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REZIME

Klopidogrel je antiagregacioni lek koji je sa aspirinom, u sklopu dvojne antiagregacione
terapije, indikovan u stanjima koja nose rizik od ishemijskih dogadaja i tromboembolijskih
komplikacija.

Postoji velika interindividualna varijabilnost u odgovoru na klopidogrel. Znacajan broj
pacijenata kao posledicu neadekvatnog odgovora na terapiju moze iskusiti razli¢ita nezeljena
dejstva. Kod oko 9% pacijenata koji su na terapiji klopidogrelom javlja se krvarenje kao nezeljeni
efekat. Ono samo po sebi mozZe biti Zivotno ugrozavajuce, a sekundarno moze biti povezano sa
pojavom ishemijskih dogadaja.

Uzroci varijabilnosti u odgovoru na terapiju klopidogrelom, mogu biti kako steceni, tako i
posledica genetickih faktora. Medu genetickim faktorima najznacajniji doprinos ima gen za
enzim CYP2C19 koji je neophodan u procesu konverzije klopidogrela u aktivnu formu leka. Zbog
toga su varijante CYP2C19 gena najceSc¢e razmatrane u okviru farmakogenetike klopidogrela. Od
posebnog klinickog znacaja su varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) i rs4986893
(c.636G>A; CYP2C19*3), koje su povezane sa oslabljenim odgovorom na klopidogrel.
Promotorska varijanta rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) se dovodi u vezu sa pojacanim
stepenom inhibicije trombocita i povisenim rizikom od krvarenja kod pacijenata na terapiji
klopidogrelom.

U fokusu ove studije bilo je ispitivanje uticaja CYP2C19 gena na pojavu pojacanog
odgovora na klopidogrel koje vodi povisenom riziku od krvarenja.

Istrazivanje je sprovedeno u grupi pacijenata koji su pretrpeli infarkt miokarda i bili
podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji (PCl), kao i grupi pacijenata sa stenozom karotida
koji su podvrgnuti karotidnoj endarterektomiji (CEA).

U studiji su analizirane promotorske varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) za koje su literaturni podaci i nasi preliminarni rezultati
pokazali da mogu biti povezane sa pojacanim odgovorom na klopidogrel. Dodatno su analizirane
egzonske varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) i rs4986893 (c.636G>A, CYP2C19*3) zbog
moguceg uticaja na efekte promotorskih varijanti. Zbog oskudnosti podataka koji se odnose na

promotorsku varijantu rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), jedan od ciljeva studije bio je da



se u in vitro uslovima ispita njen funkcijski znacaj. Takode, jedan od ciljeva studije bio je da se
analiza varijanti gena CYP2C19, koje su pokazale znacaj u pogledu terapije klopidogrelom
iskoristi u svrhu racionalizacije postojeéeg protokola za primenu antiagregacione terapije u
Srbiji.

Analiza varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) nije pokazala povezanost sa
krvarenjem kod pacijenata podvrgnutih PCI nakon infarkta miokarda, koji su bili na terapiji
klopidogrelom. Takode, ova varijanta nije bila povezana sa agregacijom trombocita
indukovanom adenozin difosfatom (ADP) kod pacijenata sa stenozom karotide koji su nakon
karotidne endarterektomije bili na terapiji klopidogrelom. Varijanta rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17) nije bila povezana ni sa pojacanim odgovorom na klopidogrel definisanim na
osnovu razli¢itih grani¢nih vrednosti ADP-indukovane agregacije.

Varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) je pokazala znacajnu povezanost sa
krvarenjem kod pacijenata sa akutnim infarktom miokarda podvrgnutih PCI. Prisustvo alela G
povedava mogucnost krvarenja 3,7 puta. Medutim, varijanta rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) nije bila povezana sa ADP-indukovanom agregacijom kod pacijenata koji su nakon
karotidne endarterektomije bili na terapiji klopidogrelom. Takode, ova varijanta nije pokazala
znacajnu povezanost sa pojacanim odgovorom na klopidogrel procenjenim na osnovu razlicitih
grani¢nih vrednosti ADP-indukovane agregacije. Sekvenciranjem egzona 4 gena CYP2C19
pokazano je da se alal G varijante rs11568732(c.-889T>G, CYP2C19*20) u populaciji Srbije javlja
potpuno nezavisno od alela A varijante rs4986893 (c.636G>A, CYP2C19*3) sa kojim je svrstan u
haplotip CYP2C19*3B.

Funkcijska analiza varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) pokazala je da
prisustvo nukleotida G dovodi do smanjenja aktivnosti promotora za 20%. Takode, pokazano je
da progesteronski receptor uti¢e na povecanje promotorske aktivnosti gena CYP2C19 nezavisno
od varijante rs11568732. Glukokortikoidni receptor po aktivaciji deksametazonom dovodi do
manjeg povecanja aktivnosti promotora ako se na poziciji c.-889, nalazi nukleotid G, nego wt
nukleotid T.

Analiza farmakogeneticki vodene terapije klopidogrelom u odnosu na genotip varijante

rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) pokazala se kao strategija uStede u Srbiji.



Rezultati ove studije pokazuju da varijanta rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) ne
predstavlja pouzdan prognosticki faktor za procenu rizika od krvarenja. Sto se ti¢e varijante
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) neophodna su dalja istrazivanja da bi se rasvetlio njen
mehanizam delovanja i pouzdano utvrdila njena uloga u krvarenju kod PCI pacijenata na terapiji

klopidogrelom.

KLJUCNE RECI: genske varijante , CYP2C19, klopidogrel, krvarenje, ADP-indukovana agregacija

trombocita, infarkt miokarda, stenoza karotida, farmakogenetika
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ABSTRACT

Clopidogrel is antiplatelet drug which, along with aspirin represent dual antiplatelet
therapy, indicated in patients with risk of ischemic events and thromboembolic complications.

Wide inter-individual variability in clopidogrel response has been reported. Significant
number of patients with inadequate response to clopidogrel experience different adverse
effects. Bleeding as an adverse event occurs in about 9% of patients on clopidogrel therapy. It
can be life threatening and secondarily, related to higher risk of ischemic events.

Variability in clopidogrel response may be explained by different non-genetic and
genetic factors. Among genetic factors, the most important role has CYP2C19 gene encoding
enzyme responsible for conversion of clopidogrel to its active form. Hence, CYP2C19 gene
variants are the most commonly investigated genetic variants related to clopidogrel
pharmacogenetics.

Clinically, the most relevant variants are rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) and
rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3) which lead to clopidogrel poor response. Additionally,
promoter variant rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) is associated with elevated platelet
inhibition and increased risk of bleeding in patients on clopidogrel.

This study was focused on investigating role of CYP2C19 gene in clopidogrel hyper-
responsiveness which increases the risk of bleeding.

This study was conducted in a group of patients with acute myocardial infarction who
underwent percutaneous coronary intervention (PCl) as well as in patients with carotid stenosis
who underwent carotid endarterectomy (CEA).

In this study we examined two promoter rs12248560 (CYP2C19*17) and rs11568732
(CYP2C19*20) variants, for which literature and our preliminary results showed to be associated
with elevated clopidogrel response. Additionally, we analyzed exonic variants rs4244285
(c.681G>A; CYP2C19*2) and rs4986893 (c.636G>A, CYP2C19*3) considering their potential
influence on the promoter variants’ effects. Since literature data on rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) variant is scarce, we aimed to investigate its functional significance. Further, one
of our aims was the anlysis of the relevant CYP2C19 variants regarding clopidogrel therapy,

which can be used to rationalize current protocols for antiplatelet therapy in Serbia.



Analysis of rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) variant showed no association with
bleeding events in patients who underwent PCl after myocardial infarction and were on
clopidogrel therapy. Next, we showed that this variant is not associated with ADP induced
platelet aggregation in patients with carotid stenosis who underwent CEA. Additionally,
rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) variant was not associated with clopidogrel
hyperresponse defined by three different cut-offs based on ADP induced platelet aggregation.

Our results showed that rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) variant is asssociated with
bleeding events in patients with acute myocardial infarction who underwent PCI. We found that
carriers of allele G of this variant are 3,7 times more likely to experience bleeding. However,
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) variant was not associated with ADP induced platelet
aggregation in patients with carotid stenosis who underwent CEA, nor with clopidogrel
hyperresponse defined by three different cut-offs based on ADP induced platelet aggregation.
Furthermore, we showed that in Serbian patients allele G of rs11568732 variant appears
independently of rs4986893 (c.636G>A, CYP2C19*3) variant as well as of CYP2C19*3B
haplotype.

The functional analysis of rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) variant showed that the
presence of nucleotid G decreases promoter activity by 20%. Also, we showed that
progesterone receptor increases CYP2C19 promoter activity independently of rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) variant. The glucocorticoid receptor activated by dexamethasone leads to
smaller increase of promoter activity if nucleotid G is present at the position c.-889 instead of
wt nucleotide T.

The analysis of pharmacogenetic-guided clopidogrel therapy based on rs4244285
(c.681G>A; CYP2C19*2) genotype showed that this would be a cost-saving approach under
current conditions in Serbia.

Finally, results of this study show that rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) variant is
not a reliable prognostic marker for estimation of bleeding risk. Regarding rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) variant further investigation is needed in order to elucidate mechanism

of action and to validate its effect on bleeding in PCI patients on clopidogrel treatment.
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AA
ABCB1

ACCF
ACE
ACS
ADP
AHA
AMI
AU
AUC
BARC

CABG
CAD
cAMP
CAR
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CEA
CES1
Cl
COX
CPIC

DAPT
DLR
DNK
EKG

LISTA KORISCENIH SKRACENICA
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ATP-vezujudi protein subfamilija B ¢lan 1 eng. ATP binding cassette subfamily B
member 1

eng. American College of Cardiology Foundation

angotenzin konvertujuci enzim eng. Angiotensin Converting Enzyme
akutni koronarni sindrom eng. Acute Coronary Syndrome

adenozin difosfat eng. adenosin diphosphate

eng. American Heart Association

akutni infarkt miokarda eng. Acute Myocardial Infarction

arbitrarna agregacina jedinica eng. Arbitrary Aggregation Unit

povrsina ispod krive eng. Area Under the Curve

akademski konzorcijum za istrazivanje krvarenja eng. Bleeding Academic Research
Consortium

premoscéavanje karotidne arterije eng. Coronary Artery Bypass Grafting
koronarna arterijska bolest eng. Coronary Artery Disease

cikli¢cni adenozin monofosfat eng. cyclic adenosine monophosphate
konstitutivni receptor androgena eng. Constitutive Androstane Receptor
karotidna agioplastika sa ugradnjom stenta eng. Carotid Artery Stenting
karotidna endarterektomija eng. Carotid Endarterectomy
karboksiesteraza 1 eng. carboxylesterase 1

interval poverenja eng. Confidence Interval

ciklooksigenaza eng. carboxy oxygenase

konzorcijum za implementaciju klinicke farmakogenetike eng. Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium

dvojna antiagregaciona terapija eng. Dual Antiplatelet Therapy

dvojni luciferazni reporter eng. Dual-Luciferase Reporter
dezoksiribonukleinska kiselina

elektrokardiogram



EM eng. extensive metabolizer

EMA Evropska medicinska agencija eng. European Medicines Agency
ERa estrogeni receptor alfa
US FDA Americ¢ka agencija za hranu i lekove eng. US Food and Drug Administration

FOXA3 eng. Forkhead Box A3

GATA familija transkripcionih faktora koja se veZe za (A/T)GATA(A/G) DNK sekvencu
GP la/lla glikoprotein la/lla kompleks

GPllb/llla  glikoprotein IIb/Illa kompleks

GP VI glikoprotein VI

GPIb-IX-V  glikoprotein Ib-IX-V receptorski kompleks

GPlIb/Illa  glikoprotein IIb/llla

GR glukokortikoidni receptor

GRE glikokortikoidni element eng. Glucocorticoid Response Element

HCSC eng. Health Canada (Santé Canada)

