UNIVERZITET U BEOGRADU

FARMACEUTSKI FAKULTET

Dragana T. BaCkovi¢

UTICAJ CYP2C19*2 VARIJANTE GENA NA
TERAPIISKI ODGOVOR U TOKU PRIMENE
KLOPIDOGRELA KOD BOLESNIKA SA
STENOZOM KAROTIDNIH ARTERIJA

doktorska disertacija

Beograd, 2017.



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF PHARMACY

Dragana T. BaCkovi¢

INFLUENCE OF CYP2C19*2 GENE VARIANT
ON THERAPEUTIC RESPONSE DURING
CLOPIDOGREL TREATMENT IN PATIENTS
WITH CAROTID ARTERY STENOSIS

Doctoral dissertation

Belgrade, 2017.



Clanovi komisije:

Dr Svetlana Ignjatovi¢, mentor

redovni profesor, Univerzitet u Beogradu-Farmaceutski fakultet

Dr Mirjana Kovac

naucni saradnik, Institut za transfuziju krvi, Beograd

Dr Dragoslav Nenezic¢

redovni profesor, Univerzitet u Beogradu-Medicinski fakultet

Dr Ljiljana Rakicevi¢

vi$i naucni saradnik, Institut za molekularnu genetiku i genetic¢ko inZenjerstvo, Beograd

Kandidat:

Dragana Backovi¢
Farmaceutski fakultet
Univerzitet u Beogradu

Datum odbrane:




Zahvalnica

Ova doktorska disertacija nije rezultat samo mog rada.

Prvo, bih Zelela da zahvalim svom mentoru prof. dr Svetlani Ignjatovi¢ na ogromnom znanju i
iskustvu koje mi je nesebicno prenosila tokom svih godina nase saradnje. Zahvaljujem na
strpljenju i pomo¢i u svim fazama izrade i pisanja doktorske disertacije, dragocenim savetima
i slobodi u radu koju sam imala.

Posebnu zahvalnost upuéujem prof. dr Nadi Majki¢-Singh na mentorstvu tokom i nakon
redovnih studija i na bezuslovnoj podrsci mojoj profesionalnoj karijeri.

Veliku zahvalnost dugujem dr Mirjani Kovac, koja je imala klju¢nu ulogu u definisanju teme,
planiranju istraZivanja i izradi doktorske disertacije. Ukazala mi je poverenje, podelila sa
mnom svoju ideju i verovala u mene, kao i u to da ce rezultati ovog projekta ugledati svetlost
dana. Uloga dr Mirjane Kova¢ u ovom radu od neprocenjive je vaznosti. Dugujem joj
neizmernu zahvalnost za sve Sto me je naucila, za bezgrani¢nu pomod, strpljenje, za duge i
smislene diskusije, ohrabrenja i vreme koje mi je posvetila tokom izrade i pisanja doktorske
disertacije. Takode, njena nepresusna energija stimulisala me je da istrajem i na pravi nac¢in
zavrsim ovaj rad. Posebno sam joj zahvalna na podrsci i prijateljskim savetima u trenucima
kada je to bilo najpotrebnije mojoj porodici.

Ovo istraZivanje ne bi bilo moguce bez uspesne saradnje sa akademikom prof. dr Pordem
Radakom, pa mu ovom prilikom zahvaljujem na ukazanom poverenju, na volji i strpljenju da
mi pomogne u savladavanju klinickih aspekata disertacije. Posebno zahvaljujem na
sugestijama i pomo¢i u svim fazama eksperimentalnog rada i tokom publikovanja rezultata
istraZivanja.

Zahvaljujem celokupnom kolektivu SluZbe za transfuziju krvi Instituta za kardiovaskularne
bolesti ,Dedinje” na ukazanom gostoprimstvu i izuzetnoj saradnji.

Duboku zahvalnost dugujem dr Branku Caliji na dugogodisnjoj saradnji, nesebi¢noj podrsci i
ogromnom znanju koje je podelio sa mnom. Zahvaljujuéi svom velikom iskustvu, dr Branko
Calija je svojim korisnim komentarima i sugestijama ucestvovao u kreiranju projekta i
realizaciji istraZivanja i pomogao da ova disertacija bude kvalitetnija i sveobuhvatnija.

Veliko hvala upucujem dr Evgeniji Strugarevi¢ na odabiru bolesnika i prikupljenim uzorcima i
podacima. Bez njene pomoci kako u eksperimentalnom radu, tako i u resavanju brojnih
problema na koje smo nailazili, ne bih uspela da zavrsim ovu disertaciju.

Izuzetnu zahvalnost dugujem dr Dragici Radojkovi¢ i njenim kolegama na Intitutu za
molekularnu genetiku 1 geneticko inZenjerstvo na pruZenoj mogucnosti da deo
eksperimentalnog rada ove doktorske disertacije odradim u njihovoj laboratoriji. Posebnu
zahvalnost upucujem dr Ljljani Rakicevi¢ na razumevanju, dragocenoj pomo¢i i sugestijama
tokom sprovodenja istraZivanja, sumiranja rezultata, publikovanja rezultata istraZivanja i
izradi ove disertacije, kao i na re¢ima podrske i ohrabrenja koje su mi puno znacile. Time je i
njen doprinos ovom radu neprocenjiv.



Iskrenu zahvalnost upucujem i prof. dr Dragoslavu Nenezicu, sto je prihvatio da ucestvuje u
izradi ove disertacije kao ¢lan komisije. Njegove sugestije i korekcije bile su mi od velike
pomoci, kao i diskusije o primeni dobijenih rezultata u disertaciji u svakodnevnom radu
vaskularnih hirurga.

Zahvalnost dugujem i Tamari Backovic, koja je lektorskim i korektorskim intervencijama
doprinela kvalitetu disertacije.

I na kraju, Zelim da zahvalim svojim roditeljima na bezuslovnoj ljubavi koju su mi pruZali svih
ovih godina i na tome $to su me uvek pratili u mojim odlukama i mojim snovima.

Nedostaju mi reci kojima bih zahvalila svojoj porodici - suprugu Nikoli i deci Dusanu i Martiji.
Sve $to bih napisala umanjilo bi njihovu ulogu u mom Zivotu.



UTICAJ CYP2C19*2 VARIJANTE GENA NA TERAPIJSKI
ODGOVOR U TOKU PRIMENE KLOPIDOGRELA KOD
BOLESNIKA SA STENOZOM KAROTIDNIH ARTERIJA

Rezime

Aterosklerotske promene karotidnih arterija su najces¢i uzrok mozdane ishemije.
Karotidna endarterektomija (KE) predstavlja efektivan tretman stenoze karotidnih arterija
i danas je najceSc¢i operativni zahvat za prevenciju mozdanog udara. Jo$ uvek se kod 2%-
5% bolesnika razvija tromboza karotidnih arterija u perioperativnhom periodu i dvojna
antitrombocitna terapija (aspirin i klopidogrel) znacajno smanjuje rizik od razvoja
mozdanog udara posle KE. Medutim, i pored dokazane klinicke efikasnosti ovih lekova,
znacajan broj bolesnika nema dobar terapijski odgovor na aspirin i/ili klopidogrel. U
literaturi, prevalenca rezistencije na klopidogrel varira od 5% do 44% i najveca je kod
bolesnika sa mozdanim udarom. CYP2C19 enzim je ukljuen u oba oksidaciona procesa
metabolizma klopidogrela. Nekoliko farmakogenetickih studija je pokazalo da osobe koje
su nosioci CYP2C19*2 alela imaju smanjeno stvaranje aktivnog metabolita klopidogrela i
visoku reaktivnost trombocita, Sto dovodi do povecanja rizika od razvoja neZeljenih
kardiovaskularnih dogadaja. Medutim, postoje studije koje nisu ukazale na uticaj CYP2C19
genotipa na klinicki efekat klopidogrela niti na prediktivnu vrednost CYP2(C19*2 varijantne

gena.

Glavni cilj ove studije je bio da se ispita povezanost terapijskog odgovora na
antitrombocitni lek klopidogrel, koji je pracen laboratorijskim ispitivanjem agregacije
trombocita, i prisustva CYP2C19*2 varijante gena i da se utvrdi uticaj genetskih i
negenetskih faktora na reaktivnost trombocita kod bolesnika sa stenozom karotidnih

arterija kod kojih je izvrSena karotidna endarterektomija.

U istrazivanju efekat antiagregacijskog leka klopidogrela pracen je ADP-
indukovanom agregacijom trombocita. Vrednosti testa ocekivano su opadale tokom prvih
mesec dana tretmana i pokazana je statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti ADP-

indukovane agregacije trombocita dobijene pre hirurSke intervencije, dvadeset cetiri ¢asa



nakon uzimanja prve doze klopidogrela (75 mg), sedmog i tridesetog dana od uvodenja
terapije (P<0,001). Dvadeset Cetiri ¢asa nakon uzimanja prve doze klopidogrela, povecana
reaktivnost trombocita detektovana je kod 75,9% bolesnika, da bi broj bolesnika, koji imaju
lo$ terapijski odgovor na klopidogrel, pao na Cetvrtinu ispitivane populacije posle

tridesetog dana uzimanja terapije.

Zastupljenost CYP2C19*2 alela u ispitivanoj populaciji je 26,8%. Nosioci CYP2C19*2
varijante gena imali su znacajno vece vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita u
odnosu na bolesnike koji nisu nosioci pomenutog alela tokom perioda pracenja. Kod
nosioca CYP2(C19*1/*1 genotipa, vrednosti testa pokazuju tendenciju pada u toku vremena.
Kod nosioca CYP2(C19*2 varijante gena, zapaZeno je opadanje agregabilnosti trombocita
tokom prvih sedam dana uzimanja terapije, dok u periodu od sedmog do tridesetog dana
uzimanja klopidogrela nije zapaZena promena agregabilnosti trombocita (P=0,241). 46,7%
bolesnika medu nosiocima CYP2(C19*2 alela imali su loS$ terapijski odgovor na klopidogrel
30 dana terapije klopidogrelom, odnosno 17,1% bolesnika u grupi nosioca wild type

genotipa (P=0,001).

Pokazano je da su prisustvo CYP2(C19*2 varijante gena i visok nivo ukupnog
holesterola nezavisni faktori rizika loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel. Bolesnici
koji su nosioci CYP2(C19*2 varijante gena imaju skoro 4,5 puta veci rizik da ¢e nakon 30
dana uzimanja klopidogrela imati lo§ odgovor na lek u odnosu na bolesnike sa wild type
genotipom. Analizom ROC krive, utvrdeno je da model, koji ukljuCuje nivo ukupnog
holesterola i prisustvo CYP2C19*2 varijante gena, moze biti prediktor loSeg odgovora na
klopidogrel 30 dana nakon uzimanja leka. U ovom istraZivanju, 25,4% interindividualne
varijabilnosti u terapijskom odgovoru na lek objaSnjeno je holesterolom i prisustvom
pomenutog alela. Dakle, znacajan deo varijabilnosti je ostao neobjasnjen, odnosno faktori
rizika su ostali nepoznati.

Klju¢ne reci: stenoza Kkarotidnih arterija, karotidna endarterektomija, klopidogrel,
reaktivnost trombocita, CYP2C19*2, faktori rizika

Naucna oblast: Medicinske nauke - farmacija
UZa naucna oblast: Medicinska biohemija

UDK broj: 577.21:615.22:616.133-085(043.3)



INFLUENCE OF CYP2C19*2 GENE VARIANT ON
THERAPEUTIC RESPONSE DURING CLOPIDOGREL
TREATMENT IN PATIENTS WITH CAROTID ARTERY

STENOSIS

Abstract

Carotid artery atherosclerosis is one of the many causes of acute ischemic stroke.
Carotid endarterectomy (KE) is the standard treatment for carotid stenosis and is the most
frequently performed operation to prevent stroke. Perioperative carotid thrombosis
remains a significant problem in 2%-5% of patients and dual antiplatelet therapy, including
aspirin and clopidogrel, has a potential role in reducing the risk of stroke after KE. Despite
their proven clinical effect, a considerable number of patients don’t have an adequate
response to aspirin, clopidogrel or both. According to published data, the prevalence of
clopidogrel resistance varies from 5% and may be as high as 44% in patients with acute
ischemic stroke. The CYP2C19 enzyme is involved in both oxidative steps of clopidogrel
metabolism. Several pharmacogenomic studies have demonstrated that individuals who
are carriers of CYP2C19*2 allele have a reduced conversion of clopidogrel into its active
metabolite and higher platelet reactivity, which increases the risk of adverse
cardiovascular events. However, there are contrasting conclusions in the literature
regarding the predictive value of the CYP2(C19*2 variant allele

The aim of this study was to determine the prevalence of low responsiveness to
clopidogrel and to identify risk factors, both genetic (CYP2C19*2) and non-genetic, for low
responsiveness based on platelet function testing in patients with carotid artery stenosis
undergoing KE.

ADP-induced platelet aggregation was used to analyze the effect of clopidogrel. ADP-
induced platelet aggregation showed a tendency of decline during the first month of
treatment and the values of platelet aggregation obtained before the KE. Twenty four hours
after the first dose of the clopidogrel, 7 and 30 days of taking the drug were statistical
significantly different (P<0,001). In the study group, the number of patients with high



platelet reactivity declined from 79.5% after 24 h to about a quarter of the patients after 30
days of clopidogrel treatment.

In the study group, CYP2C19*2 genotype frequency was 26.8%. The platelet
aggregation was significantly higher in patients carrying CYP2(C19*2 allele than in the group
of non-carriers in all three measurements. In the group with wild type, ADP-induced
platelet aggregation showed a tendency of decline over time. In patients with the
CYP2C19*2 allele, the decline of platelet aggregation was observed 7 days after clopidogrel
and remained largely unchanged in the last measurement performed 30 days after
clopidogrel intake (P=0,241). 46,7% of those who were carriers of this allele had low
response to clopidogrel after 30 days of taking the drug, in contrast to 17,1% of patients
who were not carriers of the CYP2C19*2 variant (P=0,001).

CYP2C19*2 variant allele and high total cholesterol were shown to be the only
independent risk factors for low responsiveness to clopidogrel. The risk for being a
clopidogrel low-responder is 4.5-fold higher for heterozygous for the CYP2C19*2 allele
compared to homozygous for wild type after 30 days of taking the drug. Using ROC
analysis, it has been found that a model that includes total cholesterol levels and the
presence of CYP2C19*2 gene variant may be a predictor of a low clopidogrel
responsiveness 30 days after taking the drug. However, a combination of these factors was
responsible for 25,4% of the interindividual variability and most of the variation in platelet

response to clopidogrel remains unexplained.

Key words: carotid artery stenosis; carotid endarterectomy; clopidogrel; platelet reactivity;
CYP2C19*2; risk factors.

Field of science: Medical sciences - Pharmacy
Scientific subfield: Medical biochemistry
UDK number: 577.21:615.22:616.133-085(043.3)



LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

GP - glikoproteinski receptori

vWI - von Willebrandov faktor

ADP - adenozin difosfat

ATP - adenozin trifosfat

TXAZ2 - tromboksan A2

PGG2 - prostaglandin G2

PGH2 - prostaglandin H2

cAMP - cikli¢ni adenozin monofosfat

AMP - adenozin monofosfat

IP3 - inozitol trifosfat

DAG - diacilglicerol

PI3K - fosfatidilinozitol 3 kinaza

LDL - low density lipoprotein

TIA - tranzitorni ishemijski atak

KE - karotidna endarterektomija

KAS - karotidna agioplastika sa ugradnjom stenta
AHA - American Heart Association

ASA - American Stroke Association

ACE - angiotensin konvertujuci enzim

MES - mikroembolijski signal

CYP P450 - citohrom P450

AKS - akutni koronarni sindrom

PKI - perkutana koronarna intervencija

VASP - vazodilatator stimulirajuci fosfoprotein
ACCF - American College of Cardiology Foundation
PON1 - paraoksonaza 1

CES1 - karboksilesteraza 1

LTA - svetlosna transmitovana agregometrija (light transmittance aggregometry)



MEA - Multipla elektrodna agregometrija

ITM - indeks telesne mase

TRAP - peptid aktivator trombinskog receptora
ALT - alanin-aminotransferaza

AST - aspartat-aminotransferaza

PGE2 - prostaglandin E2

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

ROC - receiver operating curve

HDL - high density lipoprotein
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Uticaj CYP2C19*2 varijante gena na terapijski odgovor u toku primene klopidogrela kod bolesnika sa stenozom karotidnih arterija

1.UVOD

1.1. Trombociti

Trombociti predstavljaju fundamentalnu komponentu procesa hemostaze. To su
krvne celije bez jedra, diskoidnog oblika dijametra od 2 do 3 pm. Imaju bledoplavu

citoplazmu sa crvenkasto-ljubi¢astim granulama (1,2).

Trombociti vode poreklo od maticne Ccelije hematopoeze, koja u sklopu
diferencijacije i sazrevanja daje zajednicku mijeloidnu progenitor ¢eliju; u daljem toku
diferencijacije ona prelazi u morfoloski prepoznatljivu ¢celiju megakarioblast. Iz
megakarioblasta dalje nastaje promegakariocit i megakariocit (3). Trombociti predstavljaju
fragmente citoplazme megakariocita i nastaju u kostnoj srzi, ali i u plu¢ima iz
megakariocita koji su putem krvi dosli iz kostne srzi u plu¢a (oko 50%) (4). Makrofage
kostne srzi, jetre i slezine odgovorne su za razgradnju ovih krvnih cCelija. Za proces

stvaranja trombocita potrebno je oko 72h, a njihov Zivotni vek traje od 7 do 10 dana (3,5).

Broj trombocita u cirkulaciji krec¢e se od 150000 do 400000/pL. Dnevno je potrebno
da nastane 15x1010 trombocita kako bi se odrzao potreban broj u cirkulaciji. U

trombocitima razlikujemo:
e membranu koja omogucava adheziju i agregaciju trombocita,
e citoskelet odgovoran za kontrakciju i

e organele odgovorne za sekretornu ulogu trombocita (6) (Slika 1).
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Slika 1. Struktura trombocita (Preuzeto iz: Zapata JC, Cox D, Salvato MS. The Role of
Platelets in the Pathogenesis of Viral Hemorrhagic Fevers. PLoS Negl Trop Dis 2014;8:
e2858)

Na svojoj povrsini trombociti sadrZe glikoproteinske (GP) receptore za razli¢ite adhezivne

molekule. Najznacajniji trombocitni receptori su:
e GPIb/IX/V - receptor za vezivanje von Willebrandovog faktora (vWf),

e GP IIb/Illa - receptor za vezivanje fibrinogena, ali u manjoj meri i za vezivanje vWf,

fibronektina, trombospondina,
e GP VI-receptor za vezivanje kolagena,
e GPV - receptor za vezivanje trombina,
e GP IV - receptor za vezivanje kolagena I i trombospondina(6).

Aktinski filamenti, miozin i drugi kontraktilni proteini odrzavaju oblik trombocita i

potpomazu retrakciju trombocitnog koaguluma.

Trombociti sadrze tri tipa granula: alfa granule, delta (guste) granule i lizozomi koji
sadrZe kisele hidrolaze. Alfa granule sadrze molekule koji pospeSuju adheziju trombocita,

faktore koagulacije (fibrinogen, vWf{, faktor V) i trombocitne specificne proteine (beta-
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tromboglobulin, trombocitni faktor 4, trombocitni faktor rasta, trombospondin). Adenozin
difosfat (ADP), adenozin trifosfat (ATP), kalcijum, serotonin, kateholamini nalaze se u delta
granulama i odgovorni su za amplifikaciju aktivacije trombocita. SadrZaj granula se
oslobada iz aktiviranih trombocita i vazan je za stimulaciju trombocitne agregacije i za

procese koagulacije (1,3).

1.1.1. Uloga trombocita

Trombociti zajedno sa vWf ucestvuju u primarnoj hemostazi stvarajuci trombocitni
koagulum. Ukoliko je povreda endotelnog zida krvnog suda mala, taj koagulum moZe da
zaustavi krvarenje. Ukoliko je oStecenje vece, potrebna je i aktivacija proteina koagulacione
kaskade (sekundarna hemostaza) koja dovodi do konverzije fibrinogena u fibrin, a njegova

polimerizacija dovodi do formiranja koaguluma (1).

Formiranje trombocitnog koaguluma nakon povrede zida krvnog suda odvija se u tri

faze: adhezija, aktivacija i sekrecija (7) (Slika 2).
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Slika 2. Aktivacija i agregacija trombocita (Preuzeto iz: Bermudez P, Beushausen M,
Horan M. Management of Inherited, Acquired, and latrogenically Induced Coagulopathies in
Oral Surgery. A Textbook of Advanced Oral and Maxillofacial Surgery Volume 3, Prof.
Mohammad Hosein Kalantar Motamedi (Ed.). InTech 2016)

Ostecenje endotela dovodi do izlaganja subedotelnog kolagena. Trombociti se vezuju za
kolagen direktno preko svog receptora GP VI ili indirektno preko vWf multimera koji se
preko A3 domena vezuju za kolagen, a preko A1l domena za GP Ib-IX/V trombocitne
receptore, dovode¢i do adhezije trombocita. Trombociti menjaju svoj oblik povecavajuci
svoju povrSinu nekoliko puta ispoljavanjem pseudopoda (Slika 3) (8). Kontrakcijom
mikrotubula dolazi do izbacivanja sadrZaja granula i aktiviranja ostalih trombocita.
Sekrecija sadrZaja dovodi do medusobne interakcije trombocita, formiranja agregata
trombocita i trombocitnog koaguluma (3). Agonisti ADP, trombin i tromboksan A2 (TXA2)

odgovorni su za aktivaciju trombocita.
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Slika 3. Neaktivni, delimi¢no aktivni i aktivni trombociti slikani elektronskim
mikroskopom (Preuzeto iz: Kroll MH, Afshar-Kharghan V. Platelets in pulmonary vascular

physiology and pathology. Pilm Circ. 2012;2:291-308.)

Pri dodiru trombocita kolagenom oSteéenog krvnog suda dolazi do aktivacije
fosfolipaze A2 Kkoja stvara arahidonsku kiselinu iz fosfolipida membrane trombocita.
Delovanjem enzima ciklooksigenaze stvaraju se endoperoksidi, prostaglandin G2 (PGG2) i
prostaglandin H2 (PGH2). Delovanjem enzima tromboksan sintetaze iz PGH2 nastaje TXAZ2,
koji dovodi do lokalne vazokonstrikcije, stimulacije agregacije trombocita i oslobadanja
sadrZaja iz granula. TXAZ je nestabilan i brzo prelazi u neaktivhu formu TXB2.
Ciklooksigenazom iz PGG2 dolazi do stvaranja prostaglandina 12 (prostaciklin) koji
predstavlja antagonistu agregacije trombocita i njegova primarna sinteza je u endotelnim
¢elijama. Trombociti primarno stvaraju TXA2 koji, vezujuéi se za tromboksan receptore,
dovodi do aktivacije fosfolipaze C, povecanja intracelularnog kalcijuma i do oslobadanja

ADP molekula iz deltra granula trombocita (1, 3).

Trombocitna aktivnost je modulisana regulatornim molekulima, kao Sto je cikli¢ni
adenozin monofosfat (cCAMP). Trombociti sadrze adenilat ciklazu, enzim koji konvertuje
ATP u cAMP, kao i ciklicnu nukleotid fosfodiesterazu; ona prevodi cAMP u adenozin
monofosfat (AMP) kontroliSuéi intracelularnu koncentraciju cAMP. cAMP stimuliSe protein

kinazu dovode¢i do fosforilizacije sistema ATP - zavisnih Kkalcijumovih pumpi koje
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uklanjaju jone kalcijuma iz citozola. cAMP inhibira promenu oblika i adheziju trombocita,

sekreciju i agregaciju trombocita (9).

Smatra se da aktivirani trombociti kolagenom ili ADP-om dovode do proteoliticke
aktivnosti faktora XII i faktora XI i tako ucestvuju u aktivaciji faktora X. Studije su pokazale i
da specificne grupe receptora na membrani aktiviranih trombocita vezuju faktor [Xa, faktor
VlIlIa i faktor X omogucavajuci i na taj nacin aktivaciju faktora X. Smatra se da povrSina
aktiviranih trombocita ima i protektivnu ulogu jer Stiti koagulacione proteaze od njihovih
inhibitora. Oni dovode i do lokalizacije koagulacionih reakcija na povrSini trombocita i

lokalnog stvaranja trombina na mestu povrede krvnog suda (9).

1.1.2. Adenozin difosfat (ADP)

ADP se deponuje u delta granulama u trombocitima. Koliko je vazna njegova uloga
agoniste aktivnosti trombocita govori studija koja je pokazala da prazni depoi ADP-a u
trombocitima ili disfunkcija ADP trombocitnih receptora dovodi do krvarenja. ADP dovodi
do promene oblika trombocita, sekrecije granula i agregacije trombocita, do
konformacionih promena i ekspresije vezujueg mesta za fibrinogen na receptoru GP

[Ib/Il1a.
ADP ostvaruje efekat vezujuci se za svoje receptore na trombocitima i dovodi do:

e inhibicije adenilat ciklaze stimuliSu¢i Gai protein i smanjuju¢i koncentraciju

intracelularnog cAMP,

e stvaranja inozitol trifosfata (IP3) dovodec¢i do mobilizacije kalcijuma iz Celijskih

depoa,

e oslobadanja arahidonske kiseline dovodec¢i do stvaranja TXAZ i aktivacije

fosfolipaze A2 (10).

Smatra se da ADP svoj efekat ispoljava vezujuci se za tri purinergicka receptora: P2Y1,
P2Y12 i P2X1 (11). Uloga P2X1 receptora u procesima aktivacije trombocita ispoljava se

kroz ATP agonistu koji se primarno vezuje za ovaj receptor i dovodi do povecanja
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intracelularne koncentracije jona kalcijuma dovoljne za promenu oblika trombocita, ali ne i

za proces agregacije. ADP igra ulogu antagoniste tog receptora (10).

1.1.3. P2Y receptori

P2Y receptori pripadaju grupi P2 receptora povezanih sa G proteinom. P2Y1 receptor je
povezan sa Gq proteinom. Kad je receptor aktiviran ADP-om, dolazi do stimulacije
fosfolipaze C, koja dovodi do stvaranja IP3 i diacilglicerola (DAG). IP3 oslobada jone
kalcijuma iz depoa u trombocitima. DAG aktivira protein kinazu C koja dovodi do
fosforilizacije proteina, sekrecije granula i ekspresije receptora za fibrinogen. P2Y1 menja

oblik ¢elije i izaziva brzu agregaciju trombocita (10, 12).

P2Y12 je povezan sa Gai2 proteinom cija stimulacija dovodi do inhibicije adenilat
ciklaze i aktivacije fosfatidilinozitol 3 kinaze (PI3K) i nema znacajnu ulogu u promeni

oblika trombocita (13). Medutim, kad je P2Y12 receptor stimulisan ADP-om, to dovodi do:
e stvaranja TXAZ2 i oslobadanja sadrzaja iz delta granula,

e konformacionih promena receptora GP Ila/Illb i ispoljavanja vezujuceg mesta za

fibrinogen na povrsini ¢elija,
e amplifikacije agregacije trombocita,
e ekspresije P selektina na povrsini trombocita i
e ima prokoagulantnu aktivnost (8,10).

Posto se smatra da ima centralnu ulogu u formiranju koaguluma, ovaj receptor predstavlja

ciljani molekul za antritrombocitnu terapiju.

1.2. Ateroskleroza

Ateroskleroza je dugotrajan proces pracen hroni¢nim inflamatornim procesima unutar

zida krvnih sudova, koji dovode do zadebljanja zida, stenoze lumena i distalne ishemije
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(14). Ateroskleroza predstavlja kompleksan proces povezan sa brojnih faktorima rizika
koji mogu biti promenljivi (puSenje, poremecaj u toleranciji glukoze, gojaznost, hormonski
status, arterijska hipertenzija, rezistencija na insulin) i faktorima rizika na koje ne moZemo

uticati (pol, rasa) (15).
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Slika 4. Razvoj aterosklerotskog plaka (Preuzeto iz: Madamanchi N, Vendrov A, Runge M.
Oxidative Stress and Vascular Disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005;25:29-38)

Proces aterogeneze zapocCinje dejstvom faktora rizika za aterosklerozu dovodeci do
oStecenja endotela i nastanka endotelne disfunkcije koji je praéen promenom
permeabilnosti i abnormalnom sekretornom aktivnoS¢u endotelnih celija (14). Oslobodeni
citokini iz endotelnih celija dovode do ekspresije adhezivnih molekula na povrsini
endotela, za koje se vezuju prvenstveno monociti koji migriraju u intimu, gde diferenciraju
u makrofage i ispoljavaju receptore za modifikovane lipoproteine male gustine (Low
density lipoprotein - LDL). Lipidi iz cirkulacije prolaze kroz endotel i taloZe se u intimi
oStecujuci i endotelni i glatki miSi¢ni sloj, Sto dovodi do jo$ veceg ulaska lipida u intimu. U
arterijskoj intimi lipoproteinske partikule podleZu modifikaciji procesima oksidacije i
glikolizacije (u prisustvu hiperglikemije) (16). Endotelne celije zajedno sa monocitima i
makrofagama proizvode slobodne radikale koji oksidiSu LDL molekule (17). Oksidovane
LDL molekule imaju izraZen aterogeni potencijal. Makrofage nekontrolisano preuzimaju
holesterol iz LDL molekula i nastaju depoi lipida koji daju penast izgled C¢elijama.
Modifikovani LDL se vezuje za receptore hvatace (scavanger receptori) na makrofagama

koji preuzimaju Cestice u ogromnim kolicinama. Daljom akumulacijom holesterola, koji se
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akumulira ne samo u ,penastim Celijama” vec i ekstracelularno, nastaju masne pruge na
mestu lokalizovane endotelne disfunkcije (15,18). Ove lezije su reverzibilne, ne suzavaju
lumen i ne dovode do klini¢kih simptoma. U stadijumu masnih pruga veliki broj penastih
¢elija migrira nazad u cirkulaciju zbog Cega se smatra da ovaj proces ima zaStitnu ulogu i da
sluZi za ciS¢enje zidova krvnih sudova od naslaga lipida koji su u subendotel prodrli iz
cirkulacije. Tranzitorne lezije nastaju pri dugotrajnom dejstvu aterogenih faktora rizika i
sadrze, pored penastih cCelija, i lipidno jezgro. Fagocitoza oksidativnih LDL molekula
aktivira makrofage koje luenjem citokina i faktora rasta stimulisu proliferaciju i migraciju
glatkih misi¢nih celija iz medije u intimu (14,18). Celije glatkih mi$i¢a produkuju
ekstracelularni matriks-kolagen, Sto vodi ka stvaranju fibrozne kape i aterosklerotskog
plaka. Aterosklerotski plak ¢ini osnovica od glatkih miSi¢nih celija i jezgro s penastim
¢elijama, od kojih procesom nekroze ostaju naslage lipida; one Cine lipidni bazen oko kog se
nalazi fibrozna kapa. Od debljine fibrozne kape zavisi stabilnost plaka. Plak s tankom
opnom lako moZe da pukne, narocito na krajevima, i da dovede do izlivanja lipidnog

sadrzaja u lumen krvnog suda, distalne embolizacije i lokalne tromboze (14,15).

