prvih tjedan-dva od uvodenja lamotrigina, tijekom
kojih se postigne maksimalna indukcija UGT enzima lamotriginom. Dakle, u stanju dinamicke
ravnoteze, tj. kada je ta indukcija postignuta, ostvarena je ,,ravnoteza“ u kojoj viSe ne postoji
(ako je uopce postojao) efekt lamotrigina na valprota. S druge strane, valproat kontinuirano
inhibira UGT enzime i trajno odrzava povisenu (sve dok su oba lijeka u istodobnoj primjeni)
ekspoziciju lamotriginu. Prema tome, kada se u nekom trenutku ravnoteznog stanja, nekoliko
tjedana od pocetka (ko)medikacije, istodobno izmjere ostatne koncentracije lamotrigina i
valproata, koncentracije lamotrigina mogu se smatrati ,,posljedicnima“ u odnosu na
koncentracije valproata, a ne obrnuto.

U evaluaciji efekata testiranih polimorfizama slijedili smo teoriju kauzalnosti temeljenu na
strukturalnim kauzalnim modelima (engl. structural causal models, SCM) i usmjerenih
aciklickih grafova (engl. directed acyclic graphs, DAG) (148). Slika 3 prikazuje
pojednostavljeni DAG koji ocrtava ,,problem® i termini koji su prikazani su termini teorije
kauzalnosti. Prema ¢injeni¢nom znanju o problemu, stvarni ,,uzrok* ili ,,tretman‘ koji bi mogao
utjecati na bioraspoloZzivost lamotrigina jest aktivnost enzima/transportera, medutim, njih in

VivO nije moguce izmjeriti. S druge strane, genotipovi se mogu odrediti.
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A7 (= v
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| Genotip Aktivneost proteina Koncenlracga LAM | Genolip Aktivnost proteina Koncentracija LAM

| tvarjantni vs. wi)  (promijenjena vs. nommaina) || (vadjanti vs. wt)  (promijenjena vs. normalna)
Slika 3. Koncept analize podataka: prikazani su pojednostavljeni usmjereni aciklicki grafovi
(engl. directed acyclic graph; DAG) koji reprezentiraju temeljnu svrhu ovog istrazivanja —
procijeniti ukupni (totalni) efekt svakog od polimorfizama od interesa na ostatne koncentracije
lamotrigina (LAM) (A) i procijeniti efekte tih polimorfizama na raznim razinama izlozenosti
valproatu (B). A. Efekt (kauzalni put) koji se zeli procijeniti/kvantificirati (naznac¢eno
upitnikom) istaknut je debljim punim crnim strelicama: ,,polaziste* je genotip (kategoriziran
kao ,,varijantni® [nositelji varijantnog alela] ili kao ,,divlji tip* [homozigoti divljeg tipa, engl.
wild type, wt]) i on je instrumentalna varijabla (instrument, reprezent ,,stvarnog tretmana‘);
instrument definira ,,tretman® a to je aktivnost kodiranog enzima/transportera (naznac¢eno sivim
simbolom buduéi se ne moze kvantificirati in vivo), kategoriziran kao ,,promijenjena aktivnost®
(korespondira nositeljstvu varijantnog alela) ili kao ,,normalna aktivnost (korespondira
genotipu ,,divljeg tipa“); kauzalni put zavrSava na ishodu, koncentraciji lamotrigina. Naznaceni
su moguéi confounderi (uzrokuju [naznaceno crtkanim strelicama] i tretman i ishod), pretece
tretmana (uzrokuju tretman) i pretece ishoda (uzrokuju ishod) — ¢imbenici koji svi mogu biti i
nekauzalno povezani s instrumentom i/ili tretmanom (nazna¢eno sivim crtama). B. Naznacen
je stupanj ekspozicije valproatu (,,nema“ — odnosi se na ispitanike na monoterapiji
lamotriginom, ili su ostatne koncentracije valproata ispod donje granice kvantifikacije; ,,nizak*
— odnosi se na koncentracije nize od 364 umol/L, $to je priliblizno donja granica preporucenih
koncentracija valproata; ,,visok“ — odnosi se na koncentracije >364 umol/L, dakle preporucene
[1li neSto vise] koncentracije valproata), a Zeli se procijeniti (naznaceno upitnikom) jesu li efekti
polimorfizama homogeni ili ne, na raznim razinama ekspozicije valproatu (valproat kao
moderator efekata polimorfizma — naznaceno crtkanom strelicom koja zavr$ava na kauzalnom
putu). Valproat izvjesno utjeCe na koncentracije lamotrigina (naznaceno sivom crtkanom

strelicom), ali to nije predmet ovog istrazivanja.
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Kako je spomenuto, oni nemaju drugog ,,nac¢ina‘“ utjecati na ishod osim ucinka koji imaju na
aktivnost enzima/transportera. Time se genotipovi ,.kvalificiraju* kao instrumentalne varijable
ili instrumenti — odreduju (vazni su za) tretman, a na ishod utje¢u samo utjecuci na tretman.
Treéi uvjet valjanosti nekog instrumenta jest da nema zajednickih uzroka s ishodom, sto ovdje
jest slucaj (genotip zadan rodenjem, tj. koncepcijom). U stvarnosti se, dakle, odreduje ucinak
instrumenta (koji reprezentira tretman) na ishod. Slika 3(A) naznacuje: analizom podataka
nastojalo se procijeniti totalni efekt instrumen(a)ta na ishod (naznacen upitnikom); slika 3(B)
naznacuje da je, osim toga, namjera bila testirati i mogucénost da efekt instrumen(a)ta nije
homogen na svim razinama ekspozicije valproatu — valproat izvjesno utjete na ishod
(koncentraciju lamotrigina), ali to nije bio predmet istrazivanja/analize podataka, ve¢ je namjera
bila procjeniti (osim totalnog) i efekt instrumen(a)ta na ishod na razli¢itim razinama izloZenosti
valproatu [tj. moguénost da valproat modificira efekta instrumen(a)ta]. Da bi procjena efekta
bila realisti¢na, potrebno je ,,iskljuciti* ili ,.kontrolirati tzv. ,,remetilacke ¢imbenike (slika
3A): confoundere - varijable koje uzrokuju i tretman i ishod, npr. lijekovi/bolesti koje utjecu
na aktivnost enzima/transportera (,,uzroci tretmana, tj. imaju efekt na tretman) i bubreznu
funkciju (,,uzroci“ ishoda, tj. imaju efekt na bioraspolozivost lamotrigina koji nije posredovan
tretmanom), a osim toga, mogu biti nekauzalno ,,povezane® s instrumetnom [npr. postoji
neravnoteza prevalencije ispitanika s takvim stanjima izmedu nositelja vrijantnog alela
(,tretirani®) i homozigota divljeg tipa (,,kontrole*)]; pretke ishoda - varijable koje uzrokuju
ishod, ali ne i tretman, ali s njime ili s instrumentom mogu biti nekauzalno ,,povezane*; i pretke
tretmana — utjeCu na tretman (aktivnost enizma/transportera), ali ne i na ishod, a mogu biti
nekauzalno ,,povezane* s intrumentom. ,Kontrolirati“ ,remetilacke* Cimbenike znaci
»iskljuciti 1h*, tj. dokinuti njihove efekte. Time se prevenira zabuna u kojoj se neka nekauzalna
povezanost (,,asocijacija”) izmedu ,tretmana*“ (ili instrumenta) i ,,ishoda* intepretira kao
uzro¢no-posljedi¢ni odnos. U randomiziranom pokusu, randomizacija inherentno , kontrolira“
sve ,remetilacke” faktore — randomizacija inherentno omogucéava izmjenjivost jedinki
(ispitanika). Kada tretman nije randomiziran potrebno je i) na temelju poznavanja problematike
identificirati i kvantificirati sve potencijalne ,remetilacke” faktore i ii) ,kontrolirati“ ih
alternativnim postupcima (149). To znaci nastojati posti¢i izmjenjivost jedinki nalik onoj u
randomiziranom pokusu tako da se jedinke izloZene tretmanu i kontrole ,ujednaci® za
vrijednosti ,,remetilackih® ¢imbenika. Medutim, teorijski, ,tretirani* i ,kontrole* mogu se
ujednaditi samo u odnosu na ona svojstva koja su nam o0 njima poznata — moguce
confoundere/pretece tretmana/ishoda koje nismo kvantificirali ili uopée nismo svjesni njihovog

postojanja ne mogu se ujednaciti izmedu tretiranih i kontrola. Stoga, nastoji se postici

28



ujednacéenost za poznate/mjerene ¢imbenike — tzv. uvjetovana izmjenjivost (engl. conditional
exchangeability) — a a priori se smatra da uvijek ostaje neka razina ,,0statnog™ (nemjerenog)

confoundinga.

4.3. Ispitanici

Bolesnici s epilepsijom u kojih je postojala indikacija za lijeCenje lamotriginom (tablete s
trenutnim otpusStanjem) ili kombinacijom lamotrigina i1 valproata (tablete s produljenim
otpustanjem), a bez apsolutnih kontraindikacija za primjenu tih lijekova, podvrgnuti su
rutinskom TDM nakon najmanje 21 dan (ko)terapije. Doze lijekova su postupno titrirane,
sukladno odgovoru i podnosljivosti (i u skladu s odobrenim sazetcima opisa svojstava lijeka).
Uzorci krvi za odredivanje jutarnjih ostatnih koncentracija lijek(ov)a uzeti su izmedu 07:00 1
09:00 sati. U studiju su ukljuceni ispitanici koji su zadovoljili slijedece kriterije: (i) potpisali su
informirani pristanak za genotipizaciju farmakogena i voljni su donirati uzorak krvi u tu svrhu;
(i) dob >16 godina; (iii) nepusaci ili bivsi pusaci; (iv) ne koriste i tijekom mjesec dana prije
davanja uzorka krvi za TDM nisu koristili druge antiepileptike ili druge lijekova za koje je
poznato da utjecu na farmakokinetiku lamotrigina ili valproata, ili aktivnost UGT enzima, P-
glikoproteina i ABCG2 transportera; (v) na temelju rutinske ocjene (anamneza, medicinska
dokumentacija) izvjesno je da imaju ocuvanu funkciju srca, bubrega i jetre. Bolesnici s
nereguliranim dijabetesom, hipo- ili hipertireozom, te oni s povijes¢u maligne bolesti, oboljeli

od bilo koje akutne bolesti, trudnice i bolesnici s HIV infekcijom nisu uklju¢ivani u studiju.

4.4. Bioanaliticke metode

Odredivanje koncentracija antiepileptika provedeno je na Odjelu za laboratorijsku
farmakologiju i toksikologiju te Odjelu za multidisciplinarnu primjenu kromatografije
Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.

Laboratorij definira referentni raspon koncentracija lijeka, a koji je odreden donjom granicom
ispod koje je terapijski odgovor manje vjerojatan te gornjom granicom iznad koje je veca

vjerojatnost toksi¢nih u¢inaka. Za lamotrigin definirani referentni raspon je 4-55 pmol/L, dok
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za valproi¢nu kiselinu iznosi 350-690 pumol/L (30). Donja granica kvantifikacije (LLOQ) za
valproat odredena je ispod 20.8 pmol/L.

4.4.1. Odredivanje koncentracije lamotrigina i valproata

Za odredivanje koncentracije lamotrigina i valproata uzet je uzorak krvi ujutro, neposredno
prije uzimanja jutarnje doze lijeka, a nakon najmanje 21 dana stabilne doze lijeka, odnosno
nakon postizanja ravnotezne koncentracije lijeka. Za odredivanje koncentracija lijeka u serumu
izvadeno je 5 mL krvi u epruvete bez antikoagulansa.

Koncentracija lamotrigina u serumu odredena je vlastitom validiranom metodom tekuéinske
kromatografije visoke uéinkovitosti s diode array detektorom (HPLC-DAD), na instrumentu
Shimadzu HPLC sistem 20A (Shimadzu, Japan). Koncentracija valproata je mjerena
imunokemijskom metodom na analizatoru Dimension EXL 200 (Siemens, Njemacka).

Za HPLC metodu koristeni su kalibrator i kontrolni uzorci tvrtke Recipe (Njemacka), a za
imunokemijske analize tvrtke Siemens (Njemacka). Uzorak za HPLC analizu pripremljen je
organskom ekstrakcijom s 2,5 ml smjese heksan/etilaceta (1:1). U epruvetu za ekstrakciju
uzorka pipetirano je 250 ul plazme ispitanika, 25 ul NaOH (0,5 M) i 25 ul kloramfenikola kao
internog standarda. Nakon ekstrakcije pripremljena smjesa centrifugirana je 10 min na 3000
o/min. Gornji organski sloj (2 ml) je odvojen u epruvetu za uparavanje i uparen u struji zraka
na 37°C. Upareni ostatak otopljen je u 200 pl mobilne faze. Mobilna faza sastojala se od
metanola, acetonitrila i 0,05M NaH2PO4xH0 fosfatnog pufera (pH 6,9) u omjeru 75:90:285, a
analiti su razdvojeni uz protok od 0,8 do 1,3 ml/min i termostatiranje kolone MN EC Nucleosil
100-5 C 18 HD 250 x 4.6 mm i predkolone MN CC 8/4 Nucleosil 100-5 C 18 HD na 30°C.
Lamotrigin i interni standard su kvantificirani na 306 nm (slika 4). Za potvrdu prisutnosti analita
koristen je UV spektar 190-370 nm. Metoda je validirana za lamotrigin u rasponu od 0,2 do 60

pmol/L.
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Slika 4. Primjer kromatograma za mjerenje lamotrigina u serumu na valnoj duzini 306 nm

Validacija metode i kriteriji prihvatljivosti u¢injeni su prema internom validacijskom protokolu
koji slijedi CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) i FDA (Food and Drug
Administration) smjernice, a ukljucuje analizu preciznosti, to¢nosti, linearnost kalibracijske
krivulje i koncentracijski raspon, granicu detekcije, granicu kvantifikacije i stabilnost analita,
Svi mjereni analiti ukljuceni su u vanjsku procjenu kvalitete (RfB i Instand) i akreditirani su

prema normi HRN EN 1SO 15189:2012 .

4.5. Genotipizacija

Genotipizacija je provodena na Odjelu za farmakogenomiku i individualizaciju terapije
Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.

Za izdvajanje 1 genotipizaciju DNA izvadeno je 3 mL krvi u epruvetu s antikoagulantom EDTA.
Ekstrahiranje DNA ucinjeno je iz pune krvi koriste¢i FlexiGene DNA Kit (Qiagen, Hilden,
Njemacka), a prema preporukama proizvodaca.

Genotipizacija polimorfizama ABCB1 ¢.1236C>T (rs1128503), ABCG2 c.421C>A
(rs2231142) i UGT2B7 c.-161C>T (rs7668258) provedena je koristeéi TagMan® metodu
lanc¢ane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) u stvarnom vremenu za
detektiranje polimorfizama jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP).
Koristeni su reagensi TagMan® Drug Metabolism Genotyping assays ID C_7586662_10, 1D
C_15854163 70, ID C_27827970_40, dok je genotipizacija UGT1A4 ¢.142T>G (UGT1A4*3,
rs2011425) provedena koristeéi Custom TaqMan® SNP Genotyping assay (Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD) metodom PCR u stvarnom vremenu. Detektiranje
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polimorfizama izvedeno je prema preporukama proizvodaca na uredaju za PCR ABI 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD).

Za analizu pojedinih polimorfizama koriSteni su odgovarajuci reagenski kitovi (tablica 3).

Tablica 3. Polimorfizmi analizirani Tagman® metodom uz odgovarajuée reagense

Gen c. DNA db SNP (rs#) TagMan®SNP Assay ID
ABCB1 €.1236C>T rs1128503 C_7586662_10

ABCG?2 c.421C>A rs2231142 C_15854163 70
UGT2B7 c.-161C>T rs7668258 C_27827970_40
UGT1A4*3 €.1427>G rs2011425 Custom TagMan® Assay

Koristeni reagensi TagMan® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, SAD) sadrze

specificne pocetnice i TaqMan®

fluorescentno obiljezene oligonukleotidne probe. Za
odredivanje polimorfizama koriste fluorescentni signal koji nastaje zbog 5 'nukleazne aktivnosti
Taq DNA polimeraze. Fluorescentni signal je detektiran CCD kamerom (engl. charge — coupled
device), a analiziran je pomocu ra¢unalnog programa 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems,
SAD). Analizom alelne diskriminacije odredeno je radi li se 0 homozigotu za ,divlji alel”,
heterozigotu ili homozigotu za mutirani alel, a za $to je koriSten par fluorescentno obiljeZenih
detektora VIC® i FAM® od ¢ega se jedan detektor poklapa s ,.divljim tipom* alela, a drugi s
varijantnim alelom. Priprema reakcijske smjese 1 odgovarajuci uvjeti PCR reakcije na uredaju
ABI 7500 Real-Time PCR System izvedeni su prema uputama proizvodaca i jednaki su za sve
polimorfizme.

Na slikama 5-8 prikazana je analiza alelne diskriminacije na uredaju ABI 7500 Real-Time PCR
System za polimorfizme ABCB1 ¢.1236C>T, ABCG2 c.421C>A, UGT2B7 c.-161C>T i
UGT1A4 c.142T>G.
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Slika 5. Analiza polimorfizma ABCB1 ¢.1236C>T TagMan® metodom
Opis: crvene tocke - homozigot divlji tip CC; zelene tocke - heterozigot CT; plave tocke -

homozigot varijanta TT.
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Slika 6. Analiza polimorfizma ABCG2 ¢.421C>A TagMan® metodom
Opis: crvene tocke - homozigot divlji tip CC; zelene tocke - heterozigot CA
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Slika 7. Analiza polimorfizma UGT2B7 c.-161C>T TagMan® metodom
Opis: crvene tocke - homozigot divlji tip CC; zelene tocke - heterozigot CT; plave tocke -

homozigot varijanta TT.
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Slika 8. Analiza polimorfizma UGT1A4 ¢.142T>G (*3) TagMan® metodom
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Opis: crvene tocke - homozigot divlji tip TT; zelene toCke - heterozigot TG; plave tocke -

homozigot varijanta GG

Genotipizacija UGT1A4 ¢.142T>G potvrdena je analizom polimorfizma duzine restrikcijskih
ulomaka (engl. polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism, PCR-
RFLP) koja se temelji na oc¢itavanju prisutnosti, odnosno odsutnosti restrikcijskih ulomaka PCR
umnozaka za pojedini genotip. Za pripremu reakcijske smjese koriStene su preporucene
pocetnice (Invitrogen, SAD) i reagensi (Roche, Njemacka). PCR reakcija provodena je na
uredaju GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Nakon PCR
reakcije umnozak PCR digestiran je restrikcijskim enzimom na 37 °C 2 sata u termostatu
Eppendorf ThermoStat C (Eppendorf, Njemacka). Analiza umnozaka PCR provodila se
elektroforezom u 2% agaroznom gelu (Invitrogen, SAD) s netoksi¢nom bojom (Olerup,
Austrija). Razdvajanje je radeno na uredaju za elektroforezu PowerPac Basic (BIO-RAD
Laboratories, SAD) prema preporukama. Vizualizacija gelova izvodila se na uredaju G:BOX
(Syngene, Ujedinjeno Kraljevstvo), a za detekciju duljine restrikcijskih ulomaka koristen je
molekularni biljeg XIII (Roche, Njemacka). Odredivanje pojedinih genotipova i interpretacija
nalaza opisani su u tablici 4 te prikazani na slici 9. Analiza je izvedena prema ve¢ opisanim

postupcima u literaturi (66,150).

Tablica 4. Analiza genotipa UGT1A4 142T>G metodom PCR-RFLP

Genotip UGT1A4 142T>G | Broj parova baza
*1/*1 (TT) 360 i 288
*1/*3 (TG) 612, 360 i 288
*3/*3 (GG) 612

612 pb

360 pb

288 pb

HET wT MUY K-

Slika 9. Analiza polimorfizama UGT1A4 ¢.142T>G dobivenih metodom PCR-RFLP
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4.6. Ishod od interesa

U svrhu procjene ucinaka testiranih genotipova izmjerene koncentracije lamotrigina
standardizirane su po primjenjenoj dozi i iskazane u umol/L/100 mg. Za procjene ucinaka

pojedinih polimorfizama, vrijednosti su logaritmirane na bazi e.

4.7.  Postupci za postizanje uvjetovane izmjenjivosti

Metodologija temeljena na SCM/DAG teoriji kauzalnosti omogucuje da se ¢injeni¢no znanje o
nekom kauzalnom problemu (koji se zeli rasvijetliti), te na njemu temeljene pretpostavke i
ocekivanja ,,pretoce* u matematicke izraze (formaliziraju), Sto u konacnici omogucuje da se,
primjerice, jasno kvantificiraju iznosi nekog totalnog efekta, ili njegov izravni i posredovani
dio, procijenjeni efekt korigiran za nemjerene efekte ,,remetilackih faktora“ i tome sli¢no. U
prakti¢nom smislu, omoguéuje da se graficki, u obliku DAG, prikaze svako kauzalno pitanje
na koje se Zeli odgovoriti. Slika 10 prikazuje nesto kompleksniji, ali jo§ uvijek pojednostavljen
DAG koji generalno ilustrira kauzalna pitanja u ovom istraZivanju: budu¢i da se odnose na 4
pojedinacna polimorfizma i njihove ukupne (totalne) efekte i zatim na njihove efekte na
razli¢itim razinama ekspozicije valproatu — ukupno ih je 8 (po dva za svaki polimorfizam). Op¢i
DAG na slici 10 ne odnosi se ni na jedan polimorfizam/pitanje specifi¢no: samo ugrubo
naznacuje koje sve elemente treba uzeti u obzir (,,kontrolirati*) kako bi se eventualno postigla
razumno dobra uvjetovana izmjenjivost jedinki, odnosno, razumno to¢na procjena kauzalnih
efekata od interesa. Kauzalni put od interesa (onaj koji se evaluira) naznacen je debelim crnim
strelicama (instrument — tretman — ishod). Ostale varijable naznacene na slici predstavljaju
(najopcenitije i pojednostavljeno) confoundere, pretece tretmana ili ishoda i njihove ,,roditelje®.
One varijable koje u ovom istraZivanju nisu kvantificirane jer to nije tehnicki mogucée (npr.
aktivnosti pojedinih enzima i transportera), ili ih sadasnje znanje o problemu nije ,,svjesno* (pa
se stoga niti ne mogu uzeti u obzir), ili pak, postoje i poznate su, ali u ovom istrazivanju nisu
kvantificirane (npr. razli¢iti drugi polimorfizmi ABCG2, ABCB1, UGT2B7 i UGT1A4 gena)
naznacene su sivim kvadratima/slovima. Poznate (prema sadaSnjem znanju) i kvantificirane
varijable naznacene su crnim kvadratima/slovima. Mjestimi¢no, naznaceni su njihovi
wroditelji“ od kojih polaze sive tanje strelice koji naznacuju kauzalni efekt ,,roditelja* na
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,potomka*; a od confoundera/prete¢a tretmana/ishoda polaze crne crtkane strelice koje
naznacuju ,,remetilacke® efekte koji ometaju kvantifikaciju kauzalnog efekta od interesa. Sive
crte izmedu pojedinih confoundera/preteca tretmana/ishoda ili njihovih roditelja i instrumenta
naznacuju moguce nekauzalne asocijacije (npr. pukim slu¢ajem prevalencija nekog
minterfereirajuc¢eg™ polimorfizma veca je na jednoj nego na drugoj razini instrumenta). U
okolnostima kada je jedan od polimorfizama od interesa instrument, ostali su ,,remetilacki,,
¢imbenici, a za svaki polimorfizam DAG izgleda ponesto drugacije (jer je strukutura svakog
kauzalnog pitanja od interesa nesto drugacija). Treba uoditi da od ishoda ne polazi niti jedna
strelica ,,unatrag® (prema tretmanu ili confounderima) — izostanak takvih strelica informira da

je zadovoljen uvjet ,,bez povratnog ucinka®.

Valproat ne /da
(i doza)
.
- Doza
Valproal.u krvi 'amotrigina
e 0, nizak ili visok "
£ \ |
1 v
| : \ /™| Dob,spol, :
! | Yy tielesna tezina '
| | \ ~ |
1 1 > S~ |
1 1 ~
___________ x ~a v
|- |
! .
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! Instrument \ A lretman - Ishod
! 7 e v
| | X e -~
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1 ili lijekowvi = 2
] T e - =
| 1 o -
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| Svaki pojedini od 3 preostala
i > port genotipizirana polimorfizma

Slika 10. Prikaz ,.generalnog” usmjerenog aciklickog grafa (DAG) primjenjivog za ovo
istrazivanje (opis u tekstu). Testirani polimorfizam je instrument i od njega polazi kauzlani put
koji se Zzeli kvantificirati — instrument definira tretman (aktivnost transportera/enzima;
naznacena sivim jer se ne moze mjeriti in vivo) koji utjeCe na ishod. Crno obrubljenim
kvadratima/slovima naznaceni su confounderi/pretece ishoda/tretmana i (mjestimi¢no) njihovi
roditelji. Od ,,roditelja* polaze sive strelice koje naznacuju kauzalni odnos na ,,potomke*.
Crtkane crne strelice koje polaze od confoundera/preteca ishoda/tretmana prema ishodu ili
tretmanu naznacuju ,remetilacke efekte (izravne ili posredne) koje treba ,kontrolirati®.

Naznaceni su (sivim) i nemjereni confounderi/pretece ishoda/tretmana i ,,remetilacki* efekti.
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Sive crte koje povezuju confoundere/pretece ishoda/tretmana s instrumentom naznacuju
potencijalne nekauzalne asocijacije koje ¢e takoder ometati kvantifikaciju kauzalnog efekta od

interesa.

Racunalni paket daggity (151) u programskom jeziku R primijenjuje postupke temeljene na
SCM/DAG teoriji i omogucuje, sukladno unosu ¢injeni¢nih znanja o problemu, (i) konstrukciju
odgovaraju¢eg DAG-a, (ii) identifikaciju ,,uloga® pojedinih varijabli u DAG-u i (iii)
identifikaciju najmanjeg skupa varijabli koje treba ,.kontrolirati* kako bi se postigla uvjetovana
izmjenjivost, odnosno mogao nepristrano procijeniti kauzalni efekt tretmana (ili, u ovom
slu¢aju instrumenta) na ishod. S obzirom da istaZivanje postavlja veéi broj kauzalnih pitanja,
DAG-ovi specificni za svako od njih (svaki od 4 polimorfizma od interesa) prikazani su u
Rezultatima.

,Kontrola® ,remetilackih® efekata (tj. ,,ujednaCavanje* tretiranih i kontrola za iznose
remeti¢akih varijabli) moze se posti¢i razli¢itim postupcima. U ovom istrazivanju, jedan dio
,kontrole* ostvaren je temeljem ukljuc¢nih-isklju¢nih kriterija: (i) ispitanici nisu imali druge
antiepileptike (samo LAM ili LAM+VAL) ili druge lijekove koji interferiraju s lamotriginom,
ili pak s aktivno$¢u UGT enzima, ABCG2 transportera ili P-glikoproteina. Dakle, i varijantni i
kontrolni ispitanici u tom su smislu bili ujednaceni. Dijelom, to je postignuto i time §to nisu
ukljucivani bolesnici s drugim ozbiljnim bolestima (vidi 4.3. Ispitanici), Sto onda iskljucuje 1
komedikaciju; (ii) ispitanici su bili generalno zdravi (osim epilepsije) (vidi 4.3. Ispitanici), stoga
su varijantni i kontrolni ispitanici u tom smislu bili ujednaceni. Za ostale potencijalne
confoundere/pretece ishoda/tretmana koji su kvantificirani, klasi¢ni postupak u regresijskim
modelima nije bio primjeren. Naime, Cak 1 ako je broj ispitanika velik, tesko ¢e se postic¢i
,ujednacavanje* (tretiranih i kontrola) koje nije, u znatnoj mjeri, posljedica interpolacija
regresijskog modela — drugim rije¢ima, moguce je generirati procjenu efekta tretmana
(instrumenta) na ishod, ali je ona uvelike posljedica projekcije ,,izvan okvira modela“ (tj. izvan
doista kvantificiranih vrijednosti). Kao primjer moze posluziti situacija u kojoj je genotip
ABCG2 ¢.421C>A polimorfizma instrument, i dihotomiziran je kao ,,nositelji varijantnog alela“
1 ,,homozigoti divljeg tipa“, a nastoji se procijeniti efekt varijantnog alela. Prema nasem
prethodnom iskustvu (141), medu osobama lije¢enim lamotrignom (ili LAM+VAL)
prevalencija nositelja varijantnog alela je 15-20%. Sto se ti¢e ,,remetilackih efekata/varijabli
koje su kvantificirane i koje treba ,.kontrolirati* (,,ujednaciti*), tu su spol (2 razine), zatim 2 ili
3 razine svakog od preostala 3 polimorfizma te 3 razine ekspozicije valproatu, $to ukupno ¢ini

2 X 2 X 2x 3x3=72 stratuma. U svakom od tih stratuma, za smislenu procjenu efekta, trebalo
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bi biti barem po nekoliko nositelja varijantnog alela i nekoliko homozigota divljeg tipa, a osim
toga bi se oni, u svakom stratumu, morali barem donekle preklapati u iznosu dobi i tjelesne
mase. Recimo da je razumno Zeljeti da je svakom stratumu 3 nositelja varijantnog alela — to
znaci da bi trebalo ukupno regrutirati najmanje oko 250 nositelja varijantnog alela i ,,nadati se
da ¢e biti pravilno rasporedeni po stratumima. A tih 250 ispitanika bi zapravo predstavljali 15%-
tak od cjelokupnog broja, §to znaci da bi ih ukupno trebalo biti oko 1500 — broj koji se vrlo
rijetko srece u istrazivanjima ovog tipa.

