Molekularna dijagnostika Gilbertova sindroma

Karaga, Ana

Master's thesis / Diplomski rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:902725

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:902725
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mef:895
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:895
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:895

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI| FAKULTET

Ana Karaga

Molekularna dijagnostika Gilbertova

sindroma

DIPLOMSKI RAD

Zagreb 2015.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI| FAKULTET

Ana Karaga

Molekularna dijagnostika Gilbertova

sindroma

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, 2015.



Ovaj diplomski rad izraden je na Zavodu za medicinsku kemiju i biokemiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu pod vodstvom prof. sr. sc. Jadranke Serti¢ i predan je na
ocjenu u akademskoj godini 2014./2015.



POPIS KRATICA

ddNTP
EDTA

FRET

OMIM
PCR
PhIP
RT-PCR
SN

SSCP

Tm
UDP

UGT

dideoksinukleotidi (prema engl. Dideoxynucleotide Triphosphate)
etilen diamino tetraacetat

fluorescentni prijenos rezonancije energije (prema engl. fluorescence resonance
energy transfer)

Online Mendelian Inheritance In Man

lan¢ana reakcija polimerazom (prema engl. Polymerase chain reaction)
2-Amino-1-methyl-6-phmylimidazol(4,5-b)pyridine

lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (prema engl. Real-time PCR)
7-etil-10-hidroksi-kaptotekin

jednolan¢ani konformacijski polimorfizam (prema engl. Single—strand
conformation polymorphism)

temperatura taljenja (prema engl. melting temperature)

uridin difosfat (prema engl. uridine diphosphate)

uridin difosfat glukuronil transferaza



SADRZA)J

1 SAZETAK weoorvirtiireeeseesse sttt 7
2. SUMMARY .ttt ettt ettt s h ettt eh et s bt e st e bt e at et e she et e bt ea e e be bt et e be et e tesaeeatan 2
3L UVOD ettt bbbt et h e e h e bt e at e At ehe et e bt eh e e besheeat e beeatetesbeeatas 3
3L DEFINICIIA ettt ettt s ht et bt et be st et s aeebesbeeat e besaeenee 3
3.2, EPIDEMIOLOGIIA ... .ttt st sttt et s he et b et e b s enes 3
3.3. GENETICKA OSNOVA .....covuiriierieieeeiisiesesseseesessesessesssssssessessssessesssesassssssassssssasssssssssssssssasens 4
3.3 L UGT QBN ittt ettt ettt ettt et et e e ta e st e s beesaestesbaenbesbeestebeessastesseensesteeneans 4
.31 L. UGTLA BN ittt ettt ettt st et e sb e e s bt e s he e sate st e e b e e beesmeesmeeeneeennean 4
3.3.1.2  UGTLAL BN ittt ettt st sttt ettt e s b e s ae e saee st e eabeebeesmeesaeeeneeennean 6
3.3.1.3. Etnicke razlike UGTLAL PrOmMOTOFa......cccccueerieririireriieeieeesieesreeesieeessreesneeeesneesssseeesnnes 8
3.3.1.4. Geografska rasprostranjenost TA7/TAT7 genOtiPa......cccceeverieeerieseeieseeeece e 9

3.4. POVEZANOST UGT1A1 ALELA S MALIGNIM STANJIMA | KARDIOVASKULARNIM
BOLESTIMA L.ttt st a e bttt b st e st e s bt et e s bt ebe e bt sbeenbeabeeas et e ebeeabesbeeneens 9
3.5, PATOGENEZA ...ttt ettt ettt et b e st b et esbe et e b e saeentesbeeanas 10
3.6. PATOLOGIJA ...ttt sttt et b e s bt eat e st e e bt e s bt e saeesabesabeebeenbeenes 12
3.7, KLINICKA SLIKA ....ooiuiireeneeeneesseeseeseesseesessseessesssessesssesssssssessasssesssessessssssssssssesssssssssssssnces 13
3.8. POVEZANOST GILBERTOVOG SINDROMA S METABOLIZMOM LIEKOVIMA....... 13
3.9.1. Uc¢inci irinotekana u pacijenata s Gilbertovim sindromom ............cocoeevevenciniienencnee. 14
3.10. DIJAGNOZA ..ttt ettt et b e bt e s bt e it e st e e bt e ebe e saeesabesabeebeenbeenes 15
3.10.1. LaboratorijSKe Pretrage. ... .ccceeieierereeeeeeteeiesieete et et ste s te e et eesaeeeesteeneeseeneenes 15
3.10.2. Molekularna dijagnoStiKa ..........coeeveeeriereeee et 16
3.10.2.2. Masena SPeKIrofOtOMELIT A ......ceovervieieiesieeie et 16
3.10.2.3. RT-PCR.. ettt sttt ettt esbe e s bt e satesabesbeebe e beens 17
3.10.2.4. SEKVENCIONITANJE GENA......ceiteeeeeeeeeeeieiesteete e etteeesteetesteeseeeesseeeeseeeneensesseensensesaeenes 18
3.10.3. PrOVOCITAJUCT tESEOVI..evirreererrereetinieetesteete sttt ettt st r e e s re e sn e sne e sneeanes 18

TR0 T -1 ] o [0V 0 - ST 19



3.10.3.2. FENODAIDITONSKE TESt.....eveeeiieieee ettt ettt e e e e et e e e e et e e seereeessseraressesneees 19

3.10.3.3. TeSt rifampPiCiNOM.......cci ittt sen s 19

3.11. DIFERENCIJALNA DIJAGNOZA ... sass s ssss s sass s ssssssanns 19
312, LITECENIE ..ottt s s st ssesses s essensanes 20

B, CILIRADA ...ttt bbbt s s 21
5. ISPITANICIH I METODE ...t 22
5.1. NACELO POSTUPKA ......coeiiieeeieeteetesisetesae s saesse s s ss s ses s ses s sessssaesassans 22
5.2. PRIMARNI UZORAK .......ooueeeveeeeeeeeeieseeeeeessessesses s ssss s sessssssesssesssssssassssssssasssessessasssssanes 22
5.3. VRSTA SPREMNIKA ..ot eeeevee s sees s ses s ssssss s ssss s sses s saesesnsnnes 23
5.4. POTREBNA OPREMA I REAGENSI.......ouiieieeeeceeeeeeeeeteeseeeeeeses e ssesses e seesses s sasssessessesnsnes 23
5.5. POSTUPAK UMJIERAVANIA........ooveeeeeeeeeeeesieeeeeees s ses s ssse s saesaesssssassssssessassassssssssanssnes 23
5.6. FAZE POSTUPKAL........ooroeieeeeieeeeeeesees e sees e saesses s sass s ssss s sssssssassssssssassaessssassssnanes 24
5.7. NACELO POSTUPKA ZA IZRACUNAVANIJE REZULTATA ......ccooerreererrereeeeeeieeeeseeseesessans 25
5.8. BIOLOSKI REFERENTNI INTERVALL.......oovurveiieiiesessesieessissssssssses s sss s senns 25
5.9. INTERVAL IZVIESTAVANJA REZULTATA ......coovvvereresreesiessssssesssessses s sss s sanns 25
5.10. LABORATORIJSKO TUMACENIJE........coosvuiierieeeiaesississesssesssssssssesssss s sss s senns 25

B. REZULTAT | ..ooovoveeveevecee et 26
T RASPRAVA ..ottt 28
8. ZAKLIUCAK ...oovoiviiteiieiiesiese sttt sttt a bbbt sttt bt 29
0. ZAHVALE ..ottt 30

1. ZIVOTOPIS ..ottt et et et eteteeeeseeseseeseesseseseseseseseseseseasaeasaeesssesesesesesesesessesesesesesesesanasasesnsnens 37



1. SAZETAK

Molekularna dijagnostika Gilbertovog sindroma

Ana Karaga

Gilbertov sindrom je autosomno-recesivna bolest karakterizirana poveéanim vrijednostima
nekonjugiranog bilirubina i predstavlja naj¢e$¢i nasljedni uzrok poviSenog bilirubina.
Hiperbilirubinemija ovog sindroma je uzrokovana reduciranom aktivno$¢u enzima glukuronil
transferaze koja konjugira bilirubin ¢ine¢i ga topljivim u vodi. Prevalencija Gilbertovog
sindroma je 4-16%. Klinicke se manifestacije uobicajeno javljaju tijekom puberteta kada
koncentracija steroidnih hormona povisuje vrijednost bilirubina u krvi. Gilbertov sindrom je
¢es¢i u muskaraca nego u zena (2-7:1). Klinicka slika je karakterizirana intermitentnim
epizodama blage zutice koja mozZe biti izazvana dehidracijom, stresom, infekcijama ili
gladovanjem. Ostali simptomi su nespecificni i rijetki. Oni ukljucuju proljev, mucninu, umor i
gubitak apetita. Gilbertov sindrom je benigna bolest koja ne zahtijeva specifi¢no lijeCenje.
Vazno je upozoriti pacijenta na lijekove koji mogu povisiti vrijednosti bilirubina u krvi i
uzrokovati zuticu. Postoje lijekovi koji se metaboliziraju putem enzima glukuronil
transferaze, te zbog reducirane aktivnosti enzima, imaju toksi¢an uc¢inak na tijelo.

Cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi frekvenciju umetanja TA dinukleotida u promotorsku
regiju UGT1AL gena. Pacijenti s Gilbertovim sindromom imaju 7 TA ponavljanja na oba alela
regije UGT1A1 gena (TA7/TAT7) dok su zdravi pojedinci homozigoti za TA6 alel (TA6/TAG).
Heterozigoti imaju i 6 i 7 TA ponavljanja (TA6/TA7) i u vecini slu¢ajeva ne razvijaju
hiperbilirubinemiju.

Analiza 1091 krvnih uzoraka je otkrila da su 136 ili 12% ispitanika zdravi pojedinci koji
imaju TAG/TAG6 genotip, 254 ili 24% su heterozigoti (TAG6/TA7) i 701 ili 64% ispitanika su
pacijanti sa 7 TA ponavljanja na oba alela (TA7/TAT7).

Zakljucak: Gilbertov sindrom je benigna bolest koja ne zahtijeva specifi¢no lije¢enje. Vazno
je upozoriti oboljele osobe na provocirajuc¢e ¢imbenike koji dovode do Zutice te na lijekove
koji mogu dovesti do hiperbilirubinemije.

Kljuéne rijeci: Gilbertov sindrom, TA dinukleotid, UGT1Al



2. SUMMARY

Molecular diagnosis of Gilbert's syndrome

Ana Karaga

Gilbert's syndrome is an autosomal-recessive disease characterized by elevated levels of
unconjugated bilirubin. This disease is the most common hereditary cause of increased
bilirubin. Hyperbilirubinemia in this syndrome, is caused by the reduced activity of enzyme
glucuronyltransferase which conjugates bilirubin making it soluble in water. The prevalence
of Gilbert's syndrome is 4-16%. Clinical manifestations usually occur during puberty when
the concentration of steroid hormones increases the level of bilirubin in the bloodstream. This
syndrome is more common in men than in women (2-7:1). Gilbert's syndrome is
characterized by intermittent episodes of mild jaundice that may be caused by dehydration,
stress, infections and starvation. Other symptoms are nonspecific and rare. They include
diarrhea, nausea, fatigue and loss of appetite. Gilbert's syndrome is a benign disease that
doesn't requires specific treatment. It is important to warn patients about medicines that may
increase the serum concentration of bilirubin in the bloodstream and cause jaundice. There are
also some medicines that are metabolized through enzyme glucuronyltransferase and, because
of its reduced level, can have toxic effects on the body.

The aim of this study was to review the frequency insertion of the TA dinucleotide in gene
region UGT1AL. Patients with Gilbert's syndrome have 7 TA repeats on both alleles in
UGT1AL gene region (TA7/TA7) while healthy individuals are homozygotes for TAG alel
(TAG/TAB) . Heterozygotes have both 6 and 7 TA repeats (TA6/TA7) and in most cases they
will not have hyperbilirubinemia.

The analysis of 1091 blood samples revealed that 136 or 12% respondents are healthy
individuals with TA6/TA6 genotype, 254 or 24% are heterozygotes (TA6/TA7) and 701 or
64% are patients with 7 TA repeats on both alleles (TA7/TA7).

Conclusion: Gilbert's syndrome is a benign disease that doesn't require specific treatment. It is
important to warn patients on provocative factores that can lead to jaundice and also on
medications that can cause hyperbilirubinemia.

Key words: Glbert's syndrome, TA dinucleotide, UGT1Al.



3. UVOD

3.1. DEFINICUA

Gilbertov sindrom ili Meulengrachova bolest je nasljedna bolest jetre koja rezultira porastom
vrijednosti nekonjugiranog bilirubina u krvi i predstavlja naj¢es¢i nasljedni poremecaj
glukuronidacije bilirubina. Gilbertov sindrom nastaje kao posljedica genetskog poremecaja u
promotorskoj regiji gena koji kodira enzim uridin difosfat glukuronil transferazu 1A1 (UGT
1A1). Smanjena aktivnost UGT1A1 enzima posljedicno dovodi do porasta nekonjugiranog
bilirubina u krvi. Osnovni poremecaj metabolizma bilirubina moZe biti nedovoljna
konjugacija bilirubina i/ili smanjenje njegovog jetrenog klirensa zbog smanjenog transporta
kroz hepatocite (Serti¢ et al. 2015).

Augustin Gilbert i Pierre Lereboullet opisali su 1901. sindrom pod nazivom “La cholemie
simple familiale®, kasnije poznat kao Gilbertov sindrom. U njemackom govornom podrucju
ovaj sindrom je poznat kao Morbus Meulengraht. Glavna znacajka Gilbertovog sindroma je
intermitentna Zutica sa dnevnim i sezonskim varijacijama, te bilirubinom koji moze biti
normalan, a rijetko prelazi 100 pmol/l (Gilbert i Lereboullet 1901; Okolicsanyi et al. 1988).
Intermitentne epizode zutice mogu biti uzrokovane dehidracijom, gladovanjem,
interkurentnim bolestima ili menstruacijom. Znaci hemolize, konjugirane bilirubinemije ili
funkcionalnog poremecaja jetre su odsutni (Chowdhury 2000; Nowicki 1998; Jensen 1988).

3.2. EPIDEMIOLOGIJA

vvvvv

u nekim obiteljima iako se moze pojaviti i u izoliranim slu¢ajevima. Prevalencija u populaciji
je izmedu 14 1 16% (Serti¢ et al. 2015). Sindrom je rasprostranjen u svim rasama i
geografskim podru¢jima. Uéestalost u bijeloj rasi krece se izmedu 3-10%. Ce$ce je zahvaéen
muski spol (12,4%) nego Zenski (4,8%), vjerojatno zbog otezanog klirensa bilirubina u
muskaraca, §to je 1 razlogom visih vrijednosti bilirubina. (Chowdhury et al. 2000; Nowicki et
al. 1998; Okoliscanyi et al. 1988; Sieg et al. 1987)

Neke zahvacene osobe imaju oslabljeno prihvacanje bilirubina iz krvi u jetru, drugi imaju
otezanu biotransformaciju bilirubina, dok ostali imaju prisutne obje abnormalnosti. Dakle, za
punu klinicku ekspresiju ovog sindoma nije dovoljna samo snizena vrijednost UGT1A1
enzima na oko 30% od normalne aktivnosti, ve¢ 1 neki drugi nepoznati geneticki razlozi,
upravo zbog toga Sto nije uvijek nadena korelacija izmedu koncentracija bilirubina i preostale
enzimske aktivnosti.



Poremecaj se uobicajeno otkriva u vrijeme oko puberteta, bilo pojavom ikteri¢nih sklera ili
slu€ajnim nalazom poviSenog bilirubina u okviru laboratorijske obrade zbog najcesce
interkurentnog infekta. (Schmid 1995; Burcheel i Hume 1999)

3.3. GENETICKA OSNOVA

3.3.1. UGT geni

Geni u UGT obitelji pruzaju upute za izradu enzima uridin difosfat glukuronil transferaza koje
kataliziraju kemijsku reakciju zvanu glukuronidacija (Genetics Home References).
Glulkuronidacijom se prenosi glikozilna skupina iz UDP glukuronske kiseline, UDP galaktoze
ili UDP glukoze na akceptorski spoj (aglikon) u nukleofilnim funkcionalnim skupinama
kisika (npr. hidroksilne skupine ili skupine karboksilne kiseline), dusika (npr. amini), sumpora
(npr. tioli) 1 ugljika, uz formiranje glukuronid proizvoda (Current Drug Metabolism).
Navedena reakcija predstavlja glavni put eliminacije lipofilnih ksenobiotika i endobiotika
¢ine¢i ih topljivima u vodi (Ritter et al. 1992) Eliminacija se moze odvijati putem Zuci ili
urina (Strasburg et al. 1998).

Stotine razli¢itih tvari su glukuronizirane sa strane UGT enzima, ukljucuju¢i bilirubin,
toksicne tvari proizvedene od strane raspadnutih eritrocita, serotonin i steroide (testosteron i
estrogen). UGT enzimi takoder kataliziraju reakciju glukuronidacije odredenih lijekova poput
morfija i acetaminofena. Normalne genetske varijacije u UGT genu mogu igrati ulogu u
odgovoru ljudi na spomenute lijekove (Genetics Home References).

Danas je poznato viSe od 35 razli¢itth UGT genskih produkta opisano u vise razlicitih vrsta.
UGT geni su podijeljeni u dvije razlicite obitelji na temelju slijeda identiteta, UGT1 i UGT2
(Current Drug metabolism). Vec¢ina ¢lanova UGT obitelji je izrazena u jetri, no takoder ih
mozemo naci 1 u ostalim tkivima poput tkiva zeluca, dojke 1 crijeva. Samo je manji dio
Clanova naden isklju¢ivo izvan jetre a obuhvaca UGT1A7, UGT1A8, UGT1A10 i UGT2Al
(Dessai et al. 2003).

Potporodica UGTL1 se sastoji od razli¢itih gena koji proizlaze iz alternativnog izrezivanja
prvih eksona i dijele zajednicke eksone 2-5. UGT2 obitelj se razlikuje po tome $to je njihova
MRNA prepisivana iz pojedinih gena te sadrzi brojne enzime koji kataliziraju glukuronidaciju
razli¢itih kemijskih baza ukljucujuéi steroide, zucne kiseline i opioide (Current Drug
Metabolism).

3.3.1.1. UGT1A gen

Obitelj UGT1 gena ukljucuje brojne izoforme (izoenzime) koji kataliziraju reakciju bilirubina,
kinola i fenola, ali samo UGT forma podobitelji A, odnosno UGT1Al, sudjeluje u
konjugaciji bilirubina (Mackenzie et al. 1997; Bosma et al. 1994).