HNF3y hepatocitni nuklearni factor 3 y eng. Hepatocyte Nuclear Factor 3 y

IM eng. intemediate metabolizer

iRNK informaciona ribonukleinska kiselina

LDL lipoprotein male gustine eng. low-density lipoprotein

LTA eng. Light transmision platelet aggregometry

MEA multipla elektrodna agregometrija eng. Multiple electrode aggregometry
MI infarct miokarda eng. Myocardial Infarction

NSTE bez ST elevacije eng. Non-ST Elevation

OR eng. Odds Ratio

PCI perkutana koronarna intervencija eng. Percutaneous Coronary Intervention
PCR lan¢ana reakcija polimerizacije eng. Polimerase Chain Reaction

PGE1 prostaglandin E1

PM eng. poor metabolizer

PMDA eng. Pharmaceuticals and Medical Devices Agency, Japan

PON1 paraoksigenaza eng. Paraoxonase
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PRI
PRP
PRU
PVD
RNK
ROC
Rpm
STEMI
TF
TIA
TIMI
TRAP
ul
uMm
UTR
VASP

wt

indeks reaktivnosti trombocita eng. Platetet reactivyty index

plazma bogata trombocitima eng. platelet reach plasma

jedinice reaktivnosti receptora P2Y1; eng. P2Y1, Reactivity Units

periferna vaskularna bolest eng. Peripheral Vascular Disease
ribonukleinska kiselina

eng. Receiver Operating Characteristic

obrtaji u minutu eng. revolutions per minute

infarkt miokarda sa ST elevacijom eng. ST-Elevation Myocardial Infarction
transkripcioni factor

tranzitorni ishemijski napad eng. Transient Ischemic Attack

eng. Thrombolysis in Myocardial Infarction bleeding

trombin receptor aktivirajuci peptid eng. Thrombin Receptor-Activating Peptide
interval merne nesigurnosti eng. uncertainty interval

eng. ultrarapid metabolizer

netranslatirajuéi region eng. Untranslated Region

vazodilatator stimuliSuci protein eng. Vasodilatator stimulated protein
von Willebrand faktor

eng. wild type
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1.1 Farmakogenetika i personalizovana medicina

Poslednjih decenija u medicini postoji teznja ka individualnom pristupu u lecenju
pacijenata, a najznacajniji doprinos personalizovanoj medicini dala je farmakogenetika -
disciplina koja povezuje geneticki profil pojedinca sa efikasno$¢u dejstva i pojavom nezeljenih
efekata odredenog farmakoterapeutika. Tradicionalni pristup u le¢enju bi se mogao opisati kroz
frazu ,one-size-fits-to-all” i podrazumeva da svi pacijenti sa odredenom klinickom dijagnozom
dobijaju istu ili vrlo slicnu terapiju [1]. Ovakav pristup dovodi u rizik deo pacijenata kod kojih
primenjena terapija nije adekvatna, bilo da se radi o tome da pacijent ispoljava rezistenciju ili
preosetljivost na primenjeni lek, ili ¢ak iskusi toksi¢éne efekte. Informacije koje obezbeduje
farmakogenetika, omogucavaju da se na osnovu genetickog profila, u kombinaciji sa klinickim i
drugim podacima o pacijentu, blagovremeno prilagodi doza leka ili da se isti zameni po pacijenta
bezbednijim terapeutikom [1, 2].

Prilikom proucavanja dejstva lekova, najvaznija su dva aspekta: farmakokinetika i
farmakodinamika. Farmakokinetika podrazumeva apsorpciju, distribuciju, metabilizam i
ekskreciju leka. Farmakodinamika se odnosi na mehanizme delovanja leka, kao i na njegovu
efikasnost i potentnost koji dovode kako do Zeljenih tako i neZeljenih reakcija na terapiju [3].
Stoga su geni ukljuceni u farmakokinetiku i farmakodinamiku odredenog leka prvi kandidati za
farmakogeneticka ispitivanja [4].

Uprkos odredenom broju jasnih zaklju¢aka koja daju farmakogenetic¢ka istrazivanja, u
ovoj oblasti postoji visok stepen nekonzistentnosti dobijenih rezultata [5]. Neke studije pokazuju
da odredene geneticke promene imaju znacajan uticaj na efikasnost i bezbednost odredenih
farmakoterapeutika, dok druga istrazivanja dolaze do suprotnih zakljuéaka. Ova neslaganja
predstavljaju jedan od najveéih izazova u farmakogenetici i oslikavaju vainost i potrebu za
novim istraZzivanjima koja ¢e razjasniti postojece nedoumice, ali i voditi otkrivanju novih
farmakogenetic¢kih markera, Sto bi znadajno objasnilo varijabilnost u odgovoru na lekove [5-7].
Savladavanje ovih izazova donece vazne pomake u primeni farmakogenetike u klinickoj praksi, a
time i znacajan napredak u personalizovanoj medicini [5].

Ekspanzija farmakogenetickih istrazivanja i uvodenje farmakogenetickog testiranja u

klinicku praksu doveli su i do pojave brojnih studija koje se bave ekonomskim aspektom
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genetickih testiranja i primene farmakogenetike [8]. Ove studije se bave procenom isplativosti ili

uStede koja se moZe ostvariti prilikom primene farmakogenetic¢ki-vodene terapije. Pored
direktnog benefita za pacijente, ekonomske studije pokazuju da farmakogeneticki-vodena
terapija donosi ustedu sistemu zdravstvene zastite i zdravstvenom osiguranju, jer doprinosi
povecanju efikasnosti terapije i smanjenju pojave nezeljenih reakcija na lek [9, 10], cije bi
saniranje podrazumevalo dodatne troskove.

Medu najc¢esSce proucavanim lekovima u oblasti farmakogenetike su grupe lekova koje se
koriste u leCenju i prevenciji kardiovaskularnih bolesti, Sto ima izrazito veliki, kako naucni tako i
drustveni znacaj s obzirom na to da je ova grupa bolesti vodeéi uzrok oboljevanja i smrtnosti u
svetu. U nasoj zemlji procenat smrtnosti usled kardiovaskularnih oboljenja je iznad svetskog
proseka i iznosi 53% [11], tako da je prevencija ovih oboljenja, a istovremeno optimizacija i

unapredenje terapijskih pristupa veliki imperativ kako za nauku, tako i za drustvo u celini.

1.2 Ateroskleroza

Ateroskleroza je hroni¢na inflamatorna bolest velikih i srednjih arterija koja dovodi do
zadebljanja zida i stenoze lumena krvnih sudova, i glavni je uzrocnik infarkta miokarda,
mozdanog udara, nestabilne angine pektoris i sréane smrti [12]. Bolest zapocinje oSteéenjem i
disfunkciom endotela krvnih sudova. Endotelne éelije eksprimiraju adhezivne molekule na svojoj
povrsini za koje se vezuju monociti koji migriraju u sloj intime, gde se diferenciraju u makrofage i
eksprimiraju receptore za modifikovane lipoproteine male gustine (LDL). Ovo dovodi do
prodiranja LDL u sloj intime i do oSteéenja glatkog miSiénog sloja arterija [12]. U arterijskoj intimi
LDL podlezu oksidaciji i glikozilaciji [13]. Makrofagi preuzimaju holesterol iz LDL molekula sto
dovodi do nastanka intracelularnih depoa lipida koji makrofagima daju penast izgled (penaste
celije) [14]. Daljom akumulacijom holesterola, koji se nakuplja i ekstracelularno, nastaju masne
pruge na mestu lezije endotela. Ove lezije su joS uvek reverzibilne i ne suZzavaju lumen arterija,
pa ne dovode do klinickih simptoma [14]. Dalje, makrofagi se nakon fagocitoze oksidovanih LDL
molekula, aktiviraju i pocinju da luce citokine i faktore rasta koji stimuliSu proliferaciju i
migraciju glatkih mii¢nih ¢elija u intimu [13]. Celije glatkih misi¢a produkuju ekstracelularni
matriks u vidu kolagena $to dovodi do stvaranja fibrozne kape [12, 14]. Kao posledica navedenih

procesa nastaje aterosklerotski plak koga Cine jezgro sa penastim ¢elijama od kojih procesom
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nekroze ostaju naslage lipida oko kojih se nalazi fibrozna kapa. Stabilnost plaka zavisi od debljine

fibrozne kape [14]. Pucanje plaka dovodi do izlivanja lipidnog sadrzaja u lumen krvnog suda,
distalne embolizacije i lokalne tromboze [14, 15]. Znadajnu ulogu u formiranju aterosklerotskog
plaka imaju i trombociti jer interaguju sa inflamatornim i vaskularnim celijama, a sekretuju i
hemokine, sto dovodi do pogorsanja aterosklerotske lezije. Stoga je kod pacijenata u visokom
riziku od razvoja ateroskleroze osim antihipertenziva i statina indikovano uvodenje

antitrombocitne terapije [16, 17].

1.2.1 Akutni infarkt miokarda i perkutana koronarna intervencija

Akutni infarkt miokarda (eng. Acute Myocardial Infarction-AMI) je jedan od vidova
koronarne arterijske bolesti (eng. Coronary Arthery Disease-CAD) koja je posledica okluzije
koronarne arterije [18]. Okluzija koronarne arterije je obi¢no posledica prisustva ateroskleroze,
a ruptura aterosklerotskog plaka vodi akutnom koronarnom sindromu (eng. Acute Coronary
Syndrome-ACS) ili infarktu miokarda [12]. Akutni infarkt moZe da ima blagu ili veoma ozbiljnu
klinicku sliku, kao i prognozu ishoda. Dijagnostika se sprovodi na osnovu klinicke evaluacije,
elektrokardiograma (EKG), biohemijskih testova i koronarografije [18]. Ukoliko je kod pacijenta
angiozni bol praéen ST elavacijom na EKG zapisu, kao i poveéanjem sréanog troponina, moze se
dijagnostikovati akutni infarkt miokarda sa ST elevacijom (eng. ST-Elevation Myocardial
Infarction- STEMI). Kod ovih pacijenata neophodno je primeniti reperfuzionu terapiju u roku od
12h nakon pocetka simptoma. Preporucena reperfuziona terapija je primarna perkutana
koronarna intervencija (eng. Percutaneous Coronary Intervention — PCl) [19].

Primarna PCI je nehirurska intervencija koja podrazumeva hitnu balon angioplastiku sa il
bez ugradnje stenta. Sama intervencija podrzumeva provlacenje metalne Zice kroz formirani
tromb i pozicioniranje balon katetera (sa ili bez stenta) na mesto okluzije. ProSirivanjem balon
katetera se ponovo uspostavlja protok krvi kroz sréani misi¢ [20].

Medikamentna terapija koja prati PCl podrazumeva primenu antiagregacionih i
antikoagulacionih lekova koji smanjuju ucestalost ponovljenih ishemijskih dogadaja kao i
smrtnost [19, 21]. NajceSée se primenjuje kombinacija viSe lekova i to aspirina i inhibitora

trombocitnog receptora P2Yi1, za adenozin difosfat (dvojna antiagregaciona terapija-DAPT),
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zatim heparina, inhibitora glikoproteinskog receptora GPlla/llla i direktnih inhibitora trombina.

Osim ocekivanog delovanja ovakva terapija vodi porastu rizika od krvarecih dogadaja [19, 21].

1.2.2 Karotidna arterijska bolest i karotinda endarterektomija

Karotidna arterijska bolest je posledica aterosklerotske stenoze karotidne arterije koja
uzrokuje smanjen i usporen protok krvi kroz ovu arteriju [22]. Stenoza karotidnih arterija moze
biti simptomatska ili asimptomatska. Simptomatska karotidna bolest je pracena neuroloskim
dogadajima i moZe se manifestovati kroz tranzijentni ishemijski napad (eng. Transient Ischemic
Attack- TIA), prolazni gubitak vida ili ishemijski moZdani udar. Karotidna bolest koja nije prac¢ena
ni jednim neuroloSkim simptomom definisana je kao asimptomatska. Prognoza i leCenje zavise
od tipa karotidne bolesti [22, 23].