Kompleksna interakcija izmedu trombocita, inflamatornih ¢elija, vaskularnih ¢elija i
hemokina takode ima veliku ulogu kod formiranja arterosklerotskog plaka. Trombociti
dovode do sekrecije hemokina i njihovih prekursora iz endotelnih celija, koji aktiviraju
vaskularne Celije i prate proces angiogeneze. Medutim, bilo kao primarni uzrocnik bilo kao
posledica, aktivacija trombocita je povezana i sa oSteCenjima aterosklerotskog plaka (19).
Huo i saradnici su pokazali da interakcija aktiviranih trombocita dovodi do pogorsanja
aterosklerotske lezije, ispoljavanjem receptora na povrSini trombocita koji dovode do
regurgitacije mononukleranih celija (19,20). Trombocitni faktor 4, najzastupljeniji
trombocitni hemokin, korelira sa ozbiljnoscu lezije, ukazujuci na to da aktivnost trombocita
moZe da doprinese razvoju vaskularnih lezija. Zato je opravdana upotreba hronicne

antitrombocitne terapije kod pacijenata s visokim rizikom od ateroskleroze (19).

Tromboza predstavlja proces patolosSkog stvaranja koaguluma unutar krvnog suda u
odsustvu krvarenja. Tri najvaznija predisponirajuca faktora koji dovode do tromboze,
poznata kao Virchowljeva trijada, jesu oStecenje zida krvnog suda, poremecaj toka krvi i

patoloski izmenjena koagulabilnost krvi. Do oStecenja zida krvnog suda najc¢eSce dolazi
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zbog rupture aterosklerotskog plaka ili njegove erozije. OStecenje krvnog suda dovodi do
vazokonstrikcije koja je pracena adhezijom i aktivacijom trombocita i stvaranjem fibrina.
Arterijska tromboza je obi¢no povezana sa aterosklerozom. Arterijski tromb se uglavnom
sastoji od trombocita i leukocita zarobljenih u fibrinskoj mrezi. Deo tromba koji se odvoji
od osnove putuje kao embolus kroz krvotok i kad zastane, u krvnim sudovima izaziva

ishemiju i infarkt (17).

1.3. Karotidna bolest

Karotidna bolest se najceS¢e manifestuje kao aterosklerotska stenoza karotidne arterije
(21). Klinicki relevantna stenoza karotidnih arterija koja poveéava rizik od mozdane

ishemije definisana je kao stenoza veca od 50% (22).

Blood clot lodges in
cerebral artery, causing
a stroke \

Blood clot breaks A
off and travels ‘ l’

Diseased [ 4%
carotid

Slika 5. Aterosklerotska stenoza karotidne arterije (Preuzeto iz: mayoclinic website)

Aterosklerotske promene karotidnih arterija su najces¢i uzrok moZdane ishemije jer
dovode do limitiranog protoka krvi kroz lumen arterija. Na taj nacin dolazi do cerebralne
hipoperfuzije ili do razvoja tromboembolijskog dogadaja usled rupture aterosklerotskog
plaka (Slika 5) (23). Oko 20% do 30% ishemijskih mozZdanih udara desi se usled karotidne
bolesti (24,25), a oko 80% ovih slucajeva dogodi se kod asimptomatskih bolesnika koji nisu

imali mozdani udar ili tranzitorni ishemijski atak (TIA) (22). Prevalenca karotidne bolesti

10
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varira od geografske lokacije zbog kulturoloskih, genetskih i socijalnoekonomskih razlika

(23).

Stenoza karotidnih arterija moZe biti simptomatska ili asimptomatska. Simptomatska
karotidna bolest pracena je neuroloskim dogadajima i moZe se manifestovati kao epizode
TIA, prolaznog gubitka vida ili ishemijskog moZdanog udara (26). Tranzitorni ishemijski
atak je akutni reverzibilni poremecaj neuroloskih funkcija sa simptomima koji traju manje
od dvadeset Cetiri Casa, a izazvani su cerebralnom ishemijom. MoZdani udar predstavlja
akutni neuroloski deficit sa simptomatologijom duZom od dvadeset Cetiri ¢asa i moze biti
izazvan cerebralnom ishemijom ili krvarenjem. Karotidna bolest koja nije pra¢ena nijednim
neuroloskim simptomom definisana je kao asimptomatska i razvija se sporo, uz
istovremeno uspostavljanje kolateralnog krvotoka (27). Asimptomatska karotidna stenoza
jedan je od najboljih indikatora generalizovane aterosklerotske bolesti (28). Prevalenca
asimptomatske stenoze karotidnih arterija znacajna je kod bolesnika s koronarnom
arterijskom boles¢u (11%-26%) i kod periferne arterijske bolesti (25%-49%) (22). Svaki
Cetvrti bolesnik s perifernom arterijskom okluzivnom boles¢u ima i stenozu karotidnih

arterija vecu od 70%, pri cemu je 90% tih pacijenata bez simptoma (27).

Ta Kklasifikacija je veoma vazna zato S$to prognoza i lecenje zavise od tipa karotidne
bolesti. Kod bolesnika sa simptomatskom stenozom karotidnih arterija (ukoliko primaju
samo medikamentoznu terapiju nakon ishemijskog dogadaja), rizik od ponovnog
moZzdanog udara ili TIA je veoma veliki i najveci je tokom prvih dana i nedelja, kada je rizik
od moZdanog udara viSe od 100 puta veéi nego kod pacijenata sa asimptomatskom

karotidnom boleScu (28).

1.3.1. Dijagnostika i leCenje karotidne bolesti

Karotidna angiografija je zlatni standard za dijagnostikovanje karotidne stenoze.
Medutim, u danaSnje vreme se najc¢eS¢e koriste neinvazivne metode za procenu stepena
stenoze (29). Duplex ultrasonografsko ispitivanje karotidnih arterija predstavlja

neinvazivnu, pouzdanu i preciznu metodu, koja omogucava analizu stepena stenoze,

11
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morfolosko ispitivanje aterosklerotskog plaka, analizu emboligenosti povrSine plaka i

hemodinamskih karakteristika protoka (27). Ultrasonografski se razlikuje:
e stepen stenoze od 50% do 69%,
e stepen stenoze od 70% do 99%,
e potpuna okluzija lumena krvnog suda.

Kad su rezultati dobijeni ultrasonografijom neodredeni, neophodna su dalja ispitivanja CT
(kompjuterizovana tomografija) angiografijom i MR (magnetna rezonanca) angiografijom
vrata, koje su u stanju da vizuelizuju proksimalne i distalne segmente arterija, kao i
anatomske varijacije krvnih sudova. Ove tehnike ne zamenjuju utrazvucni pregled
karotidnih aterija, kao inicijalnu dijagnosticku metodu, bilo da se ona koristi kao jedina

metoda, bilo kao dodatna metoda za procenu stepena stenoze (21).

U lecenju karotidne bolesti primenjuje se karotidna endarterektomija (KE) i
karotidna agioplastika sa ugradnjom stenta (KAS). Po poslednjim preporukama AHA
(American Heart Association) i ASA (American Stroke Association) udruZenja, operativno
leCenje stenoze karotidnih arterija indikovano je kod simptomatskih bolesnika sa stenozom
vecom od 70%, narocito kod osoba starijih od 70 godina. Kod obostrane stenoze karotidnih
arterija rizik je vedi, pa je hirursko lecenje od vece koristi (30). Hirurska intervencija, bilo
KAS bilo KE, nije preporucena kod simptomatskih bolesnika sa stenozom manjom od 50%
ili asimptomatski sa stenozom manjom od 60% (31). Da li ¢e KE biti primenjena kod
simptomatske stenoze karotidnih arterija izmedu 50% i 69% zavisi od starosti bolesnika,
pola i drugih faktora rizika. Karotidna endarterektomija moze biti preporucena kod
asimptomatskih bolesnika ispod 75 godina starosti s karotidnom stenozom od 70% do
90%. Kod asimptomatskih bolesnika starijih od 75 godina sa suZenjem dijametra
karotidnih arterija od 70%, endarterektomija je prepolovila petogodosnji rizik od

moZdanog udara sa 12% na 6% (27).

Efektivnost hirurSke intervencije zavisi od pola, starosti bolesnika i vremenskog
trenutka kad se intervencija sprovodi. Karotidnu endarterektomiju trebalo bi izvrSiti u toku

prve dve nedelje nakon poslednjih simptoma, ukoliko nema kontraindikacija (30). Ova
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preporuka se zasniva na podacima o riziku od ponovnog mozdanog udara u ranom periodu
(tokom prvih 7 do 10 dana) od akutnog ishemijskog dogadaja, koji moze biti visok i 10%-
11,2% (29). Korist od hirurske intervencije je znacajan kod muskaraca, bolesnika preko 75
godina i kod onih bolesnika kod kojih je intervencija uradena u okviru dve nedelje od
poslednjeg dogadaja (28). Osobe Zenskog pola imaju vecu stopu hirurskih i neuroloskih
komplikacija i manju dobit od hirurSkog le¢enja uz ¢eS¢u pojavu restenoza karotidnih
arterija, narocito ukoliko je u pitanju simptomatska stenoza karotidnih arerija od 50% do

69% (21,32).

Karotidna angioplastika sa ugradnjom stenta smatra se adekvatnim alternativnim
tretmanom umesto KE kod leCenja bolesnika sa simptomatskom Kkarotidnom boles¢u
srednjeg ili niskog rizika od komplikacija endovaskularnog lecenja i indikovana je kod

stenoze vece od 70% (33).

Terapija ateroskleroze je glavna komponenta leCenja karotidne bolesti (34). Kod
bolesnika sa stenozom Kkarotidnih arterija, bez obzira na to da li je planirana hirurska
intervencija, leCenje Kkarotidne bolesti zahteva primenu medikamentozne terapije i
promenu Zivotnih navika (prekid pusenja, smanjenje telesne teZine, pracenje hipertenzije,
hiperlipidemije i dijabetesa) kako bi se kontrolisao razvoj stvaranja aterosklerotskog plaka.
Takode, neophodna je upotreba antitrombocitnih lekova da bi se smanjio rizik od razvoja

ishemijskih dogadaja (22,30,31).

Postoperativna antitrombocitna i antikoagulantna terapija primenjuje se radi
sprecavanja stvaranja novih embolusa iz istog ili drugog emboligenog Zarista i sprecavanja
tromboze zida embolektomisane arterije (27). Primena dvojne antitrombocitne terapije
(acetil salicilna kiselina - aspirin i klopidogrel) i statina sa inhibitorima angiotensin
konvertujuéeg enzima (ACE) ili blokatorima B-adrenergickih receptora posle KE ili KAS
dovodi do nizZe incidence restenoze i neZeljenih postoperativnih dogadaja (35). Upotreba
malih doza aspirina (75-150 mg dnevno) preporucena je za prevenciju mozdanog udara.
Medutim, klopidogrel se smatra znatno potentnijim antiagregacijskim lekom u odnosu na
aspirin. CAPRIE studija je pokazala superiornost monoterapije klopidogrelom u odnosu na

dvojnu terapiju u prevenciji ishemijskih dogadaja. Isto tako, MATCH studija nije ukazala ni
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na jednu dobit kod primene kombinacije tih lekova u prevenciji mozdanog udara, ve¢ na

povecanje hemoragijskih komplikacija u poredenju s monoterapijom klopidogrelom (26).

Bolesnici sa stenozom karotidnih arterija, identifikovani nakon cerebrovaskularnog
ishemijskog dogadaja ili po prisustvu mikroembolijskih signala (MES) pripadaju grupi
bolesnika kod kojih bi trebalo razmatrati uvodenje antitrombocitne terapije (36). Studije
su pokazale da je kod bolesnika dvojna terapija efikasnija nego sam aspirin u smajenju MES
nakon KE (36,37). Asimptomatski mikroembolijski signali otkriveni transkranijalnim
Doppler ultrazvukom predstavljaju in vivo marker koji moZe ukazati na antitrombocitni
efekat lekova. Visoko su specifi¢ni i senzitivni u otkrivanju trombocitnih embolusa i
predstavljaju nezavisni prediktor rizika od TIA ili moZdanog udara kod karotidne bolesti

(36).

Kod bolesnika sa simptomatskom karotidnom stenozom, medikametozna terapija je
indikovana kod svih (29) i apsolutno je opravdana primena antiagregacijske terapije. Kod
bolesnika sa karotidnom ateroskletoskom boleS¢u koji su imali TIA ili mozdani udar,
preporucena je monoterapija aspirinom ili klopidogrelom (38). Prema European Stroke
Initiative (ESI) udruZenju, kod pacijenata sa asimptomatskom karotidnom stenozom
opravdano je uvodenje antiagregacijske terapije u cilju prevencije kardiovaskularnih

komplikacija i kao sekundarna prevencija mozdanog udara (31,39).

Na osnovu poslednjih literaturnih podataka, KE pra¢ena medikametoznom

terapijom predstavlja najbolji pristup u redukciji kardiovaskularnih dogadaja (35).

1.3.2. Karotidna endarterektomija

Karotidna endarterektomija predstavlja ,kamen-temeljac” u profilaksi mozdanog
udara (31). Ta hirurska intervencija podrazumeva odstranjivanje ateroskleroti¢no
izmenjenog sloja intime i medije koji izaziva kriticnu stenozu (Slika 6). Ovo je efektivan
nacin leCenja stenoze karotidnih arterija i danas je najcesc¢i operativni zahvat u vaskularnoj
hirurgiji za prevenciju moZdanog udara (32). Postoje dve glavne tehnike karotidne

endarterektomije: everziona i konvencionalna (29). Everziona tehnika je povezana sa
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znaCajno manjom stopom restenoza vecom od 50% i postoperativnih okluzija, niZom
incidencom postoperativnih  mikroembolijskih dogadaja i niZom incidencom

postoperativne smrti i neuroloSkih komplikacija (35).

Slika 6. Karotidna endarterektomija (Preuzeto iz: vascularweb website)

Studije koje su poredile KE sa medikametoznom terapijom pokazale su Kkorist
hirurske intervencije kod bolesnika sa simptomatskom i sa asimptomatskom karotidnom
boles¢u u prevenciji mozdanog udara (33, 34). U studiji koju su sprovodili Rothwell i
saradnici, petogodiSnji rizik od moZdanog udara bio je 21,2% kod bolesnika sa
simptomatskom stenozom karotidnih arterija, koji su leCeni samo lekovima (40). Hirurska
intervencija (KE) je smanjila ovaj rizik za 16% kod pacijenata kod kojih je stenoza arterija
bila 70%-90% (41). NASCET (North American Symptomatic Carotid Endarterectomy
Trial), ESCT (European Carotid Surgery Trial) i VAKS (Veterans Affairs Cooperative Study
Program) jesu studije koje su pokazale da je karotidna endarterektomija zajedno sa
medikamentoznom terapijom znacajno efikasnija u prevenciji mozdanog udara u odnosu
na primenu samo medikamentozne terapije kod pacijenata sa simptomatskom stenozom
karotidne arterije ve¢om od 70% (30,42-44). NASCET predstavlja jednu od najznacajnijih
studija u kojoj je pokazan veliki znaCaj KE. Po NASCET kriterijumima, primena KE se
preporucuje kod simptomatske stenoze karotidnih arterija koja je veca od 50% kod

muskaraca, odnosno veca od 70% kod Zena (23).
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AKST studija (Asymptomatic Carotid Surgery Trial) je zabeleZila 6,4% mozZdanih
udara i perioperativne smrti kod bolesnika sa asimptomatskom stenozom karotidnih
arterija preko 60%, kod kojih je primenjena KE, dok je incidenca ishemijskih dogadaja kod
bolesnika koji su primali samo medikamentoznu terapiju bila 11,8% (34). ACAS
(Asymptomatic Carotid Atherosclerosis study) je takode pokazala prednosti KE u odnosu
na medikamentoznu terapiju (32). Na osnovu rezultata ove studije, hirurska intervencija
preporucena je kod asimptomatske stenoze karotidnih arterija ve¢e od 60%. Medutim,
druge studije smatraju da je medikamentozna terapija dovoljna s obzirom na nisku

incidencu neZeljeni dogadaja kod te grupe bolesnika (23).

Cim se uspostavi protok krvi kroz krvni sud nakon karotidne endarterektomije,
trombociti adheriraju na ogoljenu spoljasnju elasti¢nu laminu. Dolazi do oslobadanja ADP i
TXAZ2 agonista iz granula trombocita, Sto pokrece dalju agregaciju. Adherirani trombociti se
stabilizuju pomocu fibrina stvarajuc¢i tromb. Potpuna endotelizacija se zavrSava unutar
prvog meseca. Nakon endotelizacije endarterektomisane povrSine, lokalna aktivnost
trombocita se ne detektuje. Agregacija trombocita na trombogenu povrSinu
endarterektomisane arterije povecava sklonost ka lokalnoj trombozi i kasnijoj restenozi
(27). 1 dalje se kod 2%-5% bolesnika razvija mozdani udar u postoperativnom period (22).

Incidenca restenoze posle KE iznosi 5%-7% (21).

Cochraneova analiza autora Engelter i saradnika pokazala je da primena
antitrombocitnih lekova najmanje 30 dana nakon karotidne endarterektomije smanjuje
stopu mozdanih udara (45). Acetil-salicilna kiselina bi trebalo da se ordinira pre, tokom i
nakon karotidne endarterektomije u dozi od 75 do 325 mg dnevno. Tokom prvog meseca
nakon KE, preporucuje se terapija aspirinom (75-325 mg dnevno) i klopidogrelom (75 mg
dnevno) u cilju profilakse ishemijskih kardiovaskularnih dogadaja (21). Klopidogrel u dozi
od 75 mg smanjuje za 40% vezivanje fibrinogena za trombocite, kao odgovor na ADP

stimulaciju (46).

Klopidogrel je, u kombinaciji sa acetil-salicilnom kiselinom, koristan u redukciji
cerebralne embolizacije prilikom karotidne endarterektomije. Ulogu klopidogrela u

kombinaciji sa aspirinom u redukciji cerebralne embolizacije, kod bolesnika kojima
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predstoji KE, analizirali su Payne i saradnici. Dvojna terapija data no¢ pre intervencije
dovela je do smanjenja incidence postoperativnih neuroloSkih dogadaja, smanjenja broja
embolizacija u ranom postoperativnom periodu bez povecanja hemoragijskih komplikacija.
Porast broja embolizacija, dijagnostikovan transkranijalnim doplerom u prva tri sata nakon
operacije, bio je prisutan kod 2,2% bolesnika kojima je ordiniran klopidogrel i kod 18,5%
placebo grupe (47). Sharpe i saradnici pokazali su nisku incidencu postoperativne
mikroembolizacije kod bolesnika koji primaju dvojnu terapiju, u poredenju sa bolesnicima

koji su primali samo aspirin (35).

1.4. Antitrombocitnilekovi

Antikoagulantna i antitrombocitna terapija naj¢eSCe je primenjivana terapija za

primarnu i sekundarnu prevenciju kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti.

Aktivacija trombocita je kljucan proces kako u normalnoj hemostazi, tako i u nastanku
tromboze. Postoje tri znacajne grupe antitrombocitnih lekova: inhibitori ciklooksigenaze 1,
antagonisti ADP receptora i antagonisti GP IIb/Illa receptora (48). Ovi lekovi se vezuju za

receptore ili enzime trombocita kako bi se sprecilo neZeljeno formiranje koaguluma (49).

Nacin delovanja i efikasnost antitrombocitnih lekova proucavani su i pokazano je da
znacajno smanjuju incidencu ishemijskih dogadaja kod bolesnika sa aterosklerotskim
bolestima. Zato ti lekovi imaju Siroku primenu u Kklini¢koj praksi (50). Antitrombocitni
lekovi predstavljaju zlatni standard u lecenju kardiovaskularnih oboljenja. Indikovani su
kod prevencije ishemijskih dogadaja kod bolesnika sa mozdanim udarom i sa sistemskom
perifernom arterijskom boles¢u (30,51). Antitrombocitni lekovi smanjuju stopu mozdanog

udara posle KE, dok je rizik od krvarenja izuzetno nizak (45).

Dvojna antitrombocitna terapija (aspirin i klopidogrel) predstavlja ,kamen-temeljac” u
lecenju akutnog koronarnog sindroma (AKS) (52). Medutim, poslednjih godina pokazano je
da se i tokom primene dvojne terapije javljaju sekundarni ishemijski dogadaji zbog
prisustva visoke agregabilnosti trombocita tokom terapije aspirinom, odnosno

klopidogrelom. U studiji Albertsa i saradnika, u koju je bilo uklju¢eno 129 bolesnika sa
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dijagnozom ishemijskog moZdanog udara, TIA ili karotidne bolesti, rezistancija na aspirin

zapazena je kod 39% bolesnika (53).

[ pored C(cinjenice da varijabilnost u odgovoru na antitrombocitnu terapiju
predstavlja znacajan izazov za njihovu klinicku primenu, aspirin i klopidogrel su zbog svoje

dokazane efikasnosti i dalje najceS¢e prepisivani antitrombocitni lekovi.

1.4.1. P2Y12 inhibitori

Smatra se da P2Y12 receptor ima klju¢nu ulogu u patogenezi arterijskog tromba.
P2Y12 receptor posreduje u ADP-indukovanoj agregaciji trombocita, potencira sekreciju
granula pod dejstvom agonista, stabilizira trombinom indukovanu agregaciju trombocita i
potencira inhibiciju antitrombocitnog efekta prirodnih regulatora funkcije trombocita,

prostaciklina (54).

Tiklopidin predstavlja prvu generaciju tienopiridina. To je prolek koji zahteva
konverziju u aktivnu formu pomocu enzima citohroma P450 (CYP P450). Aktivni oblik leka
vezuje se 1 ireverzibilno inhibira P2Y12 receptor. Maksimalna inhibicija agregacije
trombocita postiZze se 3-5 dana nakon primene leka (49). Zbog toksic¢nosti tiklopidina i
neZeljenih  efekata koji prate njegovu primenu (neutropenija, trombocitna
trombocitopenijska purpura), ovaj lek je u klinickoj praksi upotpunosti zamenjen

klopidogrelom (55).

Prasugrel, ireverzibilni inhibitor P2Y12 receptora, predstavlja trecu generaciju
tienopiridina, koji pokazuje veli stepen inhibicije agregacije trombocita (49). Nakon
apsorpcije pomocu intestinalnog P-glikoproteina, prasugrel se metabolizuje do tiolaktona
procesom hidrolize intestinalnim enzimom karboksilesterazom 2 (CES2) (52). U drugoj fazi
metabolizma prasugrela uCestvuju enzimi CYP3A4 i CYP2B6 i delimi¢no CYP2C9 i CYP2C19
(56). Smatra se da je 50%-70% uzete doze konvertovano u aktivni metabolit. Tokom 15
minuta od uzimanja leka, aktivni metabolit se pojavljuje u cirkulaciji, tako da se
maksimalna koncentracija leka u plazmi postiZze u periodu od 30 minuta. Prasugrel se

sporo eliminiSe iz cirkulacije, Sto predstavlja problem kod bolesnika kod kojih je potrebno
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izvrsiti hirurSku intervenciju, jer su u pove¢anom riziku od krvarenja. ZapaZena je manja
interindividualna varijabilnost u odgovoru na taj lek i izuzetno mali broj bolesnika koji
pokazuju rezistenciju na prasugrel. Prasugrel predstavlja odli¢nu alternativu kod bolesnika

koji pokazuju rezistenciju na klopidogrel (55).

Direktni i reverzibilni antagonisti P2Y12 receptora kangrelor, tikagrelor i elinogrel
mogu biti alternativna terapija tienopiridinima. Kangrelor pripada grupi ATP analoga koji
ima veliki afinitet prema P2Y12 receptoru. Taj lek ne zahteva konverziju u aktivan
metabolit i svoj efekat dostiZe odmah nakon intravenske primene (56). Poluzivot
kangrelora je 3-6 minuta. Nije pokazana superiornost ovog leka u odnosu na klopidogrel u
prevenciji trombotickih dogadaja kod bolesnika kod kojih je izvrSena perkutana koronarna
intervencija (PKI). Klinicka efikasnost i primena ovog leka kao ,bridging therapy” jo$ uvek
se proucava kod bolesnika kod kojih je zbog predstojeée hirurske intervencije potrebno

ukinuti tienopiridine (55).

Tikagrelor pripada grupi ciklopentil-triazolo-pirimidina i reverzibilno se vezuje za
P2Y12 receptor (49). Poslednje studije su pokazale da nacin delovanja ovog leka nije
kompetitivan sa ADP-om, Sto ukazije da postoji nezavisno receptorsko mesto preko koga
ispoljava svoj efekat. Primenjuje se oralnim putem. Poluzivot tikagrelora je 7-8,5 sati (12).
Oko 30%-50% leka eliminise se CYP3A4 metabolizmom, pri ¢emi nastaje metabolit koji
takode ispoljava antitrombocitni efekat. Smatra se da je manje potentan lek u odnosu na
kangrelor, ali da je superiorniji u odnosu na klopidogrel u prevenciji neZeljenih dogadaja

kod akutnog koronarnog sindroma (55).

Elinogrel je aktivan lek koji reverzibilno inhibira P2Y12 receptor. MoZe se primeniti

oralnim putem ili intravenski. Ovaj lek je jo$ uvek u fazi klinickih istrazivanja (55).

[ pored dostupnosti novih oralnih antitrombocitnih lekova, klopidogrel je i dalje

najprimenjivaniji antagonista P2Y12 receptora (57).
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1.4.2. Klopidogrel

Klopidogrel pripada grupi antagonista ADP trombocitnih receptora i predstavlja

drugu generaciju tienopiridina (Slika 7).

H3C“'\.Oo’-§0

Slika 7. Struktura klopidogrela (Preuzeto iz: ChemSpider website)

Ovaj antitrombocitni lek ireverzibilno se vezuje za P2Y12 receptore trombocita i
inhibira aktivnost GP IIb/Illa receptora, ¢ime utiCe na finalnu fazu agregacije trombocita i

na stabilizaciju koaguluma. Klopidogrel dovodi i do:

o fosforilacije fosfoproteina, intracelularnog signalnog molekula, koji stimulira

vazodilataciju (VASP), pa samim tim i do smanjenja efekta P2Y12 receptora,
e smanjenja ekspresije adhezionih molekula, kao Sto je P-selektin,
e smanjenja ekspresije inflamatornih markera, kao Sto je CD40L (58).

Ovaj lek je odobren 1997. godine i posto je pokazao sli¢nu antitrombocitnu efikasnost, ali i

to da je znacajno bezbedniji lek za bolesnika, potpuno je zamenio tiklopidin.

Klopidogrel je oralni antitrombocitni lek koji se koristi za inhibiciju stvaranja
koaguluma kod koronarnih arterijskih, perifernih vaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti
(56). Klopidogrel se koristi za prevenciju aterotrombotickih dogadaja kod bolesnika koji su
imali infarkt miokarda (u rasponu od nekoliko dana do najviSe 35 dana), ishemijski
moZdani udar (u rasponu od 7 dana do najviSe 6 meseci) ili imaju potvrdenu bolest

perifernih arterija, kao i kod bolesnika koji boluju od AKS (59). U kombinaciji sa aspirinom,
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klopidogrel predstavlja zlatni standard za prevenciju tromboze stenta nakon PKI kod

bolesnika sa AKS (60).

Kod pacijenata sa istorijom moZdanog udara, poznato je da antitrombocitna terapija
smanjuje incidence ponovnih ishemijskih dogadaja do 22%. Klopidogrel se pokazao
superiornijim u odnosu na aspirin u smanjenju rizika i preporucen je za sekundarnu
prevenciju od moZdanog udara (61). Prema preporukama AHA i ACCF (American College of
Cardiology Foundation) udruZenja iz 2011. godine, kombinovana terapija aspirinom i
klopidogrelom indikovana je kod bolesnika sa aterosklerotskom stenozom karotidnih

arterija, koji su imali TIA ili ishemijski mozdani udar (62).