Zbog alternativnog prekrajanja na 3'kraju gena mogu nastati tri mRNA transkripta za svaki
UGT1A gen. Svaka takva transkripcija dat ¢e UGT protein, no neée svaki biti enzimski
aktivan (Sertic¢ et al. 2015).

Gen UGT1A je smjesten u podrucju 2q37 d kromosoma. Duzina UGT1A gena iznosi 218
kilo-baza (kb), a sastoji se od slijeda Cetiri zajedni¢ka karboksiterminalna egzona Koji su
povezani s najmanje trinaest jedinstvenih, aminoterminalnih egzona (2-5) (Slika 1). Geni koji
pripadaju ovom kompleksu se, po dogovoru, nazivaju sukladno egzonu koji je ispoljen u
glasnickoj ribonukleinskoj kiselini (mRNA), odnosno 1A1-1A13. Trinaest aminoterminalnih
egzona obuhvaca devet pojedinacnih gena i cCetiri pseudogena (Chowdhurry et al. 2000).
Cetiri pseudogena su oznadena kao UGT1A2P, UGT1A11P, UGT1A12P i UGT1A13P (Gong
et al. 2011; Innocenti et al. 2004). Lokus UGT1A omogucéuje transkripciju devet jedinstvenih
gena koja je omoguéena kroz dijeljenje eksona gdje je jedan od devet jedinstvenih egzona na
5'kraju gena kombiniran sa uobicajenim 2-4 i 5a egzonima na 3' kraju gena (Mackenzie et al.
1997; Riedmaier et al. 2010). Tako je stvoreno devet UGT1A transkripata sa jedinstvenim
S5'krajem gena i identi¢nim 3'krajem gena (Gong et al. 2001). Svaki prvi egzon kodira mjesto
vezivanja supstrata koje je regulirano njegovim vlastitim promotorom. Zajednicki egzoni na
3'kraju genskog kompleksa kodiraju slijed od 246 aminokiselina na karboksiterminalnom
zavrSetku enzima. Upravo je to mjesto vezivanja glukuronske kiseline koje je identi¢no u
svim oblicima UGT gena (Tukey et al. 2000; Strassburg i Manns 2000; Gong et al. 2001).
Dakle, ovih devet gena Cine zasebne gene koji kodiraju specificnu UGT S§to ovisi o supstratu
koji je konjugiran glukuronskom kiselinom (Chowdhury et al. 2000; Kadakolet al. 2000).
Aminoterminalni zavrSetak enzima obuhvaca 285 aminokiselina i specifian je za svaku
pojedinu izoformu enzima te je kodiran od ve¢ spomenutih A1-Al13 gena na 5'kraju gena.
Dakle, aminoterminalna regija odreduje specificnost vezanja supstrata dok karboksiterminalna
regija odreduje interakciju sa zajedni¢kim donorom supstrata, odnosno sa UDP-glukuronskom
kiselinom (Gong et al. 2001).

Za svaki UGT1A gen mogu nastati tri mRNA transkripta zbog pojave alternativnog
prekrajanja na 3' kraju gena. Rezultat takve transkripcije ¢e uvijek biti UGT protein, no nece
svaki biti enzimski aktivan (Serti¢ et al. 2015). Izoforme UGT1A gena postoje i kada se
umjesto egzona Sa ili uz njega koristi egzon 5b iz zajednickog kompleksa karboksiterminalnih
egzona. Ovi alternativni oblici se nazivaju izoforme 2 ili UGT1As_i2 i enzimski su neaktivni
(Girard et al. 2007). Uprkos enzimskoj neaktivnosti izoforme 2 su $iroko koeksprimirane s
enzimski aktivnim i klasiénim UGT1A izoformama, odnosno s UGT1As il (Bellemare et al.
2010).
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Slika 1. Strukturna organizacija ljudskog UGT1 kompleksa. Prema: Harisson Internal
Medicine, pogl.343. str: 2532.

3.3.1.2. UGT1A1 gen

Jedan od transkripata UGT1A gena je UGT1AL gen koji se sastoji od pet egzona (Bosma
2003; Clarke et al. 1997). Gen UGT1A1l je eksprimiran primarno u jetri, ali se mogu
naci i unutar debelog crijeva i zeluca (Strassburg et al. 2000) Od brojnih izoformi (izoenzima)
UGT obitelji koji kataliziraju glukuronidaciju bilirubina, kinola i fenola, samo UGT1Al
sudjeluje u konjugaciji bilirubina. UGT1A4 takoder akceptira bilirubin kao supstrat, ali samo
u in vitro uvjetima (Mackenzie et al. 1997; Bosma et al. 1994) Domena vezivanja UDP-
glukuronske kiseline je u C-domeni terminalnog dijela UGT, a kodirana je od egzona 3 i 4
(Ritter et al. 1992; Kadakol et al. 2000).

Funkcionalni nedostatak aktivnosti UGTI1Al gena dovest ¢e do nagomilavanja
nekonjugiranog bilirubina (Chowdhury et al. 2000). Homozigoti ili slozeni heterozigoti za
neaktivan UGT1A1 gen ne mogu glukuronidirati bilirubin §to dovodi do povecane razine
nekonjugiranog bilirubina u serumu. To ozbiljno stanje nazivamo Crigler-Najjar tip 1
sindrom. Crigler Najjar tip II predstavlja blazi fenotip karakteriziran takoder sa mutacijom
UGT1Al gena, no ovdje je zadrzana odredena enzimska aktivnost (Sneitz et al. 2010).
Simptomi Gilbertovog sindroma se javljaju kada je glukuronidacijska aktivnost UGT1Al
gena smanjena do 25-50%.

Postoji vise od 100 varijanti UGTA1 gena. Oko 42 varijante imaju smanjenu ili uopée nemaju
enzimsku aktivnost (Serti¢ et al. 2015). Pojedina¢ne varijante su oznaCene prema UGT
nomenklaturnom odboru, sa zvjezdicom pracenom brojem (Barbarino et al. 2014).



Promotorska regija UGT1AL1 je 13 kb dugacka genetska distanca izmedu egzona 1 i 2 (Bosma
et al. 1994; Ritter et al. 1992; Burcheel et al. 1999). Promotorska regija se nalazi ispred
svakog jedinstvenog egzona aminoterminalne regije, izuzev 12p i 13p regije. Proksimalni dio
promotorske regije se sastoji od TATA elementa, smjestenog 37 nukleotida uzvodno od mjesta
pocetka prepisivanja posredstvom RNA polimeraze. TATA element se sastoji od 6 tandema
TA(timin-adenin) i predstavlja vazno mjesto za vezivanje faktora prepisivanja, kojim se
omogucuje nezavisna regulacija genske ekspresije pojedinih izoformi UGT gena (Chowdhury
et al. 2000; Tukey i Strassburg 2000; Gong et al. 2001). Frekvencija javljanja TA segmenta u
zdravih osoba je od 33-91% (Mackenzie et al. 1997; Hall et al. 1995).

U 80-100% osoba s Gilbertovim sindromom otkrivena je insercija dinukleotida TA u regiji
gena UGT1ALl (Serti¢ et al. 2015). Polimorfizam promotorskog dijela UGT1ALl gena,
odnosno varijacije u broju TA tandema, snazno utjeCu na preciznost i u¢inkovitost procesa
prepisivanja, na metabolizam bilirubina i klirens. Divlji tip promotora sadrzi 6 TA ponavljanja
(TA6). U rjedim slucajevima alel moze biti saCinjen od 7 TA sekvenci (TA7) unutar
promotorske regije i nazivamo ga UGT1A1*28 alel. Istrazivanja su pokazala da dodatna
insercija TA dinukleotida reducira transkripciju UGT1AL gena za 67-82%, a posljedi¢no tome
dolazi do smanjenja aktivnosti jetrene transferaze za 20-30% (Bosma et al. 1995; Monaghan
et al. 1999). Ostale varijante alela obuhvac¢aju UGT1A1%*36 alel koji je karakteriziran sa pet
ponavljanja, velikom promotorskom aktivno$¢u i smanjenim rizikom za neonatalnu zuticu, te
UGT1A1*6 alel koji rezultira iz promjene glicina i arginina na polozaju 71 (Beutler et al.
1998; Monaghan et al. 1999; Boyd et al. 2006) UGT1A1*36 je najc¢es¢i u populacijama
africkog podrijetla dok je u azijskim populacijama UGT1A1*6 CeS¢i i moze se prezentirati
Gilbertovim sindromom ili neonatalnom Zuticom. Enzimska aktivnost kod ovog alela je na
30% od normalnog (Yamamoto et al. 1998; Maruo et al. 1999; Akaba et al. 1998).

Homozigoti za polimorfizam UGT1A1*28, odnosno osobe koje imaju 7 TA ponavljauc¢ih
sekvenci na oba alela, imaju povecanu razinu bilirubina u krvi, povecanu ucestalost zu¢nih
kamenaca 1 bolesti Zu¢nog mjehura (Bosma et al. 1994) Budu¢i da se Gilbertov sindrom
nasljeduje autosomno-recesivno, heterozigotni genotip (TA6/TA7) u vecini slucajeva nece
dovesti do poviSenih razina bilirubina u krvi. Zdrave osobe imaju genotip TA6 na oba alela.
Besmislene mutacije u UGT1A1 genu predstavljaju mutacije u kojima dolazi do zamjene
kodona izmedu dvije aminokiseline. One se mogu naslijedivati autosomno-dominantno.

