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POPIS UPOTRIJEBLJENIH KRATICA

ABCB1- 0 ATP ovisan prijenosnik B1 (engl. ATP Binding Cassette)
ABCC2 - 0 ATP ovisan prijenosnik C2 (engl. ATP Binding Cassette)
ABCG?2 - 0 ATP ovisan prijenosnik G2 (engl. ATP Binding Cassette)
ALT - alanin aminotransferaza
AST - aspartat aminotrasferaza
BCRP — protein rezistencije na lijekove otkriven u stanicama raka dojke

(engl. Breast Cancer Rresistance Protein)
CPIC — Konzorcij za klini¢ku implementaciju farmakogenetike

(engl. Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium)
CAR - konstitutivni receptor za androstan (engl. Constitutive androstane receptor)
CK - kreatin kinaza
EM - brzi metabolizator (engl. Extensive Metabolizer)
FDA - Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
FRET- prijenos energije fluorescentnom rezonancijom

(engl. fluorescence resonance energy transfer)
HALMED - Hrvatska agencija za lijekove i medicinske proizvode
HLA - humani limfocitni antigeni (engl. Human Leukocyte Antigens)
HMG-CoA - 3-hidroksi-3-metil-glutaril koenzim A
ICH- Medunarodna konferencija o harmonizaciji

(engl. International Conferences on Harmonisation)
IM - srednje brzi metabolizator (engl. intermediate metabolizer)
LD-- neravnotezne veze mutacija u genu (engl. linkage disequilibrium)
MDR1- protein viSestruke rezistencije na lijekove (engl. Multi- Drug Resistance Protein)
MRP2 - protein viSestruke rezistencije na lijekove 2 (engl. Multidrug Resistance Associated
Protein2)
OATP1BL1 - organski anionski transportni polipeptid 1B1
(engl. Organic Anion Transporting Polypeptide 1B1)

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase Chain Reaction)
Pgp - P-glikoprotein
PPK - povrsina pod krivuljom
PXR X- -receptor za pregnan (engl. Pregnane X receptor)
RXR - receptor za retinoid X (engl. retinoid X receptor)



PM - spori/slabi metabolizator (engl. poor metabolizer)

SLCO1B1 - gen koji kodira prijenosnik za organske anione (engl. solute-carrier organic
anion transporter)

SNP- polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)

T m- temperature taljenja (engl. melting temperature)

TPMT - tiopurinmetiltransferaza

UM - vrlo brzi metabolizator (engl. Ultrarapid Metabolize



1. Uvod

Prema rezultatima meta analize prospektivnih studija koje su ukljucivale hospitalizirane
bolesnike u razdoblju od 1966. do 1996., ucestalost ozbiljnih nuspojava lijekova bila je 6.7%,
a ucestalost nuspojava sa smrtnim ishodom 0.32% [1]. Prema navedenim podacima nuspojave
lijekova u hospitaliziranih bolesnika su ¢etvrti uzrok smrtnosti u SAD-u, ispred pneumonije i

Sec¢erne bolesti.

Jedan od vaznih razloga visoke incidencije nuspojava jesu interindividualne razlike u
farmakokinetici 1 farmakodinamici, a koje su Cesto zanemarene u rutinskoj farmakoterapiji.
Izbor lijeka 1 doze se temelji na podacima o prosje¢nom odgovoru populacije na lijek koji su
navedeni u odobrenim informacijama o lijeku, a ne na osobitostima farmakokinetickih i
farmakodinamickih parametara pojedinca. GenetiCko naslijede neke osobe, fenotipski
izrazeno u strukturi, obliku ili koncentraciji proteina, moZe promijeniti djelovanje lijeka na
viSestruke nacine. Nakon ulaska u organizam lijek stupa u interakciju s razli¢itim enzimima,
lipidima i proteinima. Gotovo su svi lijekovi podvrgnuti enzimskoj biotransformaciji koja se
najvecim dijelom odvija u jetrima, ali i u drugim organima (crijeva, plu¢a, mozak i dr.). Lijek
takoder, razliCitim procesima ulazi u interakcije s plazmatskim 1 tkivnim proteinima, prolazi
kroz membrane i veze se na receptore. Varijante gena koje kvalitativno i kvantitativno
mijenjaju  osobine enzima, membrana ili receptora mogu rezultirati znacajnim
varijabilnostima u farmakokinetici i farmakodinamici. Na primjer, genski naslijedeni
nedostatak nekog metaboliCkog enzima moze usporiti biotransformaciju i izlu¢ivanje lijeka,
Sto moze rezultirati toksi¢énim koncentracijama pri primjeni «standardnih doza». Osim toga
promijenjeni genski produkti na mjestu djelovanja lijeka mogu imati za posljedicu jaci ili

slabiji u€inak pri uobicajnim terapijskim koncentracijama lijeka.

Cilj farmakogenetike/farmakogenomike je istrazivanje geneticke osnove interindividualnih
varijabilnosti u odgovoru na farmakoterapiju. Farmakogeneticka ispitivanja su u posljednjih
40 godina na mnogim primjerima pokazala kako interindividualna genska varijabilnost
znacajno doprinosi varijabilnosti odnosa doza-koncentracija-odgovor na lijek [2-4]. Projekt

humanog genoma i razvoj molekularnih analitickih metoda su omogucili uspjesnije



identificiranje pojedinaca i subpopulacija kod kojih je djelotvornost i sigurnost primjene lijeka

promijenjena, i koji stoga zahtijevaju individualizaciju terapije prema genotipu [5-7].

Prema dosadasSnjim saznanjima, gene koji su povezani s nastankom nuspojava, mozemo
podijeliti u 3 skupine: 1) geni koji kodiraju metabolicke enzime, 2) geni koji kodiraju
prijenosnike i 3) geni koji kodiraju sustav humanog limfocitnog antigena HLA [8]. Tako npr.
polimorfne varijante gena koji kodira enzim tiopurin S-metiltransferazu povecavaju rizik
razvoja mijelosupresije pri primjeni azatioprina, a nositelji alela HLA-B*5701 imaju veci

rizik razvoja zivotno ugrozavajucih reakcija preosjetljivosti na abakavir.

Inhibitori  3-hidroksi-3-metil-glutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktaze (statini) su
najpropisivaniji lijekovi u lijeCenju hiperkolesterolemije. U velikom broju klinickih
ispitivanja dokazana je uCinkovitost u smanjivanju rizika nastanka kardiovaskularnog
dogadaja [9-13]. Medutim, statini imaju mnoge ozbiljne nuspojave kao $to su miopatija i
rabdomioliza [14-15].

Kako se ovi lijekovi primjenjuju u lijeCenju kroni¢nih bolesti 1 ¢esto u istodobnoj terapiji s
mnogim drugim lijekovima, moguénost nastanka nuspojava posebice onih uzrokovanih
interakcijama je velika.

Cerivastatin je 2001. povucen iz prometa zbog velikog broja slucajeva ozbiljnih nuspojava od
kojih su mnoge bile uzrokovane upravo interakcijama. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
zabiljezen je 31 smrtni slucaj uzrokovan miotoksi¢nosti cerivastatina od kojih je 12 slucajeva
bilo povezano s istodobnoj primjenom gemfibrozila [14].

Promjene u farmakokinetici i prema tome potencijalu za nastanak nuspojava povezanih s
dozom mogu se predvidjeti boljim razumijevanjem mehanizma nastanka interakcija i
identificiranjem bolesnika sa smanjenom aktivnosti metabolickih enzima i/ili prijenosnika.
Neka farmakogeneticka ispitivanja su pokazala da se promjene u farmakokinetici i
posljedi¢ne nuspojave statina mogu povezati s polimorfizmima metabolickih enzima i

prijenosnika [16-17].



1.1. Nuspojave

Nuspojava lijeka jest svaka Stetna i neZeljena reakcija na lijek [18,19].

Nuspojave su uzrok oko 5% ukupnog broja hospitalizacija u Europskoj uniji, a ucéestalost
smrtnih ishoda nuspojava iznosi oko 0,1%. Oko 5% bolnicki lijeCenih pacijenata razvijaju
nuspojave tijekom hospitalizacije. Slijedom navedenog, nuspojava predstavljaju i
farmakoekonomski problem, te prema procjenama razvijene zemlje Cak 20% svojeg
bolnickog proracuna trose na lijeCenje nuspojava lijekova. Procjenjuje se de se u Europskoj

uniji godisnje potrosi oko 200 000 milijardi Eura na zbrinjavanje nuspojava lijekova [20].

Nuspojave lijekova se najéesée dijele na dvije osnovne skupine (tip A i tip B) [21-23].
Nuspojave tipa A su posljedica farmakoloskog ucinka lijeka. Karakteristike nuspojava tipa A
jesu: Ceste (pojavljuju se u oko 1% bolesnika koji uzimaju odredeni lijek), predvidive, u
vecini slucajeva ovisne o dozi (mogu se povuci ili smanjiti svoj intenzitet ukoliko se smanji
doza primijenjenog lijeka) 1 imaju relativno nizak mortalitet. Nuspojave tipa A ¢ine viSe od
70% svih opisanih nuspojava, a mogu biti posljedica primarnog i sekundarnog farmakoloskog
ucinka lijeka. Nuspojavama primarnog farmakoloSkog ucinka smatraju se simptomi koji su
zapravo pojacani primarni ucinci lijeka kao §to je hipotenzija uzrokovana antihipertenzivima.
Nuspojave sekundarnog farmakoloskog ucinka su one koje se pojavljuju kao posljedica
farmakoloSkog mehanizma djelovanja lijeka, ali je to djelovanje nepovezano s njegovim
osnovnim djelovanjem zbog kojeg je lijek bio primijenjen kao npr. edem nogu uzrokovan
kalcijevim antagonistima. Nuspojave koje nastaju kao posljedica farmakokinetskih i
farmakodinamskih interakcija takoder pripadaju skupini nuspojava tipa A. Izbjegavanje ovog
tipa nuspojava moguce je obracanjem pozornosti i prilagodavanjem doze u odredenih skupina
bolesnika kao Sto su npr. stariji bolesnici ili bolesnici sa smanjenom funkcijom jetara.
Takoder na temelju poznavanja ovih nuspojava, mogu se odrediti kontraindikacije i posebne
mjere opreza za primjenu pojedinog lijeka te je njihovim pridrzavanjem moguce kod vecine
bolesnika smanjiti njihovu pojavnost. Medutim, u bolesnika koji imaju izrazenu
farmakogeneticku predispoziciju mogué¢ je nastanak nuspojava iako se pridrzavamo
preporucenog doziranja u odobrenim informacijama o lijeku S§to govori o potrebi

individulizacije terapije prema genotipu u pojedinih bolesnika.

Nuspojave tipa B nisu ovisne o osnovhom farmakoloskom uc¢inku. One su neocekivane za
pojedinog bolesnika, nisu povezane s dozom lijeka (i najmanja doza moZe uzrokovati

nuspojavu), niske su ucestalosti (dogadaju se u manje od 1% bolesnika koji uzimaju lijek), ali



nazalost imaju visoku smrtnost. Nacin lijeCenja, za razliku od lijeCenja nuspojava tipa A, je
prekid uzimanja lijeka i po potrebi davanje antialergijske terapije. Mehanizmi i vrste ovih
reakcija jesu: imunoalergijske reakcije, pseudoalergijske reakcije (anafilaktoidne reakcije)
intolerancija i idiosinkrazija (neimunoloske — nepredvidive reakcije). 25% svih zabiljeZenih
nuspojava spada u tip B i najveci broj ovih nuspojava iskusile su zene. Ove nuspojave se ne
mogu predvidjeti osim u slucajevima kada postoji pozitivna anamneza preosjetljivosti na
pojedini lijek ili na lijek na koji se moze razviti unakrsna preosjetljivost ili kada se
farmakogenetickim testiranjem moze dokazati predispozicija kao npr. u slucaju abakavira.
Klini¢ka slika anafilaksije, osipa, urtikarije ili angioedema moze biti uzrokovana pravom
alergijskom kao i pseudoalergijskom reakcijom. Najpoznatija reakcija tipa B je anafilaksija na
antibiotike.

Geneticki faktori mogu imati ulogu u patogenezi nuspojava tipa A 1 tipa B.
1.2. Interakcije lijekova

Istodobna primjena vise lijekova je ¢esta posebno u lije¢enju kroni¢nih i zlo¢udnih bolesti, Sto
dovodi do moguénosti nastanka interakcija lijek-lijek. Interakcije mogu imati pozitivan
ucinak, kao npr. pojacavanje ucinka istodobnom primjenom vise antidijabetika, ali i
negativan, kao $to je povisenje koncentracije lijeka u plazmi na toksi¢ne razine, pretjerani
farmakoloski ucinak lijeka, smanjivanje koncentracije lijeka u plazmi i/ili smanjenje uinka

na mjestu djelovanja, Sto dovodi do nedjelotvornosti [24].

Bolesnik tijekom hospitalizacije prosjecno istodobno uzima 5 - 10 lijekova. Sto je bolest teZa,
vise se lijekova primjenjuje, a s brojem primijenjenih lijekova eksponencijalno raste
mogucénost nastanka nuspojava. Vjerojatnost nastanka nuspojava u bolesnika koji uzima
manje od 6 lijekova istodobno je 5 %, dok vjerojatnost nastanka nuspojava raste i iznad 40 %

u bolesnika koji uzimaju vise od 15 razli¢itih lijekova dnevno [21-22].

7.8 % svih prijavljenih slucajava nuspojava u kojima je bolesnik uzimao vise od jednog lijeka
u Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2005. do 2008. bile su uzrokavane intrakcijama
lijekova [25].

Interakcije se mogu podijeliti na farmakokinetske i deSavaju se na razini apsorpcije,
raspodjele, metabolizma i/ili izluéivanja lijeka i farmakodinamske koje nastaju na razini
izravnog djelovanja lijeka na ciljne organe, tkiva ili stani¢ne receptore.

Proteini koji odreduju biodostupnost nekog ksenobiotika u organizmu svrstavaju se u

metaboli¢ke enzime faze I. (oksidacijska) i faze II. (konjugacijska) te prijenosnike koji se jos
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nazivaju fazom III. i odgovorni su za prijenos ksenobiotika preko razli¢itih membranskih
sustava. Oko 59 % lijekova koji se navode u studijama o nuspojavama podvrgavaju se
metabolizmu pomocu polimorfnih enzima faze 1., a medu njima 86 % otpada na enzime CYP

[26].

Membranski prijenosnici, P-glikoprotein (Pgp), proteini viSestruke rezistencije na lijekove
(MRP) i polipeptidi za prijenos organskih aniona (OATP) izrazeni su u mnogim tkivima i
organima poput jetara, bubrega, crijeva, posteljice i mozga i imaju znacajnu ulogu u
apsorpciji, raspodjeli 1 izlu¢ivanju ksenobiotika. Razli¢iti induktori ili inhibitori mogu utjecati
na izrazaj pojedinih metabolickih enzima 1 prijenosnika te njihov utjecaj na izluCivanje
ksenobiotika. Receptori siro€i¢i poput receptora X za pregnan (PXR, engl. Pregnane X
receptor) i konstitutivni receptor za androstan (CAR, engl. Constitutive androstane receptor)
cesto se nazivaju »ksenosenzori«. U interakciji s razli¢itim ksenobioticima posreduju u
stanicnom odgovoru na toksic¢ni utjecaj djelujuci kao transkripcijski ¢imbenici za pojedine
Clanove sekrecijskoga detoksikacijskog sustava, ukljucujuéi i prijenosnike i metabolicke
enzime [27-28].

IzloZenost induktorima faze 1., faze II. i faze III. moze potaknuti stani¢ni stresni odgovor Koji
rezultira povecanim genskim izrazajem koji u konacnici pospjeSuje izluCivanje tih

ksenobiotika.

Nuspojave koje nastaju kao posljedica farmakokinetskih i farmakodinamskih interakcija
pripadaju skupini nuspojava tipa A te se lijeCenje ovih nuspojava provodi prilagodbom doze

lijeka ili prekidom davanja pojedinog lijeka koji stupa u interakciju.
1.3. Pracenje nuspojava lijekova u Republici Hrvatskoj

Pracenja nuspojava u Republici Hrvatskoj ima dugu tradiciju i po¢inje 1974. godine kada je
osnovan Centar za lijekove koji djeluje kao Nacionalni centar za nuspojave lijekova za cijelo
podrudje bivse drzave i 1978. godine pristupa Programu svjetske zdravstvene organizacije za
pracenje nuspojava lijekova. Centar za lijekove je kasnije preSao na Zavod za klinicku

farmakologiju u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb.

Od 10. oZujka 2005. godine Nacionalni centar za nuspojave postaje dio Agencije za lijekove i
medicinske proizvode (HALMED). HALMED vodi Nacionalnu bazu nuspojava lijekova i
cjepiva kao dio programa Svjetske zdravstvene organizacije i koji je na taj nain izravno

povezan i sa Svjetskom bazom nuspojava koja je 01.01. 2014. sadrzavala 8 542 687 prijava



nuspojava lijeka iz Citavog svijeta. U Republici Hrvatskoj prijavljivanje nuspojava jest
zakonska obveza svih zdravstvenih radnika [18,19]. Sumnja na nuspojavu lijeka se mora
prijaviti Agenciji za lijekove i medicinske proizvode — HALMED-u, putem obrazaca koji su

dostupni na Internetskoj stranici Agencije (www.halmed.hr ) ili elektronskim putem preko iste

stranice. Od 2009. godine u Republici Hrvatskoj pacijenti/korisnici lijekova mogu izravno
prijaviti sumnju na nuspojavu Agenciji putem posebnog obrasca koji je namijenjen

pacijentima.

Nacionalna baza nuspojava (VigiFlow) je 01. sije¢nja 2014. godine sadrzavala 19 060 prijava
nuspojava iz Repubilike Hrvatske. Ovako prikupljeni podaci predstavljaju vrijedno polaziste
za nadopunu i/ili promjenu dokumentacije o sigurnoj primjeni lijeka. S ulaskom Republike
Hrvatske u Europsku uniju Hrvatska baza za nuspojave je povezana i s europskom bazom
nuspojava — EudraVigilance Europske agencije za lijekove (EMA) u Londonu te hrvatske

prijave postaju dio baze EudraVigilance.

Zdravstveni radnik koji prijavi nuspojavu dobiva individualni odgovor nakon S$to klinicki
strunjaci za podrucje farmakovigilancije u Agenciji prijavu razmotre, ocjene i unesu u
nacionalu bazu nuspojava. Komunikacija s prijaviteljima je izuzetno vazna jer se na taj nacin
mozZe izravno utjecati na racionalnu farmakoterapiju i individualizaciju terapije bolesnika.
Imajuéi to u vidu 2008. godine HALMED je zapoceo suradnju s Klinickim bolnickim
centrom Zagreb 1 Laboratorijem za farmakogenomiku, na nacin da se zdravstveni radnici
informiraju o mogucénosti farmakogenetickog testiranja u sluc¢aju kada se farmakogenticka
predispozicija smatra rizicnim faktorom za nastanak prijavljene nuspojave, a sve u svrhu
prevencije nuspojava tipa A (nuspojave povezane s dozom, ovisne o farmakoloskom ucinku
lijeka) koji se zbog farmakokinetskih karakteristika za pojedine lijekove kod njih razvijaju
[29].