1.4.2.1. Farmakokinetika i farmakodinamika klopidogrela

Klopidogrel je prolek koji se apsorbuje u intestinumu, a aktivira se u jetri. Oko 85%
absopbovanog klopidogrela hidrolizuje se esterazama u inaktivni oblik, a 15% leka podleZe
hepati¢cnom metabolizmu (56). Na kraju se samo 2% klopidogrela vezuje i deluje preko

purinergickih P2Y12 receptora (Slika 8) (63).

Mala koli¢ina oralno uzete doze klopidogrela se veoma brzo apsorbuje iz
intestinuma. BioraspoloZivost leka zavisi od transportnih proteina, kao Sto je P-
glikoprotein ispoljen na intestinalnim enterocitima, koji jedan deo leka odmah trasportuje

nazad u intestinalni lumen (58).

Metabolizam klopidogrela se odvija kroz dve faze u hepatocitima. U prvoj fazi
procesom oksidacije formira se 2-okso-klopidogrel, koji je po strukturi tiolakton. Smatra se
da u ovoj fazi ucetvuju CYP2C19, CYP1A2 i CYP2B6 enzimi. U sledecoj fazi 2-okso-
klopidogrel podleZe hidrolizi, kada se prsten otvara formirajuc¢i aktivan metabolit R-
130964. Enzimi CYP2C19, CYP3A4, CYP3AS5, CYP2C9 i CYP2B6 ucestvuju u kona¢nom
procesu formiranja aktivnog metabolita (50,64). Smatra se da je u procesu hidrolize
ukljucena i esteraza paraoksonaza 1 (PON1) koja dovodi do hidroliznog oslobadanja gama-

tiobutirolaktonskog prstena iz 2-okso-klopidogela (60,65).
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[stovremeno, esteraze u jetri konvertuju klopidogrel i 2-okso-klopidogrel u inaktivni
metabolit, tako da je mala koli¢ina klopidogrela prevedena u aktivnu formu (58). Vecina
apsorbovanog leka hidrolizovana je karboksilesterazom 1 (CES1), koja se primarno nalazi u
jetri, u neaktivni karboksilni metabolit (S26334). Oko 50% 2-okso-klopidogrela je
metabolizovan CES1 u neaktivan metabolit koji limitira koli¢inu aktivnog metabolita sa

antitrombocitnim efektom (52).
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Slika 8. Metabolizam klopidogrela (Preuzeto iz: Trenk D; Kristensen S; Hochholzer
W; Neuman F. High on-treatment platelet reactivity and P2Y12 antagonists in clinical trials

Thromb Haemost 2013; 109: 834-845)

Postoje razlic¢ita miSljenja o kljutnom enzimu u metabolizmu leka. Istrazivaci su
dosli do saznanja da enzim CYP3A ima glavnu ulogu u prvom koraku oksidacije i da
klopidogrel prvo podleZe metabolizmu uz pomo¢ enzima CYP3A u enterocitima, a ne u

hepatocitima (66).

Klopidogrel i inaktivni metaboliti izluCuju se putem urina (40%) i putem fecesa

(35%-60%) (67).

Proizvodac¢ Sanofi je sproveo nekoliko studija s ciljem utvrdivanja strukture
aktivnog metabolita. Prve rezultate su objavili Savi i istrazZivaci (68), koji su pokazali da

samo jedan od 8 mogucih stereoizomera aktivnhog metabolita imaju antitrombocitnu
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aktivnost.. Aktivni metabolit klopidogrela sadrzi otvoren prsten s karboksilnom i tiolnom
grupom, koja se vezuje disulfidnim mostovima za dva ekstracelularna cisteinska ostatka
P2Y12 receptora. Dolazi do ireverzibilne promene receptora, tako da su vezivanje ADP i
aktivacija ovog receptora onemoguceni (58). Vezujudi se za receptor, klopidogrel dovodi do
aktivacije adenilat ciklaze i poveéanja koncentracije cAMP, smanjene aktivacije PI3K i
ekspresije GP IlIb/Illa receptora (50). Istovremeno, cAMP zavisna protein kinaza, koja
akivira trombocite, inaktivirana je fosforilacijom VASP, Sto dovodi do inhibicije funkcije

trombocita (69) (Slika 9).
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Slika 9. Mehanizam delovanja klopidogrela (Preuzeto iz: Angiolillo D, Luis Ferreiro J.
Platelet Adenosine Diphosphate P2Y 12 Receptor Antagonism: Benefits and Limitations of

Current Treatment Strategies and Future Direction. Rev Esp Cardiol. 2010;63:60-76.)

Zbog ireverzibilne inhibicije P2Y12 receptora, efekat klopidogrela je prisutan tokom
Zivota trombocita (7-10 dana). Oporavak celija se ocekuje u periodu od 3 do 5 dana,
odnosno trombociti su potpuno funkcionalni, u proseku, za 7 dana nakon uzete poslednje
doze leka (67). Maksimalna inhibicija P2Y12 receptora je dostignuta nakon 4-5 dana
svakodnevnog uzimanja 75 mg klopidogrela. Ovaj interval se moZe svesti na 3-5 sati
uzimanjem udarne doze od 300-600 mg (70). Zato je ACCF/AHA preporuka da se kod
odredenih klini¢kih stanja primenjuje inicijalna doza klopidogrela 300 Ili 600 mg, koju

23



Uticaj CYP2C19*2 varijante gena na terapijski odgovor u toku primene klopidogrela kod bolesnika sa stenozom karotidnih arterija

prati standardna doza odrzavanja od 75 mg dnevno oko 12 meseci (71,72). Medutim,
fiksne doze leka ne uzimaju u obzir interindividualnu varijabilnost terapije klopidogrelom

(73).
Dakle, pored dokazanog antitrombocitnog efekta, klopidogrel ima i svoje nedostatke:

e njegov antitrombocitni efekat odloZen je zbog potrebnog metabolizma i aktivacije

proleka,

e ireverzibilna inhibicija P2Y12 receptora moZe predstavljati prepreku za bolesnike
kod kojih je potrebno izvrSiti urgentni hirurski zahvat (npr. koronarna bypass

hirurgija),

e pokazana je interindividualna varijabilnost u terapijskom odgovoru na lek (12).

1.4.2.2. Rezistencija na klopidogrel i geneticke osnove rezistentnosti

Klopidogrel efikasno Stiti od trombotic¢kih dogadaja kod bolesnika sa aterosklerotskim
vaskularnim bolestima. Medutim, terapijski odgovor na klopidogrel je varijabilan medu
bolesnicima. Relevantan broj studija pokazao je da je prisustvo visoke reaktivnosti
trombocita prilikom primene klopidogrela povezano s povec¢anim rizikom od ishemijskih
dogadaja (50). U metaanalizi Sofi i saradnika pokazano je da su bolesnici s koronarnom
arterijskom boles¢u, koji su pokazali lo$ terapijski odgovor na klopidogrel nakon PKI, u
povecanom riziku od kardiovaskularnih dogadaja u odnosu na bolesnike sa dobrim

terapijskim odgovorom na lek (74).

Procena rezistencije na klopidogrel zavisi od metode kojom pratimo agregaciju i
definiSemo visoku reaktivnost trombocita tokom terapije. U literaturi, prevalenca
rezistencije na ovaj lek varira od 5% do 44% (75) i najveca je kod bolesnika sa mozdanim

udarom (76).

PoSto su mala koncentracija i dostupnost aktivnog metabolita povezani sa smanjenim
antitrombocitnim efektom leka i pojavom neZeljenih ishemijskih dogadaja, smatra se da su

pojedinacni nukleotidni polimorfizmi gena koji kodiraju transportne proteine i enzime koji
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uCestvuju u metabolizmu leka povezani sa antitrombocitnim efektom klopidogrela.
Polimorfizam gena koji su ukljuCeni u apsorpciju (ABCB1), metabolizam (CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4/5) i delovanje leka (P2Y12, ITGB3) identifikovani su kao potencijalni

uzrocCnici smanjenog odgovora na klopidogrel (52).

Kako bi se identifikovale varijante gena koje uticu na terapijski odgovor bolesnika na
klopidogrel, proucavan je veliki broj kandidata. Geni koji kodiraju CYP P450 enzime
polimorfni su i otkrivene su genske varijante koje uti¢u na transformaciju klopidogrela u
aktivni metabolit (77). GWAS (Single genome-wide association study) i PAPI
(Pharmacogenomics in Antiplatelet Intervention) studije otkrile su i pokazale da su
varijante gena u okviru clustera CYP2C18-CYP2C19-CYP2C9-CYP2C8 na hromozomu 10q2
povezane sa smanjenim odgovorom na klopidogrel kod zdravih Amisa (78). Ova studija je
takode odredila da je odgovor trombocita na terapiju klopidogrelom visoko “heritable trait”

(h2=0.73).

Posto enzim CYP2C19 ucestvuje u oba procesa metabolizma klopidogrela, dosta se
izuCavao polimorfizam gena koji kodira ovaj enzim. CYP2(C19 gen je lociran na hromozomu
10 (10924.1-q24.3) i sadrZzi 490 aminokiselinskih ostataka (60). Ovo je najpolimorfniji gen
unutar CYP2C subfamilije, sa preko 2000 pojedinac¢nih nukleotidnih varijanti (SNV). The
Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Database (79, 80) sadrZi 35 varijanti
CYP2(C19 gena sa zastupljenos¢u koja varira medu etnickim grupama. Pokazano je da neki
aleli uti¢u na enzimsku funkciju, samim tim i na farmakokinetiku i efikasnost klopidogrela
(81, 82) (Tabela 1). CYP2C19*1/*1 genotip predstavlja wild type i odgovoran je za normalan
metabolizam klopidogrela. CYP2C19*2 i CYP2(C19*3 aleli su naj¢eSce varijantne gena koje
dovode do gubitka enzimske funkcije (77). CYP2C19*2 alel predstavlja cruptic splice G681A
mutaciju u okviru egzona 5 koja rezultira odsustvom enzimske aktivnosti in vivo.
CYP2(C19*3 alel predstavlja G636A mutaciju koja sadrZi stop kodon u egzonu 4. Nosioci ovih
alela imaju smanjen metabolizam klopidogrela i smanjenu inhibiciju trombocita
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indukovanu klopidogrelom. Postoje i mutacije u okviru inicijalnog kodona (CYP2C19%*4),
splice mutacija u okviru introna 5 (CYP2C19*7), izmena amino-kiselina u vezuju¢em
regionu (CYP2C19*5), izmena Arg132GIn u eksonu 3 (CYP2C19%*6) i Trp120Arg u egzonu 3
(CYP2C19%8) (83). Navedene genske varijantne prati odsustvo funkcije enzima, ali njihov
uticaj na inhibiciju trombocita klopidogrelom jo$ uvek nije dokazan. Identifikovane CYP
varijante gena koje su takode povezane sa smanjenim terapijskim odgovorom na
klopidogrel su CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2B6*6, CYP2B6*9, CYP3A4*1B, CYP3A4*3 i
CYP3A5*3. (63)

CYP2C19*17 alel predstavlja CB06T mutaciju u egzonu 5 i odgovoran je za povecanu
kataliticku sposobnost CYP2C19 enzima zbog povecane traskripcije ovog gena (52).
Prisustvo ovog alela dovodi do ubrzanog metabolizma, poveéane produkcije aktivnog
metabolita i povecane inhibicije trombocita klopidogelom. Nosioci CYP2C19*17 alela imaju
znacajno nisku reaktivnost trombocita i visok rizik od krvarenja tokom lecenja u odnosu na

nenosioce (60).

Tabela 1. Najces¢i CYP2C19 aleli i njihov uticaj na funkciju CYP2C19 enzima

Nukleotidna Uticaj na Prevalenca kod
Gzt izmena enzimsku ]funkciju razlic¢itih populacija (%)
*1 Nema normalna funkcija
(wild type)
*2 681G>A inaktivan enzim 25-55
*3 636G>A inaktivan enzim 1-7
*4 1A>G inaktivan enzim <1
*5 1297C>T inaktivan enzim <1
*17 991A>G povecana funkcija 4-41

Tabela modifikovana prema: Kubica A, Kozinski M, Grzesk G et al. Genetic determinants of platelet

response to clopidogrel. ] Thromb Thrombolysis. 2011;32:459-466)

Prevalenca razlicitih alela varira izmedu etickih grupa. CYP2C19*2 je najfrekventnija
varijanta gena. Ovaj alel je prisutan kod 40% Afrikanaca i kod preko 55% Azijata (77).
CYP2C19*1/*2 genotip je zastupljen kod oko 25% pripadnika bele rase, dok je
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CYP2C19*2/*2 genotip veoma redak (oko 2%). Prevalenca ostalih alela je manja od 1%, pa
je samim tim i njihov klini¢ki uticaj neznatan, osim kod Azijata kod kojih je zastupljenost
CYP2(C19*3 alela 2%-9% (84). Zastupljenost CYP2C19*17 alela je 15%-30% kod bele rase
(kod nemacke populacije 41%) i oko 4% kod kineske populacije (77).

Najfrekventnije genske varijante CYP2C19*2 i CYP2C19*17 smatraju se vaZnim
faktorima koji uti¢u na varijabilnost antitrombocitnog efekta klopidogrela. Neki autori
smatraju da aleli CYP2C19*2 i CYP2C19*17 nisu nezavisni. Osobe koje su nosioci bar jednog
CYP2(C19*17 alela imaju malu verovatno¢u da poseduju i CYP2C19*2 alel i obrnuto. Po
nekim autorima, uzimaju¢i u obzir prirodu ovih varijanti gena, izraZzen odgovor na
klopidogrel kod osoba s jednim ili viSe CYP2C19*17 alela moZe biti i zbog nedostatka
CYP2(C19*2 varijante gena (85,86).

Povezanost CYPZ2(C19*2 alela i visoke reaktivnosti trombocita prilikom terapije
klopidogrelom potvrdena je u in vitro studijama koje su ukljucivale zdrave volontere (87-
90), ali i bolesnike sa kardiovaskularnim bolestima koji su leceni klopidogrelom (91-98).
Prva studija koja se bavila pradenjem agregacije trombocita prilikom terapije
klopidogrelom ukljucivala je 28 volontera. ADP-indukovana agregacija trombocita u toku
primene klopidogrela (75 mg dnevno) bila je povecana kod nosioca CYP2(C19*2 alela (99).
Postoje dokazi da nosioci bar jednog CYP2C19*2 alela imaju i povecan rizik od neZeljenih
dogadaja tokom terapije klopidogrelom. U studijama TRITON-TIMI 38 i PLATO utvrden je
povecan rizik od neZeljenih dogadaja kod nosioca CYP2C19*2 alela koji su primali
klopidogrel u odnosu na nenosioce (100,101). Takode, studija koja je ukljucila bolesnike sa
akutnim moZdanim udarom ukazala je na to da bolesnici sa CYP2C19*2 alelom imaju
smanjen odgovor na klopidogrel i loSiji klinicki ishod nakon mozdanog udara (24). Collet i
saradnici (91) pokazali su multivarijantnom analizom da je CYP2(C19*2 alel nezavistan
prediktor kardiovaskularnih dogadaja kod mladih osoba, kod kojih se Kklopidogrel
primenjuje nakon infarkta miokarda. Druga studija je pokazala da je CYP2(C19*2 nezavistan

prediktor tromboze stenta i ishemijskih dogadaja kod bolesnika nakon PKI (102).

Medutim, postoje studije i metaanalize koje pokazuju manji uticaj CYP2C19 genotipa na

klinicki efekat klopidogrela (103-106). CURE i ACTIVE studije nisu pronasSle povezanost
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izmedu povecane incidence neZeljenih dogadaja i prisustva CYP2C19*2 alela (106). Neki
autori su pokazali da je efekat klopidogrela slican kod osoba sa homozigotnom i
heterozigotnom formom CYP2(C19*2 varijante gena i kod osoba koji nisu nosioci
pomenutog alela (107,108). Trenk i saradnici (109) su proucavali uticaj CYP2C19*2 alela na
razliCite parametre funkcije trombocita, kao i na incidencu infarkta miokarda i smrti tokom
jednogodiSnjeg pracenja bolesnika nakon PKI. Autori su potvrdili uticaj alela na funkciju
trombocita i na odgovor trombocita na terapiju, ali ne i uticaj alela na klinicki ishod. Iako
postoje Kklinicke studije u kojima je pokazana povezanost CYP2C19*2 alela i neZeljenih
klinickih dogadaja, ukljucujuéi i povecan rizik od tromboze stenta nakon PKI, ovakav
zaklju¢ak nisu dali istrazivaci studija u koje su uklju¢eni bolesnici s koronarnom
arterijskom boleScu ili bolesnici sa drugim indikacijama kao $to je atrijalna fibrilacija (106,
110). Metaanaliza Holmes i saradnika je obuhvatila studije koje su ukljucile populaciju
bolesnika kod kojih nije primenjivana PKI ili bolesnike koji nisu oboleli od koronarnih
bolesti. Rezultati istraZivanja nisu pokazali znaajan uticaj CYP2C19*2 varijante gena na

razvoj kardiovaskularnih dogadaja u toku terapije klopidogrelom (111).

Na osnovu rezultata do tada objavljenih studija i ustanovljene veze izmedu CYP2(C19*2
genotipa i rizika od ishemijskih dogadaja kod bolesnika koji su primali klopidogrel nakon
PKI, FDA je 12. marta 2010. godine odobrio upozorenje na pakovanju leka, kojim se lekari i
bolesnici obavestavaju o smanjenoj efikasnosti leka kod osoba sa smanjenom sposobnos¢u
da metaboliSu lek u njegovu aktivhu formu (65). Preporuka od strane FDA sadrZzi
farmakogeneticki odeljak u kome se ukazuje na uticaj CYP2C19 polimorfizma i korist
farmakogenetickih ispitivanja u identifikaciji CYP2C19 genotipova (112). Trebalo bi istaci
da se FDA upozorenje odnosilo samo na CYP2C19*2/*2, CYP2C19*3/*3 ili CYP2C19*2/*3
genotipove. U svom izveStaju iz juna iste godine, ACCF i AHA udruZenja istakla su svoje
neslaganje sa FDA upozorenjem i rutinskim genetickim testiranjem, navode¢i da je samo
kod 12% varijabilnosti terapijskog odgovora na klopidogrel odgovorna CYP2(C19*2
varijanta gena (86). Medutim, u istom izveStaju sugerisano je da bi geneticka testiranja
trebalo razmatrati kod bolesnika sa srednjim ili visokim rizikom od razvoja neZeljenih
dogadaja i da bi ,loSim metabolizerima” (nosioci CYP2C19*2/*2, CYP2C19*3/*3 ili
CYP2C19*2/*3 genotipa) trebalo preporuciti alternativnu terapiju. Prema preporuci CPIC
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(Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium), bolesnici sa AKS ili nakon PKI,
nosioci bar jednog navedenog alela, trebalo bi da prime alternativnu terapiju kako bi se
smanjio rizik od neZeljenih dogadaja (84). UdruZenja ACCF/AHA u svojim preporukama
objavljenim 2012. godine ne savetuju rutinsko geneticko testiranje, ali smatraju da bi
trebalo sprovoditi testiranje ukoliko bi dobijeni rezultati uticali na odluku o terapiji
bolesnika, narocito kod ponovljenih kardiovaskularnih dogadaja koji su se razvili tokom
terapije klopidogrelom (113). Dalje, istrazivaci Vanderbilt univerziteta zalagali su se da se
implementira preventivno odredivanje CYP2C19 genotipa kod bolesnika kod kojih se

planira uvodenje terapije klopidogrelom (84).

CYP2(C19 genotip utice na efikasnost klopidogrela i kod bolesnika sa moZdanim udarom
(114, 115), sto ukazuje na moguénost da bi u budu¢nosti geneticko testiranje bilo korisno

kod ove grupe bolesnika.

CYP2C19*17 alel je odgovoran za povecanu enzimsku aktivnost koja dovodi do
povecane bioaktivacije klopidogrela. Klini¢ki uticaj ovog polimorfizma je diskutabilan, s
obzirom na to da su neki autori pokazali povezanost krvarenja sa ovim alelom (116), dok

neke studije nisu dosle do ovog zakljucka (101, 106-108).

Pored CYP2(C19 gena, dostupni su literaturni podaci o klinickom uticaju gena uklju¢enih
u apsorpciju (ABCB1) i aktivaciju leka (PON1), intracelularni prenos signala (ITGB3, koji
kodira integrin beta3 GPIIb/Illa receptora) ili o uticaju gena koji kodiraju vezujuce mesto
aktivnog metabolita. Neka istrazivanja su pokazale da ovi geni dovode do povecéanog rizika

od ishemijskih dogadaja. Medutim, mnoge studije nisu potvrdile ova videnja (8).

Smatra se da je polimorfizam ABCB1 gena (ATP-vezuju¢i protein subfamilije B ¢lan 1)
koji kodira P-glikoprotein veoma vaZan segment kardiovaskularne genetike (54). Geneticka
varijanta C3435T je povezana sa smanjenom funkcijom interstinalnog transportera. Kod
francuske populacije, prevalenca homozigotne forme CC je 25,8%, heterozigotne CT 48% i
homozigotne forme TT je 26,2% (117). Mega i saradnici (100) su kod zdravih osoba
tretiranih klopidorelom, koji su nosioci C3435T varijante gena, zapazili smanjenu inhibiciju
trombocita i povecan rizik od razvoja ishemijskih dogadaja. Takode, metaanaliza autora

Luo i saradnika ukazuje na povezanost ABCB1 CT genotipa i rizika od tromboze stenta, ali i
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krvarenja kod bolesnika koji su primali klopidogrel (118). Medutim, druge studije ukazuju
na to da nosioci ABCB1 CT genotipa nisu u pove¢anom riziku u odnosu na wild type, dok su
nosioci ABCB1 TT genotipa imali smanjen antitrombocitni efekat klopidogrela u odnosu na
prasugrel (100,101). Pronadeno je da je kod nosioca ABCB1 TT genotipa smanjena
koncentracija klopidogrela i njegovog aktivhog metabolita u poredenju sa nosiocima wild-
type genotipa (63). Neki autori sugeriSu da je C3435T alel povezan sa neZeljenim
dogadajima i smanjenom koncentracijom aktivhog metabolita klopidogrela u prisustvu
CY2C19 polimorfizma kog prati smanjen metabolizam leka (58). Nije dokazano da je ABCB1

nezavisni prediktor neZeljenih dogadaja (77).

Gen P2RY12 kodira P2Y12 receptor i identifikovana su dva alela, H1 (G52T) i H2
(T744C), cija je frekvenca 86% odnosno 14% (13). Staritz i saradnici (119) su u svom
istrazivanju sa zdravim dobrovoljcima koji su tretirani klopidogrelom pokazali da su
nosioci H2/H2 genotipa imali pove¢anu ADP-indukovanu agregaciju trombocita, odnosno
lo$ odgovor na klopidogrel u odnosu na H1/H2 i H1/H1 genotipove. Medutim, skorasSnje
studije su zakljucile da ovaj alel nema uticaja na funkciju trombocita kod bolesnika koji su
leCeni klopidogrelom nakon PKI. U genetickoj analizi FAST-MI koja ukljucuje bolesnike sa
infarktom miokarda, nije dokazana povezanost polimorfizma P2Y12 receptora s pove¢anim
rizikom od neZeljenih dogadaja (117). S njima se slaZu i druge studije (88,102), Sto navodi

na zakljucak da je efekat pomenutih alela slab i da nije klini¢ki znacajan.

G143E mutacija znacajno smanjuje kataliticku aktivnost CES1 enzima, pri ¢emu dovodi
do povecanja koncentracije aktivhog metabolita i izraZenije inhibicije trombocita
klopidogrelom. Usled nedovoljno podataka, joS uvek nije poznat uticaj ove mutacije na
klinicki ishod (52). Zastupljenost ovog alela u populaciji iznosi oko 2% i smatra se da

njegov uticaj zavisi od prisustva CYP2(C19*2 alela (86).

Paraoksonaza 1 je esteraza koja se sintetiSe u jetri. Bouman i saradnici (120) smatraju
da je ovo klju¢an enzim u metabolizmu klopidogrela. U njihovom istraZivanju pronasli da
PON1 Q192R varijanta gena dovodi do niskih koncentracija aktivnog metabolita, zbog
veoma slabe konverzije 2-okso-klopidogrela i da je mutacija Q192R, koja dovodi do sinteze

nefunkcionalnog enzima, odgovorna za oko 70% varijabilnosti u terapijskom odgovoru na
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klopidogrel. Medutim, naredne studije nisu pronaSle vezu izmedu ove mutacije i
antitrombocitnog efekta leka niti povezanost mutacije sa rizikom od razvoja
kardiovaskularnih dogadaja. Smatra se da razlog razlicitih zakljucaka lezZi u stereohemiji
aktivnog metabolita. Cis-diastereoizomer tiol metabolita nastaje zahvaljuju¢i CYP
enzimima, dok PON1 stvara trans-diastereoizomer, Kkoji ispoljava veoma slab

antitrombocitni efekat (52, 121).

Do sada, dakle, podaci u literaturi ukazuju na uticaj polimorfizma CYP2C19 na terapijski
odgovor bolesnika na klopidogrel, dok ABCB1, PON1, P2RY12 i drugi CYP geni nisu klinicki
relevantni, ali nije isklju¢eno da mogu ucestvovati na druge do sada nepoznate nacine na

dejstvo klopidogrela (86).

1.4.2.3. Znacaj genetickih istrazZivanja

[straZivanja genoma, izmedu ostalog, imaju veliki znacaj u pogledu moguénosti
predvidanja terapijskog odgovora na neki lek. Jedan od obecavaju¢ih ishoda ovakvih
istrazivanja je mogucénost individualnog prilagodavanja terapije na osnovu informacija
dobijenih analizom DNK bolesnika. Smatra se da individualizacija terapije na osnovu
genetickog ispitivanja smanjuje troskove laboratorijskog pracenja, posete lekarima i
troSkove hospitalizacije. Ovaj pristup bi mogao imati prognosticki znacaj pre uvodenja
terapije ili dijagnosticki u korekciji rezistencije na lek. Cilj personalizovane medicine jeste
da optimizira odnos rizik/korist i odnos troskovi/korist, identifikuju¢i najbolji moguci
tretman za svakog bolesnika. Tretman prilagoden bolesniku zasnovan na rezultatima
laboratorijskih testova i poznavanju genetickog statusa moZe omoguditi prilagodavanje
doze leka sa nepredvidljivom i varijabilnom bioloSkom raspoloZivosti ili primenu

alternativne terapije (54).

Geneticka ispitivanja u slucaju klopidogrela mogu da ukazu na nemoguénost
metabolizma ovog leka, kao i njegove aktivacije (112). CYP2C19 geneticka testiranja imaju
relativno nisku pozitivnu prediktivnu vrednost za visoku reaktivnost trombocita prilikom
terapije klopidogrelom (oko 20%). Osetljivost i specificnost CYP2C19*2 testiranja za

predikciju visoke reaktivnosti trombocita iznosi 38% i 80%. Isto tako, literaturni podaci
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pokazuju da znacajan procenat bolesnika koji nisu nosioci pomenutog alela mogu da imaju

visoku reaktivnost trombocita tokom terapije klopidogrelom i ne mogu se detektovati

prate¢i samo negativni genetiCki nalaz. To ukazuje da bi podatke o CYP2C19 genotipu,

dostupan fenotip i Kklinicke podatke trebalo ukljuciti

antitrombocitne terapije (51).

1.4.3. Metode odredivanja reaktivnosti trombocita

u algoritam odredivanja

In vivo funkcija trombocita moZe se pratiti vremenom Kkrvarenja, dok se za in vitro

proucavanje reaktivnosti trombocita koristi nekoliko testova (Tabela 2).

Tabela 2. Laboratorijske metode odredivanja reaktivnosti trombocita

Naziv testa

Princip testa

Testovi zasnovani
na pracenju
agregacije
trombocita

LTA (light transmission
agregometry)

Opticko pracenje povecanja
transmitovane svetlosti usled
agregacije trombocita delovanjem
agoniste.

Impedantna agregacija
trombocita

Pracenje povecanja elektricne
impedance usled agregacije
trombocita delovanjem agoniste.

VerifyNow sistem

Pracenje agregacije trombocita u
punoj krvi usled delovanja
agoniste.

Plateletworks

Brojanje trombocita pre i posle
aktiviranja trombocita u punoj
krvi.

Testovi zasnovani
na adheziji
trombocita

PFA-100 sistem

Merenje vremena formiranja
trombocitnog koaguluma prilikom
protoka krvi kroz uzani prostor.

ImpactCone sistem

Viskozimetar prati adheziju i
agregaciju trombocita.

Funkcionalni testovi

Tromboelastografija i
tromboelastometrija

Pracenje brzine formiranja
koaguluma do koga dolazi usled
delovanja agoniste.

Flow citometrija

Detekcija fluoroscentno
obeleZenih trombocita pomoéu
lasera.

Praéenje metabolita
TXA2

Merenje koncentracije TXA2
metabolita radio-imunoloskim ili
enzimsko - imunoloskim
testovima.