U dijagnostici stenoze karotida koriste se karotidna angiografija, kao i neinvazivne
metode kao $to su Dopler utrazvucno ispitivanje, kompjuterizovana tomografska angiografija i
angiografja magnetnom rezonancom. U lecenju karotidne bolesti primenjuje se medikamentna
terapija, karotidna endarterektomija (eng. Carotid Endarterectomy-CEA) ili karotidna
agioplastika sa ugradnjom stenta (eng. Carotid Artery Stenting-CAS) [22]. Operativno lecenje
stenoze karotidnih arterija je indikovano kod simptomatskih bolesnika sa stenozom veéom od
70% i to u roku od dve nedelje nakon neuroloskog dogadaja [22].

Karotidna endarterektomija je hirurski zahvat i podrazumeva odstranjivanje
ateroskletotskog plaka karotidne arterije koji izaziva kriticnu stenozu. To je danas najéesci
operativni zahvat u vaskularnoj hirurgiji za prevenciju mozdanog udara [24].

Postoperativna antitrombocitna i antikoagulantna terapija se primenjuje radi
sprecavanja stvaranja novih embolusa i tromboze zida operisane arterije, spre¢avanja restenoze
i drugih neZeljenih postoperativnih dogadaja. Nakon CEA ili CAS indikovana je primena dvojne
antitrombocitne terapije - DAPT (aspirin i klopidogrel) najmanje 30 dana nakon zahvata, kao i
primena statina i antihipertenzivnih lekova (blokatori beta receptora, blokatori angiotenzin

konvertujuceg enzima (ACE), blokatori kalcijumovih kanala) [25, 26].
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1.3 Hemostaza

Kardiovaskularne bolesti nastaju kao posledica progresije ateroskleroze koja dovodi do
poremedaja normalnih hemostaznih mehanizama; stoga su pojedini u¢esnici hemostaze veoma
Cesto target farmakoterapeutika koji se primenjuju u cilju prevencije i le€enja razli¢itih vidova
kardiovaskularnih oboljenja [12, 27]. Hemostaza je fizioloski proces koji ima ulogu u odrzavanju
krvi u te€nom, cirkuliSu¢em stanju, a u slu¢aju povrede krvnog suda obezbeduje zaustavljanje
krvarenja formiranjem krvnog ugruska na mestu povrede. Glavni elementi hemostaznog sistema
su endotel krvnih sudova, trombociti, faktori koagulacione kaskade, inhibitori koagulacije i
sistem fibrinolize [28]. Proces hemostaze je veoma precizno regulisan i sastoji se od dve glavne
faze - primarne i sekundarne hemostaze. Primarna hemostaza podrazumeva uces$ée trombocita
koji adhezijom i medusobnom agregacijom na mestu povrede krvnog suda dovode do stvaranja
trombocitnog c¢epa. Sekundarna hemostaza podrazumeva aktivaciju koagulcione kaskade.
Nakon povrede krvnog suda dolazi do otpustanja koagulacionog faktora Ill i aktivacije faktora
VII, VIII, IX i Xl koji dalje podsti¢u aktivaciju faktora X. Aktivirani factor X, tkivni i trombocitni
fosfolipidi zajedno sa faktorom V ¢ine kompleks aktivatora protrombina koji biva preveden u
trombin. Trombin zatim dovodi do aktivacije fibrinogena, sto omoguéava formiranje fibrinske
mreze koja dodatno biva stabilizovana dejstvom faktora Xlll. Tako trombocitni ¢ep i fibrinska

mrezZa zajedno formiraju krvni ugrusak [29].

Trombociti

Trombociti su celije koje ne sadrze jedro i nastaju od megakariocita u kostnoj srzi i
plu¢ima. Normalan broj trombocita se kre¢e izmedu 150 i 400 milijardi po litru krvi, a Zivotni vek
im je oko 10 dana. lako nemaju jedro, trombociti su metaboli¢ki aktivhe celije koje sadrze
informacionu RNK i sintetiSu odredene proteine, kao i brojne molekule poreklom od
megakariocita od kojih su nastali [30]. Trombociti imaju veliki broj povrsinskih receptora [31],
adhezivnih molekula i brojne granule (Slika 1) [32, 33].

Na membrani trombocita nalazi se glikoprotein Ib-IX-V receptorski kompleks (GPlb-I1X-V)
koji ima ulogu u vezivanju von Willebrand faktora (VWF), a-trombina, nekih integrina leukocita i
P-selektina. Glikoprotein VI (GPVI) je kolagenski receptor koji je ukljuéen u kolagenom

indukovanu agregaciju i adheziju trombocita, kao i podsticanje njihove prokoagulantne
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aktivnosti. Glikoprotein la/lla kompleks (GPla/lla) je receptor za kolagen tip | i IV i ima funkciju i

u vezivanju VWF [33]. Glikoprotein llb/Illa kompleks (GPllb/llla), nakon aktivacije trombocita,
trpi konformacionu promenu, Sto povecava njegov afinitet za vezivanje fibrinogena. Ovaj

kompleks takode vezuje vVWF, fibronektin i vitronektin [34].
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Slika 1 Prikaz trombocita u razli¢itim fazama aktivnosti. GPllb-llla-grlikoproteinski kompleks llb-llla;
GPla/lla-grlikoproteinski kompleks la/lla; GPlb-V-IX- grlikoproteinski kompleks Ib-V-IX; vWF-von
Willebrand faktor ADP-adenozin difosfat; Va/Xa-kompleks aktiviranih koagulacinih faktora V i X; TSP-
trombospondin. Preuzeto i modifikovano sa http://what-when-how.com/acp-medicine/hemostasis-and-
its-regulation-part-1/.

Trombociti sadrze tri glavna tipa granula: alfa i delta (guste) granule i lizozome. Alfa
granule sadrZe trombocitni faktor rasta, trombocitni faktor 4, GPIb-IX-V kompleks, faktor V, VI,
Xl i Xl kao i fibrinogen [35]. Guste granule sadrZe serotonin, adenozin trifosfat, adenozin
difosfat (ADP), P-selektin i jone kalcijuma.

Svoju aktivnost trombociti ostvaruju na mestu povrede krvnog suda prolazeéi kroz
nekoiko faza: aktivacija, adhezija, agregacija i sekrecija (Slikal). Nakon aktivacije trombocita,
koja se odigrava pod uticajem razlicitih agonosta, dolazi do promene njihovog oblika i veli¢ine,

kao i do pojave pseudopodija. Takode, dolazi do poveéanja adhezivnog kapaciteta trombocita i
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intenziviranja procesa njihove medusobne agregacije. U sekretornoj fazi oslobada se sadrzaj

granula koji, pozitivnom povratnom spregom, vodi amplifikaciji aktivacije trombocita, ali i
intenziviranju koagulacionih procesa [36]. Postoji veliki broj agonista koji stimuliSe adheziju
trombocita za endotel, promenu oblika trombocita, oslobadanje sadrzaja granula kao i
medusobnu agregaciju trombocita. Medu tim agonostima najvazniji su kolagen, ADP,
tromboksan A2 (TXA2) i trombin [32].

Kolagen se, sa mesta povrede krvnog suda, direktno vezuje za GPla/lla i GPVI receptore
trombocita. Von Willebrand faktor (VWF) koji se oslobada iz subendotela formira most izmedu
molekula kolagena i GPIb-IX-V kompleksa. Aktivni GPlIb/llla receptor ima glavnu ulogu u
posredovanju agregacije, jer vezivanjem fibrinogena ili VWF vodi povezivanju trombocita i
stabilizaciji krvnog ugruska [32]. Takode, prilikom interakcije trombocita sa kolagenom
subendotela dolazi do stvaranja arahidonske kiseline koja se prevodi u prostaglandin H2
posredstvom enzima ciklooksigenaze. Prostaglandin H2 pod uticajem tromboksan sintetaze
prelazi u tromboksan A2, koji dovodi do vazokonstrikcije, kao i do agregacije trombocita i
oslobadanje sadrzaja gustih granula [32].

Aktivacija trombocita pomocéu ADP odvija se preko P2Y1i P2Y1; receptora koji pripadaju
grupi G protein-kuplovanih receptora. Prenos signala obuhvata povecanje koncentracije jona
kalcijuma koje se deSava kao posledica vezivanja ADP za P2Y; receptore, sto vodi promeni oblika
trombocita i njihovoj brzoj reverzibilnoj agregaciji [37].

Vezivanje ADP za P2Yi1, receptore dovodi do inhibicije adenilat ciklaze i smanjenja
koncentracije unutaréelijskog ciklicnog adenozin monofosfata (cAMP), Sto za posledicu ima
medusobnu agregaciju trombocita [38]. Aktivirani P2Y1, receptori preko fosfoinozitid-3 kinaznog
puta vode aktivaciji receptora GPIIb/Illa. Aktivacija GPlIb/llla receptora dovodi do njegove
konformacione promene, tj. izlaganja vezujuéeg mesta za fibrinogen na ovom receptoru. Za
normalnu agregaciju trombocita neophodna je aktivacija obe vrste P2Y receptora [37].

ADP-indukovana agregacija trombocita osim vaZne uloge u odrZavanju normalne
hemostaze ima vaZan uticaj u patofizioloSkim procesima kao Sto su sr¢ana ishemija, mozdani
udar i ateroskleroza [39]. Kako P2Y1; receptori imaju centralnu ulogu u agregaciji trombocita,

ovaj receptor predstavlja ciljni molekul za antiagregacionu terapiju [37].
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1.4 Dvojna antiagregaciona terapija

Dvojna antiagregaciona terapija (eng. Dual Antiplatelet Therapy) podrazumeva upotrebu
aspirina i nekog od inhibitora trombocitnih P2Y1, receptora, i primenuje se sa ciljem da se kod
pacijenata smanji rizik za nastanak ishemijskih dogadaja i tromboembolijskih komplikacija.
Ovakva vrsta terapije je indikovana kod pacijenata sa koronarnom arterijskom boleséu kao i
perifernom arterijskom boleSc¢u. Klinicke studije su pokazale da dvojna terapija aspirinom i
klopidogrelom dovodi do najveéeg smanjenja potrebe za revaskularizacijom, smanjenja
ucestalosti reinfarkta, mozdanog udara, kao i smanjenja smrtnosti od kardiovaskularnih uzroka
kod pacijenata sa ACS [40]. Ovakva vrsta terapije je neizostavna kod pacijenata koji su preziveli
infarkt miokarda i bili podvrgnuti PCl, kao i kod pacijenata nakon CAS i CEA [25, 41]. Trajanje
DAPT se razlikuje od dijagnoze i procedure kojoj su pacijenti bili podvrgnuti [25, 42, 43].

Aspirin putem acetilacije ireverzibilno inhibira enzim ciklooksigenazu 1 (COX1). To dovodi
do inhibicije transformacije arahidonske kiseline (AA) u prostaglandine (G2/H2), a na taj nacin i
do odsustva tromboksana A2 (TXA2) koji je potentni medijator aktivacije i agregacije trombocita
[44]. Ucestalost pacijenata koji su rezistentni na aspirin varira u zavisnosti od testa koji se koristi
za procenu odgovora na terapiju, a preklapanjem rezultata ovih testova procenjuje se na oko 2%

[45].