Dakle, potvrda za Gilbertov sindrom je nalaz genotipa TA7 na oba alela UGT1Al gena.
(Serti¢ et al. 2015) Iako je postojanje UGT1A1*28 alela uvjet to nije dovoljan razlog za punu
ekspresiju Gilbertovog sindroma (Bosma et al. 1994). \Velika je razlika izmedu klinicki
dijagnosticiranih Gilbertovih sindroma i onih dokazanih na molekularnom nivou (Kadakol et
al. 2000; Sampietro i lolascon 1999; Borlak et al. 2000). Zbog nepoklapanja klini¢ke i
molekularne dijagnoze traga se, osim okoliSnih ¢imbenika, 1 za drugim genetskim
¢imbenicima koji utjeCu na fenotipsku ekspresiju sindroma (Sugatani et al. 2002).



3.3.1.3. Etnicke razlike UGT1AL promotora

Postoji velik broj populacijskih studija kojima je predmet istrazivanja bila usporedba
vrijednosti serumskih bilirubina u crnim i bijelim populacijama. Pokazano je da crni muskarci
i zene imaju 15-20% nize razine od odgovarajucih bijelaca (Manolio et al. 1992; Madhavan et
al. 1997). Takoder, crna djeca sa Zuticom imaju manje razine bilirubina od bijele djece sa
zuticom (Brown et al. 1985). Azijska dojencad su pokazala vise vrijednosti bilirubina od
bijelih dojencadi (Horiguchi i Bauer 1975; Fischer et al.1988; Yamauchi i Yamanouchi 1989)
Iako bi prema navedenim nalazima mogli predpostaviti da osobe africkog podrijetla imaju
nisku prevalenciju (TA)7 mutacije, na temelju daljnjih istrazivanja dokazano je upravo
suprotno. Dodatno ponavljanje TA dinukleotida je ¢eS¢e u osoba africkog podrijetla nego u
bijelaca, dok se u osoba azijskog podrijetla pokazala manja tendencija pojavljivanja (TA)7
mutacije. Nalazi osoba africkog porijekla su pokazali da se u nekim promotorima nalaze
regije s 5 TA ponavljanja(TAb) ili s 8 TA ponavljanja(TA8).

Najces¢i varijantni alel u bjelackoj 1 afroameric¢koj populaciji je UGT1A1*28 sa ucestalos¢u
od 0,26-0,31 u bijelaca, 0,42-0,56 u afroamerikanaca te 0,09-0,16 u azijskim populacijama
(Beutler et al. 1998). Usporedba etnickih grupa prikazana je u tablici 11 2.

Tablica 1. Genotipovi UGT1A1 promotora u tri razli¢ite etnicke grupe prema bazi podataka PNAS
(Beutler et al. 1998)

Genotip Europljani Azijci Afrikanci
6/6 24 33 26

6/7 39 13 37

717 8 1 19

7/8 0 0 6

8/8 0 0 2

6/8 0 0 4

7/5 0 0 5

6/5 0 0 2
UKUPNO 71 47 101

Tablica 2. Frekvencije promotora UGT1A1 gena u tri razlicite etnicke skupine prema bazi podataka
PNAS (Beutler et al. 1998)

Alel Europljani Azijci Afrikanci
5 0(0) 0(0) 0,035(7)

6 0,613(87) 0,840(79) 0,470(95)
7 0,387(55) 0,160(15) 0,426(86)
8 0(0) 0(0) 0,069(14)




3.3.1.4. Geografska rasprostranjenost TA7/TA7 genotipa

Prema reprezentativnoj njemackoj studiji, ucestalost homozigotnog (TA7/TA7) genotipa
iznosi 12,4%, heterozigotnog genotipa (TA6/TA7) 45%, a divljeg genotipa (TA6/TA6) 43%
(Borlak et al. 2000).

U Nizozemskoj je sli¢na distribucija genotipova, sa ucestaloS¢u homozigotnog genotipa od
11,9%. Francuska i Italija imaju vise vrijednosti homozigotnog genotipa od Nizozemske, koji
¢ini 17% u Francuskoj, odnosno 16,3% u Italiji. NajviSa ucestalost TA7/TA7 genotipa od
18,6% zabiljezena je u Grékoj, a najniza, samo 9%, u Spanjolskoj (Te Morche et al. 2001; Le
Bihan-Levaufre 2001; Biondi et al. 1999; Tzetis et al. 2000; Salazar et al. 2000). IstraZivanja
polimorfnosti TATA sloga u Hrvatskoj pokazuju da je Cestalost TA7/TA7 genotipa 15,3%.
(Jurci¢ 2002)

3.4. POVEZANOST UGT1A1 ALELA S MALIGNIM STANJIMA |
KARDIOVASKULARNIM BOLESTIMA

Aleli UGT1A1 su povezani s razvojem razliCitih karcinoma. Osim bilirubina i lijekova,
UGT1A1 enzimi glukuronidiraju bezo-(a)-piren-trans-7,8-dihidrodiol, prekursor jakom
karcinogenu benzo(a)-piren-trans-7,8-dihidrodiol-9,10-epoksidu koji se nalazi u hrani,
katranu i dimu cigareta (Fang et al. 2002). Koncentracija hormona estradiola, ¢ije su razine
povezane s razvojem raka dojke, se takoder mijenja zbog njegove glukuronidacije
posredovane UGT1AL1 enzimima (Williams et al., 2002; James RE et al. 2011). Heterocikli¢ki
amin, 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridin (PhIP) , je jo$ jedan karcinogen u
kuhanom mesu koji se biotransformira pomo¢u UGT enzima. Jetrene UGT transferaze
biotransformacijom PhIP-a pokazuju zastitni ucinak protiv, PhIP-om posredovane,
kancerogenosti (Girard H.et al., 2005). Vise studija na kineskom i bijelom stanovniStvu su
pokazala da prisutnost UGT1A1 alela povecava rizik od karcinoma dojke i kolorektalnog
karcinoma (Adegoke et al. 2004; Guillemette et al. 2000; Bajro et al. 2012).

Bilirubin je poznati antioksidans koji moze sprijeCiti stvaranje plakova koji vode do
ateroskleroze. Zbog poznatog djelovanja bilirubina, postoje brojni dokazi da UGT1A1 alel
djeluje kao protektivni ¢imbenik koji pruza zaStitu od nastanka kardiovaskularnih bolesti
bolesti (Lin et al. 2010). On naruSava transkripciju UGT gena te posljedi¢no povisuje razinu
bilirubina u krvi. Stoga bi UGT1A1 alel mogao sluziti kao vazan biomarker za predvidanje
osoba sa smanjenim rizika za kardiovaskularnu bolest (Chen et al. 2011).



3.5. PATOGENEZA

Bilirubin je tetrapirolski ravni lanac zeleno zute boje. Nastaje kao produkt katabolizma
prstena hema koji se najve¢im dijelom nalazi vezan s globinom ¢ine¢i hemoglobin. Hem se
manjim dijelom moze naci kao dio hemoproteina u svim stanicama organizma (Tribelli 2002).
Izgraden je od cetiri pirolska prstena koja tvore protoporfirinski spoj. Molekula hema nastaje
vezanjem Zeljeza za protoporfirinski spoj. Cetiri takve molekule zajedno sa molekulom
globina ¢ine hemoglobin.

Najve¢i dio bilirubina, 70-90%, se dobiva razgradnjom hemoglobina. (medscape)
Hemoglobin iz raspadnutih eritrocita fagocitiraju makrofagi u Kupfferovim stanicama jetre,
slezene 1 kostane srzi (Kotel P et al. 1996). Nakon hemolize eritrocita hem se odvoji od
globina i zatim razgradi u Zeljezo i protoporfirinski prsten. Slobodni hem, koji je toksican,
razgraduje se pomoc¢u enzima hem oksidaze. One cijepaju tetrapirolski prsten hema. Postoje
dvije vrste hem oksidaza. Hem oksidaza 1 je koncentrirana u slezeni gdje se aktivira pomocu
hema iz raspadnutih eritrocita. Brzo se inducira razli¢itim citotoksi¢nim podraZajima te se
smatra jednim od proteina toplinskog Soka. Hem oksidaza 2 se nalazi u mozgu i testisima.
Njena aktivacija tece preko ugljicnog monoksida nastalog cijepanjem tetrapirolskog prstena.
Depolarizacijom neurona dolazi do ulaska kalcija i njegovog vezanja s kalmodulinom te
aktivacije hem oksidaze 2 (HO2) (Maines 1997).