Tabela modifikovana prema: Marcucci R, Grifoni E, Giusti B. On-treatment platelet reactivity: State of the

art and prespectives. Vascular Pharmacology. 2016;77:8-18.
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Vreme krvarenja po Dukeu je invazivna tehnika i koristi se za procenu sposobnosti
trombocita da stvaraju koagulum. Ovaj test je slabo reproducibilan poSto na njega uticu
mnogi faktori: broj trombocita, faktori koagulacije, eritrociti, stanje zida krvnog suda. Iz
navedenih razloga, ova metoda nije dovoljno osetljiva na steCene i nasledne defekte
funkcije trombocita i ne bi trebalo da se koristi za pracenje efekta antitrombocitnih lekova

(122).
e Testovi zasnivani na pracenju agregacije trombocita

Agregometrija predstavlja funkcionalan test koji se zasniva na stimulaciji agregacije
trombocita razli¢itim agonistima i moZe da se koristi za pracenje efekta atitrombocitne
terapije (123). ADP dovodi do amplifikacije aktivacije trombocita i esencijalan je za proces
agregacije. Ocekivano, inhibicija uloge ADP-a, kao agoniste, utice ne samo na formiranje
koaguluma in vivo ve¢ i na in vitro aktivaciju trombocita. Zato su u mnogim studijama
upotrebljivane razlicite tehnike, koje su koristile ADP za pracenje trombocitne aktivnosti in
vitro kako bi istrazivaci pratili stepen inhibicije antitrombocitnim lekovima i predvideli

rizik od aterotrombotickih dogadaja (124).

LTA (light transmittance aggregometry) predstavlja jedan od prvih testova i smatra se
zlatnim standardom za pracenje antiagregacionog efekta lekova (125). Ovaj test je Born G.
opisao 1962. godine. Antiagregacijski efekat antitrombocitnih lekova odreduje se
merenjem transmisije svetlosti kroz plazmu bogatu trombocitima posle izlaganja agonisti,
pri ¢emu se, kao standard, koristi plazma siromasna trombocitima (126). LTA prati
povecanje transmisije svetlosti kroz suspenziju trombocita, do kojeg dolazi usled nastanka
agregata (122). Antiagregacijski efekat se izrazava kao apsolutna ili relativna promena
agregabilnosti pre i posle delovanja leka ili kao reaktivnost trombocita, koja zahteva samo
jedno merenje posle primene leka (126). Medutim, ovaj test nije pogodan za pracenje
efekta terapije iz nekoliko razloga. LTA nije standardizovan test poSto postoji varijabilnost
u primenjenim agonistima, njihovim koncentracijama, izrazavanju rezultata i definiciji cut-
off vrednosti. Tac¢nost i reproducibilnost testa je veoma mala poSto mnogi faktori uti¢u na
izvodenje testa. Nedostatak standardizacije onemogucava predenje rezultata dobijenih u

razliCitim laboratorijama. Dok su pojedini autori ukazali na znacajnu klinicku korist ovog
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testa, postoje studije koje su ukazivale na to da on moZe da preceni incidencu rezistencije

na klopidogrel (124).

Verify Now System (Accumetrics Inc. San Diego, California, USA) prati agregaciju
trombocita preko aglutinacije zrnaca obloZenih humanim fibrinogenom, do koje dovode
aktivirani trombociti stimulisani agonistima u citratnoj punoj krvi (122). Ovaj sistem meri
indukovanu agregaciju trombocita ADP-om i prostaglandinom E1, prate¢i povecanje
transmisije svetlosti (P2Y12 test). On koristi i izo-trombin receptor aktivirajuci peptid (iso-
TRAP) koji aktivira trombocite bez obzira na delovanje klopidogrela. Rezultati se izrazavaju
u PRU (platelet reactivity unit) jedinicama pokazuju¢i stepen agregacije posredovane
P2Y12 receptorima. Drugi nacin izraZavanja rezultata je procenat inhibicije i predstavlja
promenu vrednosti baziCne agregabilnosti. P2Y12 test je pokazao dobru korelaciju sa LTA

testom (125).

Multipla elektrodna agregometrija (MEA) ili impedantna agregometrija meri promenu
elektri¢ne impedance prilikom formiranja trombocitnih agregata, na bakarnoj eletrodi, koja
je obloZena tankim slojem srebra i uronjena u uzorak razblaZene pune krvi. Kod ovog testa
prati se elektricna impedanca kod dva nezavisna para elektroda, na cijoj povrsini dolazi do
adhezije trombocita i agregacije, nakon dodatka agoniste aktivacije trombocita. Rezultati
koji pokazuju da bolesnik nije adekvatno odgovorio na terapiju mogu da ukazu na
rezistenciju ukoliko je prethodno isklju¢ena moguénost neuzimanja leka. Kod MEA testa
eliminisani su potencijalni nedostaci LTA (centrifugiranje, varijabilna reproducibilnost,
velika zapremina uzorka, vreme do rezultata) (123). Puna krv se smatra uzorkom izbora,
Cime se izbegava centrifugiranje, koje moZe da oSteti trombocite, i omogucava pracenje
funkcije trombocita u prisustvu ostalih krvnih ¢elija (127). PoSto nije potrebno
centrifugiranje uzorka, kod MEA se dobijaju podaci o agregaciji trombocita za 10 minuta.
MEA je standardizovan test i rezultati iz razlic¢itih laboratorija mogu medusobno da se
porede dokle god se laboratorije pridrzavaju preporuka proizvodaca (70). Dobra

reproducibilnost ovog testa je ve¢ utvrdena (manje od 6% varijabilnosti) (123).

Lumiagregometrija predstavlja test koji prati oslobodeni ATP iz aktiviranih trombocita.

Delovanjem razlic¢itih agonista, ADP se oslobada iz granula trombocita, koji se zatim
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konvertuje u ATP. Ovaj test omogucava istovremeno pracenje agregacije trombocita i
odredivanje koncentracije oslobodenog ATP; on reaguje sa luciferin-luciferazom dovodeci
do emitovanja svetlosti koju kvantifikuje lumiagregometar. Lumiagregometrija predstavlja
skrining test kod bolesnika sa sumnjom na poremecaje funkcije trombocita ili sekrecije

sadrzaja granula (122).

Agregometrija koja se zasniva na brojanju trombocita pre i nakon dodatka agoniste
izuzetno je osetljiva i jednostavna metoda pracenja agregabilnosti trombocita. Dodatkom
agoniste broj trombocita se smanjuje u odnosu na bazalne vrednosti ovih krvnih ¢elija kod
bolesnika. Na ovaj naCin mogu da se detektuju i izuzetno mali agregati koje ¢ine dva do tri
trombocita, $to nije moguce sa LTA testom. Medutim, podaci o proceni terapijskog efekta

klopidogrela sa ovim testom veoma su oskudni u literaturi (124).

Plateletworks (Helena Laboratories, Beaumont, Texas, USA) odreduje procenat
agregacije trombocita u sveZoj punoj krvi. Prvo se odreduje bazi¢ni broj trombocita
brojacem. Zatim se Celije broje uz dodatak 20 umol/L ADP, koji ¢e aktivirati neinhibirane
trombocite lekom. Dodatkom agoniste nastaju agregati ve¢i od trombocita, koji se nece
izbrojati kao individualne celije. Odnos izmedu ova dva brojanja predstavlja procenat
inhibicije. Test je pokazao dobru korelaciju sa LTA. Nedostatak ovog testa je Sto mora da se

izvede par minuta nakon uzorkovanja (126).

e Testovi zasnovani na adheziji trombocita

Platelet Function Assay-100 (PFA-100 system, Dade Behring, Miami, Florida, USA)
smatra se in vitro odredivanjem vremena Kkrvarenja. Uzorak pune krvi aspirira se kroz
kapilaru, koja igra ulogu male arterije i aperturu sa membranom, koja imitira povredeni
deo krvnog suda. Membrana je obloZena kolagenom u kombinaciji sa ADP ili epinefrinom.
Formirani trombocitni koagulum zatvara aperturu i ometa kretanje krvi, a sistem prati
vreme u kom se deSava ovaj proces. Osetljivost ove tehnike na efekat lekova je mala, Sto se
objasnjava varijablama koje uticu na samu metodu: broj trombocita i eritrocita, vWf{,
hematokrit (122). Nekoliko studija je pokazalo da ova metoda ne mozZe da detektuje

varijabilni efekat klopidogrela (126).

35



Uticaj CYP2C19*2 varijante gena na terapijski odgovor u toku primene klopidogrela kod bolesnika sa stenozom karotidnih arterija

Cona and platelet analizator - Impact-R analyzer predstavlja viskozimetar koji meri
adheziju trombocita i agregaciju. Primarno se koristi za detekciju von Willebrandove
bolesti i za pracCenje tretmana GPIIb/Illa antagonistima (124). Ova tehnika nije

standardizovana i reproducibilnost zavisi od operatera (70).
e Funkcionalni testovi

Tromboelastografija i tromboelastometrija su metode koje omogucavaju procenu
celokupnog hemostatskog procesa, pracenjem promena koje se deSavaju tokom formiranja
koaguluma u punoj krvi. Kod ovih metoda trombociti ucestvuju u svim procesima
hemostaze i zato na rezultate mogu uticati, pored funkcionalnosti trombocita, faktori
koagulacije, inhibitori koagulacije i proces fibrinolize. Tromboelastografija i
tromboelastometrija mere fizicka svojstva formiranog koaguluma koriste¢i oscilirajuc¢u
¢aSicu sa uzorkom pune krvi u kojoj se nalazi igla. Magnituda kretanja igle direktno je
povezana sa jacinom veze izmedu fibrina i trombocita. Dodatkom ADP, ove metode se
mogu koristiti i za pracenje terapije klopidogrelom. Do sada postoji veoma malo podataka o

Kklini¢koj primeni ovih metoda u pracenju antitrombocitne terapije (122).

Flow citometrija omogucava in vitro proucavanje reaktivnosti trombocita i detekciju
cirkuliSu¢ih aktivnih trombocita, agregata trombocita i leukocita i mikropartikula
trombocita. VASP test meri inhibiciju fosforilacije VASP proteina i primenjuje se za
direktnu procenu inhibicije P2Y12 receptora. Zbog toga je ovaj test izuzetno specifi¢an za
pracenje efekta tienopiridina. Rezultati VASP testa mogu se porediti iz razli¢itih ustanova.
lako postoji globalno slaganje izmedu metoda koje se zasnivaju na ADP-indukovanoj
agregaciji trombocita i VASP testa, postoje osobe koje na osnovu rezultata LTA testom
imaju loS odgovor na terapiju dok VASP test ukazuje na to da imaju dobar odgovor na
tretman (124). Pokazano je da VASP test ne ukljucuje ulogu P2Y1 receptora, za razliku od
agregometrijskih metoda (73). Siller-Matula i saradnici (123) pokazali su da detektovana
hiperreaktivnost trombocita MEA metodom ima prediktivhu vrednost za predikciju

tromboze stenta u odnosu na VASP test.

NajceS¢e metode koje se danas koriste za procenu funkcije trombocita je LTA, MEA i

Verify Now, koje se zasnivaju na pracenju ADP-indukovane agregacije trombocita. LTA
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metoda, zbog dugotrajnog izvodenja, zahteva obuceno osoblje i nije prakti¢cna za klinicku
rutinsku upotrebu. MEA i Verify Now koriste punu krv i omogucavaju brzu i jednostavnu
procenu funkcije trombocita sa mogu¢noS¢u donoSenja brze odluke u vezi sa tretmanom
pacijenta. Zato se Multiplate, sistem koji koristi MEA metodu, i Verify Now smatraju point-
of-care sistemima. Za razliku od LTA i Verify Now, koji prate agregabilnost trombocita u
tecnoj sredini nakon ADP stimulacije, kod MEA metode agregacija se deSava na c¢vrstoj
povrsini, $to je najsli¢nije in vivo uslovima, gde se agregacija trombocita deSava na povrsini
rupture plaka, na mestu oStecenja vaskularnog endotela ili na stentu. Korelacija izmedu
Verify Now i MEA, odnosno MEA i LTA testova postoji, ali ipak ne daju identi¢ne rezultate
(128). Zapazeno je da osobe Zenskog pola imaju c¢eS¢e loS odgovor na terapiju
klopidogrelom ako se prate sa LTA i Verify Now, dok MEA metoda ukazuje na to da
muskarci ¢eS¢e pokazuju rezistenciju na klopidogrel (70). Gremmel i saradnici (129) su
poredili razli¢ite testove za pracenje antitrombocirnog efekta klopidogrela (LTA, VASP,
Verify Now, MEA i Impact-R) kod bolesnika posle PKI i ugradnje stenta. Najbolje slaganje
izmedu rezultata su pokazali LTA i Verify Now. Medutim, kada se govori o Kklasifikaciji
bolesnika sa dobrim i loSim terapijskim odgovorom na klopidogrel, sva Cetiri testa su
pokazala loSe slaganje sa LTA. Sa ovim zakljuCkom se slaZe i studija Paniccia i saradnika

(130).

Dakle, postoji slabo slaganje medu laboratorijskim testovima u identifikaciji bolesnika
koji imaju lo$ terapijski odgovor na klopidogrel, odnosno procena odgovora na lek je test-
specifi¢na. (12). U zavisnosti od tipa testa i od nacina odabira cut-off vrednosti, prevalenca
rezistencije na antitrombocitnu terapiju razlikuje se od studije do studije. U literaturi
prevalenca smanjenog odgovora na klopidogrel varira od 4,8% do 51%. Ova varijabilnost
rezultata se objasnjava razli¢itim dizajnom studija i slabim slaganjem rezultata dobijenih
razli¢itim testovima. Prevalenca rezistencije na klopidogrel zabeleZzena LTA metodom je
13%, 39% VASP testom, 33% Verify Now metodom (61). Prevalenca rezistencije na
klopidogrel varira u odnosu na odabranu cut-off vrednost. Na Verify Now sistemu sa cut-off
vrednoS¢u od 15% inhibicije agregacije, zastupljenost rezistencije na klopidogrel u
ispitivanoj populaciji je 21%, dok je sa cut-off vrednos¢u od 20% inhibicije agregacije na

istom sistemu prevalenca rezistencije 40% (69).
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Kod testova koji se koriste za pracenje efekta antitrombocitnih lekova moraju se uzeti u
obzir faktori koji uticu na vrednost dobijenog rezultata: niska bioloska dostupnost leka
(neadekvatna doza, nedovoljna apsorpcija, interferencija sa drugim lekovima), povecana

funkcija trombocita, geneticki faktori, interakcija trombocita sa drugim krvnim celijama.

Otkrivanje visoke reaktivnosti trombocita in vitro kod bolesnika koji primaju
antitrombocitnu terapiju ne mora da ukaze da su ovi bolesnici rezistentni na terapiju. Samo
specifi¢ni testovi za koje je dokazano da mere farmakoloski efekat antitrombocitnog leka
mogu razjasniti da li se hiperreaktivnost trombocita javlja zbog nedovoljnog farmakoloskog

efekta leka ili je razlog druge prirode (124).

1.4.3.1. Klinicki znacaj funkcionalnih testova

Razlic¢ite grupe autora pokazale su da je odredivanje doze leka na osnovu rezultata
funkcionalnih testova znacajno smanjilo rizik od razvoja ishemijskih dogadaja. Po nekim
autorima, rizik kod bolesnika sa visokom reaktivno$¢u trombocita tokom terapije sveden je
kao kod bolesnika koji su pokazali dobar terapijski odgovor na klopidogrel (131, 132). Arad
i saradnici (133) su u svojoj metaanalizi pokazali da je kod bolesnika kod kojih je terapija
odredena na osnovu vrednosti ADP specifi¢nih testova agregacije trombocita znacajno

smanjena incidenca smrtnosti, tromboze stenta i infarkt miokarda.

Kod bolesnika kod kojih je izvrSena PKI, pracenje efekta leka funkcinalnim testovima
omogucilo je definisanje terapijskog prozora u okviru kog je najmanji rizik za bolesnika od

razvoja tromboze i krvarenja (50).
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2. CILJEVI ISTRAZIVAN]JA

Cilj ovog naucnog istraZivanja bio je da se ispita povezanost terapijskog odgovora na

antitrombocitni lek klopidogrel i prisustva CYP2C19*2 varijante gena kod bolesnika sa

dijagnostikovanom stenozom karotidnih arterija, kod kojih je izvrSena endarterektomija i

postoperativno uveden klopidogrel u dozi od 75 mg dnevno.

U tom smislu bilo je potrebno da se:

ispita ucestalost CYP2(C19*2 varijante gena u ispitivanoj populaciji,

prati promena agregabilnosti trombocita i uticaj CYP2C19*2 varijante gena na
vrednosti ADP-indukovane agregacije prilikom terapije klopidogrelom tokom
perioda pracenja,

utvrdi cut-off vrednost ADP-indukovane agregacije trombocita (odnosno ADP-TRAP
odnosa) radi procene terapijskog odgovora bolesnika (dobar/los odgovor) i
povezanost CYP2(C19*2 alela sa terapijskim odgovorom na postoperativno uvedeni
klopidogrel,

ispita da li povetana bazi¢na agregabilnost trombocita, odnosno agregabilnost
trombocita pre uvodenja terapije predstavlja prediktor loSeg odgovora na uveden
antitrombocitni lek,

utvrdi da li odnos ADP-TRAP testova bolje reflektuje stepen inhibicije agregabilnosti
trombocita P2Y12 antagonistima u odnosu na sam ADP test,

ispita uticaj genetskih i negenetskih faktora na terapijski odgovor bolesnika, kao i
uticaj drugih lekova na vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita,

ispita povezanost klinickog stanja bolesnika (njegovog poboljsanja ili pogorsanja) i
odgovora na antitrombocitnu terapiju, tokom jednogodiSnjeg pracenja nakon

intervencije.
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3. METODE

3.1. Vreme i mesto istrazivanja
U periodu od juna 2012. godine do oktobra 2013. godine sprovedena je prospektivna
studija na Klinici za vaskularnu hirurgiju Instituta za kardiovaskularne bolesti ,Dedinje” u

Beogradu.

3.2. Dizajn studije i bolesnici

U studiji je bilo uklju¢eno 112 bolesnika hospitalizovanih radi operativnog lec¢enja
karotidnih arterija. Stepen stenoze pojedinacnih arterija ili obe karotidne arterije
prethodno je utvrden na osnovu nalaza ultrazvuc¢nog pregleda, MSCT (Multislice Computed
Tomography) arkografije ili CDS (Color Doppler ultrasonografija) arterije vrata, na osnovu
¢ega je indikovano operativno lecenje.

Bolesnicima je po prijemu na Institut uzeta kompletna anamneza i obavljen je fizikalni
pregled. Tokom pregleda, definisani su faktori rizika za kardiovaskularne bolesti
(hipertenzija, hiperlipidemija, puSenje) i uzeti podaci o ranijim operacijama i ostalim
patoloSkim stanjima. ZabeleZeni su slede¢i demografski podaci: pol, starost, trenutna
terapija, porodi¢no prisutne kardiovaskularne bolesti, faktori rizika (gojaznost, smanjena
fizicka aktivnost, nepravilna ishrana). Svakom bolesniku su uzete antropometrijske mere,
telesna visina (TV) i telesna masa (TM), i na osnovu njih izraCunat je indeks telesne mase
(ITM) po formuli: ITM=TM (kg) / (TV)? (cm). Sistolni i dijastolni krvni pritisak mereni su u
miru, pola sata nakon dolaska u bolnicu, u sede¢em polozaju. U sklopu preoperativne
dijagnostike uraden je ehokardiografski pregled. Kriterijumi za ukljuenje bolesnika u
studiju bili su:

¢ dijagnostikovana stenoza karotidne arterije veca od 50%,

¢ indikovana karotidna endarterektomija i

¢ uzimanje terapije klopidogrela (75 mg dnevno), najmanje 30 dana nakon intervencije.
Ukljucivanje bolesnika u studiju podrazumeva i popunjavanje upitnika i dobijanje pismene
saglasnosti bolesnika za uceSc¢e u studiji. Kriterijumi za iskljucenje bolesnika iz studije bili

Su:
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e preoperativni broj trombocita manji od 150x10°/L,

e bazifna vrednost TRAP (thrombin receptor activating peptide) testa manja od 500

AU*min,
e primena antiagregacijske terapije (osim aspirina ili klopidogrela),
e diabetes mellitus,
e poremecaji funkcije jetre i/ili bubrega,
e poremecaji hemostaze.

Bolesnicima koji su pre prijema primali terapiju klopidogrelom terapija je bila prekinuta 7
dana pre zakazane intervencije. Bolesnici koji su pre prijema primali statine, blokatore [3-
adrenergickih receptora, ACE inhibitore, blokatore kalcijumovih kanala i antagoniste

receptora angiotenzina Il nastavili su sa terapijom tokom boravka u bolnici.

[spitivanja pre hirurSke intervencije podrazumevala su analizu krvne slike,
osnovnih biohemijskih parametara i osnovnih testova za procenu hemostaze kod
bolesnika. Takode, u periodu pre intervencije, svakom bolesniku je uzet uzorak krvi za
geneticko ispitivanje prisustva CYP2(C19*2 alela. Dvadeset Cetiri ¢asa pre zakazane hirurske

intervencije, odredena je bazalna vrednost testova za ispitivanje funkcije trombocita.

Posle odgovarajuce pripreme bolesnika, uradena je karotidna endarterektomija.
Nakon hirurske intervencije, zapoceta je dvojna terapija aspirinom (100 mg dnevno) i
klopidogrelom u dozi od 75 mg dnevno, najmanje 30 dana od intervencije. Bolesnicima su
uzeti uzorci venske krvi dvadeset Cetiri casa nakon uzimanja prve doze leka, potom sedmog
i tridesetog dana od uvodenja terapije radi agregometrijskog testiranja, kako bi se pratio

efekat terapije klopidogrelom.

Nakon otpusta, tokom redovnih kontrola Ili putem telefonskog razgovora praceno je
stanje bolesnika (pogorsanje ili poboljsanje). Kad je re¢ o pogorsanju prac¢eni su mozdani

udar, TIA i smrt. Prac¢enje bolesnika je trajalo godinu dana od intervencije.

0Od 150 bolesnika na pocetku studije, 121 bolesnik uzimao je terapiju minimum 30

dana nakon KE. Tokom narednih 11 meseci, 112 bolesnika je i dalje uzimalo terapiju
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klopidogrelom, a to je ujedno i konacan broj bolesnika koji su bili uklju¢eni u istrazivanje.
Medutim, ne moZe se iskljuciti mogucnost da se odredeni broj bolesnika od kona¢nog broja

ukljucenih bolesnika nije pridrzavao saveta lekara oko uzimanja terapije.

Rutinske analize (biohemijske i hematoloSke) uradene su u laboratorijskoj sluzbi,
dok su koagulometrijski i agregometrijski testovi obavljeni u Sluzbi transfuzije i patologije
krvi Instituta za kardiovaskularne bolesti ,Dedinje” u Beogradu. Geneticka ispitivanja su

vrSena na Institutu za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo u Beogradu.

Studija je sprovedena u skladu sa etickim nacelima Helsinske dekleracije i nacelima
Etickog komiteta Instituta za kardiovaskularne bolesti ,Dedinje” (broj resenja: 2205 od
3.5.2012. godine) Svim bolesnicima je objasnjeno o kakvom istraZivanju je rec, koja koli¢ina
krvi se uzima i u koje svrhe ¢e biti sprovedeno ispitivanje. U studiji su ukljueni samo

bolesnici koji su potpisali informativni pristanak.

3.3. Uzorkovanje krvi

Za svakog bolesnika sakupljeni su uzorci krvi za rutinska laboratorijska ispitivanja, za
ispitivanje funkcije trombocita i za genetic¢ko testiranje. Uzorci venske krvi uzimani su u
jutarnjim ¢asovima (7-9h).

Za agregometrijska ispitivanja, uzorak krvi vaden je u vakuum epruvetu sa
antikoagulansom litijum-heparinom (4 mL; Becton Dickinson, Swingdon, UK). Sadrzaj
svake epruvete, neposredno nakon vadenja krvi, pazljivo je promesSan 3 do 5 puta u skladu
sa preporukama proizvodaca epruveta i transportovan u laboratoriju. Uzorci pune krvi
odstojali su na sobnoj temperaturi oko 30 minuta i testirani su nakon minimalno 30 minuta
do maksimalno 3 sata od vadenja krvi, po preporuci proizvodaca testova. Svi uzorci koji su
bili ikteri¢ni, hemolizovani ili lipemicni nisu testirani.

Za hematoloSke i biohemijske analize, uzorak krvi uziman je posle 12 sati
gladovanja. Krv je vadena u vakuum epruvete bez aditiva za biohemijske analize (4 mL;
Becton Dickinson, Swingdon, UK), sa antikoagulansom K2-EDTA za odredivanje krvne slike
sa diferencijacijom leukocita (3 mL; Becton Dickinson, Swingdon, UK) i sa 3,2% natrijum-

citratom za koagulometrijske testove (4,5 mL; Becton Dickinson, Swingdon, UK). Svaki
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uzorak je promesan pazljivo nekoliko puta nakon vadenja i transpotovan u laboratoriju gde
je analiziran u periodu od 2 sata nakon uzorkovanja. Uzorci seruma su dobijeni
centrifugiranjem krvi na 1200xg (obrtaja u minuti) tokom 10 minuta, a uzorci plazme

izdvajani su centrifugiranjem na 3000xg (obrtaja u minuti) tokom 15 minuta.

Za geneticko ispitivanje, uzorak krvi uziman je u vakuum epruvetu sa
antikoagulansom 3,2% natrijum-citratom (4,5 mL; Becton Dickinson, Swingdon, UK) i

cuvan je na -80 °C do trenutka testiranja.

3.4. Metode odredivanja krvne slike sa diferencijacijom leukocita

Odredivanje krvne slike sa diferencijacijom leukocita (ukupan broj eritrocita,
koncentracija hemoglobina, ukupan broj leukocita i leukocitarna formula i ukupan broj
trombocita) radeno je na hematoloSkom analizatoru HmX AL (Beckman Coulter, Inc., Brea,
USA) kod kog se brojanje Celija vrsi pomocu Coulter-ovog principa. Diferencijacija leukocita
obavlja se pomoc¢u VCS metode (V-volumen, C-conductivity, S-Scatter). Na osnovu
provodljivosti Celija i intenziteta rasute svetlosti, dobijaju se informacije o zapremini Celije,
o zapremini i obliku jedra, odnosu jedra i citoplazme, kao i granularnosti. Ova tri merenja
daju sve potrebne informacije o svakoj pojedinacnoj ¢eliji i na taj na¢in omogucavaju

diferencijaciju leukocita u pojedinacne subpopulacije.

3.5. Metode odredivanja koagulometrijskih parametara

Testovi za procenu hemostaznog statusa bolesnika: protrombinsko vreme (PT),
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme (APTT) i koncentracija fibrinogena
odredivani su koagulometrijskim metodama na automatskom koagulomteru ACL Elite Pro

(Instrumentation Laboratory, USA).
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3.6. Metode odredivanja biohemijskih parametara
Biohemijski parametri su odredeni primenom rutinskih metoda na automatskom
biohemijskom analizatoru UniCel DxC600 (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) koriS¢enjem

testova istog proizvodaca:

e koncentracija glukoze odredena je na osnovu potros$nje kiseonika delovanjem

glukoza-oksidaze;
e koncentracija ukupnog bilirubina odredena je diazo metodom;
e Kkoncentracija kreatinina odredena je modifikovanom Jaffe metodom;
e koncentracija uree odredena je enzimskom metodom primenom ureaze;

e aktivnost enzima alanin-aminotransferaze (ALT) i aspartat-aminotransferaze (AST)

odredena je kinetickom metodom uz primenu piridoksal-5-fosfata kao kofaktora;
e Kkoncentracija ukupnog holesterola odredena je primenom holesterol oksidaze;

e Kkoncentracija triglicerida odredena je enzimskom metodom.

3.7. Metoda odredivanja reaktivnosti trombocita

Za merenje reaktivnosti trombocita, u istrazivanju je koriS¢en analizator Multiplate®
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Princip na kome se =zasniva merenje
agregabilnosti trombocita baziran je na elektricnoj impedanci. Agregacija trombocita se
prati u test Celiji sa magnetom u koju su uronjena dva para bakarnih elektroda oblozenih
srebrom duzine 3,2 mm. Analizator prati promenu otpora na elektrodama koje su uronjene
u uzorak pune krvi nakon dodatka fizioloSkog rastvora i odgovarajuéeg agoniste agregacije
trombocita. Nakon aktivacije trombocita, Celije adheriraju i stvaraju agregate na povrsSini
elektroda. Dva para elektroda, koje se nalaze u svakoj test Celiji, omogucavaju dvostruko
merenje agregacije trombocita u uzorku krvi, Sto test ¢ini preciznijim, a konacni rezultat

prikazuje se kao srednja vrednost oba merenja (134) (Slika 10).
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Slika 10. Princip rada Multiplate® analizatora (Preuzeto iz : HaemoviewDiagnostics

website)

Multiplate® je jednostavan aparat za upotrebu. Koristi malu koli¢inu uzorka i, u
zavisnosti od tipa agoniste koji se dodaje uzorku, moZe se pratiti aktivacija trombocita
preko razli¢itih signalnih puteva. Na taj nadin mogucle je pratiti efekat razlicitih
antitrombocitnih lekova (acetilsalicilna kiselina, klopidogrel i antagonisti GPIIb/Illa
receptora). Analizator ima pet kanala za merenje Sto omogucava paralelno izvodenje pet

testova.

e ASPI test - dodatkom arahidonske Kkiseline, ciklooksigenaza stvara agonistu
agregacije trombocita TXA2. ASPI test je osetljiv isklju¢ivo na aspirin i nesteroidne

antiinflamatorne lekove.

e COL test - eksterno dodat kolagen aktivira receptor za kolagen koji dovodi do
oslobadanja endogene arahidonske kiseline i stvaranja TXA2. COL test je osetljiv na

acetilsalicilnu kiselinu.

e TRAP test - TRAP-6 (thrombin receptor activating peptide) stimuliSe trombinski
receptor na povrsini trombocita, dovodeci do njihove aktivacije. TRAP test pokazuje
bazalnu agregabilnost trombocita. Neosetljiv je na acetilsalicilnu kiselinu i na ADP

antagoniste.

e RISTO test - ristocetin gradi kompleks sa vWTf, koji se vezuje za trombocite dovodeci
do agregacije. Test se koristi za detekciju nedostatka GPIb receptora ili odsustvo

vWF i diferencijaciju von Willebrandove bolesti.

e ADP test - dodatkom ADP-a, stimuliSe se agregacija trombocita preko ADP

receptora, dovodeci do smanjenja cAMP, odnosno do oslobadanja jona kalcijuma
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unutar trombocita. ADP agonista ne aktivira samo P2Y12 receptore na povrSini
trombocita ve¢ i ostale ADP receptore, koji nisu ciljni receptori za antitrombocitne
lekove. Prostaglandin E1 (PGE1) predstavlja fizioloski inhibitor trombocita. PGE1
povecava koncentraciju cAMP stimulacijom adenilat-ciklaze, S$to smanjuje
mobilizaciju jona kalcijuma iz depoa i inhibira agregaciju trombocita. PGE1 svoj
efekat ostvaruje vezuju¢i se za P2Y1 receptore i deluje sinergisticki sa P2Y12
antagonista (ADPHS test), ali dovodi i do povecanja broja uzoraka koji su rezistentni
na klopidogrel svrstavajuci u ovu grupu i bolesnike koji nisu na terapiji, a pokazuju

slabu agregaciju trombocita (manja specificnost u odnosu na ADP test) (134).