1.4. Nuspojave statina

1.4.1. Miotoksi¢nost
Najc¢eSc¢a nuspojava statina je toksi¢nost u skeletnim misi¢ima koja ukljucuje mijalgiju (bol),
miopatiju (bol uz dokaze o miSi¢nom oste¢enju), i rabdomiolizu (ozbiljno oste¢enje misica s

akutnim oSte¢enjem bubrega) [30]. Ucestalost varira ovisno o definiciji, ali sveukupno,

.....

mjere razinu serumske kreatin kinaze (CK), kako bi procijenili ozbiljnosti nuspojave. U
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slucaju monoterapije statinima, ucestalost miopatije je ~1/1 000, a uCestalost rabdomiolize je
~1/100 000 [31,32].

Prema odobrenim informacijama o lijeku uzimanje statina treba prekinuti ukoliko su
vrijednosti CK > 5 puta iznad gornje granice normale (GGN). Tocan mehanizam nastanka
miotoksicnosti nije poznat.

Najnovija istrazivanja japanskih autora [33] ukazuju na mehanizam kojim statini induciraju
depleciju isoprenoida i inaktivaciju malih GTP-aza, Sto predstavlja kriti¢an korak u nastanku
miotoksi¢nosti.

Ucestalost nuspojava raste s dozom primijenjenog statina. Miotoksi¢nost je ucinak razreda.
Visoke doze simvastatina (80 mg) su povezane s povecanim rizikom za miotoksi¢nost dok je

najmanja ucestalost miotoksi¢nosti povezana sa fluvastatinom i pravastatinom [34].

Cimbenici rizika za razvoj statinima izazvane miotoksi¢nosti ukljuéuju poveéanje doze,
interakcije lijek-lijek, stariju dob, nizak indeks tjelesne mase (BMI), Zenski spol, metabolicke
komorbiditete (npr. hipotiroidizam) te intenzivnu fizi¢ku aktivnost. Pripadnost azijskoj ili
africkoj populaciji takoder predstavlja veci rizik u odnosu na bjelacku populaciju [34].

Novije studije su ukazale na vaznost geneti¢ke predispozicije za nastanak nuspojava statina.
Konzorcij Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) izradio je
postupnik za primjenu simvastatina prema rezultatima genotipizacija SLCO1B1 (Slika 1.)
[35].

Slika 1. Postupnik za primjenu simvastatina prema rezulatima genotipizacije SLCO1B1

[ simvastatin

80 mg/dan 40 mg/dan 20 mg/dan

FDA ne preporutuje dozu od 80 maidan| [Fpa ne preporuéuie dozu od 40 mafdan| | FDA ne preporuéuie dozu od 20 mg/dan
osim ako ved nije U primjeni =12 mj. ako pacijent takoder koristi: ako pacijent takoder koristi:

bez nuspojava ini i R
amiodaran, amladipin, ranalazin
(normalan CK 1 bez mialgija) . pin, werapamil, diltiazem

sal sl -

nastavitl primjenu uz UPOZORENJE: genetitko testiranje
procjenu Kinickog rizika ukazuje na povecani rizik od miopatije

pri dozi od 40 mg/dan simvastatina

.O,

20 mg/dan izbor #1
simvastatina izbor #2

+ pracenje CK izbor #3

~—




1.4.2. Hepatotoksi¢nost

Od pocetka primjene statina bilo je jasno kako kod malog broja bolesnika dolazi do povecanja
vrijednosti jetrenih enzima posebice alanin transaminaze (ALT) i aspartat transaminaze
(AST). Tipi¢no, kod primjene standardnih doza statina u¢inak na gama-glutamiltransferazu,
alkalnu fosfatazu i bilirubin je minimalan ili izostaje. Povecanje transaminaza obi¢no je
asimptomatsko, opaza se unutar prvih 6 mjeseci lijecenja te nestaje prekidom lijeCenja.
Povecanje transaminaza ovisno je o primijenjenoj dozi te je ucinak na povecanje transaminaza
1 bilirubina evidentan kod primjene visokih doza statina. Za razliku od miotoksicnosti,
povecéanje transaminaza je povezano s boljim ué¢inkom na snizavanje LDL kolesterola [30].
Prema analizi 49 kontroliranih ispitivanja koja su ukljucila 14 236 bolesnika, 0.2 % bolesnika
na placebu ili atorvastatinu 10 mg su imali dugotrajno povecanje transaminaza u usporedbi sa
0.6% bolesnika koji su uzimali 80 mg atorvastatina [36]. Prema odobrenim informacijama o
lijeku uzimanje statina treba prekinuti ukoliko su vrijednosti transaminaza >3 puta iznad
gornje granice normale.

Miotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost su takoder medu najcesce prijavljenim nuspojavama statina i

u Republici Hrvatskoj [37].

1.5. Polimorfizam metaboli¢kih enzima

1.5.1. Polimorfizam citokroma P450 (CYP)

Superobitelj gena citokroma P-450 (CYP) kodira skupinu hemoproteina koji kataliziraju
oksidacijski metabolizam Sirokog spektra egzogenih spojeva u koje svrstavamo lijekove,
karcinogene i toksine te sudjeluju u biotransformaciji mnogih endogenih supstrata poput

steroida, masnih kiselina, prostaglandina i drugih.



Statini se ekstenzivno metaboliziraju putem enzima CYP te iz ovog razloga Cesto stupaju u
interakcije lijek-lijek. Utjecaj drugih lijekova na farmakokinetiku statina ovisan je o izoformi
enzima CYP koji je ukljucen u njihov metabolizam. Simvastatin, lovastatin i atorvastatin se
dominatno metaboliziraju putem CYP 3A4 [38-40]. Glavni metabolicki enzim u
biotransformaciji fluvastatina jest CYP2C9 $to ga ¢ini jedinstvenim medu statinima

[41-42]. Pravastatin se gotovo uopce ne metabolizira putem enzima CYP te iz ovog razloga ne
stupa u interakcije na razini ovih enzima [43]. Rosuvastatin je u manjoj mjeri podlozan
metabolizmu u jetrima (10%), najve¢im dijelom putem metabolickih enzima CYP2C9 i
CYP2C19 [44]. Pitavastatin se u manjoj mjeri metabolizira putem CYP2C9 [45] te stoga ne
stupa znaCajno u interakcije s drugim lijekovima na razini metaboli¢kih enzima. Iako je
uocena velika interindividualna varijabilnost u aktivnosti enzima CYP3A4 ona se ne moze
pripisati polimorfizmima gena CYP3A4. Cini se da polimorfizam CYP3A5 ima op¢enito

znacajniju ulogu u odnosu na CYP3A4 [46] u metabolizmu lijekova.

Genski polimorfizam odreduje tri kategorije fenotipova s obzirom na intenzitet metabolizma.
Fenotip dobro izrazenog metabolizma (engl. extensive metabolizer, EM) ocekivana je
normalna osobina najveceg dijela populacije. Fenotip slabog metabolizma (engl. poor
metabolizer, PM), koji ima osobinu nagomilavanja specifi¢nih lijekova-supstrata u organizmu
zbog smanjene ili dokinute aktivnosti enzima, autosomno je recesivno svojstvo. Fenotip
izrazito pojaCanog metabolizma (engl. ultraextensive metabolizer, UEM), rezultat je
amplifikacije odgovornog gena, s osobinom ubrzane razgradnje lijekova-supstrata, a izrazen
je kao autosomno dominantno svojstvo. Uz ove osnovne fenotipove Cest je prijelazni oblik s

jednim «divljim» funkcionalnim i drugim mutiranim alelom.

1.5.1.1. Citokrom P450 2C9 (CYP2C9)

Polimorfizam je u obitelji CYP2C znacajan za farmakoterapiju zbog nekih vrlo vaznih
lijekova - supstrata ovog enzima kao Sto su antikonvulzivi, antidijabetici, antikoagulanti i
antidepresivi [47]. Polimorfizam CYP2C9 moze utjecati na toksi¢nost lijekova s uskom
terapijskom Sirinom kao Sto su fenitoin ili varfarin [48,49]. Varfarin ima usku terapijsku Sirinu
i veliku varijabilnost u odgovoru na lijek i iz ovih razloga zahtjeva pazljivu prilagodbu doze
kod svakog pojedinog bolesnika. Geneticke varijacije vitamina K epoksid reduktaze koja je

ciljno mjesto djelovanja varfarina kao 1 varijacije gena metabolickog enzima CYP2C9



znacajno doprinose (i do 60%) varijabilnosti u odgovoru tj. u¢inkovitosti/nuspojavama lijeka.
Bolesnici s odredenim varijacijama gena koji kodiraju navedene enzime sporije uklanjaju
varfarin 1 stoga zahtijevaju nize doze. U takvih pojedinaca, uobi¢ajne doze varfarina dovode
do povecanja vrijednosti INR (engl. International Normalized Ratio) i ¢esto je potrebno duze
vrijeme do postizanja stabilne doze varfarina, uz rizik nastanka ozbiljnih krvarenja u
razdoblju titriranja doze. Prema najnovijim smjernicama koje je izdala americka
administracija za hranu i lijekove (Food and Drug Administration- FDA) prema kombinaciji
genotipova CYP2C9 i VKORC1 raspon doza je od 0.5-7 mg po danu [50].

Prema dosadaSnjim istrazivanjima ucestalost fenotipa slabih metabolizatora u bijeloj
populaciji varira od 2-6% [51]. Gen CYP2C9 je lociran na kromosomu 10g24. Do sada je uz
divlji tip, “wt” ili *1, identificirano 12 razli¢itih mutiranih alela CYP2C9. Prema
istrazivanjima, aleli CYP2C9*2 i CYP2C9*3 prisutni su u 85 % slabih metabolizatora [52]. U
hrvatskoj populaciji njihova ucestalost je 3.5 % [53].

Rezultati klini¢kog ispitivanje na 24 zdrava dobrovoljca koji su bili heterozigotni ili
homozigotni nositelji alela CYP2C9*2 (Arg144Cys) i 2C9* 3 (1le359Leu), koji su uzimali 40
mg racemata fluvastatina u razdoblju od 14 dana pokazali su povezanost farmakokinetickih
parametara i genotipova [16]. Rezultati farmakokinetske studije Zhou i suradnika na 12
zdravih dobrovoljaca su takoder ukazali na znacajnu povezanost farmakokinetickih

parametara i genotipova CYP2C9 [54].

1.6. Polimorfizam prijenosnika

1.6.1. P-glikoprotein (Pgp)

Prijenosnici imaju vaznu ulogu u regulaciji apsorpcije, raspodjele i izluéivanja mnogih
lijekova. Najbolje do sada proucen prijenosnik je P-glikoprotein (Pgp) kodiran genom ABCB1
ili MDR1 (engl. multidrug resistance) [55]. Pgp je integralni membranski protein, s funkcijom
prijenosa tvari iz stanice i s membrane prema van. Njegova fizioloSka funkcija je zaStita
stanice od toksi¢nih tvari. Mnogi su lijekovi supstrati Pgp, stoga aktivnost Pgp utjece na
njihove farmakokinetske parametre, medusobne interakcije i terapijsku ucinkovitost. Ta je
¢injenica prvotno uocena u malignim stanicama gdje visoka ekspresija 1 aktivnost MDR1 ¢ini
maligne stanice otpornima na terapiju mnogim lijekovima. Pgp je takoder prisutan u

razli¢itim drugim nemalignim stanicama i organima poput crijeva, placente, bubrega, jetara,
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gusterace, testisa, krvno-mozdane brane, limfocita, te makrofaga s ulogom moduliranja
bioraspolozivosti lijeka. U crijevima Pgp kontrolira apsorpciju lijeka nakon ingestije [56]. Do
sada je identificirano 15 razli¢itih polimorfizama (SNP) u genu ABCBL1 .

Najvise su istrazivana dva SNP: tiha mutacija ABCB1 3435 C>T u eksonu 26 (rs1045642)
koja je povezana sa duodenalnim izrazajem Pgp i missense polimorfizam ABCB1 2677 G>
T/A u eksonu 21 (rs2032582). Rezultati su proturjeCni u odnosu na izrazaj proteina Pgp i
koncentracije lijekova. Analiza neravnotezne veze (engl. linkage disequilibrium, LD)
razli¢itih polimorfizma Pgp pokazuje da je ABCB1 3435 C>T u neravnoteznoj vezi barem s
jednim funkcionalnim polimorfnim lokusom ABCB1 2677 G> T/A i s tre¢im polimorfizmom
ABCB1 1236 C>T (Gly412Gly ABCB1*8). Kombinacija varijantnih haplotipova za sva tri
navedena polimorfizma obiljezava se kao P-gp*2 [57].

In vitro ispitivanja su pokazala da je simvastatin supstrat i inhibitor P-glikoproteina [58-61].
Keskitalo i suradnici [62] navode mali u¢inak ABCB1 varijanti 1236T, 2677T i 3435T na
farmakokineticke parametre simvastatina (PovrSina pod krivuljom, PPK) i atorvastatina (PPK
i ti5). U usporedbi haplotipova 1236C- 2677G-3435C i 1236T-2677T-3435T ustanovljene
su za 55-60% viSe vrijednosti PPK u nositelja kombinacije haplotipova TTT/TTT u odnosu
na nositelje haplotipova CGC/CGC.

Povezanost farmakokinetickih parametera i varijanti gena ABCB1 pokazala je i studija na
zdravim Koreancima [63].

Istrazivanja Fiegenbauma i koautora, iako provedena na svega 17 ispitanika na terapiji
simvastatinom [64] ukazuju na povezanost polimorfizama ABCB1 s miotoksi¢nosti.

In vitro ispitivanja su pokazala da je atorvastatin takoder supstrat i inhibitor P-glikoproteina
[59-61, 65-66].

Prema istraZzivanju Rodriguesa i suradnika na stanicama humanog hepatoma (HepG2) i
perifernim mononuklearima, atorvastatin moze modulirati ekspresiju i funkciju Pgp [67].
Hermann i suradnici [68] su pokazali da je u bolesnika koji su iskusili miopatiju
bioraspolozivost atorvastatina u obliku laktona kao i njegovih aktivnih metabolita bila
povecana. Ovo istrazivanje nije potvrdilo povezanost varijanti gena SLCO1B1, ABCB1 i
CYP3A5 s pojavom miopatije. Medutim treba naglasiti da se radi o ispitivanju koje je
ukljucivalo svega 14 bolesnika.

Pregledom literature dostupni su rezultati malog broja ispitivanja in vitro o ulozi fluvastatina
kao supstrata P-glikoproteina i rezultati su nepodudarni [69-71]. Osim toga neke studije

navode da fluvastatin nije inhibitor P-glikoproteina [58,61].
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Bercovich i1 suradnici su u svojim istrazivanjima dokumentirali povezanost razliitih
haplotipova gena MDR1/ABCBL1 s djelotvornosti fluvastatina [72]. Haplotip MDR1-h10 je
bio povezan sa smanjenim uc¢inkom lijeka. Klinicka studija na 12 zdravih Kineza pokazala je
povezanost genotipova ABCB1 3435T i 2677T s promjenom farmakokinetickih parametara
fluvastatina, dok genotip 1236TT nije imao znacajan utjecaj [54]. Medutim finska studija
[73] nije potvrdila ove nalaze o utjecaju varijanti gena ABCB1 na farmakokinetiku
fluvastatina u bijelackoj populaciji.

Ako uzmemo u obzir visoku ucestalost haplotipova CGC 1 TTT (ucestalosti alela: 34 1 43% u
bjelackoj populaciji) [62] ipak moZemo pretpostaviti da bi genetic¢ka podloznost mogla

utjecati na varijabilnost farmakokinetickih parametara statina na populacijskoj razini [17].

1.6.2. Organski anionski transportni polipeptid 1B1 (OATP1B1)

Organski anionski transportni polipeptid 1B1 (OATP1B1), poznat joS i pod imenom OATP-
C, OATP2 i LST-1, je membranski polipeptid najve¢im dijelom eksprimiran u jetrima, na
sinusoidalnoj membrani [74]. Njegova uloga je prijenos razli¢itih endogenih (bilirubin,
leukotrien c4, estradiol-17p-glukouronid) i egzogenih spojeva (veliki broj statina, aktivni
metabolit irinotekana SN-38, metotreksat, rifampicin) iz krvi u hepatocite [75,76].
Prijenosnik OATP1B1 je kodiran genom SLCO1B1.

Za dva polimorfizma gena SLCO1B1 388A>G (p.Asnl30Asp; rs2306283) i 521T>C
(p.Vall74Ala; rs4149056) je pokazano kako mogu mijenjati prijenosni kapacitet OATP1B1
[77,78]. Njihov ucinak na aktivhost OATPIB1 ovisi o medusobnoj kombinaciji u
haplotipovima. U slucaju prisutnosti polimorfizma 388A>G bez prisustva polimorfizma
521T>C, haplotip se oznacava SLCO1B1*1B i povezan je S povecanom aktivnosti
prijenosnika OATP1B1 te posljedicno smanjenom koncentracijom njegovih supstrata u
plazmi [79,80]. Varijanta 521T>C smanjuje prijenosni kapacitet OATP1B1 i posljedi¢no
dolazi do povecanih koncentracija njegovih supstrata u plazmi, u oba haplotipa SLCO1B1*5
(prisutan samo 521T>C) i SLCO1B1*15 (¢.521T>C prisutan zajedno s c.388A>G) [81].
Ucestalost varijantnih alela (haplotipovi SLCO1B1*5 i *15) je 15-20%, dok je ucestalost
haplotipa SLCO1B1*1B u bijelaca 25-30 % [82].

Prema nekim studijama simvastatin in vitro inhibira prijenos posredovan s OATP1B1
[59,83]. Rezultati studije na 32 zdrava dobrovoljca ukazali su na utjecaj varijanti gena
SLCO1B1 na farmakokinetiku (PPK, Cmax) simvastatina u obliku kiseline [84].
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Studija SEARCH (Study of the Effectivness of Additional reduction in Cholesterol and
Homocysteine) je identificirala geneticku predispoziciju za miopatiju u bolesnika lije¢enih
simvastatinom. Autori su analizirali rezultate iz 2 klinicka ispitivanja koja su ukljucivala

12 000 odnosno 20 000 ispitanika na terapiji simvastatinom u dozi od 80 mg odnosno 40 mg
na dan. Nakon obrade nekoliko stotina tisu¢a genskih biljega u svakog bolesnika koji je
iskusio miopatiju uzrokovanu primjenom simvastatina u dozi od 80 mg i usporedbom
prevalencije ovih biljega u ispitanika koji su uzimali istu dozu lijeka i nisu razvili nuspojavu,
autori su uocili izrazitu povezanost izmedu nastanka miopatije 1 dvije varijante gena
SLCO1B1 koje su u neravnoteznoj vezi (engl. linkage disequilibrium-LD). Ovaj nalaz je
potvrden i u drugoj studiji u kojoj su ispitanici primali 40 mg simvastatina [85].

In vitro studije ukazuju kako je atorvastatin inhibitor OATP1B1 [59 ,83, 86].
Farmakokineticka studija na 32 zdrava dobrovoljca pokazala je utjecaj SLCO1B1 521 C>T na
bioraspoloZivost atorvastatina [87].

Rezultati Morimota i suradnika ukazuju da su nositelji polimorfnih varijanti gena SLCO1B1
podlozniji razvoju miotoksi¢nosti pri primjeni atorvastatina i pravastatina (testirano 7
bolesnika) [88] dok istraZzivanje Hermanna [68] i suradnika nije potvrdilo povezanost varijanti
gena SLCO1B1, ABCBL1 i CYP3A5 s razvojem miopatije u skupini od 14 bolesnika na terapiji
atorvastatinom.