Razgradnjom protoporfirinskog dijela, osim ugljicnog monoksida, nastaje linearni tetrapirol
akumulacija u tkivima je jako mala zbog brze redukcije bilirubina pomoc¢u enzima biliverdin-
reduktaze (Sedlak et al. 2009) Slobodni nekonjugirani bilirubin ¢ini 96% ukupnog bilirubina u
plazmi i ¢vrsto se veZe za albumine plazme te putem krvi dolazi do jetrenih stanica. Kod
novorodenog djeteta nalazimo viSe slobodnog bilirubina zbog nizeg afiniteta fetalnog
albumina za bilirubin te zbog kompeticije s masnim kiselinama i organskim anionima za
vezanje s albuminom. Prijelaz bilirubina u hepatocite je posredovan aktivnim prijenosom. U
citoplazmi hepatocita bilirubin se veze za ligandin koji ga prenosi do endoplazmatske
mrezice, odnosno do mitohondrija na njima. Oko 80% bilirubina se konjugira s glukuronskom
kiselinom u bilirubin-monoglukuronid(BMG) i bilirubin-diglukuronid(BDG). Glukuronidacija
je omogucena bilirubin UDP-glukuronozil transferazom, a pri samoj reakciji oslobada se
jedna molekula anorganskog fosfata i jedna molekula ADP-a. Samo 10% c¢ini konjugacija sa
sulfonskom kiselinom gdje nastaje bilirubin sulfat dok se ostalih 10% se veze za druge tvari.
(Tribelli C et al. 1996; Guyton i Hall 2003) Konjugirani bilirubin se izlucuje u zu¢, a putem
zuc¢i dolazi u crijeva. Prijenos u zucne kanale je posredovan proteinom Kkoji se naziva
multispecifi¢ni kanalikularni transporter organskih aniona (c(MOAT). Konjugirani bilirubin je
topiv u vodi 1 izluCuje se sa Zu¢i u duodenum.

U crijevima se djelomice pretvara u urobilinogen pomocu crijevnih bakterija. Jedan dio
urobilinogena se u terminalnom dijelu tankog crijeva apsorbira preko enterocita u krv i natrag
u portalnu venu koja ga vraca u jetru. Jetra zatim ponovno izlucuje bilirubin u zZu€ i crijeva.
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Ovo kruzenje bilirubina iz jetre u crijeva te natrag u jetru nazivamo enterohepaticna
cirkulacija. Drugi dio urobilinogena se razgraduje u sterkobilinogen koji oksidacijom prelazi
u smedi sterkobilin. Sterkobilin se izlucuje putem stolice davajuci joj specificnu boju, a samo
5% urobilinogena se izlu¢uje bubregom.
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Slika 2. Metabolizam bilirubina. Prema: Damjanov I. Pythology for the Health Professions,
str. 572.

Za klinic¢ko-laboratorijske svrhe vazno je razlikovati nekonjugirani bilirubin od konjugiranog
bilirubina. Nekonjugirani ili prehepati¢ni bilirubin se nalazi vezan za albumine plazme,
netopljiv je u vodi te se ne moze izluciti putem mokrace.
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Konjugirani ili posthepati¢ni bilirubin se u vecini sluCajeva nalazi vezan za glukuronsku
kiselinu §to ga ¢ini topljivim u vodi i omogucuje njegovu eliminaciju putem mokrace.
Laboratorijski se konjugirani i nekonjugirani bilirubina mogu razluciti preko analize krvi, §to
je vazno za Kklasifikaciju zutice. Manje od 20% konjugiranog bilirubina ¢e pripadati
nekonjugiranoj hiperbilirubinemiji dok vise od 50% cini konjugiranu hiperbilirubinemiju.
Postoji i mjeSoviti oblik sa 20-50% konjugiranog bilirubina (Damjanov 2011).

Kada bilirubin nije vezan uz albumine plazme, izlazi iz cirkulacije i talozi se u brojnim
tkivima. NajviSe ga ima u jetri, a zatim u bubrezima, plu¢ima, srcu, nadbubreznim zlijezdama,
mozgu, kozi i na sklerama. Visoke koncentracije i/ili dulja izloZenost nekonjugiranom
bilirubinu pospjesuje njegovo prodiranje kroz membranu 1 uniStavanje dvostrukog sloja lipida
uzrokujucéu stani¢nu lizu, oSte¢enje membrane mitohondrija s padom transmembranskog
potencijala i permeabilnosti. Djelovanje na permeabilnost se osobito osjeti u neuronima i
astrocitima izazivaju¢i ko¢enje oksidacijske fosforilacije u mitohondrijima osobito sredi$njeg
zivéanog sustava (Reiner i Kovac 2005; Ostrow i Tribelli 2003; Kumral et al. 2005). Toksi¢ni
ucinak nekonjugiranog bilirubina mogu povecati hipoalbuminemija i acidoza koja smanjuje
afinitet albumina za bilirubin (Gamulin 2005; Popovi¢ i Kovac¢ 2005).

Hiperbilirubinemija ozna¢ava povidenje serumskog bilirubina iznad 17 pmol/L. Zutica ili
ikterus nastaje zbog odlaganja bilirubina u kozu i bjeloocnice pri koncentracijama visim od 34
umol/L i karakterizirana je zutom bojom koZze i bjeloo¢nica te sama po sebi ne oznacava
bolest, ve¢ posljedicu patoloskih procesa (Vrhovac 2008).

Zutica se prema nadinu nastanka moZe podijeliti na hemolitiku, hepatocelularnu i
opstruktivnu zuticu. Hemoliticka zutica nastaje kod povecane razgradnje eritrocita 1 povecane
potrebe za ekskrecijom bilirubina (Andreis et al. 2005). Kod hemolize i diseritropoeze
nedostatna je konjugacija bilirubina $to rezultira pove¢anom koncentracijom nekonjugiranog
bilirubina u krvi. Hepatocelularna Zutica je povezana sa bolestima jetre kao $to su hepatitis,
ciroza jetre te unisStenje jetre brojnim lijekovima. Pri raznim bolestima jetre mogu se pronaci i
konjugirani 1 nekonjugirani bilirubin, ovisno o samoj patologiji jetre. Trecu skupinu ¢ini
opstruktivna Zutica koja nastaje pri poremecaju u protoku zuc¢i. Mehani¢ku prepreku mogu
uzrokovati kamenci ili tumori kao Sto je karcinom pankreasa. U opstruktivnoj Zutici
predvladava konjugirani bilirubin. Povecana ekskrecija konjugiranog bilirubina mokracom
rezultira tamnom bojom mokrace, dok je stolica, zbog manjka sterkobilina, svijetla i akoli¢na
(Vuceli¢ 2005).

3.6. PATOLOGIA

Biopsija jetre u svrhu dobivanja patohistoloskog uzorka u pacijenata s Gilbertovim
sindromom, nije indicirana, jer je u vecini slu¢ajeva je hitoloski nalaz uredan (Chowdhury et
al. 2000; Nowicki et al. 1998; Gourley 1994).
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U rijetkim se slu¢ajevima na patohistoloSkom nalazu moze pronac¢i nakupljanje lipofuscina i
hipertrofija endoplazmatskog retikuluma (Serti¢ et al. 2015).

3.7. KLINICKA SLIKA

Gilbertov sindrom se u vecini slucajeva otkrije tijekom puberteta. NajeS¢e se radi o
slucajnom nalazu u okviru laboratorijske pretrage zbog infekta ili o pojavi ikteri¢nih sklera
(Nowicki et al. 1998; Gourley 1994). Klinicka slika je karakterizirana recidivirajuéim
epizodama blage inetrmitentne Zutice koja nastaje zbog nekonjugirane hiperbilirubinemije. U
samim epizodama vrijednosti bilirubina ne prelaze 103 umol/L, dok izmedu epizoda bolesnici
imaju skoro uredne vrijednosti bilirubina. Pojavu hiperbilirubinemije, odnosno pojavu atake
bolesti, mogu uzrokovati gladovanje, menstraucija, stres, umor, fizicki napor, febrilna stanja
ili hemoliza.

Vecina bolesnika s Gilbertovim sindromom nema nikakvih simptoma. Manji broj bolesnika se
moze tuziti na nekarakteristicne abdominalne simptome poput mucnine, proljeva, neugode u
abdomenu, osjeéaja tezine u abdomenu. Ovi simptomi nastaju neovisno o vrijednostima
bilirubina u krvi (Serti¢ et al. 2015).

3.8. POVEZANOST GILBERTOVOG SINDROMA S METABOLIZMOM LIJEKOVIMA

Smanjena aktivnost enzima UDP glukutronil transferaze u Gilbertovom sindromu uzrokovana
je poremecajem u promotorskoj regiji gena UGT1AL.

UGT enzim glukuronidira bilirubin u topljivi produkt. Osim bilirunina, UGT enzim je
ukljucen u proces glukuronidacije hormona estrogena 1 brojnih lijekova.

U osoba s Gilbertovim sindromom se mogu javiti toksi¢ni ucinci lijekova koji se
metaboliziraju preko tog enzima. Atazanavitr, peginterferon i ribavirin mogu uzrokovati
hiperbilirubinemiju. Citostatik irinotekan se metabolizira putem UGT enzima te se pri
reduciranoj aktivnosti enzima smanjuje jetreni metabolizam irinotekana i1 povecavaju se
njegovi toksi¢ni uéinci (Serti¢ et al. 2015). Osim irinotekana, UGT enzim je odgovaran za
glukuronidaciju i ostalih lijekova, poput raloksifena i etopozida (Kemp et al. 2002; Kishi et
al. 2004).
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3.9.1. Ucinci irinotekana u pacijenata s Gilbertovim sindromom

Irinotekan je polusinteticki analog kinolinskom alkaloidu kaptotekinu koji inhibira enzim
topoizomerazu 1. Tkivna i serumska karboksil esteraza biotransformira irinotekan u inaktivan
metabolit SN-38 (7-etil-10-hidroksikaptotekin), koja ima 100 do 1000 puta veée antitumorsko
djelovanje od irinotekana. Inaktivan metabolit irinotekana glukuronidiraju jetreni UGT enzimi
(lyer et al. 1998).
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Slika 3. Prikaz metabolizma irinotekana. Prema: Serti¢ (2015); str. 321.