Preporuka je da se za monitoring aspirina koriste ASPI i TRAP test, dok su za
pracenje klopidogrela preporuceni ADP HS i TRAP testovi. Svi testovi su osetljivi na

prisustvo antagonista GPIIb/IIla receptora (134).

U ovom istrazivanju, ADP HS test koriS¢en je za pracenje terapijskog efekta
klopidogrela. Kod ADP HS testa koristi se agonista ADP u finalnoj koncentraciji od 6,5 uM i
PGE1 u finalnoj koncentraciji 9,4 nmol/L. Za praéenje bazalne agregabilnosti trombocita
koris¢en je TRAP test. Smatra se da odnos ADP-TRAP testova bolje reflektuje stepen

inhibicije agregabilnosti trombocita P2Y12 antagonistima u odnosu na sam ADP test (135).

Aktivnost trombocita je odredivana dvadeset Cetiri ¢asa pre hirurSke intervencije.
Nakon karotidne endarterektomije, ADP i TRAP testovi odredivani su dvadeset Cetiri ¢asa
od primenjene prve doze leka, sedmog i tridesetog dana uzimanja terapije. Rezultati
reaktivnosti trombocita izraZeni su kao vrednost ADP testa u AU*min jedinicama i kao
odnos ADP-TRAP testova (%) U skladu s publikovanim radovima (19, 136), odluceno je da
se prvo merenje obavi dvadeset Cetiri ¢asa od uzete prve doze klopidogrela, kako bi se
utvrdilo da li niska doza klopidogrela (75 mg) utice na agregaciju trombocita dovoljno da bi
se utvrdila razlika u odnosu na CYP2(C19*2 status bolesnika.

Prospektivno je odredena cut-off vrednost koja je koriS¢ena za definisanje visoke
reaktivnosti trombocita prilikom terapije klopidogrela. Za cut-off vrednost uzet je 75-ti

percentil ADP-indukovane agregacije trombocita tridesetog dana uzimanja terapije. Kod
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75% ispitivane populacije, vrednost ADP-indukovane agregacije trombocita bila je ispod
575 AU*min, odnosno ispod 52% za ADP-TRAP odnosa, i te vrednosti uzete su za cut-off.
Navedene vrednosti su koriS¢ene u proceni terapijskog odgovora bolesnika na terapiju

klopidogrelom kod sva tri merenja testova agregacije trombocita.

3.7.1. Nacin rada

Uzorak krvi za analizu uzet je u epruvete sa antikoagulansom litijum-heparinom. Kod
MEA metode, antikoagulans izbora je hirudin ili heparin. Citratna krv nije preporucena zato
Sto citrat vezuje jone kalcijuma iz uzorka i na taj naCin ometa koagulaciju uzorka (134).
Potrebna zapremina pune krvi je 300 pL za izvodenje jednog testa.

Test Celija s magnetom postavlja se na poziciju za merenje i povezuje se sa senzornim
kablom. U test celiju se dodaje 300 uL fizioloSkog rastvora, koji je pre testiranja
pripremljen i zagrejan na 37 °C u analizatoru, i 300 pL uzorka pune krvi. Nakon tri minuta
inkubacije, zvu¢nim signalom aparat signalizira da je potrebno da se doda 20 puL PGE11i 20
uL ADP-a kod izvodenja ADP testa, odnosno 20 puL. TRAP-6 za izvodenje TRAP testa. Nakon
dodavanja aktivatora, automatski pocinje merenje. Za precizno merenje zapremine uzorka i
reagenasa koristi se automatska pipeta prilagodena radu aparata i aplikaciji testa (137).

Test cCelija u kojoj se deSava reakcija sadrZzi dva para elektroda spojenih tokom
izvodenja testa u strujno kolo i analizator meri promenu otpora na elektrodama; do njega
dolazi usled stvaranja agregata trombocita na njihovoj povrsini. Sto je agregabilnost
trombocita veca, vedi je i otpor na elektrodama. Tokom Sest minuta, aparat iscrtava krivu
promene otpora, odnosno krivu agregacije trombocita (Slika 11). Analizator izracunava tri
parametra iz izmerenih podataka:

¢ povrsinu ispod krive agregacije (AUC), koja ukazuje na aktivnost trombocita,
¢ agregaciju (AU), koja predstavlja visinu krive i
¢ brzinu (AU/min), koja predstavlja maksimalan nagib krive.

PovrSina ispod krive agregacije trombocita izrazava se u U (engl. Units) ili AU*min
(engl. arbitrary aggregation unit) jedinicama (10 AU x min odgovara 1 U).

Pearsonov koeficijent korelacije koristi se prilikom poredenja podataka dobijenih sa

oba para elektroda. Preporuka proizvodaca je da se testiranje uzorka ponovi ako je
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navedeni koeficijent manji od 0,98. Takode, testiranje je potrebno ponoviti i ako je razlika
izmedu povrSina ispod pojedinacnih kriva ve¢a od 20% u odnosu na srednju vrednost

povrsine ispod obe krive (134).
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Slika 11. Kriva agregacije (Preuzeto iz: HaemoviewDiagnostics website)

3.7.2. KoriSceni reagensi

ADP, PGE1 i TRAP liofilizovani reagensi cuvaju se na 2-8 °C i stabilni su do datuma
isteka roka deklarisanog na pakovanju. Reagensi su rekonstituisani sa 1 mL dejonizovane
vode, blago promeSani i ¢uvani na sobnoj temperaturi. Nakon 10 minuta, reagensi su

spremni za upotrebu. Neposredno pre upotrebe, blago je promesan sadrZaj u bocici.

Rekonstituisan reagens je stabilan 7 dana na 2-8°C u originalnim bocicama.
Reagense je potrebno izvaditi iz frizidera neposredno pre koriS¢enja. SadrZaj originalne
bocice moZe se podeliti u 5 porcija u za to predvidene posude. Cuvanjem reagenasa na

-20°C stabilnost se produzava do 4 nedelje.

[spravnost uredaja kontrolisana je svakodnevno prema propisanom protokolu.
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3.8. Geneticke analize

3.8.1. Ekstrakcija DNK

Kao izvor DNK (dezoksiribonukleinska kiselina) koriS¢ena je puna krv bolesnika
koja je prethodno uzorkovana sa natrijum-citratom kao antikoagulansom i ¢uvana na -80°C
do momenta ekstrakcije DNK. Ekstrakcija DNK vrSena je koriS¢enjem kita QIAamp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), prema slede¢em protokolu. U 200 pL pune krvi
dodaje se 20 pL proteinaze K i 200 uL AL pufera za lizu. Epruveta sa ovim komponentama
se snazno promesa, zatim inkubira 10 minuta na 55 °C, nakon ¢ega se u sme$u dodaje 200
uL apsolutnog etanola. SadrZaj epruvete ponovo se intenzivno promesa, pa se prebacuje na
QIAmp Mini kolonu. Vezivanje DNK za matriks kolone postiZe se centrifugiranjem na 8000
obr/min u trajanju od 60 sekundi. Ispiranje kolone i za nju vezanog sadrzaja vrsi se
nanoSenjem 500 pL pufera AW1 i centrifugiranjem na 8000 obr/min tokom 60 sekundi.
Drugo ispiranje kolone vrsi se pomocu pufera AW2 i centrifugiranjem na maksimalnoj
brzini u trajanju od 3 minuta. Eluiranje DNK vezane za kolonu vrsi se sa 200 pL sterilne

vode. DNK u vodenom rastvoru ¢uva se do testiranja sa TagMan testom na -20 °C.

3.8.2. Merenje koncentracije DNK
Za merenje koncentacije DNK, spektrofotometrijskom metodom, na talasnoj duZini

od 260 nm, koris¢en je aparat NanoVue (GE Healthcare, Life Sciences).

3.8.3. Detekcija CYP2C19 *2 alela

Detekcija CYP2C19*2 alela vrSena je posredstvom detekcije (ili iskljucenja)
nukleotidne zamene CYP2C19 681 G >A koja predstavlja marker alela CYP2C19*2. Za ovu
svrhu kori$éen je TagMan test koji se zasniva na egzonukleaznoj (5'—3') aktivnosti Taq
polimeraze tokom procesa lanfanog umnoZavanja polimerazom (PCR) kao i FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) mehanizmom. Primena TagMan metode pored
specificnih prajmera, podrazumeva koris¢enje i TagMan probe. TagMan proba je oligo-
nukleotid komplementaran sekvenci u okviru ciljane sekvence DNK; na 5' kraju TagMan
probe nalazi se fluorescentna, reporterska boja (najcesS¢e FAM, VIC ili JOE), a na 3' kraju

“kvencer” (najces¢e TAMRA). Sve dok se reporter i kvencer nalaze blizu jedan drugom, tj.
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dok je TagMan proba intaktna, nema emitovanja fluorescencije jer fluorescencija koju
emituje reporter biva apsorbovana od strane kvencera. Medutim, u toku PCR amplifikacije
5'-3' egzonukleazna aktivnost Taq polimeraze razgraduje probu vezanu za ciljnu DNK, Sto
rezultira emitovanjem fluorescencije od strane reporterske boje. Razaranje probe od strane
Taq polimeraze i oslobadanje reporterske boje moZe se desiti samo ako je pre toga doslo do
potpune hibridizacije probe sa ciljanim segmentom DNK, $to znaci da se boja emituje samo
ukoliko u okviru ciljane (analizirane) sekvence DNK postoji odredena sekvenca za koju je

TagMan proba karakteristi¢na (Slika 12).
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Slika 12. Princip TagMan testa

Za potrebe ove studije koriS¢en je TagMan Drug Metabolism Genotyping Assay, SNP
rs4244285 (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), koji sadrzi
specijalno dizajnirane prajmere i TagMan probe za detekciju nukleotidne varijante
CYP2(C19 681G odnosno varijante CYP2C19 681A. Za svaku od TagMan proba vezane su
razlic¢ite reporterske boje (FIC odnosno FAM), tako da se na osnovu fluorescencije koju

emituje aktivirana reporterska boja, zaklju€uje da li se u ciljnoj DNK sekvenci na mestu 681
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nalazi guanin ili adenin. Reakciona smeSa upotpunjena je sa TagMan Universal PCR
MasterMix; No AmEerase UNG (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) i 20 ng analizirane DNK. Sastav jedini¢ne reakcione smeSe prikazan je u Tabeli 3, a
dizajn primenjenog programa prikazan je u Tabeli 4. Tokom svakog izvodenja TagMan
testa ukljuCene su i po dve negativne kontrole koje su sadrzale kompletnu reakcionu smesu
bez uzorka DNK. Lanc¢ana reakcija polimeraze i detekcija signala odvijala se kori§¢enjem
aparata 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Rezultati
su analizirani KkoriS¢enjem softvera Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Sequence Detection Software v1.4.1.

Tabela 3. Sastav reakcione smeSe za izvodenje TagMan testa

Komponenta u reakcionoj smesi Koli¢ina u pL
TagMan Drug Metabolism Genotyping Assay 1,25
TagMan Universal PCR MasterMix; No 12,5
AmEerase UNG
DNK u vodenom rastvoru 11,25*
Ukupno 25

*u predvidenom volumenu od 11,25 pL Hz0 rasvoreno je 20 ng DNK

Tabela 4. Dizajn programa primenjen tokom TagMan testa

Temperatura (°C) | Trajanje (min: sec) Broj ciklusa

95 10:00 1
92 00:15

50
60 01:30

3.9. Statisticka analiza podataka
[spitivanje raspodele podataka i slaganje sa Gauss-ovom raspodelom procenjen je
primenom Kolmogorov-Smirnov testa. Svi prikupljeni podaci obradeni su metodama

deskriptivne statistike. Za prikazivanje normalno distribuiranih kontinuiranih promenljivih
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koriSc¢ena je srednja vrednost i standardna greska odredivanja. U zavisnosti od normalnosti
statisticke raspodele podataka, koristili su se parametarski ili neparametarski testovi
(Studentov t test za dva nezavisna uzorka ili Mann-Whitney test). Za analizu rezultata ADP i
TRAP testova dobijenih pre i nakon intervencije i tokom perioda oporavka, kod dve grupe
bolesnika (nosioci wild type i CYP2C19*2 alela) koris¢ena je dvofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) uz upotrebu Bonniferoni post hoc testa za viSestruka poredenja. Kategoricke
promenljive su prikazane kao apsolutni i relativni brojevi (n, %). Statisticka znacajnost
razlike izmedu kategorickih promenljivih utvrdene su upotrebom Pearson chi-square testa

(tablice kontigencije).

Bivarijantna i multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza koriS¢ena je za ispitivanje
odnosa izmedu genotipa i fenotipa (terapijski odgovor bolesnika na klopidogrel), kao i za
ispitivanje uticaja negenetskih promenljivih na fenotip. Logisticka regresiona analiza
upotrebljena je za procenu prediktora za lo$ terapijski odgovor. Odluka o odabiru faktora
koji su bili uklju¢eni u modelima zasnivaju se na literaturnim podacima o ispitivanim
faktorima rizika loSeg odgovora na terapiju klopidogrelom (demografski podaci, terapija
razliitim lekovima, prisustvo CYP2C19*2 alela, laboratorijski parametri). Logisticka
regresiona analiza posluZila je i za formiranje nove promenljive, odnosno modela za
procenu terapijskog odgovora bolesnika na klopidogrel. Promenljive koje su se pokazale
kao znacajni prediktori (P<0,05) bivarijantnom analizom, bili su ukljuceni u
multivarijantne logistiCke regresione modele. U svakoj analizi ra¢unat je koli¢nik Sansi
(engl. Odds Ratio) sa 95% intervalom poverenja. Prediktivni kvalitet promenljivih
procenjen je pomocu ROC (Receiver Operating Characteristic) analize. Svi testovi su
smatrani statisticki znacajnim za P<0,05.

Statisticka obrada podataka izvedena je koriS¢enjem racunarskih programa
Microsoft Excel (verzija 2013; Microsoft, SAD), Medcalc (verzija 11.4; MedCalc software,
Belgium) i IBM SPSS Statistics (verzija 20; IBM, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Demografske i biohemijske karakteristike ispitivane populacije

U istrazivanje je ukljueno 112 bolesnika sa stenozom karotidne arterije, kod kojih
je izvrSena endarterektomija. Medu uklju¢enim bolesnicima ukupno je bilo 66 osoba
muskog pola (58,9%), a prosecna starost iznosila je 66,2 godine. Stenoza karotidne arterije
veca od 70% dijagnostikovana je kod 93 osobe (83%), a kod 71 bolesnika (63,4%)
utvrdeno je prisustvo stenoze obe karotidne arterije. U Tabeli 5 prikazane su demografske
karakteristike ispitivane populacije, faktori rizika i terapija koju su bolesnici uzimali

prilikom prijema u bolnicu.
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Tabela 5. Demografske karakteristike i faktori rizika ispitivane populacije

Demografski parametri N=112
Starost (srednja vrednost+SD) 66,218,1
Pol, n (%)

Muski 66 (58,9)
Zenski 46 (41,1)
ITM, n (%)

< 30 kg/m?2 91 (81,3)
> 30 kg/m? 21 (18,8)
Prisutvo stenoze obe karotidne arterije, n (%) 71 (63,4)
SuZenje karotidnih arterija >70%, n (%) 93 (83)
Faktori rizika, n (%)

Pusenje / da 84 (75,0)
Hiperholesterolemija / da 40 (35,7)
Hipertrigliceridemija / da 26 (23,2)
Pozitivna porodicna istorija kardiovaskularnih

bolesti, n (%) +1(366)
Prethodni cerebrovaskularni dogadaj, n (%)

CVl / da 33 (29,5)
TIA / da 7 (6,2)
Terapija, n (%)

Acetil salicilna kiselina 112 (100)
Blokatori B-adrenergickih receptora 41 (36,6)
ACE inhibitori 64 (57,1)
Blokatori kalcijumovih kanala 35(31,3)
Antagonisti receptora angiotenzina II 4 (3,6)
Statini 53 (47,3)

ITM-index telesne mase; CVI-cerebrovaskularni insult; TIA-tranzitorni ishemijski atak; ACE- angiotenzin
konvertujuci enzim.
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U Tabeli 6 prikazane su vrednosti biohemijskih i hematoloskih parametara u

ispitivanoj populaciji.

Tabela 6. Laboratorijski parametri u ispitivanoj populaciji (N=112)

Hematoloski i biohemijski parametri Srednja vrednost + SD
Leukociti, 10-° /L 7,0+1,9
Eritrociti, 10-12 /L, 4,5+0,4
Trombociti, 10-%/L 21957
Hemoglobin, g/L 136,5%¥12,3
Hematokrit 0,41+0,04
Fibrinogen, g/L 4,6+1,1
Protrombinsko vreme, sec 14,2+2,4
Aktivirano parcijalno tromboplastinsko

29,9+3,7
vreme, sec
Kreatinin, pmol /L 83,4+26,9
Ukupni bilirubin, pmol/L 11,1+4,1
Ureja, mmol/L 6,0+1,9
AST,U/L 23,7%£9,7
ALT, U/L 26,2%+17,3
Glukoza, mmol/L 6,0+1,3
Trigliceridi, mmol/L 1,6+£0,8
Ukupan holesterol, mmol/L 5,2+1,2

AST-aspartat aminotransferaza; ALT-alanin aminotransferaza

4.2. Farmakogeneticki profil (CYP2C19%2) ispitivane populacije

Kod ispitivane populacije, farmakogenetickim ispitivanjem (Slika 13) pokazano je da
su 82 (73,2%) bolesnika nosioci CYP2C19*1/*1 genotipa (wild type), dvadeset devet
bolesnika (25,9%) su heterozigoti CYP2C19*2 varijante gena i 1 (0,9%) bolesnik je
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homozigot za CYP2C19*2 alel. Dakle, zastupljenost CYP2C19*1/*1 genotipa u ispitivanoj
populaciji je 73,2%, nasuprot 26,8% nosioca CYP2(C19*2 alela (Tabela 7).
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Slika 13. Vizuelni prikaz rezultata nakon uradene Taq Man reakcije i upotrebe programa
na RT-PCR aparatu: wild type (plavo) , CYP2C19*1/*2 (zeleno), CYP2C19*2/*2 (crveno), NTC
-blank kontrola bez DNK.
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Tabela 7. Ucestalost CYPZC19 genotipa u ispitivanoj populaciji

Genotip n(%)
Wild Type (CYP2C19*1/*1) 82 (73,2)
Heterozigot CYP2(19*2 varijante gena 29 (25,9)
Homozigot CYP2(C19*2 varijante gena 1(0,9)

4.3. Promena agregabilnosti trombocita prilikom terapije klopidogrela tokom
perioda pracenja

U Tabeli 8. prikazane su vrednosti parametara agregabilnosti trombocita (ADP i

TRAP) dobijene pre hirurske intervencije (pre op), dvadeset Cetiri ¢asa nakon uzimanja

prve doze klopidogrela (75 mg), sedmog i tridesetog dana od uvodenja terapije.

Tabela 8. Vrednosti ADP i TRAP testova tokom perioda pracenja

ADP, AU*min TRAP, AU*min

(srednja vrednost+ SD) | (srednja vrednost+ SD)

pre op 767,09+146,54 1000,38+£192,75
24h 696,58+187,12 1088,74+202,33
7.dan 507,89+209,38 1084,41+175,52
30.dan 434,89+218,10 1067,55£186,31

Poredenje vrednosti ADP testa dobijenih tokom tri merenja prikazano je u Tabeli 9.

Tabela 9. Poredenje vrednosti ADP testa dobijenih tokom perioda pracenja

Parovi varijabli t P

ADP 24h - ADP 7. dan 9,079 0,000*

ADP 7.dan - ADP 30. dan 3,999 0,000*

ADP 24h - ADP 30. dan 10,22 0,000*
*P<0,0005
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Razlika srednjih vrednosti ADP testa dvadeset Cetiri ¢asa nakon uzimanja prve doze
leka i nakon sedmog dana uzimanja terapije klopidogrelom statisticki je znacajna
(P<0,0005). Prosecna vrednost ADP testa dvadeset Cetiri ¢asa nakon uzimanja prve doze
leka je 696,58+187,12 AU*min, a nakon sedmog dana uzimanja leka vrednost ADP test je
507,79+209,38 AU*min.

Razlika srednjih vrednosti ADP testa nakon sedmog dana i tridesetog dana uzimanja
leka je, takode, statisticki znacajna (P<0,0005). Prose¢na vrednost ADP testa nakon sedmog
dana uzimanja leka je 507,79+£209,38 AU*min, a nakon tridesetog dana vrednost ADP testa
je 434,89+218,10 AU*min.

Razlika srednjih vrednosti ADP testa dvadeset Cetiri ¢asa nakon uzimanja prve doze
leka i nakon tridesetog dana uzimanja klopidogrela je, oCekivano, statisti¢ki znacajna
(P<0,0005). Prose¢na vrednost ADP testa nakon dvadeset Cetiri Casa uzimanja leka je
696,58+187,12 AU*min, a nakon trideset dana vrednost je 434,89+218,10 AU*min.

Poredenje vrednosti TRAP testa dobijenih tokom tri merenja je prikazano u Tabeli

10.

Tabela 10. Poredenje vrednosti TRAP testa dobijenih tokom perioda prac¢enja

Srednja | Standardna
Parovi varijabli vrednost, | devijacija, P

AU*min AU*min
TRAP 24h 1088,74 202,33

Par 1 0,829
TRAP 7. dan 1084,41 175,52
TRAP 24h 1088,74 202,33

Par 2 0,394
TRAP 30.dan | 1067,55 186,31
TRAP 7. dan 1084,41 175,52

Par 3 0,369
TRAP 30.dan | 1067,55 186,31

Ocekivano, razlike srednjih vrednosti izmedu TRAP testa dvadeset Cetiri casa nakon
uzimanja prve doze leka, nakon sedmog i tridesetog dana uzimanja klopidogrela, nisu

statisticki znacajne.
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4.3.1 Promena agregabilnosti trombocita tokom primene klopidogrela u
odnosu na prisustvo CYP2(C19*2 alela

Vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita dobijene tokom tri merenja kod
grupe bolesnika koji su nosioci CYP2C19*2 alela i bolesnika koji nisu nosioci pomenutog

alela tokom perioda pracenja prikazane su na Slici 14.

P<0,01

1,200
P<0,01

P<0,01

1,000

G007

GO0

AU*min

400+

200

W ~DP 24h
B ADP 7.dan
W 40P 30.dan

T T
wild type Heterozigot (*1/42)

Slika 14. Vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita kod nosioca wild type genotipa
i kod nosioca CYP2(C19*2 varijante gena tokom perioda pracenja. Donja ivica box plota
predstavlja 25. percentil, dok gornja ivica predstavlja 75. percentil. Srednja linija box plota
oznacava 50. percentil. Donja i gornja granica vertikalnih linija predstavljaju 5. 95.

percentil vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita.
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Vrednosti agregabilnosti trombocita statisticki se znacajno razlikuju izmedu dve
grupe bolesnika (P<0,01). Vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita dobijenih kod
sva tri merenja znacajno su vece kod grupe bolesnika koji su nosioci CYP2C19*2 alela u
odnosu na grupu bolesnika koji nisu nosioci pomenutog alela.

Ocekivano, nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu vrednosti TRAP testa
tokom perioda pracenja izmedu grupe bolesnika koji su nosioci CYP2C19*2 alela i bolesnika

koji nisu nosioci pomenutog alela (Tabela 11).

Tabela 11. Vrednosti TRAP testa kod nosioca wild type genotipa i kod nosioca CYP2C19*2

varijante gena tokom perioda pracenja

Standardna
Srednja vrednost
devijacija P
(AU*min)
(AU*min)
Wild type (CYP2C19*1/*1) 1088,87 204,437
TRAP 24h Heterozigot CYP2(C19*2 0,991
1088,40 199,882
varijante gena
Wild type (CYP2C19*1/*1) 1075,37 182,237
TRAP 7. dan Heterozigot CYP2C19*2 0,370
1109,13 155,846
varijante gena
Wild type (CYP2C19*1/*1) 1059,90 174,210
TRAP 30.dan | Heterozigot CYP2C19*2 0,475
1088,47 217,879
varijante gena

U Tabeli 12 prikazana su poredenja vrednosti ADP-indukovane agregacije
trombocita unutar grupe nosioca wild type genotipa i grupe nosioca CYP2(C19*2 varijante

gena tokom perioda pracenja.

Kod nosioca CYP2C19*1/*1 genotipa, vrednosti ADP-indukovane agregacije
trombocita pokazuju tendenciju pada u toku vremena. Pokazana je statisticki znacajna

razlika izmedu srednjih vrednosti ADP testa dvadeset Cetiri Casa posle uzimanja prve doze
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leka i nakon sedmog dana uzimanja leka (P<0,001). Prose¢na vrednost ADP testa nakon
dvadeset Cetiri casa je 672,28+189,71 AU*min, a nakon sedmog dana uzimanja
klopidogrela je 474,63+191,30 AU*min. Razlika srednjih vrednosti ADP testa nakon
sedmog i tridesetog dana uzimanja klopidogrela je, takode, statisticki znacajna (P<0,001).
Prosetna vrednost ADP testa nakon sedmog dana je 474,63+191,30 AU*min, a nakon
tridesetog dana je 389,10+£183,47 AU*min. Razlika srednjih vrednosti ADP testa nakon
dvadeset Cetiri ¢asa i nakon tridesetog dana uzimanja leka u grupi bolesnika koji su nosioci

wild type genotipa je, o¢ekivano, statisticki znacajna (P<0,001).

Kod nosioca CYP2(C19*2 varijante gena, zapaZeno je opadanje agregabilnosti
trombocita tokom prvih sedam dana uzimanja terapije klopidogrela (Tabela 12). Pokazana
je statisticki znacajna razlika srednjih vrednosti ADP testa nakon dvadeset Cetiri Casa i
sedmog dana uzimanja klopidogrela (P=0,001). Prosetna vrednost ADP testa nakon
dvadeset cetiri ¢asa je 763,00£165,08 AU*min, a nakon sedmog dana uzimanja leka je
598,80+232,18 AU*min. Poredenjem rezultata dobijenih sedmog i tridesetog dana
uzimanja terapije nije zapaZena promena agregabilnosti trombocita, tj. nije dokazana
statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti ADP testa (P=0,241). Prosena
vrednost ADP testa nakon sedmog dana je 798,80+232,18 AU*min, a nakon tridesetog dana
uzimanja leka je 560,50+257,06 AU*min. Ocekivano, razlika srednjih vrednosti ADP testa
nakon dvadeset Cetiri ¢asa i nakon tridesetog dana uzimanja klopidogrela u grupi bolesnika

koji su nosioci CYP2(C19*2 varijante gena statisticki je znacajna (P<0,001) (Tabela 12).
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Tabela 12. Poredenje vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita unutar grupe

nosioca wild type genotipa i grupe nosioca CYP2C19*2 varijante gena tokom perioda

pracenja
ADP 24h, AU*min ADP 7. dan, AU*min P
(srednja vrednost (SD)) | (srednja vrednost (SD))
Wild type
672,28 (189,71) 474,63 (191,30) <0,001
(CYP2C19*1/*1)
Heterozigot CYP2(C19*2
763,00 (165,08) 598,80 (232,18) 0,001
varijante gena
ADP 7. dan, AU*min ADP 30. dan, AU*min P
(srednja vrednost (SD)) | (srednja vrednost (SD))
Wild type
474,63 (191,30) 389,10 (183,47) <0,001
(CYP2C19*1/*1)
Heterozigot CYP2(C19*2
598,80 (232,18) 560,50 (257,06) 0,241
varijante gena
ADP 24h, AU*min ADP 30. dan, AU*min
P
(srednja vrednost (SD)) | (srednja vrednost (SD))
Wild type
672,28 (189,71) 389,10 (183,47) <0,001
(CYP2C19*1/*1)
Heterozigot CYP2(C19*2
763,00 (165,08) 560,50 (257,06) <0,001
varijante gena
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4.4. Povezanost CYP2(C19*2 alela sa terapijskim odgovorom na

antiagregacijski lek klopidogrel

4.4.1. Procena terapijskog odgovora na klopidogrel na osnovu vrednosti ADP-

indukovane agregacije trombocita u ispitivanoj populaciji

Procena terapijskog odgovora na klopidogrel uradena je na osnovu definisane cut-
off vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita, koja iznosi 575 AU*min. Definisana
cut-off vrednost specificna je za ispitivanu populaciju. Bolesnici koji su imali vrednost ADP-
indukovane agregacije trombocita ve¢u od 575 AU*min pripali su grupi bolesnika s
povecanom reaktivnos$céu trombocita, tj. grupi bolesnika sa loSim terapijskim odgovorom na

lek. Na Slici 15 prikazan je terapijski odgovor bolesnika na klopidogrel tokom perioda

7.dan 30.dan

pracenja.
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| i
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M Ispitanici sa dobrim terapijskim odgovorom na klopidogrel
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(%]
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M [spitanici sa loSim terapijskim odgovorom na klopidogrel

Slika 15. Odgovor bolesnika na terapiju klopidogrelom tokom perioda pracenja

Posle dvadeset cetiri ¢asa nakon uzimanja prve doze klopidogrela, povecana
reaktivnost tombocita utvrdena je kod 75,9%. Sedmog dana uzimanja terapije, zabeleZen je

pad broja bolesnika sa loSim terapijskim odgovorom na 33%. Poslednje odredivanje ADP-
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indukovane agregacije trombocita pokazalo je da je tridesetog dana uzimanja terapije 25%

ispitivane populacije i dalje imalo lo$ terapijski odgovor na klopidogrel (Slika 15).