Klini¢ke studije koje su slijedile, na ve¢em broju ispitanika, pokazale su povezanost varijanti
gena SLCOI1B1 i nuspojava atorvastatina i simvastatina [89-91]. Klini¢ka studija Brunhama
i koautara [90] je pokazala kako je utjecaj polimorfizama gena SLCO1B1 na nastanak
nuspojava simvastatina ve¢i nego na nastanak nuspojava atorvastatina. Druga klinicka studija
provedena u brazilskoj populaciji nije dokazala povezanost varijanti gena SLCO1B1 s
razvojem nuspojava statina [92].

Prema ispitivanjima in vitro fluvastatin jest supstrat prijenosnika OATP1B1  [93-95].
Medutim jedina do sada provedena asocijacijska studija na malom broju ispitanika nije
potvrdila povezanost polimorfizma SLCO1B1 s promjenama u farmakokinetici fluvastatina
[96].

1.6.3. ABCG2 (BCRP)

Protein ABCG2, takoder poznat pod nazivom BCRP (engl. Breast Cance Resistance Protein),

je membranski protein Cija je funkcija prijenos supstrata iz stanice, a ovisan je 0 energiji
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ATP-a [97]. Kodiran je genom ABCG2. Nalazi se na apikalnim membranama intestinalnih
epitelnih stanica, hepatocita, tubularnim stanicima bubrega i stanicama krvno-mozdane
barijere. ABCG2 moze smanjiti intestinalnu apsorpciju i prijenos u tkiva te povecati
izlu€ivanje svojih supstrata u jetrima i bubrezima.

Polimorfizam 421C>A (p.GInl41Lys; rs2231142), smanjuje prijenos putem ABCG2 [97]
UCcestalost polimorfizma 421C>A u bjelackoj populaciji jest 25 - 30 % [97,98].

Povrsina pod krivuljom inaktivnog laktona simvastatina bila je za 111% veca, a fluvastatina i
atorvastatina za 72% veca u ispitanika s genotipom ABCG2 421AA u odnosu na
koncentracije zabiljezene u nositelja genotipa 421CC [98,99]. Ovo povecéanje je
najvjerojatnije posljedica povecane bioraspolozivosti oralno primjenjenog lijeka zbog
smanjenje funkcije efluksnog prijenosnika ABCG2 povezane s genotipom 421AA. Moguca
posljedica opazenih promjena u farmakokinetici je povecani rizik za nastanak miotoksi¢nosti
kod pojedinaca koji uzimaju atorvastatin i fluvastatin, dok je utjecaj na nuspojave
simvastatina na osnovu farmakokinetickih podataka teze predvidjeti. Medutim do sada nisu

bile dostupne studije o utjecaju genotipova ABCG2 na razvoj nuspojava.

1.6.4. Protein multirezistencije (MRP2)

Protein multirezistencije (MRP2) je membranski protein ¢ija je funkcija prijenos tvari iz
stanice, a ovisna je o energiji ATP-a. Nalazi se u jetrima, crijevu i bubregu. Kodiran je
genom ABCC2 koji ima vise polimorfnih oblika. Njegovi supstrati su organski anioni ili
konjugati s glutationom i glukouronidom. Simvastatin, atorvastatin i fluvastatin se izlucuju
putem jetara. Rezultati ispitivanja Haenischa i suradnika [100] su pokazali na 31 zdravom
dragovoljcu da polimorfizam 1249 G>A u eksonu 10 koji ima za posljedicu zamjenu
aminokiseline Val u lle na poziciji 417 (rs2273697) transportnog proteina dovodi do
smanjene bioraspolozivosti talinolola. Rezultati nekoliko studija [101-103] ukazuju da
polimorfizam -24 C>T (rs717620) u eksonu 1 modulira funkciju transportnog proteina.
Simvastatin i atorvastatin in vitro inhibiraju transport posredovan s MRP2 [58,86]. Lindahl i
koautori su nakon ispitivanja na Stakorima pokazali da je fluvastatin supstrat mrp2 [100].
Prema dostupnoj literaturi nisu provedene studije koje su ispitale povezanost polimorfizama
gena ABCC2 s farmakokinetickim parametrima ili s u€inkovitosti/nuspojavama simvastatina,

atorvastatina i fluvastatina.
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1.7. Veza metabolic¢kih enzima i prijenosnika

Tkivna rasprostranjenost prijenosnika i enzima CYP se preklapa kao 1 afinitet za odredene
supstrate. Npr. CYP3A4 i P-glikoprotein izrazito su izrazeni u jetrima i tankom crijevu te
imaju veliki broj zajedniCkih supstrata i inhibitora Sto ukazuje na njihovo sinergisticko
djelovanje [104-106]. Ova je ¢injenica vrlo vazna i na nju treba misliti pri procjeni moguceg
dosega interakcija lijekova [107,108].

Studije su pokazale kako je receptor za pregnan X (PXR) vrlo vazan za regulaciju ekspresije
metaboli¢kih enzima CYP3A4 i 2C9 kao i prijenosnika P-glikoproteina [109-115]. Novije
studije takoder ukazuju da je i ekspresija OATP1B1 i MRP2 povezana s PXR [116-117].

1.8. Farmakokinetika statina

Razli¢ita kemijska struktura pojedinih statina odreduje njihov afinitet prema HMG-CoA
reduktazi 1 prema tome njihov farmakoloski ucinak, farmakokinetska svojstva (npr.
distribuciju u tkiva, specificnost za metabolicke enzime i prijenosnike) te sposobnost stupanja
u interakcije s drugim lijekovima. Simvastatin i lovastatin, u obliku laktonskog prstena, su
lipofilniji od statina koji se primjenjuju u obliku Kiseline jer nemaju zatvoreni prsten.
Najhidrofilniji od svih statina je pravastatin. Opcenito, lipofilne tvari lako prelaze dvojslojnu
lipidnu membranu pasivnom difuzijom i1 nespecificno se raspodjeljuju u tkiva. Slika 2.
prikazuje najznacajnije metabolicke enzime i prijenosnike ukljuene u metabolizam 1
izlu€ivanje statina.

Slika 2. Metaboli¢ki enzimi i prijenosnici statina
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1.8.1. Simvastatin

Simvastatin, (1S,3R,7S,8S,8aR)-8-[2-[(2R,4R)-4-hidroksi-6-oksotetrahidro-2H-piran-2-
il]etil]-3,7-dimetil-1,2,3,7,8,8a-heksahidronaftalen-1-il  2,2-dimetilbutanoat je semisinteski
statin, derivat produkata gljivica. Simvastatin je inaktivni lakton Kkoji in vivo reverzibilno
prelazi posredstvom karboksiesteraze u kiselinu, aktivni oblik lijeka u mukozi crijeva, plazmi
I jetrima. Simvastatin se dobro apsorbira (60-85%). Veze se za proteine plazme (>95%).
Poluvijek izlucivanja je 2-5 h. Podlozan je ekstenzivnom metabolizmu u mukozi crijeva i
jetara te je iz ovog razloga bioraspolozZivost simvastatina samo 5 %. U obliku kiseline se
metabolizira pretezno putem enzima CYP3A4 te u manjoj mjeri putem CYP2C8 i CYP3A5

[118,119]. Vecim se dijelom izluCuje putem Zuci, a u manjoj mjeri bubrezima (13%).

1.8.2. Atorvastatin

Atorvastatin, (3R,5R)-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4-(fenilkarbamoil)-5-(propan-2-il)-1H-
pirol-1-il]-3,5-dihidroheptanoatna kiselina je slaba kiselina (konstanta disocijacije kiseline,
pKa=4.5) i hidrofilan je statin (koeficijent distribucije, logD =1.53). Kod zdravih
dobrovoljaca atorvastatin primijenjen oralno, na taSte, se brzo i potpuno apsorbira (> 98%).
Ako se uzima zajedno s hranom njegova apsorpcija je usporena. Nakon apsorpcije,
atorvastatin se ekstenzivno metabolizira u mukozi tankog crijeva kao i jetrima. Apsolutna
bioraspolozivost atorvastatina nakon primijene u dozi od 10 mg je 14 %. Prividni volumen
distribucije jest 381 L. U jetrima biotransformacijom putem enzima CYP3A4 nastaju 2
aktivna metabolita (para- i orto-hidroksi derivati). Kako aktivni metaboliti imaju dugi
poluvijek (9-32 h), djelotvornost atorvastatina nije ovisna o vremenu primjene. Poluvijek
lijeka iznosi od 7 do 14 h [120,121]. Atorvastatin se u najvecoj mjeri izluCuje putem zuci, a
samo 1 -2% bubrezima [122].
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1.8.3. Fluvastatin

Fluvastatinnatrij [R*,S*-(E)]-(x)-7-[3-(4-fluorofenil)-1-(1-metiletil)-1H-indol-2-il]-3,5-
dihidroksi-6-heptenoatna kiselina je prvi u potpunosti sintetski inhibitor 3-hidroksi-3-metil-
glutaril koenzima A (statin) reduktaze. Fluvastatin je slaba kiselina (pKa=5.5) i hidrofilniji je
u usporedbi s simvastatinom i pravastatinom (logD =1.74). U zdravih ispitanika fluvastatin
primijenjen oralno, na taSte, se brzo i potpuno apsorbira (98%). Ako se uzme zajedno s
hranom njegova apsorpcija je usporena. Ciljni organ djelovanja fluvastatina kao i glavno
mjesto njegovog metabolizma jesu jetra. Nakon apsorpcije, fluvastatin je podlozan
ekstenzivnoj presistemskom eliminaciji ¢ija je posljedica niska 1 izrazito varijabilna
bioraspolozivost. Apsolutna bioraspolozivost izmjerena u klinickom ispitivanju koje je
usporedivalo jednokratnu oralnu dozu fluvastatina s intravenskom dozom na 6 zdravih
dobrovoljaca bila je 29 () 18% [123]. Prividni volumen distribucije iznosi 330 L. U jetrima
se fluvastatin metabolizira u dva hidroksi metabolita i N-deisopropil metabolit. 95% doze
izluCuje se putem fecesa od kojih 60% cCine gore navedeni metaboliti. Fluvastatin se u
najvecoj mjeri biotransformira putem enzima CYP2C9, a u manjoj mjeri i putem CYP3A4
[41,42,124].

Slijedom navedenog ne o¢ekuju se farmakokineti¢ke interakcije s inhibitorima i supstratima
CYP3A4. Iz tog razloga fluvastatin se najceSce propisuje bolesnicima s transplantiranim
organom da bi se izbjegla interakcija s imunosupresivima prvenstveno ciklosporinom.
Ciklosporin je supstrat enzima CYP3A4 pa lako ulazi u interakcije s drugim statinima ¢iji je
glavni metabolicki put upravo CYP3A4. Kod bolesnika sa smanjenom aktivnosti enzima
CYP2C9 mogu do¢i do izrazaja interakcije s CYP3A4. Postoje zabiljeZzeni pojedinacni
slu¢ajevi nuspojava uzrokovanih upravo interakcijama fluvastatina 1 CYP3A4
inhibitora/supstrata. 1z navedenog razloga osim interakcija sa supstratima/inhibitorima
CYP2C9, potrebno je detaljnije ispitati moguénost nastanka interakcije izmedu fluvastatina i
inhibitora/supstrata CYP3A4 kod bolesnika sa smanjenom aktivnos¢u enzima CYP2C9 i

smanjenom aktivnosti prijenosnika.
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2. Hipoteza

Genske varijante prijenosnika P-glikoproteina (MDR1/ABCBL1), proteina multirezistencije
(MRP2/ABCC2), ABCG2/BCRP i SLCOI1B1/OATPIBI mogu biti znacajne za nastanak
nuspojava povezanih s primijenjenom dozom simvastatina, atorvastatina i fluvastatina te
mogu posluziti kao genski biljezi u individualizaciji i optimizaciji terapije ovim lijekovima.
Genske varijante enzima citokroma P-450 (CYP 2C9) utjeCu na nastanak nuspojava

povezanih s primijenjenom dozom fluvastatina i mogu posluZziti kao genski biljeg.

3. Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj rada je odrediti kolika je prediktivna vrijednost genskih biljega: enzima citokroma
P-450 (CYP2C9), P-glikoproteina (MDR1/ABCB1), proteina  multirezistencije
(MRP2/ABCC2), ABCG2/BCRP i OATP1B1 (SLCO1B1) u nastanku nuspojava povezanih s

primijenjenom dozom simvastatina, atorvastatina i fluvastatina, u mono i politerapiji.

Specifi¢ni cilj istrazivanja jest farmakogeneticka analiza bolesnika koji u istodobnoj terapiji
uzimaju druge lijekove supstrate metabolickih enzima i/ili prijenosnika CYP2C9, MDRI1,
MRP2, ABCG2 i OATP1B1. Poznati supstrati su losartan, irbesartan, varfarin, metronidazol,
sulfametoksazol, ibuprofen, indometecin, naproksen, amitripitilin, glipizid, fenitoin,
ciklosporin, takrolimus, talinolol, repaglinid, itrakonazol, eritromicin, Klaritromicin,
ketokonazol, propafenon, verapamil. Usporediti ¢e se prevalencije genskih varijacija u

odnosu na prisutnost interakcija i nuspojava.
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4. Ispitanici | metode

4.1. Ispitanici

Bolesnici koji su iskusili nuspojavu ovisnu o dozi uzrokovanu  fluvastatinom ili
simvastatinom ili atorvastatinom prijavljenu Agenciji za lijekove i medicinske proizvode u
razdoblju od ozujka 2005. do prosinca 2013. godine su pozvani da sudjeluju u istraZivanju.
Prijavitelji nuspojava su takoder zamoljeni da osim bolesnika s nuspojavama u studiju kao
kontrolne ispitanike ukljuce i bolesnike koji su uzimali statine ali nisu razvili nuspojave.
Dizajn studije jest case-control.
Bolesnici koji su potpisali informirani pristanak su ukjuceni u studiju.
Bolesnici su uzeti u obzir za uklju¢ivanje u studiju samo ako su nuspojave koje su iskusili
prema kriterijima Karch i Lasagna [125] za ocjenu povezanosti bile ocjenjene kao moguce,
vjerojatno ili sigurno povezane s uzimanjem ispitivanog statina dok bolesnici koji su iskusili
nuspojavu  koja vjerojatno nije povazana sa uzimanjem lijeka nisu uzeti u obzir za
ukljucivanje u studiju.
Smjernice Karch i Lasagna uklju¢uju sljedece kriterije pri ocjeni povezanosti:

- vremensku povezanosti izmedu uzimanje lijeka i nuspojave,

- procjenu je li opazena nuspojava oc¢ekivana nuspojava lijeka,

- moguce prisustvo alternativnog uzroka nuspojave,

- poboljSanje bolesnikovog stanja nakon prestanka uzimanja lijeka i

- procjenu je li doslo do ponavljanja nuspojave pri ponovnom uvodenju lijeka, nakon

Sto je bio iskljucen iz terapije.

Nuspojave su ocijenjene ozbiljnima ukoliko su zadovoljeni kriteriji: smrt osobe, po Zivot
opasno stanje, potrebu za bolni¢kim lije¢enjem ili produljenje ve¢ postojecega bolnickog
lijecenja, trajni ili teski invaliditet ili nesposobnost, prirodenu anomaliju/manu od rodenja i
ostala medicinski znaCajna stanja prema smjernicama International Conferences on
Harmonisation (ICH) E 2A [126] i CIOMS V [127]. Za sve ispitanike biljezeni su sljedeci
podaci: godine i spol, ime i doza statina, konkomitantna terapija, komorbiditeti, podaci o

rizicnim faktorima za nastanak nuspojava statina (smanjena funkcija bubrega ili jetara,
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perioperativno razdoblje, multisistemske bolesti, mala tjelesna tezina i hipotiroidizam). Izvor
podataka za bolesnike koji su iskusili nuspojavu bio je propisani Obrazac za prijavu
nuspojave. lzvor podataka za bolesnike koji nisu iskusili nuspojavu bio je Obrazac koji je
sadrzavao sva polja kao i Obrazac za prijavu nuspojava osim podataka o nuspojavi. U slu¢aju
da Obrasci nisu sadrZavali sve potrebne podatke dodatno je kontaktiran prijavitelj.

Nuspojave uzrokovane miotoksi¢nosc¢u i hepatotoksi¢noscu statina bile su definirane kako
slijedi: 1) mialgija kao bol u miSi¢ima (neovisno o vrijednostima kreatin kinaze) 2) povecanje
vrijednosti kreatin kinaze iznad referentnih vrijednosti 3) miopatija misi¢ni simptomi s
povecanjem vrijednosti Kreatinin kinaze vise od 5 puta iznad gornje referente vrijednosti 4)
rabdomioliza je definirana kao teSka mioptija koja ukjuCuje povecanje vrijednosti kreatin
kinaze viSe od 10 puta iznad gornje referente vrijednosti, oste¢enje miSic¢a i1 otpustanje
mioglobina Sto moZe uzrokovati tamno obojenje urina i zatajenje bubrega [128].
Hepatotoksicnost je definirana kao povecanje vrijednosti alanin aminotransferaze sa ili bez
povecanja aspartat aminotrasferaze (AST 1 ALT) iznad gornje referentne vrijednosti. Aktualne
interakcije lijek-lijek su detektirane koriste¢i bazu Stockley drug interactions [129]. Takoder,
smo ispitali da li su lijekovi u istodobnoj terapiji inhibitori CYP2C9 i/ili ABCG2 [97,
130-140].

4.2. Materijal

Uzorci

Primarni uzorak: 3-5 ml pune krvi (epruveta s antikoagulantom K3sEDTA).

Sekundarni uzorak: DNA izdvojena iz uzorka pune Kkrvi.