U Gilbertovom sindromu, zbog smanjene aktivnosti UGT enzima, moze do¢i do povecanog
toksicnog ucinka irinotekana (Serti¢ et al. 2015).

Najcesce nuspojave se pojavljuju u okviru neutropenije i proljeva. Navedene komplikacije
mogu rezultirati smanjenjem doze ili prekinu¢em terapije irinotekanom (Lankisch et al. 2008).
Oko 7% Pacijenata koji pokazuju znakove teSke neutropenije i groznice pod utjecajem
irinotekana, umiru od ovih komplikacija (Obradovi¢ et al. 2008).

Oba alela (UGT *28 i UGT*6) su pokazala povezanost s razvojem toksi¢nosti irinotekana
(Onoue et al. 2009).
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Americka agencija za hranu i lijekove je 2004. godine preporucila da se na lijek irinotekan
stavi naljepnica koja upozorava da homozigoti sa UGT*28 alelom moraju primiti nizu
pocetnu dozu lijeka (Camptosar New York 2012). Smatra se da je rizik za neutropeniju, u
bolesnika s homolognim genotipom, vec¢i ako uzimaju srednje (150-250 mg/m?) i visoke doze
lijeka (vise od 250mg/m?). Oni Koji su uzimali nize doze su imali sli¢an rizik kao i pacijenti s
divljim, zdravim genotipom (TA6/TA6) (Hoskinks et al. 2007).

Prospektivna studija je pokazala da pacijenti sa metastatskim kolorektalnim karcinomom pod
terapijom irinotekana, imaju vi$u stopu tumorskog odgovora i smanjen rizik progresije, u
usporedbi s TA6/TA6 genotipom, no ovo saznanje nema velikog utjecaja na prezivljavanje
bolesnika (Toffoli et al. 2006). Nekoliko studija je pokazalo isplativost genotipizacije
UGT*28 alela, prije uvodenja terapije irinotekanom (Obradovi¢ et al. 2008; Zlato et al.
2009).

Istrazivanja studija unutar azijskih populacija ukazuju da heterozigoti ili homozigoti za
UGT1A1*6 alel imaju ve¢i rizik za razvoj neutropenije, proljeva i povecanu izloZenost
citotoksi¢cnom SN-38 metabolitu (Onoue M. et al., 2009; O'Reilly i Rowinsky 1998).

3.10. DUAGNOZA

Dijagnoza Gilbertovog sindroma obuhvaca kvalitetno uzimanje anamneze, klini¢ku sliku,
laboratorijske pretrage, molekularnu dijagnostiku i provocirajuce testove. U anamnezi se
posebno treba orijentirati prema obiteljskoj anamnezi, odnosno na zahvacenje pojedinih
¢lanova obitelji. Klinicka slika najesc¢e nije karakteristina pa se viSe vremena posvecuje
molekularnoj analizi. Prije dostupne molekularne analize, pacijenti su ¢esto bili podvrgavani
opseznim istrazivanjima zbog Siroke diferencijalne dijagnoze. Dijagnoza se postavljala
isklju¢ivanjem jer nije pronaden potvrdni dijagnosticki test (Jansen 1999; Gourley 1994;
Chowdhury et al. 2000; Nowicki et al. 1998; Erdil et al. 2001). Kontinuiranim pra¢enjem
bolesnika i laboratorijskih nalaza kroz 12-18 mjeseci mozemo postaviti definitivnu dijagnozu,
dok nam potvrdu iste daje molekularna dijagnostika (Serti¢ et al. 2015).

3.10.1. Laboratorijske pretrage

Laboratorijske pretrage u Gilbertovom sindromu pokazuju povisene vrijednosti
nekonjugiranog bilirubina, dok je konjugirani bilirubin gotovo uvijek u normalnim
rasponima. U oko 40% bolesnika se moze javiti blaga hemoliza bez anemije, te poviSene
vrijednosti urobilinogena u urinu.
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Histoloski nalazi jetrenog tkiva su uredni iako se u rijetkim slucajevima moze primjetiti
nakupljanje lipofuscina u hepatocitima i hipertrofija endoplazmatskog retikuluma (Serti¢ et al.
2015).

Referentni raspon bilirubina je 3-30 mmol/L. Biliurubin se mjeri u serumu kao direktni ili
izravni bilirubin i kao ukupni ili neizravni bilirubin. Direktni ili izravni bilirubin kolerira s
vrijednostima konjugiranog bilirubina, ali je sklon precijeniti stvarne vrijednosti jer ukljucuje
I konjugirani bilirubin i bilirubin kovalentno vezan za albumin (delta-bilirubin). Neizravni,
ukupni bilirubin kolerira s vrijednostima nekonjugiranog bilirubina.

Ovdje je moguce podcjenjivanje rezultata zbog reagiranja dijela nekonjugiranog bilirubina s
diazosulfanili¢nom kiselinom. Ovom reakcijom nastaje azobilirubin, koji se mjeri kao direktni
bilirubin. Referentni raspon ukupnog bilirubina je 0,05-0,3 mmol/L ili 0,2-1,2 mg/dL.
Direktni bilirubin ima referentni raspon 0,025-0,2mmol/L ili 0,1-0,4 mg/dL.

3.10.2. Molekularna dijagnostika

Molekularna dijagnostika nam potvrduje dijagnozu Gilbertova sindroma. Postoji vise metoda
za utvrdivanje mutacija gena UGT1Al. Neke od njih uklju¢uju SSCP metodu, masenu
spektrofotometriju, RT-PCR i sekvencioniranje gena.

3.10.2.1. SSCP metoda

SSCP (prema engl. single-strand conformation polymorphism) metoda ili metoda
konformacije jednog lanca je jednostavna i brza metoda analize polimorfizama konformacije
jednolan¢ane DNA. Nakon denaturacije DNA molekule, jednolan¢ana DNA zauzima poseban
konformacijski oblik ovisno o DNA slijedu nukleotida. Prisutnost mutacije u jednolan¢anoj
DNA uzrokuje stvaranje posebne strukture jednolanc¢ane DNA. Nakon umnozavanja DNA
PCR-om i njezinog prebacivanja na poliakrilamidni gel, jednolancana DNA s mutacijom ¢e
razli¢ito putovati od jednolancane DNA bez mutacije. Bojanje srebrovim nitratom omogucit
¢e detekciju razdvojenih jednolanc¢anih DNA.

3.10.2.2. Masena spektrofotometrija

Masena spektrofotometrija je jo$ jedna metoda koja se moze koristiti za odredivanje broja TA
ponavljanja. DNA se umnozava, a njezin uzorak se analizira MALDI-TOP-MS metodom.
Fenotip se odreduje imunoreaktivnim proteinom 1 mjerenjem brzine estradiol-3-
glukuronidacije,markera enzimske aktivnosti (Serti¢ et al. 2015).
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3.10.2.3. RT-PCR

RT-PCR ili real time-PCR je naj¢esce koriStena metoda za detekciju broja TA ponavljanja. Za
razliku od klasicnog PCR-a, u RT-PCR-u se koristi fluorescentno obiljezena hibridizacijska
probu. Metoda sadrzi kombinaciju analize temperature mekSanje i mjerenje fluorescencije
(Sertic¢ et al. 2015).

Spomenuta kombinacija se naziva FRET princip (prema engl. fluorescence resonance energy
transfer). Princip FRET poboljsava prostornu rezoluciju jer se oslanja na blisku, fizi¢ku
interakciju dva fluorofora, koji se nazivaju davaoc i primaoc. Tri uvjeta moraju biti
zadovoljena za pravilno izvodenje FRET principa.

Prvi uvjet je da udaljenost izmedu davaoca i primaoca ne smije biti ve¢a od 10 nm. Drugi
uvjet obuhvaca spektar oba fluorofora te govori o tome da se spektar emisije donora mora
preklapati sa spektrom ekscitacije akceptora. Zadnji uvjet koji mora biti ispunjen je
odgovarajuca orijentacija davaoca i akceptora kako bi se omogucio prijenos energije (Bacskai
et al. 2003.). Donori i akceptori dolaze iz klase autofluorescentnih proteina. Pri odabiru
pojedinih fluorofora moraju se pazljivo prouciti njihova spektroskopska svojstva.
Spektroskopska svojstva uklju¢uju dovoljnu razdvojenost u ekscitacijskom spektru za
selektivno poticanje koja dolazi od donora, preklapanje vise od 30% izmedu spektra emisije
donora 1 spektra ekscitacije akceptora za dobivanje u svrhu dobivanja ucinkovitog prijenosa
energije te razumna odvojenost spektara emisije donora i1 akceptora koja omogucuje
samostalno mjerenje fluorescencije pojedinog fluorofora (Pollok i Heim 1999)

Na 3' kraju prve sonde se nalazi donor fluorescencije koji je najceS¢e obiljeZzen zelenim
fluoresceinom, dok se na 5' kraju druge sonde nalazi akceptor fluorescencije. Pocetak
reakcije je obiljezen vezivanjem sondi na jednolanc¢anu DNA. One se nalaze vrlo blizu jedna
drugoj te zelena fluorescencija donora na prvoj sondi podrazuje akceptor fluorescencije na
drugoj sondi. Podrazeni akceptor apsorbira svu zelenu fluorescenciju i posljedi¢no emitira
crvenu boju. Emitiranje se dogada samo ako je ispunjen prvi uvjet za pravilno izvodenje,
odnosno ako je udaljenost izmedu donora i akceptora jako mala. Na DNA kalupu sinteza
lanca pocinje od sonde na kojoj se nalazi donor fluorescencije, dakle od 3' kraja kad DNA
polimeraza dode do 5' kraja sonde s akceptorom fluorescencije. Uloga DNA polimeraze je
kataliziranje stvaranja komplementarnog lanca. Dolaskom na 5' kraj druge sonde, DNA
polimeraza cijepa vezu jednolancane DNA sa sondom oslobadajuci akceptor. Udaljavanjem
akceptora od donora njegova fluorescencija prestaje i dolazi do pojave zelene fluorescencije
fluoresceina na donoru prve sonde.Umnazanje se moZze pratiti u stvarnom vremenu, jer se boja
1 koli¢ina fluorescentnih molekula mjeri fluorimetrijski nakon svakog PCR ciklusa.