U ovom istrazivanju za ,.kontrolu® (,,ujednacivanje* vrijednosti) remetilackih faktora/efekata,
koristili smo dvije druge metode: (i) egzaktno ,uparivanje“ (engl. exact matching) u
kombinaciji s optimalnim potpunim ,,uparivanjem* (engl. optimal full matching) i (ii)
ujednacavanje entropije (engl. entropy balancing). Iz razloga navedenih dalje u tekstu,
preferirali smo egzaktni i optimalni potpuni matching. No ta metoda ima i ograni¢enja — moze
»ujednacavati“ samo instrumente/tretmane s dvije razine. Osim toga, tretirane i kontrolne
jedinke koje se ne mogu ,,upariti“ — izbacuju se iz analize. To katkad moze bitno smanjiti broj
ispitanika koji se u konacnici analiziraju. Ujednacavanje entropije, s druge strane, moze
,ujednacavati® i tretmane koji imaju viSe od dvije razine ili su kontinuirani i nastoji zadrZati
sve ispitanike, ali nerijetko ga, zbog konstelacije vrijednosti ,remetilackih® faktora, nije

moguce provesti.

Egzaktno uparivanje u kombinaciji s optimalnim potpunim uparivanjem

Exact matching je preferirani nacin ,kontrole* ,remetilackih* efekata u nerandomiziranim
studijama zbog razine ujednacenosti izmedu tretiranih 1 kontrola koju postize, medutim, ako je
broj takvih faktora koje treba ,,kontrolirati* velik, onda, u pravilu, velik broj ispitanika ostane
neuparen, odnosno ,,izbacuje* se iz analize. Ovaj postupak omogucuje da se jedna tretirana
jedinka upari s jednom ili viSe kontrola, i obrnuto, za niz svojstava, formirajuéi stratum unutar
kojeg se nalaze tretirane i kontrolne jedinke koje su potpno identi¢ne za cijeli set kovarijata.
Primjerice, tretirana(e) 1 odgovarajuca(e) kontrole istog su spola, dobi, razine izlozenosti
valproatu, imaju isti genotip na svim tipiziranim lokusima itd. Dakle, metodom se postize
ravnoteza kao da se radi o randomizaciji stratificiranoj prema nizu kriterija. Optimal full
matching takoder omogucuje uparivanje ,,jedan — prema — vise* (i obrnuto), ali na temelju
multivarijatne udaljenosti izmedu jedinki (obzirom na vrijednosti kovarijata). Kada je
Mahalanobis mjera udaljenosti, onda se ovim postupkom moze aproksimativno postici

ravnoteZa kao u stratificiranoj randomizaciji. U postupku se prvo tretirane i kontrolne jedinke
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upare egzaktno u odnosu na kategorijske kovarijate (i tako formiraju stratume). Zatim se koristi
Mahalanobis udaljenost da dodatno minimizira udaljenost izmedu tretiranih i kontrola unutar
stratuma u odnosu na kovarijate koje nisu ukljucene u egzaktnu proceduru (npr. dob i tjelesna
tezina, buduci su kontinuirane varijable). Za ovaj postupak koristili smo paket MatchilT u

programskom jeziku R (152-154).

Ujednacavanje entropije

Entropy balancing je vrsta ,,uparivanja“ (tretiranih i kontrola; pri ¢emu tretman moze imati
vise od dvije razine ili biti kontinuiran) na temelju (multivarijatne) udaljenosti — algoritam

M6t

Htrazi“ 1 zatim svakoj jedinki dodjeljuje pondere uvjetovane prethodno postavljenim
restrikcijama u pogledu momenata distribucije kovarijata (prvi moment — mjera centralne
tendencije; drugi moment — mjera disperzije), tako da u konaénici restrikcije budu zadovoljene.
Primjerice, ako se skup kovarijata (,,remetilackih“ ¢imbenika) sastoji od nekoliko kontinuiranih
i nekoliko kategorijskih varijabli, algoritam trazi i (ako rjesenje postoji) jedinkama dodjeljuje
pondere, §to ¢e na koncu rezultirati identi¢nim ili posve blisko slicnim srednjim vrijednostima,
standardnim devijacijama, proporcijama kovarijata u tretiranih i kontrolnih jedinki. Istodobno,
ako je adekvatno rjeSenje moguce, srednja vrijednost pondera na svakoj razini tretmana bit ¢e
1.0, uz umjerenu standardnu devijaciju, a rasponi vrijednosti pondera ¢e se preklapati, i nece
biti ekstremnih vrijednosti pondera (kako procjena ne bi prekomjerno ovisila o nekoliko jedinki
s velikim ponderima). Da bi to bilo moguce, ,,sirovi* podaci za svaku od varijabli moraju se do
neke mjere preklapati izmedu razina tretmana. Kad je to preklapanje oskudno, neki ¢e ponderi
biti jako veliki. Katkad, preklapanje vrijednosti kovarijata je toliko oskudno da algoritam ne
moze naci rjesenje, tj. ova metoda nije primjenjiva. Za ujednacavanje entropije koristili smo
paket WeightIT u programskom jeziku R (155,156).

Za razliku od egzaktnog uparivanja, ,,ujednacenost* koju postize ova metoda jest ,,prosje¢na
ujednacenost” za vrijednosti kovarijata, medutim, jedna tretirana i jedna kontrolna jedinka
mogu se razlikovati u nizu karakteristika, iako pripadaju skupinama za koje su prosjecne
vrijednosti identicne ili blisko sli¢ne. S druge strane, nakon egzaktnog uparivanja, svaka
tretirana jedinka ima potpuno iste vrijednosti svih kovarijata kao i sve kontrole s kojima je
uparena (i obrnuto). Stoga smo preferirali egzaktno uparivanje, a gdje se ¢inilo da ostaje previse

neuparenih ispitanika ili smo smatrali da bi bilo informativnije da instrument ima 3 razine (a ne
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dvije), koristili smo ujednacavanje entropije. Obrnuto, gdje ujednacavanje entropije nije moglo

dati zadovoljavajuce rjesenje, koristili smo metode matchinga.

Za procjenu ukupnih efekata polimorfizama od interesa, vrijednosti kovarijata u nositelja
varijantnog alela i homozigota divljeg tipa ,,ujednacavani su u cjelokupnom uzorku. Za
procjenu efekata polimorfizama na raznim razinama ekspozicije valproatu, ,,ujednacavanje® je
provedeno na svakoj razini ekspozicije. Uspjesnost ,,ujednacavanja“ ocjenjuje se na temelju
standardiziranih razlika (d) za pojedine kovarijate izmedu tretiranih i kontrolnih jedinki.
Standardno, vrijednosti d <0.2 smatraju se beznafajnim razlikama, vrijednosti d=0.3-0.5
smatraju se ,,umjerenim razlikama®, a vrijednosti d >0.6 smatraju se velikim razlikama. U
postupcima matchinga/ponderiranja vrijednosti kovarijata ,,idealno su ujednacene ako je d
<0.1 (egzaktno uparivanje i uspje$no ujednacavanje entropije daju vrijednosti d=0.000), a ako
su vrijednosti d >0.1 (,,suboptimalno ujednacene vrijednosti) onda su predmetne kovarijate

uklju¢ene u multivarijatni model za analizu podataka.

4.8. Statisticka analiza (procjena efekata)

Za sve genotipizirane polimorfizme procijenjeno je odstupanje od Hardy-Weinberg ekvilibrija,
a za polimorfizam ABCG2 gena i UGT2B7 gena testirana je neravnoteZa povezanosti gena
(engl. linkage disequilibrium, LD), budu¢i se oba nalaze na dugom kraku 4. kromosoma
[racunalni program CubeX (157).

Kada je za ,,ujednacavanje* vrijednosti kovarijata koriSteno ,,uparivanje, efekti testiranih
polimorfizama na ishod [In(lamotrigin pwmol/1)/100 mg doze] procijenjeni su u ,,sirovim®
podacima, tj. prije ,,ujednacavanja“ varijantnih ispitanika i kontrola ,,divljeg tipa“ za mjerene
kovarijate (dakle, u situaciju u kojoj su ,ujednaceni samo temeljem uklju¢nih kriterija
[komorbiditeti, komedikacija]) i nakon ,,ujednacavanja“, buduc¢i da se dva seta podataka
neizbjezno razlikuju u broju — slicnost nalaza na dva seta podataka podupire dokaz o
efektu/izostanku efekta. U obje varijante, koristili smo ,,klasi¢ne* (frekvencionisticke) i Bayes
generalizirane linearne modele. U analizu ,,ujednacenih® podataka, gdje je to bilo potrebno,
ukljucene su i varijable u kojih ,,ujednac¢avanje nije rezultiralo idealnom ravnotezom izmedu
tretiranih i kontrolnih jedinki. U svakoj od situacija, prvo je procijenjen ukupni efekt
varijantnog alela, a zatim efekt na svakoj od razina ekspozicije valproatu (na temelju

interakcijskih  kontrasta genotip*valproat). Modifikacija efekta razinom valproata
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kvantificirana je kao razlika efekta varijatnog alela na svakoj od razina ekspozicije valproatu u
odnosu na stanje bez ekspozicije valproatu (valproat 0 ili BLOQ), tj. kao omjer omjera
geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR):

razlika efekta (omjer dva GMR)=exp [In(GMR1) — In(GMR2)]

Podatci nakon ,,ujednacavanja“ analizirani Su u ponderiranim modelima (engl. weighted
regression), a u frekvencionistickim modelima rabljen je robustni procjenitelj varijance (zbog
stratuma formiranih postupkom ,,ujednacavanja“). U Bayes modelima (4 lanca, 4000 iteracija,
8000 uzoraka posteriorne distribucije), za efekt od primarnog interesa (efekt polimorfizma) i
modifikaciju efekta (valproat kao moderator), definirali smo umjereno informirane skepti¢ne
normalne prior distribucije - centrirane na 0 za In(GMR) i za razlike In(GMR), sa standardnom
devijacijom 0.355. Ti priori daju podjednaku (50%) vjerojatnost da je GMR (ili omjer GMR)
>1.0 1 da je <1.0, a sredi$njih 95% te priorne distribucije nalazi se u rasponu izmedu 0.5 i 2.0,
pri ¢emu je 48% vjerojatnosti U rasponu vrijednosti sukladnih konvencionalnim granicama
ekvivalencije (0.80 — 1.25). Stoga, ti su priori sukladni nul-hipotezi (polimorfizam nema uc¢inka
na koncentraciju lamotrigina; valproat nema moderatorski ucinak, tj. razlike ,.tretirani* —
,kontrolni“ podjednake su na svim razinama valproata), no ne isklju¢uju posve moguénost
efekta (u bilo kojem smijeru). lako efekt valproata nije predmet istrazivanja, mora imati
definiran prior - definiran je umjereno informirani normalni prior [srednja vrijednost 0.693,
standardna devijacija 0.42 za In(GMR)]: daje 50% vjerojatnosti da je GMR (,,nizak valproat™ —
,valproat 0“, odnosno za ,,visok valproat“ — ,valproat 0“) >2.0 i 50% da je <2.0, s 95%
vjerojatnosti u rasponu GMR 1.0 do 4.0, a 50% vjerojatnosti za GMR u rasponu 1.57-2.54. Taj
prior odrazava ocekivanje 0 prosje¢no dvostruko visim koncentracijama lamotrigina u ljudi
lijeCenih kombinacijom LAM+VAL nego u onih na monoterapiji: ,predvida“ da ce
koncentracije lamotrigina u gotovo svih ispitanika lije¢enih kombinacijom biti viSe nego u onih
na monoterapiji, blago vise u nekih, a ekstremno vise (npr. 4 puta vise ili i viSe od toga) u nekih
drugih ispitanika. Za efekte (GMR) varijabli koje nisu idealno ,,ujednacene* definirani su blago
informirani neutralni normalni priori (srednja vrijednost 0, standardna devijacija 0.80).

Sve razlike izmedu varijantnih ispitanika i kontrola ,,divljeg tipa“ iskazane su s 95% granicama
pouzdanosti [ frekvencionisti¢ckim (CI) ili Bayes (Crl)], a isto vrijedi i za omjere GMR-ova. Nije
bilo potrebno korigirati granice pouzdanosti/razinu greske tipa 1, jer u istrazivanju ne postoji
problem multiplikativnosti: naime, za evaluaciju efekta svakog od polimorfizama, a ,,unutar
polimorfizma na svakoj razini ekspozicije valproatu, iz cjelokupnog uzorka ispitanika

generirane su svaki put nove tj. drugacije pseudopopulacije — ,,ujednacavanje® ,regrutira® i
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ponderira svaki put iznova, kao da se svaki put radi o zasebnoj studiji, a u svakoj se testira samo
jedna nul-hipoteza, pa razina greske tipa 1 odgovora nominalnoj razini 0.05. Isto vrijedi i za
procjenu efekta polimorfizma na raznim razinama ekspozicije valproatu — samo je jedan
formalni test, F-test, tj. test globalne nul-hipoteze koja glasi ,,GMR (varijantni — kontrole
,.divljeg tipa“) ne razlikuje se niti na razini niske niti na razini visoke ekspozicije valproatu u
odnosu na ekspoziciju 0% (tj. ve¢ ima ,,ugradenu* korekciju za dvije usporedbe).

Koristen je ra¢unalni program SAS 9.4 (SAS Inc., Cary, NC), te racunalni paket rstanarm (158)

u programskom jeziku R za Bayes analizu.

4.9. Broj ispitanika

Kako je prikazano, u ovom istraZzivanju sadrzano je zapravo 8 pojedinacnih ,,studija“ (ili
analiza) — po dvije za svaki polimorfizam od interesa (jedna za procjenu glavnog efekta, druga
za procjenu moguce modifikacije efekta polimorfizma valproatom). Nemoguée je odrediti
jedan jedinstveni broj ispitanika koji bi udovoljio zahtjevima svake od njih: prevalencija
nositelja varijatnih alela (,.tretirani*) za svaki je polimorfizam drugacija, pa je neki broj
ispitanika dostatan za procjenu efekta jednog polimorfizma premalen za procjenu efekta nekog
drugog, ili bi se jedan mogao procijeniti na znatno manjem broju ispitanika od efekta nekog
drugog polimorfizma. Stoga je ukupan broj ispitanika za ukljucenje u istraZivanje planiran u
odnosu na polimorfizam za koji je ocekivani udio nositelja varijantnih alela najmanji — broj
ispitanika dostatan za razumnu vjerojatnost detekcije nekog bioloski vjerojatno relevantnog
efekta u tim okolnostima, izvjesno Ce biti dostatan i za vecu vjerojatnost detekcije efekta istog
iznosa za polimorfizme za koje je prevalencija nositelja varijantnog alela veca. U tom
kontekstu, definirali smo nekoliko ,,Zelja®, a na temelju prethodnog iskustva (141) formirali
nekoliko o¢ekivanja.

e Smatrali smo da bi efekt (izrazen kao GMR) nekog varijantnog alela mogao biti prakti¢no
vazan ako iznosi GMR=1.33 (ili viSe) ili, reciprocno GMR=0.75 (ili nize), tj. ako su ostatne
razine lamotrigina za barem 33% (ili viSe) viSe, ili pak za 25% (ili viSe) niZe od razina u kontrola
,divljeg tipa“; a ako su manje od toga, onda nisu prakti¢no vazne (GMR je blize 1.0). Granice
0.75 1 1.33 za 90% granice pouzdanosti oko GMR su konvencionalne granice ekvivalentne
bioraspolozivosti (bioekvivalencije) za lijekove s koeficijentom varijacije oko 30%, a
primjenjuju se (u testovima bioekvivalencije) za vrSne ekspozicije (Cmax) — OStatnu

koncentraciju (obzirom na njenu prediktivnost u TDM-u) smatrali smo ,,ekvivalentnom*
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mjerom, s time da smo koristili razinu greske (dvostranu) od 0.05 (konzervativniju), a ne 0.1
kao u formalnoj bioekvivalenciji;
e Smatrali smo da je uzorak dovoljno velik ako omoguéi najmanje 80% vjerojatnosti detekcije

takvog efekta (ako postoji!) na dvostranoj razini greske tipa 1 od 0.05.

Ocekivanja (141):

e Medu oboljelima od epilepsije koji se lijeCe samo lamotriginom ili LAM+VAL
kombinacijom, dominiraju oni na monoterapiji, tj. o¢ekivani udio ispitanika na LAM+VAL
kombinaciji je oko 1/3 (33%);

¢ O tome koja je prevalencija ljudi s nesto preniskim i onih s ,,ciljanim* ili neSto vi§im ostatnim
koncentracijama valproata (medu oboljelima na LAM+VAL kombinaciji) nismo imali
podataka. Pretpostavili smo kako je realno oc¢ekavati da nakon najmanje 3 tjedna ko-terapije
bude podjednako (50%) onih s ,,niskim valproatom® i onih s ,,visokim valproatom®. To bi
znacilo da po 15-16% od svih ukljucenih ispitanika ,,spada“ u svaku od te dvije skupine (ostali,
tj. oko 67% su ispitanici na monoterapiji LAM);

e Ocekivana prevalencija nositelja varijantnih alela za Cetiri polimorfizma od interesa je kako
slijedi: a) za ABCG2 ¢.421C>A 15-20%; b) za ABCB1 ¢.1236C>T 60-65%; c) za UGT1A4*3
24-25%; d) za UGT2B7 c.-161C>T 75-80%. Nadalje, budu¢i da nema nekog bioloski
opravdanog razloga za suprotno, ocekivanje je da su te prevalencije podjednake u ispitanika na
monoterapiji 1 onith na kombiniranoj LAM+VAL terapiji. Shodno, koriste¢i primjer
polimorfizma s najmanjim oc¢ekivanim brojem nositelja varijantnog alela (ABCG2 ¢.421C>A),
to bi znacilo da na nositelje varijantnog alela otpada 15-20% medu 33% ispitanika na
LAM+VAL, i, nadalje, da je taj udio isti takav i medu onima s ,,niskom* i onima s ,,visokom*
ekspozicijom valproatu;

e U prethodnom istrazivanju (141), u multivarijatnoj analizi efekta varijantnog alela ABCG2
€.421C>A (spram homozigotnog divljeg tipa) u ljudi tretiranih LAM+VAL kombinacijom,
detektiran je efekt iskazan kao omjer geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR)= 1.58 (95%Cl
1.06-2.35). Na temelju njega, moze se odrediti varijanca razlike logaritmiranih vrijednosti
koncentracija lamotrigina izmedu varijantnih ispitanika i kontrola ,,divljeg tipa“:

Var = {[In(donja granica CI) — In(gornja granica CI)]/(2x t,df 73)}?

A na temelju varijance logaritmiranih vrijednosti, moze se procijeniti koeficijent varijacije

(COV) za razliku ,,varijantni — ,,divlji tip*:
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CoV = Jexp(Var) — 1 =0.20

e Kad bi broj ispitanika u najmanjoj ocekivanoj podskupini (na temelju ,.kombinacije*
genotipa [varijantni ili ,,divlji tip] i ekspozicije valproatu [3 razine]) iznosio 10 (npr. 10
nositelja ABCG2 ¢.421C>A varijantnog alela medu onima s ,niskim“ koncentracijama
valproata), onda bi ukupni broj ispitanika (nositelji varijantnog alela i kontrole ,,divljeg tipa“)

na toj razini ekspoziciji valproatu iznosio ukupno 60 = 10 (ili oko 17%) + 50 (ili oko 83%);

Na temelju iznesenog, zakljucili smo:

e Uz pretpostavljeni COV od 0.3 (dakle, za 50% vecu od procijenjene), uzorak od 10
Htretiranih“ 1 50 ,,kontrolnih® ispitanika ima 80% snagu detektirati efekt varijantnog alela od
GMR=1.33 (ili reciproc¢no 0.75) na dvostranoj razini alfa =0.05;

e Broj od 60 ispitanika u predmetnoj podskupini s niskom razinom ekspozcije valproatu ¢inio
bi 15-16% ukupnog broja ispitanika, odnosno, da bi broj ispitanika u predmetnoj podskupini
bio doista oko 60 (s ,raspodjelom* 10 varijantnih 1 50 kontrolnih ispitanika), ukupan broj

ispitanika trebao bi biti najmanje oko 420.

Budu¢i da su uzorci krvi genotipizirani sukcesivno, kako su ispitanici ukljuc¢ivani, ukljucivanje
je trajalo dok u podskupinama s najmanjim ocekivanim brojem ispitanika na temelju
kombinacije genotipa i ekspozicije valproatu nije uklju¢eno po najmanje 10 nositelja
varijantnih alela. Za taj broj ,,varijantnih®, ocekivali smo da ¢e broj ,.kontrola“ biti oko 60-tak
ili neSto viSe. Obzirom na planirani postupak ,,ujednacavanja“ vrijednosti kovarijata izmedu
nositelja varijantnog alela i kontrola ,,divljeg tipa“, smatrali smo opravdano o¢ekivati da ¢e svih
(ocekivanih) 10 nositelja varijantnih alela mo¢i biti ,,upareni“ s najmanje 50-tak kontrola
,divljeg tipa“. U slucaju da je COV manji od pretpostavljenog iznosa (0.3) i iznosi, primjerice,
0.25, dostatno bi bilo da se 10 varijantnih moze ,,upariti s 20 kontrola ,,divljeg tipa“ — snaga
bi bila 81% za detekciju GMR=1.33 (ili 0.75).

Za sve odnose ,varijantni ispitanici“ — ,.kontrole divljeg tipa® u drugim polimorfizmima,
oc¢ekivani udio manje zastupljenih je (prema prethodnom iskustvu) >20%. Stoga, sve te druge
usporedbe imale bi znatno vecu snagu (>80%) za detekcije efekta od GMR=1.33 (0.75), ako bi

se ostvario oc¢ekivani broj od najmanje 10 ispitanika u najmanjoj (ocekivanoj) podskupini.
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4.10. Ocjena osjetljivosti na nemjereni confounding

U svim nerandomiziranim usporedbama ,tretiranih* i ,,kontrola® a priori treba smatrati da
postoj neki ,,iznos* nemjerenog confoundinga. Drugim rije¢ima, procijenjeni efekt moze u
nekom iznosu (ili cijeli) zapravo biti ,,privid*, tj. posljedica djelovanja nemjerenih/nepoznatih
faktora, a ne tretmana koji se evaluira, pa se, u tim okolnostima, tretmanu pogresno ,,dodjeljuje*
efekt koji zapravo ima sasvim druge uzroke. U tim je okolnostima pozeljno procijeniti u kojoj
mjeri je izmjereni efekt pripisiv tretmanu, odnosno koliko je ,,podlozan‘ u¢incima nemjerenih

,,emetilackih* faktora.

E-vrijednost

E-vrijednost (159) je najmanji efekt koji nemjereni “remetilacki” faktor(i) (jedan ili vise njih
kumulativno) treba imati na uzrok i na ishod (ili samo na ishod) da bi u potpunosti ,,objasnio*
opazeni efekt tretmana, u okolnostima kontrole za mjerene kovarijate. Visoka E-vrijednost
govori da bi ucinak nemjerenih ,remetilackih* faktora morao biti izrazito visok kako bi u
potpunosti ,,objasnio* izmjereni efekt odnosno ,,gurnuo* opazeni efekt do razine ,,nema efekta*
(tj. do zakljucka kako ono §to smo procijenili ,,pripada“ nemjerenim ,,remetilackim® faktorima,
a ne tretmanu koji smo evaluirali). Visoka E-vrijednost upucuje na to da je izmjereni efekt
,,otporan‘ na preostali confounding, tj. da ga je nemoguce ili vrlo tesko u potpunosti ,,objasniti*
djelovanjem nekih drugih, nepoznatih faktora a ne samog tretmana. Niska E-vrijednost ukazuje
na to da je potreban tek maleni udinak ,remetilackih“ faktora kako bi se u potpunosti
,»objasnilo* opazeno - odnosno opazeni je efekt jako podlozan ucinku nepoznatih, nemjerenih
faktora i najvjerojatnije se u potpunosti moze ,,objasniti* istodobnim prisustvom nekog malog
nemjerenog ucinka (odnosno opaZeno najvjerojatnije nije posljedica tretmana, ve¢ drugih,
nepoznatih faktora). E-vrijednost se moze izracunati [paket Evalue u programu R (159)] za
razli¢ite mjere efekta: za omjer rizika (engl. relative risk, RR), omjer izgleda (engl. odds ratio,
OR), omjer hazarda (engl. hazard ratio, HR), omjer stopa dogadaja ili incidencije (engl.
incidence rate ratio, IRR), razliku srednjih vrijednosti (engl. mean difference) ili regresijski
koeficijent (engl. regression coefficient) iz “klasi¢ne” linearne regresije ili za standardiziranu
razliku srednjih vrijednosti, no uvijek se (putem razli¢itih konverzija) izraZzava na skali
relativnog rizika (RR) (E-vrijednost od 2.0 znaci nemjereni efekt u iznosu RR=2.0). U ovom je
istrazivanju mjere efekta omjer geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR), tj. eksponizirana
razlika srednjih vrijednosti logaritama koncentracije lamotrigina, odnosno, omjer dvaju GMR-

a (u testu interakcije). No buduc¢i da su GMR i RR po svojoj numeric¢koj prirodi i znacenju
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blisko sli¢ni, u izra¢unu E-vrijednosti GMR (ili omjer dvaju GMR-a) se mozZe ,,tretirati* kao
RR. Obje mjere efekata (i) su eksponenti razlika aritmetickih sredina logaritama odredenih
vijednosti - In(rizika) ili In(kontinuirana varijabla s distribucijom ,,iskrivljenom® udesno); (ii)
u oba su slucaja logaritmi normalno distribuirani; (iii) obje se mjere sli¢no interpretiraju: daju
informaciju o relativnoj razlici izmedu tretmana i kontrole, odnosno izmedu skupine bolesnika
s varijantnim alelom i kontrolne skupine. Ako je za tretman-kontrola relativni rizik RR>1.0,
npr.1.5, to znaci relativno 50% veci rizik (nekog dogadaja) uz tretman; ako je RR<1.0, npr. 0.5,
to znaci relativno 50% manji rizik. Sli¢no vrijedi i za GMR. Primjerice, ako je za tretman-
kontrola omjer GMR >1.0, npr.1.5, to znaci relativno 50% visu vrijednost mjerene varijable
(farmakokinetski pokazatelji) uz tretman, a ako je GMR<1.0, npr. 0.5, to znaci relativno 50%
nize vrijednosti mjerene varijable uz tretman. Sli¢an je odnos izmedu relativnog rizika s tzv.
relativnom stopom dogadaja, odnosno omjerom stopa dogadaja (IRR) - za IRR E vrijednost se
ra¢una na isti nacin kao i za RR (159). E-vrijednost moze se odrediti u odnosu na bilo koju
vrijednost. U ovom je istrazivanju planirano E-vrijednost odrediti u odnosu: i) u slu¢aju nekog
opazenog GMR koji je <1.0 — u odnosu na GMR 0.80, tj. odrediti najmanji iznos efekta
»hemjerenih faktora® potreban da ,,gurne* neki niski GMR do razine 0.80; i1) u slu€aju nekog
opazenog GMR koji je >1.0 — u odnosu na GMR 1.25, tj. odrediti najmanji iznos efekta
,hemjerenih faktora® potreban da gurne neki visoki GMR do razine 1.25. Naime, u
farmakokinetici lijekova, uobicajeno je razlike biorasplozivosti izmedu tretmana koje se krecu
u rasponu GMR 0.80-1.25 smatrati ,prakticno nevaznima“ (tj. dva su tretmana

bioekvivalentna).