Inhibitori P2Y1; receptora

Receprori P2Y12, su G kuplovani proteini na povrsini trombocita i njihova interakcija sa
ADP je neophodna za procese aktivacije i agregacije trombocita. Zbog izuzetne vaznosti ovih
procesa u patogenezi i leCenju kardiovaskularnih bolesti, do sada je razvijen veliki broj
farmakoterapeutika koji svoje dejstvo ostvaruju preko inhibicije P2Y1, receprora. Medu ovom
gupom lekova najvise koriséen je klopidogrel, koji se u okviru dualne antiagregacione terapije,
zajedno sa aspirinom, primenjuje vise od 20 godina i za to vreme je postao jedan od najcesée
prepisivanih lekova [41, 46, 47].
Klopidogrel

Klopidogrel je prolek druge generacije tienopiridina, koji svoje inhibitorno dejstvo na
agregaciju trombocita moZe da izvrsi tek nakon aktivacije u jetri. Aktivni metabolit preko svoje

tiolne grupe formira disulfidni most sa cisteinskim ostatkom (Cys98) na receptorima P2Y1; i na



uvoD

taj nacin ireverzibilno onemogucava vezivanje ADP i aktivaciju ovih receptora [48]. Ovo dovodi

do povecanja kolicine cAMP, smanjene aktivacije GPlIb/llla receptora i odsustva agregacije
trombocita [49] (Slika 2). Utvrdivanjem strukture aktivnog metabolita klopidogrela pokazano je
da samo jedan od osam mogucih stereoizomera aktivnog metabolita ima antitrombocitnu ulogu

[50, 51].

ATP KLOPIDOGREL
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Slika 2 Mehanizam delovanja klopdigrela i purinergi¢ni receptori trombocita. PLC-fosfolipaza C; DAG-
diacilglicerol; PIP2-fosfatidilinozitol difosfat; IP3-inozitol tri fosfat; PKC-protein kinaza C; MLCK-P-kinaza
lakog lanca miozina; ;i By -subjedinice Gi proteina; AC-adenilat ciklaza; cAMP-cikli¢ni adenozin trifosfat;
VASP-vazodilatator-stimulisuéi protein; VASP-P-fosforilisani vazodilatator-stimulisuéi protein; GPllb/lIlla-
glikoprotein Ilb/llla kompleks; PKB/AKT-serin-treoninska protein kinaza B; Rab1-GTP vezujuéi protein;
PGE1-prostaglandin E1; pune strelice oznacavaju aktivaciju, a isprekidane inhibiciju odredenog signala.
Preuzeto i modifikovano iz Angiolillo i sar., 2007. [52].

Klopidogrel je indikovan kod pacijenata nakon akutnog infarkta miokarda, ishemijskog
mozdanog udara i tranzijentnog ishemijskog napada [53, 54]. Kod pacijenata sa stabilnom ili
nestabilnom anginom pektoris, perifernom arterijskom okluzivnhom boles¢u i atrijalnom
fibrilacijom, moze znacajno smanijiti rizik od nezeljenih cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih

dogadaja [55-57].
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U sekundarnoj prevenciji, klopidogrel se primenjuje u dozi od 75 mg dnevno, §to je doza

kojom se stabilan efekat postize u roku od 5-6 dana [58]. Prilikom PCI primenjuje se udarna doza
klopidogrela, naj¢esc¢e 300-600 mg neposredno pre intervencije, ¢ime se postize maksimalni
ucinak u roku od 3-5 sati [59]. Zbog ireverzibilne inhibicije P2Y1, receptora, efekat klopidogrela
je prisutan tokom celog Zivotnog veka trombocita (oko 10 dana). Oporavak celija se ocekuje u
periodu od 3 do 5 dana, odnosno trombociti postaju potpuno funkcionalni oko 7 dana nakon
poslednje uzete doze leka [60].

Nakon oralne primene, klopidogrel se apsorbije u tankom crevu, a aktivacija se odigrava
u jetri [61]. Nakon apsorpcije vise od 85% klopidogrela se odmah prevodi u inaktivni oblik
pomocu karboksiesteraze 1 (CES1) [62], a ostatak se metaboliSe do 2-oxo-klopidogrela od koga
se jedan deo takode inaktivira hidrolizom, a drugi prevodi u aktivni tiolni metabolit [50].
Aktivacija klopidogrela kroz ova dva koraka odvija se pomodu enzima iz citohrom P450
superfamilije. U prvom koraku ucestvuju enzimi CYP2C19, CYP1A2 i CYP2B6 i svaki od njih je
odgovoran za konverziju 45%, 36% i 19%, redom. Drugi korak aktivacije odvija se posredstvom
enzima CYP3A4 (40%), CYP2B6 (33%), CYP2C19 (21%) i CYP2C9 (7%) [63] (Slika 3). Eliminacija

klopidogrela iz organizma se odvija preko urina (40%) ili putem fecesa (40-60%) [64].

CYP3A4/5
O\ OCH,  CYP1A2 O\ OCH,  CYP2C9 R OCHs
CYP2C19 = CYP2C19 HOOC ~X
(\/(; /D CYP286 % CYP2|36 /jQ /D
15% s cl
Klopidogrel 2-oxo-klopidogrel aktivni metabolit

85 % 2%
CAS1 5 (N
N\~ OCHg O\-OH

S cl
Cl
< inaktivni metabolit
inaktivirani metabolit 2-oxo-klopidogrela

Slika 3 Metabolizam klopidogrela. Crvenom bojom oznaden je gen CYP2C19 izu¢avan u okviru ovog
istrazivanja. Preuzeto i modifikovano iz Farid i sar. (2010) [65].
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Problemi u terapiji klopidogrelom

Klopidogrel pored pokazanog klinickog znadaja ima i nekoliko veoma vaznih nedostataka.
Jedno od njegovih ogranienja predstavlja ireverzibilna inhibicija trombocita, koja znacajno
povecava rizik od krvarenja kod pacijenata kojima je potreban hitan hirurski zahvat a nisu bili u
mogucnosti da prekinu terapiju klopidogrelom 5-7 dana pre zahvata. Dalje, kao prolek
klopidogrel zahteva metaboli¢ku aktivacijiu, Sto dovodi do odlaganja antitrombocitnog efekta
koji je od presudnog znacaja za pacijente koji moraju da budu podvrgnuti urgentnoj
kateterizaciji.

Poseban problem u terapiji klopidogrelom predstavlja postojanje velikih
interindividualnih razlika u terapijskim efektima. Osim pacijenata koji imaju Zeljeni efekat
(sprecavanje ishemijskih dogadaja), postoje i pacijenti kod kojih klopidogrel ima oslabljen
efekat, Sto za posledicu ima povisen rizik od pojave ishemijskih dogadaja [66-69]. Zavisno od
oboljenja i metode za odredivanje odgovora na klopidogrel, procenat pacijenata koji imaju
oslabljen odgovor na lek iznosi 5-44% [70]. Sa druge strane, deo pacijenata ispoljava pojacan
odgovor na klopidogrel (oko 9%), Sto ih izlaZze poviSenom riziku od krvarenja. Krvareéi dogadaji,
sami po sebi, mogu biti Zivotno ugrozavajudi i dovesti do fatalnog ishoda. Sekundarno, krvarenje
moze biti povezano i sa poveéanim rizikom od pojave ishemijskih dogadaja [71-75].

Procena i klasifikacija krvarec¢ih dogadaja moze se izvrsiti na osnovu nekoliko razlicitih
kriterijuma. TIMI kriterijumi (eng. Thrombolysis in Myocardial Infarction bleeding criteria) su do
skoro bili najéesce korisc¢eni kriterijumi za klasifikaciju pacijenata u kardiovaskularnim studijama
[76]. GUSTO kriterijumi (eng. Global Use of Strategies to Open Occluded Arteries) su, takode,
koriséeni u brojnim klinickim studijama u protekle dve decenije [76]. BARC kriterijumi
predstavljaju najnovije i standardizovane kriterijume, ustanovljene od strane Akademskog
konzorcijuma za istrazivanje krvarenja (eng. Bleeding Academic Research Consortium-BARC)

[76].

Farmakoloske zamene za klopidogrel
Sa ciljem da se prevazidu nedostaci klopidogrela razvijene su nove generacije inhibitora
P2Y1, receptora, medu kojima su prasugrel [77-79], tikagrelor [80, 81], kangrelor [77], elinogrel

[82]. Novi farmakoterapeutici prevazilaze nedostatke klopidogrela u pogledu smanjenja
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interindividualne varijabilnosti u odgovoru na terapiju, brzine delovanja, potrebe za aktivacijom,

ali i dalje nisu postali adekvatna zamena za klopidogrel. Za neke od njih je pokazano da znacajno
povecavaju rizik od krvarenja u odnosu na klopidogrel, a pojedini joS uvek nisu dovoljno ispitani
u pogledu efikasnosti i pojave nezeljenih efekata [77, 78, 82]. Dodatno, jedan od vaznih faktora
je ekonomski aspekt primene antiagregacionih lekova nove generacije koji su znatno skuplji od

klopidogrela [83].

1.5 Geneticki faktori koji uticu na terapiju klopidogrelom

Pored negenetickih faktora kao Sto su godine starosti, indeks telesne mase, pusenje,
dijabetes, bubreZna insuficijencija, oboljenja jetre, broj i stanje trombocita i upotreba drugih
lekova [52, 84], na terapiju klopidogrelom uticu i geneticki faktori. U okviru farmakogenetickih
istrazivanja najc¢esce izucavani geni su:

ABCB1 koji se eksprimira u enterocitima [85] i kodira P glikoprotein odgovoran za
apsorpciju klopidogrela i mnogih drugih lekova [64, 86];

CES1 koji kodira karboksiesterazu 1, enzim odgovoran za inaktivaciju klopidogrela i
njegovih metabolita [62, 87, 88];

PON1 koji kodira enzim paraoksigenazu 1 i ima ulogu u prevodenju 2 oxo-klopidogrela u
aktivan metabolit [89, 90];

P2Y12 koji kodira receptor P2Y1, na trombocitima koji predstavlja farmakoloSku metu
klopidogrela [59];

CYP2C19 koji kodira enzim CYP2C19, najznacajniji za biotransformaciju klopidogrela u

aktivnu formu koja ima antiagregacioni efekat [59].

CYP2C19

Enzim CYP2C19 ima najvedi udeo u procesu bioaktivacije klopidogrela u jetri. U prvom
koraku on doprinosi sa 45% u stvaranju 2-oxo-klopidogrela. U drugom koraku, tokom kojeg
nastaje aktivni metabolit, odgovoran je za 21% konverzije. Ovaj enzim se sastoji od 490
aminokiselina i kodiran je od strane gena CYP2C19 koji se nalazi na hromozomu 10. Primarna
bioloska funkcija enzima CYP2C19 je uce$ée u metabolizmu ksenobiotika i endogenih steroidnih

hormona [91].

13



uvoD

Gen za CYP2C19 je najpolimorfniji gen u okviru podfamilije CYP2C [92] i do sada je u

njemu detektovano preko 2000 pojedinacnih nukleotidnih zamena, a u bazi podataka sa
varijantama detektovanim u genima iz citohrom P450 superfamilije prijavljeno je preko 35
haplotipova (Prilog A) [93]. Brojna istraZivanja pokazuju da neke od detektovanih varijanti uti¢u
na farmakokinetiku, famakodinamiku, efikasnost i pojavu nezeljenih dogadaja kod pacijenata na
terapiji klopidogrelom [94-97]. Funkcija najveceg broja varijanti nije ispitana, ali je za varijante
rs4244285, rs4986893, rs28399504, rs56337013, rs72552267, rs72558186, rs41291156 koje
pripadaju slede¢im haplotipovima CYP2C19*2, *3, *4, *5, *6, *7, *8 redom, pokazano da
dovode do sinteze nefunkcionalnog enzima [98].

Varijanta rs28399504 (c.1A>G, CYP2(C19*4), dovodi do promene u start kodonu
ATG—>GTG i remeti translaciju iRNK [99]. Varijanta rs56337013 (c.1297C>T, CYP2C19*5) dovodi
do zamene arginina na poziciji 433 triptofanom, $to narusava mesto vezivanja hem grupe i na taj
nacin i aktivnost enzima prema odredenim supstratima [100]. Varijanta rs72552267 (c.395G>A,
CYP2C19%*6) nalazi se u okviru egzona 3 i dovodi do zamena arginina u glutamin na poziciji 132,
Sto narusava kataliticku aktivnost enzima [101]. Varijanta rs72558186 (c.819+2T>A, CYP2C19*7)
narusSava mesto iskrajanja introna 5 [102]. Varijanta rs41291156 (c.358T>C, CYP2C19*8) locirana
je u egzonu 3 i dovodi do zamene triptofana argininom na poziciji 120, Sto snizava enzimsku
aktivnost ¢ak za 90% [102]. Kako manje ucestali aleli pomenutih varijanti (CYP2C19*4-*8) vode
nedostatku funkcionalnog enzima njihovi nosioci se svrstavaju u osobe sa oslabljenim
metabolizmom CYP2C19 supstrata (PM). Ovi aleli imaju ucestalost nizu od 1% tako da je njihova
klinicka uloga vrlo mala [98, 103] i nema studija o njihovom pojedinaénom uticaju na ADP-
indukovanu agregaciju trombocita.