Razlikovanje DNK bez polimorfizama i DNA s polimorfizmom omogucéeno je pomocéu
spomenutih hibridizacijskih sondi. DNA s polimorfizmom, udruzena s hibridizacijskom
sondom, je nestabilnija je pri temperaturnim promjenama, odnosno ima nizu temperaturu
meksanja, od kompleksa DNA bez polimorfizma i njegove hibridizacijske sonde.
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Genotip divljeg tipa (TA7/TA7) se razlikuje od genotipa homozigota (TA6/TA6) ili
heterozigota (TA6/TA7) na temelju temperature taljenja (Tm). Razlog za najéesée koristenje
ove metode lezi u brzini. RT-PCR obuhvaca brze temperaturne cikluse od otprilike 20-ak
sekundi $to je razlikuje od klasi¢nog PCR-a.

3.10.2.4. Sekvencioniranje gena

Pocetak sekvencioniranja gena obiljezava klasi¢na PCR reakcija.

PCR smjesu ¢ine pacijentova DNA, pufer smjesa deoksinukleotida, enzim Taq polimerazu,
MgC, i mjeSavinu parova PCR pocetnica. Nakon prve PCR smjese 1 umnozavanja svih DNK
od interesa, slijedi druga PCR smjesa.

Ona se sastoji od svih sastojaka kao i prva, uz dodatak 4 dideoksinukleotida (ddNTP-a) od
kojih je svaki obiljezen razli¢itom fluorescentnom bojom. Dideoksinukleotidi se nazivaju
terminalnim, jer u slijedecoj sekvencijskoj PCR reakciji zaustavljaju elongaciju novog DNA
lanca. Nakon pocetne dvije PCR reakcije slijedi treca sekvencijska PCR reakcija u kojoj se
koriste pocetnice karakteristicne za UGT1Al gen. Pomoc¢u mikrofilter plo¢ica se pro¢is¢avaju
sekvencijski produkti, a zatim se u alikvot procis¢enog produkta dodaje formamid i
temperaturno se denatuira. Svaki od ddNTP-a se stavlja na elektroforezu u svrhu njihova
odvajanja te fragmenti izlaze jedan za drugim. Budu¢i da su ddNTP obiljezeni razli¢itim
fluorescentnim bojama, detektor ¢e lako raspoznati o kojem se ddNTP radi. Sekvenca
nukleotida je vidljiva na racunalu u obliku elektroferograma (Serti¢ et al. 2015).

3.10.3. Provocirajuci testovi

U provocirajuce testove ubrajamo:
1.Test gladovanja

2.Nikotinski test
3.Fenobarbitonski test

4.Test rifampicinom
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3.10.3.1. Test gladovanja

Test gladovanja ili hipokalorijski test je test koji obuhvaca dvodnevno gladovanje pacijenta.
Dnevno se smije unositi samo 300 kcal, bilirubin se mjeri i prije i poslije gladovanja.
Gladovanje smanjuje djelovanje glukuronil transferaze uzrokujué¢i porast vrijednosti
bilirubina. Test se smatra pozitivnim ako je doslo do porasta vrijednosti nekonjugiranog
bilirubina za 2 do 3 puta u odnosu na njegove vrijednosti prije gladovanja.

Zbog uznapredovale dijagnostike, ovaj test se danas rjede koristi (Serti¢ et al. 2015).

3.10.3.2. Fenobarbitonski test

Fenobarbitonski test zapoCinje odredivanjem vrijednosti bilirubina u krvi. Zatim se daje
fenobarbiton u dozi 60-100 mg dnevno. Test je pozitivan ako se vrijednosti bilirubina
normaliziraju ili smanje za viSe od 60%.

3.10.3.3. Test rifampicinom

Test rifampicinom se sastoji od jednokratnog davanja rifampicina u dozi od 600mg , uz
odredivanje bazalnog metabolizma bilirubina i vrijednosti bilirubina nakon 4 sata
(Chowdhury et al. 2000; Nowicki et al. 1998; Jansen 1999; Gourley 1994.; Ellis et al. 2001,
Erdil et al. 2001).

3.11. DIFERENCIJALNA DIJAGNOZA

U diferencijalnoj dijagmozi Gilbertovog sindroma treba iskljuciti:
-kolecistitis

-hepatitis

-metastaze u jetri

-primarni karcinom probavnog trakta (Mitrovi¢ D. et al. 2013)
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3.12. LDECENJE

Gilbertov sindrom je benigna bolest koja ne zahtijeva specifi¢no lijeCenje. Potrebno je
upozoriti pacijente na lijekove koji mogu uzrokovati hiperbilirubinemiju (Serti¢ et al. 2015).
U cilju prevencije se savjetuje adekvatna ishrana, izbjegavanje velikog fizickog napora te
ostalih provocirajucih faktora koji mogu utjecati na razvoj zutice (Mardesi¢ et al. 2003).
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4. CILJ RADA

Cilj rada bio je utvrditi ucestalost TA6/TA6, TA6/TA7 i TA7/TA7 genotipova u pojedinaca sa
sumnjom na Gilbertov sindrom. Uzorci krvi pojedinaca su bili testirani na Klinickom zavodu
za laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb u vremenskom periodu od sijecnja 2003.godine do
srpnja 2012.godine.
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5. ISPITANICI | METODE

U ovom radu obuhvaéene muske i Zenske osobe sa sumnjom na Gilberov sindrom, testirane
na ucestalost insercije TA dinukleotida, u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku
KBC Zagreb. Podaci su prikupljeni iz baze podataka retrospektivnom analizom. Ukupno smo
izdvojili 1091 analiziranih uzoraka.

Primarni uzorak u analizi je bila periferna venska krv koju smo uzeli u epruvetu s podtlakom
s otopinom K- ili Na-EDTA (ljubicasti ¢ep). Zatim se DNA izolira iz krvi i ampilificira
pomocu tehnologije LightCycler, a sama reakcija je nazvana lancana reakcija polimerazom u
stvarnom vremenu RT-PCR-a (prema engl. Real time PCR). Stvarno vrijeme oznacuje
pracenje umnazanja izoliranog odsjecka DNA nakon svakog ciklusa umnazanja.

5.1. NACELO POSTUPKA

Metoda PCR u stvarnom vremenu omogucuje detektiranje promjene u slijedu nukleotida u
DNA. Navedenom metodom se moze otkriti i promjena u samo jednom nukleotidu. Promijene
u nukleotidu se detektiraju kombinacijom analize temperature taljenja (Tm) i mjerenjem
fluorescencije  navedenih  dobivenih produkata. Fluorescenciju mjerimo pomocu
hibridizacijskih sondi, pri ¢emu jedna sluzi kao donor fluorescencije, a druga kao akceptor
fluorescencije. Temperatura taljenja je mjera termicke energije kod koje je polovica helikalne
strukture naruSena. Hibrid izmedu DNA 1 hibridizacijske sonde predstavlja heterodupleks.
Temperatura taljenja heterodupleksa ovisi 0 njegovoj duljini, nukleotidnom sastavu i stupnju
homologije. Nizu temperaturu mekSanja ima hibrid izmedu DNA 1 hibridizacijske sonde u
kojemu nema potpune homologije od hibrida s punom homologijom.

Analizom krivulje temperature taljenja mozemo iscitati genotip analiziranog uzorka.
Normalni 1 mutirani alel imaju razli¢ite vrijednosti na krivulji koje nam omogucavaju njihovo
razlikovanje.

Hibrid izmedu homozigotnog TA7/TA7 i specifi¢ne LightCycler-Red oznacene probe ¢e imati
viSu temperaturu taljenja sa vrijenostima oko 60°C. Divlji tip TA6/TA6 1 specificna
LightCycler-Red proba rezultiraju nizom temperaturom taljenja oko 56°C, dok hibrid izmedu
heterozigota TA6/TA/ i specificne probe imaju dvije tocketaljenja: na 60°C i na 56°C.

5.2. PRIMARNI UZORAK

Venska krv.
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5.3. VRSTA SPREMNIKA

Epruveta s podtlakom s otopinom K- ili Na-EDTA (ljubicasti ¢ep) za vensku krv.