Korekcija opazenih GMR za nemjereni confounding

Bilo koji opazeni efekt moze se korigirati za iznos nekog nemjerenog efekta (confoundinga)
koji u procjeni nije kontroliran (160). Taj se postupak takoder odnosi na efekte mjerene na skali
relativnog rizika, pa smo 1 tu koristili analogiju izmedu RR 1 GMR, a rezultira korigiranim
opazenim efektom [paket episensr u programu R (161)]. Za provodenje postupka potrebne su
informacije o (i) veliini efekta nemjerenog (nekontroliranog) ¢imbenika na ishod 1 (ii)
neravnoteZi prevalencije tog ¢imbenika u tretiranih i kontrola (ako je prevalencija identi¢na,
onda nemjereni ¢imbenik neée remetiti procjenu efekta jer ¢e podjednako ,,sudjelovati” u
vrijednostima ishoda u tretiranih i kontrolnih jedinki). Primjerice, ako je opaZeni efekt
GMR=1.50 u okolnostima u kojima nije ,,kontroliran“ efekt nekog ,,remetilackog* faktora koji
iznosi npr. 1.50, moguce je generirati ,.korigirani“ GMR — korigiran za iznos nemjerenog

efekta, uz razlicite poznate ili pretpostavljene razlike u prevalenciji ,,remetilackog™ faktora
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izmedu tretiranih 1 kontrolnih jedinki. Isto vrijedi 1 ako je opazeni GMR <1.0. Konacno, kad
generirana procjena efekta iznosi GMR=1.0, to moze biti zato $to predmetni evaluirani tretman
doista nema efekta na ishod, ali moze biti i zbog toga §to tretman ima efekt, ali istodobno postoji
,,remetilacki* faktor koji ga ,,gura“ u suprotnom smjeru, pa se stvara privid kako nema efekta.
I GMR=1.0 moze se korigirati za poznate ili hipotetske efekte nemjerenih ,,remetilackih

¢imbenika“ (confoundera).
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5. REZULTATI

5.1. Temeljna svojstva ukljucenih ispitanika

U istraZivanje je ukupno ukljucen 471 ispitanik, od cega 328 (69.6%) ispitanika na monoterapiji
lamotriginom, a 143 (30.4%) ispitanika na politerapiji lamotrigina i valproata (tablica 5). Doze
lamotrigina bile su u rasponu od 12.5 do 550 mg/dan, sli¢no u ispitanika na monoterapiji i
kombiniranoj terapiji, a doze valproata varirale su od 250 mg do 2 grama/dan (tablica 5).
Raspon ostatnih koncentracija valproata u ispitanika na politerapiji bio je od 0 do 813 umol/l —
naime, u troje ispitanika (na dozi 250 mg), ostatne koncentracije valproata bile su ispod razine
kvantifikacije od 20.8 umol/l (BLOQ), stoga je ukupno 331 (70.2%) ispitanik bio neizloZen
valproatu ili su ostatne koncentracije BLOQ (tablica 5). Najvisa izmjerena ostatna koncentracija
(813 umol/l) bila je malo iznad gornje granice preporué¢enih koncentracija valproata u TDM-u
(tablica 5).

Tablica 5. Temeljna svojstva ukljuéenih ispitanika, sveukupno i prema terapiji (monoterapija
lamotriginom, LAM, ili kombinacija s valproatom, LAM+VAL). Medu ispitanicima na

politerapiji, troje je imalo ostatne koncentracije valproata ispod donje granice kvantifikacije

(BLOQ) od 20.8 umol/I.

Svi LAM LAM+VAL
N 471 328 143

LAM 328 (69.6)
LAM+VAL 143 (30.4)

LAM doza (mg/dan)
VAL doza (u tretiranih) (g/dan)
VAL koncentracija (umol/L)
VAL 0/BLOQ
VAL nizak (0/BLOQ <364 umol/L)
VAL visok (>364 umol/L)
LAM koncentracija (umol/L)
LAM (umol/L) na 100 mg doze
Dob (godine)
Udio muskih
Tjelesna masa (kg)

175 (12.5-550)

331 (70.2)

70 (14.9)

70 (14.9)

12.8 (0.5-102)
84.0 (6.5-464)
39+15 (16-77)
188 (39.9)
75+17 (27-143)

150 (12.5-500)

328 (100)

0

0

9.3 (0.5-60.1)
68.0 (6.5-318)
41+15 (16-74)
115 (35.1)
75+18 (46-143)

200 (25-550)
1.0 (0.25-2.0)
357 (0-813)
3(2.0)

70 (49.0)

70 (49.0)

29.2 (2.3-102)
164 (30.6-464)
35+13 (16-77)
73 (51.1)
74416 (27-117)
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Od preostalih 140 ispitanika s mjerljivim ostatnim koncentracijama valproata, 70 (14.9%) je
imalo ,,nizak* valproat (iznad donje granice kvantifikacije ali <364 umol/l), a 70 je imalo
,,visok* valproat (>364 umol/l) odnosno unutar preporuc¢enog raspona ili malo iznad gornje
granice (tablica 5). Izmjerene ostatne koncentracije lamotrigina bile su oko 3 puta vise u
ispitanika na politerapiji nego na monoterapiji (tablica 5), sukladno oc¢ekivanjima, a razlika je
bila neS$to manja Sto se tice koncentracija korigiranih za dozu (umol/l / 100 mg doze) (tablica
5). Ispitanici na monoterapiji su prosjecno bili nesto stariji nego ispitanici na politerapiji (41 vs.
35 godina), s manjim udjelom muSkaraca (35.1% vs. 51.1%), a (prosje¢no) slicne tjelesne mase

(tablica 5).

5.2.  Ucestalost pojedinih genotipova polimorfizama od interesa i frekvencija

varijantnih alela

Opazene prevalencije nositelja varijantnih alela bile su bliske o¢ekivanjima: (i) $to se tice
ABCG2 c.421C>A, 378 (80.2%) ispitanika su bili homozigoti divljeg tipa, a 93 (19.8%) su bili
nositelji varijantnog alela, od toga svega 5 varijantnih homozigota (tablica 6); (ii) $to se ti¢e
ABCB1 1236>T, prevladavali su heterozigoti (219, 46.5%), a zatim homozigoti divljeg tipa
(33.8%) (tablica 6); (iii) sli¢na prevalencija genotipova opazena je i za UGT2B7 c.-161C>T
(tablica 6); (iv) u pogledu UGT1A4*3T>G, prevladavali su homozigoti divljeg tipa (77.5%),
ali je udio nositelja varijantnog alela (s tek sporadi¢nim varijantnim homozigotima) bio ipak

nesto visi nego u sluéaju polimorfizma ABCG2 (22.5%) (tablica 6).
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Tablica 6. Opazeni genotipovi i frekvencije varijantnih alela.

Svi Lamotrigin Lamotrigin + valproat
N 471 328 143
ABCG2 c.421 C>A rs 2231142
cC 378 (80.2%) 256 (78.%1) 122 (85.3%)
CA 88 (18.7%) 67 (20.4%) 21 (14.7%)
AA 5 (1.1%) 5 (1.5%) 0
Frekvencija varijantnog alela 10.4% 11.7% 7.3%

ABCB1 1236 C>T rs1128503

cC

CT

TT

Frekvencija varijantnog alela
UGT2B7 -161 C>T rs7668258

CcC

CT

TT

Frekvencija varijantnog alela
UGT1A4*3 142 T>G rs2011425

TT

TG

GG

Frekvencija varijantnog alela

159 (33.8%)
219 (46.5%)
93 (19.7%)
43.0%

119 (25.3%)
237 (50.3%)
115 (24.4%)
49.6%

365 (77.5%)
102 (21.7%)
4 (0.8%)
11.7%

109 (33.2%)
154 (47.0%)
65 (19.8%)
43.1%

72 (22.0%)
169 (51.5%)
87 (26.5%)
49.4%

253 (77.1%)
72 (22.0%)
3 (0.9%)
11.9%

50 (35.0%)
65 (45.4%)
28 (19.6%)
42.3%

47 (32.9%)
68 (47.5%)
28 (19.6%)
43.4%

112 (78.3%)
30 (21.0%)
1 (0.7%)
11.2%

Prevalencije pojedinih genotipova, kao 1 frekvencije varijantnih alela bile su slicne u ispitanika
na monoterapiji i onih na kombiniranoj terapiji (tablica 6). Niti za jedan polimorfizam nije
uoc¢eno odstupanje od Hardy-Weinberg ekvilibrija 1 nije bilo naznaka LD izmedu ABCG2
c.421C>A i UGT2B7 ¢.-161C>T (D'=0.239, r?=0.0068).

5.3. Polimorfizam ABCG2 c.421C>A i bioraspoloZivost lamotrigina

5.3.1. Ispitanici

U cjelokupnom uzorku, prije ,,ujednacavanja‘“ mjerenih kovarijata, nositelji varijantnog alela i
kontrole divljeg tipa blago (sve d <0.300) su se razlikovale u nizu svojstava (tablica 7). Nakon
,ujednacavanja“ (,,uparivanje* — exact matching u kombinaciji s optimal full matching) svih 93
nositelja varijantnog alela moglo se ,,upariti* s ukupno 322 kontrola divljeg tipa i1 postignuta je

idealna ujednacenost za sve mjerene kovarijate (tablica 7).
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Tablica 7. Svojstva nositelja varijantnog alela i kontrola divljeg tipa prije i nakon ,,uparivanja‘.
Razlike izmedu skupina naznacene su kao standardizirane razlike (d): d<0.1 znac¢i minimalne i
beznacajne razlike. Podatci su brojevi (postotci), srednje vrijednosti=SD, a za koncentracije

lamotrigina geometrijske srednje vrijednosti (koeficijent varijacije, %CQOV).

Prije ,uparivanja” Nakon ,,uparivanja“
Varijantni Divlji tip D Varijantni Divlji tip D
N 93 378 93 322
Kovarijate za ujednacavanje
Udio muskih 33 (35.5) 155 (41.0) -0.114  36.3(39.0) 125.7 (39.0) 0.000
Dob (godine) 40+14 39+15 0.044  40+14 4015 -0.006
Tjelesna tezina (kg) 75+17 7517 0.044 75116 75+18 -0.002
Ekspozicija valproatu (VAL)
VAL 0/BLOQ! 72 (77.4) 259 (68.5) 0.201 72.4(77.8)  250.6 (77.8) 0.000
VAL nizak (0<364 umol/L) 11 (11.8) 59 (15.6) -0.110 9.9 (10.6) 34.1 (10.6) 0.000
VAL visok (=364 umol/L) 10 (10.8) 60 (15.9) -0.151  10.7 (11.6) 37.2(11.6) 0.000
ABCBL divlji tip 41 (44.1) 118 (31.2) 0.268 325(34.9) 112.5(34.9) 0.000
ABCB1 varijantni alel 52 (55.9) 260 (68.8) -0.268  60.5(65.1)  209.5 (65.1) 0.000
UGT2B7 divlji tip 16 (17.2) 103 (27.2) -0.243  19.7(21.2) 68.3(21.2) 0.000
UGT2B?7 varijantni alel 77 (82.8) 275 (72.8) 0.243 73.3(78.8) 253.7 (78.8) 0.000
UGT1A4*3 divlji tip 65 (69.9) 300 (79.4) -0.219  74.0(79.5) 256.0 (79.5) 0.000
UGT1A4*3 varijantni alel 28 (30.1) 78 (20.6) 0.219 19.0 (20.5)  66.0 (20.5) 0.000

INa monoterapiji ili koncentracija valproata ispod razine kvantifikacije (BLOQ)

Sli¢no, prije ,ujednaCavanja“, varijantni i kontrolni ispitanici na pojedinim razinama
ekspozicije valproatu blago su se razlikovali u vrijednostima mjerenih kovarijata (tablica 8).
,Ujednacavanje* vrijednosti kovarijata provedeno je na svakoj razini ekspozicije valproatu. U
ispitanika s valproatom 0/BLOQ, svih 72 nositelja varijatnog alela ,,upareno® je s 251/259
kontrola divljeg tipa s idealnom ravnotezom za sve kovarijate (tablica 8); u ispitanika s niskim
valproatom, svih 11 varijantnih upareno je s 33/59 kontrola; a u ispitanika s visokim
valproatom, svih 10 varijantnih upareno je s 38/60 kontrola — s malom neravnotezom dobi i

tjelesne tezine (tablica 8).
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Tablica 8. Svojstva nositelja varijantnog alela i kontrola divljeg tipa prije i nakon ,,uparivanja“
— zasebno na svakoj razini ekspozicije valproatu. Razlike izmedu skupina naznacene su kao
standardizirane razlike (d): d<0.1 zna¢i minimalne i beznacajne razlike. Podatci su brojevi

(postotci) i srednje vrijednosti+SD.

Prije ,uparivanja” Nakon ,uparivanja“

Varijantni Divlji tip Varijantni Divlji tip D
Valproat 0/BLOQ*
N 72 259 72 251
Kovarijate za ujednacavanje
Udio muskih 23 (31.9) 93 (35.9) 25.6 (35.6) 89.4(35.6) 0.000
Dob (godine) 41+14 41+15 40+14 41+15 -0.034
Tjelesna teZina (kg) 75+18 75+17 75+16 76+18 -0.060
ABCBL divlji tip 31 (43.1) 78 (30.1) 24.1(334) 83.9(33.4) 0.000
ABCBL varijantni alel 41 (56.9) 181 (69.9) 47.9 (66.6) 167.1(66.6)  0.000
UGT2B7 divlji tip 12 (16.7) 63 (24.3) 149 (20.7) 52.1(20.7) 0.000
UGT2B7 varijantni alel 60 (83.3) 196 (75.7) 57.1(79.3) 198.9(79.3) 0.000
UGT1A4*3 divlji tip 48 (66.7) 207 (79.9) 56.8 (78.9) 198.2(78.9)  0.000
UGT1A4*3 varijantni alel 24 (33.3) 52 (20.1) 15.2 (21.1) 52.8(21.1) 0.000
Valproat nizak (0<364 umol/l)
N 11 59 11 33
Kovarijate za ujednacavanje
Udio muskih 7 (63.6) 32 (54.2) 7.2 (65.9) 21.7 (65.9) 0.000
Dob (godine) 3319 37+14 3449 37412 -0.321
Tjelesna tezina (kg) 82+19 75+15 79+17 77+15 0.102
ABCBL divlji tip 6 (54.5) 24 (40.7) 5.8 (52.3) 17.2 (52.3) 0.000
ABCBL varijantni alel 5 (45.5) 35 (59.3) 5.2 (47.7) 15.8 (47.7) 0.000
UGT2B7 divlji tip 2 (18.2) 16 (27.1) 1.3(11.4) 3.8 (11.4) 0.000
UGT2B7 varijantni alel 9 (81.8) 43 (72.9) 9.8 (88.6) 29.2 (88.6) 0.000
UGT1A4*3 divlji tip 9 (81.8) 46 (78.0) 9.0 (81.8) 27.0 (81.8) 0.000
UGT1A4*3 varijantni alel 2 (18.2) 13 (22.0) 2.0 (18.2) 6 (18.2) 0.000
Valproat visok (> 364 umol/l)
N 10 60 10 38
Kovarijate za ujednacavanje
Udio muskih 3(30.0) 30 (50.0) 3.8 (37.5) 14.2 (37.5) 0.000
Dob (godine) 36+18 34+13 39+19 35+14 0.272
Tjelesna tezina (kg) 71413 73+18 7514 70+18 0.332
ABCBL divlji tip 4 (40.0) 16 (26.7) 2.9 (29.1) 11.1(29.1) 0.000
ABCBL varijantni alel 6 (60.0) 44 (73.3) 7.1 (70.8) 26.9 (70.8) 0.000
UGT2B7 divlji tip 2 (20.0) 24 (40.0) 3.3(33.3) 12.7 (33.3) 0.000
UGT2B7 varijantni alel 8 (80.0) 36 (60.0) 6.7 (66.7) 25.3 (66.7) 0.000
UGT1A4*3 divlji tip 8 (80.0) 47 (78.3) 8.1(81.2) 30.9 (81.2) 0.000
UGT1A4*3 varijantni alel 2 (20.0) 13 (21.7) 1.9 (18.8) 7.1(18.8) 0.000

INa monoterapiji ili koncentracija valproata ispod razine kvantifikacije (BLOQ)

5.3.2.  Efekt varijantnog alela ABCG2 c.421C>A na bioraspolozivost lamotrigina

Na temelju podataka prije ,,ujednacavanja“, u cjelokupnom uzorku ispitanika (glavni ili
,ukupni® efekt varijantnog alela) ekspozicija lamotriginu je bila oko 23-24% niza u nositelja

varijantnog alela nego u kontrola divljeg tipa (frekvencionisticki GMR=0.76, 0.66-0.89; Bayes
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GMR=0.77, 0.67-0.89) (slika 11). ,,Cisti“ efekt varijantnog alela vidi se u ispitanika s
valproatom 0/BLOQ i procijenjen je na oko 24-26% nizu ekspoziciju lamotriginu (slika 11). U
istom je iznosu procijenjen i efekt varijantnog alela nakon ,,ujednacavanja“ vrijednosti

kovarijata uz dodatno podesenje za dob i tjelesnu tezinu (slika 11).

Prije “ujednagavanja”  Varijantnl Divji tip —— Frekvenctionistickl —O— Bayes GMR (96%CI1/ CA) P (GMR i ormier GMR)
Glavr (ukuon ) efeld 67.2{89) 83.0(70) o E 0.76 (0.66-0.89) <0001/ 89.99%
—_—LDT : .77 (0.67-0.89) 99.90% / <0.001
Efekt ako valproat GBLOQ  50.1 (80) 67.7 (57) -8 E 0.74 (0.85-0.84) Referenini
—{— ! 0.76 (0.67-0.85) 4
Efekt ako nizak valproat 1355 (28) 1291 (42) B 106 (0.76.1.44) DAMS ) 97.75%
101 (0.751.24) 89.64% /D007
Efakt ako vsok valorcal 259.8 (39) 186.5 {39) o 1.39(1.00-1.54) <0001/ 89.99%
5 1.28 (0.95-1.75) 99.92% / 0.002

Nakon “ujednatavanja”

ISttt fa * §

Glavre [ukupni) efex 69.2(87) 81.8(71) a 0.85 (0.74-0.56) 0.01179945%
— L 0.85(0.72-1.02) 85.90% / 0.082

Efort ake valproat OBLOQ 517 (58) 67.5(59) —_—a i 0.76 (0.66.0.88) £X8

| Referentnl

e & e : 0.74 (0.650.84) -
Efakt ako nizak valproal 140.6(27) 130.0 {48) '—JI—G‘— 1.41 (0.88-1.44) 0013/ 99.35%
—_— 0 1.06 (0.75-1.47) 87.16% 1 0.057
Efekl ake viaok valorcal 263.1(38) 195.1 {41) : & 1.37 (1.03-1.82) <0 001 / 99.99%
‘ ' : = 1.31(0.93.1.84) 98 92% /0.001

05 080 1.0 1.2% 20
NZa vz varijanini alol GMR ($5% CUCH) Vi$a uz vanjanine alel

Slika 11. Efekt varijantnog ABCG2 c.421C>A alela na ekspoziciju lamotriginu, prije
,ujednacavanja“ i nakon ,,ujednacavanja“ kovarijata (uz dodatno podesenje za dob i tjelesnu
tezinu). Prikazane su geometrijske srednje vrijednosti (% koeficijent varijacije) ekspozicije
lamotriginu za nositelje varijantnog alela i kontrole divljeg tipa, te efekti varijantnog alela kao
omjer geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR). Glavni ili ,,ukupni® efekt procijenjen je u
modelima samo s genotipom, a efekti na raznim razinama valproata u modelima s interakcijom.
Za glavne efekte, prikazane su P-vrijednosti i Bayes vjerojatnosti (P) (redoslijedom ovisno o
tome je li model frekvencionisti¢ki ili Bayes). Za efekte na raznim razinama valproata, efekti
(GMR) na razini ,,valproat 0/BLOQ* (ispod razine kvantifikacije) su smatrani ,,referentnim* a
P-vrijednosti/P se odnose na razliku efekata varijantnog alela (GMR-ove) na razini ,,nizak* i na

razini ,,visok* valproat u odnosu na taj referentni efekt.

Sukladno ocekivanju, ekspozicija lamotriginu bila je visa $to je ekspozicija valproatu bila visa
(iu varijantnih i u kontrolnih ispitanika, i prije i nakon ,,ujednac¢avanja“ kovarijata) (slika 11).
Medutim, efekt varijantnog alela bio je razli¢it (nehomogen) na razli¢itim razinama ekspozicije
valproatu: (i) u ispitanika s valproatom 0/BLOQ — oko 25% niza ekspozicija lamotriginu (i prije
i nakon ,,ujednacavanja) (slika 11); (ii) u ispitanika s niskim valproatom — bez vidljivog efekta

varijantnog alela (vrijednosti GMR oko 1.0) (slika 11); (iii) u ispitanika s visokim valproatom
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— oko 30% visa ekspozicija i prije (manja razlika izmedu frekvencionisticke i Bayes procjene,
slika 11) i nakon ,ujednacavanja“ kovarijata (GMR=1.37, 1.03-1.82 frekvencionisticka
procjena, 1.31, 0.93-1.84, Bayes procjena) (slika 11). Kako je prikazano na slici 11, razlike
efekata varijantnog alela uz nizak ili visok valproat u odnosu na efekt u ljudi s valproatom
0/BLOQ bile su znatne — za omjere GMR-a (GMR uz nizak valproat vs. GMR uz valproat
0/BLOQ; GMR uz visok valproat vs. GMR uz valproat 0/BLOQ), Bayes vjerojatnosti da su
omjeri >1.00 bile su >96%, a korespondirajuce frekvencionisticke P-vrijednosti bile su <0.05
(ve¢inom) ili 0.1 - i prije i nakon ,,ujednacavanja“ kovarijata. Slika 12 prikazuje jasnu razliku
izmedu efekata varijantnog alela u ljudi s visokim valproatom i onih s valpraotom 0/BLOQ —
omjer GMR-ova iznosi 1.80 (frekvencionisti¢ka procjena) odnosno 1.77 (Bayes procjena), a
vjerojatnost da je omjer >1.25 bila 98.9% za frekvencionisticku i 96.1% za Bayes procjenu
(slika 12).

1.5] 98.9% v|eroiatnost

da je omjer >1.25

Gustoca
Gustota

080 10 1.25 i 20 3.0 4.0 080 10 125 20 3.0
1.80 1.7

Omijer GMR-ova (veliGina modifikacije efekia) Omper GMR-ova (veliéing modifikacije efekta)

Slika 12. Distribucije vjerojatnosti razlike efekata (omjera geometrijskih srednjih vrijednosti,
GMR) varijantnog alela u ljudi s visokim valproatom i onih s valproatom 0/BLOQ (ispod razine
kvantifikacije). A. Frekvencionisticka distribucija uzorkovanja. B. Bayes posteriorna
distribucija. Naznaceni su iznosi frekvencionisticke (omjer 1.80) i Bayes (omjer 1.77) procjene
razlike efekata varijantnog alela i njihove cjelokupne distribucije. Naznafena je takoder
vjerojatnost da je omjer GMR-a (razlika efekata) >1.25.

Ukupno — nositelji varijantnog alela imaju oko 25% nizu ekspoziciju lamotriginu u odnosu na
kontrole ,.divljeg tipa“, no stupanj ekspozicije valproatu modificira taj efekt varijantnog alela:
uz koncentracije valproata nize od preporu¢enih TDM vrijednosti, ekspozicija lamotriginu je

slicna u varijantnih i kontrolnih ispitanika; a u rasponu preporu¢enih TDM vrijednosti,
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ekspozicija lamotriginu je u nositelja varijantnog alela oko 30% visa nego u kontrola ,,divljeg

tipa“.

5.3.3. Osjetljivost na nemjereni confounding

Slika 13 prikazuje, u obliku DAG, ,remetilacke faktore (confoundere i pretece ishoda i
tretmana) koji ometaju detekciju/kvantifikaciju efekta ABCG2 ¢.421C>A varijantnog alela na
ekspoziciju lamotriginu.

Efekt tj. kauzalni put od interesa naznacen je crnim debljim strelicama: instrument (ABCG2.
€.421C>A genotip) — ,tretman“ (aktivnost ABCG2) — ishod (koncentracija lamotrigina.
,Remetilacki faktori kategorizirani su kao: (i) preteCe tretmana — ¢imbenici koji mogu utjecati
na aktivnost ABCG2, a moguéa je nekauzalna asocijacija s instrumentom: to su drugi
polimorfizmi ABCG2 za koje je in vitro pokazana veza sa snizenom aktivno$¢u transportera
(140); (ii) confounderi (i njihovi ,,pretci* ili ,,roditelji) — su ¢imbenici koji uzrokuju (utje¢u na)
i tretman (aktivnost ABCG2 definiranu instrumentom) i ishod (ali nekim drugim
mehanizmom). Medu njima su (1) stupanj ekspozicije valproatu — u nekim je tkivima pokazano
da valproat mijenja ekspresiju ABCG2 transportera (162), a s druge strane na koncentracije
lamotrigina utjece inhibicijom UGT enzima (posebno bitni UGT1A4 i UGT2B7) (26), ali,
potencijalno, i u¢inkom na ekspresiju ABCBI transportera ¢iji je lamotrigin supstrat (135); (2)
¢imbenici koji izravno utjecu na ekspoziciju valproatu, npr. doza valproata i aktivnost citokrom
P-450, nekih UGT enzima (ne UGT1A4 i UGT2B7) i mitohondrijskih enzima za koje je
poznato da metaboliziraju valproat (49,50); (3) dob, spol i tjelesna tezina su faktori za koje je
poznato da utjeCu na ekspoziciju lamotriginu (iako mehanizmi nisu posve jasni) (31,33), a
pretpostavka je da mogu utjecati i na aktivnost ABCG2 (npr. zbog efekta na razine valproata)
— naznacena je mogucnost da ti ucinci (utjecaji) mogu biti posredovani efektima na enzime i
transportere ili pak nekim ,,drugim mehanizmima“ (npr. varijacije bubrezne 1/ili jetrene funkcije
u okviru ,,normalnih* funkcija, razine albumina, volumena raspodjele itd.); (4) komorbiditeti i
drugi lijekovi (antiepileptici) ili drugi — koji, slicno, mogu utjecati i na aktivnost ABCG2
(izravno ili putem utjecaja na razine valproata) i na lamotrigin, npr. uslijed efekata na UGT
enzime, ABCBI1 transporter, ili pak nekim ,,drugim mehanizmima®; (ii1) pretece ishoda —
¢imbenici za koje se zna ili pretpostavlja da mogu utjecati na ekspoziciju lamotriginu (npr. doza

lamotrigina), a mogu biti nekauzalno povezane s instrumentom.
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Slika 13. Prikaz ,,remetilackih faktora* koji ,,ometaju* detekciju/kvantifikaciju efekta ABCG2
€.421C>A varijantnog alela na bioraspolozivost lamotrigina — usmjereni aciklic¢ki graf
(DAG). Efekt (kauzalni put) od interesa naznacen je debelim crnim strelicama i polazi od
instrumenta — crni simbol (ABCG2 c.421 genotip, varijantni ili ,,divlji tip) koji definira
»tretman® (aktivnost ABCG2, smanjena ili normalna) koji se ne moze mjeriti (naznacen
sivim) i zavr$ava na ishodu — ostatnoj koncentraciji lamotrigina (crni simbol). Zutim je
naznacen preteca tretmana — drugi ABCG2 polimorfizmi koji potencijalno mogu utjecati na
aktivnost ABCG2, a mogu biti nekauzalno povezani (asocijacija) s instrumentom. Crvenim su
naznaceni confounderi — mogu utjecati i na tretman (aktivnost ABCG2) i na ishod (ij.
koncentracije lamotrigina drugim mehanizmima). Plavim su naznacene pretece ishoda —
utjeCu na ishod, a mogu biti nekauzalno povezane s instrumentom. Sive tanje strelice
naznacuju kauzalne efekte ,,roditelja“ na ,,potomke®, crne crtkane strelice naznacuju mrezu
,remetilackih efekata® — izravno na tretman 1/ili ishod, ili posredno, razli¢itim mehanizmima.
Sive crte naznacuju moguce nekauzalne asocijacije preteca tretmana 1 preteca ishoda s
instrumentom (npr. slucajne razlike prevalencije izmedu nositelja varijantnog alela i1 kontrola
,divljeg tipa®“). Vidi tekst za detalje.