Oprema

Mjerni uredaji: uredaj za PCR u stvarnom vremenu LightCycler 1.2 (Roche, Svicarska)
uredaj za PCR u stvarnom vremenu ABI 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, SAD)

Oprema i pribor:

e automatska pipeta sa sterilnim nastavcima od 0.5 -10 uL (Eppendorf, Njemacka)
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automatska pipeta sa sterilnim nastavcima od 10-100 uL (Eppendorf, Njemacka)
automatska pipeta sa sterilnim nastavcima od 100-1000 pL (Eppendorf, Njemacka)
sterilne epruvete volumena 50 mL (Sarstedt, Njemacka)

sterilne mikroepruvete volumena 0.2, 0.5 i 1.5-2.0 mL (Eppendorf, Njemacka)
kapilare za uredaj LightCycler (Roche, Svicarska)

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

mikrotitarske plocice s pokrovnom folijom (Applied Biosystems, SAD)

stalak za mikrotitarske plo¢ice (Applied Biosystems, SAD)

vrtlozna mijeSalica (Cleaver Scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo)

centrifuga (Eppendorf, Njemacka)

mikrocentrifuga (Eppendorf, Njemacka)

centrifuga za kapilare (Roche, Svicarska)

Reagensi:

sterilna destilirana voda za PCR

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche, Svicarska)

MgCl, (25 mM) (Roche, Svicarska)

pocetnice za MDR1 (ABCB1) ex21, rs2032582, G2677T/A (TIB Molbiol, Njemacka)
f 5-GCAGGAGTTGTTGAAATGAAAATG-3’
r 5>-CGCCTGCTTTAGTTTGACTCA-3’

hibridizacijske probe za MDR1 (ABCB1) ex21 G2677T/A (TIB Molbiol, Njemacka)
anchor 5’- LCRed640-CTTTCTTATCTTTCAGTGCTTGTCC-p
sensor 5’- TTCCCAGTACCTTCT-fl

TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, SAD)

TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay (Applied Biosystems, SAD):

4.3. Genotipizacija

4.3.1. lzdvajanje DNA iz leukocita

Izdvajanje DNA iz pune krvi provodilo se metodom isoljavanja [141]. Metoda se temelji na

odvajanju leukocita iz pune krvi djelovanjem osmotskog tlaka, ostavljajuci leukocite
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netaknutima 1 razarajuéi eritrocite. Kemijskom i1 enzimskom ekstrakcijom uklanjaju se
proteini, RNA i druge makromolekule, nakon ¢ega se DNA procis$¢ava talozenjem u etanolu i

otapa u puferu.
4.3.2. PCR u stvarnom vremenu
LightCycler

LightCycler® tehnologija kombinira brze temperaturne cikluse koji se koriste i u standardnoj
metodi lan¢ane reakcije polimerazom (PCR, od engl. polymerase chain reaction) s mjerenjem
fluorescencije dobivenih produkata na principu FRET-a (od eng. fluorescence resonance
energy transfer, prijenos energije fluorescentnom rezonancijom). Zeljeni odsje¢ak DNA se
umnaza 1 kvantificira u stvarnom vremenu, $to zna¢i da se umnazanje procjenjuje nakon
svakog ciklusa. Upotrebom hibridizacijskih proba moguce je ciljano otkrivanje promjena u
slijedu nukleotida u DNA, ukljucuju¢i i promjene u samo jednom nukleotidu (SNP, eng.
single nucleotide polymorphism), na temelju temperature taljenja (T., eng. melting

temperature).
ABI 7500 Real Time PCR System

Za analizu polimorfizama jednog nukleotida koriStena je i metoda PCR u stvarnom vremenu -
TagMan®. Metoda se temelji na hibridizaciji ciljnog slijeda DNA i fluorescentno obiljeZene
oligonukleotidne probe te stvaranju fluorescentnog signala zbog 5 nukleazne aktivnosti Taq
DNA polimeraze za vrijeme amplifikacije.

Za amplifikaciju ciljnog slijeda DNA koristi se TagMan® Drug Metabolism Genotyping
Assay (TagMan® DME) koji sadrZi specifi¢ne poletnice i dvije TagMan® fluorescentno
obiljezene oligonukleotidne probe za detekciju alela.

4.3.3. Genotipizacija ABCB1 2677G>T/A

Mjerna metoda: PCR u stvarnom vremenu na uredaju LightCycler

Analiza polimorfnog alela ABCB1 2677G>T/A (rs2032582) provodila se amplifikacijom

ulomka gena pomocu specificnih pocetnica 1 detekcijom umnozenih ulomaka pomocu
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fluorescentno obiljezenih hibridizacijskih proba pri 640 nm. Primijenjena je metoda opisana u
literaturi [142-144]. Reakcijska smjesa pripremljena je prema Tablici 1. :

Tablica 1. Sastojci reakcijske smjese

o N ) Volumen | Konc. u reakcijskoj
Sastojci reakcijske smjese (konc.) o
(uL) smjesi
sterilna destilirana voda za PCR 4,0
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (10x) 1,0 1x
MgCl; (25 mM) 1,0 2,5mM
pocetnica
0,5 0,25 uM
f 5’-GCAGGAGTTGTTGAAATGAAAATG-3’ (5 uM)
pocetnica
0,5 0,25 uM
r 5>-CGCCTGCTTTAGTTTGACTCA-3’ (5 uM)
anchor proba (3 uM)
5’- LCRed640-CTTTCTTATCTTTCAGTGCTTGTCC- 0,5 0,15 uM
p
sensor proba (1 uM
P (LuM) 0,5 0,05 uM
5- TTCCCAGTACCTTCT-fl
PBS 0,5
DMSO 0,5
DNA (500 ng/ uL) 1 500 ng
Ukupni volumen reakcijske smjese 10

Uvijeti PCR reakcije:

e denaturacija na 95 °C 10 min;

e amplifikacija u 45 ciklusana 95 °C,55°C5si72°C 10s;
e analiza temperature taljenjana 95 °C, 45 °C 5 s, 75 °C;

e hladenje 40 °C 30 s.

Temperature taljenja ocitane su na kanalu F2 pri 640 nm (Tm za alel G je 46 °C, za alel T 39
°Cizaalel A51°C). Slika 3. prikazuje analizu ABCB1 G2677T/A.
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Slika 3. Analiza ABCB1 G2677T/A: TT 39 °C; GT 39°Ci 46 °C; GG 46 °C; TA 39 °Ci 51 °C.
o

0.07—

T

0.0E— GG

0,05 A

d[F2)4dT

T 0.04—
0.03—

=

fo]

F
|

Fluarescence

'I:I. I:I1 - 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I
36 a4 40 42 44 46 48 ] ha hd hE ha =] B2
Temperature [*C)

4.3.4. Genotipizacija CYP2C9, ABCB1, ABCC2,SLCO1B1i ABCG2

Mjerna metoda: TagMan® metoda PCR u stvarnom vremenu

Analize polimorfizama jednog nukleotida provedene su pomocu TaqMan® DME reagenasa na
uredaju ABI 7500 Real Time PCR System. Tablica 2. pokazuje sastojke pojedinacne
reakcijske smjese, a Tablica 3. uvjete PCR reakcije na uredaju ABI 7500 za TagMan® DME

Assay.
Tablica 2. Sastojci pojedinacne reakcijske smjese
Sastojci reakcijske smjese Volumen (pL) | Konc. u reakcijskoj smjesi
TagMan® Universal PCR Master Mix 125 1x
TagMan® DME Assay, 20x 1.25 1x
DNA razrjedenje 11.25 25ng
Ukupni volumen reakcijske smjese 25

Tablica 3. Uvjeti PCR reakcije na uredaju ABI 7500 za TagMan® DME Assay
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program: INICIJACIJA
broj segmenta ciljna temperatura (°C) trajanje (hold time) (s) ciklusi
1 50 120 1
program: INICIJALNA DENATURACIJA
broj segmenta ciljna temperatura (°C) trajanje (hold time) (s) ciklusi
1 95 600 1
program: DENATURACIJA / AMPLIFIKACIJA
broj segmenta ciljna temperatura (°C) trajanje (hold time) (s) ciklusi
1 92 15
2 60 90 50

Fluorescentni signal je detektiran 1 analiziran pomoc¢u racunalnog programa Sequence
Detection System (SDS) Software v1.4. Analizom alelne diskriminacije odredeno je da li se
radi o homozigotu za divlji alel, heterozigotu ili homozigotu za mutirani alela. Za analizu
svakog polimorfizma koridten je specifican TagMan® DME reagens s odgovarajué¢im 1D
brojem (Tablica 4. Reagensi za genotipizaciju na uredaju ABI 7500) . Slika 4. prikazuje

analizu alelne diskriminacije na uredaju ABI 7500 Real Time PCR System.

Tablica 4. Reagensi za genotipizaciju na uredaju ABI 7500

Gen - alel db SNP* (rs#) | c¢. DNA | TagMan® DME Assay ID
ABCG2 rs2231142 421C>A C_15854163 70
CYP2C9 *2 rs1799853 430C>T C_25625805_10
CYP2C9 *3 rs1057910 1075A>C C_ 27104892 10

MDR1 (ABCB1) ex12 | rs1128503 | 1236C>T | C_7586662_10
MDR1 (ABCB1) ex26 | rs1045642 | 3435C>T | C_7586657_20
MRP2 (ABCC2) ex1 [s717620 | -24C>T | C_2814642 10
MRP2 (ABCC2) ex10 | rs2273697 | 1249G>A | C_22272980 20
SLCO1B1 (OATP1B1) | rs4149056 | 521T>C | C_30633906_10
SLCO1B1 (OATP1B1) | rs2306283 | 388A>G | C_1901697 20

*referentni broj SNP iz baze podataka za SNP (Single Nucleotide Polymorphism Database

- National Center for Biotechnology Information (NCBI))

Slika 4. Analiza alelne diskriminacije na uredaju ABI 7500 Real Time PCR System
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4.4. Statisticka analiza

Za sve analizirane varijable napravljena je deskriptivna statistika.

Hi-kvadrat test je koriSten za procjenu distribucije genotipova i devijacije od Hardy-Weinberg
ekvilibrija, kao i za usporedbu frekvencije alela i genotipa medu podgrupama bolesnika s
nuspojavama i bez nuspojava. Normalnost raspodjele kontinuiranih varijabli testirana je
Kolmogorov-Smirnovim testom. U slu¢ajevima kada su kontinuirane varijable odstupale od
normalne raspodjele, medijan i interkvartilni raspon su koriSteni kao mjere centralne
tendencije odnosno varijabilnosti. U slucajevima kada kontinuirane varijable nisu odstupale
od normalne raspodjele, aritmeticka sredina i standardna devijacija su koriStene kao mjere
centralne tendencije odnosno varijabilnosti. U slucajevima normalne raspodjele koristen je
Studen t-test, a u slu¢aju odstupanja Mann-Whitney U test.

Prediktivna vrijednost pojedinih genotipova u nastanku nuspojava odredena je binarnom
logistickom regresijom. KoriSten je statisticki program SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). U slucaju analize vise polimorfnih lokusa primijenjen je test za Hardy-Weinberg
ekvilibrij, prema metodi Markovljevih lanaca [145], dok je neravnoteZza povezanosti (engl.
linkage disequilibrium ili LD) procijenjena metodom omjera vjerodostojnosti (likelihood-ratio
test) za lokuse nepoznatih gametickih faza [146], Sto je implementirano u programu Arlequin
ver. 3.01 [147].

Vrijednosti p<0.05 su se smatrali znacajnima te su svi intervali pouzdanost dani na 95%.
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5. Rezultati

5.1. Fluvastatin

U studiju je ukljuceno pedeset i dvoje bolesnika s transplantiranim bubrezima koji su iskusili
miotoksicnost ili hepatotoksi¢nost povezanu s primjenom fluvastatina te 52 bolesnika s
transplantiranim bubrezima koji nisu iskusili nuspojave uzrokovane fluvastatinom, a koji su
odgovarali prema godinama, spolu, dozi fluvastatina i primjeni inhibitora kalcineurina
(ciklosporin, takrolimus)/selektivnog imunosupresiva (sirolumus) bolesnicima koji su razvili
nuspojavu na fluvastatin. U kontrolnoj skupini distribucija godina odgovarala je normalnoj
razdiobi medutim distribucija u skupini bolesnika s nuspojavama je znacajno odstupala od
normalne razdiobe pa je median i interkvartalni raspon izraCunat za obje skupine.

Median (interkvartilni raspon) godina u skupini bolesnika s nuspojavama bio je 52,0 (46,3-
57,0), a u skupini bolesnika bez nuspojava 53,5 (43,3-58,8). Razlika u godinama izmedu
ispitivanih skupina nije bila statisticki znacajna (Mann-Whitney U=1310,0; p=0,785). Obje
skupine su imale 29 musSkaraca i 23 Zene. U obje skupine, 46 bolesnika je uzimalo
ciklosporin, 4 bolesnika je uzimalo takrolimus i 2 bolesnika su uzimala sirolimus.

Vecina nuspojava uzrokovana fluvastatinom bila je uzrokovana miotoksi¢noséu (90,4 %) 1
nije bila ozbiljna (86,5%). Dvoje bolesnika je bilo hospitalizirano zbog rabdomiolize i petero
zbog miopatije. Bolesnici su iskusili sljedec¢e nuspojave: mialgija bez poveéanja vrijednosti
kreatin kinaze (n=2), povecanje vrijednosti kreatin kinaze (n=31), mialgija uz povecanje
vrijednosti kreatin kinaze (n=7), miopatija (n=5) 1 rabdomioliza (n=2). U samo 3 slucaja,
fluvastatin je uzrokovao poviSenje transaminaza u serumu i u 2 sluaja povecanje
transaminaza zajedno s povisenjem vrijednosti kreatinin kinaze manjim od 3 puta iznad

gornje granice referentnog raspona. Svi slucajevi hepatotoksi¢nosti nisu bili ozbiljni.
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Svi bolesnici, iz obje skupine su uzimali barem jedan inhibitor ABCG2. Skupina bolesnika s
nuspojavama i skupina bolesnika bez nuspojava nije se statisticki znacajno razlikovala prema
broju inhibitora ABCG2 u terapiji (Mann-Whitney U=1247,0; p=0,461). Skupine se nisu
statistiCki znacajno razlikovale ni po broju bolesnika koji su imali barem jedan inhibitor
CYP2C9 u terapiji (x°=0,378; df=1; p=0,539; ¢=0,060) niti po broju inhibitora CYP2C9 u
terapiji (Mann-Whitney U=1277,0; p=0,560).

Kada se uzmu u obzir svi bolesnici, iz obje skupine, medijan (interkvartilni raspon) broj
inhibitora ABCG2 bio je 2 (1-2), dok je broj inhibitora CYP2C9 bio 0 (0-1) i razlika u broju
inhibitora ABCG2 i CYP2C9 je bila statisticki znacajna (z=-8,67; p<0,001). Trideset i osam
bolesnika koji su iskusili nuspojavu i ¢etrdeset i tri kontrolna ispitanika su imale barem jedan
rizini Cimbenik za nastanak nuspojave (disfunkciju bubrega ili jetre, Sec¢ernu bolest,
hipotiroidizam i interakcije lijek-lijek) razli¢it od geneticke predispozicije za nastanak
nuspojave fluvastatina, medutim razlika nije bila statisticki znacajna (¥2=1,396; df=1;
p=0,237; 9=0,12, OR=0,57, 95% CI =0,22-1,46).

Tablica 5. prikazuje karakteristike bolesnika, a Tablica 6. prikazuje broj pojednih inhibitora

ABCG2 i CYP2C9 u terapiji bolesnika koji su uzimali fluvastatin.
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Tablica 5. Opis ispitanika u skupini bolesnika na fluvastatinu

Nuspojave Kontrole
n (%) n (%)

Spol

muskarci 29 (55,8) 29 (55,8)

Zene 23 (44,2) 23 (44,2)
Ciklosporin/Takrolimus/Sirolimus

ciklosporin 46 (88,5) 46 (88,5)

takrolimus 4 7,7 4 7,7)

sirolimus 2 (3,8) 2 (3,8)
Hipotiroidizam

ne 48 (92,3) 51 (98,1)

da 4 (7,7) 1 (1,9
Seéerna bolest

ne 47 (90,4) 44 (84,6)

da 5 (9,6) 8 (15,4)
Poremecaj funkcije jetara

ne 49 (94,2) 46 (88,5)

da 3 (5,8) 6 (11,5)
Poremecaj funkcije bubrega

ne 40 (76,9) 34 (65,4)

da 12 (23,2) 18 (34,6)
Inhibitor ABCG2

ne 0 (0,0) 0 (0,0)

da 52 (100,0) 52 (100,0)
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Tablica 6. Inhibitori ABCG2 i CYP2C9 u terapiji bolesnika lijecenih fluvastatinom

n (%) n (%)
Inhibitori ABCG2 Inhibitori CYP2C9
1 37 (35.6) 0 67 (64.4)
2 47 (45.2) 1 33 (31.7)
3 20 (19.2) 2 4 (3.8)
ukupno 104 (100.0) ukupno 104 (100.0)
Inhibitori ABCG2 Inhibitori CYP2C9
ciklosporin 92 (88.5) pantoprazol 26 (70.3)
pantoprazol 27 (26.0) trimetoprim / 4 (10.8)
sulfametoksazol
lacidipin 25 (26.9) amiodaron 2 (5.4)
amlodipin 20 (19.2) valsartan 2 (5.4)
takrolimus 8 (7.7) esomeprazol 1 2.7)
nifidipin 5 (4.8) fluvoksamin 1 2.7)
doksazosin 5 (4.8) flukonazol 1 2.7)
sirolimus 3 (2.9) telmisartan 1 2.7)
felodipin 2 (1.9) kandesartan 1 2.7)
lerkadipin 1 (1.0) losartan 1 2.7)
esomeprazol 1 (1.0) klopidogrel 1 2.7)
diltiazem 1 (1.0)

Izmedu bolesnika s nuspojavama 1 kontrolnih ispitanika utvrdena je statisticki znacajna
razlika s obzirom na raspodjelu genotipova ABCG2 421C>A (x*=8,559; df=2; p=0,014;
Cramerov ¢=0.29). Petnaest ispitanika s nuspojavama (28,8%) te 4 ispitanika bez nuspojava
(7,7%) bili su nositelji genotipa ABCG2 421CA. Iako je ucestalost alela ABCG2 421A bila
veca u skupini bolesnika s nuspojavama nego u skupini bolesnika bez nuspojava razlika nije
dosegla statisticku znadajnost (Yates- korekcija x°=3,390; df=1; p=0,065). Kako bismo
validirali rezultate hi-kvadrat testa s Yates korekcijom napravili smo logisticku regresiju ¢iji
rezultati ukazuju kako bolesnici s alelom A imaju 2,75 puta (95% CI=1,02-7,40) povecan
rizik za nastanak nuspojava. Ispitanici nositelji genotipova ABCG2 421CA ili AA (uzeti

zajedno) su imali gotovo cCetiri puta veci rizik za nastanak nuspojava nego nositelji genotipa
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ABCG2 421CC (¥*=6,190; df=1; p=0,013; ¢=0,24, OR=3,81; 95% CI=1,27-11,45).
Distribucija genotipova i alela ABCG2 421C>A izmedu ispitivanih skupina je prikazana u

Tablici 7.

Tablica 7. Ucestalost genotipova i alela ABCG2 421C>A
u ispitanika sa i bez nuspojava fluvastatina

. Nuspojave Kontrole y* P OR 95%CI

Genotipovi
CcC 37 47 8,559 0,014 1
CA 15 4 4,76 (1,46-15,57)
AA 0 1 -
ukupno 52 52
Aleli
C 89 98 3,390 0,065 1
A 15 6 2,75 (1,02-7,40)
ukupno 104 104

Kratice: p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove
korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer

izgleda
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Razlika izmedu ucestalosti pojedinih genotipova CYP2C9 izmedu skupine s nuspojavama i
kontrolne skupine takoder je bila statisticki znacajna (°=8,122; df=3; p=0,044; Cramer’s
©=0,28). Sest ispitanika s nuspojavama (11,5%) bili su nositelji genotipa *1/*3 , dok niti
jedan ispitanik iz kontrolne skupine nije bio nositelj ovog genotipa. Niti jedan ispitanik, iz
obje skupine nije bio nositelj genotipa *3/*3. U skupini bolesnika s nuspojavama, 14/52
(26,9%) ispitanika su bili nositelji genotipa 1*/2*, a 2/52 (3,8%) bili su nositelji genotipa
*2/*2. U kontrolnoj skupini 11/52 (21,2%) ispitanika su bili nositelji genotipa 1*/2*, a 1
(1,5%) nositelj genotipa *2/*2.

Razlika u ucestalosti alela CYP2C9 izmedu skupine s nuspojava i kontrolne skupine je
takoder bila statisticki znacajna (x2=7,514; df=2; p=0,023; Cramer ¢=0,19). Distribucija
genotipova i alela CYP2C9 izmedu ispitivanih skupina je prikazana u Tablici 8.