Od posebnog klinickog znacaja su varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) i
rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19%3), koje su povezane sa oslabljenim odgovorom na klopidogrel,
povecanim rizikom od tromboze stenta, ponovnog Ml i smrti kod kardiovaskularnih bolesnika
koji su na terapiji klopidogrelom [94, 104]. Varijanta rs12248560 (c.-806 C>T; CYP2C19*17) se
dovodi u vezu sa povisenim stepenom inhibicije trombocita i poviSenim rizikom od krvarenja
kod pacijenata na terapiji klopidogrelom [105-107]. Studije pokazuju da postoji i znacajna razlika

u distribuciji alela pomenutih varijanti u razli¢itim populacijama [108-110].
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Varijanta rs4244285 (c.681G>A, CYP2C19*2) se nalazi u egzonu 5, i dovodi do

narusavanja mesta iskrajanja introna i do nastanka nefunkcionalnog enzima [111]. Ucestalost
nefunkcionalnog alela kod belaca iznosi 10-20%, a kod kod azijata 25-35%. Varijanta rs4986893
(c.636G>A; CYP2C19*3) je locirana u egzonu 4 i vodi formiranju prevremenog stop kodona, tako
da homozigotni nosioci ove varijante nemaju funkcionalan enzim CYP2C19 [112]. Ucestalost
nefunkcionalnog alela varijante CYP2C19*3 niza je od 1% kod belaca, a u azijskim populacijama
moze iznositi ¢ak 4 do 13%. Varijanta rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) se nalazi u regionu
promotora i studije su pokazale da dovodi do povecanja transkripcije gena [105, 113].
Uclestalost redeg alela T kod belaca iznosi 20-30%, dok je kod azijata znacajno niza i iznosi 0-4%.

Prema podacima o diplotipu (kombinaciji dva haplotipa) CYP2C19 gena, Konzorcijum za
implementaciju klinicke farmakogenetike (eng. Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium-CPIC) dao je podelu osoba prema kapacitetu za metabolizam klopidogrela koja je

prikazana u Tabeli 1 [114].

Tabela 1 Klasifikacija metabolizma klopidogrela prema CYP2C19 diplotipu.

Metabolizam klopidogrela Diplotip

ultra brz (UM) *17/*17, *1/*17
ekstenzivan (EM) *1/*1
intermedijeran (IM) *¥1/%2-*8, *17/*2-*8
oslabljen (PM) *2-*8//*2-*8

UM- eng. ultrarapid metabolizer, EM- eng. extensive metabolizer,
IM- eng. intemediate metabolizer, PM- eng. poor metabolizer

Studije koje su pratile uticaj varijante rs4244285 (c.681G>A, CYP2C19*2) na nivo
aktivnog metaboita klopidogrela kao i na ADP-indukovanu agregaciju trombocita kod zdravih
volontera pokazale su da nosioci alela A imaju znacajno smanjenu koli¢inu aktivhog metabolita
kao i smanjnjenu inhibiciju agregacije trombocita u odnosu na osobe koje nisu nosioci ovog alela
[4, 115-119]. To je pokazano i kod pacijenata sa razlicitim kardiovaskularnim i
cerebrovaskularnim poremecajima [106, 120-122]. Velika klinicka studija GRAVITAS-GIFT [123]
pokazala je da je alel A varijante CYP2C19*2 povezan sa povecanom reaktivnoséu trombocita

kod pacijenata na terapiji klopidogrelom nakon PCl, i to nezavisno od doze leka. Dve velike
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klinicke studije TRITON-TIMI 38 i PLATO su pokazale da pacijenati sa akutnim koronarnim
sindromom koji su nosioci alela A imaju znadajno povecan rizik od sréane smrti, infarkta
miokarda i mozdanog udara u odnosu na osobe koje nisu nosioci ovog alela [79, 103]. Kod
pacijenata sa akutnim tranzitornim ishemijskim napadom pokazano je da pacijenti na DAPT koji
su nosioci nefunkcionalnog alela varijante CYP2C19*2 ili CYP2C19*3 imaju 1,5 puta vedi rizik od
mozdanog udara i kompozitnog ishoda (ishemijski, hemoragijski Slog, Ml i vaskularna smrt)
[124]. Zhu i saradnici ispitivali su povezanost ove dve varijante sa efikasnos$c¢u klopidogrela kod
pacijenata podvrgnutih CAS, i zakljucili da nosioci nefunkcionalnih alela neke od ovih varijanti
imaju 2,2 puta vedi rizik od ishemijskih dogadaja nego oni koji nisu nosioci. Takode, pokazali su
da, dugorocno gledano, homozigotni nosioci nefunkcionalnog alela imaju ¢ak 6,2 puta vedi rizik
od ishemijskih dogadaja u odnosu na heterotigotne nosioce [125].

Medutim, neke klinicke studije nisu nasle vezu izmedu genotipa CYP2C19 i neZeljenih
dogadaja kod pacijenata lecenih klopidogrelom. Klinicka studija CURE [126] pokazala je da ne
postoji razlika u ucestalosti ishemijskih dogadaja izmedu pacijenata koji prema CYP2C19
genotipu oslabljeno, intermedijerno ili brzo metabolisu klopidogrel i onih koji su primali placebo.
U studiji CHARISMA [127] kojom su bili obuhvadéeni pacijenti sa aterotrombotskom bole$éu, a na
terapiji aspirinom i klopidogrelom ili aspirinom i placebom, pokazano je da nefunkcionalni aleli
CYP2C19*2 i *3 nisu povezani sa ishemijskim dogadajima, ve¢ imaju protektivan efekat od
krvarenja. Kao razlog diskrepance sa studijama koje su pokazale vezu izmedu CYP2C19 genotipa
i ishemijskih dogadaja, autori navode razliku u leCenju pacijenata. Naime, vecdina studija koja je
pokazala povezanost CYP2C19 varijanti i klinickih shoda bavila se pacijentima sa akutnim
koronarnim sindromom koji su podvrgnuti PCl za razliku od pacijenata u CHARISMA studiji [127].
U PEGASUS-PCI studiji [128] koja je ukljucivala pacijente podvrgnute PCl, pokazano je da
varijanta CYP2C19*2 nije povezana sa trombozom stenta, a da homozigorni nosioci T alela
varijante CYP2C19*17 imaju vedi rizik od krvarenja nego heterozigotni nosioci ili homozigoti wt
alela ove varijante. Autori takode zakljucuju da je ADP-indukovana agregacija bolji prognosticki
faktor nezeljenjih dogadaja od CYP2C19 genotipa [128].

Sistematska meta-analiza Hulot i saradnika pokazala je da nosioci alela A varijante

CYP2C19*2 imaju 30% vedi rizik od glavnih nezZeljenih kardiovaskularnih dogadaja, smrtnosti i
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tromboze stenta u poredenju sa homozigotima za wt alel i to nezavisno od osnovnog

kardiovaskularnog rizika [129]. Na osnovu rezultata ove i ostalih studija, Americka agencija za
hranu i lekove (US FDA), u martu 2010. godine, odobrava upozorenje na pakovanju klopidogrela,
kojim se informisu lekari i pacijenti da je efikasnost leka smanjena kod pacijenata koji prema
CYP2C19 genotipu imaju oslabljen metabolizmom klopidogrela (PM). U upozorenju se
preporucuje genotipizacija varijanti CYP2C19*2 i CYP2C19*3, jer one obuhvataju 85% i 99%
pacijenata sa oslabljenim metabolizmom kod belaca odnosno azijata, a lekarima se savetuje da
kod ovih pacijenata ili uvedu drugi antiagregacioni lek ili prilagode dozu klopidogrela [130]. Iste
godine udruzenja ACCF i AHA izrazavaju neslaganje sa predlogom FDA o rutinskoj genotipizaciji
isticué¢i nedovoljno ispitanu vezu ovih varijanti sa klinickim ishodima, mali uticaj na procenat
varijabilnosti u odgovoru na klopidogrel kao i poveéan rizik od krvarenja primenom zamena za
klopidogrel. Alternativno, udruzenja ACCF i AHA savetuju pracenje instrukcija koje postoje od
ranije, s tim Sto kod pacijenata sa visokim rizikom od neZeljenih dogadaja savetuju razmatranje
geneti¢kog testiranja, i promenu leka, odnosno povecanje doze klopidogrela kod pacijenata sa
oslabljenim metabolizmom [131, 132]. Konzorcijum za implementaciju klinicke farmakogenetike
2011. godine objavljuje instrukcije u kojima preporucuje genotipizaciju varijanti CYP2C19*2 i
CYP2C19*17 kod ACS/PCI pacijenata, kao i primenu terapije prasugrelom kod PM [133]. Dve
godine kasnije Konzorcijum objavljuje dopunu u kojoj na listu varijanti za genotipizaciju dodaje
varijantu CYP2C19*3, a za pacijente koji su PM dodaje i tikagrelor kao moguéu terapiju [114].

Za varijantu rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) pokazano je da redi alel T vodi
povecanoj ekspresiji i aktivnosti enzima i to preko stvaranja vezivnog mesta za transkripcioni
faktor iz familije GATA [113, 134]. Studije su pokazale da nosioci alela T na terapiji omeprazolom
i mefenitoinom koji su supstrati enzima CYP2C19 imaju brZi metabolizam ovih lekova od wt
pacijenata [113, 135]. Neke studije su pokazale da je alel T povezan sa povec¢anom inhibicijom
agregacije trombocita kod pacijenata na terapiji klopidogrelom [118, 136], da ima protektivni
efekat od velikih nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja [137], ali da poveéava rizik od krvarenja
[105, 107, 138]. Medutim, brojne su studije u kojima nije nadena povezanost varijante
CYP2C19*17 sa ADP-indukvanom agregacijom, kao ni sa nezeljenim klinickim ishodima (TIA, Ml,

mozdani udar, smrt) [139-142].
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Kako su se varijante u okviru gena CYP2C19 pokazale kao klini¢ki vazne, veliki broj

istrazivanja usmeren je na analizu ekspresije gena. RazliCite prediktivne analize pokazale u
postojanje velikog broja mesta za vezivanje transkripcionih faktora u okviru promotorskog
regiona gena CYP2C19. Medutim, do sada je eksperimentalno potvrdeno samo vezivanje ligand
aktivirajuéih jedarnih receptora ERa (NR3A1)[143], CAR (NR1I3) i GR (NR3C1) [144], kao i
transkripcionih faktora HNF3y (FOXA3) [145] i GATA-4 [146] (Slika 4).

GR FOXA3 ERa

5/ CAR \} J L GATA-4S L 3’
CAR-RE GRE FOXA GATA ERE
I I 1 N 1 u
-1750/-1736 -313/- -151/-147
-1891/-1876 -560/-545 -165 /-156
ZOOObp -623/-608

Obp

Slika 4 Sematski prikaz transkripcionih faktora i njihovih mesta vezivanja u okviru promotorskog regiona
gena CYP2C19. CAR- konstitutivni receptor androgena; GR-glukokortikoidni receptor; FOXA3- eng.
Forkhead Box A3 transkripcioni faktor; GATA-4 ¢lan familije transkripcionih faktora koja se veZe za
(A/T)GATA(A/G) DNK sekvencu; ERa-estrogeni receptor alfa. Preuzeto iz Helsby i sar. 2012 [147].