CYP —citokrom P-450 enzimi vazni za metabolizam valproata; LD - neravnotezna vezanost
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Naznaceni SuU i ¢imbenici koji se in vivo ne mogu izravno mjeriti poput aktivnosti ABCB1
transportera te UGT1A4 i UGT2B7 enzima. Naznacena je i (viSe-manje teorijska) moguénost
da bi i aktivnost nekih drugih UGT enzima mogla utjecati na bioraspolozivost lamotrigina. Kao
njihovi neposredni pretci ili ,,roditelji“, navedeni su polimorfizmi za koje je do sada u literaturi
bilo naznaka da bi mogli biti relevantni za bioraspoloZivost lamotrigina, a oni Su genotipizirani
u ovom istrazivanju (ABCB1 ¢.1236C>T, UGT1A4*3 ¢.142T>G i UGT2B7 c.-161C>T)
(45,121,126,127,137,138), s tim da je ostavljena i mogucnost da na aktivnost tih proteina utjecu
drugi polimorfizmi njihovih gena.

Slika 14 prikazuje isti DAG, ali s oznaCenim kontroliranim ,,remetilackim faktorima‘“ kao i
onima koji u ovom istrazivanju nisu u potpunosti kontrolirani — i mogu¢i su izvori ,,0statnog*
ili nemjerenog confoundinga. Potpuno kontrolirani faktori su neki confounderi i neke pretece
ishoda, a to je postignuto ukljuénim kriterijima (komorbiditeti, komedikacija),
,ujednacavanjem* vrijednosti izmedu nositelja varijantnog alela i kontrola ,,divljeg tipa“ (dob,
spol, tjelesna tezina, stupanj ekspozicije valproatu, genotipovi na polimorfizmima ABCB1
€.1236C>T, UGT1A4*3¢.142T>G i UGT2B7 c.-161C>T) ili definicijom ishoda (koncentracije
lamotrigina standardizirane su po 100 mg doze). Treba uciti da se ,,remetilacke faktore® moze
,kontrolirati“ tj. ,,iskljuciti i posredno, tako da se izravno kontroliraju njihovi pretci:
primjerice, za dob, spol, komorbiditete i komedikaciju uzeta je u obzir mogué¢nost da mogu
utjecati na tretman 1/ili ishod nekim mehanizmima koji ne uklju¢uju poznate ucinke na
transportere 1 enzime (,,drugi mehanizmi®) — stoga ,kontrola® tih c¢imbenika ,blokira*
,remetilacke putove® posredovane tim ,,drugim mehanizmima®. Slicno se postize ako se
kontroliraju ,,potomci“ koji su jedini put kojim neki ¢imbenik utje¢e na tretman i/ili ishod:
primjerice, kontrola za stupanj ekspozicije valproatu ,,kontrolira® takoder 1 ,,uinak® doze
valproata 1 ¢imbenika koji sudjeluju u metabolizmu valproata. Neke pretece ishoda nisu u
potpunosti kontrolirani — aktivnosti ABCB1, UGT2B7 i UGT1A4: blokirani su utjecaji nekih
polimorfizama 1 drugih faktora koji na te aktivnosti utjecu, ali brojni drugi (poznati 1 nepoznati)
polimorfizmi nisu kontrolirani 1 stoga izvjesno ostaje (makar 1 teorijska) mogucnost da utjecuci
na aktivnost transportera/enzima ometaju kvantifikaciju efekta od interesa. Slicno, nije
kontroliran mogu¢i interferiraju¢i efekt drugih polimorfizama ABCG2. Nepotpuno kontrolirani
i nekontrolirani ¢imbenici izvor su ostatnog confoundinga.

U ,,idealnim* okolnostima, za ocjenu osjetljivosti procjene nekog efekta na ostatni confounding
iznos tog nemjerenog ,,remetilackog™ efekta moze Se barem priblizno procijeniti na temelju
literaturnih podataka. U slucaju efekta varijantnog alela ABCG2 ¢.421C>A na ekspoziciju

lamotriginu (slika 11) takvi podatci za sada ne postoje, odnosno, nema naznaka
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Slika 14. Situacija u kojoj se kvantificira efekt ABCG2 c.421C>A varijantnog alela na
ekspoziciju lamotriginu — DAG nakon ,,kontrole* ,,remetilackih faktora“. Potpuno
kontrolirani ¢imbenici naznaceni su bijelim simbolima od kojih (vi$e) ne polaze nikakvi
,remetilacki® efekti (crtkane strelice) jer su blokirani. To je postignuto uklju¢nim kriterijima,
,ujednacavanjem® vrijednosti kovarijata, definicijom ishoda, kontrolom ,,potomaka“ ili
,,predaka®“. Nepotpuno kontrolirani ¢imbenici naznaceni su sivim simbolima — to se odnosi na
aktivnosti ABCB1, UGT1A4, UGT2B7 i ,,ostalih UGT enzima. Naime, neki polimorfizmi
njihovih gena nisu kontrolirani (plavi simboli) pa jo$ uvijek mogu utjecati na aktivnost
transportera/enzima (pune sive strelice), a mogu biti nekauzalno povezani s instrumentom
(sive crte). Posljedi¢no, od nepotpuno kontroliranih ¢imbenike moguci su ,,remetilacki* efekti
na ishod (crtkane sive strelice). Nije kontrolirana moguca interferencija preteca tretmana —

drugih ABCG2 polimorfizama (koji mogu biti nekauzalno povezani s instrumentom).

da bi faktori prikazani na slici 14 kao oni koji ,,nisu kontrolirani* imali neki mjerljiv efekt na
bioraspolozivost lamotrigina:

1. Drugi polimorfizmi ABCG2. Prema aktualnom znanju, polimorfizam ABCG2 c.421C>A
(rs2231142) daleko je najces¢i poznati polimorfizam ABCG2 gena [na globalnoj razini,
frekvencija varijantnog alela procijenjena je na oko 10% (140), bas kao i u ovom istrazivanju].
Smanjena (in vitro) funkcija transportera povezuje se s tri daljnja polimorfizma (rs34783571,
rs192169062 i rs34264773), za tri polimorfizma pokazano je da nemaju utjecaja na aktivnost
transportera, a za nekolicinu nije poznato utjecu li na aktivnost transportera (140).

Kumulativno, frekvencija varijantnih alela povezanih sa smanjenom aktivno$c¢u transportera je
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0.68%, a uzimajuci u obzir i one za koje nije poznato utjecu li na funkciju transportera,
kumulativna frekvencija iznosti oko 1% (140). Shodno tome, medu ispitanicima u ovom
istrazivanju realno je oc¢ekivati da su svega nekolicina njih bili nositelji tih ,,ostalih varijantnih
alela/polimorfizama. Vjerojatnost da bi ta Cinjenica mogla utjecati na procjene u ovom

istrazivanju izvjesno je zanemariva.

2. Drugi polimorfizmi (osim genotipiziranih) UGT1A4, UGT2B7 i ,,drugih®“ UGT enzima.
Neka su istrazivanja naznacila moguc¢nost da, uz UGT1A4 i UGT2B7 enzime, klirensu
lamotrigina u maloj mjeri doprinose enzimi UGT1A3 i UGT1A2 no njihova uloga nije jasno
dokazana, a ako i postoji, doprinos je vrlo malen (24). UGT1A4 je vrlo polimorfan gen.
Polimorfizam genotipiziran u ovom istrazivanju, UGT1A4*3 ¢.142T>G (rs2011425), u
potpunom je LD s nekoliko promotorskih polimorfizama, primjerice -214C>T i -163G>A
(rs3732219 i rs3732218) s kojima tvori UGT1A4*3a haplotip, ali i s -419 i -463, te s nekoliko
daljnjih polimorfizama (tvore haplotipove *5 i *7a) (68,130-132). Osim toga, u bijelaca,
rs2011425 je u potpunom LD s UGT1A4*2 c.70C>A (rs6755571, Pro24Tre) (66,133) koji je
povezan sa smanjenom aktivno$¢u enzima in vitro (68,119), no izvjestaji o njegovoj
povezanosti s ostatnim koncentracijama lamotrigina u ljudi nisu jednozna¢ni (npr. u
skandinavskih ispitanika) (47,121). Dakle, kontroliraju¢i za genotip UGT1A4*3 ¢.142T>G,
kontrolira se i mogu¢i utjecaj niza polimorfizama s kojima je u potpunom LD. Jasno je, takoder,
da ostaje niz drugih polimorfizama u genu UGT1A4 koji nisu ,,kontrolirani“. U ovom ¢asu,
medutim, nepoznato je odraZavaju li se oni na aktivnost UGT1A4 / ekspoziciju lamotriginu.

| gen UGT2B7 je vrlo polimorfan. Polimorfizam genotipiziran u ovom istrazivanju — UGT2B7
c.-161C>T (rs7668258) je u potpunom LD s polimorfizmom 802C>T (rs743966) (24), te s
nizom promotorskih polimorfizama s kojima tvori dva glavna haplotipa (124) i drugim
polimorfizmima s kojima tvori haplotipove UGT2B7*1a, *1j, *1k, *2b, *2c, *2d, *2f (130).
Dakle, i kontrola za genotip UGT2B7 ¢.-161C>T ujedno ,,kontrolira“ niz drugih polimorfizama
s kojima je potpunom LD no, ostaje i niz drugih polimorfizama u genu UGT2B7 koji nisu
kontrolirani. Njihov mogu¢i u€inak na aktivnost UGT2B7 enzima nije poznat.

3. Drugi polimorfizimi (osim genotipiziranih) ABCB1. Polimorfizam genotipiziran u ovom
istrazivanju, ABCB1 ¢.1236C>T (rs1128503), u jakom je LD (81) s dva druga ucestala
kodirajuc¢a polimorfzima, ¢.2677G>T/A (rs2032582) i ¢.3435C>T (rs1045642), a to vrijedi i za
hrvatsku populaciju (163). Dakle, kontrolirajuci za rs1128503, kontroliraju se (uvelike) i daljnja
dva polimorfizma. U bijelaca, to su tri daleko najées¢a polimorfizma, i ekstenzivno su

evaluirana u vezi bioraspolozivosti niza lijekova, ali s vrlo varijabilnim rezultatima (136). U
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odnosu na lamotrigin, nekoliko studija haplotipova ili pojedina¢nih polimorfizama naznacilo je
njihov moguci utjecaj na bioraspolozivost (24), ali nedavna velika studija u skandinavskih
bolesnika nije nasla ,,signal* koji bi povezivao €.1236C>T ili ¢.3435C>T s bioraspoloZzivosti
lamotrigina (47). Kumulativna prevalencija Sest ostalih kodiraju¢ih ABCB1 polimorfizama je
oko 10% (136), pa je izrazito malo vjerojatno da bi mogli biti ,,odgovorni* za opazene efekte.

4. Ostali mogué¢i nemjereni faktori. Istrazivanja do sada nisu ukazala na vaZnost
polimorfizama/aktivnosti drugih ABC transportera ili transportera iz SLCO superporodice na

sistemsku bioraspolozivost lamotrigina.

U tim okolnostima (i) odredene su E-vrijednosti kao indikator hipotetskog kumulativnog
ostatnog efekta svih moguéih nemjerenih ,,remetilackih® faktora potrebene da dijelom ili u
cijelosti ,,objasne” opazeni efekt ABCG2 ¢.421C>A varijantnog alela, te razliku efekata uz
visoku ekspoziciju valproatu i kada je valproat 0/BLOQ (E-vrijednosti za omjer GMR-a); (ii)
efekt ABCG2 ¢.421C>A varijantnog alela i omjer GMR korigirani su za hipotetske iznose

pretpostavljenih ostatnih ,,remetilackih® efekata.

E-vrijednosti. a) Da bi u potpunosti ,,objasnili“ opazenu razliku izmedu nositelja varijantnog
alelai kontrola ,,divljeg tipa“ od GMR=0.76 odnosno GMR=0.74 (slika 11) (valproat 0/BLOQ),
tj. efekt pripisan varijantnom alelu ,,gurnuli“ na vrijednost ,nema efekta® (GMR=1.00),
nemjereni ,,remetilacki faktori morali bi djelovati na nacin da rezultatno imaju kumulativni
efekt snaznog snizenja koncentracije lamotrigina i to za polovicu, tj. GMR=0.51 odnosno
GMR=0.49. Da bi djelomi¢no ,,0bjasnili“ opazenu razliku, na nadin, primjerice, da ,,gurnu‘
opazene GMR-ove na vrijednosti 0.85 (mali efekt varijantnog alela, unutar raspona
ekvivalentne bioraspoloZivosti), kumulativni u¢inak nemjerenih ,,remetilackih faktora morao
bi biti GMR=0.65 odnosno 0.68. b) Da bi u potpunosti ,,objasnili“ opazenu razliku, razlika
izmedu nositelja varijantnog alela i kontrola ,,divljeg tipa“ pri visokoj razini valproata i uz
valproat 0/BLOQ od 1.80 za omjer GMR odnosno 1.77 (slika 12) (tj. omjer GMR-ova ,,gurnuli*
na vrijednosti 1.00), kumulativni rezultantni efekt nemjerenih ,,remetilackih® faktora morao bi
biti takav da na razini valproat 0/BLOQ ,,guraju” GMR prema nizim vrijednostima od opazenih
i/ili da na visokoj razini valproata ,,guraju GMR prema visim vrijednostima od opazenih na
naCin da uslijed njihovog djelovanja omjer GMR-ova bude 3.00 (za frekvencionisticku
procjenu), odnosno 2.94 (za Bayes procjenu). Da bi djelomi¢no objasnio opazene omjere GMR-

ova, tj. ,,gurnuo‘ im vrijednost na 1.25, kumulativni rezultantni efekt nemjerenih ,,remetilackih*
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faktora morao bi biti takav da uslijed njihovog djelovanja omjer GMR-ova iznosi 2.24, odnosno
2.18.

Ne postoji neki definirani iznos E-vrijednosti koji odreduje ,,granicu‘ osjetljivosti na nemjereni
confounding. Medutim, u ovom kontekstu opravdano je re¢i da su opazene razlike izmedu
nositelja varijantnog alela i kontrola ,,divljeg tipa“ prilicno neosjetljive na ostatne ,,remetilacke*
efekte, tj. isti bi morali biti doista izrazeni, da bi se opazeno moglo u cijelini ili ve¢im dijelom

pripisati njihovom djelovanju, a ne ¢injenici imanja varijantnog ABCG2 ¢.421C>A alela.

Opazeni efekti korigirani za hipotetske nemjerene , remetilacke* efekte. Budu¢i da su
prevalencija neke kombinacije ,,remetilackih® efekata i njenog moguceg efekta na ishod
nepoznate, definirati smo hipotetske situacije. Primjerice, ako je ocekivana prevalencija
,,ostalih® polimorfizama ABCG2 koji mijenjaju aktivnost transportera kumulativno 1%, a
prevalencija ,,ostalih” polimorfizama ABCB1 kumulativho 10% onda je, uz opravdanu
pretpostavku da su te vjerojatnosti nezavisne, vjerojatnost istodobnog prisustva bilo kojeg
polimorfizama iz tih dviju skupina 0.01 x 0.1=0.001 ili 0.1%. Prevalencija svih ,,ostalih*
polimorfizama UGT2B7 i UGT1A4 nije poznata. Pretpostavimo da je ukupna prevalencija
kombinacije polimorfizama dvaju gena koji ,,guraju® koncentracije lamotrigina u istom smjeru
30%, i nezavisna je od prevalencija ,,ostalih® polimorfizama ABCG2 i ABCB1, koji, hipotetski
takoder ,,guraju* koncentracije lamotrigina u istom smjeru, i to u istom onom u kojem ga
»guraju® ostali polimorfizmi UGT2B7 i UGT1A4. Vjerojatnost istodobnog prisustva tih
polimorfizama (s u€inkom na lamotrigin koji je ,,u istom smjeru) iznosi 0.01 x 0.1 x
0.30=0.0003 ili 0.03%. No, pretpostavimo da je ta vjerojatnost puno vecéa (333 puta veca) i da
iznosi 10%, u ukupnom broju ispitanika nakon ,,ujednacavanja®, na razini valproata 0/BLOQ
to bi bilo 32 ispitanika. Pretpostavimo, nadalje, da se radi o rezultantnom ,,remetila¢kom*
ucinku koji ,,gura® koncentracije lamotrigina na niZe vrijednosti i to sa znatnim kumulativnim
u¢inkom od GMR=0.70 (30% redukcija). Pretpostavimo, nadalje, da izmedu nositelja
varijatnog alela (n=72) i kontrola ,,divljeg tipa“ (n=251) pukim slu¢ajem postoji znatna
neravnoteza u prevalenciji tog ,,remetilackog® seta, i to tako da je razlika 5:1, odnosno 25%
medu nositeljima varijantnog alela (n=18 od 72) i 5% (n=14 od 251) medu kontrolama ,,divljeg
tipa“. To je hipotetska situacija koja sugerira da opazeni GMR=0.75 (kao ,,sredina“ izmedu
frekvencionisti¢ke i Bayes procjene od 0.76 i 0.74) nije posljedica imanja varijantnog alela, ve¢
efekta neravnotezno rasporedenog seta ,,remetilackih varijabli“ koji snizuju koncentraciju
lamotrigina. Opazeni GMR=0.75 korigiran za taj snazni nemjereni i hipotetski ,,remetilacki‘

efekt iznosi 0.798 —tj. jos uvijek je ispod vrijednosti 0.80 (donje granice raspona ,,ekvivalentne
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bioraspolozivosti®). Alternativno, moglo bi se pretpostaviti da ,,remetilacki set ne snizuje, ve¢
povisuje koncentraciju lamotrigina, te da, pukim slu¢ajem, postoji neravnoteza u prevalenciji
na nacin da je puno ¢e$¢i medu kontroloma ,,divljeg tipa“, tj. da opazeni GMR=0.75 nije
posljedica efekta varijantnog alela koji snizuje koncentraciju lamotrigina, ve¢ da je posljedica
veée prevalencije ,,remetilackih® faktora koji je povisuju medu kontroloma ,,divljeg tipa“.
Primjerice, da je ukupna prevalencija od 10% (n=32), ,,rasporedena“ tako da je taj set varijabli
prisutan u 2/72 (2.7%) nositelja varijantnog alela i u 30/251 (12.0%) kontrola ,,divljeg tipa“
(omjer 1:4). Uz pretpostavku da taj ,,remetilacki set ima jak efekt na lamotrigin iskazan kao
GMR=1.43 (povisuje koncentraciju za 43%, §to je recipro¢no od GMR=0.70), korigirani
opazeni efekt GMR=0.75 iznosio bi 0.78, tj. jo§ uvijek bi bio ispod granice ,.ekvivalentne
bioraspolozivosti“. Kona¢no, mogla bi se pretpostaviti i hipotetska situacija u kojoj u ispitanika
s valproatom 0/BLOQ postoji takva neravnoteza ,,remetilackih faktora da stvara privid efekta
varijantnog alela koji snizuje koncentraciju lamotrigina, a u ispitanika s visokim valproatom
takva neravnoteza ,remetilackih® faktora koja stvara privid efekta varijantnog alela koji
povisuje koncentraciju lamotrigina. Takva situacija implicira da omjer GMR-ova 1.80 nije
posljedica razlika efekata varijantnog alela na dvije razine ekspozicije valproatu, ve¢ da je
posljedica razlika efekata ,remetilackih® faktora na dvije razine ekspozicije lamotriginu.
Medutim, ¢ak i kad bi ta hipotetska razlika efekata ,,remetilackih® faktora bila doista velika,
kao omjer GMR-ova od 2.00, opazeni omjer GMR-ova jo§ uvijek bi iznosio 1.35.

Sveukupno, obzirom na trenutno (ne)znanje o problemu, procjene koje su ovdje
okarakterizirane kao efekti varijantnog ABCG2 ¢.421C>A alela izvjesno mogu biti opterecene
nekim za sada nepoznatim nemjerenim ,,remetilackim* efektima. Medutim, vjerojatnost takvih
efekata je mala, a Cak 1 da su vrlo izraZeni, ne bi u potpunosti ili u vecini ,,objasnili* opazeno.
Stoga je opravdano zakljuciti da polimorfizam ABCG2 ¢.421C>A ima odredeni u¢inak na
bioraspoloZivost lamotrigina, na na¢in da ¢injenica varijantnog alela rezultira nizim ostatnim
koncentracijama lamotrigina. Nadalje, izvjesnom se ¢ini i modifikacija tog efekta kada postoji
ekspozicija valproatu, na nacin da se efekt varijantnog alela ,,izgubi* (nizak valproat), odnosno

da uz visoke razine valproata varijantni alel rezultira ve¢om ekspozicijom lamotriginu.
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5.3.4  Polimorfizam ABCG2 c.421C>A modificira ucinke valproata na bioraspoloZivost

lamotrigina

Ucinak valproata na sistemsku bioraspolozivost lamotrigina dobro je poznat i u ovom ga
istrazivanju nije bila namjera (iznova) procjenjivati. No, u kontekstu procjene efekta ABCG2
€.421C>A polimorfizma, slika 11 ilustrira kako je izvjesno da istodobno postoje dva efekta —
efekt varijantnog alela i efekt valproata. Kada na neki ishod istodobno djeluju dva uzroka, onda
je modifikacija mjere efekta (u ovom slu¢aju GMR) u pravilu ,,dvosmjerna®. Stoga je, iako to
nije izvorno bio cilj, procijenjen efekt valproata na dvije razine ABCG2 c.421C>A
polimorfizma, tj. u kontrola ,,divljeg tipa“ i nositelja varijantnog alela.

Sveukupno, 70 ispitanika s visokim valproatom i 70 ispitanika s niskim valproatom razlikovali
su se numericki od 331 ispitanika s valproatom 0/BLOQ (kontrola) u dobi, spolu, tjelesnoj tezini
i prevalenciji pojedinih polimorfizama (tablica 9). Isto vrijedi za 60 ispitanika s visokim, 59 s
niskim i 259 s valproatom 0/BLOQ koji su bili homozigoti divljeg tipa ABCG2 c.421C>A,
odnosno za 10 ispitanika s visokim, 11 s niskim i 72 s valproatom 0/BLOQ koji su bili nositelji
varijantnog ABCG2 c.421C>A alela (tablica 9). U konaénici, u cjelokupnom uzorku, svih 70
ispitanika s visokim valproatom ,,upareno® je s 305 (od 331) kontrola (valproat 0/BLOQ), a 69
ispitanika s niskim valproatom ,,upareno* je s 284 kontrole, uz manju neravnotezu u dobi i
tjelesnoj tezini (kontrole su nesto starije i imaju nesto vecu tjelesnu tezinu) (tablica 9). Medu
homozigotima divljeg tipa, svih 60 s visokim valproatom ,,upareno® je s 251 kontrolom, a 59
onih s niskim valproatom upareno je 254 kontrole (tablica 9), ponovno s manjom neravnotezom
u dobi i tjelesnoj tezini (tablica 9). Konacno, medu nositeljima varijantnog alela ABCG2
C.421C>A, svih 10 s visokim valproatom ,,upareno® je s 54 kontrole, a 10 onih s niskim
valproatom upareno je s 30 kontrola uz manju neravnotezu dobi i tjelesne tezine (tablica 9).
Kako je prikazano na slici 15, i prije i nakon ,,uparivanja“ (uz dodatno podesenje za dob i
tjelesnu tezinu), opazeni su blisko sli¢ni obrasci: (1) u cjelokupnom uzorku, uz nizak valproat
ekspozicija lamotriginu bila je oko dvostruko viSa nego bez valproata (valproat 0/BLOQ), a uz
visok valproat bila je oko tri puta viSa nego bez valproata, odnosno, efekt ,,visokog valproata“
je bio izrazeniji od efekta ,,niskog valproata“ (ocekivano); (ii) efekt ,,niskog valproata® bio je
izrazeniji u nositelja varijantnog ABCG2 ¢.421C>A alela nego u homozigota divljeg tipa —
omjer GMR oko 1.50 (manje razlike izmedu frekvencionistickih i Bayes procjena (slika 15);
(111) 1 efekt ,,visokog valproata“ bio je izrazeniji u nositelja varijantnog alela nego u homozigota

divljeg tipa — omjer GMR oko 1.80 (slika 15).
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Tablica 9. Svojstva ispitanika prema razini ekspozicije valproatu (VAL) (0/BLOQ! [kontrolna razina], nizak ili visok) prije i nakon ,,uparivanja‘

za sve ispitanike, te za nositelje varijantnog alela i kontrole divljeg tipa ABCG2 ¢.421C>A. Podatci su brojevi (postotci) i srednje vrijednosti+SD.