Ispitanici ¢iji se genotip CYP2C9 sastojao od jednog mutiranog (*2 ili *3) i jednog divljeg ili
oba mutirana alela (zajedno homozigotni i heterozigotni nositelji mutiranih alela) su imali 2,5
puta povecan rizik za nastanak nuspojava (x2=4,370; df=1; p=0,037; ¢=0,21; OR=2,44; 95%

CI=1,05-5,71).
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Tablica 8. Ucestalost genotipova i alela CYP2C9 u ispitanika sa i bez nuspojava
fluvastatina

Specifi¢ni test*

1 P OR 95%CI ) P or 95%
Nuspojave Kontrole Ci
Genotipovi
*1/*1 30 40 8,122 0,044 1
*1/*2 14 11 1,70 (0,68-
4,26)
*1/*3 6 0 -
*2/*2 2 1 2,67 (0,23-
30,80)
ukupno 52 52
Aleli
*1 80 91 7,514 0,023 1 3,287 0,070 0,138 0,4 (0,23-
8 0,997)
*2 18 13 158 (0,73- 0,607 0,436 1,000 1,4 (0,68-
3,42) 7 3,17)
*3 6 0 - 4,290 0,038 0,114 -
ukupno 104 104
Genotipovi
wt/wt 30 40 4,375 0,112 1
wt/mt 20 11 2,42 (1,01-
5,82)
mt/mt 2 1 2,67 (0,23-
30,80)
ukupno 52 52
Aleli
wit 80 91 4,370 0,037 1
mt 24 13 2,10 (1,003-
4,40)
ukupno 104 104

kratice: p = razina statistiCke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa, df=3 za genotipove, df=2 za alele i genotipove
grupirane kao mt (mutirani) ili wt (divlji); df=1 za alele grupirane kao mt ili wt; OR = univarijatni omjer izgleda
(engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; mt = *20r*3;

*specifiéni test za alele koji usporeduje individualne alele nasuprot drugih; df=1 za hi-kvadrat; P, — P razina
statistiCcke znacajnosti korigirana prema Bonferroni korekciji.

Multipli regresijski modeli su koriSteni kako bi se ispitala povezanost izmedu genotipova i

ishoda nakon §to su obzir uzeti drugi ¢imbenici. Rezultati su prikazani u Tablici 9. Kako je
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broj ispitanika homozigotnih nositelja mutantnog alela CYP2C9 bio malen, a samo jedan
ispitanik je bio nositelj genotipa ABCG2 421 AA, oba polimorfizma su dihomotizirana prije
multivarijantne analize. Inicijalni model je sadrzavao sljedece varijable: godine, spol, rizicne
faktore osim interakcije s ciklosporinom, genotip ABCG2, genotip CYP2C9, inhibitor
CYP2C9, interakcije izmedu genotipova CYP2C9 i ABCG2, interakcije izmedu genotipa
CYP2C9 i inhibitora. Budu¢i da je p vrijednost za interakciju izmedu genotipova CYP2C9 i
ABCG2 bila ve¢a (Wald y2=-1,304; df=1; p=0,310) nego p vrijednost za interakciju izmedu
genotipova CYP2C9 i inhibitora (Wald y2=1,84; df=1; p=0,073), interakcija izmedu
genotipova CYP2C9 i ABCG2 je iskljucena iz prediktivnog modela. Razlika izmedu modela
koji je ukljuc€ivao interakciju i modela koji nije uklju¢ivao interakciju nije bila statisticki
znadajna (x°=1,033; df=1; p=0,309) &to bi znagilo da interakcija nije bila zna¢ajna, te je bila
isklju€ena iz prediktivhog modela. Kada je model koji je sadrzavao interakciju izmedu
genotipa CYP2C9 i inhibitora usporeden s modelom bez interakcija, razlika izmedu modela je
bila statisticki znadajna (3°=4,830; df=1; p=0,028). Ova interakcija je zadrzana u
prediktivnom modelu, i ukljucenje ove interakcije u model je pove¢ao Nagelkerke R kvadrat
koificijent s 0,14 na 0,19.

Nakon §to su u obzir uzeti drugi klini¢ki faktori utjecaj ABCG2 421C>A je ostao statisticki
znacajan prediktor nuspojava fluvastatina (OR=4,89, Wald x2=1,587; df=1; p=0,012; 95% CI
=1,42-16,89).

Primjena inhibitora CYP2C9 nije bila statisticki znacajan prediktor nuspojava u skupini
bolesnika koji su bili homozigotni nositelji divljeg tipa alela, CYP2C9*1/*1 (OR=0,78; Wald
v’=0,195; df=1; p=0,659; 95% CI=0,25-2,39) i kada su rezultati prilagodeni za utjecaj
klini¢kih faktora. Medutim, skupina homozigotnih i heterozigotnih nositelja mutiranih alela

CYP2C9 (*2,*3), je imala povecani rizik za nastanak nuspojava ukoliko je njihova terapija
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ukljuéivala inhibitor CYP2C9 (OR=6,59; Wald 3’=4,876; df=1; p=0,027; 95% Cl=1,24-
35,08).

Tablica 9. Rezultati multivarijantne analize za nuspojave fluvastatina

nuspojave kontrole OR 95%Cl

Godine* 54 (43,3-58,8) 52 (46,3-57,0) 1,0 (0,96-1,04)
Spol

Zenski 23 23 1

muski 29 29 1,50 (0,61-3,70)
Rizi¢ni faktor izuzev
farmakogeneticke
predispozicije

ne 14 9 1

da 38 43 0,52 (0,18-1,51)
ABCG2

cc 37 47 1

CAili AA 15 5 4,89 (1,42-16,89)
CYP2C9

wt/wt (*1/%1) 30 40 1

wt/mt or mt/mt 22 12 0,76 (0,22-2,66)
Inhibitor CYP2C9 ako
CYP2C9 wt/wt

ne 23 27 1

da 7 13 0,78 (0,25-2,39)
Inhibitor CYP2C9 ako
CYP2C9 wt/mt or mt/mt

ne 9 8 1

da 13 4 6,59 (1,24-35,08)
Genotip CYP2C9 8,49 (1,18-60,85)

x CYP2C9 inhibitor
*Median (interkvartalni raspon)
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Varijante gena SLCO1B1, ABCC2, ABCBL1 nisu pokazale statisticki znaCajan utjecaj na
nastanak nuspojava fluvastatina. Izmedu bolesnika s nuspojavama i kontrolnih ispitanika
utvrdena je statistiCki znacajna razlika s obzirom na raspodjelu genotipa ABCB1 1236 CT,

medutim nakon korekcije za multiplo testiranje razlika viSe nije bila statitisti¢ki znacajna

(x*=2,470;p=0,116; 95% Cl=1,24-35,08).

Rezultati za varijante gena ABCB1, SLCO1B1i ABCC2, prikazani su u tablicama 10-13.

Tablica 10. Ucestalost genotipova i alela ABCB1 3435T>C i 1236C>T

u ispitanika sa i bez nuspojava fluvastatina

n Nuspojave Kontrole P OR (95% CI)

3435C>T

genotipovi
CcC 13 8 1,629 0,443 1
CT 26 31 0,52 (0,19-1,44)
TT 13 13 0,62 (0,19-1,98)
ukupno 52 52

aleli
C 52 47 0,308 0,579 1
T 52 57 0,83 (0,48-1,42)
ukupno 104 104

1236C>T

genotipovi
CcC 23 13 4,327 0,115 1
CT 23 32 0,41 (0,17-0,97)
TT 6 7 0,48 (0,13-1,75)
ukupno 52 52

aleli
C 69 58 2,022 0,155 1
T 35 46 0,64 (0,37-1,12)
ukupno 104 104

KRATICE: p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni
omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda
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Tablica 11. Uc€estalost genotipova i alela ABCB1 2677G>T/A
u ispitanika sa i bez nuspojava fluvastatina

n Nuspojave Kontrole y* P OR (95% ClI)
Genotipovi
GG 19 15 15400819 1
GT 24 25 0,76 (0,32-1,83)
1T 8 9 0,70 (0,22-2,26)
GA 0 1 -
TA 1 1 0,79 (0,05-13,69)
ukupno 52 51
Aleli
G 62 56 0,7250,696 1
T 41 44 0,84 (0,48-1,47)
A 1 2 0,45 (0,04-5,12)
ukupno 104 102
Genotipovi
GG 19 15 0,594 0,743 1
GTiliGA 24 26 0,73 (0,30-1,75)
TTIiTA 9 10 0,71 (0,23-2,19)
ukupno 52 51
Aleli
G 62 56 0,2950,587 1
Tili A 42 46 0,83 (0,47-1,43)
ukupno 104 102

KRATICE: p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koristenje Yatesove korekcije, df=4 za izvorne genotipove, df=2 za grupirane
genotipove, df=2 za izvorne alele, df=1 za grupirane alele; OR = univarijatni omjer izgleda (engl. odds ratio);
95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda
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Tablica 12 . Ulestalost genotipova i alela SLCO1B1 388A>G i 521T>C
u ispitanika sa i bez nuspojava fluvastatina

n Nuspojave Kontrole y° P OR (95% CI)

388A>G
genotipovi
AA 19 14 1,512 0,470 1
AG 26 29 0,66 (0,28-1,58)
GG 6 9 0,49 (0,14-1,70)
ukupno 51 52
aleli
A 64 57 1,031 0,310 1
G 38 47 0,72 (0,41-1,26)
ukupno 102 104
521T>C
genotipovi
TT 35 37 0,189 0,910 1
TC 16 14 1,21 (0,52-2,84)
CC 1 1 1,06 (0,06-17,56)
ukupno 52 52
aleli
T 86 88 0,035 0,851 1
C 18 16 1,15 (0,55-2,40)

KRATICE: p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni
omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda
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Tablica 131. Ucestalost genotipova i alela ABCC2 -24C>T i 1249G>A

u ispitanika sa i bez nuspojava fluvastatina

n Nuspojave Kontrole ¥* P  OR (95% CI)

-24C>T

genotipovi
CcC 35 32 0,391 0,822 1
CT 16 19 0,77 (0,34-1,75)
TT 1 1 0,91 (0,06-15,23)
ukupno 52 52

aleli
C 86 83 0,126 0,722 1
T 18 21 0,83 (0,41-1,66)
ukupno 104 104

1249G>A

genotipovi
GG 30 28 0,207 0,902 1
GA 18 19 0,88 (0,39-2,02)
AA 4 5 0,75 (0,18-3,07)
ukupno 52 52

aleli
G 78 75 0,099 0,753 1
A 26 29 0,86 (0,47-1,60)
ukupno 104 104

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koristenje Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni

omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

UCcestalosti ispitivanih genotipova i alela nisu odstupale od Hardy-Weinbergove ravnoteze.
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5.2. Atorvastatin

U studiju je bilo uklju¢eno Sezdeset bolesnika koji su iskusili nuspojave povezane s dozom
atorvastatina i Sezdeset bolesnika koji su uzimali atorvastatin i nisu iskusili nuspojave
(kontrolna skupina). Kontrolna skupina ispitanika je odgovarali prema godinama, spolu, dozi
atorvastatina i1 primjeni inhibitora kalcineurina (ciklosporin, takrolimus)/selektivnog
imunosupresiva (sirolumus), bolesnicima koji su razvili nuspojavu na atorvastatin. U skupini
bolesnika s nuspojavama distribucija godina odgovarala je normalnoj razdiobi medutim u
kontrolnoj skupini je znacajno odstupala od normalne razdiobe pa je median 1 interkvartalni
raspon izraunat za obje skupine.

Median (interkvartalni raspon) godina u skupini bolesnika s nuspojava bio je 56,00 (48,00-
65,75), a u skupini bolesnika bez nuspojava 60,50 (53,25-74,50). Razlika u godinama izmedu
ispitivanih skupina nije bila statisticki zna¢ajna (Mann-Whitney U=1431,500; 0,053). Obje
skupine su imale 30 muskaraca i 30 Zena. Primijenjena doza atorvastatina nije se statisticki
razlikovala izmedu ispitivanih skupina (Mann-Whitney U=1238,000; p=0,262).U skupini s
nuspojavama 10 bolesnika je uzimalo ciklosporin, a u skupini bez nuspojava 7 bolesnika je
uzimalo ciklosporina te razlika nije bila statisticki znacajna (X2=0,617; df=1; p=0,432;
¢=0,072). Po jedan bolesnik iz obje skupine je uzimao takrolimus. Vec¢ina nuspojava
uzrokovana atorvastatinom bila je uzrokovana miotoksi¢noscéu (56,7%) 1 nije bila ozbiljna
(76,7%). Bolesnici su iskusili sljede¢e nuspojave uzrokovane miotoksicnos¢u atorvastatina:
mialgija bez povecanja vrijednosti kreatin kinaze (n=13), povecanje vrijednosti kreatin kinaze
(n=13), mialgija bez povecanja vrijednosti kreatin kinaze (n=5), miopatija (n=4) 1
rabdomioliza (n=2). Dvoje bolesnika je bilo hospitalizirano zbog rabdomiolize i ¢etvoro zbog
miopatije. U 9 slucajeva, atorvastatin je uzrokovao povisene vrijednosti transaminaza (ALT,
AST) u serumu i u 4 slucaja zabiljezene su poviSene vrijednosti transaminaza zajedno s

povisenim vrijednostima kreatin kinaze manjim od 3 puta iznad gornje granice referentnog
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raspona. U 6 sluCajeva atorvastatin je uzrokovao ozbiljno oStecenje jetre. Skupine se nisu
statistiCki znacajno razlikovale ni po broju bolesnika koji su imali barem jedan inhibitor
ABCG?2 u terapiji (3°=0,133; df=1; p=0,715; ¢=- 0,064) niti po ukupnom broju inhibitora
ABCG2 u terapiji (Mann-Whitney U=1734,500; p=0,706).

Cetrdeset i dvoje bolesnika koji su iskusili nuspojavu i pedeset i tri kontrolna ispitanika su
imali barem jedan rizi¢ni faktor za nastanak nuspojava (disfunkciju bubrega ili jetre, Sec¢ernu
bolest, hipotiroidizam i interakciju lijek-lijek), razlicit od geneticke predispozicije za nastanak
nuspojava atorvastatina, i je razlika bila statisti¢ki znacajna (y2=6,114; df=1; p=0,013; o= -
0,226). Median (interkvartalni raspon) broja riziénih faktora izuzev farmakogeneticke
predispozicije u skupini bolesnika s nuspojavama bio je 1 (0-1), a u skupini bolesnika bez
nuspojava iznosio je 1 (1-1). Razlika u broju rizi¢nih faktora izmedu ispitivanih skupina bila
je statisti¢ki znacajna (Mann-Whitney U=1470,000; p=0,014).

Od pojedinacnih riziénih faktora broj bolesnika s Se¢ernom bolesti tipa II se statistiCki
znacajno razlikovao (¥2=5,263; df=1; p=0,022, o= -0,209,) izmedu skupine s nuspojavama
(n=10) i kontrolne skupine (n=21). Ovo se moze objasniti ¢injenicom da su bolesnici u
kontrolnoj skupini bili stariji i prema tome imali ve¢i broj rizi¢nih faktora. U multivarijatnoj
logistickoj regresiji koja je ukljucivala: godine, rizi¢ni faktor izuzev farmakogeneticke
predispozicije, Secernu bolest, interakcije, genotip ABCG2 i genotip SLCO1B1, varijabla
riziéni faktor izuzev farmakogeneticke predispozicije (OR=0,462; Wald %°=1,278; df=1;
p=0,258; 95% Cl =0,121-1,764) i varijabla $eéerna bolest (OR=0,724, Wald %°=0,402; df=1;
p=0,526; 95% CI =0,267-1,964) viSe nisu bili znacajni prediktori nuspojava. Karakteristike
bolesnika u obje ispitivane skupine prikazane su u Tablici 14. U Tablici 15. prikazan su

inhibitori ABCG2 u terapiji bolesnika koji su uzimali atorvastatin.
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Tablica 14. Opis ispitanika u skupini bolesnika na atorvastatinu

nuspojave kontrole
n (%) n (%)

Spol

muskarci 30 (50,0) 30 (50,0)

Zene 30 (50,0) 30 (50,0)
Ciklosporin/Takrolimus

ciklosporin 10 (16,7) 7 (11,7

takrolimus 1 a,7n 1 @7
Hipotiroizam

ne 55 (91,7) 48 (80,0)

da 5 (8,3) 12 (20,0)
Secerna bolest

ne 50 (83,3) 39 (65,0)

da 10 (16,7) 21 (35,0)
Poremecaj funkcije jetara

ne 55 (91,7) 56 (93,3)

da 5 (8,3) 4 (6,7)
Poremecaj funkcije bubrega

ne 50 (83,3) 49 (81,7)

da 10 (16,7) 11 (18,3)
Inhibitor ABCG2

ne 32 (53,3) 30 (50,0)

da 28 (46,7) 30 (50,0)
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Tablica 15. Inhibitori ABCG2 u terapiji bolesnika koji su uzimali atorvastatin

nuspojave kontrole

Inhibitori

ABCG2 n (%) n (%)
Amlodipin 11 28,2% 11 23,9%
Ciklosporin 10 25,6% 7 15,2%
Esomeprazol 1 2,6% 1 2,2%
Felodipin 1 2,6% 1 2,2%
Lacidipin 6 15,4% 6 13,0%
Lanzoprazol _ _ 1 2,2%
Lercadipin _ _ 4 8,7%
Nifedipin 2 5,1% _ _
Pantoprazol 7 17,9% 12 26,1%
Takrolimus 1 2,6% 2 4,3%

Ukupno 39 100,0% 45 100,0%

Razlika u ucestalosti genotipova ABCG2 421C>A izmedu skupine s nuspojavama i skupine
bez nuspojava bila je statisticki znaGajna (x°=7,222; df=2; p=0,015; Cramer’s ¢=0,245).
Petnaest ispitanika s nuspojavama te 5 ispitanika bez nuspojava bili su heterozigotni nositelji
genotipa ABCG2 421CA . Heterozigotni nositelji genotipa ABCG2 421CA imaju 3,75 puta
(C1=1,265 - 11,120) povecan rizik za nastanak nuspojava atorvastatina. Jedan ispitanik s
nuspojavama bio je homozigotni nositelj genotipa ABCG2 421 AA dok niti jedan ispitanik iz
kontrolne skupine nije bio nositelj ovog genotipa. Razlika u ucestalosti alela A izmedu
skupine s nuspojavama i1 bez nuspojava bila je statisticki znacajna (X2=7,206; df=1; p=0,012;
Cramer’s ¢=0,173; Yates korekcija x*=6,055; p=0,014). Bolesnici s alelom A su imali 3,796
puta povecan rizik za nastanak nuspojava (CI=1,353-10,654). Distribucija genotipova i alela
ABCG2 421C>A izmedu ispitivanih skupina je prikazana u Tablici 16.
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Tablica 16. Ucestalost genotipova i alela ABCG2 421C>A
u ispitanika sa i bez nuspojava atorvastatina

nuspojave  kontrole r P OR 95% CI
n
genotipovi 7.222 0.015
cC 44 55 1
CA 15 5 3,750 1,265 - 11,120
AA 1 0 -
ukupno
aleli 6.055 0.014
C 103 115 1
A 17 5 3,796 1,353-10,654
ukupno

KRATICE: p = razina statisticke znaCajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koridtenje Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni

omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Razlika u ucestalosti genotipova SLCO1B1 388 A>G izmedu skupine s nuspojavama i bez
nuspojava nije bila statisticki znacajna (x2=l,072; df=2; p=0,585; Cramer’s ¢=0,095).
Dvadeset i devet bolesnika s nuspojavama (48,3%) te 27 bolesnika bez nuspojava (45%) bili
su heterozigotni nositelji genotipa SLCO1B1 388AG dok su 13 (21,7%) bolesnika s
nuspojavama i 10 (16,7%) bez nuspojava bili homozigotni nositelji SLCO1B1 388 AG.
Razlika u ucestalosti alela G izmedu skupine s nuspojavama 1 bez nuspojava nije bila
statisticki znacCajna (x2=1,091; df=1; p=0,296; Cramer’s ¢=0,067, Yates korekcija x2=0,835,
p=0,361). Razlika u ucestalosti genotipova SLCO1B1 521 T>C izmedu skupine s
nuspojavama i bez nuspojava bila je statisti¢ki znagajna (x’=6,229; df=2; p=0,044; Cramer’s
¢=0,228). Dvadeset i dva bolesnika s nuspojavama (36,6%) te 16 bolesnika bez nuspojava
(26,7%) bili su heterozigoti za SLCO1B1 521 TC. Cetiri ispitanika s nuspojavama bili su
homozigoti i imali su genotip SLCO1B1 521 CC dok niti jedan ispitanik iz kontrolne skupine
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nije bio nositelj ovog genotipa. Razlika u ucestalosti alela C izmedu skupine s nuspojavama i
bez nuspojava bila je statisticki znacajna (x2=5,271; df=1; p=0,022; Cramer’s ¢=0,148, Yates
korekcija y*=4,545, p=0,033). Bolesnici s alelom C su imali 2,167 puta (CI=1,110-4,231)
povecan rizik za nastanak nuspojava atorvastatina.