5.4. POTREBNA OPREMA | REAGENSI

Redni broj Komercijalni test Proizvodac Kataloski broj

1. LC-Fast Start DNA Master Hyb probe Roche 03 003 248 001
Pocetnice i probe Proizvodac
GIL-1 (100 uM) | F5-AAG TGAACT CCCTGC TACCTT -3' TIBMOLBIOL
GIL-2 (100 uM) | R5-CCACTG GGATCAACAGTATCT -3' TIBMOLBIOL
Probe S (20 uM) | 5'-Lc Red640- TIBMOLBIOL

CCTACTTATATATATATATATATGGCAAAAACC-PH

Probe A (20 uM) | 5-CTTTGCTCCTGCCAGAGGTTCGCCCT-FL TIBMOLBIOL

Genski analizator LightCycler

5.5. POSTUPAK UMJERAVANJA

Kao referentni materijal upotrebljava se pozitivna kontrola (u ovom slu¢aju heterozigot) i
negativna (vodena) kontrola. Da bi pretraga bila valjana, pozitivna kontrola mora biti
proglasena pozitivnom, a negativna kontrola mora biti bez znakova kontaminacije.
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5.6. FAZE POSTUPKA

I. Prednaliti¢ka faza

II. Analiti¢ka faza

Sastojci reakcijske smjese
(20 p)

Mix: Volumen [pl] Koncentracija u reakcijskoj smjesi
ddH20 LC- Fast Start DNA 10,0 /
Master Hyb probe-H20
Fast Start DNA Master Hyb 3,2 3,0 mM
probe-MgClI2
GIL-1 (10 uM) 1,0 0,5 uM
GIL-2 (10 uM) 1,0 0,5 uM
Senzor proba 0,4 0,04 uM
Anhor proba 0,4 0,04 uM
LC-Fast Start DNA Master 2,0
Hyb probe-MIX ENZIME
DNA 2,0 /

Nakon dodavanja DNA uzorka u PCR reakcijsku smjesu, tubice se stavljaju u LightCycler na
program Koji odgovara navedenoj pretrazi.

LC-program:
Hold 45 ciklusa Krivulja taljenja
95°C 600 sec 95°C 10 sec 95°C 30 sec
54°C 20 sec 48°C 30 sec
72°C 9 sec na 95°C uz 0,1°C

III. Poslijeanaliticka faza

Za eventualnu potrebu ponavljanja ispitivanja ili dodatne analize materijala, DNA se
pohtranjuje u TE puferu na +4 °C ili =20 °C u apsolutnom etanolu. Na taj nacin se ¢uva

godinama u Hladnoj komori.
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5.7. NACELO POSTUPKA ZA IZRACUNAVANJE REZULTATA

Analizom krivulje taljenja na instrumentu LightCycler tvrtke Roche Diagnostics, koriStenjem
fluorescentno obiljezenih proba.

5.8. BIOLOSKI REFERENTNI INTERVALI

Preporuceni genotip: zdravi homozigot- tocka taljenja je na 56 °C.

5.9. INTERVAL IZVIJESTAVANJA REZULTATA

Tocke taljenja
homozigoti 56 °C
heterozigoti 59°Ci56°C
bolesni homozigoti 59°C

5.10. LABORATORIJSKO TUMACENIJE

Gilbertov sindrom (GS) je nasljedna benigna nekonjugirana hiperbilirubinemija. Nasljeduje se
autosomno-recesivno, uz par zabiljezenih sluCajeva heterozigota. Patogeneza Gilbertovog
sindroma je Kkarakterizirana sa 70-80% smanjenom aktivno$¢u enzima uridin-difosfat-
glukuronoziltransferaze izoforme 1A1 (UGT1A1l). UGT1Al je neophodan za konjugaciju
bilirubina ¢ime ga Cini topljivim u vodi. Smanjena aktivnost UGT1AL enzima je posljedica
mutacije gena UGT1A1 na 2. kromosomu. Vecina osoba s Gilbertovim sindromom (80-100%)
ima polimorfizam, odnosno inserciju TA dinukleotida u promotorskoj regiji gena UGT1Al
na oba alela. Alel s insercijom TA dinukleotida se oznatava UGT1A1*28. I povezan je sa
smanjenom ekspresijom gena UGT1AL koja dovodi do manjka UGT1AL enzima.
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6. REZULTATI

U razdoblju od sije¢nja 2003.godine do srpnja 2012.godine na Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku, testirano je 1091 osoba na mutaciju UGT1A1 gena. Rezultati
testiranja su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Apsolutne i relativne frekvencije genotipova UGT1A1 mutacije u ispitivanom

uzorku
Genotip Apsolutna frekvencija Relativna frekvencija
6/6 136 12%
6/7 254 24%
717 701 64%
UKUPNO 1091 100%

Kao §to je vidljivo iz tablice, u ukupnom uzorku utvrdena su sva tri genotipa. Divlji tip
genotipa predstavlja TA6/TA6 i naden je u osoba bez insercije TA dinukleotida. Heterozigoti
su osobe s TAG/TA7 genotipom i oni u vecini slucajeva nece razviti hiperbilirubinemiju.
Genotip TA7/TA7 oznacava inserciju TA dinukleotida u promotorskoj regiji UGT1ALl gena
koju imaju oboljele osobe.

U ispitivanom uzorku relativna frekvencija TA6/TA6 genotipa je 12%. Relativna frekvencija
TAG/TAT genotipa je 24%, a TA7/TAT genotipa 64%.
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Slika 3. Rezultati metode PCR u stvarnom vremenu za genotipizaciju gena UGT1A1.
(polimorfizam UGT1A1*28) (genotipizacija provedena u KZLD KBC-a Zagreb)
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7. RASPRAVA

Vecina pacijenata s Gilbertovim sindromom nema nikakvih klinickih simptoma, stoga se
dijagnoza postavlja na osnovu kontinuiranog pracenja laboratorijskih nalaza u kojima se
nalaze povecane vrijednosti nekonjugiranog bilirubina. Molekularnom dijagnostikom
potvrdujemo dijagnozu.

Razje$njenje molekularne osnove Gilbertovog sindroma uslijedilo je 1995. godine
istrazivanjima Bosme i sur. te Monaghama i sur. (Bosma et al. 1995; Monaghan et al. 1996).
Kodirajuca regija u osoba s Gilbertovim sindromom, je strukturalno normalna, a ustanovljene
promjene se odnose na inserciju TA dinukleotida u promotorsku regiju UGT1Al gena
(Nowicki i Poley 1998).

Genetskom analizom krvnih uzoraka 1091 osoba, provedenom na Klini¢kom zavodu za
laboratorijsku diajgnostiku u razdoblju od sije¢nja 2002. godine do srpnja 2012. godine,
utvrdili smo frekvencije genotipa UGT1A1 gena. Rezultati su pokazali da vecina osoba s
Gilbertovim sindromom imaju TA7/TA7 genotip.

Oni predstavljaju oboljele osobe s insercijom TA dinukleotida u promotorskoj regiji UGT1Al
gena. U ovom istrazivanju relativna frekvencija oboljelih je Cinila 64%. lako je Gilbertov
sindrom autosomno-recesivna bolest zabiljezeno je nekoliko slucajeva bolesti 1 kod
heterozigota, tj. osoba s TA6/TA7 genotipom. Kod heterozigotnih osoba najcesc¢e ne dolazi do
razvoja hiperbilirubinemije. NaSe istrazivanje je pokazalo da je relativna frekvencija
heterozigota 24%. Najmanju relativnu frekvenciju od 12% su imale zdraveosobe sa divljim
TAG/TAG genotipom (Sertic et al. 2015).

Neki autori smatraju kako polimorfizam promotorske regije UGT1AL gena predstavlja znatnu
evolucijsku prednost. Naime, dokazano je da bilirubin ima antioksidativha svojstva, a u

Gilbertovom sindromu se nalazi u dovoljno malim koncentracijama da ne izazove oStecenje
mozga (Beutler E. et al., 1998; Strassburg CP. et al. 2000).
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8. ZAKLJUCAK

Gilbertov sindrom je autosomno recesivna bolest s gotovo asimptomatskom Klinickom
slikom, poviSenim vrijednostima nekonjugiranog bilirubina u krvi, te dugotrajnim i benignim
tijekom.

Klinicka slika Gilbertova sindroma se razvija tijekom puberteta i karakterizirana je
intermitentnim epizodama blage Zutice, no vecina pacijenata nema nikakvih simptoma.

Molekularna osnova bolesti lezi u mutaciji UGT1AL gena koja rezultira manjkom enzima
uridin difosfat glukuronil transferaze (UGT1AL enzim), koja konjugira slobodni bilirubin u
topljivi produkt. Mutacija UGT1ALl gena je uzrokovana umetanjem TA dinukleotida u
njegovu promotorsku regiju. Osobe s mutacijom na oba alela predstavljaju bolesne
homozigote za Gilbertov sindrom. Zdrave osobe imaju genotip TA6/TA6 koji se jo§ naziva
divlji genotip.

Istrazivanje ucestalosti frekvencije genotipa za Gilbertov sindrom je pokazalo da osobe s
TAT7/TA7 genotipom c¢ine najveéi udio u ukupnom broju oboljelih pacijenata. U ovom
istrazivanju njihova relativna frekvencija je iznosila 64%. Postotak homozigota od 64% je
puno veéi od postotka homozigota u Europi gdje iznosi 12.4%. Heterozigoti s TAG6/TA7
genotipom su imali relativnu frekvenciju od 24% $to je u usporedbi sa ispitanicima u Europi
skoro pola manje. U Europi relativna frekvencija heterozigota iznosi 45%. Osobe s TA6/TA6
genotipom su imale najmanji postotak u ukupnom broju ispitanika, s relativnom frekvencijom
od 12%. Ispitanici s divljim genotipom u ovom istrazivanju su imale puno manji postotak u
usporedbi s ispitanicima u Europi gdje on iznosi 43%.
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