Prije “uparivanja” Nakon “uparivanja”: Visok VAL vs. 0/BLOQ i Nizak VAL vs. 0/BLOQ
Svi ispitanici Visok VAL Nizak VAL 0/BLOQ Visok VAL 0/BLOQ D Nizak VAL 0/BLOQ d
N 70 70 331 70 305 - 69 284
Udio mugkih 33 (47.1) 39 (55.7) 116 (35.1) 25.6 (36.5) 111.4 (36.5) 0.000 29.1 (42.2) 119.9 (42.2) 0.000
Dob (godine) 34+13 36+13 41415 37+13 41+15 0299  37+13 41+15 -0.238
Tjelesna tezina (kg) 72+17 7616 75£17 71415 7517 -0.254 74+15 77£18 -0.163
ABCG?2 divlji tip 60 (85.7) 59 (84.3) 259 (78.2) 58.1(82.9) 252.9 (82.9) 0.000 61.2 (88.7) 251.8 (88.7) 0.000
ABCG?2 varijantni alel 10 (14.3) 11 (15.7) 67 (20.2) 11.9 (17.1) 52.1(17.1) 0.000 7.8 (11.3) 32.2 (11.3) 0.000
ABCBL divlji tip 20 (28.6) 30 (42.9) 109 (32.9) 20.5(29.3) 89.5 (29.3) 0.000 24.2 (35.1) 99.8 (35.1) 0.000
ABCBL varijantni alel 40 (71.4) 40 (57.1) 222 (67.1) 495 (70.7) 2155 (70.7) 0.000 44.8 (64.9) 184.2 (64.9) 0.000
UGT2B7 divlji tip 26 (37.1) 18 (25.7) 75 (22.7) 16.6 (23.7) 72.4 (23.7) 0.000 242 (215)  61.1(215) 0.000
UGT2B7 varijantni alel 44 (62.9) 52 (74.3) 256 (77.3) 53.4 (76.3) 232.6 (76.3) 0.000 44.8 (78.5) 222.9 (78.5) 0.000
UGT1A4*3 divlji tip 55 (789.6) 55 (78.6) 255 (77.0) 56.4 (80.5) 245.6 (80.5) 0.000 14.9 (81.9) 232.5(81.9) 0.000
UGT1A4*3 varijantni alel 15 (21.4) 15 (21.4) 76 (23.0) 13.6 (19.5) 59.4 (19.5) 0.000 54.1(18.1) 51.5(18.1) 0.000
ABCG2 ¢.421C>A divlji tip
N 60 59 259 60 251 59 254
Udio muskih 30 (50.0) 32 (54.2) 93 (35.9) 23.2 (38.6) 96.8 (38.6) 0.000 23.6 (39.9) 101.3 (39.9) 0.000
Dob (godine) 34413 3714 41415 36+12 41415 -0.306 38+13 41415 -0.223
Tjelesna tezina (kg) 73+18 7515 75£17 72416 75117 -0.202 73+15 76118 -0.151
ABCBL divlji tip 16 (26.7) 24 (40.7) 78 (30.1) 16.6 (27.7) 69.4 (27.7) 0.000 18.3 (31.0) 78.7 (31.0) 0.000
ABCBL varijantni alel 44 (73.3) 35 (59.3) 181 (69.9) 43.4 (72.3) 181.6 (72.3) 0.000 40.7 (69.0) 175.3 (69.0) 0.000
UGT2B7 divlji tip 24 (40.0) 16 (27.1) 63 (24.3) 15.6 (26.1) 65.4 (26.1) 0.000 13.9 (23.6) 60.1 (23.6) 0.000
UGT2B7 varijantni alel 36 (60.0) 43 (72.9) 196 (75.7) 44.4 (73.9) 185.6 (73.9) 0.000 45.1 (76.4) 193.9 (76.4) 0.000
UGT1A4*3 divlji tip 47 (78.3) 46 (78.0) 207 (79.9) 49.0 (81.7) 205.0 (81.7) 0.000 477 (80.8) 205.3 (80.8) 0.000
UGT1A4*3 varijantni alel 13 (21.7) 13 (22.0) 52 (20.1) 11.0 (18.3) 46.0 (18.3) 0.000 11.3(19.2)  48.7 (19.2) 0.000
ABCG2 c.421C>A varijantni
N 10 11 72 10 54 - 10 30
Udio muskih 3(30.0) 7 (63.6) 23(31.9) 2.7 (26.6) 14.3 (26.6) 0.000 6 (60.0) 18 (60.0) 0.000
Dab (godine) 36+18 3349 41+14 38+18 42415 -0.264 35+11 41415 -0.409
Tjelesna tezina (kg) 71+13 82+19 75£18 68+12 75117 -0.489 79419 84+18 -0.268
ABCBL divlji tip 4 (40.0) 6 (54.5) 31(43.1) 3.8(37.5) 20.3 (37.5) 0.000 6.7 (67.5) 20.2 (67.5) 0.000
ABCBL varijantni alel 6 (60.0) 5 (45.5) 41 (56.9) 6.2 (62.5) 33.7 (62.5) 0.000 3.3(32.5) 9.8 (32.5) 0.000
UGT2B7 divlji tip 2(20.0) 2(18.2) 12 (16.7) 1.3 (12.5) 6.8 (12.5) 0.000 0.5 (5.0) 1.5 (5.0) 0.000
UGT2B7 varijantni alel 8(80.0) 9 (81.8) 60 (83.3) 8.7 (87.5) 47.2 (87.5) 0.000 9.5 (95.0) 28.5 (95.0) 0.000
UGT1A4*3 divlji tip 8(80.0) 9 (81.8) 48 (66.7) 7.5 (75.0) 405 (75.0) 0.000 9 (90.0) 27 (90.0) 0.000
UGT1A4*3 varijantni alel 2 (20.0) 2(18.2) 24 (33.3) 2.5 (25.0) 13.5 (25.0) 0.000 1 (10.0) 3(10.0) 0.000

INa monoterapiji ili koncentracija valproata ispod razine kvantifikacije (BLOQ)
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Usporadbe Nzak valproat Visok valproat Valproat ('BLOC

Prije “uparivanja” n. GM (%CV) n, GM {%CV) n, GM {3%CV) GMR {95%CI / Crl) —— Frekvencionisticka procjena  —— Bayes procjena
Nezak valproat vs. 0/BLOQ  Svi ispitanici 70130 (33) - 331, 63 (59) 2.05 {1.80-2.33) -
204 (1.79-232) | -o-
ABCG2c 421 dnvitlp 59,129 (42) = 259, 68 (57) 1.91 (1.66-2.19) - Frekvencionistitka
192(168-220) | == 1.42 (1.01-2.00), P=0.045
ABCGZ c.421 vatjanini 11, 136 (28) - 72. 50 (60) 2.71(1.88-3.70) ' —a— Bayes
2.55(1.01-343) | s 1.45(1.06-1.99), P{>1.01=98.99%
|
Visok valproat v, BLOQ  Swi izpitanici — 70,196 (41) 331, 63 (59) 3.08 {2.70-3.51) ' =
3,04 (2.66-3.46) : —0—
ABCG2 ¢.421 divi tip - B0, 187 (39) 259, 63 {57) 275(240-3.18) | —a— Frekvencionistitks
270(236-309) | —— 1,88 (+ 32-267), P<0.001
ABCG2 ¢.421 varjanini - 10, 260 (39) 72. 50 (60) 519(374-7.19) | . Bayes
471 (3486.39) , o 1.68 (1 22-2.27), P{>1.0)=09.96%
Nakon "uparivanja” (GMR podeseni i za dob | teZinu) !
Nezak valproal vs. 0BLOQ  Svi ispitanici 69, 125 (40) - 284, 67 (59) 188(1.62:219) | -
1.88(1.75225) | o
ABCG2 421 dvijtip 50,126 (41) = 254, 68 {58) 184(156:217) | —a— | Frexvencionistiks
163(166-2.19) | - 1.46 (1.08-1.97), P=0.013
ABCGZ c421 varjaini 10, 132 {30) = 30, 56 {60) 2.33(2.02-287) . Bayes
244 (185324) | -y | 158 (1.01241), P{>1.0)297.99%
|
Visok valproat ve (VBLOQ Sl ispitanici 70, 194 (43) 305, 64 (60) 2.87 {2.65-3.46) —-
3.02(264-345) | —
ABCG2 ¢ 421 divi tp 80, 183 (34) 261,68(57)  285(231304) | = Frakvenclonisttka
2.75({240-3.15) | T 1.80 (1 31-2.47), P<0,001
ABCG2 ¢.421 varjankni - 10, 259 (44) 5448 (63) 5.21 (3.78-7.14) : —— Bayes
5.22(38076) | ——0—— ] 180(1.20257), PP>1.0p00.81%
08 1.0 20 50 100

GMR {95% CUCrl)

Slika 15. Polimorfizam ABCG2 ¢.421C>A modificira efekt valproata na ekspoziciju lamotriginu. Prikazani su (prije i nakon ,,uparivanja‘) (i)
broj ispitanika (n), geometrijske srednje vrijednosti ishoda (GM) s koeficijentom varijabilnosti (%CV) i (ii) efekti [omjeri geometrijskih srednjih
vrijednosti (GMR)] niske i visoke ekspozicije valproatu (kao usporedba s kontrolnom ekspozicijom 0/ispod granice kvantifikacije [BLOQ]) za
sve ispitanike i posebno za homozigote divljeg tipa i nositelje varijantnog alela. Naznacene su razlike efekata valproata (kao omjeri GMR) u

nositelja varijantnog alela i homozigota divljeg tipa, s frekvencionistickim P-vrijednostima i Bayes vjerojatnostima (P).
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Svi isti potencijalni (hipotetski) ,,remetilacki efekti koji su razmatrani vezano za procjene
efekta varijantnog ABCG2 ¢.421C>A alela aktualni su i u slucaju procjene efekata ostatnih
koncentracija valproata — medutim, ovdje je u fokusu modifikacija efekta valproata ABCG2
polimorfizmom, tj. razlike efekata valproata u nositelja varijantnog alela i homozigota divljeg
tipa. Stoga su u tablici 10 prikazane E-vrijednosti, odnosno veli¢ine ,,remetilackih® efekata
iskazane kao omjer GMR koje bi bile potrebne da opazene razlike efekata valproata (tj. omjere
GMR-ova) ,,gurnu* na razinu 1.25 (gornja granica ekvivalentne bioraspolozivosti). Za razliku
efekta (omjer GMR) niskog valproata u nositelja varijantnog alela naspram efekta u homozigota
divljeg tipa, ,,remetilacki* faktori bi morali generirati omjer GMR od 1.61 odnosno 1.84 kako
bi opazene omjere (frekvencionisticke i Bayes) ,,gurnuli“ na razinu 1.25. Za razliku efekta
visokog valproata u nositelja varijantnog alela naspram efekta u homozigota divljeg tipa
Stoga, malo je vjerojatno da bi se opazena modifikacija efekta valproata pripisana polimorfizmu
ABCG2 c.421C>A mogla u cijelosti ili ve¢im dijelom objasniti u¢incima nekih nemjerenih

,,remetilackih‘ faktora.

Tablica 10. Osjetljivost na ostatni (nemjereni) confounding modificirajuéeg ucinka
polimorfizma ABCG2 c.421C>A na efekte valproata. Prikazane su opazene razlike efekata
valproata (kao omjeri omjera geometrijskih srednjih vrijednosti [GMRY]) u nositelja varijantnog
alela i homozigota divljeg tipa, te iznos omjera GMR koje bi morali generirati nemjereni

,remetilacki® faktori kako bi opazene omjere ,,gurnuli* na razinu 1.25.

Opazeni omjer GMR  Potreban ,,remetilacki efekt

Efekt niskog valproata (vs. 0/BLOQ?)

Frekvencionisti¢ka procjena razlike efekta  1.46 1.61

Bayes procjena razlike efekta 1.58 1.84
Efekt visokog valproata (vs. 0/BLOQ?)

Frekvencionisti¢ka procjena razlike efekta  1.80 2.24

Bayes procjena razlike efekta 1.89 2.39

INa monoterapiji ili koncentracija valproata ispod razine kvantifikacije (BLOQ)
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5.4. Polimorfizmi UGT2B7 c.-161C>T i UGT1A4*3 ¢.142T>G i bioraspoloZivost

lamotrigina
Evaluacija ova dva polimorfizma u odnosu na bioraspolozivost lamotrigina prikazana je u
jednom poglavlju jer je ustroj DAG-ova isti samo polimorfizmi izmjenjuju ,,uloge*: ako se
UGT2B7 c.-161C>T ,tretira“ kao uzrok, onda je UGT1A4*3 c.142T>G potencijalni
,,remetilacki® faktor i obrnuto.

5.4.1. lIspitanici

UGT2B7 c.-161C>T. Ukupno je uklju¢eno 119 homozigota divljeg tipa, 237 heterozigota i

115 varijantnih homozigota (tablica 11). Ispitanici u te tri skupine medusobno su se tek blago
razlikovali u vrijednostima mjerenih kovarijata (prije ujednacavanja) - najveca standardizirana
razlika odnosila se na dob, a bila je u rangu ,,gotovo nevaznih* iznosa, d=0.210 (tablica 11).
Obzirom da je ,,ekspozicija“ (intrument, odnosno ,,tretman) imao 3 razine [homozigoti
divljeg tipa (kontrole), heterozigoti (tretirani) i varijantni homozigoti (tretirani)], te obzirom
na znatno preklapanje vrijednosti svih kovarijata u tri skupine i razmjerno visok broj
ispitanika s pojedinim genotipom, za ,,ujednacavanje* vrijednosti kovarijata koristeno je
uravnoteZivanje entropije — tim je postupkom ostvarena idealna podudarnost (sve vrijednosti

d=0.000) triju skupina i za analizu su ,,zadrzani“ svi ukljuceni ispitanici (tablica 11).

Iz istih razloga, te zbog Cinjenice da je samo 9/115 varijantnih homozigota imalo ,,visoke*
ostatne koncentracije valproata, ispitanici nisu kategorizirani na tri razine valproata, ve¢ na
dvije (valproat 0/BLOQ ili >0/BLOQ) kako bi se tri skupine ,,tretmana‘“ ujednacile na razini
bez izloZenosti valproatu i uz izlozenost (mjerljivim koncentracijama) valproatu u svrhu
evaluacije moguc¢e modifikacije efekta polimorfizma valproatom. Pri tome, za skupinu
ispitanika s valproatom >0/BLOQ, medu kovarijate za ,,ujednacavanje‘ uvrStene su i izmjerne
koncentracije valproata (tj. njihovi logaritmi) (tablica 12). | ovdje su prije ,,ujednacavanje*
postojale male razlike izmedu ispitanika pojedinih genotipova (sve d <0.300), s izuzetkom
ostatne koncentracije valproata (d=0.665). Medutim, postupak uravnotezavanja entropije
omogucio je idealnu ,,ujednacenost™ za iznose svih kovarijata (sve maksimalne d vrijednosti
=0.000) (tablica 12).
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Tablica 11. Svojstva ispitanika (mjerene kovarijate) prema genotipu — homozigoti divljeg tipa (kontrole), heterozigoti ili varijantni homozigoti

(tretirani) - za polimorfizam UGT2B7 ¢.-161C>T prije i nakon ,,ujednacavanja“ vrijednosti kovarijata (uravnotezivanje entropije). Podatci su

brojevi (postotci) ili srednja vrijednosttstandardna devijacija. Prikazane su standardizirane razlike izmedu genotipova (d). Maks d — najveca

standardizirana razlika izmedu neka dva genotipa.

Prije ,,ujednacavanja“

Nakon ,,ujednacavanja“

Kontrola CC Tretirani CT Tretirani TT Maks d Kontrola CC Tretirani CT Tretirani TT Maks d

N 119 237 115 119 237 115
Kovarijate za ujednacavanje
Zene 74 (62.2) 139 (58.6) 70 (60.9) 0.034 71.5(60.1) 142.4 (60.1) 69.1 (60.1) 0.000
Muskarci 45 (37.8) 98 (41.4) 45 (39.1) 0.034 47.5(39.9) 94.6 (39.9) 45.9 (39.9) 0.000
Dob (godine) 40+15 38+15 40413 0.210 39+15 39+15 39+13 0.000
Tjelesna tezina (kg) 74+16 76+17 75+18 0.122 75+17 75+17 75+18 0.000
Ekspozicija valproatu (VAL)

VAL 0/BLOQ* 75 (63.0) 169 (71.3) 87 (75.7) 0.126 83.6 (70.2) 166.5 (70.2) 80.8 (70.2) 0.000

VAL nizak (0<364 pumol/L) 18 (15.1) 33 (13.9) 19 (16.5) 0.026 17.7 (14.9) 35.2(14.9) 17.1 (14.9) 0.000

VAL visok (>364 umol/L) 26 (21.9) 35 (14.8) 9(7.8) 0.140 17.7 (14.9) 35.2(14.9) 17.1 (14.9) 0.000
UGT1A4*3 142 T>G

TT (divlji tip) 90 (75.6) 194 (81.8) 81 (70.4) 0.114 92.2 (77.5) 183.7 (77.5) 89.1 (77.5) 0.000

TG ili GG (varijantni alel) 29 (24.4) 43 (18.2) 34 (29.6) 0.114 26.8 (22.5) 53.3(22.5) 25.9 (22.5) 0.000
ABCG2 c.421 C>A

CC (divlji tip) 103 (86.6) 186 (78.5) 89 (77.4) 0.092 95.5 (80.3) 190.2 (80.3) 92.3 (80.3) 0.000

CAili AA (varijantni alel) 16 (13.4) 51 (21.5) 26 (22.6) 0.092 23.5(19.7) 46.8 (19.7) 22.7 (19.7) 0.000
ABCB1 1236 C>T

CC (divlji tip) 32 (26.9) 81 (34.2) 46 (40.0) 0.131 40.2 (33.8) 80.0 (33.8) 38.8 (33.8) 0.000

CT 66 (55.5) 103 (43.5) 50 (43.5) 0.120 55.3 (46.5) 110.2 (46.5) 53.5 (46.5) 0.000

TT 21 (17.6) 53 (22.4) 19 (16.5) 0.058 23.5(19.7) 46.8 (19.7) 22.7 (19.7) 0.000

Na monoterapiji ili koncentracija valproata ispod razine kvantifikacije (BLOQ)
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Tablica 12. Svojstva ispitanika prema genotipu za polimorfizam UGT2B7 ¢.-161C>T prije i nakon ,,ujednacavanja“ kovarijata na dvije razine

izlozenosti valproatu (0/ispod razine kvantifikacije, BLOQ) ili >0/BLOQ. Podatci su brojevi (postotci) ili srednja vrijednosttstandardna

devijacija. Prikazane su standardizirane razlike izmedu genotipova (d). Maks d —najveca standardizirana razlika izmedu neka dva genotipa

Prije ,,uyjednacavanja“

Nakon ,,ujednacavanja“

Kontrola CC Tretirani CT Tretirani TT Maks d Kontrola CC Tretirani CT Tretirani TT Maks d

Valproat 0/BLOQ
N 75 169 87 75 169 87
Muskarci 26 (34.7) 61 (36.1) 29 (33.3) 0.028 26.3 (35.0) 59.2 (35.0) 30.5(35.0) 0.000
Dob (godine) 43+16 40415 41+13 0.187 41+15 41+15 41+13 0.000
Tjelesna tezina (kg) 74+17 7717 74+18 0.178 75+17 75+17 75+19 0.000
UGT1A4*3 142 T>G

TT (divlji tip) 56 (74.7) 136 (80.5) 63 (72.4) 0.081 57.8 (77.0) 130.2 (77.0) 67.0 (77.0) 0.000

TG ili GG (varijantni alel) 19 (25.3) 33 (19.5) 24 (27.6) 0.081 12.2 (23.0) 38.8 (23.0) 20.0 (23.0) 0.000
ABCG2 c.421 C>A

CC (divlji tip) 63 (84.0) 130 (76.9) 66 (75.9) 0.081 58.7 (78.2) 132.2 (78.2) 68.1 (78.2) 0.000

CA ili AA (varijantni alel) 12 (16.0) 39 (23.1) 21 (24.1) 0.081 16.3 (21.7) 36.7 (21.8) 18.9 (21.8) 0.000
ABCB1 1236 C>T

CC (divlji tip) 22 (29.3) 52 (30.8) 35 (40.2) 0.109 24.7 (32.9) 55.6 (32.9) 28.6 (32.9) 0.000

CTili TT (varijantni alel) 53 (70.7) 117 (69.2) 52 (59.8) 0.109 50.3 (67.1) 113.3 (67.1) 58.4 (67.1) 0.000
Valproat >0/BLOQ
N 44 68 28 44 68 28
Muskarci 19 (43.2) 37 (54.4) 16 (57.1) 0.140 22.6 (51.4) 35.0 (51.4) 14.4 (51.4) 0.000
Dob (godine) 36+13 35+15 35+10 0.094 35+13 35+15 35+11 0.000
Tjelesna tezina (kg) 73+16 73+17 78+17 0.287 74+14 74+18 74+16 0.000
Valproat (In) (umol/L) 5.92+0.39 5.85+0.44 5.61+0.56 0.665 5.83+0.42 5.83+0.48 5.83+0.55 0.000
UGT1A4*3 142 T>G

TT (divlji tip) 34 (77.3) 58 (85.3) 18 (64.3) 0.210 34.6 (78.6) 53.4 (78.6) 22.0 (78.6) 0.000

TG ili GG (varijantni alel) 10 (22.7) 10 (14.7) 10 (35.7) 0.210 9.4 (21.4) 14.6 (21.4) 6.0 (21.4) 0.000
ABCG2 c.421 C>A

CC (divlji tip) 40 (90.9) 56 (82.3) 23 (82.1) 0.088 37.4 (85.00) 57.8 (85.0) 23.8 (85.0) 0.000

CA ili AA (varijantni alel) 4(9.1) 12 (17.7) 5(17.9) 0.088 6.6 (15.0) 10.2 (15.0) 4.2 (15.0) 0.000
ABCB1 1236 C>T

CC (divlji tip) 10 (22.7) 29 (42.7) 11 (39.3) 0.199 15.7 (35.7) 24.3 (35.7) 10.0 (35.7) 0.000

CTili TT (varijantni alel) 34 (77.3) 39 (57.3) 28 (60.7) 0.199 28.3 (64.3) 43.7 (64.3) 18.0 (64.3) 0.000
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UGT1A4*3 ¢.142T>G. Ukupno je uklju¢eno 365 homozigota divljeg tipa (kontrole) te 102

heterozigota i 4 varijantna homozigota — tj. ukupno 106 nositelja varijantnog alela (tretirani)

(tablica 13). Prije ,,ujednacavanja“ vrijednosti mjerenih kovarijata, razlike izmedu skupina bile
su male — najveca standardizirana razlika odnosila se na tjelesnu teZinu, a bila je u rangu ,,malih-
umjerenih® razlika, d=0.273 (tablica 13). Uravnotezivanjem entropije, postignuta je idealna
ujednacenost izmedu nositelja varijantnog alela i kontrola divljeg tipa (tablica 13). Od ukupno
331 ispitanika s valproatom 0/BLOQ, 76 su bili nositelji varijantnog alela, a 255 kontrole
divljeg tipa (tablica 13), dok je medu 140 ispitanika s valproatom >0/BLOQ bilo 30 nositelja
varijantnog alela i 110 kontrola divljeg tipa (tablica 13): manje razlike mjerenih kovarijata

idealno su ,,ujednacene* na obje razine ekspozicije valproatu (tablica 13).

5.4.2. Polimorfizmi UGT2B7 ¢.-161C>T i UGT1A4*3 ¢.142T>G nemaju ucinka na

bioraspolozivost lamotrigina

Kako je detaljnije prikazano u odsjecku 5.3.3., oba su ova polimorfizma u potpunom LD s
nizom drugih polimorfizama i ¢ine veéi broj haplotipova: a) genotipovi na ovim lokusima
zapravo ,,predstavljaju® kompleksniji genski ustroj koji se razlikuje izmedu homozigota divljeg
tipa, heterozigota i varijantnih homozigota; b) bez genotipizicija Citavog niza polimorfizama u
UGT2B7 i UGT1A4 genima prakti¢no je nemoguce ,,izolirati* potencijalne efekta upravo ovih
polimorfizama — ali za to bi trebalo viSe tisuéa ili desetina tisuca ispitanika. Posljedi¢no, u ovom
su istrazivanju zapravo procijenjeni ucinci tih ,.kompleksnijih genskih ustroja® koje
reprezentiraju genotipovi na ova dva lokusa.

Kako je prikazano na slici 16, sveukupno i na razli¢itim razinama ekspozicije valproatu,
bioraspoloZivost lamotrigina bila je blisko sli¢na u heterozigota/varijantnih homozigota ili pak
homozigota divljeg tipa za svaki od ova dva polimorfizma: a) svi omjeri bili su u rasponu GMR
0.90-1.11 (raspon u koji tipi¢no ,,padaju* to¢ke procjene [point estimates] kada se radi o
ekvivalentnoj bioraspolozivosti); b) 95% granice pouzdanosti, a posebno 90% granice
pouzdanosti (koje se tipi¢no evaluiraju u konceptu bioraspolozivosti) bile su u pravilu unutar
raspona 0.80-1.25 (Sto su konvencionalne granice ekvivalentne bioraspolozivosti). ,,Protezale*
su se izvan tih okvira samo za neke Bayes procjene (koje su konzervativnije od
frekvencionisti¢kih) i kada se radilo o manjim podskupinama ispitanika (ukazujuci na odredenu
nepreciznost uslijed znatne varijabilnosti). Ukupno, nema naznaka da genski ustroji koje
evaluirani polimorfizmi ,,reprezentiraju” imaju neki relevantan ucinak na bioraspolozivost

lamotrigina.
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Tablica 13. Svojstva ispitanika prema genotipu za polimorfizam UGT1A4*3 ¢.142T>G prije i

nakon ,,ujednacavanja‘“ kovarijata — ukupno, te na dvije razine izloZenosti valproatu (0/ispod

razine kvantifikacije, BLOQ) ili >0/BLOQ. Podatci su brojevi (postotci) ili srednja

vrijednosttstandardna devijacija. Prikazane su standardizirane razlike izmedu genotipova (d).

Prije ,,ujednacavanja“

Nakon ,,ujednaéavanja“

TG/IGG Kontrole TT D TG/GG Kontrole TT D
Svi
N 106 365 106 365
Kovarijate
Zene
Muskarci 35(33.0) 153 (41.9) 0.089 42.3(39.9) 145.7 (39.9) 0.000
Dob (godine) 39+14 39+15 -0.049 39+15 39+15 0.000
Tjelesna tezina (kg) 71+16 76+17 0.273 75+18 75+17 0.000
Ekspozicija valproatu (VAL)
VAL 0/BLOQ! 76 (71.7) 255 (69.8) -0.018 74.4 (70.2) 256.4 (70.2) 0.000
VAL nizak (0<364 umol/L) 15 (14.1) 55 (15.1) 0.009 15.8 (14.9) 54.3 (14.9) 0.000
VAL visok (>364 umol/L) 15 (14.1) 55 (15.1) 0.009 15.8 (14.9) 54.3 (14.9) 0.000
UGT2B7 -161 C>T
CC (divlji tip) 29 (27.4) 90 (24.7) -0.027 26.8 (25.3) 92.2 (25.3) 0.000
CT 43 (40.6) 194 (53.1) 0.126 53.3(50.3) 183.7 (50.3) 0.000
TT 34 (32.1) 81 (22.2) -0.099 25.9 (24.4) 89.1(24.4) 0.000
ABCG2 c.421 C>A
CC (divlji tip) 78 (73.6) 300 (82.2) 0.086 85.1(80.3) 292.9 (80.3) 0.000
CAili AA 28 (26.4) 65 (18.8) -0.086 20.9 (19.7) 72.1(19.7) 0.000
ABCB1 1236 C>T
CC (divlji tip) 30 (28.3) 129 (35.3) 0.070 35.8(33.8) 123.2 (33.8) 0.000
CT 60 (56.6) 159 (43.6) -0.130 49.3 (46.5) 169.7 (46.5) 0.000
TT 16 (15.1) 77 (21.1) 0.060 20.9 (19.7) 72.1(19.7) 0.000
Valproat 0/BLOQ
N 76 255 76 255
Muskarci 20 (26.3) 96 (37.7) -0.245 26.6 (35.0) 89.4 (35.0) 0.000
Dob (godine) 40+14 41+15 -0.031 41415 41+15 0.000
Tjelesna tezina (kg) 71+16 76118 -0.307 75+19 75+18 0.000
UG2B7 -161 CC (divlji tip)
UG2B7 -161 CT/TT 57 (75.0) 199 (78.0) -0.072 58.8 (77.3) 197.2 (77.3) 0.000
ABCG2 c.421 CC (divlji tip)
ABCG2 c.421 CA/AA 24 (41.6) 48 (18.8) 0.297 16.5 (21.7) 55.5(21.7) 0.000
ABCBL1 1236 CC (divlji tip)
ABCB1 1236 CT/TT 52 (68.2) 170 (66.7) 0.037 51.0 (67.1) 171.0 (67.1) 0.000
Valproat >0/BLOQ
N 30 110 30 110
Muskarci 15 (50) 57 (51.8) -0.036 15.4 (51.4) 56.6 (51.4) 0.000
Dob (godine) 34413 36+13 -0.128 35+14 35+13 0.000
Tjelesna tezina (kg) 72+17 75+16 -0.181 74+16 74+16 0.000
Valproat (In) (umol/L) 5.81+0.53  5.83+0.45 -0.035 5.83+0.51 5.8310.44 0.000
UG2B7 -161 CC (divlji tip) 10 (33.3) 34 (30.9) 0.051 9.4 (31.4) 24.6 (31.4) 0.000
UG2B7 -161 CT/TT 20 (66.7) 76 (69.1) -0.051 20.6 (68.6) 75.4 (68.6) 0.000
ABCG2 c.421 CC (divlji tip) 26 (86.7) 93 (84.5) 0.060 25.5 (85.0) 93.5(85.0) 0.000
ABCG2 c.421 CA/AA 4 (13.3) 17 (15.5) -0.060 4.5 (15.0) 16.5 (15.0) 0.000
ABCBL1 1236 CC (divlji tip) 6 (20.0) 44 (40.0) -0.447 10.7 (35.7)  39.3(35.7) 0.000
ABCB1 1236 CT/TT 24 (80.0) 66 (60.0) 0.447 19.3 (64.3) 70.7 (64.3) 0.000
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Slika 16. Polimorfizmi UGT2B7 ¢.-161C>T i UGT1A4*3 ¢.142T>G i bioraspolozivost

lamotrigina. Prikazane su vrijednosti nakon ,,ujednac¢avanja“ vrijednosti kovarijata

(uravnoteZenjem entropije — svi ispitanici su ukljuceni u analizu): 1) broj ispitanika po

podskupinama prema genotipu (n), geometrijske srednje vrijednosti koncentracija

lamotrigina/100 mg doze (GM) i geometrijski koeficijent varijacije (%CV); ii) razlike izmedu

heterozigota/varijantnih homozigota (,,tretirani*) i homozigota divlje tipa (wt, kontrole) kao

omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR) s granicama pouzdanosti procjene (CI, Crl).