Distribucija genotipova i alela SLCO1B1 izmedu ispitivanih skupina je prikazana u Tablici
17.

Tablica 17. Uéestalost genotipova i alela SLCO1B1 388A>G i 521T>C
u ispitanika sa i bez nuspojava atorvastatina

nuspojave kontrole P OR 95% CI
n
388A>G

genotipovi 1.072  0.585
AA 18 23 1
AG 29 27 1,372 0,611-3,083
GG 13 10 1,661 0,593- 4,651
ukupno

aleli 0.835 0.361
A 65 73 1
G 55 47 1,314 0,787-2,195
ukupno

521T>C

genotipovi 6,229 0,044
TT 34 44 1
TC 22 16 1,779 0,812-3,898
cC 4 0 -
ukupno

aleli 4545  0.033
T 90 104 1
C 30 16 2,167 1,110 -4,231
ukupno

KRATICE: p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni
omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Za ispitivanje povezanosti izmedu genotipova i ishoda nakon $to su u obzir uzeti drugi rizi¢ni
¢imbenici koriSteni su multipli regresijski modeli. Rezultati su prikazani u Tablici 18. Kako
je broj ispitanika, homozigotnih nositelja varijantnog alela SLCO1B1 521C bio malen, a

samo jedan ispitanik je bio homozigot za ABCG2 421 A , oba polimorfizma su
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dihomotizirana prije multivarijatne analize. Model je sadrzavao sljede¢e varijable: godine,
rizine faktor bez geneticke predispozicije, SeCernu bolest, interakcije, genotip ABCG2,
genotip SLCO1B1.

Nakon §to su u obzir uzeti drugi rizi¢ni faktori utjecay ABCG2 421C>A je ostao statisticki
znaGajan prediktor nuspojava atorvastatina (OR=4,386, Wald y°=6,478; df=1; p=0,006; 95%
Cl1 =1,405-13,693). Nakon Sto su u obzir uzeti drugi rizi¢ni faktori utjecaj SLCO1B1 521T>C
nije ostao statisti¢ki znagajan prediktor nuspojava atorvastatina (OR=2,023, Wald ¥*=2,737;

df=1; p=0,098; 95% CI =0,878-4,663).

Tablica 18. Rezultati multivarijatne analize nuspojava atorvastatina

. Multivariate
nuspojave kontrole

n OR (95% CI)
Godine* 56.00 (48.00-65.75) 60.50 (53.25-74.50) 0,982 0,948-1,017
Rizi¢ni faktor izuzev
farmakogeneticke
predispozicije

ne 18 7 1

da 42 53 0,462 0,121-1,764
ABCG2

CcC 44 55 1
CAili AA 16 5 4,386 1,405-13,693
SLCO1B1
TT 34 44 1
TCiliCcC 26 16 2,023 0,878-4,663
Secerna bolest
ne 50 39 1
da 10 21 0,724 0,267-1,964
Interakcije
ne 29 19 1
da 31 41 0,627 0,218-1,800

*Median (interkvartilni raspon)

Razlika u ucestalosti polimorfizama gena ABCB1 i ABCC2 izmedu skupine s nuspojavama i
bez nuspojava nije bila statisticki znaCajna. Rezultati analize za pojedine genotipove i alele
prikazani su u tablicama 19, 20 i 21.
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Tablica 19. Ucestalost genotipova i alela ABCB1 2677G>T/A
u ispitanika sa i bez nuspojava atorvastatina

nuspojave  kontrole P OR 95%ClI

2677G>T/A

genotipovi 2,822 0,420
GG 18 16 1
GT 31 32 0,862 0,374-1,985
TT 7 11 0,566 0,177-1,809
TA 4 1 3,556 0,359-35,197
ukupno 60 60

aleli 2,215 0,330
G 67 64 1
T 49 55 0,851 0,508-1,425
A 4 1 3,821 0,416-35,107
ukupno 120 120

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove korekcije, ABCB1 2677 G>T/A, df=3 za genotipove, df=2 za
izvorne alele; OR = univarijatni omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za
omjer izgleda
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Tablica 20. Ucestalost genotipova i alela ABCB1 3435T>C i 1236C>T
u ispitanika sa i bez nuspojava atorvastatina

nuspojave  kontrole X P OR 95% ClI

n
3435C>T
genotipovi 3,979 0,137
CC 13 6 1
CT 33 33 0,462 0,157-1,360
TT 14 21 0,308 0,095-1,002
ukupno 60 60
aleli 3,326 0,068
C 59 45 1
T 61 75 0,620 0,371-1,038
ukupno 120 120
1236C>T
genotipovi 1,457 0,692
cC 19 16 1
CT 32 32 0,842 0,369-1,924
TT 9 120 0,689 0,228-2,078
ukupno
aleli
C 70 65 0,406 0,524 1
T 50 55 0,847 0,507-1,414
ukupno 120 120

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica vrijednosti dobivene uz koristenje
Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval
pouzdanosti za omjer izgleda
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Tablica 21. Ucestalost genotipova i alela ABCC2 -24C>T i 1249G>A
u ispitanika sa i bez nuspojava atorvastatina

¥ P OR 95%ClI
n nuspojave  kontrole

-24C>T
genotipovi 2,575 0,276
CC 34 40 1
CT 26 19 1,610 0,762-3,400
TT 0 1 -
ukupno 60 60
aleli 0,661 0,416
C 94 99 1
T 26 21 1.304 0,687-2,474
ukupno 120 120
1249G>A
genotipovi 0,040 0,980
GG 40 39 1
GA 18 19 0,924 0,423-2,017
AA 2 2 0,975 0,131-7,269
ukupno 60 60
aleli 0,238 0,626
G 98 95 1
A 22 25 0,947 0,495-1,811
ukupno 120 120

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica vrijednosti dobivene uz koristenje
Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval
pouzdanosti za omjer izgleda

Analize podskupine bolesnika koja je razvila miotoksi¢nost

Razlika u ucestalosti genotipova ABCG2 421C>A izmedu skupine s miotoksi¢nosti (n=34) i
skupine bez nuspojava bila je statisticki znadajna (¥°=7.190; df=1; p=0.007; Cramer’s
¢=0.277). Deset od 34 ispitanika koji su iskusili miotoksi¢nost atorvastatina te 5 ispitanika od
60 ispitanika bez nuspojava su heterozigotni nositelji genotipa ABCG2 421CA . Heterozigotni
nositelji genotipa ABCG2 421CA imaju 4,583 puta (Cl=1,414-14,852) povecan rizik za
nastanak miotoksi¢nosti atorvastatina u usporedbi s nositeljima divljeg genotipa ABCG2
421CC. Niti jedan ispitanik nije bio homozigotni nositelj genotipa ABCG2 421 AA . Razlika

u ucestalosti alela A izmedu skupine ispitanika s miotoksi¢nosti i skupine bez nuspojava bila
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je statisticki znaGajna i nakon korekcije za multiplo testiranje (¥°=6,566; df=1; p=0,010;
Cramer’s ¢=0,187; Yates korekcija ¥*=5,209; p=0,022). Nakon $to su u obzir uzeti drugi
klinicki faktori utjecaj ABCG2 421C>A je ostao statisticki znacajan prediktor miotoksi¢nosti
atorvastatina (OR=4,180, Wald y?=4,415; df=1; p=0,036; 95% CI =1,101-15,869). Model je
sadrzavao sljedece varijable: godine, rizi¢ni faktor bez genetiCke predispozicije, Secernu
bolest, inhibitor ABCG2, genotip ABCG2 i genotip SLCO1B1. Tablica 22. prikazuje
distribuciji genotipova i alela ABCG2 421C>A u podskupini koja je razvila miotoksi¢nost na
atorvastatin.Ostali genotipovi koji su imali viSe varijanti imali su nedovoljan broj ispitanika

za analizu.Ostale podskupine nuspojava nisu imale dovoljan broj ispitanika za analizu.

Tablica 22. Ucestalost genotipova i alela ABCG2 421C>A u podskupini koja je razvila

miotoksiénost na atorvastatin

miotoksi¢nost kontrole P OR 95% ClI
n
genotipovi 7,199 0,007
ccC 24 55 1
CA 10 5 4,583 1,414-14,852
AA 34 60 -
ukupno
aleli 6,566 0,010
C 58 115 1
A 10 5 3,966 1,296-12,141
ukupno 68 120

KRATICE: p = razina statisti¢ke zna¢ajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni
omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda
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5.3. Simvastatin

U studiju je bilo ukljuceno pedeset bolesnika koji su iskusili nuspojave povezane s dozom
simvastatina i pedeset bolesnika koji su uzimali simvastatin i nisu iskusili nuspojave
(kontrolna skupina). Kontrolna skupina ispitanika je odgovarala prema godinama, spolu, dozi
simvastatina i primjeni inhibitora kalcineurina (ciklosporin, takrolimus)/selektivnog
imunosupresiva (sirolumus), skupini bolesnika koji su razvili nuspojavu na simvastatin. U
skupini bolesnika s nuspojavama i u skupini bolesnika bez nuspojava distribucija godina
odgovarala je normalnoj razdiobi. Median (interkvartilni raspon) godina u skupini bolesnika s
nuspojava bio je 59,00 (51,50-67,00), a u skupini bolesnika bez nuspojava 63,00 (53,00-
69,50). Razlika u godina izmedu ispitivanih skupina nije bila statisti¢ki znacajna (t=-0,969;
df=98; p=0,335). Obje skupine su imale 23 muskaraca i 27 Zena. U skupini s nuspojavama 13
bolesnika je uzimalo ciklosporin, a u skupini bez nuspojava 12 bolesnika je uzimalo
ciklosporina te razlika nije bila statisticki znacajna (X2=0.O53; df=1; p=0.817; ¢=0.023 ). Dva
bolesnik iz skupine s nuspojavama i 4 bolesnika iz skupine bez nuspojava su uzimali
takrolimus. Primijenjena doza simvastatina nije se statisticki razlikovala izmedu ispitivanih
skupina (Mann-Whitney U=1160,500; p=0,511).

Vecina nuspojava uzrokovana simvastatinom bila je uzrokovana miotoksi¢nos¢u (68 %) 1 nije
bila ozbiljna (86%). Bolesnici su iskusili sljedee nuspojave uzrokovane miotoksi¢noscéu
simvastatina: mialgija bez poveéanja vrijednosti kreatin kinaze (n=8), povecanje vrijednosti
kreatin kinaze (n=12), mialgija s pove¢anjem vrijednosti kreatin kinaze (n=8), miopatija (n=4)

i rabdomioliza (n=2).

U 9 slucajeva, simvastatin je uzrokovao povisene vrijednosti transaminaza u serumu i u 3
slucaja zabiljezene su poviSene vrijednosti transaminaza zajedno s povisenim vrijednostima

kreatin kinaze manjim od 3 puta iznad gornje granice referentnog raspona. U 1 slucaju
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simvastatin je uzrokovao ozbiljno oste¢enje jetre. U 3 sluCaja simvastatin je uzrokovao
nuspojave povezane sa dozom koje nisu bile uzrokovane miotoksi¢nosti i hepatotoksi¢nosti
simvastatina Tablica 23. prikazuje karakteristike bolesnika. Tablica 24. prikazuje inhibitor

ABCG2 u terapiji simvastatina.

Tablica 23. Opis slu¢ajeva ispitanika na simvastatinu

nuspojave kontrole
n (%) n (%)

Spol

muskarci 23 (46,0) 23 (46,0)

Zene 27 (54,0) 27 (54,0)
Ciklosporin/Takrolimus

ciklosporin 13 (26,0) 12 (24,0)

takrolimus 2 (4,0) 4 (8,0)
Hipotiroidizam

ne 46 (92,0) 43 (86,0)

da 4 (8,0) 7 (14,0)
Secerna bolest

ne 42 (84,0) 32 (64,0)

da 8 (16,0) 18 (36,0)
Poremecaj funkcije jetara

ne 46 (92,0) 48 (96,0)

da 4 (8,0) 2 (4,0
Poremecaj funkcije bubrega

ne 43 (86,0) 39 (78,0)

da 7 (14,0) 11 (22,0)
Inhibitor ABCG2

ne 24 (48,0) 23 (46,0)

da 26 (52,0) 27 (54,0)
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Tablica 24. Inhibitori ABCG2 u terapiji bolesnika koji su uzimali simvastatin

Nuspojave Kontrole

Inhibitori

ABCG2

n (%) n (%)

amlodipin 7 23,3% 12 30,0%
ciklosporin 12 40,0% 10 25,0%
lacidipin 3 10,0% 5 12,5%
pantoprazol 3 10,0% 6 15,0%
takrolimus 2 6,7% 5 12,5%
lanzoprazol 3 10,0% 1 2,5%
Ukupno 30 100,0% 39 100,0%

Ispitivane skupine se nisu statisticki znacajno razlikovale ni po broju bolesnika koji su imali
barem jedan inhibitor ABCG2 u terapiji (*=0,040; df=1; p=0,814; ¢=0,020) niti po ukupnom
broju inhibitora ABCG2 u terapiji (Mann-Whitney U=1180,000; p=0,602).

Cetrdeset i jedan bolesnik s nuspojavama i trideset i devet bolesnika bez nuspojava su imali
barem jedan rizi¢ni faktor za nastanak nuspojava (ostecenu funkciju bubrega ili jetre, Se¢ernu
bolest, hipotiroidizam i interakcije lijek-lijek), razli¢it od geneticke predispozicije za nastanak
nuspojava simvastatina i razlika nije bila statisticki znacajna (¥2=0,250; df=1; p=0,803; o=
0,050). Median (interkvartilni raspon) broja rizi¢nih ¢imbenika izuzev farmakogeneticke
predispozicije u skupini bolesnika s nuspojava i u skupini bolesnika bez nuspojava bio je 1 (1-
2). Razlika u broju rizicnih ¢imbenika izmedu ispitivanih skupinama nije bila statisticki
znacajna (Mann-Whitney U=1013,000; p=0,083).

Od pojedinacnih rizi¢nih faktora broj bolesnika s Secernom bolesti tipa II se statisticki
znacajno razlikovao (¥2=5,198; df=1; p=0,039, ¢= 0,228) izmedu skupine s nuspojavama
(n=8) i kontrolne skupine (n=18). Ovo se moze objasniti ¢injenicom da su bolesnici u
kontrolnoj skupini bili stariji.

Razlika u ucestalosti genotipova ABCG2 421C>A izmedu skupine s nuspojavama i1 skupine
bez nuspojava nije bila statisticki znaCajna (X2=4,820; df=2; p=0,090; Cramer’s ¢=0,220).
Cetrnaest ispitanika s nuspojavama te 6 ispitanika bez nuspojava bili su heterozigotni nositelji
genotipa ABCG2 421 CA. Jedan ispitanik bez nuspojavama bio je homozigotni nositelj
genotipa ABCG2 421 AA dok niti jedan ispitanik iz skupine s nuspojavama nije bio nositelj

ovog genotipa. Razlika u ucestalosti alela A izmedu skupine s nuspojavama i bez nuspojava

54



nije bila statisticki znacajna (X2=1,839; df=1; p=0,175; Cramer’s ¢=0,096; Yates korekcija
X2:1,277; p=0,258). Distribucija genotipova i alela ABCG2 421C>A izmedu ispitivanih
skupina je prikazana u Tablici 25.

Tablica 25. Ucestalost genotipova i alela ABCG2 421C>A
u ispitanika sa i bez nuspojava simvastatina

nuspojave kontrole P OR 95% CI
n
genotipovi 4,820 0,090
cC 36 43 1
CA 14 6 2,787  0,0972-7,995
AA 0 1 -
ukupno 50 50
aleli 1,277 0,258
C 86 92 1
A 14 8 1,872  0,748-4,684
ukupno 100 100

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni
omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Razlika u ucestalosti genotipova SLCO1B1 388 A>G izmedu skupine s nuspojavama i bez
nuspojava nije bila statisticki znadajna (3°=0,522; df=2; p=0,770; Cramer’s ¢=0,072).
Devetnaest bolesnika s nuspojavama te 20 bolesnika bez nuspojava bili su heterozigotni
nositelji genotipa SLCO1B1 388 AG dok su 13 bolesnika s nuspojavama i 10 bez nuspojava
bili homozigotni nositelji SLCO1B1 388 GG. Razlika u ucestalosti alela G izmedu skupine s
nuspojavama i bez nuspojava nije bila statisti¢ki znacajna (x°=0,512; df=1; p=0,474; Cramer’s
¢=0,051, Yates korekcija X2:0,327, p=0,567). Distribucija genotipova i alela SLCO1B1

izmedu ispitivanih skupina je prikazana u Tablici 26.
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Tablica 26. Ucestalost genotipova i alela SLCO1B1

u ispitanika sa i bez nuspojava simvastatina

nuspojave  kontrole X P OR 95% ClI
n(%)
388A>G 0,522 0,770
genotipovi
AA 18 20 1
AG 19 20 1,056 0,0432-2,581
GG 13 10 1,444 0,510-4,094
ukupno 50
aleli 0,512 0,474
A 55 60 1
G 45 40 1,227 0,700-2,152
ukupno 100 10
0
521T>C
genotipovi 2,778 0,096
TT 28 36 1
TC 22 14 2,020 0,879-4,645
CcC 0 0
ukupno
aleli 1,660 0,198
T 78 86 1
C 22 14 1,733 0,829-3,620
ukupno 100 10
0

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica vrijednosti dobivene uz koristenje
Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval
pouzdanosti za omjer izgleda

Razlika u ucestalosti genotipova SLCO1B1 521 T>C izmedu skupine s nuspojavama i bez
nuspojava nije bila statisticki znadajna (x*=2,778; df=1; p=0,096; Cramer’s ¢=0,167).
Dvadeset i dva bolesnika s nuspojavama te 14 bolesnika bez nuspojava bili su nositelji
genotipa SLCO1B1 521 TC. Niti jedan ispitanik nije bio homozigot za genotip SLCO1B1
521 CC. Razlika u ucestalosti alela C izmedu skupine s nuspojavama i bez nuspojava nije bila

statisticki znacajna (x2=2,168; df=1; p=0,141; Cramer’s ¢=0,104, Yates korekcija x2:1,660,

p=0,198).
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Za ispitivanje povezanosti izmedu genotipova i ishoda nakon §to su u obzir uzeti konfounderi
koriSteni su multipli regresijski modeli. Rezultati su prikazani u Tablici 27 . Kako je samo
jedan ispitanik bio homozigot za ABCG2 421 A, oba polimorfizma su dihomotizirana prije
multivarijatne analize. Model je sadrzavao sljedece varijable: godine, Secernu bolest, inhibitor
ABCG2, genotip ABCG2 i genotip SLCO1B1.