U periodu od mesec dana pracenja terapije klopidogrelom, 72 (64,3%) bolesnika
promenila su odgovor na terapiju. Dvadeset tri (20,5%) bolesnika koja su imala lo$
terapijski odgovor na klopidogrel sedmog dana pokazala su dobar odgovor na terapiju

tridesetog dana uzimanja leka.

U Tabeli 13 prikazana je povezanost izmedu CYP2(C19 genotipa i terapijskog
odgovora bolesnika na klopidogrel. Na osnovu definisane cut-off vrednosti, posle dvadeset
Cetiri ¢asa od uzimanja prve doze leka, 90,0% bolesnika u grupi nosioca CYP2(C19*2
varijante gena pokazalo je loS terapijski odgovor na klopidogrel, odnosno 70,7% bolesnika
u grupi nosioca wild type genotipa (P=0,036). Sedmog dana uzimanja terapije, u grupi
nosioca wild type genotipa zapaZen je pad broja bolesnika sa loSim terapijskim odgovorom
na 25,6%, odnosno na 53,3% bolesnika u grupi nosioca CYP2C19*2 alela (P=0,006).
Rezultati poslednjeg testiranja, tridesetog dana uzimanja terapije, pokazali su da kod grupe
bolesnika koji su nosioci CYP2(C19*2 varijante gena 46,7% bolesnika nema dobar terapijski
odgovor na klopidogrel, dok je broj bolesnika sa wild type genotipom bio statisticki

znacajno manji, 17,1% (P=0,001).
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Tabela 13. Povezanost izmedu CYP2(C19 genotipa i terapijskog odgovora na

klopidogrel

24h nakon uzimanja prve doze klopidogrela

Wild type Heterozigot CYP2C19*2 P
(CYP2C19*1/*1) varijante gena
Bolesnici sa dobrim terapijskim
24 (29,3) 3(10,0)
odgovorom na klopidogrel, n (%)
0,036
Bolesnici sa loSim terapijskim
58 (70,7) 27 (90,0)
odgovorom na klopidogrel, n (%)
7. dan od uvodenja terapije klopidogrelom
Wild type Heterozigot CYP2(C19*2 p
(CYP2C19*1/*1) varijante gena
Bolesnici sa dobrim terapijskim
61 (74,4) 14 (46,7)
odgovorom na klopidogrel, n (%)
0,006
Bolesnici sa loSim terapijskim
21 (25,6) 16 (53,3)
odgovorom na klopidogrel, n (%)
30. dan od uvodenja terapije klopidogrelom
Wild type Heterozigot CYP2(C19*2 P
(CYP2C19*1/*1) varijante gena
Bolesnici sa dobrim terapijskim
68 (82,9) 16 (53,3)
odgovorom na klopidogrel, n (%)
0,001
Bolesnici sa loSim terapijskim
14 (17,1) 14 (46,7)

odgovorom na klopidogrel, n (%)
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4.4.1.1. Povezanost vrednosti ADP testa dobijene pre hirurSke intervencije i

terapijskog odgovora na klopidogrel

U ispitivanoj populaciji merena je i ADP-indukovana agregacija trombocita pre
endarterektomije, tj. pre uvodenja terapije klopidogrelom. Srednja vrednost ADP testa
dobijena preoperativno iznosi 767,09£146,54 AU*min (Tabela 8). Rezultati bolesnika u
Cetvrtom kvartilu ukazuju na visoku reaktivnost trombocita. Cut-off vrednost iznosi 856
AU*min. Bolesnici koji su imali vrednost ADP testa preoperativno vecu od 856 AU*min

pripali su grupi bolesnika s pove¢anom preoperativnom reaktivnosS¢u trombocita.

Broj bolesnika s povetanom reaktivno$¢u trombocita pre uvodenja terapije
klopidogrelom je 28 (25%).

U Tabeli 14 prikazane su vrednosti ADP testa, dobijene nakon dvadeset Cetiri ¢asa,
sedmog dana i tridesetog dana uzimanja leka, u odnosu na klasifikaciju bolesnika na
osnovu ADP vrednosti dobijene pre hirurSke intervencije, koja je bila manja ili ve¢a od

definisane cut-off vrednosti (865 AU*min).

Tabela 14. Vrednosti ADP testa tokom perioda pracenja kod bolesnika s pove¢anom i

normalnom reaktivnoséu trombocita pre uvodenja klopidorela

Standardna
Srednja vrednost
devijacija P
(AU*min)

(AU*min)
ADP pre op <865 660,96 165,404

ADP 24h <0,001
ADP pre op > 865 803,43 209,891
ADP pre op <865 502,08 197,394

ADP 7. dan 0,613
ADP pre op > 865 525,32 245,032
ADP pre op <865 439,54 219,963

ADP 30. dan 0,698
ADP pre op > 865 420,96 215,759

Razlika srednjih vrednosti ADP testa dvadeset Cetiri ¢asa posle prve doze leka
statisticki je znacajna (P<0,001). Posle dvadeset Cetiri Casa, prosecna vrednost ADP testa u

grupi bolesnika s preoperativnim vrednostima ADP-a u ocekivanom opsegu iznosi
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660,96+165,404 AU*min, a u grupi bolesnika sa povecanom preoperativnom reaktivnos¢u
trombocita je 803,43+209,891 AU*min. Razlike srednjih vrednosti ADP testa izmedu ove
dve grupe bolesnika nakon sedmog dana (P=0,613) i nakon tridesetog dana (P=0,698)

uzimanja terapije nisu statisticki znacajne.

Ukupno 89,3% bolesnika sa poviSenim preoperativnim ADP vrednostima je imalo
lo§ odgovor na terapiju dvadeset Cetiri Casa posle prve doze klopidogrela u odnosu na
71,4% bolesnika sa ADP vrednostima manjim od 856 AU*min (P=0,074) (Slika 16).
Medutim, znacajan broj bolesnika koji nisu imali dobar odgovor na lek dvadeset cetiri ¢asa
posle prve doze klopidogrela, nakon sedmog dana uzimanja leka imali su dobar terapijski
odgovor. Ukupno 35,7% bolesnika s poviSenim preoperativnim ADP vrednostima imalo je
lo$ terapijski odgovor nakon sedmog dana uzimanja leka u odnosu na 32,7% bolesnika s
preoperativnim ADP vrednostima ispod definisanog cut-off-a (P=0,908). Svega 17,9%
bolesnika s poviSenim preoperativnim ADP vrednostima imalo je lo§ odgovor na terapiju
nakon tridesetog dana u odnosu na 27,4% bolesnika sa preoperativnim ADP vrednostima

manjim od 865 AU*min (P=0,450) (Slika 16).
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M ADP pre op < 865 AU*min M ADP pre op > 865 AU*min

Slika 16. Bolesnici sa loSim terapijskim odgovorom na klopidogrel u odnosu na vrednosti

ADP testa preoperativno tokom perioda pracenja

67



Uticaj CYP2C19*2 varijante gena na terapijski odgovor u toku primene klopidogrela kod bolesnika sa stenozom karotidnih arterija

Procena terapijskog odgovora na klopidogrel uradena je na osnovu prethodno definisane
cut-off vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita (575 AU*min), koja je koriS¢ena

prilikom analize rezultata u prethodnim poglavljima.

4.4.2. Procena terapijskog odgovora bolesnika na Kklopidogrel na osnovu

vrednosti ADP-TRAP odnosa u ispitivanoj populaciji

Procena terapijskog odgovora bolesnika na klopidogrel uradena je i na osnovu

vrednosti odnosa ADP-TRAP testova agregacije trombocita (Tabela 15).

Tabela 15. Vrednosti ADP-TRAP odnosa tokom perioda prac¢enja

ADP-TRAP odnos, %

(srednja vrednost+SD)

pre op 78,42+16,83
24h 64,51+16,98
7.dan 46,82+18,81
30.dan 41,46+22,48

Definisana je cut-off vrednost ADP-TRAP odnosa, specifi¢na za ispitivanu populaciju,
i ona iznosi 52%. Bolesnici koji su imali vrednost ADP-TRAP odnosa jednaku ili ve¢u od
52% pripali su grupi bolesnika s pove¢anom reaktivnoséu trombocita, tj. grupi bolesnika sa
loSim terapijskim odgovorom na lek. Na Slici 17 prikazan je terapijski odgovor bolesnika na

klopidogrel tokom perioda pracenja procenjen na osnovu cut-off vrednosti ADP-TRAP

odnosa.
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Slika 17. Odgovor bolesnika na terapiju klopidogrelom tokom perioda pracenja u odnosu

na cut-off vrednost ADP-TRAP odnosa

Posle dvadeset Cetiri Casa nakon uzimanja prve doze klopidogrela, povecana
reaktivnost tombocita utvrdena je kod 79,5% bolesnika, a sedmog dana uzimanja terapije
kod 36,6% bolesnika. Poslednje odredivanje ADP-indukovane agregacije trombocita
pokazalo je da je, tridesetog dana uzimanja terapije, 25% ispitivane populacije i dalje imalo

lo$ terapijski odgovor na klopidogrel (Slika 17).

Chi-square testom poredili smo rezultate terapijskog odgovora bolesnika na
klopidogrel dobijene koriS¢enjem dva nacina izraZanja rezultata i dve razliCite cut-off
vrednosti (ADP2575 AU*min i ADP-TRAP>52%). Izmedu rezultata dobijenih prilikom
procene terapijskog odgovora bolesnika na klopidogrel nije pokazana statisticki znacajna
razlika (P>0,05). Na osnovu obe cut-off vrednosti, bilo da smo pratili vrednosti ADP testa
bilo odnos ADP-TRAP, utvrdeno je da 25% ispitivane populacije ima lo$ terapijski odgovor

na klopidogrel tridesetog dana uzimanja terapije (Slika 18).
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Ispitanici sa lo$im terapijskim odgovorom na klopidogrel
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Slika 18. Poredenje vrednosti ADP testai ADP/TRAP odnosa

Korelacija izmedu CYP2(C19 genotipa i terapijskog odgovora na klopidogrel,

definisan na osnovu cut-off vrednosti ADP-TRAP odnosa prikazana je na Slici 19.
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Slika 19. Povezanost CYP2(C19*2 genotipa i terapijskog odgovora na klopidogrel tokom
perioda pracenja
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Posle dvadeset cCetiri ¢asa od uzimanja prve doze leka, 90% bolesnika u grupi
nosioca CYP2C19*2 varijante gena pokazalo je loS terapijski odgovor na klopidogrel,
odnosno 75,6% bolesnika u grupi nosioca wild type genotipa. Sedmog dana uzimanja
terapije, kod grupe bolesnika koji su nosioci wild type genotipa zapaZen je pad broja
bolesnika sa loSim terapijskim odgovorom na 29,3%, odnosno na 14,6% bolesnika
tridesetog dana uzimanja terapije. Medutim, u grupi nosioca CYP2C19*2 varijante gena,
sedmog dana uzimanja terapije 56,7% bolesnika su pokazali lo$ terapijski odgovor,
odnosno 53,3% bolesnika tridesetog dana uzimanja terapije. Dakle, rezultati poslednjeg
merenja ADP i TRAP-indukovane agregacije trombocita pokazali su da su 16/30 bolesnika
koji su nosioci CYP2C19*2 varijante gena imali lo$ terapijski odgovor nasuprot 12/82

bolesnika koji nisu nosioci pomenutog alela (P<0,001).

Farmakogenetickim ispitivanjem utvrdeno je prisustvo CYP2C19*2/*2 genotipa kod
jednog bolesnika, Cije su vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita bile visoke, t;j.
bolesnik je pokazao lo$ terapijski odgovor na klopidogrel kod sva tri odredivanja agregacije

trombocita (Tabela 16).

Tabela 16. Reaktivnost trombocita kod nosilaca CYP2C19*2/*2 genotipa tokom

perioda pracenja

24h | 7.dan | 30.dan
ADP, AU*min 948 913 878
ADP-TRAP odnos (%) 78 74 73

4.5. Uticaj genetskih i negenetski faktora na terapijski odgovor na klopidogrel

u ispitivanoj populaciji

Koristec¢i binarnu logisticku regresionu analizu, univarijantnom analizom utvrdeno
je da je prisustvo CYP2C19*2 varijante gena kod bolesnika statisticki znacajan faktor rizika
za lo$ terapijski odgovor na klopidogrel (OR = 6,667; 95% CI: 2,596-17,120; P<0,001).
Bolesnici koji su nosioci CYP2C19*2 varijante gena imaju skoro 6,5 puta vedi rizik od toga

da Ce tridesetog dana uzimanja klopidogrela ADP-TRAP odnos biti ve¢i od 52% u odnosu na
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bolesnike sa wild type genotipom. Povecan nivo ukupnog holesterola (OR = 2,016; 95% CI:
1,265-3,214; P=0,003) i broj eritrocita (OR = 3,286; 95% CI: 1,027-10,513; P=0,045)

predstavljaju stecene faktore rizika za lo$ terapijski odgovor na klopiodgrel (Tabela 17).

Tabela 17. Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza faktora rizika loSeg terapijskog

odgovora na klopidogrel (genetski i negenetski faktori)

Varijable P OR 95% CI

Starost 0,661 0,988 0,938-1,042
Pol 0,270 1,625 0,686-3,847
ITM 0,218 0,440 0,119-1,624

Prethodni cerebrovaskularni

dogadaj (CVI ili TIA) 1,000 1,000 0,410-2,441

Pozit'ivna porodi.(:na istor'ija 0,734 1165 0,483-2,808
kardiovaskularnih bolesti

PusSenje 1,000 1,000 0,372-2,685
Lekovi

féi’i‘;ﬁ(‘)’gﬁ’adre“ergwk‘h 0572 | 0770 | 0311-1,907
ACE inhibitori 1,000 1,000 0,421-2,373
Blokatori kalcijumovih kanala 0,724 0844 0,330-2,160
Statini 0,327 0,647 0,271-1,546
Laboratorijski parametri

Leukociti, 109 /L 0,420 1,099 0,873-1,384
Eritrociti, 10-12/L 0,045 3,286 1,027-10,513
Trombociti, 10-9/L 0,149 1,006 0,998-1,013
Fibrinogen, g/L 0,408 1,187 0,791-1,780
Kreatinin, pmol /L 0,173 0,986 0,967-1,006
Glukoza, mmol/L 0,408 1,146 0,830-1,581
Trigliceridi, mmol/L 0,859 1,059 0,562-1,997
Ukupan holesterol, mmol/L 0,003 2,016 1,265-3,214
CYP2(C19*2 varijanta gena <0,001 6,667 2,596-17,120

Prilikom dobijanja prikazanih rezultata binarnom logistickom regresionom
analizom koriS¢en je terapijski odgovor na klopidogrel, definisan na osnovu cut-off
vrednosti ADP-TRAP odnosa, kao zavisna varijabla. Kada se terapijski odgovor na

klopidogrel, definisan na osnovu cut-off vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita
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(AU*min), koristi kao zavisna varijabla, univarijantnom analizom iznova je utvrdeno da je
prisustvo CYP2C19*2 varijanta gena kod bolesnika statisticki znacajan faktor rizika za lo$

terapijski odgovor na klopidogrel (OR 4.250; 95% CI: 1.695-10.658, P<0.01).

4.5.1. Uticaj stecenih faktora rizika za lo$ terapijski odgovor na klopiodgrel u
ispitivanoj populaciji

Koriste¢i binarnu logisticku regresionu analizu, univarijantnom analizom utvrdeno
je da povecan nivo ukupnog holesterola (OR = 2,016; 95% CI: 1,265-3,214; P=0,003) i broj
eritrocita (OR = 3,286; 95% CI: 1,027-10,513; P=0,045) predstavljaju ste¢ene faktore rizika
za los terapijski odgovor na klopiodgrel (Tabela 17).

ROC analizom je ispitivan dijagnosticki znacaj povecanog nivoa holesterola (Slika

20) i broja eritrocita (Slika 21).
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Slika 20. ROC kriva za procenu sposobnosti povecanog nivoa holesterola za predikciju
loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel
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Slika 21. ROC kriva za procenu sposobnosti broja eritrocita za predikciju loSeg

terapijskog odgovora na klopidogrel

Analizom ROC Kkrive (Tabela 18) utvrdeno je da povecan nivo holesterola moZe biti
prediktor za pojavu loSeg odgovora na terapiju klopidogrela (povrsina ispod krive = 0,717;

P=0,004), sto nije pokazano za eritrocite.

Tabela 18. Karakteristike ROC krive

Varijabla Povrsina ispod krive (AUC) 95% CI P
Ukupan holesterol 0,717 0,588-0,847 | 0,004
Eritrociti 0,625 0,506-0,744 | 0,054

Multivarijantnom logistickom regresionom analizom utvrdeno je da su prisustvo
CYP2(C19*2 varijanta gena kod bolesnika (OR = 4.384, 95% CI 1,296-14,833, P=0,017) i
visok nivo ukupnog holesterola (OR = 2,090, 95% CI 1,263-3,459, P=0,004) jedini nezavisni
faktori rizika loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel (Tabela 19). Koriste¢i model 1,
pokazano je da bolesnici koji su nosioci CYP2(C19*2 varijante gena imaju skoro 4,5 puta veci

rizik da ¢e nakon trideset dana uzimanja klopidogrela imati lo§ odgovor na lek u odnosu na
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bolesnike sa wild type genotipom. Povecanje ukupnog holesterola za jedan povecava rizik
od pojave loSeg odgovora na terapiju klopidogrelom nakon tridesetog dana uzimanja leka
za dva puta. Daljom analizom, isklju¢ivanjem eritrocita kao nezavisne varijable, u modelu 2
nezavisne varijable CYP2C19*2 alel i nivo ukupnog holesterola nisu izgubili svoju
statisticku znacajnost i zato su uklju¢ene u model predikcije loSeg terapijskog odgovora na

klopidogrel.

Tabela 19. Multivarijanta logisticka regresiona analiza faktora rizika loSeg terapijskog

odgovora na klopidogrel

Varijable P OR 95% CI
Model 1 | Eritrociti, 10-12/L 0,689 | 1,355 | 0,305-6,013
Ukupan holesterol, mmol/L 0,004 2,090 1,263-3,459
CYP2(C19*2 varijanta gena 0,017 4,384 1,296-14,833
Model 2 Ukupan holesterol, mmol /L 0,004 2,088 1,270-3,433
CYP2(C19*2 varijanta gena 0,009 4,812 1,468-15,773

Model za predikciju loseg terapijskog odgovora na klopidogrel:

suma = -5,857+ 0,736*(nivo ukupnog holesterola) + 1,571*(prisustvo CYP2(C19*2

alela)
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Slika 22. ROC kriva modela za predikciju loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel

Analizom ROC krive (Slika 22) utvrdeno je da model koji ukljuc¢uje nivo ukupnog
holesterola i prisustvo CYP2C19*2 varijante gena moZe biti prediktor loSeg odgovora na
klopidogrel 30 dana nakon uzimanja leka. Cut-off vrednost modela je 22.95 sa osetljivoséu
od 68,4% i specificnos¢u 76%. Povrsina ispod ROC krive je 0,770 (95% CI 0,644-0,896, P<
0.001).

Prisustvo CYP2C19*2 varijante gena objasnilo je povecanu reaktivnost trombocita
kod 8,2% bolesnika nakon 7 dana uzimanja terapije klopidogrelom (P=0,009). PoviSena
koncentracija ukupnog holesterola odgovorna je za 15,5% interindividualne varijabilnosti

reaktivnosti trombocita nakon 30 dana uzimanja terapije klopidogrelom (P=0,003).

Prisustvo CYP2C19*2 wvarijante gena objasnilo je 20% interindividualne
varijabilnosti reaktivnosti trombocita nakon 30 dana uzimanja terapije klopidogrelom, dok
je 25,4% povecane reaktivnosti trombocita tokom terapije klopidogrelom objasnjeno

koncentracijom ukupnog holesterola i prisustvom pomenutog alela (Tabela 20).
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Tabela 20. Varijabilnost reaktivnosti trombocita

ADP-TRAP 24h ADP-TRAP nakon 7. | ADP-TRAP nakon 30.
dana dana
R? P value R? p value R? p value
Ukupni holesterol 2,8% 0,189 0,5% 0,570 15,5% 0,003
CYP2C19*2 alel 4,3% 0,107 8,2% 0,009 20% <0,0005
U1<Cl$31§121 é‘féizt:gll To05% 0,600 3,5% 0,126 | 254% | <0,0005

4.5.2. Uticaj drugih lekova na odgovor bolesnika na terapiju klopidogrelom

Nije uocena statistic¢ki znacajna razlika izmedu vrednosti ADP testa posle dvadeset

Cetiri Casa, sedmog dana i tridesetog dana uzimanja klopidogrela izmedu bolesnika koji su

uzimali terapiju ACE inhibitora (Tabela 21), blokatora -adrenergic¢kih receptora (Tabela

22), blokatora kalcijumovih kanala (Tabela 23) ili statina (Tabela 24) i bolesnika koji nisu

uzimali pomenute lekove.

Tabela 21. Uticaj statina na ADP-indukovanu agregaciju trombocita

Statini Primena terapije Srednja vrednost Standardna p
statinima (da/ne) (%) devijacija
da 62,9 17,5
ADP-TRAP 24h " 65.9 16,5 0,369
d 45,7 18,1
ADP-TRAP 7. a 0.565
dan ne 47,8 19,6 ’
d 39,7 23,6
ADP-TRAP 30. a 0.428
dan ne 43,1 21,4 ’
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Tabela 22. Uticaj ACE inhibitora na ADP-indukovanu agregaciju trombocita

Primena terapije :
ACE Inhibitori |  ACE inhibitora Sredn]?(;';edm“ S;aer\‘,?_zrc?,r;a p
(da/ne) ° Jach
d 64,7 15,4
ADP-TRAP a 0.907
24h ne 64,3 19,1 ’
d 47,0 16,3
ADP-TRAP 7. a 0.908
dan e 46,6 21,9 ’
d 423 21,6
ADP-TRAP 30. a 0.641
dan ne 40,3 23,8 ’

Tabela 23. Uticaj blokatora -adrenergickih receptora na ADP-indukovanu agregaciju

trombocita
o Pri N "
Blokatorl.[VS . fimena teraptje Srednja vrednost Standardna
adrenergickih beta blokatora 0 deviiacii P
receptora (da/ne) (%) evijaclja
d 64,5 15,2
ADP-TRAP a 0.992
24h ne 64,5 18,0 ’
d 46,7 17,1
ADP-TRAP 7. a 0953
dan ne 46,9 19,8 ’
d 40,2 19,7
ADP-TRAP 30. a 0.664
dan ne 42,2 24,1 ’
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Tabela 24. Uticaj blokatora kalcijumovih kanala na ADP-indukovanu agregaciju trombocita

. Primena terapije Ca Srednja vrednost Standardna
Ca blokatori L P
blokatora (da/ne) (%) devijacija
66,6 14,9
ADP-TRAP da 0,389
24h ne 63,6 17,9 ’
46,5 17,7
ADP-TRAP 7. da 0908
dan e 46,9 19,4 ‘
41,5 25,1
ADP-TRAP 30. da 0998
dan ne 41,5 21,3 ’

Razlike srednjih vrednosti ADP-TRAP testa nisu statisticki znacajne izmedu
bolesnika koji su uzimali statine tipa atorvastatin i onih koji su uzimali druge tipove statina
posle dvadeset Cetiri ¢asa (P=0,183) od uzimanja prve doze, sedmog dana (P=0,577) i

tridesetog dana (P=0,931) uzimanja klopidogrela.

[sto tako, nije dobijena statisticka znacajnost izmedu srednjih vrednosti ADP-TRAP
testa izmedu bolesnika koji su pili diltiazem i onih koji su pili amlodipine posle dvadeset
Cetiri ¢asa nakon uzete prve doze leka (P=0,967), sedmog (P=0,871) i tridesetog dana
uzimanja klopidogrel (P=0,167).

Univarijantnom logistickom regresijom nije pokazana povezanost lekova (blokatori
B-adrenergickih receptora, blokatori kalcijumovih kanala, ACE-inhibitori, statini) i

odgovora na terapiju klopidogrelom. (Tabela 17).

4.6. Povezanost nezeljenih dogadaja i terapijskog odgovora na klopidogrel

Klini¢ko stanje bolesnika (pogorsanje ili poboljSanje) praceno je godinu dana nakon
intervencije. U smislu pogorsanja, prac¢eni su mozdani udar, tranzitorni ishemijski dogadaj i
smrtni ishod. Tokom perioda pracenja bolesnika, zabeleZen je moZdani udar kod 2 (1,8%)
bolesnika. Oba bolesnika su nosioci CYP2C19*2 varijante gena i imali su povecanu

reaktivnost trombocita pra¢enu ADP-indukovanom agregacijom trombocita, tj. lo$
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terapijski odgovor na klopidogrel tokom perioda pracenja. S obzirom na mali broj
bolesnika kod kojih je zabeleZeno pogorsanje klinickog stanja, nijedna statisticka metoda
nije mogla da utvrdi uticaj prisustva CYP2C19*2 varijante gena, niti ostalih faktora rizika na

razvoj mozdanog udara.
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5. DISKUSIJA

Na osnovi nasih saznanja, ovo je prvo istrazivanje u kome je ispitivana povezanost
terapijskog odgovora na antitrombocitni lek klopidogrel, koji je pracen laboratorijskim
ispitivanjem agregacije trombocita, i prisustva CYP2C19*2 varijante gena kod bolesnika sa
stenozom Kkarotidnih arterija, kod kojih je izvrSena endarterektomija i postoperativno
uveden klopidogrel.

Na osnovu literaturnih podataka, prevalenca CYP2C19*2 alela se razlikuje medu
razliCitim etnickim grupama. Zastupljenost ovog alela je najveca kod naroda Isto¢ne Azije
(50% - 65%), kod africko-americke populacije je 30% - 45%, a kod bele rase krece se od
20% do 30% (65). U naSem istraZzivanju (Tabela 7), farmakogenetickim ispitivanjem
pokazano je da su 25,9% bolesnika nosioci heterozigotne CYP2C19*2 varijante gena, a da je
jedan (0,9%) bolesnik nosilac homozigotne CYP2(C19*2 varijante gena. Dakle, zastupljenost
nosioca CYP2C19*2 alela u ispitivanoj populaciji je 26,8%. Ovaj podatak je u skladu s
prethodno publikovanim radovima kod kojih su oko 20% - 35% bolesnika bili nosioci
najmanje jedne CYP2(C19*2 varijante gena (138-143). NaSi podaci predstavljaju prve
rezultati o uCestalosti CYP2C19*2 alela u srpskoj populaciji.

U naSem istraZzivanju, efekat antiagregacijskog leka Kklopidogrela pracen je
laboratorijskim testom, ADP-indukovanom agregacijom trombocita. Vrednosti testa su
ocekivano opadale tokom prvih mesec dana primene klopidogrela i pokazana je statisticki
znacajna razlika izmedu vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita dobijene pre
hirurSke intervencije, dvadeset Cetiri asa nakon uzimanja prve doze klopidogrela (75 mg),
sedmog i tridesetog dana od uvodenja terapije (P<0,0005) (Tabela 9). Pad reaktivnosti
trombocita u prvih meseca dana terapije zabeleZen je, takode, i u studiji (144) kojom su
ispitivani bolesnici na terapiji odrZzavanja klopidogrelom (75 mg) godinu dana nakon PKI;
pracena je promena agregabilnosti trombocita mesec dana i Sest meseci nakon intervencije.
Rezultati su pokazali znaCajno smanjenje reaktivnosti trombocita tokom prvog meseca
terapije, bez dalje promene Sest meseci nakon intervencije. Kubica i saradnici (57) pratili
su terapiju klopidogrela u duZem vremenskom period: tri, Sest i devet meseci od uvodenja

klopidogrela (75 mg) kod bolesnika kod kojih je izvrSena PKI nakon akutnog infarkta
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miokarda. Pokazali su da ADP-indukovana agregacija trombocita opada u prvih Sest meseci,
znacajnije u prva tri meseca, da bi se vrednost poslednjeg odredivanja povecala devet
meseci od uvodenja leka, Sto su autori objasnili neredovnim uzimanjem terapije. Ukoliko se
u ispitivanoj grupi manje od 76,1% bolesnika pridrZzava upustava lekara kada je rec¢ o
terapiji, neredovno uzimanje leka predstavlja nezavisni prediktor visokih vrednosti
agregacije trombocita (57).