Faktori koji in trans reguliSu ekspresiju gena CYP2C19 su retko istraZivani, malo se zna o
epigenetickoj regulaciji njegove ekspresije, a CpG ostrvca u okviru ovog gena se ne nalaze u
promotorskom regionu. Takode, neke studije su pokazale da postoje potencijalna mesta za

vezivanje pojedinih miRNK u 3’ netranslatirajuéem regionu ovog gena [147].

1.6 Metode za pracenje ADP-zavisne agregacije trombocita

U poslednjih par decenija intenzivno su se razvijale metode za pracenje odgovora
pacijenata na terapiju antiagregacionim lekovima kako bi se mogli odrediti oni pacijenti koji
imaju oslabljen/poja¢an odgovor na terapiju, a time i povecan rizik od trombotickih odnosno
krvarec¢ih dogadaja. Najsire koris¢ene metode za pracenje efekta antitrombocitnih lekova, a na
prvom mestu klopidogrela i aspirina, su LTA (eng. Light transmision platelet aggregometry),
Multipla elektrodna agregometrija, VASP fosforilacioni esej, Verify Now esej i Plateletworks

sistem [148, 149].
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LTA (eng. Light transmision platelet aggregometry) podrazumeva koris¢enje krvne
plazme bogate trombocitima (eng. platelet reach plasma, PRP) i joS uvek pretstavlja zlatni
standard za pracenje razli¢itih funkcija trombocita. Ova metoda daje informaciju o
medusobnom slepljivanju trombocita zavisnom od GPllb/Illa puta. Ograni¢enja LTA metode
odnose se na neophodnost preanalitiCkog centrifugiranja pune krvi, nije ni standardizovana za
procenu visoke reaktivnosti trombocita i postoji varijabilnost u primeni agonista i njihovih
koncentracija, kao i odredivanja grani¢nih vrednosti [150, 151].

Multipla elektrodna agregometrija (eng. Multiple electrode aggregometry-MEA) [152,
153] Multiplate® omogucava pracenje aktivacije trombocita pomocu pet razli¢itih agonista: ADP,
arahidonska kiselina, kolagen, ristocetin, TRAP-6. Dodatno za specifi¢nije pracenje inhibicije
P2Y1, receptora koristi se test koji pored ADP sadrzi i prostaglandin E1 (PGE1) koji eliminise
nespecifiéno vezivanje ADP za P2Y1 receptore [154].

Prednost ove metode je Sto se za analizu koristi puna krv i agregacija trombocita se
odigrava najsliénije in vivo uslovima [155]. Ova metoda ima visoku senzitivnost za procenu
efekta aspirina, klopidogrela i GPIIb/Illa inhibitora, a pokazala se kao uspesna u proceni
rezistencije na klopidogrel, rizika za nezeljene kardiovaskularne dogadaje kao i identifikaciju
pacijenata sa povecanjim rizikom od krvarenja. Procenjuje se da ée MEA zemeniti LTA, postajuci
zlatni standard [156, 157].

VASP fosforilacioni esej zasnovan je na protoénoj citometriji. Ovom metodom moguce je
detektovanje cirkuliSuéih aktiviranih trombocita i praéenje njihove aktivacije in vitro. Esej prati
fluorescentno obelezeni, protein VASP (eng. Vasodilatator stimulated protein) cija fosforilacija
zavisi od aktivacije P2Y1; receptora [158]. Stepen fosforilacije VASP odrazava inhibirane P2Y1;
receptore. Rezultat se prikazuje kao indeks reaktivnosti trombocita na ADP (eng. Platetet
reactivyty index, PRI VASP) i moZe biti od 0-100% gde manji procenat podrazumeva vecu
inhibiciju P2Y1, receptora [159].

Verify Now esej se bazira na kapacitetu aktiviranih trombocita da se veZu za
fibrinogenom obloZene kuglice, $to je direktno proporcionalno broju aktiviranih GPlIb/llla

receptora [160]. Ovaj sistem je veoma brz i Siroko koriséen u klini¢koj praksi. Rezultati testa

19



uvoD

izraZavaju se u PRU jedinicama (eng. P2Y1, Reactivity Units), a moguce je izraCunati i procenat

inhibicije trombocita [161].

Plateletworks sistem meri finalni stupanj adhezije, aktivacije i agregacije trombocita i
pogodan je za rutinsku klini¢ku upotrebu. U eseju se racuna broj trombocita pre i posle izlaganja
nekom od agonista trombocita. Razlika u broju trombocita nakon drugog merenja daje
informaciju o broju aktiviranih trombocita, a na osnovu oba merenja moZe se izraCunati
procenat i stepen inhibicije agregacije [162]. Ova metoda se pokazala kao dobra za brojanje i
opstu funkciju trombocita, a njen kapacitet za predvidanje klinickih ishoda se i dalje razmatra
[163].

Sve pomenute metode imaju odredene prednosti i ograni¢enja. Neke od metoda su brze
i jeftine, druge zahtevaju specijalizovanu opremu i visoko obuéeno osoblje; takode neke od njih
su senzitivne na paralelnu upotrebu razlicitih medikamanata Sto je dcest slucaj u
kardiovaskularnih pacijenata. Medutim, najveci izazov u klasifikaciji pacijenata prema odgovoru
na terapiju klopidogrelom predstvlja varijabilan stepen korelacije izmedu razli¢itih metoda pa je
procena odgovora na lek test-specificna [164, 165]. U zavisnosti od metode i primenjenih
grani¢nih vrednosti, ucestalost pojave rezistencije na antitrombocitnu terapiju, kao i ucestalost
poja¢anog delovanja antiagregacionih lekova, razlikuje se od studije do studije [105, 149, 166,
167]. Ova varijabilnost mozZe se delom obajsniti i razli¢itim dizajnom studija. Takode, jedan od
problema, koji se javlja tokom interpretacije rezultata merenja primenom jedne odredene
metode, je nedostatak podataka o grani¢nim vrednostima koje su definisane za pojedine
kategorije pacijenata. Tako najveci broj podataka postoji za kardioloske pacijente, a posebno
one koji su doziveli infarkt miokarda i bili podvrgnuti PCIl. Sa druge strane literatura je veoma
oskudna podacima o ADP zavisnoj agregaciji i odgovoru na klopidogrel pacijenata sa
cerebrovaskularnim oboljenjima [168]. Ekstrapolacija podataka na razli¢ite kategorije
pacijenata, nije dobar pristup sa obzirom da specificnosti patofizioloSke osnove svake bolesti i
tip medicinskog tretmana kome su pacijenti podvrgnuti mogu uticati na konaéne ishode leCenja

[169].
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Sve navedeno ukazuje na poterebu za dodatnim pristupima koji bi samostalno, ili

komplementarno sa postoje¢éim metodama, dali bolje moguénosti za planiranje i primenu

antiagregacione terapije klopidigrelom. Velike moguénosti na tom polju pruza farmakogenetika.
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Enzim CYP2C19 igra najznacajniju ulogu u prevodenju klopidogrela u njegovu aktivnu

formu koja ima antiagregacioni efekat. U genu CYP2C19 opisan je veliki broj pojedinacnih

nukleotidnih varijanti, od kojih neke imaju znadajnog uticaja na aktivnost enzima i efikasnost

antiagregacione terapije klopidogrelom. Najveci broj studija bavi se oslabljenim odgovorom na

klopidogrel koji pacijente dovodi u visok rizik od pojave ishemijskih dogadaja, a znacajno manja

paZznja posvecena je istraZivanju poja¢anog odgovora na klopidogrel, koji vodi pove¢anom riziku

od krvarenja. Zbog toga su za istrazivanje, u ovoj studiji, odabrane promotorske varijante

rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) za koje su

literaturni podaci i nasi preliminarni rezultati pokazali da mogu biti povezane sa pojacanim

odgovorom na klopidogrel.

Ciljevi ove studije bili su:

1.

Ispitivanje povezanosti varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) sa krvarenjem, kod pacijenata koji su doziveli infarkt miokarda sa
ST elevacijom i bili podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji i terapiji aspirinom i
klopidogrelom.

Ispitivanje povezanosti promotorskih varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) sa ADP-indukovanom agregacijom trombocita kod
pacijenata sa stenozom karotide koji su podvrgnuti karotidnoj endarterektomiji i bili
dvojnoj terapiji aspirinom i klopidogrelom.

Ispitivanje mehanizma delovanja varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) na
aktivnost promotora gena CYP2C19 u in vitro uslovima.

Procena primenljivosti ispitivanih promotorskih varijanti gena CYP2C19 kao genetickih
faktora za procenu rizika od smanjene agregabilnosti trombocita i krvarenja kod
pacijenata na terapiji klopidogrelom.

Procena isplativosti farmakogeneticki vodene terapije klopidogrelom pacijenata u Srbiji.

Analiza ucestalosti alela ispitivanih varijanti u populaciji pacijenata iz Srbije.
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3.1 Ispitanici

U ovu studiju bilo je uklju¢eno ukupno 216 pacijenata koji su bili na terapiji
klopidogrelom. Pacijenti su pripadali dvema nezavisnim grupama kod kojih je bila indikovana
primena klopidogrela. Prvu grupu ¢inilo je 108 pacijenata koji su imali infarkt miokarda sa ST
elevacijom (STEMI) i koji su zbog toga bili podvrgnuti PCI. Drugu grupu cinilo je 108 pacijenata sa
stenozom karotidnih arterija koji su bili podvrgnuti karotidnoj endarterektomiji. Za obe
pomenute intervencije indikovana je primena dvojne antiagregacione terapije, koja je

podrazumevala aspirin i klopidogrel.

3.1.1 Pacijenti sa infarktom miokarda sa ST elevacijom (STEMI) podvrgnuti primarnoj

perkutanoj intervenciji

Prvu grupu pacijenata inicijalno je Cinio 121 pacijent odabran iz grupe od 1059 STEMI
pacijenata koji su podvrgnuti primarnoj PCl izmedu juna 2010. i aprila 2011. godine na Klinici za
kardiologiju Klinickog centra Srbije u Beogradu. U studiju su ukljuéeni pacijenti za koje su

postojali podaci predstavljeni u Tabeli 2 i koji su dali saglasnost za u€estvovanje u studiji.

Tabela 2 Grupe podataka prikupljanih o pacijenatima.

Opste karakteristike pol, starost, telesna teZina, telesna visina

Prethodna oboljenja dijabetes melitus, hipertenzija, hipeholesterolemija, prethodni infarkt
miokarda, prethodna PCI, prethodna aortno-karotidna premoséavanja,
prethodni mozdani udar

Klini¢ko stanje pri prijemu prisustvo kardiogenog Soka, vrednost ejekcione frakcije, vrednost
kreatinina u serumu, prisustvo anemije, broj leukocita i broj trombocita
u perifernoj krvi

Proceduralne karakteristike | vreme trajanja koronarografije, primena glikoprotein Ilb/llla inhibitora,
heparina, statina, broj implantiranih stentova po pacijentu, ukupna
duZina stentova, koronarna arterija zahvaéena infarktnom lezijom

Ishod bolesti reinfarkt, ponovna revaskularizacija ciljne arterije zbog ishemije, smrt

Intrahospitalno krvarenje prema BARC kriterijumu

PCI- perkutana koronarna intervencija, BARC- eng. Bleeding Academic Research Consortium
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Svi pacijenti podvrgnuti su hitnoj koronarnoj angiografiji koris¢enjem standardnih
perkutanih tehnika sa pristupom putem femoralne arterije, posle koje je sledila primarna PCI.
Pacijentima je neposredno pred intervenciju dat intravenozni bolus nefrakcionisanog heparina
od 100 IU po kilogramu telesne tezine ili 50-60 1U/kg ako su paralelno tretirani glikoprotein
lIb/Illa inhibitorom (GPI). Kao GPI inhibitor koriséen je tirofiban kao intravenski bolus u dozi od
10 pg/kg praéen infuzijom od 0.15 pg/kg/min, korigovano za stepen bubreZnog ostecenja. Svi
pacijenti su primili poéetni dozu aspirina od 300 mg oralno, pra¢enu sa 100-300 mg aspirina
dnevno prvih 30 dana nakon intervencije, a zatim 100 mg dnevno kao trajnu terapiju. Pocetna
doza klopidogrela pre ubacivanja katetera bila je 600 mg, a zatim 75 mg dnevno tokom jedne
godine. Kriterijumi za iskljucivanje pacijenata iz studije bili su kontraindikacije na terapiju
aspirinom ili klopidogrelom, tretman sa GPI tokom 10 dana pre intervencije, kao i porodi¢na
istorija krvarenja. Klinicki ishodi praéeni kod pacijenata bili su krvarenje tokom hospitalizacije;
retromboza stenta, sréani udar, mozdani udar i mortalitet praéeni u prvih 30 dana i u toku prve
godine nakon intervencije. Informacije o klinickim ishodima koji su se odigrali van bolnice
prikupljani su na osnovu telefonskih intervjua sa pacijentima ili ¢lanovima njihovih porodica u
slu¢aju smrti pacijenta ili prilikom dolaska pacijenata na ambulantni pregled.