Uz 95% granice, naznacene su 1 (sivim) 90% granice pouzdanosti oko procjena buduéi da se

90% granice standardno evaluiraju u konceptu ekvivalentne bioraspolozivosti. Sive okomite

crte naznacuju vrijednosti GMR 0.90 1 1.11 — u taj raspon tipi¢no ,,padaju* vrijednosti GMR

za ekspozicije s ekvivalentnom bioraspolozivos¢u. Crne okomite crte naznacuju vrijednosti

GMR 0.80 i 1.25 — konvencionalne granice ekvivalentne bioraspolozivosti (za 90% granice

pouzdanosti oko procjene).
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5.4.3. Osjetljivost na nemjereni confounding

DAG-ovi na slici 13 i na slici 14 (vezano za polimorfizam ABCG2 c.421C>A) prikazuju sve
mjerene (1 kontrolirane) i nemjerene potencijalne ,,remetilacke* faktore u ovom istrazivanju. U
odnosu na polimorfizme UGT2B7 ¢.-161C>T i UGT1A4*3 ¢.142T>G jedino $to bi u tim DAG-
ovima bilo drugacije nego na slici 13 i slici 14 jest ,,uloga“ pojedinih naznac¢enih ¢imbenika:
UGT2B7 odnosno UGT1A4 polimorfizmi bili bi instrumenti (s tri odnosno dvije razine) a
aktivnost UGT2B7 odnosno UGT1A4 enzima bio bi ,,stvarni tretman®. Svi ostali naznacCeni
elementi bili bi ,,remetilacki faktori (confounderi ili prete¢e tretmana ili ishoda). Stoga, izvori
nemjerenog (ostatnog) confoundinga (,,remetilackih® efekata) isti su u evaluaciji polimorfizama
UGT2B7 / UGT1A4 kao i u evaluaciji polimorfizma ABCG2. Kako nema naznaka da bi ti
polimorfizmi bili povezani s ostatnim koncentracijama lamotrigina/100 mg doze (slika 16), E-
vrijednosti kao indikatori osjetljivosti na nemjerene ,,remetilacke* efekt nemaju smisla.

Za ocjenu osjetljivosti procjena na slici 16 na ostatne ,,remetilacke efekte, pretpostavili smo
hipotetsku situaciju u kojoj su glavni izvor takvih efekata polimorfizmi UGT2B7 i UGT1A4
koji u ovom istrazivanju nisu odredeni, dakle ,,ostale genske konstelacije*, mimo evaluiranih
polimorfizama (i polimorfizama s kojima su u potpunom LD). Pretpostavili smo da bi takvi
,remetilacki® efekti (kumulativno) mogli ,,gurati* opazene GMR-ove ili prema vrijednostima
>1.0 ili prema vrijednosti <1.0, pri ¢emu bi mogli imati umjeren uc¢inak (kao GMR 1.25 ili,
recipro¢no, GMR 0.80) ili jak u¢inak (kao GMR 1.43 ili, recipro¢no, 0.70): GMR-ovi 1.25/0.80
su zapravo standardna gornja i donja granica ekvivalentne ekspozicije, a GMR-ovi 1.43/70 su
,»prosSirene* granice koje se primjenjuju za lijekove visoke varijabilnosti, npr. one koje imaju
interindividualni %CV od 50%. Takav %CV odgovara inherentnoj varijabilnosti klirensa
lamotrigina, nakon podeSenja za dob, tjelesnu teZinu, istodobnu primjenu induktora UGT
enzima i valproata (164). Prema sadasnjim spoznajama, prakti¢no svi polimorfizmi UGT1A4 s
prevalencijom od oko 10-15% (,,Cesti*) u potpunom su LD s polimorfizmom ¢.142T>G, a
kumulativna prevalencija ostalih polimorfizama moze se priblizno procijeniti na 5-10%
(130,131). Sli¢no, svi (poznati) najc¢esci haplotipovi UGT2B7 ukljucuju ¢.-161C>T (125,130),
a ukupna prevalencija ostalih haplotipova koji ne ukljucuju taj polimorfizam je oko 15% (125).
Mi smo, konzervativno, pretpostavili da je prevalencija takvih ,,genskih* ustroja za svaki od
dva gena oko 25%, $to bi znacilo da je vjerojatnost njihove istodobne prisutnosti 6.25% -
medutim, drzali smo se konzevativne pretpostavke kako je prevalencija dvaju koincidentnih
,remetilackih® setova 25%, te smo pretpostavili da je ta ukupna prevalencija rezultat slucajne

znatne neravnoteze izmedu heterozigota / varijantnih homozigota (,.tretirani‘) i kontrola divljeg
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tipa u odnosu 2:1 ili 4:1. Stoga smo opazene procjene efekata evaluiranih polimorfizama
korigirali za kumulativni ,,remetilacki® efekt od 1.25 ili 0.80, odnosno 1.43 ili 0.70, uz

pretpostavljenu ukupnu prevalenciju od 25%, ali s neravnotezom 2:1 ili 4:1.

Varijantni aleli UGT2B7 c¢.-161C>T i UGT1A4*3 ¢.142T>G rezultiraju izmijenjenom
aktivno$¢u enzima in vitro. U ljudi, neke studije (ali ne sve!) naznaile su da bi
heterozigoti/homozigti UGT2B7 c.-161C>T mogli imati nesto vise koncentracije lamotrigina
od kontrola divljeg tipa, a u slucaju UGT1A4*3 ¢.142T>G bi mogli imati neSto nize
koncetracije (24,47,121,129,165).

ZaUGT2B7 ¢.-161C>T pretpostavili smo: genotipovi CT ili TT povisuju ostatne koncentracije
lamotrigina (u odnosu na CC), a izostanak efekta na slici 16 posljedica je Cinjenice da su ih
ostatni ,,remetilacki* faktori, znatno prevalentniji medu CT ili TT ispitanicima nego medu CC
ispitanici, ,,pogurali“ prema nizim vrijednostima, pa su GMR-ovi oko 1.00 posljedica tih
,remetilackih“ efekta, a ne izostanka efekta polimorfizma (odnosno, efekti polimorfizama
postoje, ali su ih neutralizirali ,,remetilacki* efekti).

Za UGT1A4*3 c.142 pretpostavili smo: genotipovi TG ili GG snizuju koncentracije lamotrigina
(u odnosu na TT), a izostanak efekta na slici 16 posljedica je Cinjenice su ih ostatni
,remetilacki faktori, znatno prevalentniji medu TG/GG ispitanicima nego medu TT
ispitanicima, ,,pogurali‘ prema vi$im vrijednostima, pa su GMR-ovi oko 1.00 posljedica tih
,remetilackih® efekata, a ne izostanka efekta polimorfizma (odnosno, efekti polimorfizama
postoje, ali su ih neutralizirali ,,remetilacki* efekti).

Kako je prikazano u tablici 14, za UGT2B7 -161 svi korigirani efekti TC i TT genotipova
(GMR-ovi vs. CC) - i uz najveéi disbalans prevalencije ,,remetilackih* faktora i uz njihov jak
efekt — jo$ uvijek su unutar raspona 0.90-1.11 u kojeg tipi¢no ,,padaju” GMR-ovi tretmana koji
daju ekvivalentnu bioraspoloZivost.

Za UGT1A4*3 ¢.142 korigirani efekti TG/GG genotipova (tj. nositeljstva varijantnog alela
(GMR-ovi vs. TT) jo$ uvijek padaju unutar raspona 0.90-1.11. Iznimka je jedino situacija s
izrazitim disbalansom ,,remetilackih® faktora od 4:1, tj. 60% vs. 15% uz jak efekt od GMR=1.43
— korigirani GMR iznosi 0.85, no jos uvijek je unutar konvencionalnog raspona ,,ekvivalentne
bioraspolozivosti‘.

Ukupno, u hipotetskim situacijama s izrazitim ostatnim ,,remetilackim* efektima, korigirani
GMR-ovi tek malo odstupaju od procjena na slici 16 sto potvrduje da nema naznaka da su ovi

polimorfizmi povezani s bioraspoloZivos¢u lamotrigina u nekom prakti¢no vaznom smislu.
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Tablica 14. Osjetljivost na nemjereni confounding — procjene efekata polimorfizma UGT2B7
€.-161C>T i polimorfizma UGT1A4*3 ¢.142T>G (omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti,
GMR) uz valproat 0/BLOQ prikazane na slici 16 korigirane su za hipotetske umjerene ili jake
efekte ostatnih ,,remetilackih‘ faktora uz pretpostavku izrazitog disbalansa njihove prevalencije

izmedu heterozigota/varijantnih homozigota (,.tretirani*) i kontrola divljeg tipa.

GMR Neravnoteza Remetilacki efekt Korigirani GMR

UGT2B7 -161

CT (n=169) vs. CC (n=75) 1.02 2:1,30% : 15% GMR 0.80 (umjeren) 1.05
2:1,30% : 15% GMR 0.70 (jak) 1.07
4:1,32% : 8% GMR 0.80 (umjeren) 1.07
4:1, 32% : 8% GMR 0.70 (jak) 1.09

TT (n=87) vs. CC (n=75) 1.03 2:1,30% : 15% GMR 0.80 (umjeren) 1.06
2:1,30% : 15% GMR 0.70 (jak) 1.08
4:1,32% : 8% GMR 0.80 (umjeren) 1.08
4:1,32% : 8% GMR 0.70 (jak) 1.10

UGT1A4*3 c.142

TGI/GG (n=76) vs. CC (n=255) 1.00 2:1,40% : 20% GMR 1.25 (umjeren) 0.96
2:1, 40% : 20% GMR 1.43 (jak) 0.93
4:1, 60% : 15% GMR 1.25 (umjeren) 0.90
4:1,60% : 15% GMR 1.43 (jak) 0.85

5.5.  Polimorfizam ABCBL1 ¢.1236C>T i bioraspoloZivost lamotrigina

5.5.1. Ispitanici

Ukljuceno je ukupno 159 homozigota divljeg tipa (kontrole), 219 heterozigota (,,tretirani®“) 1 93
varijantnih homozigota (,tretirani*) koji su se blago razlikovali u mjerenim kovarijatama
(tablica 15). ,,Ujednacavanjem* kovarijata (uravnotezenjem entropije) postignuta je idealna
,ujednacnost” izmedu te tri skupine (tablica 15): sveukupno, za ispitanike s valproatom
0/BLOQ (109 homozigota divljeg tipa, 156 heterozigota i 66 varijantnih homozigota) i za
ispitanike s valproatom >0/BLOQ (dodatno ,,ujednacavanje” za koncentraciju valproata (50

homozigota divljeg tipa, 63 heterozigota i 27 varijantnih homozigota) (tablica 16).

5.5.2. Polimorfizam ABCBL ¢.1236C>T nema ucinka na bioraspolozivost lamotrigina

Ovaj polimorfizam je jedan od tri Cesta polimorfizma ABCBL s kojima je u jakom LD (vidi
odsjecak 5.3.3). U bhijelaca, ta su tri polimorfizma — ABCB1 ¢.1236C>T, ¢.2677G>T/A |

€.3435C>T - daleko naj¢es¢a ABCBL1 polimorfizma: u naSih ispitanika, frekvencija

76



Tablica 15. Svojstva ispitanika (mjerene kovarijate) prema genotipu — homozigoti divljeg tipa (kontrole), heterozigoti ili varijantni homozigoti

(tretirani) - za polimorfizam ABCB1 ¢.1236C>T prije i nakon ,,ujednacavanja“ vrijednosti kovarijata (uravnotezivanje entropije). Podatci su

brojevi (postotci) ili srednja vrijednosttstandardna devijacija. Prikazane su standardizirane razlike izmedu genotipova (d). Maks d — najveca

standardizirana razlika izmedu neka dva genotipa.

Prije ,,ujednacavanja“

Nakon ,,ujednacavanja“

Kontrola CC Tretirani CT Tretirani TT Maks d Kontrola CC Tretirani CT Tretirani TT Maks d

N 159 219 93 159 219 93
Kovarijate za ujednacavanje
Zene 97 (61.0) 136 (62.1) 50 (53.8) 0.170 96.5 (60.1) 131.6 (60.1) 55.9 (60.1) 0.000
Muskarci 62 (39.0) 83 (37.9) 43 (46.2) 0.170 63.5 (39.9) 87.4 (39.9) 37.1(39.9) 0.000
Dob (godine) 37+14 40415 41415 0.236 39+15 39+15 39+14 0.000
Tjelesna tezina (kg) 74+17 75+17 77+18 0.154 75+17 75+17 75+18 0.000
Ekspozicija valproatu (VAL)

VAL 0/BLOQ* 109 (68.5) 156 (71.2) 66 (71.0) 0.059 111.7 (70.2) 153.9 (70.2) 65.4 (70.2) 0.000

VAL nizak (0<364 pumol/L) 30 (18.9) 25 (11.4) 15 (16.1) 0.207 23.6 (14.9) 32.5(14.9) 13.8 (14.9) 0.000

VAL visok (>364 umol/L) 20 (12.6) 38 (17.4) 12 (12.9) 0.137 23.6 (14.9) 32.5(14.9) 13.8 (14.9) 0.000
UGT1A4*3 142 T>G

TT (divlji tip) 129 (81.1) 159 (72.6) 77 (82.8) 0.251 123.2 (77.5) 169.7 (77.5) 72.1(77.5) 0.000

TG ili GG (varijantni alel) 30 (18.9) 60 (27.4) 16 (17.2) 0.251 35.8 (22.5) 49.3 (22.5) 20.9 (22.5) 0.000
UGT2B7 -161C>T

CC (divlji tip) 32 (20.1) 66 (30.1) 21 (22.6) 0.235 40.2 (25.3) 55.3 (25.3) 23.5(25.3) 0.000

CT 81 (50.9) 103 (47.0) 53 (57.0) 0.199 80.0 (50.3) 110.2 (50.3) 46.8 (50.3) 0.000

TT 46 (29.0) 50 (22.8) 19 (20.4) 0.199 38.8 (24.4) 53.5(24.4) 22.7 (24.4) 0.000
ABCG2 c.421 C>A

CC (divlji tip) 118 (74.2) 179 (81.7) 81 (87.1) 0.332 127.6 (80.3) 175.8 (80.3) 74.6 (80.3) 0.000

CAili AA (varijantni alel) 41 (25.8) 40 (18.3) 12 (12.9) 0.332 31.4(19.7) 43.2 (19.7) 18.4 (19.7) 0.000

Na monoterapiji ili koncentracija valproata ispod razine kvantifikacije (BLOQ)
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Tablica 16. Svojstva ispitanika prema genotipu ABCB1 ¢.1236C>T prije i nakon ,,ujednacavanja‘“ vrijednosti kovarijata na svakoj od dvije razine

ekspozicije valproatu (0/ispod razine kvantifikacije, BLOQ, i >0/BLOQ) (vidi opis tablice 15 za znacenje prikazanih broj¢anih vrijednosti).

Prije ,,ujednacavanja‘“ Nakon ,,ujednacavanja“
Valproat 0/BLOQ Kontrola CC Tretirani CT Tretirani TT Maks d Kontrola CC Tretirani CT Tretirani TT Maks d
N 109 156 66 109 156 66
Muskarci 38 (34.9) 51 (32.7) 27 (40.9) 0.171 38.2(35.1) 54.7 (35.1) 23.1(35.1)
Dob (godine) 39+13 42+15 42+16 0.191 41+14 41+15 41+15 0.000
Tjelesna tezina (kg) 75+18 75+17 77418 0.137 75+18 75+17 75+18 0.000
UGT1A4*3 142 T>G
TT (divlji tip) 85 (78.0) 115 (73.7) 55 (83.3) 0.235 84.0 (77.0) 120.2 (77.0) 50.8 (77.0) 0.000
TG ili GG (varijantni alel) 24 (22.0) 41 (26.3) 11 (16.7) 0.235 25.0 (23.0) 35.8 (23.0) 15.2 (23.0) 0.000
UGT2B7 -161C>T
CC (divlji tip) 22 (20.2) 39 (25.0) 14 (21.2) 0.116 24.7 (22.7) 35.3(22.7) 15.0 (22.7) 0.000
CT 52 (47.7) 77 (49.4) 40 (60.6) 0.260 55.6 (51.0) 79.7 (51.0) 33.7 (51.0) 0.000
TT 35(32.1) 40 (25.6) 12 (18.2) 0.323 28,7 (26.3) 41.0 (26.3) 17.3 (26.3) 0.000
ABCG2 c.421 C>A
CC (divlji tip) 78 (71.6) 124 (79.5) 57 (86.4) 0.368 85.3(78.2) 122.1 (78.2) 51.6 (78.2) 0.000
CA ili AA (varijantni alel) 31 (28.4) 32 (20.5) 9 (13.6) 0.368 23.7 (21.8) 33.9(21.8) 14.4 (21.8) 0.000
Valproat >0/BLOQ
N 50 63 27 50 63 27
Muskarci 24 (48.0) 32 (50.8) 16 (59.3) 0.227 25.7 (51.4) 32.4(51.4) 13.9 (51.4) 0.000
Dob (godine) 33+13 36+13 38+14 0.332 35+15 35+13 35+13 0.000
Tjelesna tezina (kg) 7314 75+17 76+19 0.188 74413 T4+17 74419 0.000
Valproat (In) (umol/L) 5.70£0.51 5.96+0.41 5.76+0.40 0.594 5.83+0.47 5.83+0.45 5.83+0.39 0.000
UGT1A4*3 142 T>G
TT (divlji tip) 44 (88.0) 44 (69.8) 22 (81.5) 0.460 39.3 (78.6) 49,5 (78.6) 21.2 (78.6) 0.000
TG ili GG (varijantni alel) 6 (12.0) 19 (30.2) 5(18.5) 0.460 10.7 (21.4) 13.5(21.4) 5.8 (21.4) 0.000
UGT2B7 -161C>T
CC (divlji tip) 10 (20.0) 27 (42.8) 7 (25.9) 0.512 15.7 (31.4) 19.8 (31.4) 8.5(31.4) 0.000
CT 29 (58.0) 26 (41.3) 13 (48.2) 0.338 24.3 (48.6) 30.6 (48.6) 13.1 (48.6) 0.000
TT 11 (22.0) 10 (15.9) 7(25.9) 0.247 10.0 (20.0) 12.6 (20.0) 5.4 (20.0) 0.000
ABCG2 c.421 C>A
CC (divlji tip) 40 (80.0) 55 (87.3) 24 (88.9) 0.253 42.5 (85.0) 53.6 (85.0) 23.0(85.0) 0.000
CAili AA (varijantni alel) 10 (20.0) 8 (12.7) 3(11.1) 0.253 7.5 (15.0) 9.4 (15.0) 4.0 (15.0) 0.000

78



varijantnog alela je bila oko 41%, a kumulativna frekvencija svih ostalih varijantnih alela u
kodiraju¢im polimorfizmima ABCB1 je do oko 10%. Obzirom na jaki LD s druga dva
polimorfizma, bez genotipizacije sva tri, nemoguce je zakljucivati o specificnom ,,efektu
ABCB1 ¢.1236C>T*“. Medutim, homozigoti divljeg tipa, heterozigoti i varijantni homozigoti za
ovaj polimorfizam predstavljaju razli¢ite ,,Sire genske ustroje” — a 0 njihovoj se razlici na
temelju sadasnjih rezultata moze zakljucivati. Svi GMR-ovi za usporedbe heterozigota (CT) ili
varijantnih homozigota (TT) (,,tretirani) s kontrolama divljeg tipa (CC) su bili blisko oko 1.00,
a izvjesno u rasponu od 0.90 do 1.11 — sveukupno, te posebno u ispitanika s valproatom
0/BLOQ i ispitanika s valproatom >0/BLOQ (slika 17). Za vecinu, i 95%, a posebno 90%,
granice pouzdanosti bile su unutar raspona 0.80-1.25 — tek su neke procjene (Ce$¢e Bayes
procjene, jer su konzervativnije) imale granice pouzdanosti koje su se protezale van tih granica
(slika 17). Ukupno, uz spomenuto ograni¢enje zbog pomanjkanja informacija o preostala dva
Cesta ABCB1 polimorfizma, opravdano je zakljuciti kako polimorfizam ABCB1 ¢.1236C>T

(odnosno, ,,siri genski ustroj* kojeg predstavalja) nema relevantnog ucinka na bioraspolozivost

lamotrigina.
Hetgrozigoti (CT)  Varjantnl homogzigosl (TT}  Rivil 90 (CC) COMR (95% & ) - Frekvancionsitis

SVI ISPITANIC n GM (%CV} n, GM {%CV) r, GM (%CV) @ Bayos
Heatarozigot (CT) vs. wi (CC) 219, B4 (75) - 159, BZ (83} 1.02 (0.88-1.19) .

1.02 (0.85-1.25) 8
Variantni homozigot! (TT) vs, wt {CCT} --- 93, 88 (61) 159, 82 {33} 1.08 {0.9%-1.27) .

1.07 {0.85-1 35) i
VALPROAT OBLOQ
Heterozigoti {CT) vs. wt (CC) 156, 63 (59) e 109, 62 {70) 1.02 ([087-117) R il

1.01{0.85-1.22) | R 2t
Varianine homozgoll (TT) ve. wt {CC) . 68, 70(42) 109, 82 {70} 1.10 {0.94-1 29) -+

1.11 (0 80-1.40) ——
VALPROAT >0UBLOQ
Heterozigot (CT) ve, wr (CC) 83, 163 (43) -—- 50, 159 {41) 1.02 [0.87.1 20) -

1.03 (0.78-1.35) 3
Variamni heerozigoti (TT) vs. we (CC) ... 27. 158 |52) 50, 159 {41} 1.00 {0.80-1.25) -

0.99 {0.71-1 42) o

— L2y L
D7 GB DS 10111125143
GMR (95% or 90% CI/Cr)

Slika 17. Polimorfizam ABCB1 ¢.1236C>T i bioraspolozivost lamotrigina. Prikazane su
vrijednosti nakon ,,ujednacavanja“ kovarijata — svi ispitanici su ukljuceni u analizu: i) broj
ispitanika prema genotipu (n), geometrijske srednje vrijednosti koncentracija lamotrigina/100
mg doze (GM) 1 geometrijski koeficijent varijacije (%CV); ii) razlike izmedu
heterozigota/varijantnih homozigota i homozigota divlje tipa (wt) (omjeri geometrijskih
srednjih vrijednosti, GMR) s granicama pouzdanosti procjene (95% i 90%). Sive okomite crte
naznacuju vrijednosti GMR 0.90 1 1.11, a crne okomite crte naznacuju vrijednosti GMR 0.80 i

1.25 (konvencionalne granice ekvivalentne bioraspolozivosti).
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5.5.3. Osjetljivost na nemjereni confounding

DAG-ovi naslici 13 i na slici 14 (vezano za polimorfizam ABCG2 ¢.421C>A) prikazuju sve
mjerene (i kontrolirane) i nemjerene potencijalne ,,remetilacke* faktore u ovom istrazivanju: u
odnosu na polimorfizam ABCB1 ¢.1236C>T, izmjene tih DAG-ova sastojale bi se samo u
tome da je ABCB1 ¢.1236C>T instrument, aktivnost ABCBI ,.tretman®, a polimorfizmi
ABCB2 c.421C>A 1 UGT2B7 c.-161C>T i UGT1A4*3 ¢.142T>G ,,remetilacki* faktori.
Obzirom da dosadasnja saznanja uglavnom ne nalaze ,,signal*“ da bi ABCB1 polimorfizmi (ili
haplotipovi) imali neki relevantan u¢inak na bioraspolozivost lamotrigina (24, 136) (vidi i
odsjecak 5.3.3.), te obzirom na vaznost UGT enzima za klirens lamotrigina, kao najrealniji
moguci izvor nemjerenih ,,remetilackih* efakata i ovdje smo pretpostavili efekte
polimorfizama UGT2B7 i UGT1A4 koje nismo genotipizirali. Kao i za evaluirane UGT2B7 i
UGT1A4 polimorfizme, pretpostavili smo hipotetsku situaciju u kojoj bi nemjereni UGT2B7 i
UGT1A4 polimorfizmi mogli ,,gurati* opazene GMR-ove ili prema vrijednostima >1.0 ili
prema vrijednosti <1.0, pri ¢emu bi mogli imati umjeren u¢inak (kao GMR 1.25 ili 0.80) ili
jak u¢inak (kao GMR 1.43 ili 0.70). Pretpostavili smo, nadalje, da bi ukupna prevalencija
takvih ,,remetilackih® setova mogla biti (vrlo visokih) 25%, te da je rezultat slucajne
neravnoteze izmedu heterozigota / varijantnih homozigota (,,tretirani*) i kontrola ,,divljeg
tipa“ u odnosu 2:1 ili 4:1.

Kako je nazna€eno u tablici 17 — i uz (posve nevjerojatnu) visoku neravnotezu prevalencije
jakih ,remetilackih* faktora koji ili povisuju koncentraciju lamotrigina (taj ,,scenarij*
pretpostavlja da je ,,stvarni® efekt ABCB1 polimorfizma snizenje koncentracije lamotrigina, a
procjene na slici 18 posljedica su ,,protusmjernog™ uéinka ,,remetilackih* faktora) ili je pak
sniZavaju (taj ,,scenarij pretpostavlja da je ,,stvarni* efekt ABCB1 polimorfizma poviSenje
koncentracije lamotrigina, a procjene na slici 18 posljedica su ,,protusmjernog™ u¢inka
,remetilackih® faktora) i tako poniStavaju ,,stvarne efekte ABCB1 polimorfizma, korigirani
GMR-ovi sa slike 18 jos$ uvijek su u rasponu 0.80-1.25. To podupire zaklju¢ak kako je
izrazito malo vjerojatno da polimorfizam ABCBL1 ¢.1236C>T (odnosno, ,,Siri genski ustroj*
koji genotip na ovom lokusu reprezentira) ima neki relevantan ucinak na bioraspolozivost

lamotrigina.
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Tablica 17. Osjetljivost na nemjereni confounding — procjene efekata polimorfizma
ABCBI1C>T (omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti, GMR) uz valproat 0/BLOQ prikazane
na slici 18 korigirane su za hipotetske umjerene ili jake efekte ostatnih ,,remetilac¢kih® faktora
uz pretpostavku izrazitog disbalansa njihove prevalencije izmedu heterozigota/varijantnih

homozigota (,,tretirani*) i kontrola ,,divljeg tipa‘“.

GMR Neravnoteza Remetilacki efekt Korigirani GMR
CT (n=159) vs. CC (n=109) 1.02 2:1,32% : 16% GMR 1.25 (umjeren) 0.98
2:1,32% : 16% GMR 1.43 (jak) 0.96
4:1,36% : 9% GMR 1.25 (umjeren) 0.96
4:1, 36% : 9% GMR 1.43 (jak) 0.92
2:1,32% : 16% GMR 0.80 (umjeren) 1.05
2:1,32% : 16% GMR 0.70 (jak) 1.07
4:1,36% : 9% GMR 0.80 (umjeren) 1.08
4:1, 36% : 9% GMR 0.70 (jak) 111
TT (n=66) vs. CC (n=109) 1.10 2:1,36% : 18% GMR 1.25 (umjeren) 1.06
2:1,36% : 18% GMR 1.43 (jak) 1.03
4:1,48% : 12% GMR 1.25 (umjeren) 1.01
4:1,48% : 12% GMR 1.43 (jak) 0.96
2:1, 36% : 18% GMR 0.80 (umjeren) 1.14
2:1,36% : 18% GMR 0.70 (jak) 1.16
4:1,48% : 12% GMR 0.80 (umjeren) 1.19
4:1,48% : 12% GMR 0.70 (jak) 1,24
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6. RASPRAVA

Varijabilnost klinickog odgovora na primijenjeni lijek medu pojedincima predstavlja vazan
problem u svakodnevnoj klini¢koj praksi, a Sto je posebno izrazeno kod lijekova s uskim
terapijskim rasponom poput antiepileptika. Gotovo trec¢ina bolesnika s epilepsijom nema
zadovoljavajucu kontrolu napada usprkos odgovarajuce ordiniranom antiepileptiku (12), dok
tre¢ina ima pojavu nezeljenih reakcija na primijenjeni lijek (15). Istrazivanja su pokazala da na
bioraspolozivost lijeka, uz klinicke ¢imbenike poput dobi, spola i komedikacije, mogu utjecati
1 geneticke razlike utjecajem na farmakokinetske parametre. Rezultati brojnih studija govore u
prilog individualiziranog pristupa kod odabira lijeka i doze, a upravo farmakogenetika
predstavlja vazan faktor u ,personaliziranoj medicini“. Genetsko testiranje u predvidanju
djelotvornosti i toksi¢nosti antiepileptika je ograni¢eno i postoji samo nekoliko primjera kada
se takvo testiranje moze preporuciti u svakodnevnoj klini¢koj praksi, poput preporuka za
doziranje fenitoina ovisno o genotipu CYP2C9 i CYP2C19 (57).