Rezultati naSeg istraZivanja pokazali su da su bolesnici koji su nosioci
CYP2C19*2 varijante gena imali statisticki znacajno vece vrednosti ADP-indukovane
agregacije trombocita u odnosu na bolesnike koji nisu nosioci pomenutog alela tokom
perioda praéenja (Slika 14). Ovaj podatak je u saglasnosti s rezultatima prethodno
publikovanih studija, koje su pokazale povezanost CYP2C19*2 varijante gena i smanjene
koncentracije aktivnog metabolita klopidogrela u plazmi (140), kao i smanjene inhibicije
agregacije trombocita (140-148). Studije koje su izucavale uticaj CYP2C19*2 varijante gena
na farmakokinetiku i farmakodinamiku klopidogrela kod zdravih dobrovoljaca, odnosno
kod bolesnika sa stabilnom koronarnom arterijskom boleS¢u, pokazale su da je
antitrombocitni efekat klopidogrela in vivo povezan s raspoloZivom koncentracijom
aktivnog metabolita. Mega i saradnici (89) objavili su da je kod zdravih dobrovoljaca koji su
nosioci CYP2C19*2 varijante gena koncentracija aktivnhog metabolita u plazmi za 34%
manja i da je za 25% smanjena inhibicija agregacije trombocita u odnosu na bolesnike koji
nisu nosioci pomenute varijante gena. U naSem istraZivanju nismo odredivali koncentraciju
aktivnog metabolita klopidogrela u plazmi bolesnika, tako da ne mozemo dati jasan dokaz
povezanosti smanjene koncentracije metabolita i smanjenog antitrombocitnog efekta
klopidogrela kod nosioca CYP2C19*2 alela.

U naSem istrazivanju (Tabela 12), kod nosioca CYP2C19*1/*1 genotipa (wild type)
vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita pokazuju tendenciju pada u toku
vremena. Kod nosioca CYP2C19*2 varijante gena, zapaZeno je opadanje agregabilnosti
trombocita tokom prvih sedam dana uzimanja terapije. Medutim, u periodu od sedmog do
tridesetog dana uzimanja klopidogrela nije zapaZena promena agregabilnosti trombocita
(P=0,241).

Veliki je izazov definisati visoku reaktivnost trombocita tokom antitrombocitne

terapije. Dobijeni nalazi bolesnika su cesto bili uporedivani sa zdravom kontrolnom

82



Uticaj CYP2C19*2 varijante gena na terapijski odgovor u toku primene klopidogrela kod bolesnika sa stenozom karotidnih arterija

grupom. Ovaj pristup nije pogodan zbog ateroskleroze koja moZe da bude prisutna, cak i
bez klinickog dokaza bolesti, kod zdavih dobrovoljaca. Zatim, fiziologija trombocita kod
zdravih osoba se moZe razlikovati od trombocita bolesnika. U zavisnosti od nacina
definisanja visoke reaktivnosti trombocita u toku terapije, u literaturi se navodi razliita
uCestalost bolesnika sa loSim terapijskim odgovorom na klopidogrel. Reaktivnost
trombocita ispod definisane cut-off vrednosti ukazuje na dobar terapijski odgovor
bolesnika na primenjenu terapiju. IstraZivac¢i koriste gornji kvartil ili kvintil svojih
podataka za definisaje cut-off vrednosti. Medutim, verovatno je najbolji nac¢in odredivanja
cut-off vrednosti na osnovu klinickih ishoda koriscenjem ROC analize (70).

Cut-off vrednosti testova za praéenje agregabilnosti trombocita kojom se definiSe 1o$
terapijski odgovor na lek uglavnom su ustanovljene kod bolesnika s koronarnom boles¢u
kod kojih je izvrSena perkutana koronarna intervencija. Sibbing i saradnici (128) su kod
bolesnika kod kojih je izvrSena PKI definisali cut-off vrednost od 468 AU*min primenom
MEA metode i tu vrednost su naredne studije koristile za procenu terapijskog odgovora na
klopidogrel (154, 155). Cut-off vrednost od 468 AU*min povezana je s pojavom tromboze
stenta tridesetog dana uzimanja terapije. Siller-Matulla i saradnici (108) su kod iste grupe
bolesnika istom metodom dobili cut-off vrednost od 480 AU*min, koja je u skladu s
prethodno pomenutom vredno$¢u. Medutim, cut-off vrednost ADP testa kod bolesnika sa
akutnim infarktom miokarda iznosila je 298 AU*min (156). Koriste¢i istu metodu za
pracenje reaktivnosti trombocita, u literaturi je dokumentovano da se bazi¢na reaktivnost
trombocita razlikuje kod razli¢itih klinickih stanja. Vrednost agregacije trombocita
izmerena pre uvodenja terapije veca je kod bolesnika sa infarktom miokarda u odnosu na
vrednosti kod bolesnika sa stabilnom anginom pektoris (157).

Dakle, razli¢ite cut-off vrednosti dobijene su kod razli¢itih patoloskih stanja. Na
primer, bolesnici kod kojih je izvrSena PKI, bolesnici sa dijabetesom leceni PKI i bolesnici sa
AKS mogu da imaju razliite cut-off vrednosti za procenu visoke reaktivnosti trombocita.
Sibbing i saradnici su, koriste¢i MEA metodu, definisali “therapeutic window” (189 do 470
AU*min), opseg aregacija trombocita u okviru koga je najmanja incidenca neZeljenih
dogadaja, tj. najmanji rizik od pojave krvarenja i tromboze stenta (158). Medutim, posto

nivo reaktivnosti trombocita moZe imati razli¢it prognosticki znacaj u odnosu na populaciju
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bolesnika koja se posmatra, potrebno je i terapijski opseg identifikovati za svaku populaciju
ponaosob (159).

ZapaZena je velika raznolikost rezultata prilikom identifikacije loSeg terapijskog
odgovora na klopidogrel medu etnickim grupama i zemljama (152), primenom razlicitih
testova (75,160), razli¢itih agonista koji se koriste prilikom prac¢enja agregabilnosti
trombocita i testiranjem u razli¢ito vreme u odnosu na vreme kada je uzeta terapija (111).
U zavisnosti od tipa koriS¢enog testa, koncentracije agonista, primenjene doze leka i cut-off
vrednosti, prevalenca loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel varira od 4% do 30%
(161), a kod pacijenata sa mozdanim udarom i do 40,8% (162). Dakle, razlic¢iti rezultati
prikazani u publikovanim stidijama najverovatnije su posledica nedostatka standardizacije
funkcionalnih testova za procenu reaktivnosti trombocita koji se koriste za detekciju
bolesnika sa loSim terapijskim odgovorom na klopidogrel, kao i nedostatka univerzalno
prihvacene i validovane cut-off vrednosti funkcionalnih testova. Trebalo bi ista¢i i da na
vrednosti agregabilnosti trombocita moZe uticati vreme uzorkovanja krvi i vreme testiranja
od trenutka uzimanja poslednje doze leka (54). Kozinsky i saradnici (163) pokazali su da je
najveca prevalence loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel bila u 10h ujutru poredeci sa
pracenjem u 06h, 14h i 19h kod bolesnika koji su uzeli dozu odZavanja leka (75 mg) u 8h
ujutru.

U naSem istraZivanju, procena terapijskog odgovora na klopidogrel uradena je na
osnovu definisane cut-off vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita merene MEA
metodom tridesetog dana nakon uvodenja terapije klopidogrelom. Cut-off vrednost iznosi
575 AU*min i specificna je za ispitivanu populaciju. Bolesnici koji su imali vrednost ADP-
indukovane agregacije trombocita vecu od 575 AU*min pripali su grupi bolesnika s
povecanom reaktivno$¢éu trombocita. Ovaj pristup omogucio je precizniju identifikaciju
bolesnika s loSim odgovorom na terapiju klopidogrelom.

Veoma je vazno ista¢i da dobijene cut-off vrednosti imaju visoku negativnu
prediktivnu vrednost za pojavu trombotickih i ishemijskih dogadaja, ali veoma nisku
pozitivnu prediktivnu vrednost, Sto ukazuje da povecana agregabilnost trombocita nije
jedini odgovoran faktor ovih dogadaja (73). U naSem istrazivanju, cut-off vrednost ima
dijagnosticki znacaj koji ukazuje na ispoljavanje efekta klopidogrela. To je veoma znacajno

kod leCenja pacijenata kod kojih efekat leka nije poZeljan, npr. kod hitne hirurske
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intervencije (164). PoSto nismo imali klinickih ishoda, nismo mogli da validiramo
prognosticku vrednost nase dijagnosticke cut-off vrednosti.

Bolesnici koji su imali reaktivnost trombocita preko 575 AU*min predstavljaju 25%
ispitivane populacije u nasSem istrazivanju (Slika 15) i ovaj podatak o prevalenci loSeg
terapijskog odgovora na klopidogrel u skladu je s literaturnim podacima o zastupljenosti
povecane agregabilnosti trombocita (135).

Kao $to smo prethodno napomenuli, veéina istrazivanja su ispitivala bolesnike s
koronarnom arterijskom bole$¢u, koji su leceni PKI i tretirani klopidogrelom. Kod vec¢ine
tih studija, agregacije trombocita pracene su pre ili neposredno posle intervencije, tako da
postoji mali broj podataka o promeni odgovora na klopidogrel u toku vremena. Literaturni
podaci ukazuju na to da oko 50% ispitivane populacije promeni status od bolesnika sa
,<Jo8im terapijskim odgovorom” u bolesnika sa ,dobrim terapijskim odgovorom” tokom
primene terapije klopidogrela (54). Ovaj podatak ukazuje na to da je nivo aktivnosti
trombocita nepredvidiv tokom terapije i da su potrebna ponovna testiranja tokom
tretmana klopidogrelom (76). U naSem istraZivanju (Slika 15), dvadeset cCetiri ¢asa nakon
uzimanja prve doze klopidogrela, povecana reaktivnost trombocita detektovana je kod
75,9% bolesnika, da bi broj bolesnika koji ima lo$ terapijski odgovor na klopidogrel pao na
Cetvrtinu ispitivane populacije posle tridesetog dana uzimanja terapije. Prema rezultatima
poslednja dva merenja, 20,5% bolesnika koji su imali lo$ terapijski odgovor na klopidogrel
sedmog dana, pokazali su dobar odgovor na terapiju tridesetog dana uzimanja leka. NaSi
rezulati su u skladu s publikovanim rezultatima Gurbela i saradnika (165); oni su pokazali
da je kod bolesnika, koji primaju dozu odrzavanja klopidogrela nakon PKI, nivo inhibicije
trombocita vremenski zavistan. Prevalenca rezistencije na klopidogrel koja je petog dana
iznosila 31% opala je tridesetog dana tretmana na 15%. Campo i saradnici (144) pokazali
su, takode, kod iste grupe bolesnika da je 27% ispitivane grupe promenilo odgovor na
terapiju u toku prvog meseca tretmana klopidogrelom. U odnosu na vrednosti dobijene
neposredno pre intervencije, broj bolesnika sa losim odgovorom na klopidogrel smanjen je
u toku prvog meseca sa 36% na 13% i ostao je nepromenjen na slede¢em merenju, Sest
meseci nakon intervencije. Bolesnici koji su na hroni¢noj terapiji klopidogrelom u dozi od

75 mg praceni su tri nedelje jednom nedeljno i u tom periodu je MEA metodom zabeleZeno
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da su 93,5% bolesnika imali nepromenjen fenotip, a 6,5% promenilo je odgovor na terapiju
(166).

U literaturi moZe da se nadu razli¢iti podaci o povezanosti CYP2C19 genotipa s
terapijskim odgovorom na klopidorel. Hulot i saradnici (99) medu prvima su publikovali
rezultate o terapijskom odgovoru zdravih dobrovoljaca na klopidogrel i povezano$¢u
prisustva CYP2C19 genotipa sa odgovorom na lek. Pokazali su da nosioci CYP2C19*1/*2
genotipa imaju slabiji odgovor u odnosu na nosioce wild type genotipa. Trenk i saradnici
(167) ispitivali su 797 bolesnika nakon PKI. Pre interevencije, bolesnici su primili 600 mg
klopidogrela da bi nakon intervencije terapija nastavljena sa 75 mg klopidogrela i 100 mg
aspirina dnevno. LTA metodom utvrdili su da su nakon ukljuc¢ivanja doze odrZavanja 41,3%
bolesnika koji su nosioci CYP2C19*2 alela imali povecanu agregabilnost trombocita
nasuprot 22,5% bolesnika sa wild type genotipom. Drugim rec¢ima, broj bolesnika s
povecanom reaktivno$¢u trombocita je 18,8% veci kod nosioca CYP2C19*2 alela nego kod
nosioca wild type genotipa. Razlike u agregabilnosti trombocita pre uvodenja klopidogrela
izmedu genetickih grupa nisu zapaZene. Trenk i saradnici su prethodne rezultate potvrdili i
pracenjem ekspresije proteina na povrSini aktiviranih trombocita flow citometrijom
(CD62P, PAC-1, CD40L, CD41, CD63).

Prema rezultatima naSe studije (Tabela 13) koja je ukljucila manji broj bolesnika sa
stenozom karotidnih arterija koji su primali niske doze klopidogrela (75 mg), 46,7%
bolesnika medu nosiocima CYP2(C19*2 alela imalo je lo$ terapijski odgovor na klopidogrel
trideset dana terapije klopidogrelom, odnosno 17,1% bolesnika u grupi nosioca wild type
genotipa (P=0,001). NaSi podaci pokazuju da broj bolesnika s loSim odgovorom na lek u
grupi nosioca CYP2(C19*1/*1 genotipa opada u toku vremena. U grupi nosioca CYP2(C19%*2
alela, broj bolesnika s loSim odgovorom na lek smanjen je tokom sedam dana od uvodenja
terapije i ostao je nepromenjen do kraja perioda praenja (trideset dana). U naSem
istrazivanju, prevalenca loSeg terapijskog odgovora na lek kod nosioca CYP2C19 genotipa
veca je u odnosu na podatke iz studije autora Sibbing i saradnika (149), koji su kod
bolesnika sa stabilnom arterijskom boles¢u pokazali da 19,4% bolesnika ima lo$ odgovor
na terapiju; medu njima je bilo 26 % nosioca CYP2C19*2 alela. Prevalenca CYP2C19*2 alela
u ispitivanoj populaciji bila je 25%. U pomenutoj studiji praceni su bolesnici sedam meseci

nakon PKI pri hroni¢noj terapiji klopidogrelom za razliku od vecine studija koje su pratile
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agregabilnost trombocita prilikom terapije klopidogrelom ubrzo posle davanja udarne
doze klopidogrela ili nakon prve doze odrzavanja. Na taj nacin eliminisan je faktor vremena
uzimanja leka na laboratorijsko testiranje. PEGASUS-PCI studija (108) ukljucila je 416
bolesnika s koronarnom artreijskom bolescu koji su leceni PKI. Pacijenti su primili udarnu
dozu klopidogrela od 600 mg najmanje dva sata posle PKI nakon koje je uvedena dnevna
doza od 75 mg. Upotreba blokatora [(-adrenergickih receptora, inhibitora protonskih
pumpi i statina kod bolesnika bila je velika. Studija je takode ukljucila i pacijente sa
dijabetesom. Dvadeset sedam procenata bolesnika sa CYP2(C19*2 varijantom gena nije
imalo adekvatan terapijski odgovor na klopidogrel. Hochholzer i saradnici (168) su kod
bolesnika kod kojih je izvrSena PKI i uvedena doza odrzZavanja klopidogrela pokazali da
58,7% nosioca CYP2C19*1/*2 genotipa nije imalo adekvatan odgovor na terapiju.
Pervalenca CYP2(C19*2 alela bila je 31%.

Na prevalencu loSeg odgovora na lek utiCe odabir ispitivane populacije, dizajn
studije, odabir testa kojim se prati agregabilnost trombocita, nac¢in definisanja cut-off
vrednosti. Takode, moguci razlog razlic¢itih rezultata je i prethodno pomenuto razlicito
vreme uzorkovanja krvi od trenutka uzimanja leka. Na primer, u PEGASUS-PCI studiji
odredivala se agregabilnost trombocita odmah nakon intervencije ugradnje stenta. PKI
dovodi do oslobadanja mnogobrojnih medijatora koagulacije koji dodatno aktiviraju
trombocite, tako da je moguce da merenje agregabilnosti trombocita odmah nakon PKI
intervencije ne reflektuje odgovor na klopidogrel (108). Nakata i saradnici (152) su
primenom razli¢itih testova dosli do saznanja da je pribliZno 74% bolesnika, nosioca
CYP2C19*2 alela, imalo los terapijski odgovor na klopidogrel u grupi bolesnika kod kojih je
izvrsena PKI. Agregabilnost trombocita testirana je u proseku 20 dana nakon intervencije.
Ovaj podatak sugeriSe da je potrebno ponavljati testiranja tokom perioda praéenja. Meves i
saradnici (161) dobili su visoku prevalencu loSeg terapijskog odgovora kod pacijenata s
moZdanim udarom. Nakon 48h od uvodenja terapije klopidogrelom, 44% pacijenata imalo
je povetanu agregabilnost trombocita. Dakle, inhibicija agregacije trombocita
klopidogrelom vremenski je zavisna. Kad se primenjuje doza odrZavanja (75 mg dnevno),
maksimalan efekat klopidogrela ocekuje se 3 do 5 dana (161) i pracenje leka se ne

preporucuje pre petog dana (76).
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U naSem istraZivanju odredivali smo i ADP-indukovanu agregaciju trombocita pre
hirurSke intervencije, odnosno pre uvodenja terapije klopidogrelom. Dobili smo da je 25%
bolesnika imalo poviSene vrednosti ADP testa pre uvodenja terapije klopidogrela. U
literaturi se nalaze podaci o povecanoj agregabilnosti trombocita pre uvodenja terapije kao
prediktoru loSeg odgovora na antitrombocitnu terapiju (70). NaSi rezultati (Tabela 14) su
pokazali da su vrednosti ADP testa dvadeset Cetiri ¢asa posle prve doze leka vece kod
bolesnika s poviSenom bazi¢nom agregabilno$¢u trombocita u odnosu na ostatak ispitivane
grupe (P<0,001), dok statisticki znacajna razlika vrednosti nije zapaZena prilikom merenja
sedmog dana (P=0,613) i tridesetog dana (P=0,698) uzimanja terapije. Znacajan broj
bolesnika koji nisu imali dobar odgovor na lek dvadeset Cetiri Casa posle prve doze
klopidogrela, nakon sedmog dana uzimanja leka imali su dobar terapijski odgovor.
Osamdeset dva procenata bolesnika s poviSenim preoperativnim ADP vrednostima imalo je
dobar odgovor na terapiju nakon tridesetog dana u odnosu na 72,6% bolesnika sa
preoperativnim ADP vrednostima ispod definisanog cut-off-a. NaSi podaci su u skladu sa
rezultatima studije autora Gurbel PA i saradnika (165), koji su pokazali da su pacijenti s
najve¢om bazi¢nom agregabilnosS¢u trombocita, kod kojih je izvrSena PKI, imali najmanju
antitrombocitnu zaStitu u prvih pet dana tretmana, pogotovo u okviru prvih dvadeset Cetiri
casa od uvodenja terapije. Payne i saradnici (169) pokazali su povezanost izmedu bazi¢nih
vrednosti ADP testa i inhibitornog efekta klopidogrela. Efekat niskih doza kod pacijenata
lec¢enih KE je u velikoj meri zapazen kod bolesnika sa trombocitima koji su osetljivi na ADP,
odnosno koji imaju visoke bazi¢ne ADP vrednosti. Dobar terapijski odgovor na klopidogrel
bio je dominantan kod bolesnika ¢iji su trombociti pokazali najve¢i odgovor na ADP pre
primene leka Sto se slaze i s nasim rezultatima. Nije pokazana povezanost prisustva
CYP2(C19*2 varijante gena sa bazi¢nom reaktivnoS$c¢u, odnosno agregacijom trombocita pre
uvodenja terapije, Sto ukazuje na to da je CYP2C19 polimorfizam glavni genetski faktor koji
utice na reaktivnost trombocita prilikom terapije klopidogrelom (151).

Posto je pracCenje reaktivnosti trombocita kompleksno i zavisno od mnogih
parametara, velika je verovatno¢a da ADP test ne pruza kompletnu sliku inhibicije
agregacije trombocita in vivo (135). Podaci iz literature pokazuju da aktivacija drugih
trombocitnih receptora moZe preciznije da reflektuje nivo inhibicije trombocita (170).

Trombin je najjaci aktivator trombocita koji deluje preko PAR-1 receptora i on je oCuvan
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kod vecine bolesnika koji primaju klopidogrel. Stimulacija trombocita peptidom koji
aktivira trombinski receptor (thrombin receptor activating peptide-TRAP) reflektuje
maksimalnu agregaciju trombocita detektovanu agregometrijom. Zato TRAP test moZe da
ukaze na opsti kapacitet agregabilnosti trombocita i u toku terapije klopidogrelom (135).
Zbog toga, ocekivano, u naSem istraZivanju nismo dobili statisticki znacajnu razliku izmedu
srednjih vrednosti TRAP testa dvadeset Cetiri ¢asa nakon uzimanja prve doze leka, nakon
sedmog i tridesetog dana uzimanja klopidogrela, kao ni izmedu vrednosti TRAP testa
tokom perioda pracenja izmedu grupe bolesnika koji su nosioci CYP2C19*2 alela i bolesnika
koji nisu nosioci pomenutog alela.

Uzimajudi u obzir prethodno navedene probleme prilikom definisanja cut-off
vrednosti, odlucili smo da rezultate MEA testa izrazimo i kao odnos ADP-TRAP indukovane
agregacija trombocita. Koriste¢i MEA metodu za pracenje agregabilnosti trombocita i ADP-
TRAP odnos, kao nacin izraZavanja rezultata, autori Mrdovi¢ i saradnici (136) su kod 44,4%
bolesnika kod kojih je izvrSena PKI, a koji su uzimali klopidogrel, pronasli visoku
reaktivnost trombocita. Medutim, u naSem istraZivanju, u kojem su rezultati izraZeni na dva
nacina upotrebom dve razlicite cut-off vrednosti (ADP=575 AU*min i ADP-TRAP>52%) nije
ustanovljena statisticki znacCajna razlika izmedu dobijenih rezultata (P>0,05). Na osnovu
obe cut-off vrednosti bilo da smo pratili vrednosti ADP testa, bilo odnos ADP-TRAP,
dobijeno je da 25% ispitivane populacije ima loS terapijski odgovor na klopidogrel
tridesetog dana uzimanja terapije (Slika 18). Isto tako, nismo utvrdili statisticki znacajnu
razliku u prevalenci loSeg terapijskog odgovora kod nosioca CYP2C19*1/*2 genotipa
dobijenih koriste¢i dve razlicite cut-off vrednosti (46,7% nasuprot 53,3%) (Tabela 13 i
Slika 19).

U naSoj ispitivanoj grupi, jedan bolesnik je nosilac CYP2C19*2/*2 genotipa.
Vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita bile su visoke i nisu se menjale tokom
vremena, tj. bolesnik je pokazao odsustvo terapijskog odgovora na klopidogrel tokom
posmatranog vremena (Tabela 16). Ovaj rezultat se slaZe sa literaturnim podacima, gde su
vrednosti testova agregacije trombocita kod CYP2C19*2/*2 bolesnika statisticki znacajno
vefe u odnosu na vrednosti dobijenih kod bolesnika koji su nosioci CYP2C19*1/*2 i
CYP2C19*1/*1 genotipa (144). Medutim, neke studije nisu pokazale znacajnu razliku u

odgovoru na lek izmedu nosioca homozigotne i heterozigotne forme CYP2C19*2 (151).
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Na osnovu nasih saznanja, naSa studija je prva u kojoj je laboratorijsko pracenje
efekta klopidogrela koriS¢eno za procenu uticaja genetickih i negenetickih faktora na
reaktivnost trombocita kod bolesnika sa stenozom Kkarotidnih arterija i izvrSenom
endarterektomijom. StatistiCka analiza naSih rezultata pokazala je da je prisustvo
CYP2(C19*2 varijante gena kod bolesnika nezavisan faktor rizika loSeg terapijskog odgovora
na klopidogrel. Bolesnici koji su nosioci CYP2C19*2 varijante gena imaju skoro 4,5 puta veci
rizik da ¢e nakon trideset dana uzimanja klopidogrela imati lo§ odgovor na lek u odnosu na
bolesnike sa wild type genotipom (Tabela 19). Sli¢ni rezultati su prikazani u prethodno
publikovanim studijama (146,152,171). Medutim, moramo napomenuti da postoje
kontroverzni podaci u literaturi o prediktivnoj vrednosti CYP2C19*2 varijante gena. Al-
Azzam i saradnici (153) =zakljucili su da je prisustvo CY2C19*2 alela povezano sa
rezistencijom na klopidogrel (P<0,001), dok drugi autori nisu pokazali korelaciju izmedu
prisustva CYP2C19*2 alela i reaktivnosti trombocita.

Do sada publikovane studije pokazale su da je odgovor bolesnika na terapiju
najverovatnije multifaktorske prirode, tako da sam rezultat genotipa ne moZe da objasni
odgovor bolesnika na taj lek (58). Razlic¢iti negeneticki faktori mogu dovesti do varijacije u
odgovoru na klopidogrel medu bolesnicima: godine, pol, ITM, nacin ishrane, fizicki i
mentalni stres, interakcija sa drugim lekovima, oSte¢enje bubreZne funkcije, ograni¢ena
interstinalna apsorpcija, pusenje, dijabetes, nivo triglicerida i HDL cestica (high density
lipoprotein) (19,123,144,172,173). Vecina studija proucavala je iste faktore rizika, Sto
moZe dovesti do precenjenosti uloge pojedinih faktora (70). Vecina publikovanih podataka
o faktorima koji uti¢u na antitrombocitni efekat klopidogrela dobijeni su u studijama koje
su pratile akutnu fazu oboljenja. Medutim, tokom dugotrajne primene leka, moguce je da se
znacaj pojedinih faktora menja (57). Mehanizmi odgovorni za visoku reaktivnost
trombocita u toku terapije antitrombocitnim lekovima trebalo bi da se potraze i medu
promenljivim koje uti¢u na funkcionalne testove agregacije trombocita, povecanu
reaktivnost na kolagen i visoke vrednosti vVWF u plazmi (124). Sibbing i saradnici (149) su
multivarijantom logistickom regresionom analizom pokazali da je prisustvo najmanje
jednog CYP2C19*2 alela nezavisan prediktor loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel.
Ostali prediktori su bili dijabetes, visok ITM, Zenski pol, visok nivo kreatinina, fibrinogena i

primena omeprazole. Razli¢ite studije su isticale uticaj pola i starosti na efekat leka kod
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bolesnika. Upotrebom MEA metode pokazano je da su muSkarci imali loSiji terapijski
odgovor na klopidogrel (123). Objasnjenje za lo$ terapijski odgovor na lek kod starijih
osoba potencijalno leZzi u povecanim vrednostima C-reaktivhog proteina, odnosno u
prisustvu inflamacije i smanjenoj renalnoj funkciji (135). Razli¢ite populacije krvnih celija
uticu na agregabilnost trombocita, narocito broj trombocita (174). Rubak i saradnici (175)
nasli su povezanost broja trombocita i leukocita i agregacije trombocita kod zdravih osoba,
ali ne i sa hematokritom i eritrocitima. Neki autori tvrde da niZe vrednosti hematokrita
mogu da budu nezavisan prediktor visoke reaktivnosti trombocita na klopidogrel kod
bolesnika sa AKS (176). Medutim, agregacija trombocita pratena MEA metodom nije
pokazala povezanost agregabilnosti trombocita sa hematokritom ili eritrocitima, $to moZe
ukazati da je ova metoda nedovoljno osetljiva da identifikuje tu povezanost (175). Po
nekim autorima, povecane vrednosti leukocita, C-reaktivnog proteina i fibrinogena
povezani su s visokom reaktivno$¢u trombocita kod bolesnika koji su na hroni¢noj terapiji
klopidogrelom (177). Morel i saradnici (178) pokazali su vezu izmedu terapijskog
odgovora na klopidogrel i inflamatornog statusa prateci broj leukocita kod AKS bolesnika
sa dijabetesom, dok Osmancik i saradnici ukazuju da poviSene vrednosti leukocita i
koncentracije interleukina 10 predstavljaju faktore rizika za rezistenciju na klopidogrel
(179).

NaSi rezultati nisu pokazali znacajnu korelaciju u pogledu godina, pola, ITM,
pusenja, prethodnih cerebrovaskularnih dogadaja (moZzdani udar ili TIA), lekova (statini,
ACE inhibitori, blokatori B-adrenergickih receptora ili blokatori kalcijumovih kanala) sa
agregabilnoS¢u trombocita, tj. terapijskim odgovorom na lek (Tabela 17). 0Od
laboratorijskih parametara utvrdeno je da je visok nivo ukupnog holesterola jedini steceni
nezavisni faktor rizika loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel. Povecanje ukupnog
holesterola za 1 povecava rizik od pojave loSeg odgovora na terapiju klopidogrelom nakon
tridesetog dana uzimanja leka za dva puta (Tabela 19). Kod bolesnika sa mozdanim
udarima ili visokim rizikom od razvoja mozdanog udara pokazano je da su dijabetes, visok
ukupan holesterol, prethodni TIA i hroni¢na terapija blokatora kalcijumovih kanala
nezavisni faktori rizika za rezistenciju na klopidogrel (76). Suprotno, Tatarunas i saradnici
(150) nisu dokazali uticaj starosti, teZine, ITM, nivoa kreatinina i primene statina na

terapijski efekat klopidogrela. Isto tako nisu pokazali uticaj blokatora receptora
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angiotenzina II i blokatora (-adrenergickih receptora na nivo agregabilnosti trombocita,

Sto je u skladu sa nasSim rezultatima (Tabela 22 i 23).