Od ukupno 108 pacijenata koji su ispunjavali uslove za ukljuivanje u studiju, njih 53 je
imalo krvarenje kao komplikaciju nakon PCI, a 55 nije imalo krvarenje i oni su Cinili kontrolnu

grupu. Klasifikacija pacijenata prema krvarenju izvrSena je prema BARC kriterijumima (Tabela 3).
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Tabela 3 Klasifikacija krvarenja po BARC (eng. Bleeding Academic Research Consortium)

kriterijumima [76].

Tip0

Bez krvarenja

Tipl

Malo krvarenje koje ne zahteva intervenciju i zbog koga pacijentu nije potreban
pregled, ispitivanje, hospitalizacija ili leCenje.

Tip2

Svako krvarenje koje ne ispunjava kriterijume krvarenja tipa 3, 4 ili 5, ali ispunjava
bar jedan od sledeca tri kriterijuma:
- Krvarenje koje zahteva nehirurSku medicinsku intervenciju
- Krvarenje zbog koga pacijent mora da bude hospitalizovan
- Krvarenje zbog koga pacijent mora da bude detaljno nadgledan od strane
medicinskog osoblja

Tip3

a. Vidljivo krvarenje koje dovodi do pada hemoglobina od 3 do <5 g/dL (ukoliko
je pad hemoglobin povezan sa krvarenjem); zahteva primenu transfuzije

b. Vidljivo krvarenje koje dovodi do pada hemoglobina =5 g/dL (ukoliko je pad
hemoglobin povezan sa krvarenjem); tamponade srca; krvarenje koje
zahteva hirursku intervenciju; krvarenje koje zahteva primenu vazoaktivnih
agenasa

c. Intrakranijalna hemoragija (ne ukljucuje mikro krvarenja ili hemoragijsku
transformaciju, ali uklju€uje intraspinalno krvarenje); podkategorije
potvrdene autopsijom, vizuelizacionim tehnikama ili lumbalnom punkcijom;
ili intraokularno krvarenje koje izaziva smetnje sa vidom

Tip4a

Krvarenje povezano sa operacijom premoscenja koronarnih arterija (CABG, eng.
Coronary Artery Bypass Grafting)

Tip5

a. Verovatno fatalno krvarenje, klinicki suspektno bez potvrde ucinjene
autopsijom ili vizuelizacionim tehnikama

b. Potvrdeno fatalno krvarenje, aktivno krvarenje ili potvrdeno autopsijom ili
vizuelizacionim tehnikama

3.1.2 Pacijenti sa stenozom karotidne arterije podvrgnuti karotidnoj endarterektomiji

Druga grupa pacijenata se inicijalno sastojala od 112 konsekutivnih pacijenata sa

stenozom karotidne arterije koji su bili podvrgnuti karotidnoj endarterektomiji (CEA). Procedura

je izvrSena u okviru Instituta za kardiovaskularne bolesti ,,Dedinje” u Beogradu u periodu od juna

2012. do oktobra 2013. godine. Stepen stenoze pojedinacnih ili obe karotidne arterije utvrden je

na osnovu nalaza ultrazvuénog pregleda arkografije (MSCT, eng. Multislice Computed

Tomography) ili kolor dopler ultrasonografije (CDS, eng. Color Doppler Ultrasonography) arterije

vrata, na osnovu Cega je indikovano operativho lecenje. Pacijentima je po prijemu uzeta
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kompletna anamneza i obavljen fizikalni pregled. Tokom pregleda uzeti su podaci o polu,
starosti, telesnoj visini, telesnoj masi, trenutnoj terapiji, o ranijim operacijama, ostalim
patoloskim stanjima i definisani su faktori rizika za kardiovaskularne bolesti (hipertenzija,
hiperlipidemija, pusenje). Ispitivanja pre hirurSke intervencije obuhvatala su analizu krvne slike,
osnovnih biohemijskih parametara i osnovnih testova za procenu hemostaze pacijenata.
Takode, 24h pre hirurSke intervencije, odredena je bazalna vrednost testova za ispitivanje
funkcije trombocita.

Pacijenti su na prijemu tretirani sa 75 mg aspirina, a tokom boravka u bolnici nakon
procedure, kombinacijom aspirina (100 mg) i klopidogrela (75 mg). Kako bi se pratio efekat
terapije klopidogrelom, bolesnicima su uzeti uzorci venske krvi 24h nakon primene prve doze
leka, potom sedmog i tridesetog dana od uvodenija terapije radi agregometrijskog testiranja.

Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u studiju bili su stenoza karotidne arterije ve¢a od
50%, indikovana karotidna endarterektomija i terapija klopidogrelom i aspirinom minimum 30
dana nakon intervencije. Pacijenti sa oboljenjem jetre ili bubrega, dijabetesom, preoperativnim
brojem trombocita manjim od 150x10°/L, bazalnim vrednostima TRAP-a (TRAP, eng. Thrombin
Receptor Activating Peptide) ispod 500AU*min i na terapiji dodatnim antitrombocitnim
agensima pored aspirina i klopidogrela bili su iskljuceni iz studije. Nakon selekcije, geneti¢ko
testiranje je sprovedeno kod 108 pacijenata koji su podvrgnuti karotidnoj endarterektomiji.

Klini¢ki ishodi praéeni kod CEA pacijenata bili su mozZdani udar, tranzijentni ishemijski
napad i mortalitet u prvih 30 dana i tokom prve godine nakon intervencije, krvarenje je pra¢eno
prvih 30 dana. Informacije o klinickim ishodima koji su se odigrali van bolnice prikupljani su
prilikom dolaska pacijenata na ambulantni pregled i na osnovu telefonskih intervjua.

Kao izvor DNK pacijenata u ovoj studiji koriS¢eni su limfociti periferne krvi. Krv je
uzimana sa 3.8% Na-citratom kao antikoagulansom. Izolovana DNK ¢uvana je na -20°C.

Ova studija odobrena je strane Etickog odbora Instituta za molekularnu genetiku i

geneticko inZenjerstvo (broj odobrenja O-E0-007/2017)
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3.2 Materijal
Celijske linije

Za analizu funkcije varijante c.-889T>G u promotoru gena CYP2C19 koris¢ena je
permanentna celijska linija Caco-2 (ATCC®HTB-37™). Ova celijska linija potice od kolorektalnog

adenokarcinoma poreklom od muskarca starosti 72 godine.

Bakterijski sojevi

Komercijalno dostupni XL10-Gold® (Agilend Technologies) soj E. coli koji predstavlja
ultrakompetentne celije koris¢en je za reakcije transformacije. Takode za transformsciju,
umnozavanje konstrukata i izolaciju plazmidne DNK, koris¢en je DH5a soj E. coli kompetentnih

c¢elija (genotip: supE44 AlacU169 (¢p80/acZAM15) hsdR17 recAl end A1 gyrA96 thi-1 relAl).
Plazmidni vektori

U studiji su koris¢eni sledeéi vektori: pGEM®-T Easy vektor sistem (Promega),
pBluescriptSK (Stratagene), ekspresioni vektor pCDNA3.1™ ) (Invitrogen), luciferazni vektori
pGL4.10 (Promega) i pRL SV40 (Promega).

Vektor pGEM-T Easy komercijalno dostupan u vidu pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega) koriséen je za kloniranje PCR produkata od interesa. Ovaj vektor je u linearizovanoj
formi i u okviru multikloning regiona na 3' krajevima sadrzi po jedan nesparen dezoksitimidin
koji omogucava ligaciju PCR produkata koji imaju nespareni dezoksiadenozin na 3' krajevima.
Nakon ligacije postoji veliki broj enzima koji se mogu koristiti da bi se uklonirani fragment
subklonirao u drugi Zeljeni vektor. Usled inaktivacije gena za B-galaktozidazu pGEM-T Easy
vektor omoguéava direktnu identifikaciju rekombinantnih klonova na osnovu plavo-bele
selekcije.

Vektor pBluescriptSK je komercijalno dostupan vektor za kloniranje koji sadrzi f1
inicijator replikacije poreklom od f1 faga pa spada u fazmide. Kao i pGEM-T Easy vektor sadrzi
gen za B-galaktozidazu i daje moguénost plavo-bele selekcije klonova. U ovoj studiji koriS¢en je u
medukoraku za subkloniranje glukokortikoidnog receptora iz pEGFP-GR u pCDNA3.1 vektor,

zbog pogodne orijentacije restrikcionih mesta u okviru multikloning regiona.
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Vektor pCDNA3.1%) sadr?i citomegalovirusni promotor/pojaciva¢ koji mu omoguéava
visok nivo konstitutivne ekspresije u razlicitim celijskim linijama sisara. U ovaj vektor
subklonirani su geni za glukokortikoidni (NR3C1) i progesteronski (NR3C3) receptor koji su dalje
koriS¢eni za transfekciju Caco-2 celija radi konstitutivne ekspresije pomenutih receptora.

Vektor pGL4.10 je reporterski vektor koji sadrzi gen za luciferazu poreklom iz svica
(Photinus pyralis), dizajniran je za visok nivo ekspresije u sisarskim éelijama. Ovaj vektor
poseduje multikloning region i ne sadrzi sopstveni promotor, $to zajedno omogudava kloniranje
promotorskog regiona od interesa za $ta je i koris¢en u ovoj studiji.

Vektor pRL-SV40 je kontrolni reporterski luciferazni vektor koji kodira luciferazu
poreklom od morskog dupljara Renilla reniformis. Sluzi kao interna kontrola u dualnim
reporterskim esejima i moze se koristiti zajedno sa razli¢itim eksperimentalnim reporterskim
vektorima za kotransfekciju sisarskih ¢éelija. Ovaj vektor sadrzi SV40 pojacivac i ima visok bazalni

nivo ekspresije.
Konstrukti

Za potrebe subkloniranja kodirajuceg regiona gena za glukokortikoidni i progesteronski
receptor koriséeni su sledeci konstrukti pEGFP-GR (#47504) i pRR-PR-5Z (#23057), redom. Oba
konstrukta su preuzeta iz Addgene, neprofitnog repozitorijuma plazmida. Konstrukt pEGFP GR
(#47504) deponovan je od strane dr Alice Wong, konstrukt pRR-PR-5Z (#23057) deponovan je od
strane dr Charles Miller [170]. Pored toga u ovom radu koris¢eni su i konstrukti formirani
kloniranjem promotorskog regiona CYP2C19 gena u reporterski vektor pGL4.1 (2C19-889T,
2C19-889G) i subkloniranjem cDNK za GR i PR u vektor pCDNA3. 1) (pCDNA3-GR i pCDNA3-PR).

Dodatni materijal

Deksametazon (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) koris¢en je za potrebe aktivacije
glukokortikoidnog receptora u Caco-2 ¢elijama. Rastvoren je u apsolutnom etanolu (Honeywell)
koji je koris¢en kao kontrola u eksperimentima sa deksametazonom.