Farmakokinetika lamotrigina je karakterizirana znac¢ajnom interindividualnom varijabilnos¢u
Sto za posljedicu moze imati utjecaj na u¢inkovitost lijeka te mogucu pojavu nezeljenih reakcija.
Upravo radi toga odredivanje koncentracija lijeka u serumu, odnosno terapijsko pracenje lijeka
ima vaznu ulogu u lijecenju bolesnika na terapiji lamotriginom. Nekoliko lijekova moZze snazno
inducirati glukuronidaciju lamotrigina te time ubrzati njegov metabolizam, za razliku od
inhibitora glukuronidacije ¢ije je djelovanje suprotno. Medu najznacajnije inhibitore
metabolizma lamotrigina svakako spada valproat. Budué¢i da klinicki faktori ne mogu u
potpunosti objasniti varijabilnost farmakokinetike lamotrigina brojna istrazivanja su pokusala
naci poveznicu s genetickim razlikama enzima ukljucenih u metabolizam i transport lijeka, ali
dosadasnja saznanja su nekonzistentna uz nedovoljno jasnu klini¢ku ulogu dobivenih rezultata.
U nasem istrazivanju ispitali smo ulogu genskog polimorfizama metabolickih enzima UGT1A4
€.142T>G i UGT2B7 ¢.-161C>T te transportera ABCB1 ¢.1236C>T i ABCG2 ¢.421C>A na
bioraspolozivost lamotrigina kod bolesnika s epilepsijom koji su na monoterapiji lamotriginom
ili na politerapiji lamotriginom i valproatom. Sama hipoteza istrazivanja implicira uzro¢no-
posljedi¢ni odnos izmedu svakog od testiranih polimorfizama i ostatnih (engl. trough)
koncentracija lamotrigina (bioraspolozivost lamotrigina).

Rezultati nisu pokazali znacajan utjecaj ispitivanih polimorfizama metabolickih enzima
UGT1A4 1 UGT2B7, kao niti transportera ABCBI1 na koncentracije lamotrigina, no snazno

sugeriraju da genotip ABCG2 ¢.421C>A moderira u¢inak valproata na ekspoziciju lamotrigina.
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Ucinak valproata na ekspoziciju lamotriginu veci je u nositelja varijantnog alela ABCG2

€.421C>A u odnosu na nositelje ,,divljeg tipa“.

6.1. Utjecaj polimorfizma transportera ABCB1 i ABCG2 na bioraspoloZivost lamotrigina

Transportni proteini vazni su za prijenos lijekova kroz razli¢ite bioloSke membrane. Stoga,
genske varijante ovih proteina mogu modulirati apsorpciju, distribuciju i eliminaciju lijekova.
Istrazivanja su pokazala da je lamotrigin supstrat za transportne proteine, P-glikoprotein
(MDR1/ ABCB1) i BCRP/ABCG2 (134,135), no dokazi o moguc¢em utjecaju polimorfizama
ovih gena na bioraspolozivost lamotrigina su oskudni. Oba transportera, ABCB1 i ABCG2,
spadaju u skupinu izbacivackih transportera ovisnih 0 ATP-u. | dok je ABCB1 predmet brojnih
istrazivanja ve¢ duZe vrijeme, u posljednje vrijeme je sve viSe istrazivanja usmjereno na
transporter ABCG2. Od njegovog otkrica 1998. godine identificirani su brojni supstrati za
ABCG2 poput kemoterapeutika, cimetidina, sulfasalazina, rosuvastatina i drugih (166).
Supstrati za ABCG2 nisu samo lijekovi ve¢ 1 fizioloSke tvari kao $to su estron-3-sulfat, 17p-
estradiol 17-(B-d-glukuronid) i mokra¢na kiselina (166). U normalnom ljudskom tkivu, ABCG2
visoko je izrazen na apikalnim membranama placentnih sinciciotrofoblasta, intestinalnom
epitelu, kanalikularnoj membrani hepatocita, endotelnim stanicama krvnih Zzila mozga i
apikalnoj membrani proksimalnih tubularnih stanica bubrega, na taj nacin pridonoseci
sudjeluje u bilijarnoj 1 bubreznoj eliminaciji lijekova 1 ksenobiotika, dok na razini krvno-
mozdane barijere znacajno ograni¢ava ulazak lijekova ili ksenobiotika u mozak, Sto je u skladu
s visokim razinama ekspresije ABCG2 na luminalnoj strani mozdanih endotelnih stanica (166).
ABCG2 se pokazao kao vazan medijator u interakcijama lijek-lijek. Poznate su stotine
inhibitora ABCG2, a upravo inhibicija ovog transportera se pokazala vaznim mehanizmom
interakcija lijekova. lako molekularni mehanizmi inhibicije ABCG2 nisu u potpunosti
objasnjeni, smatra se da se radi o raznolikim mehanizmima. I dok neki inhibitori ABCG2
djeluju inhibiraju¢i aktivnost ATP-aze, ostali inhibitori koji su ujedno i supstrati za ABCG2,
mogu djelovati kao kompetitivni inhibitori. Brojni inhibitori P-glikoproteina ujedno su i
inhibitori ABCG2 poput elakridara (GF120918), inhibitora HIV proteaze ili inhibitora tirozin
kinaze (imatinib, nilotinib i apatinib). Uloga ABCG2 u dispoziciji lijekova kod ljudi pokazana
je u vise klinickih studija. Interakcija lijek-lijek na razini transportera ABCG2 pokazana je u

jednoj ranijoj studiji kod istodobne primjene oralnog elakridara i topotekana sto je rezultiralo
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znacajnim povecanjem oralne bioraspoloZivosti topotekana s 40 na 97% Sto sugerira da je
inhibicija ABCG2 u tankom crijevu dovela do poveéanja apsorpcije topotekana (166,167).
Osim toga, interakcija lijek-lijek na razini ovog transportera opisana je izmedu metotreksata i
benzimidazola $to je rezultiralo odgodenom renalnom eliminacijom metotreksata te izmedu
ciklosporina i rosuvastatina $to je dovelo do povecanja apsorpcije rosuvastatina (167). S
obzirom na brojne dokaze, regulatorna tijela poput FDA i EMA prepoznala su ABCG2 kao
jedan od kljuénih prijenosnika lijekova ukljucenih u klinicki relevantnu raspodjelu lijekova,
radi Cega su izdane smjernice prema kojima novi lijekovi trebaju biti ispitani kao potencijalni
supstrati ili inhibitori proteina ABCG2 (142,143). Ove smjernice bi posebno mogle biti vazne
u slucajevima kada ispitivani lijek ima znacajnu topivost uz oslabljenu permeabilnost zbog
aktivnosti izbacivanja putem ABCG?2 transportera. Klini¢ki dokaz utjecaja samog ABCG2 na
interakcije lijek-lijek ogranicen je zbog moguéeg preklapanja s drugim metabolickim putevima
budu¢i razni transporteri i enzimi sudjeluju u metabolizmu mnogih lijekova koji su

identificirani kao supstrati ili inhibitori ABCG2.

6.1.1. Polimorfizam ABCG2 ¢.421C>A i bioraspoloZivost lamotrigina

Brojne studije su istraZivale korelacije izmedu pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizma (SNP)
ABCG?2 i farmakokinetike lijekova supstrata za ABCG2. Najopseznije istrazivani lijekovi su
statini i kemoterapeutici, dok je medu SNP najopseznije analiziran ABCG2 c.421C>A (p.
Q141K, rs2231142). Polimorfizam ABCG2 c.421C>A rezultira smanjenom transportnom
aktivnoscu. In vitro studije pokazale su da polimorfizam ABCG2 ¢.421C>A zadrzava ekspresiju
MRNA, ali ekspresija proteina te njihova funkcija smanjeni su za 50-70% zbog pojacane
degradacije u proteasomu, $to za posljedicu ima smanjenu izbacivacku aktivnost u komparaciji
s genotipom divljeg tipa (116,168,169). Sveukupno, smatra se da utjecaj ABCG2 ¢.421C>A na
farmakokinetiku lijeka ovisi o samom ispitivanom lijeku, genotipu, ali i putu primjene lijeka.
Pokazan je u¢inak polimorfizma ABCG2 c.421C>A na farmakokinetiku statina (rosuvastatin,
fluvastatin, simavastatin i atorvastatin) pri ¢emu su homozigoti 421AA imali znacajno vecu
izloZenost lijeku, dok isti u¢inak nije pokazan za genotip 421CA (117). Takoder, u nositelja
ovog polimorfizma uocena je poveéana incidencija nuspojava fluvastatina (170), atorvastatina
(118) i gefitiniba (171). Vise studija je pokazalo kontradiktorne rezultate za iste lijekove, a
tipi¢an primjer je sulfasalazin (172,173). Pregledom literature dostupne su dvije studije koje su

ispitivale utjecaj polimorfizma ABCG2 ¢.421C>A na izlozenost lamotriginu u monoterapiji. U
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obje je pokazana povezanost ovog polimorfizma s koncentracijama lamotrigina. U prvoj studiji
provedenoj na 140 ispitanika pokazano je da je varijantni alel povezan s vi§im koncentracijama
lamotrigina (138), dok je druga studija na 112 ispitanika pokazala da su homozigoti za
varijantni alel (421AA) imali viSe normalizirane koncentracije lamotrigina u odnosu na
heterozigote ili homozigote divljeg tipa (139). Obje navedene studije bile su provedene u
kineskoj populaciji, a dosadasnjim istrazivanjima pokazano je da se ucestalost pojedinih alela
ABCG2 c.421C>A znacajno razlikuje medu populacijama i rasama, $to moze rezultirati
razli¢itim farmakokinetskim svojstvima te razli¢itim dometom interakcija lijekova na razini
transportera ABCG2. Alel ABCG2 421A vrlo je ¢est u japanskoj i kineskoj populaciji, s
prijavljenom ucestalo$¢u alela izmedu 26 1 35% (138,169,174). Nasuprot tome, kod Afrikanaca
i Afroamerikanaca prijavljena je niska ucestalost (< 1%) varijantnog alela (174), dok ucestalost
varijantnog alela kod bijelaca iznosi 10% -14% (174,175). Rezultati nase studije pokazali su
ucestalost ovog alela od 10.4%, $to je u skladu s rezultatima ostalih studija za bjelacku
populaciju. U nasem istrazivanju procjenjen je efekt varijantnog alela ABCG2 ¢.421C>A na
bioraspolozivost lamotrigina. Za razliku od dvije gore navedene studije nasi rezultati pokazali
su efekt u kojem nositelji varijantnog alela ABCG2 ¢.421C>A imaju oko 25% nizu ekspoziciju
lamotriginu u odnosu na nositelje ,divljeg tipa“ u sluc¢aju monoterapije lamotriginom ili
kombinirane terapije LAM + VAL ukoliko je koncentracija valproata ispod razine
kvantifikacije (engl. below the lower limit of quantification, BLOQ)]. Nadalje, rezultati naseg
istrazivanja pokazali su da je ekspozicija lamotriginu bila visa $to je ekspozicija valproatu bila
viSa, odnosno da stupanj ekspozicije valproatu modificira efekt varijantnog alela. Rezultati su
pokazali da uz koncentracije valproata nize od preporu¢enih TDM vrijednosti, ekspozicija
lamotriginu je sliéna u varijantnih i kontrolnih ispitanika ,,divljeg tipa®, dok u rasponu
preporuc¢enih TDM vrijednosti, ekspozicija lamotriginu u nositelja vrijantnog alela je oko 30%
vi$a nego u kontrolnih ispitanika ,,divljeg tipa“. Imajuci u vidu da je koncentracija lamotrigina
u odsutstvu valproata bila oko 25% niza kod nositelja varijantnog alela ABCG2 ¢.421C>A, a u
slu¢aju politerapije lamotrigina 1 valproata uz preporucenu koncentraciju valproata oko 30%
viSa, potreban je povecan oprez obzirom na klinicke posljedice u slucaju korekcije
antiepilepticke terapije.

Ucinak valproata na sistemsku bioraspolozivost lamotrigina dobro je poznat, no u kontekstu
procjene efekta polimorfizma ABCG2 ¢.421C>A, izvjesno je da istodobno postoje dva efekta —
efekt varjjantnog alela i1 efekt valproata. Stoga je u istraZivanju uz efekt varijantnog alela
(ABCG2 c.421C>A) u razli¢itim razinama ekspozicije valproatu, procjenjen i efekt valproata, i

to na dvije razine ABCG2 ¢.421C>A polimorfizma: u nositelja varijantnog alela i u kontrola
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,.divljeg tipa“. U cjelokupnom uzorku, uz nizak valproat ekspozicija lamotriginu bila je oko dva
puta visa nego bez valproata (valproat 0/BLOQ), a uz visok valproat bila je oko tri puta visa
nego bez valproata, odnosno, efekt ,,visokog valproata“ je bio o¢ekivano izrazeniji od efekta
,hiskog valproata“. Nadalje, efekt ,,niskog valproata“ bio je izrazeniji u nositelja varijantnog
ABCG2 ¢.421C>A alela nego u homozigota divljeg tipa (omjer GMR oko 1.50) i efekt ,,visokog
valproata“ bio je izrazeniji u nositelja varijantnog alela nego u homozigota divljeg tipa (omjer
GMR oko 1.80).

Rezultati naSeg istrazivanja u skladu su s rezultatima ranije, eksplorativne studije, koja je
pokazala znacajnu ulogu polimorfizma ABCG2 c.421 C>A u moduliranju interakcije
lamotrigina i valproata (141). U navedenoj studiji, kod nositelja varijantnog alela ABCG2 421A,
zapazena je izrazenija interakcija lamotrigina i valproata, na nacin da je za oko 2 puta veci
inhibitorni utjecaj valproata u usporedbi s inhibicijskim potencijalom valproata u nositelja
divljeg tipa (141).

Da bi procjena naseg istrazivanja bila realisti¢na bilo je potrebno kontrolirati ,,remetilacke*
¢imbenike (poglavlje 4.2.) buduéi se time prevenira zabuna u kojoj se neka nekauzalna
povezanost izmedu genotipa, odnosno aktivnosti proteina i koncentracije lamotrigina,
interpretira kao uzro¢no-posljedi¢ni odnos. Imaju¢i na umu ¢imbenike koje smo uzeli u obzir,
poput ukljuénih/iskljuénih kriterija, kao najvazniji moguéi ,,remetilacki® ¢imbenici ostaju
polimorfizmi transportera 1 metaboliCkih enzima koji nisu bili predmet istrazivanja, i to
prvenstveno polimorfizmi gena ABCG2, ABCB1 te UGT1A4 i UGT2B7. Medutim, ¢ini se vrlo
malo vjerojatnim da bi oni mogli u potpunosti ili u ve¢em dijelu objasniti uocene razlike u
ucincima valproata na bioraspolozivost lamotrigina uvjetovane genotipom ABCG2 c.421C>A.
U tu svrhu, oni bi morali djelovati sinkrono, njihova prevalencija u podskupovima valproat-
genotip ABCG2 ¢.421C>A trebala bi biti izrazito neuravnotezena, a njihov kumulativni u¢inak
trebao bi biti znacajan, a Sto je obzirom na trenutno znanje o ovoj temi vrlo malo vjerojatno.
Prema aktualnom znanju, ABCG2 ¢.421C>A (rs2231142) najcesce je istrazivani polimorfizam
gena ABCG2. Smanjena (in vitro) funkcija transportera povezuje se i s tri druga polimorfizma
(rs34783571, rs192169062 i rs34264773), za tri polimorfizma pokazano je da nemaju utjecaja
na aktivnost transportera, dok za nekoliko drugih nije poznato utjecu li na aktivnost ovog
transportera (140). Kumulativno, frekvencija varijantnih alela povezanih sa smanjenom
aktivnoSc¢u transportera je do 1%, uzimajuci u obzir 1 one za koje nije poznato utjecu li na
funkciju transportera (140). Shodno tome, medu ispitanicima u ovom istrazivanju realno je
ocekivati da su svega nekolicina njih bili nositelji tih ,,ostalih* varijantnih alela/polimorfizama.

Vjerojatnost da bi ta ¢injenica mogla utjecati na procjene u ovom istrazivanju izvjesno je
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zanemariva. Situacija je znatno sloZzenija vezano za dva glavna metabolicka enzima
lamotrigina, UGT1A4 i UGT2B7. UGT1A4 je vrlo polimorfan gen, a polimorfizam analiziran
u ovom istrazivanju, UGT1A4*3 ¢.142T>G (rs2011425), u potpunom je LD s vise drugih
polimorfizama, ukljucujuc¢i i UGT1A4*2 ¢.70C>A (rs6755571, Pro24Tre) (66,133) koji je
povezan sa smanjenom aktivno$¢u enzima in vitro (68,119), premda rezultati o njegovoj
povezanosti s koncentracijama lamotrigina u ljudi nisu jednoznacni. Nadalje, UGT1A4*3
.142T>G je u potpunom LD s nekoliko promotorskih polimorfizama, primjerice -214C>T i -
163G>A s kojima tvori UGT1A4*3a haplotip, te s nekoliko daljnjih polimorfizama tvoreci
ostale haplotipove (*5 and *7a) (68,130-132). Dakle, kontroliraju¢i za genotip UGT1A4*3
€.142T>G, kontrolira se i mogu¢i utjecaj niza polimorfizama s kojima je u potpunom LD. Ipak,
moguce je da ostaju drugi polimorfizmi u genu UGT1A4 koji nisu ,,kontrolirani®. I gen UGT2B7
je vrlo polimorfan. Polimorfizam genotipiziran u ovom istrazivanju UGT2B7 c.-161C>T
(rs7668258) je u potpunom LD s polimorfizmom 802C>T (rs743966) (24), te s nizom
promotorskih polimorfizama s kojima tvori dva glavna haplotipa (124) i drugim
polimorfizmima s kojima tvori haplotipove UGT2B7*1a, *1j, *1k, *2b, *2c, *2d, *2f (130).
Dakle, i kontrola za genotip UGT2B7 ¢.-161C>T ujedno ,,kontrolira“ niz drugih polimorfizama
s kojima je u potpunom LD, no kao i za UGT1A4, ostaje niz drugih polimorfizama u genu
UGT2B7 koji nisu kontrolirani, a njihov moguc¢i ucinak na aktivnost enzima UGT2B7 nije
poznat. Neka su istrazivanja naznacila mogucénost da, uz UGT1A4 1 UGT2B7 enzime, klirensu
lamotrigina u maloj mjeri doprinose enzimi UGT1A3 i UGT1A2, no njihova uloga nije jasno
dokazana, a ako i postoji, doprinos je vrlo malen (24).

Medu brojnim polimorfizmima gena ABCB1, tri su uobicajena kodiraju¢a SNP-a, ¢.1236C>T
(rs1128503), ¢.2677G>T/A (rs2032582), ¢.3435C>T (rs1045642), a koji su u jakoj LD (81), a
recentno je isto dokazano i u hrvatskoj populaciji (163). Dakle, kontrolirajuci za ¢.1236C>T
uvelike se kontroliraju 1 druga dva polimorfizma. Kumulativna prevalencija Sest ostalih
kodiraju¢ih ABCB1 polimorfizama je oko 10% (136), pa je izrazito malo vjerojatna njihova
uloga u opazenim efektima.

Istrazivanja do sada nisu ukazala na vaznost polimorfizama/aktivnosti transportera iz SLCO
superporodice, kao niti drugih ABC transportera, na sistemsku bioraspolozivost lamotrigina
(24). Recentno objavljeni pregledni rad evaluirao je rezultate brojnih studija o utjecaju
polimorfizama drugih ABC transportera (ABCB1, ABCG2, ABCC1, ABCC2 i ABCC3) na
farmakokinetiku kao i odgovor na lijekove, sugerirajuci da je utjecaj ovih SNP-ova minimalan

(ako uopce i postoji) (176). Navedeno je primjenjivo i za lamotrigin.
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Sveukupno, obzirom na trenutna saznanja o problemu, procjene koje su ovdje okarakterizirane
kao efekti varijantnog alela ABCG2 ¢.421C>A izvjesno mogu biti opterecene nekim za sada
nepoznatim nemjerenim ,remetilackim* efektima. Medutim, vjerojatnost takvih efekata je
mala, a ¢ak 1 da su vrlo izraZeni, ne bi u potpunosti ili u vecini objasnili opazeno. Stoga je
opravdano zaklju¢iti da polimorfizam ABCG2 c.421C>A ima odredeni ucinak na
bioraspolozivost lamotrigina, na na¢in da prisutnost varijantnog alela rezultira nizim ostatnim
koncentracijama lamotrigina. Nadalje, izvjesnom se €ini i modifikacija tog efekta kada postoji
ekspozicija valproatu, na nacin da se efekt varijantnog alela ,,izgubi* (nizak valproat), odnosno
da uz visoke razine valproata varijantni alel rezultira ve¢om ekspozicijom lamotriginu.
Prakti¢no, to znaci da bi preporu¢eno smanjenje doze lamotrigina ako se primjenjuje istodobno
s valproatom (vodeno oc¢ekivanim dvostrukim povecanjem izloZenosti lamotriginu) moglo biti
preskromno u ovoj podskupini pacijenata koji nose varijantni alel ABCG2 c.421C>A, a $to
moze rezultirati ve¢om vjerojatnos¢u razvoja toksi¢nih ucinaka.

Zakljucno, ovo istrazivanje snazno sugerira da je ucinak valproata na izloZenost lamotriginu
moderiran polimorfizmom ABCG2 c¢.421C>A: poveéanje razine lamotrigina izazvano
valproatom izrazenije je u nositelja varijantnog alela, nego u nositelja ,,divljeg tipa“ alela, u

mjeri koja je vjerojatno klinicki relevantna.

6.1.2. Polimorfizam ABCBL1 ¢.1236C>T i bioraspolozivost lamotrigina

Tri najcesc¢a i najviSe ispitivana polimorfizma ABCB1 u bijelaca su ABCB1 ¢.1236C>T,
€.2677G>T/A1¢.3435C>T. Nalaze se u jakom LD (odsjecak 5.3.3.) i ekstenzivno su evaluirana
u vezi bioraspolozivosti niza lijekova, ali s vrlo varijabilnim rezultatima (136). U pogledu
lamotrigina, nekoliko studija sugeriralo je ukljucenost pojedinaénih SNP-ova ili haplotipa, ali
recentna veca studija na skandinavskim pacijentima nije pronasla povezanost ¢.1236C>T ili
€.3435C>T s koncentracijama lamotrigina prilagodenima prema dozi (47). S tim u skladu su i
rezultati nase studije koja takoder nije pokazala jasnu povezanost izmedu polimorfizma ABCB1
€.1236C>T i koncentracije lamotrigina kao niti utjecaj ovog polimorfizma na domet interakcije
izmedu lamotrigina i valproata. U studiji koja je provedena u populaciji slicnoj nasoj kohorti, a
koja je ukljucila 100 ispitanika od kojih je 54 bilo na monoterapiji lamotriginom takoder nije
dokazan statisticki znacajan utjecaj polimorfizma ABCB1 ¢.1236C>T na farmakokinetiku
lamotrigina, ali je ustanovljen smanjen klirens lamotrigina za 22% u nositelja genotipa 2677GG

te za 9% u nositelja genotipa 2677GT (123). U suprotnosti s navedenom studijom, studija
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provedena u populaciji kineskih ispitanika lijeCenih monoterapijom lamotrigina dokazala je
utjecaj polimorfizma ABCB1 ¢.1236C>T na koncentraciju lamotrigina (138). Takoder, studija
koja je ispitivala ulogu polimorfizama ABCB1 C1236T, G2677T i C3435T, a provedena je u
Srednjoj-Juznoj Europi, pokazala je povezanost izmedu varijantnog alela ABCB1 ¢.1236C>T i
nizih koncentracija lamotrigina, dok nije pokazana statisticki znaCajna povezanost
polimorfizama ABCB1 C3435T i G2677T/A s koncentracijama lamotrigina. Nositelji genotipa
1236CC imali su statisticki znacajan porast koncentracija lamotrigina u odnosu na genotip
1236CT i TT. Takoder, analizom povezanosti haplotipova ABCB1 s koncentracijom lamotrigina
dobivena je statisticki znacajna povezanost (P=0,018), no vazno je za naglasiti da od 222
ukljucena ispitanika, njih 75% je bilo na politerapiji lamotrigina i drugih antiepileptika
ukljucujuéi AET s induktornim odnosno inhibitornim potencijalnom. Opservirani ucinak je
zamjecen samo u skupini ispitanika lijecenih antiepileptickom politerapijom, dok ucinak nije
zamjecen u podskupini na monoterapiji lamotriginom (137). Ucestalost varijantnih alela
ABCB1 varira medu razli¢itim populacijama i rasama, radi ¢ega Se za procjenu ucinka ovog
polimorfizma na raspolozivost lamotrigina trebaju provesti istrazivanja na ve¢em uzorku u
razli¢itim etni¢kim skupinama. U na$ih ispitanika, frekvencija varijantnog alela ABCB1
€.1236C>T je bila oko 41%, a kumulativna frekvencija svih ostalih varijantnih alela u
kodiraju¢im polimorfizmima ABCB1 je do oko 10%. Obzirom na jaki LD s druga dva
polimorfizma, bez genotipizacije sva tri polimorfizma, nije moguce zakljucivati o specificnom
»efektu ABCB1 ¢.1236C>T*“. Medutim, homozigoti divljeg tipa, heterozigoti i varijantni
homozigoti za ovaj polimorfizam predstavljaju razlicite ,,Sire genske ustroje®, a o njihovoj se
razlici na temelju sadasnjih rezultata moze zakljuéivati. Ukupno, uz spomenuto ogranicenje
zbog pomanjkanja informacija o preostala dva ¢esta ABCB1 polimorfizma, opravdano je
zakljuciti kako polimorfizam ABCB1 ¢.1236C>T (odnosno, ,Siri genski ustroj* kojeg
predstavalja) nema relevantnog u¢inka na bioraspolozivost lamotrigina. U skladu s tim je i
ranije navedeni pregledni rad (176) o povezanosti izmedu SNP-ova raznih ABC transportera
(ABCB1, ABCG2, ABCC1, ABCC2 i ABCC3) i farmakokinetike raznih lijekova, no rezultati
su uglavnom pokazali ili slabu povezanost ili povezanost nije utvrdena, a §to upucuje na to da

je utjecaj tih SNP-ova na farmakokinetiku lijekova opcenito slab ukoliko i postoji.
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6.2. Polimorfizmi metabolickih enzima UGT1A4 i UGT2B7 i bioraspoloZivost lamotrigina

Brojne studije istrazivale su mogucu povezanost izmedu farmakokinetike lamotrigina i
polimorfizma gena UGT, ali dobiveni rezultati nisu konzistentni. Na temelju rezultata in vitro
studija te klinickih podataka, utjecaj polimorfizma UGT1A4*3 ¢.142T>G (rs2011425) na
istoznacni. Kako je i ranije navedeno, UGT1A4*3 142T>G je u potpunoj LD s dva SNP-a
promotora, -219C>T i -163G>A (rs3732219 i rs3732218), kako bi se formirao haplotip
UGT1A4*3a. Za -219C>T i -163G>A takoder postoje dokazi o mogucem utjecaju na
farmakokinetiku lamotrigina (24,29). UGT1A4*3 ¢.142T>G je u potpunoj LD i s -419 i -463,
te s nekoliko drugih SNP-ova (tvoreci haplotipove *5 i *7a) (68,130-132). Dodatno, UGT1A4
€.142T>G je kod bijelaca u potpunoj LD s UGT1A4 70C>A (66,133). In vitro studije pokazale
su smanjenu enzimsku aktivnost za UGT1A4*2 70C>A i UGT1A4*3 ¢.142T>G (119). Za
razliku od toga neke klinicke studije upuéuju na povezanost UGT1A4 ¢.142T>G s povecanom
enzimskom aktivno$¢u. Vise studija je pokazalo da nosioci varijantnog alela UGT1A4
€.142T>G imaju niZe koncentracije lamotrigina u odnosu na nosioce ,,divljeg tipa“ (45,70),
ukljuéujudi i jednu studiju provedenu na skandinavskoj populaciji (121), za razliku od toga,
jedna kasnija studija takoder provedena na skandinavskoj populaciji nije nasla povezanost
izmedu polimorfizma UGT1A4 ¢.142T>G i bioraspolozivosti lamotrigina (47). S tim u skladu
su 1 rezultati naSe studije u kojoj nismo pronasli povezanost izmedu polimorfizma UGT1A4
¢.142T>G i serumskih koncentracija lamotrigina niti je dokazan utjecaj ovog polimorfizma na
domete interakcija izmedu lamotrigina i valprota. Razlike u rezultatima mogu se objasniti s
nekoliko ¢imbenika, jedan od njih je da nisu jednako uzimani u obzir vanjski ¢cimbenici poput
istovremene terapije drugim antiepilepticima, ukljucujuéi lijekove koji mogu inhibirati ili
inducirati metabolizam lamotrigina. Nadalje, ucestalost pojavnosti pojedinih polimorfizama
takoder je jedan od faktora varijabilnosti koji moze ukazati na farmakokinetsku varijabilnost
lamotrigina na populacijskoj razini. Ucestalost varijante UGT1A4 ¢.142T>G u azijatskim
populacijama sli¢na je onoj zabiljeZzenoj u bijelaca (70,131,132). U nasoj studiji ucestalost
varijantnog alela UGT1A4 142T>G iznosi 11.7%, dok u turskoj populaciji (45) iznosi oko
25%. Ucestalost UGT1A4 70C>A u turskoj populaciji je oko 2%, za razliku od azijatskih
populacija u kojima je polimorfizam UGT1A4 70C>A vrlo rijedak ili se ne pojavljuje. Buduci
je u ranijoj studiji Klarice i sur. pokazano da je uéestalost varijantnog alela UGT1A4 ¢.70C>A
u nasoj populaciji 1 %, analiza ovog polimorfizma nije bila predmet istrazivanja u na$oj studiji

(141). Stovise, studije opetovano pokazuju da su UGT1A4 ¢.142T>G i UGT1A4 c.70C>A u
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jakoj LD u europskim populacijama, stoga, Cinjenica da pacijenti nisu genotipizirani za
UGT1A4 c.70C>A nije znacajno utjecala na rezultate naseg istrazivanja.