Nakon §to su u obzir uzeti drugi klinicki faktori utjecaj ABCG2 421C>A nije ostao statistic¢ki
znacajan prediktor nuspojava simvastatina (OR=2,511, Wald x2=2,919; df=1; p=0,088; 95%
Cl =0,873-7,218). Nakon S§to su u obzir uzeti drugi klinicki faktori utjecaj SLCO1B1 521T>C
nije ostao statisticki znacajan prediktor nuspojava simvastatina (OR=2,116, Wald X2=2,768;

df=1; p=0,096; 95% CI =0,875-5,116).

Tablica 27. Rezultati multivarijatne analize za nuspojave simvastatina

nuspojave kontrole Multivariate
OR (95% CI)
Godine* 59.00 (51.50- 63.00 (53.00- 0,990 0,955-1,027
67.00) 69.50)

ABCG2

CcC 36 43 1
CAIili AA 14 7 2,511 0,873-7,218
ukupno
SLCO1B1
TT 28 36 1
TCiliCC 22 14 2,116 0,875-5,116
Ukupno
Secerna bolest
ne 42 32 1
da 8 18 0,307 0,112-0,846
Ukupno
ABCG?2 inhibitor
ne 24 23 1
da 26 27 1,245 0,527-2,940
ukupno

*Median (interkvartalni raspon)
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Razlika u ucestalosti polimorfizama gena ABCB1 i ABCC2 izmedu skupine s nuspojavama i
bez nuspojava nije bila statisticki znaCajna. Rezultati analize za pojedine genotipove i alele
prikazani su u tablicama 28, 29 i 30.

Tablica 28. Ucestalost genotipova i alela ABCB1 2677G>T/A
u ispitanika sa i bez nuspojava simvastatina

nuspojave  kontrole 1 P OR 95% ClI
n
2677G>T/A

genotipovi 3,100 0,541
GG 16 16 1
GT 22 27 0,815 0,334-1,990
TT 9 4 2,250 0,574-8,824
TA 1 2 0,500 0,041-6,082
AA 2 1 2,000 0,164-24,328
ukupno 50 50

aleli 0,537 0,764
G 54 59 1
T 41 37 1,211 0,679-2,157
A 5 4 1,366 0,349-5,351
ukupno 100 100

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove korekcije, df=4 za genotipove, df=2 za alele; OR = univarijatni
omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda
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Tablica 29. U¢estalost genotipova i alela ABCB1 3435T>C i 1236C>T
u ispitanika sa i bez nuspojava simvastatina

nuspojave  kontrole 1 P OR 95% ClI

n
3435C>T
genotipovi 1.472 0,479
CcC 11 11 1
CT 24 29 0,828 0,306-2,239
TT 15 10 1,500 0,472-4,771
ukupno 50 50
aleli 0,500 0,479
C 46 51 1
T 54 49 1,222 0,701-2,129
ukupno 100 100
1236C>T
genotipovi 0,182 0,913
CC 18 17 1
CT 25 27 0,874 0,371-2,061
TT 7 6 1,102 0,308-3,947
ukupno 50 50
aleli
C 61 61 1
T 39 39 1
ukupno 100 100

KRATICE: p = razina statisti¢ke znadajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica vrijednosti dobivene uz koristenje Yatesove korekcije, df=2 za
genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda
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Tablica 30. Ucestalost genotipova i alela ABCC2 -24C>T i1 1249G>A
u ispitanika sa i bez nuspojava simvastatina

¥ P OR 95%ClI
n nuspojave  kontrole

-24C>T 1,507 0,471

genotipovi
CcC 34 30 1
CT 16 19 0,743 0,325-1,698
TT 0 1 -
ukupno 50 50

aleli 0,829 0,363
C 84 79 1
T 16 21 0,717 0,349-1,471
ukupno 100 100

1249G>A

genotipovi 1,176 0,555
GG 29 32 1
GA 18 17 1,168 0,509-2,684
AA 3 1 3,310 0,326-33,627
ukupno 50 50

aleli 0,741 0,389

G 76 81 1
A 24 19 1,346 0,683-2,653
ukupno 100 100

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica vrijednosti dobivene uz koristenje
Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval
pouzdanosti za omjer izgleda

Analiza podskupine bolesnika koja je razvila miotoksi¢nost na primjenu simvastatina

Razlika u ucestalosti genotipova ABCG2 421C>A izmedu skupine s miotoksi¢nosti (n=34) i
skupine bez nuspojava bila je statisticki znadajna (¥°=5.477; df=2; p=0.039; Cramer’s
¢=0.260). Jedanaest od 34 ispitanika koji su iskusili miotoksi¢nost simvastatina te 6 ispitanika
od 50 ispitanika bez nuspojava bili su heterozigotni nositelji genotipa ABCG2 421C>A .

Distribucija genotipova i alela ABCG2 421C>A izmedu ispitivanih skupina je prikazana u
Tablici 31. Nositelji genotipa ABCG2 421CA imaju 3,903 puta (CI=1,195-12,753) povecan

rizik za nastanak mitoksi¢nosti simvastatina prema rezultatima multivarijantne logisticke
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regresije koja je uzela u obzir sve genotipove svih ispitivanih transportera. Jedan ispitanik bez
nuspojavama bio je homozigotni nositelj genotipa ABCG2 421 AA dok niti jedan ispitanik
koji je razvio miotoksicnost nije bio nositelj ovog genotipa. Razlika u ucestalosti alela A
izmedu skupine s miotoksi¢nsti 1 bez nuspojava nije bila statisticki znacajna nakon korekcije
za multiplo testiranje (X2=4,357; df=1; p=0.037; Cramer’s ¢=0.167; Yates korekcija X2=3.359;
p=0.067). Nakon $to su u obzir uzeti drugi klinicki faktori utjecaj ABCG2 421C>A je ostao
statisticki znacajan prediktor miotoksicnosti simvastatina (OR=3,095, Wald X2=4,013; df=1;
p=0,045; 95% CI =1,025-9,350). Model je sadrzavao sljedece varijable: godine, Sec¢ernu
bolest, inhibitor ABCG2, genotip ABCG2 i genotip SLCO1B1.

Ostali genotipovi nisu pokazali statisticki znac¢ajnu povezanost u podskupini bolesnika koji su
razvili miotoksi¢nost.

Podanalize nisu napravljene za ostale vrste nuspojava zbog malog broja ispitanika u ostalim

podskupinama.

Tablica 31. Udestalost genotipova i alela ABCG2 421C>A
u podskupini koja je razvila miotoksi¢nost na simvastatin

nuspojave kontrole y? P OR 95% CI
n
genotipovi 5.477 0.039
CC 23 43 1
CA 11 6 3,428 1,123-10,465
AA 0 1 -
ukupno 34 50
aleli 3.359 0.067
C 57 92 1
A 11 2 2,750 1,035-7,306
ukupno 68 100

KRATICE: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat hi-kvadrat testa; kod 2x2 kontingencijskih tablica
vrijednosti dobivene uz koriStenje Yatesove korekcije, df=2 za genotipove, df=1 za alele; OR = univarijatni
omjer izgleda (engl. odds ratio); 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda
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6. Rasprava

Vise je razloga koji su nas potaknuli na provodenje opisanog istrazivanja. Statini pripadaju
medu najpropisivanije lijekove i spadaju u one rijetke lijekove koji doprinose smanjivanju
razli¢itih uzroka pobola i smrtnosti (engl. all-cause mortality). Medutim istrazivanja takoder
pokazuju da svaki peti pacijent na terapiji statinima iskusi neki oblik nuspojave od kojih su
najces¢i mialgija ili miopatija. Nadalje podaci upozoravaju da od tih pacijenata koji su iskusili
nuspojavu visSe od polovine prestaje uzimati lijek [148]. Takoder postoje neslaganja izmedu
podataka 0 nuspojavama statina koje opisuju/prijavljuju sami pacijenti i podataka dobivenih
u klinickim ispitivanjima [149]. Dodatno, primjena statina kod transplatiranih bolesnika
predstavlja klinicki problem zbog znacCajnih interakcija s najceS¢e koriStenim
imunosupresivima posebice ciklosporinom koji povecava PPK statina ovisno o vrsti statina 2
do 25 puta [71]. Iz svega navedenog nametnula se potreba za objektivnim pristupom
ispitivanju uzroka nuspojava statina. U tom kontekstu postavili smo hipotezu kako
farmakogeneticki pristup moze doprinijeti, a identificiranje farmakogeneticke predispozicije
unaprijediti personalizirani pristup u primjeni statina. Kako su nuspojave statina najcesce
povezane s dozom lijeka odnosno farmakokinetickim parametrima, u istrazivanju smo Zeljeli
ispitati ulogu metaboli¢kih enzima i prijenosnika u moduliranju toksicnosti statina.
Dosadasnja ispitivanja utjecaja farmakogenetike na toksi¢nost statina uglavnom su bila
usmjerena na ispitivanje varijanti gena SLCO1B1 i u najveéem broju se odnose na
miotoksicnost simvastatina i atorvastatina dok podaci o farmakogenetickoj predispoziciji za
nastanak drugih nuspojava statina kao i podaci o utjecaju drugih gena nisu bili dostupni
[85,88-92].

6.1. Polimorfizam ABCG2

Ovo je prva studija koja je povezala utjecaj varijanti gena ABCG2 na nastanak nuspojava
simvastatina, atorvastatina i fluvastatina ovisnih o primijenjenoj dozi lijeka [150]. Prijenosnik
ABCG2 moze aktivno izbacivati razli¢ite endogene i egzogene supstrate preko razlicitih
bioloskih membrana [151]. Na taj na¢in ABCG2 moZe ograniciti oralnu bioraspolozivost
posredovanjem u unosu lijeka na razini enterocite te posredovanjem u hepatobilijarnom i
renalnom izluc¢ivanju. Funkcija ovog prijenosnika ovisna je i o polimorfnim varijantama gena.

To je potvrdeno 1 naSim rezultatima.
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Nositelji polimorfizma ABCG2 421C>A, odgovornog za smanjenu funkciju ABCG2, imali su
povecan rizik za nastanak nuspojava atorvastatina ovisnih o dozi u usporedbi s bolesnicima
koji nisu bili nositelji navedenog polimorfizma. Rezultati naSe studije se slazu s rezultatima
farmakokineticke studije Keskitala i suradnika [98], PPK atorvastatina bila je za 72% veca u
ispitanika nositelja genotipa ABCG2 421 AA u odnosu na nositelje genotipa ABCG2 421
CC (p =0.049).

Sliénu smo povezanost ustanovili i s nuspojavama pri primjeni simvastatina. I u ovoj skupini
ispitanika su nositelji inaktivnog alela ABCG2 421C>A, odgovornog za smanjenu funkciju
ABCG?2, imali povecan rizik za nastanak nuspojava simvastatina u usporedbi s bolesnicima
koji nisu imali navedeni polimorfizma. Ta je povezanost bila posebno izrazena u ispitanika
koji su razvili miotoksi¢nost. I ovi su rezultati u suglasju s rezultatima farmakokineticke
studije Keskitala 1 suradnika [99], PPK laktona simvastina bila je za 111% veca u ispitanika
nositelja genotipa ABCG2 421 AA u odnosu na ispitanike s genotipom ABCG2 421 CC (p
= 0.005). Omjer PPK simvastatin kiselina:lakton bio je 46% manji u nositelja genotipa
ABCG2 421 AA u odnosu na ispitanike s genotipom 421CC (p = 0.017). Prema rezultatima
farmakokinetiCke studije varijanta gena ABCGZ2 ima veéi utjecaj na laktonski oblik
simvastatina nego na kiselinu. Simvastatin je inaktivni lakton koji in vivo reverzibilno prelazi
posredstvom karboksiesteraze u kiselinu, aktivni oblik lijeka u mukozi crijeva, plazmi i
jetrima. Prema rezultatima farmakokineticke studije ocekuje se manji utjecaj varijante gena
ABCG2 na smanjenje prijenosa/iznosa pretezno kiseline simvastatina putem prijenosnika
ABCG?2 u zuc¢ 1 posljedicno povecanje koncentracija simvastatina u jetri nego na smanjenje
iznosa pretezno laktona simvastatina u tankom crijevu i poveéanje koncentracija laktona
simvastatina u krvi.

Slijedom navedenog, opazene promjene farmakokinetickih parametara laktona 1 kiseline
simvastatina tako i nastanak nuspojava opazen u nasoj studiji moze se u najvecoj mjeri
objasniti pove¢anom bioraspolozivosti zbog smanjenog iznosa laktona simvastatina putem
prijenosnika ABCG2 u tankom crijevu §to objasnjava veci utjecaj varijante gena ABCG2 na
skupinu bolesnika koji su razvili miotoksi¢nost simvastina nego na skupinu bolesnika koja je
uz bolesnike koji su razvili miotoksi¢nost uklju¢ivala i bolesnike koji su razvili i
hepatotoksi¢nost.

Polimorfizam ABCG?2 je takoder bio znacajan za nastanak nuspojava fluvastatina. I u skupini
ispitanika na terapiji fluvastatinom nositelji polimorfizma, ABCG2 421C>A, odgovornog za

smanjenu funkciju prijenosnika ABCG2 su imali povecan rizik za nastanak nuspojava
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fluvastatina u usporedbi s bolesnicima koji nisu nositelji navedenog polimorfizma. U nasu
studiju su bili ukljuceni bolesnici kojima je transplatiran bubreg jer je fluvastatin lijek izbora
medu statinima i preteZzno se koristi u ovoj skupini bolesnika. Kao $to je ve¢ navedeno
veCina statina se metabolizira putem enzima CY3A4. Kako je to 1 metabolicki put
ciklosporina koji se kao imunosupresiv naj¢es¢e propisuje transplantiranim bolesnicima, u
sluc¢aju potrebe za primjenom statina, koja je Cesta u transplantiranih bolesnika, odabire se
fluvastatin koji se metabolizira putem CYP2C9, sa svrhom izbjegavanja interakcije s
ciklosporinom na razini enzima CYP. | ovi rezultati naSe studije se slazu s rezultatima
farmakokineticke studije Keskitala i suradnika [99], u kojoj je PPK fluvastatina bio 97% (p =
0.015) odnosno 72% (p = 0.009), veci u ispitanika nositelja genotipa ABCG2 421C AA u
odnosu na ispitanike s genotipom CA 1 CC. Kao Sto je ve¢ izneseno standardna
imunosupresivna terapija ukljucuje inhibitore kalcineurina, za koje su istrazivanja pokazala da
su i inhibitori prijenosnika ABCG2 [152-154]. U nasoj studiji ispitanicima s transplantiranim
bubregom bilo je propisano i viSe drugih lijekova inhibitora prijenosnika ABCG2 $to upucuje
na zakljucak kako propisivaci €esto nisu svjesni o0 mogucim interakcijama lijekova na razini
prijenosnika, odnosno o inhibitornim svojstvima prema ABCG?2 razlicitih lijekova koji se
propisuju u konkomitantnoj terapiji bolesnicima s transplantiranim organima. Kao $to je ve¢
istaknuto, u klinickoj praksi za sada uglavnom postoji svijest o interakcijama na razini enzima
CYP te prijenosnika P-glikoproteina. U bolesnika s velikim brojem rizi¢nih faktora kao $to su
to bolesnici s transplantiranim organom i koji imaju povecan rizik za nastanak nuspojava
statina je od posebne vaznosti identificirat sve rizi¢ne faktore ukljucujuci farmakogeneticku

predispozicija kako bi se nuspojave mogle predvidjeti i izbjeci.

6.2. Polimorfizam CYP2C9

Rezultati nase studije su nadalje pokazali kako i varijante gena koji kodira metabolic¢ki enzim
CYP2C9 uz varijante gena koji kodira membranski prijenosnik ABCG2 predstavljaju
dodatnu farmakogeneticku predispoziciju za nastanak nuspojava fluvastatina povezanu S
dozom u transplantiranih ispitanika. Potvrdena je znacajnija uloga alela CYP2C9*3 u razvoju
toksicnosti fluvastatina dok za alel CYP2C9*2 taj ucinak nije dokazan. Nasi rezultati su u
suglasju sa rezultatima farmakokineticke studije Kirchheiner i suradnika u kojoj je takoder
alel CYP2C9*3 imao znacajan utjecaj na farmakokinetiku fluvastatina, dok to nije potvrdeno
za alel CYP2C9*2 [16]. NaSi rezultati kao i rezultati studije Kirchheiner i suradnika su na

tragu rezultata prethodnih studija koje su i za druge lijekove-supstrate CYP2C9 potvrdile

64



dominantniju ulogu polimorfnog alela CYP2C9*3 u moduliranju farmakokineti¢kih
parametara te nastanak nuspojava u usporedbi s alelom CYP2C9*2 [130,131]. Razlog je Sto
genotip CYP2C9*3/*3 smanjuje aktivnost enzima na samo 10% aktivnosti ,,divljeg” genotipa
CYP2C9*1/*1, dok za genotip CYP2C9*2/*2 ta aktivnost opada za oko 40%. Nadalje
rezultati ove studije upucuju kako bi primjena genotipizacije za CYP2C9 posebno bila korisna
za individualizaciju terapije bolesnika nositelja polimorfnog alela CYP2C9 a kojima je u
terapiju nuzno ukljuciti lijek koji je inhibitor enzima CYP2C9 , jer se rizik u ovoj podskupini
povecava 1 za 6 puta u odnosu na bolesnike koji nisu nositelji inaktivnog alela 1 u terapiji
nemaju propisan lijek koji je i inhibitor CYP2C9. Rezultati dobiveni u ovoj studiji su u
suglasju s rezultatima Kumara i suradnika [155] koji su takoder zakljucili kako alel
CYP2C9*3 moze povecati znacaj interakcije u slucaju primjene inhibitora CYP2CO9. I u
kineskoj je populaciji na zdravim ispitanicima zabiljeZena znacajna interindividualna
varijabilnost farmakokinetskih parametara fluvastatina povezana izmedu ostalog 1 s alelom

CYP2C9*3 [54].