Suprotno, u Pharmacogenomics of Antiplatelet Intervention (PAPI) studiji, gde je
429 osoba amiSke populacije dobijalo klopidogrel sedam dana, pokazano je da je starost,
povecanje ITM, visoka koncentracija triglicerida i nizak nivo HDL molekula povezani s
loSim odgovorom na klopidogrel. Medutim, kombinacija tih faktora bila je odgovorna za
manje od 10% interindividualne varijabilnosti, dok su CYP2C19*2 genotipovi odgovorni za
12% varijabilnosti odgovora na klopidogrel. Dakle, autori su razjasnili 22% varijabilnosti u
odgovoru na lek, dok je vecina varijabilnost u terapijskom odgovoru na klopidogrel ostala
nepoznanica (151). Campo i saradnici (144) pokazali su da su starost, klirens kreatinina i
dijabetes nezavisni prediktori povecane reaktivnosti trombocita tokom vremena, dok je
CYP2(C19*2 alel bio odgovoran za samo 6,6% varijabilnosti odgovora na lek. U ovoj studiji,
prevalenca CYP2(C19*2 varijante gena bila je 29%. Hochholyer je objasnio samo 11,5%
varijabilnosti reaktivnosti trombocita (168). U nasem istrazivanju (Tabela 20), 25,4%
interindividualne varijabilnosti u terapijskom odgovoru na lek objasnjeno je prisustvom
visokih koncentracija holesterola i prisustvom pomenutog alela. Prisustvo CYP2(C19*2
varijante gena objasnilo je 20% interindividualne varijabilnosti reaktivnosti trombocita.

Dakle, znacajan deo varijabilnosti ostao je neobjasnjen, tj. faktori rizika ostali su nepoznati.

Pracenje terapije bolesnika na osnovu podatka dobijenih odmah nakon uvodenja
terapije nije dovoljno pouzdano u proceni terapijskog odgovora na klopidogrel s obzirom
na broj bolesnika koji tokom prvih mesec dana terapije nema adekvatan odgovor na lek.
Medutim, isto tako i praenje agregabilnosti trombocita mesec dana nakon uvodenja
terapije ima svoja ogranicenja. Jedno od njih je neadekvatan tretman bolesnika, koji i posle
mesec dana imaju lo$ terapijski odgovor na lek i povecan rizik od razvoja nezeljenih
dogadaja. Zato je preporuceno koriS¢enje kombinacija genetickih i bazi¢nih (laboratorijskih
i demografskih) podataka i pravljenje skor modela za procenu rizika od loSeg odgovora.
Campo i saradnici koristili su ABCB1 i CYP2C19*2 alele, prve vrednosti agregacije
trombocita i klirens kreatinina (144). U naSem istraZivanju, analizom ROC krive, utvrdeno

je da model koji ukljucuje nivo ukupnog holesterola i prisustvo CYP2(C19*2 varijante gena
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moZe da bude prediktor loSeg odgovora na klopidogrel 30 dana nakon uzimanja leka (Slika

22).

Medu svim Kklinickim stanjima, dijabetes je najceS¢e identifikovan uzrocnik
neadekvatnog terapijskog odgovora na klopidogrel. Osim dijabetesa kod bolesnika sa
moZdanim udarom nije pronaden uticaj drugih faktora (godine, pol, hipertenzija, puSenje,
nivo triglicerida) na odgovor bolesnika na klopidogrel. Pokazano je da bolesnici sa
dijabetesom imaju niske vrednosti cirkuliSu¢eg aktivnog metabolita klopidogrela Sto
rezultira slabim odgovorom na klopidogrel (61). Takode, Meves i saradnici (161) ukazali su
na to da je dijabetes faktor rizika za povecanu agregabilnost trombocita. Patofiziologija
hiperreaktivnosti trombocita kod ovog oboljenja je multifaktorska: izmenjena membrana
trombocita usled hipoglikemije, aktivacija agonista agregacije, izmena receptora
trombocita, aktivacija prokoagulantnih procesa, povec¢an oksidativni stres i inflamacija.
Poznato je da insulin smanjuje agregaciju trombocita preko P2Y12 receptora. Izmene na
membrani trombocita zbog hipoglikemije i nedostatak insulina dovode do pojacane
signalizacije na trombocitima preko P2Y12 trombocitnog receptora, $to uzrokuje povecanu
reaktivnost trombocita na ADP (180). Usporen metabolizam klopidogrela, takode, moZe
biti posledica opSteg izmenjenog metabolizma kod dijabetesa. MEA metoda, koju smo
koristili u nasSem istrazivanju, pokazala je povezanost dijabetesa i odgovora bolesnika na
klopidogrel. Ovom metodom identifikovano je da bolesnici sa dijabetesom imaju slabiji
terapijski odgovor na klopidogrel, zbog ¢ega su u pove¢anom riziku od razvoja ishemijskih
dogadaja (181). Da bismo dobili Sto preciznije i tacnije podatke o uticaju CYP2C19*2
varijante gena na terapijski odgovor na klopidogrel, bolesnici sa dijabetesom bili su

iskljuceni iz naSeg istraZivanja.

Kod bolesnika kod kojih je izvrSena KAS (karotidna agioplastika sa ugradnjom
stenta) i CE (coil embolisation) pokazano je da su dijabetes i puSenje nezavisni prediktori
loSeg odgovora na klopidogrel (180). Medutim, u drugim publikovanim studijama zapazena
je smanjena incidenca kardiovaskularnih dogadaja tokom terapije klopidogrelom kod
puSaca u odnosu na nepusace i taj fenomen nazvan je ,puSacki paradoks”. Nepusaci imaju
loSiji odgovor na klopidogrel u poredenju sa puSacima. Paradox studija je prva koja je

pokazala da nepusSaci koji su uzimali klopidogrel imaju smanjen farmakodinamski i
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farmakokineticki odgovor naspram pusaca. Indukcija enzima CYP1A2 i CYP2B6 puSenjem
cigareta rezultira povecanim stvaranjem aktivnog metabolita klopidogrela (182). Reed i
saradnici (183) pokazali su u okviru GRAVITAS studije, koja je ukljucivala bolesnike s
koronarnom arterijskom boleS¢u, da je puSenje nezavisni prediktor povecanog
antitrombocitnog efekta klopidogrela posle PKI. Pusaci ispoljavaju veéi antitrombocitni
efekat prilikom primene standardne doze, dok sa duplom dozom klopidogrela pusaci i
nepusaci ispoljavaju isti nivo reaktivnosti trombocita. Autori smatraju da je ovaj fenomen
vezan za prisustvo nosioca CYP1A2 163C>A alela. Prevalenca ovog alela varira medu
etnickim grupama i do 24% pusaca ne mora da ispolji ovaj efekat (183). Mi nismo ispitivali
prisustvo ovog alela tako da nemamo podatak o njegovoj prevalenci u nasoj ispitivanoj
grupi. Ovim podatkom se objasnjavaju i rezultati studija koje nisu pokazale taj fenomen, tj.
povezanost puSenja, odgovora na klopidogrel i klinickog ishoda (184-186), medu kojima je
i naSe istrazivanje (Tabela 17). Literaturni podaci ,pusacki paradox” objaSnjavaju i
nikotinom koji dovodi do povecane ekspresije receptora P2Y12 povecavajuci reaktivnost

trombocita i inhibiciju P2Y12 receptora od strane klopidogrela (183).

Takode, trebalo bi ista¢i mogudi efekat drugih lekova na terapijski odgovor na
klopidogrel. Do sada, nije pokazana povezanost izmedu lekova koji potencijalno
interferiraju sa metabolizmom Kklopidogrela i klinickog ishoda prilikom terapije
klopidogrela, ve¢ samo povezanost tih lekova sa farmakodinamskim odgovorom bolesnika
na klopidogrel (54). Medutim, poslednja istraZivanaja su i tu povezanost dovela u pitanje.
Podaci o interakciji izmedu statina i klopidogrela su protivre¢ne. Statini inhibiraju
indukovanu agregaciju trombocita ADPom I trombinom kod zdravih osoba i kod bolesnika
sa koronarnom arterijskom boles¢u. Iako je interakcija izmedu klopidogrela i CYP3A4
statina pokazana pri standardnim dozama leka, vecina studija nije uspela da dokaze isti
fenomen (171). Atorvastatin pripada grupi statina koji su supstrati CYP3A4 enzima i ¢esto
se prepisuju bolesnicima koji su na dvojnoj antitrombocitnoj terapiji. In vitro studije su
pokazale da je konverzija klopidogrela u aktivni metabolit inhibirana atorvastatinom, ali in
vivo studije kod zdravih volontera nisu potvrdile interakciju izmedu ovog statina i
klopidogrela. Takode, to nisu pokazala ni istrazivanja u okviru kojih su bolesnici primali

dozu odrzavanja (75 mg) ili udarnu dozu od 600 mg klopidogrela (173). Dodatno, kod
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ACHIDO studije, istrazivaci su pokazali da visoke doze atorvastatina (80 mg) primenjene
trideset dana i dupla doza klopidogrela (150 mg) smanjuju reaktivnost trombocita
znacajnije nego primena samo duple doze klopidogrela kod bolesnika sa koronarnom
arterijskom boleS¢u. Antitrombocitni efekat visokih doza atorvastatina ispoljava se rano i
ne korelira sa stepenom smanjenja lipida tokom perioda pracenja (171). Ovi rezultati
ukaziju na to da je kod bolesnika s visokom reaktivno$¢éu trombocita prilikom primene
standardne doze klopidogrela i hroni¢ne terapije niskim dozama atorvastatina, upotreba
statina koji se ne metaboliSu preko CYP3A4 ili upotreba visokih doza atorvastatina
predstavljaju dve alternativne strategije. Na taj nacin bi se izbegle moguce interakcije medu
lekovima i unapredio odgovor bolesnika na klopidogrel (187). Nasi rezultati (Tabela 21)
nisu pokazali povezanost KoriS¢enja statina i visoke reaktivnosti trombocita, Sto je u skladu
sa studijom koja je ukljucila bolesnike s perifernom arterijskom boles¢u i izvrSenom

angioplastikom ili ugradnjom stenta; vecina njih primala je terapiju statinima (76%) (188).

Blokatori Kkalcijumovih kanala su inhibitori CYP3A4 enzima, koji je uklju¢en u
metabolizam klopidogrela. Neki blokatori kalcijumovih kanala imaju jak inhibitorni efekat
na transportni P-glikoprotein (189). Harmsze i saradnici (188) proucavali su uticaj tih
lekova na reaktivnost trombocita kod bolesnika koji primaju dvojnu antitrombocitnu
terapiju (aspirin i klopidogrel) nakon PKI. Studija je ispitivala dve grupe blokatora
kalcijumovih kanala: one koje inhibiraju P-glikoprotein (verapamil, nifedipin, diltiazem,
barnidipine) i koje ne uti¢u na P-glikoprotein (amlodipin). Na osnovu njihovih rezultata,
blokatori kalcijumovih kanala su povecavali reaktivnost trombocita, ali samo je amlodipin
bio povezan sa visokim rizikom od loSeg odgovora na terapiju klopidogrelom. Siller-Matulla
i saradnici pokazali su da primena te grupe lekova dovodi do smanjenja efekta klopidogrela
na reaktivnost trombocita i povecanog rizika od neZeljenih kardiovaskularnih dogadaja
(190). Medutim, studija koja je koristila MEA metodu za prac¢enje agregacije trombocita nije
pokazala povezanost upotrebe blokatora kalcijumovih kanala sa loSim odgovorom na
klopidogrel (191), Sto se potvrdilo i u naSoj studiji (Tabela 24). TRITOM-TIMI 38 studija,
koja je ukljucila bolesnike sa akutnim koronarnim sindromom lecenih PKI, pokazala je da je
upotreba CYP3A4-metaboliziranih statina ili blokatora kalcijumovih kanala nije povezana

sa povecanim rizikom od kardiovaskularnih nezeljenih dogadaja kod bolesnika koji su
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tretirani klopidogrelom. Do ovog zakljucka doSli su primenjujuci lekove pojedinacno ili

zajedno ili u kombinaciji sa inhibitorima protonske pumpe (192).

Prevalenca visoke reaktivnosti trombocita tokom terapije klopidogrelom je, na
osnovu literaturnih podataka, od 20% do 40% (193), a studije su, koriste¢ci MEA metodu,
demonstrirale da je povecana reaktivnost trombocita nezavisan faktor rizika za razvoj
ishemijskih dogadaja posle PKI (73). Publikovane studije koje su izucavale i geneticke
faktore rizika za visoku reaktivnost trombocita pokazale su povecan rizik od pojave
neZeljenih dogadaja kod nosioca CYP2C19*2 alela (105,194,195). Nosioci bar jednog alela
kod kojih je izvrSena PKI i koji su tretirani klopidogrelom imaju oko 3 do 4 puta vec¢i rizik
od tromboze stenta (193). Hulot i saradnici pokazali su da nosioci bar jednog CYP2C19%*2
alela imaju 30% povecan rizik od neZeljenih dogadaja u odnosi na nosioce wild type
genotipa i da je kod heterozigota i homozigota nezavisni prediktor kardiovaskularnog
rizika (196). Kod bolesnika sa moZdanim udarom dokazana je povezanost loSeg odgovora
na klopidogrel i pojave ishemijskih vaskularnih dogadaja, ukljucujuéi i ponovni mozdani
udar (61). Dokazano je takode da je prisustvo CYP2C19*2 alela nezavisni prediktor razvoja
neZeljenih dogadaja (smrt, moZdani udar, ponovljeni infarkt miokarda) (162). Po nekim
autorima CYP2C19*2 i CYP2C19*3 aleli predstavljaju faktore rizika i imaju prognosticki
znacaj kod bolesnika kod kojih je izvrSena KAS i koji su na terapiji klopidogrelom. Ovi
bolesnici imaju povecan rizik od razvoja ishemijskih dogadaja tokom tretmana
klopidogrelom (24). Medutim, publikovani su i rezultati genetickih studija koje nisu
pokazale vezu CYP2C19*2 alela sa smanjenom funkcijom trombocita i pojavom neZeljenih
dogadaja (101, 143), iako je pokazana direkna uklju¢enost CYP2C19 enzima u bioaktivaciji
klopidogrela. Geneticke studije s velikim brojem bolesnika publikovane posle 2010. godine
nisu pokazale jaku povezanost alela s kardiovaskularnim ishodima. Cak i rezultati
biohemijskih istraZivanja dovode u pitanje mehanizam koji ukljucuje CYP2C19 enzim u
bioaktivaciju klopidogrela. Metaanaliza Bauera i saradnika (138) pokazala je da CYP2C19
polimorfizam nema uticaj na klini¢ku efikasnost klopidogrela kad se koristi u prevenciji
tromboembolijskih dogadaja kod bolesnika sa ishemijskim kardiovaskularnim bolestima.
Po autorima nema dovoljno jakih dokaza da je CYP2C19 gen koji dovodi do promene

klinicke efikasnosti ovog leka i njihov zakljuc¢ak nije u skladu s metaanalizama koji su

96



Uticaj CYP2C19*2 varijante gena na terapijski odgovor u toku primene klopidogrela kod bolesnika sa stenozom karotidnih arterija

pokazale visok rizik od razvoja nezeljenih kardiovaskularnih bolesti kod nosioca
CYP2C19*2 alela. Bouman HJ smatra da se klopidogrel primarno metabolizira preko
CYP3A4 izoenzima do 2-okso-klopidogrela; on se transformiSe u aktivan metabolit
procesima hidrolize koja ne ukljucuje enzime CYP450 (153,197). CYP2C19 oksiduje samo
malu koli¢inu klopidogrela do 2-okso-klopidogrela u jetri. Smatra se da se klopidogrel
primarno metaboliSe pomoéu CYP3A4 u enterocitima, u kojima se izoenzim CYP2C19 ne
nalazi (66). U nasem istraZivanju, tokom perioda pracenja bolesnika, zabeleZen je moZdani
udar kod dva (1,8%) bolesnika koji su nosioci CYP2C19*2 varijante gena i imali su lo$
terapijski odgovor na klopidogrel. Ovo nije bio dovoljan broj neZeljenih dogadaja za
statisticku obradu podataka kojom bi se utvrdio uticaj prisustva CYP2(C19*2 varijante gena

i/ili povecane reaktivnosti trombocita niti ostalih faktora rizika na razvoj mozdanog udara.

Do sada, ne postoji jasna preporuka o standardizovanoj terapiji kod bolesnika s
visokom reaktivnos¢u trombocita prilikom terapije klopidogrelom. Smatra se da povecanje
doze klopidogrela moZe da spreci pojavu kardiovaskularnih dogadaja (61). Medutim, kod
bolesnika kod kojih je izvrsena vaskularna hirurska intervencija povecanje doze leka moze
da dovode do povecanog rizika od hemoragijskih komplikacija (169). Bonello i saradnici
(198) pokazali su da prilagodavanje doze na osnovu pracenja agregabilnosti trombocita
moZe prevazi€i rezistenciju na klopidogrel kod 88% pacijenata sa CYP2(C19*2 alelom.
Hazarbasnov i saradnici (199) prilagodavali su dozu leka koriste¢i Multiplate analizator i
zakljucili da korekcija doze leka moZe da smanji razvoj ishemijskih dogadaja kod bolesnika
posle PKI. Visoka reaktivnost trombocita, po nekim studijama, moZe se smanjiti i zamenom
klopidogrela s prasugrelom ili tikagrelom ili dodavanjem GPIIb/Illa inhibitora ili citazola
(73).

Testiranje agregabilnosti trombocita i geneticke analize pokazali su da mogu
pomodi u stratifikaciji rizika kod bolesnika kojima je potrebna dvojna antitrombocitna
terapija. Reaktivnost trombocita tokom terapije ukazuje na terapijsku aktivnost P2Y12
antagonista, korelira sa aktivnim metabolitima klopidogrela i ima prediktivnu vrednost u
proceni klinicke koristi ovog leka. Angiolillo i saradnici (200) smatraju da testiranje
funkcije trombocita i geneticka analiza mogu doprineti pravilnom izboru antitrombocitnog

leka i omoguciti individualizaciju pristupa terapiji svakog bolesnika. Xingyang i saradnici
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(162) isticu da su geneticke analize superiornije u odnosu na ponovljena odredivanja
agregabilnosti trombocita prilikom identifikacije bolesnika koji su u pove¢anom riziku od
ishemijskih dogadaja. Lala i saradnici (201) bavili su se isplativoS¢u genetickih ispitivanja
prilikom uvodenja i pradenja terapije klopidogrelom. Dosli su do zakljuc¢ka da su troskovi
strategije genetickog ispitivanja priblizni troskovima strategije koja nije obuhvatala
testiranja ve¢ empirijsko pracenje terapije klopidogrelom ili prasugrelom. Takode,
ustanovljeno je da kod bolesnika sa AKS kod kojih je izvrSena PKI strategija genetickog
istrazivanja poboljSava kvalitet ZzZivota i omogucava klinicaru odabir optimalnog
antitrombocitnog leka. Suprotno, metaanalizom publikovanih studija koje su se bavile
CYP2(C19 genetickim ispitivanjem nisu dobijeni ubedljivi rezultati koji podrZavaju geneticka
ispitivanja prilikom individualizacije tretmana u klinickoj praksi. Medutim, autori smatraju
da pristup koji obuhvata informacije o fenotipu, genotipu i klinicke podatke o bolesniku

moZe da doprinese individualizaciji terapije klopidogrelom (202).
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6. ZAKLJUCAK

Do sada publikovane studije pokazale su da je varijabilnost terapijskog
odgovora bolesnika na klopidogrel multifaktorske prirode. Cilj ovog istraZivanja bio je da
ispita uticaj prisustva CYP2(C19*2 varijante gena i negenetskih faktora na terapijski odgovor
na antitrombocitni lek klopidogrel kod bolesnika sa stenozom karotidnih arterija, kod kojih

je izvrSena endarterektomija.

Na osnovu rezultata naseg istrazivanja zakljucili smo sledece:

e Zastupljenost CYP2(C19*2 alela u ispitivanoj populaciji je 26,8%.

e Nosioci CYP2(C19*2 varijante gena imaju znacajno veée vrednosti ADP-indukovane
agregacije trombocita u odnosu na bolesnike koji nisu nosioci pomenutog alela
(narocito nosioci CYP2C19*2 /*2 genotipa).

¢ Nivo aktivnosti trombocita nepredvidljiv je tokom terapije klopidogrelom i zato je
potrebno ponavljati funkcionalna testiranja. Broj bolesnika sa loSim odgovorom na
klopidogrel opada u prvih mesec dana primenjene terapije kod nosioca
CYP2C19*1/*1 genotipa. U grupi nosioca CYP2C19*2 alela, broj bolesnika sa loSim
odgovorom na lek opada u toku prvih sedam dana primene terapije i dalje, tokom
tretmana, ostaje nepromenjen.

e Bolesnici s najveom bazitnom agregabilnoS¢u trombocita, imaju najmanju
antitrombocitnu zaStutu u prvih sedam dana tretmana, pogotovo u okviru prvih
dvadeset Cetiri ¢asa od uvodenja terapije. Prisustvo CYP2C19*2 varijante gena ne
utice na bazi¢nu reaktivnost trombocita, Sto ukazuje da je CYP2C19 polimorfizam
glavni genetski faktor koji uti¢e na reaktivnost trombocita prilikom terapije
klopidogrelom.

¢ Nije pokazano da odnos ADP-TRAP testova bolje reflektuje stepen inhibicije
agregabilnosti trombocita P2Y12 antagonistima u odnosu na sam ADP test.

e Prisustvo CYP2C19*2 varijante gena predstavlja nezavisan faktor rizika loSeg

terapijskog odgovora na klopidogrel. Prisustvo CYP2(C19*2 varijante gena objasnilo
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je 20% interindividualne varijabilnosti reaktivnosti trombocita. Nasi rezultati nisu
pokazali znaCajnu korelaciju izmedu primene lekova (statini, ACE inhibitori,
blokatori [(-adrenergickih receptora ili blokatori kalcijumovih kanala) i
agregabilnosti trombocita, tj. terapijskog odgovora na lek.

Visok nivo ukupnog holesterola predstavlja jedini steceni nezavisni faktor rizika
loSeg terapijskog odgovora na klopidogrel. Model koji uklju¢uje nivo ukupnog
holesterola i prisustvo CYP2C19*2 varijante gena moZe da bude prediktor loSeg
odgovora na klopidogrel trideset dana nakon uzimanja leka. Dvadeset i pet
procenata interindividualne varijabilnosti u terapijskom odgovoru na lek objaSnjeno
je visokom koncentracijom holesterola i prisustvom pomenutog alela. Dakle,

znacajan deo varijabilnosti ostao je neobjaSnjen, a faktori rizika nepoznati.
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Motnucanu-a: [paraHa Baukosuh

6poj nHgekca: 3/10

UzjaBrbyjem

[a je JOKTOpCcKa gucepTauuja nog HacnoBom

Y1uuaj CYP2C19*2 BapujaHTe reHa Ha Tepanujckv 0aAroBop y TOKY NpuMeHe
Knonuaorpena Ko 6onecHWKa ca CTeHO30M KapoTUAHUX apTepuja

pesynTaT COMNCTBEHOT UCTPaXUBAYKOr paaa,

ha npeanoxeHa guceprauumja y LUesiHu H1 y AenoBuma Huje buna npeanoxeHa
3a pobujarbe 6uNoO Koje AunnoMe npema CTyAUCKUM nporpamuMa Apyrux
BUCOKOLLUKONCKMX YCTaHOBA,

[la Ccy pesynTaTy KOPeKTHO HaBeAeHU U

[a HUcaM KpLumo/na ayTopcka npasa U KOPUCTUO WHTENeKTyasHy CBOjuHy
Apyrvx nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

Jféﬁé//c’cg@/

Y Beorpagy, 16.10.2017.




Mpunor 2.

UsjaBa 0 ICTOBETHOCTM WITaMNaHe U eNeKTPOHCKEe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme 1 npeaume ayTopa: [paraHa Baykosuh
Bpoj uHpekca: 3/10
CTyavjcku nporpam: MeauuuHcKa 6uoxemuja

Hacnos paga: YTuuaj CYP2C19*2 BapujaHTe reHa Ha Tepanujckv oaroBop y TOKy
npuMeHe Knonuaorpena Koj 60necHKa ca CTeHo30M KapoTUAHMX apTepuja

MeHTop: Mpod ap CeeTnaHa Urkbatosuh

MoTnucanu/a [OparaHa Baukosuh

MsjaBrbyjem aa je wramnaHa Bepauja Mor AOKTOPCKOr paaa UCTOBETHA €NeKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbMBarbe Ha noptany AurutanHor
penosutopujyma YHusepsuteta y Beorpagy.

HossorbaBam fa ce objase Mo NUYHM MojauM BesaHu 3a fobujarbe akafemcKor
3Barba [IOKTOPA HayKa, Kao WTO Cy UMe U Npesunme, roanHa U MecTo poherba U aaTym
onbpaHe paaa.

OBu nm4HM nopaun mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHWM CTpaHuuama aurdTanqe
GubnMoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTtanory u y ny6nukauvjama YHusepauTeTa y
Beorpaay.

MoTnuc pgokTopaHAaa

jﬁ Jpits

Y Beorpaay, 16.10.2017.




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepsuteTcky 6ubnuoteky ,CseTosap Mapkosuh* ga y OurntanHu
penosutopujym YHusepsuteTta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy nog
Hacnosom:

Ytuyaj CYP2C19*2 BapujaHTe reHa Ha Tepanujcku OArOBOP Yy TOKYy MpuUMeHe
knonuaorpena ko 6onecHuka ca CTE@HO30M KapoTWAHWUX apTepuja

Koja je Moje ayTopcko Aerno.

[vcepTauvjy ca cBuM npwunosuma npefjao/na caMm y enekTPOHCKOM dopmaTty
noroAHOM 3a TpajHO apXuBupamwe.

Mojy AokTopcKy AancepTauujy noxparweHy y AurntanHu penosutopujyMm YHUBEp3uTeTa
y Beorpaay mory aa kopucTte CBM Koju nowTyjy oapeade cagpxare y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4dvo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLWjanHo

3. AyTopcTBO — HEeKoMepumjanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpCcTBO — HEKOMepuujanHo — AenNUTN NoAa UCTUM yCrnosuma
5. AytopcTeo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTYU Nog UCTUM YyCrnoBuMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jefHy oA LWecT MOoHyReHuX nuueHuwn, kpaTak onuc
nMUeHUM Aat je Ha nonefuHn nucta).

MoTtnuc AOKTOopaHaa

/ éif/K agmﬂ'[

Y Beorpagy, 16.10.2017.




1. AytopcTBo - [lo3BOrbaBaTe yMHOXKaBame, AncTpubyuurjy v jaBHO caonwTaBamwe
Aena, u npepaje, ako ce HaseAe MMe ayTopa Ha HauuH oapefieH of cTpaHe ayTopa
wnu faBaolia nuUeHue, Yak W y komepumjanie cepxe. OBo je HajcrnoGoaHuja of cBUX
nvueHum.

2. AyTOpCTBO — HeKoMepLWjanHo. [losBorbaBaTe yMHOXaBatkbe, aucTpubyuujy u jaBHo
caonwitasawe Aena, v npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapefieH o
CTpaHe ayTopa umv Aasaoua nuueHue. OBa nmueHUua He [03BOSbaBa KOMepLMjarHy
ynoTtpeby nena.

3. AyTopcTBO - HekomepUujanHo — 6es npepane. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
AnCTpubyumnjy W jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unm
ynoTpe6e fena y cBoM Aeny, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeher of
CTpaHe ayTopa wmm Aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He A03BOrbaBa KoMepumjanHy
ynoTpeby Aena. ¥ ogHocy Ha CBe ocTarne NuueHUe, 0BOM NULEHLIOM Ce orpaHuyasa
Hajsehu 0bum npaBa kopuwhersa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKoMepuMjanHo — [EenUTM NOA MCTUM ycnosuma. [o3BorbasaTe
YMHOXaBare, AUcTpubyLmjy 1 jaBHo caonwTasatke Aena, u npepaje, ako ce Hasefde
Me ayTopa Ha HauuH oapefieH oa cTpaHe ayTopa unu aasaoua NWLEHLE UM ako ce
npepaga AuCTpuByupa nop WUCTOM UMM CAMMHOM nuueHuoM. OBa nuueHua He
AosBsorbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AyTtopcTBo — Ges npepafe. [lossorbasaTte yMHOXaBate, AvcTpubyumjy v jaBHo
caonwrasarse aena, 6es npomena, npeobnmkoBaka unu ynotpebe Aena y ceom Aeny,
aKo ce Haseje uWme ayTopa Ha HauvH oppefleH oa cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nmueHye. OBa nuueHLa A4o3BorbaBa komepuujanHy ynoTpeby fena.

6. AyTOpCTBO - OenuTW noj WCTUM ycrioBuma. []o3BOrbaBaTe yMHOXaBarke,
AMCTPUBYLM)y 1 jaBHO caoniiTaBake Aena, v rnpepaje, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauMH opapefleH op cTpaHe ayTopa unM fgaBaoua nUUEHUE M ako ce npepaaa
AvcTpuBynmpa noa WCTOM UMM CMMYHOM fmueHuoMm. OBa NWUEHUE f03BoSbaBa
komepuMjanHy ynotpeby aena u npepaga. CrivuHa je coTBEPCKUM IMUEHLAMa,
OAHOCHO nuLieHLIaMa OTBOPEHOT Koaa.