Uz enzim UGT1A4, dokazan je utjecaj i drugih enzima na metabolizam lamotrigina. In vitro
studija je pokazala kako valproi¢na kiselina inhibira mikrosomalnu glukuronidaciju lamotrigina
putem enzima UGT2B7, a ne putem UGT1A4 koji je dominantan u metabolizmu lamotrigina
(28). Polimorfizam promotorske regije UGT2B7 c.-161C>T ne dovodi do mijenjanja
aminokiselinskog slijeda enzima UGT2B7, ali moze dovesti do promjene razine transkripcije
enzima (177). Medu poznatim polimorfizama gena UGT2B7, jedino polimorfizmi UGT2B7 c.-
161C>T (rs7668258) i UGT2B7 ¢.802C>T (rs7439366) imaju najmanje po dva dosljedna
rezultata o utjecaju na farmakokinetiku lamotrigina (47,126,127,178). Studija skupine autora
pod vodstvom Blance Schanez i suradnika prva je studija koja je pokazala utjecaj polimorfizma
UGT2B7 c.-161 C>T na Klirens lamotrigina. Rezultati su u multivarijatnoj analizi pokazali da
politerapija s drugim antiepilepticima objasnjava 70% varijabilnosti koncentracija lamotrigina,
dob pacijenta doprinosi s 24%, dok je doprinos polimorfizma UGT2B7 c.-161 C>T procijenjen
na 12% (126). U skladu s tim su i rezultati studije provedene u tajlandskoj populaciji koja je
pokazala smanjenje klirensa lamotrigina za 18% u ispitanika koji su nositelji varijantnog alela
UGT2B7 c¢.-161T (CT ili TT) u odnosu na homozigote ,,divljeg tipa” (127), dok je studija
provedena u slovenskoj populaciji pokazala smanjenje Klirensa lamotrigina (20,4%) u
homozigota za varijantni alel, UGT2B7 c.-161TT, u usporedbi s nositeljima alela c.-161C (123).
Studija provedena u kineskoj populaciji nije pokazala povezanost polimorfizma UGT2B7 c.-
161C>T i bioraspolozivosti lamotrigina (120) Sto je u skladu s rezultatima naSe studije u kojoj
nismo dokazali utjecaj ovog polimorfizma na raspolozivost lamotrigina kao niti na domet
interakcije lamotrigina i valproata.

UGT2B7 ¢.-161C>T i UGT2B7 c. 802C>T su u potpunom LD-u, stoga kontroliranje za jedan
kontrolira i drugi polimorfizam. UGT2B7 -161C>T je u potpunom LD-u i s nekoliko drugih
polimorfizama i sudjeluje u brojnim haplotipovima, ukljuéujuci haplotip UGT2B7*1k (-
1306G/-1299C/-1112C/ -900A/-327G/-161C /372G ) (130), a koji ukljucuje SNP UGT2B7
372A>G (rs28365062) za kojeg je u jednoj studiji pokazano da utjece na klirens lamotrigina
(24).

Buduci su oba istrazivana polimorfizma UGT-a u potpunom LD s nizom drugih polimorfizama
1 ¢ine veci broj haplotipova genotipovi na ovim lokusima zapravo ,,predstavljaju kompleksniji
genski ustroj koji se razlikuje izmedu homozigota divljeg tipa, heterozigota i varijantnih
homozigota. Nadalje, bez genotipizicije ¢itavog niza polimorfizama gena UGT2B7 i UGT1A4

nemoguce je izolirati potencijalne efekte upravo ovih polimorfizama. Posljedi¢no, u ovom su
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istrazivanju zapravo procijenjeni uéinci tih ,,kompleksnijih genskih ustroja“ koje predstavljaju
genotipovi na ova dva lokusa.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je sveukupno i na razli¢itim razinama ekspozicije
valproatu, bioraspolozivost lamotrigina bila blisko slicna u heterozigota/varijantnih homozigota
ili pak homozigota divljeg tipa za svaki od ova dva polimorfizma. Ukupno, nema naznaka da
genski ustroji koje evaluirani polimorfizmi ,,reprezentiraju® imaju neki relevantan uc¢inak na

bioraspolozivost lamotrigina.

6.3. Ogranienja i vaZnost provedenog istraZivanja

Provedeno istrazivanje ima nekoliko ograni¢enja. Prvo ograni¢enje ove studije je da ne pruza
odgovore o mehanizmu opaZenih uc¢inaka. Za razliku od lamotrigina, valproat nije supstrat za
ABCGQG?2. Ipak, lamotrigin, valproat i ABCG2 imaju odredene "dodirne" tocke. Razmatrajuci
biolosku distribuciju transportera ABCG2 (140), lokacija na kojoj bi njegova smanjena
efluksna aktivnost [kao posljedica mutacije ABCG2 c.421C>A (116)] mogla biti relevantna za
sistemsku bioraspolozivost oralnog lamotrigina primarno je gastrointestinalni sustav. Odredeni
doprinos opazenim ucincima mogao bi biti i posljedica ukljucenosti transportera ABCG2 u
izlu¢ivanje lijekova mokracom (179). Medutim, buduéi da valproat (za razliku od lamotrigina)
nije ABCG2 supstrat (135) mehanizmi koji leZe u pozadini uo€ene razlike u€inaka valproata na
ostatne koncentracije lamotrigina izmedu nositelja varijantnog alela ABCG2 c.421C>A i
nositelja ,,divljeg tipa“ nisu jasno uvjerljivi. Ipak, barem jedno potencijalno (hipotetsko)
objasnjenje ¢ini se moguc¢im. Smanjena aktivnost ABCG2, kao posljedica polimorfizma
ABCG2 c.421C>A, uzrokovana je smanjenim brojem prijenosnika buduéi se varijanta proteina
opseznije razgraduje (140). Zanimljivo je da je to eksplicitno dokazano u ljudskoj placenti
(140). S druge strane, perfuzija tkiva ljudske posteljice valproatom [koncentracije u rasponu od
290 do 1150 pmol/L (odgovaraju "niskom" do "ciljanom/visokom* valprota kako je definirano
u ovoj analizi)] smanjuje ekspresiju ABCG2 (reducirani transkripti) za 2-3 puta (162). Sli¢no,
ekspresija ABCG2 u placenti smanjena je u miSeva izloZenih valproatu tijekom trudnoce (180).
Pod pretpostavkom da se fenomen moze primijeniti za druga tkiva koja fizioloski eksprimiraju
ABCG?2, ¢ini se da povecanje izlozenosti lamotriginu izazvano valproatom mozda nije samo
posljedica inhibirane glukuronidacije lamotrigina, ve¢ 1 smanjene efluksne aktivnosti
transportera ABCG2 u gastrointestinalnom traktu. U tom kontekstu, veca razlika u ostatnim

koncentracijama lamotrigina izmedu pacijenata koji su bili izloZeni (lijeeni) i neizloZeni
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(kontrola) valproatu ako su nositelji varijante ABCG2 ¢.421C>A u odnosu na one koji su
homozigoti divljeg tipa (moderiranje u¢inka valproata ovim polimorfizmom) moze se objasniti
multiplikativnim (a ne samo aditivnim) u¢incima valproata (smanjena transkripcija/ekspresija
transportera) i SNP ABCG2 ¢.421C>A (povecana degradacija transportera), buduci oboje "rade
u istom smjeru” (smanjena efluksna aktivnost ABCG?2), ali razli¢itim mehanizmima.

Ovu moguénost podupire ¢injenica da se moderirajuci u¢inak polimorfizma ABCG2 c.421C>A
¢inio izrazenijim kada je izloZenost valproatu bila veca.

Nadalje, ograni¢enje ove studije je da nisu analizirani moguéi polimorfizmi za koje je u
dostupnoj literaturi pokazan utjecaj na farmakokinetiku lamotrigina, poput UGT2B7 372A>G
(123) i UGT2B7 802C>T (47) te polimorfizmi transportera poput OCT1 rs628031 (139) i
2677G>T/A (123). Medutim, obzirom da je dio njih u LD s polimorfizmima koji su bili predmet
analize u nasoj studiji (kako je prethodno i navedeno), za ocekivati je da smo kontrolom jednog
polimorfizma, kontrolirali i one s kojima su u LD.

Iduc¢e ograni¢enje ove studije je da se temelji na mjerenju koncentracija lamotrigina na kraju
doznog intervala, u okviru rutinskog terapijskog pracenja lijeka, a ne na detaljnoj
farmakokinetic¢koj analizi, no misljenja smo da to ne iskljucuje njenu klinicku vaznost obzirom
da je ovakav pristup preporucen u medunarodnim smjernicam za terapijsko pracenje
antiepileptika u serumu.

Jedno od ograni¢enja studije je 1 Sto nije uzeta u obzir prehrana ispitanika, budu¢i je dokazan
inhibitorni u¢inak odredene hrane na ABCG2, poput soje. Soja je bogat izvor izoflavona koji
inhibicijom transportera ABCG2 i ABCBL te inhibicijom/indukcijom enzima citokroma P450
mogu stupati u farmakokinetske interakcije s brojnim lijekovima (181).

U naSu studiji ukljuceni su samo nepusaci buduci nikotin moze imati induciraju¢i u¢inak na
mikrosomalne enzime CYP1A1l, CYP1A2, CYP2A1, CYP2A2, CYP2B1, CYP2B2 i CYP2E1
te na UGT1A9 i UGT2B7. Metabolizam lamotrigina manjim dijelom ide putem enzima
UGT2B7 te moze biti pod induciraju¢im uc¢inkom nikotina $to posljediéno moZze rezultirati
promjenama u serumskoj koncentraciji lamotrigina. | dok su neke ranije studije pokazale
smanjenje serumske koncentracije lamotrigina kod ispitanika pusaca lijeCenih samo
lamotriginom (44,45) u nedavno provedenim studijama taj u¢inak nije potvrden (46,47).

S druge strane, stajaliSta smo da je u istrazivanje ukljucen relevantan broj ispitanika, s
adekvatno odredenim uklju¢nim i isklju¢nim kriterijima, uz odgovarajuce vrijeme uzrokovanja
te analizu koncentracija lijekova prilagodenih prema dozi. Nadalje, da bi procjena efekata bila
realisti¢na, bilo je potrebno kontrolirati ,,remetilacke* ¢imbenike i na taj nacin prevenirati

pogresku u kojoj bi se neka nekauzalna asocijacija interpretirala kao uzrocno-posljedi¢ni odnos.
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Dijelom je to zadovoljeno adekvatnim uklju¢nim/isklju¢nim kriterijima. Nastojala se postici
izmjenjivost jedinki nalik onoj u randomiziranom pokusu tako da se jedinke izloZene tretmanu
i kontrole ,,ujednaci* za vrijednosti ,,remetilackih* ¢imbenika. Medutim, teorijski dvije skupine
ispitanika (,,tretirani* 1 ,,kontrole*) mogu se ujednaciti samo u odnosu na ona svojstva koja su
nam o njima poznata. Stoga, nastojala se posti¢i ujednacenost za poznate/mjerne ¢imbenike -
tzv. uvjetovana izmjenjivost, a smatra se da uvijek ostaje i neka razina ,,ostatnog" (nemjerenog)
confoundinga. Bilo koji opazeni efekt moze se korigirati za iznos nekog nemjerenog efekta
(confoundinga) koji u procjeni nije kontroliran (160). Taj se postupak takoder odnosi na efekte
mjerene na skali relativnog rizika, stoga je koriStena analogija izmedu RR i GMR koja rezultira

korigiranim opazenim efektom.

Napretkom spoznaja o brojnim bolestima te produljenjem ocekivane Zivotne dobi, danas se u
lijeCenju mnogih stanja Cesto istovremeno primjenjuje viSe lijekova, Sto znacajno povecava
mogucénost interakcija lijekova (engl. Drug-Drug Interactions, DDI). Budu¢i da do interakcije
lijek-lijek moze doci na razini gena/enzima sve ¢eSce se u literaturi koristi i izraz interakcija
lijek-lijek-gen (engl. Drug-Drug-Gene Interactions, DDGI). Farmakogeneticko ispitivanje
moze unaprijediti sigurnost i ucinkovitost primjenjene terapije, otkrivaju¢i geneticke varijante
za koje je poznato da mogu utjecati na farmakokinetiku, odnosno smanjenu djelovornost ili
toksi¢nost primjenjenog lijeka. Osim istodobne primjene lijekova koji mogu utjecati na
farmakokinetske parametre djelujuci na funkciju metabolickih enzima i transportera, vazno je
takoder uvijek imati na umu i druge Cimbenike koji mogu utjecati na farmakokineticku
varijabilnost primijenjene terapije, poput dobi ili hrane.

I dok su istrazivanja posljednjih godina usmjerena na aktivnosti koje doprinose donoSenju
klini¢kih odluka temeljenih na farmakogenetickim spoznajama ili interakcijama lijek-lijek,
malo je istraZivanja koja su obuhvatila ova dva pristupa analizirajuéi ucinke interakcija gen-
lijek-lijek. Rezultati ovog istrazivanja koji upucuju na vaznost polimorfizma ABCG2 u
moduliranju dometa interakcije lamotrigina i valproata ukazuju na nuznost daljnih istrazivanja.
Brojni lijekovi su inhibitori transportera ABCG2 te na taj nacin, u slucaju konkomitantne
primjene, mogu modulirati farmakokinetiku transportiranog supstrata, rezultirajuci
interakcijama primjenjenih lijekova, Sto posljedi¢no moZe dovesti do neZeljenih toksi¢nih
ucinaka zbog povecane izlozenosti. Imajuéi u vidu da gotovo tre¢ina bolesnika s epilepsijom
nema zadovoljavaju¢i kontrolu napada, te da oko trecine bolesnika razvije nuspojave na

antiepileptike, u¢inak interakcije lijek-lijek-gen opazen u nasem istrazivanju dodatno dobiva na
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vaznosti te smatramo da su potrebna daljnja istrazivanja, ukljucujuéi i istrazivanja u drugim
populacijama.

Ovo istrazivanje koje se temelji na ispitivanju interakcija lijek-lijek-gen vazno je u integraciji
farmakogenomike u klini¢ku praksu, s konacnim ciljem unaprijedenja individualizacije i
optimizacije terapije za svakog pojedinca.

Zbog interindividualne varijabilnost u ucinkovitosti i nezeljenim reakcijama na primjenu
antiepileptika ispitivan je i moguci geneticki utjecaj na farmakodinamiku koja je zadana ciljnim
molekulama djelovanja antiepileptika. Mnogi antiepileptici pokazuju farmakoloske ucinke
putem inhibicije funkcije voltaznih natrijskih kanala, ukljucuju¢i i lamotrigin. Stoga su se
brojna istrazivanja fokusirala na gene u podlozi. Ali unato¢ tome, studije koje su istrazivale
polimofizme gena koji kodiraju ciljna mjesta djelovanja antiepileptika nisu rezultirali otkricem
biomarkera kojima bi se mogao predvidjeti odgovor na terapiju (182-186).

Uz istrazivanje geneti¢kih ¢imbenika u odgovoru na farmakoterapiju, tijekom proteklih 20-ak
godina ubrzano se razvija i podrucje epigenetike. I dok se smatra da geneticka raznolikost
doprinosi varijabilnom odgovoru na farmakoterapiju 25-50%, saznanja o utjecaju epigenetike
na moduliranje farmakoterapije su jo§ uvijek skromna. S poboljSanim razumijevanjem
epileptogeneze, epigenetskih determinanti i farmakogenomike o¢ekivan je napredak u primjeni

farmakoloske, ali i nefarmakoloske terapije u podrucju epileptologije.
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7.

ZAKLJUCCI

Provedeno istrazivanje u bolesnika s epilepsijom lijeCenih monoterapijom lamotriginom ili

kombiniranom terapijom lamotriginom i valproatom jednim dijelom potvrdilo je postavljenu

Drug-Gene Interactions, DDGI).

1. Kod osoba s epilepsijom srednjoisto¢noeuropskog podrijetla frekvencija varijantnog

alela ABCG2 ¢.421C>A iznosila je 10.4%, ABCB1 ¢.1236C>T 43.0%, UGT2B7 -161
C>T 49.6%, a UGT1A4*3 142 T>G 11.7%. Prevalencije pojedinih genotipova, kao i
frekvencije varijantnih alela bile su sli¢ne u ispitanika na monoterapiji i onih na

kombiniranoj terapiji lamotrigina i valproata.

Dokazan je efekt polimorfizma ABCG2 ¢.421C>A na bioraspolozivost lamotrigina.

Nositelji varijantnog alela imali su oko 25% nizu ekspoziciju lamotriginu u odnosu na
kontrole ,,divljeg tipa“ u slucaju monoterapije lamotriginom (valproat 0) ili na
kombiniranoj terapiji lamotrigina i valproata (LAM + VVAL) ukoliko su koncantracije
valproata bile ispod razine kvantifikacije (engl. below the lower limit of quantification,
BLOQ), no stupanj ekspozicije valproatu modificira taj efekt varijantnog alela. Uz
koncentracije valproata niZe od preporu¢enih TDM vrijednosti, ekspozicija
lamotriginu bila je sli¢na u varijantnih i kontrolnih ispitanika; a u rasponu
preporucenih vrijednosti terapijskog pracenja lijeka, ekspozicija lamotriginu je u

nositelja vrijantnog alela bila oko 30% visa nego u kontrola ,,divljeg tipa“.

Dokazano je da polimorfizam ABCG2 ¢.421C>A modificira ulinke valproata na

bioraspolozivost lamotrigina.

U cjelokupnom uzorku, uz koncentracije valproata nize od preporu¢enih TDM
vrijednosti, ekspozicija lamotriginu bila je oko dvostruko visa nego bez valproata
(valproat 0/BLOQ), a uz koncentracije valproata unutar preporu¢enih TDM vrijednosti,
ekspozicija lamotriginu bila je oko tri puta visa nego bez valproata, odnosno, efekt

,visokog valproata® bio je izrazeniji od efekta ,niskog valproata®. Efekt ,niskog

96



valproata® bio je izraZeniji u nositelja varijantnog alela ABCG2 c.421C>A nego u
homozigota divljeg tipa (omjer GMR oko 1.50). Takoder, i efekt ,,visokog valproata“
bio je izraZeniji u nositelja varijantnog alela nego u homozigota divljeg tipa (omjer

GMR oko 1.80).

Polimorfizmi UGT2B7 c.-161C>T, UGT1A4*3 ¢.142T>G i ABCB1 c.1236C>T

nemaju relevatnog ucinka na bioraspolozivost lamotrigina u osoba s epilepsijom.
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8. SAZETAK

Uvod: Lamotrigin karakterizira znacajna interindividualna varijabilnost farmakokinetickih
parametara te je posljedi¢no tome prisutna varijabilnost u uc¢inkovitosti i razvoju Stetnih
uc¢inaka. Do sada nije razjasnjena uloga polimorfizama metaboli¢kih enzima UGT1A4 i
UGT2B?7 te transportnih proteina ABCB1 i ABCG2 na bioraspolozivost lamotrigina.

Svrha: Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti razlikuju li se nositelji varijantnog alela
UGT2B7 c.-161C>T (rs7668258), UGT1A4*3 ¢.142T>G (rs2011425), ABCB1 ¢.1236C>T
(rs1128503) i ABCG2 ¢.421C>A (rs2231142) od odgovarajucih kontrola divljeg tipa (engl.
wild type, wt) s obzirom na izlozenost lamotriginu.

Metode: U istrazivanje su ukljuceni adolescenti i odrasle osobe s epilepsijom koji su uzimali
monoterapiju lamotrigina ili politerapiju lamotrigina i valproata te su bili podvrgnuti
rutinskom terapijskom pracenju lijeka. Ispitanici su inace bili zdravi i nisu uzimali druge
lijekove koji bi mogli stupiti u interakciju s lamotriginom i valproatom. Ukljuceni ispitanici
genotipizirani su za UGT2B7 ¢.-161C>T, UGT1A4*3 ¢.142T>G, ABCB1 ¢.1236C>T i
ABCG2 c.421C>A. Heterozigotni i varijantni homozigotni ispitanici usporedivani su sa
svojim kontrolama divljeg tipa za ostatne koncentracije lamotrigina (standardizirane po dozi)
s prilagodbom prema dobi, spolu, tjelesnoj tezini, ostalim ispitivanim polimorfizmima i
razinama izloZenosti valproatu. Za ,,ujednacavanje* vrijednosti kovarijata koriSteno je
uravnotezivanje entropije.

Rezultati: Ukljucena je ukupno 471 osoba s epilepsijom, od ¢ega je njih 328 (69.6%) bilo na
monoterapiji, a 143 su bili na politerapiji lamotrigina i valproata. Rezultati su pokazali da su
nositelji varijantnog alela ABCG2 ¢.421C>A imali koncentracije lamotrigina nize za 25% u
odnosu na kontrole divljeg tipa u slu€aju da su ispitanici bili na monoterapiji lamotriginom
(valproat 0) ili na kombiniranoj terapiji lamotrigina i valproata (LAM + VAL) ukoliko su
koncantracije valproata bile ispod razine kvantifikacije (engl. below the lower limit of
quantification, BLOQ). Nije dokazana razlika u koncentracijama lamotrigina izmedu nositelja
varijatnog alela i nositelja divljeg tipa kod ispitanika na kombiniranoj terapiji LAM + VAL
ukoliko je koncentracija valproata bila <364 pmol/L [,,nizak valproat® (vrijednosti GMR oko
1.0)], dok su nositelji varijantnog alela imali 30% viSe koncentracije lamotrigina ukoliko je

valproat bio >364 umol/L [,,visok valproat® - unutar terapijskog raspona ili vise (GMR =1.37,
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1.03-1.82 frekvencionisticka procjena, 1.31, 0.93-1.84, Bayes procjena)]. Nadalje, procijenjen
je efekt valproata na dvije razine ABCG2 ¢.421C>A polimorfizma, tj. u kontrola ,,divljeg tipa“
i nositelja varijantnog alela. Efekt ,,visokog valproata“ bio je izraZeniji u nositelja varijantnog
alela nego u homozigota divljeg tipa (omjer GMR 1.80), kao i efekt ,,niskog valproata“ (omjer
GMR 1.50).

Ostatne koncentracije lamotrigina (standardizirane prema dozi) bile su podjednake u nositelja
varijantnih alela i kontrola divljeg tipa za UGT2B7 c.-161C>T, UGT1A4*3 ¢.142T>G |
ABCB1 ¢.1236C>T.

Zakljucak: Rezultati istrazivanja sugeriraju da polimorfizam ABCG2 ¢.421C>A moderira
ucinak valproata na izlozenost lamotriginu, dok polimorfizmi UGT2B7 ¢.-161C>T,
UGT1A4*3 ¢.142T>G i ABCB1 ¢.1236C>T nemaju relevatnog u¢inka na bioraspolozivost

lamotrigina u osoba s epilepsijom.

Kljuéne rije¢i: lamotrigin, valproat, genski polimorfizam, UGT2B7 c.-161C>T, UGT1A4*3
c.142T>G, ABCB1 ¢.1236C>T, ABCG2 c.421C>A.
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9. SUMMARY

Doctoral thesis

Influence of genetic polymorphisms of UGT1A4 and UGT2B7 enzymes and ABCB1 and
ABCG?2 transport proteins on lamotrigine serum concentrations

Ivana Susak Sporig, 2024.

Introduction: Lamotrigine is characterized by significant interindividual variability in
pharmacokinetic parameters and, consequently, there is variability in efficacy and the risk for
adverse reactions. The role of polymorphisms of UGT1A4 and UGT2B7 metabolic enzymes
as well as ABCB1 and ABCG2 transport proteins on the lamotrigine bioavailability has not
yet been clarified.

Purpose: To estimate whether epilepsy patients with variant UGT2B7 ¢.-161C>T
(rs7668258), UGT1A4*3 ¢.142T>G (rs2011425), ABCB1 ¢.1236C>T (rs1128503) and
ABCG2 ¢.421C>A (rs2231142) alleles differ from their wild-type (wt) peers in exposure to
lamotrigine.

Methods: Consecutive adults on lamotrigine monotherapy or lamotrigine and valproate co-
treatment undergoing routine therapeutic drug monitoring, otherwise generally healthy and
free of interacting drugs, were genotyped for UGT2B7 -161C>, UGT1A4*3 ¢.142T>G,
ABCBL1 ¢.1236C>T (rs1128503) and ABCG2 c.421C>A. Heterozygous and variant
homozygous subjects were compared to their wt controls for dose-adjusted lamotrigine
troughs with adjustment for age, sex, body weight, other evaluated polymorphisms, and level
of exposure to valproate using covariate entropy balancing.

Results: Of the 471 included patients, 328 (69.6%) were on monotherapy and 143 were co-
treated with valproate. The results showed that c.421C>A variant allele carriers had by 25%
lower lamotrigine concentrations compared to wild-type controls if the subjects were on
lamotrigine monotherapy or lamotrigine and valproate (LAM + VAL) polytherapy if
valproate troughs were below the lower limit of quantification (BLOQ). Variant c.421C>A

100



allele had no obvious effect on lamotrigine troughs if valproate concentrations were <364
pmol/L [low valproate (GMR 1.0)], and increased lamotrigine troughs by 30% if valproate >
364 pumol/L [target/high valproate (GMR =1.37, 1.03-1.82 frequentist; 1.31, 0.93-1.84,
Bayesian)]. Furthermore, we evaluated the effect of valproate on two levels of the ABCG2
€.421C>A polymorphism ("wild type™ controls and variant allele carriers). The "high
valproate" effect was more pronounced in the variant allele carriers than in the wild-type
homozygotes (GMR ratio 1.80), as was the "low valproate™ effect (GMR ratio 1.50).
Dose-adjusted lamotrigine troughs in UGT2B7 ¢.-161C>T, UGT1A4*3 ¢.142T>G and
ABCBL1 ¢.1236C>T variant allele carriers were closely similar to those in their wt controls.
Conclusion: Data suggests that ABCG2 c¢.421C>A polymorphism moderates the effect of
valproate on exposure to lamotrigine, while dose-adjusted lamotrigine troughs in epilepsy
patients with variant UGT2B7 ¢.-161C>T, UGT1A4*3 ¢.142T>G or ABCB1 ¢.1236C>T

alleles are equivalent to those in their respective wt peers.

Key words: lamotrigine, valproate, genetic poliymorphism, UGT2B7 c¢.-161C>T, UGT1A4*3
€.142T7>G, ABCB1 ¢.1236C>T, ABCG2 c.421C>A.
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