6.3. Polimorfizam ABCB1

Varijante gena ABCB1 nisu imale znacajan utjecaj na nastanak nuspojava simvastatina,
atorvastatina i fluvastatina. NaSi rezultati su prema tom nalazu u suglasju s rezultatima
prethodnih studija [62,63] koji su pokazali kako varijante gena ABCB1 imaju minimalan
ucinak na farmakokinetiku atorvastatina i simvastatina te nemaju ucinak na farmakokinetiku
fluvastatina. Nasi rezultati su potvrdili opazanja opisana u studiji na 14 ispitanika, Hermanna
1 koautora u kojoj se isti¢e premda su varijante gena ABCB1 imale skroman ucinak na
farmakokinetiku atorvastatina, nisu bile povezane s razvojem miopatije [68]. Ipak moramo
napomenuti da smo zabiljezili znaCajnu povezanost polimorfizma ABCB1l 1236C>T s
nastankom nuspojava fluvastatina koja se izgubila nakon korekcije za multiplo testiranje. S
obzirom na ovaj nalaz istrazivanje bi svakao bilo vrijedno nastaviti i ukljuciti veéi broj
ispitanika. |1 neka novija istraZzivanja iznose podatke o povezanosti polimorfizama ABCB1
uz polimorfizam CYP2C9*3, s interindividualnom varijabilnosti farmakokinetskih
parametara fluvastatina u kineskoj populaciji. Ovdje treba istaknuti razlicitu ucestalost
farmakogenetickih polimorfizama za mnoge enzime i prijenosnike lijekova a koja je

zabiljezena na populacijskoj razini i izmedu pojedinih 1 rasa [156].
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6.4. Polimorfizam ABCC2

Nema podataka o utjecaju varijanti gena ABCC2 na farmakokinetiCke parametre niti na
nuspojave simvastatina, atorvastatina i fluvastatina. Nasa studija je prva studija koja ispitala
ucinak i1 pokazala kako ne postoji znacajan utjecaj varijanti gena na nastanak nuspojava
ispitivanih statina. Ovaj gen smo ukljucili u ispitivanje jer kodira prijenosnik s znacajnom
ulogom u prijenosu lijekova- supstrata na hepatobilijarnoj barijeri, pa je bila pretpostavka da
bi mogao biti znacajan prediktor nuspojava statina, $to nismo mogli potvrditi na ovom broju
ispitanika.

U ispitivanju rijetkog SNP ABCC2 1446C>G ( ucestalost ~1-2.5% u bijeloj rasi) je
ustanovljena povezanost s promjenama u farmakokinetici pravastatina [160]. PPK
pravastatina je bila za 67% manja u heterozigotnih nositelja ovog SNP u usporedbi s
ispitanicima nositeljima divljeg genotipa, vjerojatno zbog povecane ekspresije MRP2. Za
druge SNP za koje su razliCite studije dokazale njihovu ulogu i utjecaj na ekspresiju
proteina MRP2 (npr. -24C>T, 3563T>A i 4544G>A) nisu dokazane povezanosti sa

promjenama u farmakokinetici pravastatina [160,161].

Istrazivanja su ipak za neke druge lijekova dokazala uloga polimorfizama ABCC2 u
varijabilnoj bioraspoloZivosti ili nuspojavama lijeka. Tako se varijabilna farmakokinetika
mikofenolne kiseline u transplantiranih bolesnika povezuje upravo s polimorfizmom C-24T,
koji je bio analiziran i u naSoj studiji, pri ¢emu je sporije izluCivanje mikofenolne kiseline bilo
zapazeno u nositelja varijantnog alela koji odreduje slabiju aktivnost prijenosnika ABCC2
[157].

Geneticka varijabilnost ABCC2 se povezuje 1 s nuspojavama valproi¢ne kiseline [158], a
genotipizacija se preporucuje za bolje predvidanje koncentracija metotreksata u lijecenju

akutne limfoblasi¢ne leukemije u pedijatrijskoj populaciji [159].

6.5. Polimorfizam SLCO1B1

Svi statini su supstrati transportnog polipeptida OATP1B1 medutim uc¢inak polimorfizama
gena SLCO1BL1 koji kodira taj polipeptid na pojedine statine se znacajno razlikuje.

Najveci utjecaj ovaj polimorfizam ima na simvastatin, povrsina ispod krivulje koncentracija-
vrijeme aktivnog oblika simvastatina, a to je kiselina simvastatina je bila 221% veca u

pojedinaca sa genotipom SLCO1B1 521 CC u odnosu na vrijednosti zabiljezene u nositelja
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genotipa SLCO1B1 521 TT [84]. Genotip SLCO1B1 521TC opéenito ima umjeren utjecaj na
poveéanje koncentracije statina. Zabiljezeno je povecanje PPK za 144% (p<0.001) u
ispitanika s genotipom SLCO01B1 521 CC u odnosu na ispitanike s genotipom SLCO01B1
521 TT te povecanje za 61% (p=0.049) u odnosu na ispitanike s genotipom SLCO1B1 521
TC koji su uzimali atorvastatin [87]. SEARCH studija je pokazala znaCajan utjecaj
polimorfizma SLCO1B1 521C>A na nastanak miopatije izazvane simvastatinom dok je
polimorfizam SLCO1B1 388 A>G bio povezan sa nesto povecanim uc¢inkom lijeka [85].

Zbog znaCajne povezanosti nuspojava simvastatina s polimorfizmom SLCO1B1 konzorcij
CPIC je izdao i smjernice o individualizaciji terapije simvastatinom na temelju nalaza

genotipizacije za SLCO1B1 521C>A . Smjernica je prikazana u uvodnom dijelu [35].

Polimorfizam SLCO1B1 521T>C smanjuje prijenos supstrata putem prijenosnika OATP1B1
u jetra i povecava koncentraciju njegovih supstrata u plazmi §to moze povecati rizik za razvoj
nuspojava prvenstveno miotoksicnosti simvastatina i atorvastatina Sto je dokazano u
ispitivanjima [85,89-92]. Zbog navedenog mehanizma ne ocekuje se utjecaj polimorfizam
521T>C na razvoj hepatotoksi¢nosti statina. NaSa skupina bolesnika koji su razvili nuspojave
ukljucivala je bolesnike koji su razvili miotoksi¢nost ali i hepatotoksi¢nost. Dvadeset i dva
bolesnika s nuspojavama simvastatina od kojih je 13 razvilo miotoksi¢nost te 14 bolesnika
bez nuspojava bili su nositelji genotipa SLCO1B1 521 CA, medutim ova razlika nije dosegla
statisticki znacaj ve¢ pokazuje samo trend (OR= 2,020, p=0,098, CI=0,879-4,645)
najvjerojatnije zbog relativno malog broja ispitanika u testiranoj podskupini. Podskupine
pacijenata s pojedinim genotipom SLCO1BL1 koji su razvili miotoksi¢nost na atorvastatin nisu
bile dovoljno velike da bi omogucile dodatnu analizu u podskupini bolesnika koji su razvili
miotoksi¢nost. Polimorfizam SLCO1B1 521 C>A nije imao utjecaj na nastanak nuspojava
fluvastatina Sto je u suglasju s farmakokinetickom studijom koja nije pokazala utjecaj ovog
polimorfizma na farmakokineticke parametre u ispitivanjima Niemia i suradnika [96].
Polimorfizam gena SLCO01B1 388A>G povecava prijenos simvastatina i atorvastatina putem
prijenosnika OATP1B1 u jetra te bi trebao povecéati njihov ucinak i hepatotoksi¢nost
medutim studije koji su ispitivale utjecaj ove varijante gena na djelotvornost nisu uspjela dati
definitavan dokaz [162], a naSa studija je imala premalen broj ispitanika sa razvijenom
hepatotoksi¢nosti da bi odgovorila na ovo pitanje.
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6.6. Drugi rizi¢ni faktori

Nasa studija nije pokazala statisticki znacaj prethodno opisanih rizi¢nih faktora ve¢ samo
trend vjerojatno stoga jer je broj bolesnika s pojedinim rizicnim faktorom bio malen.
Najnovija su ispitivanja identificirala nove genske lokuse (QTL- quantitative trait loci) koji
ulaze u znacajne interakcije sa simvastatinom, ukljucujuci i rs9806699, cis-eQTL, za

gen glicin amidinotransferazu (GATM) koji kodira enzim vazZan u sintezi kreatina.
Ustanovljena je povezanost lokusa s pojavnosti statinom inducirane miotoksi¢nosti. Nadalje
su pokusi u stani¢nim kulturama hepatocita demonstrirali da GATM moze djelovati kao
funkcionalna veza izmedu statinima posredovanog snizenja kolesterola i osjetljivosti prema

statinima inducirane miopatije [163].

6.7. Znacaj rezultata

Kako su polimorfizmi gena ABCG2 i CYP2C9 Cesti, opazeni rezultati su klinicki znacajni.
UCcestalost polimorfizma ABCG2 421C>A je ~10-15% u bijelackoj populaciji [97, 99]. Aleli
CYP2C9*2 1 *3 su takoder Cesti u bjelackoj populaciji (1% populacije su homozigotni
nosioci, a 22% su heterozigotni nosioci CYP2C9*2; 0.4% populacije su homozigotni nosioci i
15% heterozigotni nosioci CYP2C9*3; 1.4 % su heterozigotni nosioci CYP2C9*2*3) [83].
Ukoliko se rezultati predoCenog istrazivanja potvrde, iznosim smjernice koje bi se mogle
primijeniti za individualizaciju terapije fluvastatinom, atorvastatinom i simvastatinom (Slika
5-7).

6.8. Ogranicenja studije

Bolesnicima s transplantiranim bubregom cesto se u lijeCenje ukljucuje veliki broj lijekova
trebaju s oprezom primjenjivati na druge skupine bolesnika na fluvastatinu koji mogu imati
drugacije lijekove u konkomitantnoj terapiji. Farmakogeneticka predispozicija je jedan od
vise rizicnih ¢imbenika za nastanak nuspojava i treba je uzeti u obzir u prosudbi zajedno s
drugim rizi¢nim faktorima. Metoda odabira ispitanika s nuspojavama bi mogla imati utjecaj
na rezultate studije. Osigurali smo preduvjet da kontrolni ispitanici potjecu iz iste populacije
kao 1 ispitanici s nuspojavama pozivajuci prijavitelje nuspojava da ukljuce u studiju bolesnike
bez nuspojava. TeSko je ocijeniti povezanost nuspojave i lijeka u bolesnika koji uzimaju
veliki broj lijekova. PokuSali smo upravljati ovim problemom traze¢i iscrpne dodatne

podatke. Bolesnici kojima je transplantiran bubreg se pazljivo i redovno prate te se o tome
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vodi iscrpna evidencija stoga je kvaliteta trazenih podatka u transplantiranih bolesnika bila na
visokoj razini.

Rezultate ispitivanja, pogotovo one koji se prezentiraju po prvi put potrebno je potvrdit u
replikacijskim studijama na drugim ispitanicima te u drugim populacijama, Sto je slijedeci
korak. Najnovija istraZzivanja izvjeStavaju o polimorfizmu CYP3A4*22 (rs35599367 C>T u
intronu 6), s ucestalosti 5-7% u bjelackoj populaciji [164]. Dokazana je povezanost ovog
polimorfizma s nizom jetrenom ekspresijom i aktivnosti CYP3A4 te posljedi¢no ucincima na
metabolizam statina, takrolimusa i ciklosporina. Stoga bi trebalo u buduéim istrazivanjima
nuspojava statina €iji metabolizam ovisi 1 o funkciji CYP3A4, uz nove geneticke markere

dokazane u ovoj studiji, ispitati i ulogu CYP3A4*22.

Slika 5. Postupnik za primjenu simvastatina prema rezulatima genotipizacije

Propisivanje simvastatina

80 mg/dan 40 mg/dan ‘ 20 mg/dan
|
| J |
EMA 40 mg ako bolesnik 20 mg bolesnik
LTI [FERENEE Eladobioiiana istodobno uzima
testiranje zbog amlodz!n?n, e [ R
visokog rizika amlodipin
r'—l—' , s L ~ - 1 %
SLCO1IB1 TT SLC01B1 TC SLC01B1 CC

Pacijent ima geneticku predispoziciju za nastanak

Doziranje ovisno o - = =
nuspojava simvastatina

drugim riziénim
faktorima

gy I
—— 1

Alternativni statin
prema rezultatima
dodatnog genetitkog
testiranja ABCG2 |
CYP2c9

Smanjenje doze uz
pracenje CK
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Slika 6. Postupnik za primjenu atorvastatina prema rezulatima genotipizacije

Propisivanje atorvastatina u visoko rizi¢nih
bolesnika ili koji su razvili nuspojavu na
atorvastatin

Smanjena funkcija

Uredna funkcija

ABCG2 i/ili .
OATP1B1 ABCG2 i OATP1B1
. Doziranje ovisno
Smanjenje

— . o drugim rizi¢nim
doze/pracdenje CK faktorima

Zamjena statina prema
— rezultatima dodatnog
testiranja CYP2C9

Slika 7. Postupnik za primjenu fluvastatina prema rezultatima genotipizacije

Propisivanje fluvastatina u visoko rizi¢nih
bolesnika ili bolesnika koji su razvili nuspojavu
na fluvastatin

Smanjena ..
.. Uredna funkcija
funkcija ABCG2 .
i/ili CYP2C9 ABCG2 i CYP2C9
.. Doziranje ovisno
Smanjenje

o drugim rizicnim

doze/pracenje CK faktorima

Zamjena statina prema
— rezultatima dodatnog
testiranja SLCO1B1
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7. Zakljucci

1. Prezentirana studija je prva povezala utjecaj farmakogenetike na nastanak nuspojava
fluvastatina. Otkrili smo kako varijante u genima koji kodiraju metabolicki enzim
CYP2C9 1 prijenosnik ABCG2 predstavljaju farmakogeneticku predispoziciju za
nastanak nuspojava fluvastatina.

2. Rizik za nastanak nuspojava fluvastatina u nositelja varijantne gena ABCG2 421C>A
povecan je gotovo 5 puta u usporedbi s nositeljima divljeg gena.

3. CYP2C9*3 ima znaCajnu ulogu u razvoju toksi¢nosti fluvastatina dok za alel
CYP2C9*2 taj u€inak nije pokazan.

4. Rizik za nastanak nuspojava fluvastatina u podskupini bolesnika koji su nosioci
inaktivnog alela CYP2C9 i u terapiji imaju barem jedan inhibitor CYP2C9 povecava
se i za 6 puta u odnosu na bolesnike koji nisu nositelji inaktivnog alela i u terapiji
nemaju propisan lijek koji je i inhibitor enzima CYP2C9.

5. Prema nama dostupnim podacima iz literature ova studija je takoder po prvi put
pokazala utjecaj varijante gena ABCG2 na nuspojave atorvastatina i simvastatina.

6. Rizik za nastanak nuspojava atorvastatina u nositelja varijante gena ABCG2 421C>A
povecan je 4 puta u usporedbi s nositeljima divljeg gena.

7. Rizik za nastanak miotoksicnosti simvastatina u nositelja varijante gena ABCG2
421C>A povecan je 3 puta u usporedbi s nositeljima divljeg gena.

8. Za varijante gena ABCB1 i ABC2 nismo dokazali utjecaj na nastanak nuspojava
atorvastatina, fluvastatina i simvastatina.

9. Pokazana je uloga farmakogeneticke predispozicije ne samo na miotoksi¢nost statina

vec 1 na hepatotoksi¢nost.
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8. Sazetak

Inhibitori  3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim-A  (HMG-CoA) reduktaze  (statini)
najpropisivaniji su lijekovi u lijeCenju hiperkolesterolemije. U velikom broju klinickih
ispitivanja dokazana je njihova ucinkovitost u smanjivanju rizika nastanka kardiovaskularnog
dogadaja. Medutim, statini mogu imati i1 ozbiljne nuspojave kao S$to su miopatija i
rabdomioliza. Novi identificirani rizi¢ni faktori za nastanak toksi¢nosti statina su geneticke
varijante metabolickih enzima i prijenosnika. Glavni cilj rada bio je odrediti u¢inak genskih
varijanti CYP2C9, ABCB1, ABCC2, ABCG2 i SLCO1B1 na nastanak nuspojava povezanih s
primijenjenom dozom simvastatina, atorvastatina i fluvastatina. U studiju je bilo uklju¢eno
162 bolesnika koji su iskusili nuspojave povezane s dozom atorvastatina, fluvastatina i
simvastatina te 162 bolesnika koji su uzimali ispitivane statine i nisu iskusili nuspojave
(kontrolna skupina). Kontrolna skupina ispitanika je prema godinama, spolu, dozi i primjeni
ciklosporina odgovarala bolesnicima koji su razvili nuspojavu. Rezultati studije pokazuju
kako su varijante gena ABCG2 421C>A i CYP2C9*3 povezane s nastankom nuspojava
fluvastatina, a varijante gena ABCG2 421C>A i SLCO1B1 521 C>A s nuspojavama
atorvastina i simvastatina. NaSa studija je prva povezala varijante gena ABCG2 s nastankom
nuspojava statina. Nasa je studija takoder prva ispitala i pokazala vaznost farmakogeneticke

predispozicije za nastanak nuspojava fluvastatina.
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9. Summary

3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors (statins) are
widely used for the treatment of hypercholesterolemia. Their efficacy in preventing
cardiovascular events has been shown by a large number of clinical trials. However, adverse
drug reactions (ADRS), sometimes serious, including myopathy or rhabdomyolysis, are
associated with the use of statins.

Newly identified risk factors for statin induced toxicity are genetic variants of drug
metabolizing enzymes and membrane transporters. The aim of our study was to show
influence of ABCB1, ABCC2, ABCG2, SLCO1B1 and CYP2C9 gene variants on development
of atorvastatin, simvastatin and fluvastatin induced, dose related ADRs. One hundred sixty
two patients that experienced statin induced ADRs and 162 controls matched for age, gender,
dose and cyclosporine use were enrolled in the study. We found that ABCG2 421C>A and
CYP2C9*3 variants were associated with fluvastatin induced ADRs, ABCG2 421C>A and
SLCO1B1 521 C>A variants were associated with simvastatin and atorvastatin ADRs. Our
study first linked statin ADRs and ABCG2 variants. Also, our study first showed importance
of pharmacogenetic predisposition for developing fluvastatin ADRSs.
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11. Zivotopis

Rodena sam 1979. godine u Dubrovniku gdje sam zavrsila opéu gimnaziju. 2004. godine
diplomirala sam na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu u Zagrebu, smjer farmacija.
Nakon zavrsenog fakulteta odradila sam staz u ljekarni. U razdoblju od 2004. do 2007.
sudjelujem na projektu Europske unije TEMPUS "New Pharmacy Curricula Development

and Implementation™.

Od 2005. godine zaposlena sam u Odsjeku za farmakovigilanciju 1 racionalnu
farmakoterapiju Agencije za lijekove i medicinske proizvode (HALMED). 2012. godine
postajem glavni koordinator Povjerenstava za sigurnu primjene lijekova HALMED-a. 2007,
godine na Medicinskom fakultetu sam upisala doktorski studij Biomedicina i zdravstvo, a
2012. magisterij Farmakovigilancija i farmakoepidemiologija u organizaciji konzorcija

EU2P u kojem sudjeluje 7 europskih fakulteta.

Objavila sam cetiri znanstvena rada ¢iji sam prvi autor. Dva rada su objavljena u ¢asopisima
koje citira Current Contents i dva u ¢asopisu koji citira Science Citation Index. Sudjelovala
sam na nekoliko medunarodnih i domacih znanstvenih skupova. Na 2. Zajedni¢kom
kongresu EFLM i UEMS dobila sam prvu nagradu za najbolji poster pod naslovom ,,ABCG2

gene variant and fluvastatin adverse drug reactions in renal transplant recipients®.
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