Ukupna RNK poreklom iz humane jetre (Thermo Fisher Scientific) koris¢éena je kao
kalibrator pri kvantifikaciji ekspresije progesteronskog i glukokortikoidnog receptora u ¢elijskoj

liniji Caco-2.
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Oligonukleotidi

Sekvence oligonukleotida koji su koriS¢eni u okviru ove studije date su u Tabeli 4. Pored

sekvenci u tebeli su dati i podaci za koje vrste eksperimenata su pomenuti oligonukleotidi

koriS¢eni kao i temperature hibridizacije sa DNK matricom.

Tabela 4 Nazivi i sekvence koriséenih oligonukleotida.

Eksperiment/

Temperatura

Naziv Sekvenca oligonukleotida 5’-3’ hibridizacije sa
upotreba .
DNK matricom

CYP2C19*17For GCCCTTAGCACCAAATTCTCT PCR, sekvenciranje | 60°C
CYP2C19*17Rev CACCTTTACCATTTAACCCCC PCR, sekvenciranje | 60°C
CYP2C195'UTRFor ATAACAATTCCTGCCTTCACGTG PCR, sekvenciranje 58°C
CYP2C195'UTRRev GAAGCAAACATGAGAGACAGAG PCR, sekvenciranje 58°C
CYP2C195'UTRseqF GTAATTGTTTTTGCATCAGATTG sekvenciranje
Elcyp2cl9For GAAGGAGAACAAGACCAAAGGAC PCR 58°C
Elcyp2c19Rev GTAACATTGTACCTCTAGGGATATAC PCR, sekvenciranje | 58°C
CYP2C19INTRON1 Forw | AGAGTGCTGATAAATTTCTCAAGC PCR, sekvenciranje | 60°C
CYP2C19INTRON1 Rev GAGAGCTAGAAAAGGAGATACAG PCR, sekvenciranje | 60°C
E2_3cyp2c19For AAATATGAATCTAAGTCAGGCTTAGT PCR, sekvenciranje | 58°C
E2_3cyp2c19Rev TAACAACCAGGACTCCAAATAAAAG PCR 58°C
CYP2C19 intr3 For CTTTTATTTGGAGTCCTGGTTG PCR, sekvenciranje | 58°C
CYP2C19 intr3 Rev2 CATAGCATATGTTTACTCAAAATC PCR 58°C
E4cyp2cl19For GGGAATTCATAGGTAAGATATTAC PCR 58°C
E4cyp2c19Rev CAATATAGAATTTTGGATTTCCC PCR, sekvenciranje 58°C
CYP2C19*2F TCATCTTTGATTCTCTTGTC PCR, sekvenciranje 58°C
CYP2C19 intron 4 For GTATCAATCAGGTTGTGCAAAC PCR, sekvenciranje 58°C
E5cyp2c19Rev CCTGTTAAACATCCGTAGTAAAC PCR 58°C
E6cyp2c19For CTTTGAAAACTGGCACAAGACAGG PCR 60°C
E6cyp2c19Rev CTCTAAGAGAAACAGAAAGGAGAAC PCR, sekvenciranje | 60°C
E7cyp2c19For TGCTAGAACAAATGTTCCATTTC PCR, sekvenciranje | 60°C
E7cyp2c19Rev TAGAGGGTAAGAATCATACTGTG PCR 60°C
E8cyp2c19For ACTTCGTCTATCTGTCTGGAAATG PCR, sekvenciranje | 60°C
E8cyp2c19Rev GAAGGCACATGTAAGTTCCAACTG PCR 60°C
E9cyp2c19For CATATTCTGTCTGTGCCAGTTATAG PCR, sekvenciranje | 60°C
E9cyp2c19Rev TCAGAAGAAGCATCACAGATAGTG PCR 60°C
CYP2C193’UTRFor TTCTGTCCCGCCCTTCTATCA PCR 60°C
CYP2C193’UTRRev AGCATGGCCTCCTGGAACTC PCR, sekvenciranje 60°C
C19DFKpn For TAGGTACCGTCTCAGCTCTAGCACCAGC kloniranje 60°C
C19DFXho Rev CAAACTCGAGAGGATCCATTGAAGCCTTCT kloniranje 60°C
CYP19MUT g?;_rGA:_—%T? GT_IEQ%A&ATAACTAAQGTTTGGAA mutageneza 55°C
RVprimer3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC sekvenciranje
RevLucVektori TTCGAGTGGGTAGAATGGCG sekvenciranje

GRinnerFor GGTAAAGAGACGAATGAGAGTC sekvenciranje

GRinnerRev CTCCTAACATGTTGAGCGTAG sekvenciranje

MYC UP ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA PCR 56°C
MYC LOW TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC PCR 56°C
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3.3 Metode

Odredivanje ADP indukovane agregacije trombocita metodom multiple elektrodne

agregometrije
Prema referenci [154]

Multipla elektrodna agregometrija (MEA) ili impedantna agregometrija je metoda za
merenje stepena agregacije trombocita u punoj krvi. Za merenje reaktivnosti trombocita u ovoj
studiji koris¢en je aparat Multiplate® (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Multiplate®
omogucava da se prati aktivacija trombocita preko razli¢itih signalnih puteva zavisno od testa
koji se koristi pri analizi [154]. Analizator belezi promenu otpora na elektrodama koje su
uronjene u uzorak razblazene pune krvi i odgovarajuceg agoniste agregacije trombocita koji
dovodi do njihove aktivacije, a posledicno do lepljenja i agregacije na povrsinu elektroda.
Agregacija trombocita se meri u test éeliji sa duplim senzorima za detekciju otpora (imperance),
koji se sastoje od dve bakarne elektrode presvucene srebrom. Promena u otporu koju detektuje
svaki senzor se nezavisno i kontinuirano belezi, a kao konacni rezultat uzima se srednja vrednost
oba meranja. Promena u otporu je proporcionalna je koli¢ini trombocita zalepljenih na
elektrodu.

Za pracéenje terapijskog efekta klopidogrela kod pacijenata podvrgnutih karotidnoj
endarterektomiji koris¢en je ADP HS test, Uzorci pune krvi za ovu analizu uzimani su sa
antikoagulansom litijum-heparinom, inkubirani na sobnoj temperaturi oko 30 minuta i testirani
minimalno 30 minuta do maksimalno 3 sata nakon vadenja krvi. Prilikom analize u test ¢eliju se
dodaje 300 ul fizioloSkog rastvora, koji je pre testiranja u samom analizatoru zagrejan na 37°C i
300 pL uzorka pune krvi. Nakon tri minuta inkubacije, dodaje se 20 uL prostaglandina E1 (PGE1) i
20 uL ADP-a kod izvodenja ADP HS testa. Nakon dodavanja aktivatora, automatski pocinje
merenje i aparat tokom Sest minuta iscrtava krivu promene otpora, odnosno krivu agregacije
trombocita [171]. Rezultati se izrazavaju u arbitrarnim jedinicama (AU, eng. Arbitrary
Aggregation Units). Pomocu krive mogu se izracunati sledeéi podaci:

- aktivnost trombocita (povrsina ispod krive agregacije, AUC eng. Area Under the

Curve) [AU*min]
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- agregacija trombocita (visina krive) [AU]

- brzina agregacije trombocita (maksimalni nagib krive) [AU/min]

Za potrebe studije rektivnost trombocita je odredivana 24 sata pre karotidne
endarterektomije, a nakon intervencije ADP HS test je raden 24 sata nakon primenjene prve

doze leka, sedmog i tridesetog dana uzimanja terapije.
Izolacija DNK iz periferne krvi

[protokol za QlAamp DNA Mini Kit-QIAGEN]

Za izolaciju DNK iz limfocita periferne krvi koriséen je komercijalni kit Q/Aamp DNA Blood
Mini (Qiagen). 1zolacija je vrSena iz 200 plL periferne venske krvi uzete sa 3,8% Na-citratom kao
antikoagulansom. Prema protokolu u krv se dodaje 20 puL QIAGEN proteinaze K i 200 uL pufera
AL koji omogucava lizu ¢elija. Smesa se zatim izmesa intenzivnim invertovanjem i inkubira 10
min na 56°C, nakon cega se dodaje 200 pL apsolutnog etanola etanola i smesa se nanosi na
QIAmp kolonu i centrifugira 1 min na 8000 rpm (eng. revolution per minute - obrtaja u minutu).
DNK koja je u ovom koraku vezana za kolonu ispira se dodavanjem 500 pL pufera AW1 i
centrifugiranjem 1 min na 8000 rpm. U sledecem koraku preciséavanje se nastavlja dodavanjem
pufera AW2 i centrifugiranjem 3 min na 13000 rpm. Nakon toga kolona se prebacuje u sterilnu
epruvetu od 1,5mL i na nju se dodaje 150-200 pL sterilne vode. Ovako pripremljena kolona se
inkubira 1 min na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugira 1 min na 8000 rpm, radi spiranja

izolovane DNK. Uzorci izolovane DNK su tokom upotrebe ¢uvani na +4°C.

Analiza DNK u agaroznom gelu

Prema referenci [172]

Analiza prinosa i kvaliteta DNK izolovane iz periferne krvi i analiza prinosa plazmidne DNK
izolovane iz bakterijskih kultura vrSena je pomocu elektroforeze u agaroznom gelu koncentracije
1%. Provera fragmenata DNK dobijenih reakcijom lan¢anog umnozavanja (PCR, eng. Polimerase
Chain Reaction) vrsena je elektroforezom u agaroznom gelu koncentracije 2%. Za pripremu
gelova i elektroforezu koris¢en je 1xTAE pufer (40mM Tris, 20mM Na-acetat, ImM NazEDTA).
Elektroforeza je vrSena pri naponu 7-10 V/cm. Vizuelizacija DNK vrSena je pomocu DNK

interkaliraju¢eg agensa etidijum bromida (EtBr) u koncentraciji 0,5 pug/mL i osvetljavanjem gela
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UV svetlos¢u. Za procenu duZine DNK fragmenata koris¢eni su odgovarajuci (100bp i 1kB)

komercijalno dostupni DNK markeri (NEBioLabs).

Reakcija lan¢anog umnoZavanja DNK polimerazom (PCR)
Prema reference [173, 174]

Reakcija lan¢anog umnozavanja DNK (PCR, eng. Polymerase Chain Reaction) omogudava
in vitro umnoZavanje segmenta DNK ogranicenog oligonukleotidima koji su komplementarni
njegovim krajevima. Sastavi reakcionih smesa i uslovi umnozavanja fragmenata koris¢enih u
ovom istraZivanju dati su u Tabeli 5. Sve reakcije odvijale su se u zapremini od 50 pL sa koli¢inom

od 100 do 150 ng izolovane DNKili 1 pL pune venske krvi.

Tabela 5 Sastav reakcionih smesa i uslovi PCR.

Sastav reakcione smese Temperaturni profil

puna venska krv 1ul
10X Reakcioni pufer B (SolisBioDyne) 5 plL 98°C 3 min }
25 mM MgClI2 5ulL 55°C 3 min
2 mM dNTP-ovi 5ulL 72°C 10 min dodavanje Taq
§ s |10 pmol oligonukleotid (forward) 2uL 94°C 5 min
< ~ | 10 pmol oligonukleotid (reverse) 2yl 94°C 30s
% g 1U Taq (FIREPol) polimeraza 0,3 uL 58°C /60° C 30 s (videti tabelu 4&L 30X
b é (SolisBioDyne) 72°C 30's
g ¢ | SterilnaH,0 do 50 pL 72°C 4 min
100 do 150 ng izolovane DNK
10X PCR pufer A (Qiagen) 5uL 94°C 5 min
25 mM MgCI2 5uL 94°C 30s
« 2 mM dNTP-ovi 5uL 58°C /60° C 30 s (videti tabelu 4} 30X
2 10 pmol oligonukleotid (forward) 2 uL 72°C 30s
© 10 pmol oligonukleotid (reverse) 2uL 72°C 4 min
& 1U Tagq polimeraze (Qiagen) 0,3 uL
e Sterilna H,0O do 50 pL

Preciscavanje PCR produkata
[protokol za QIAquick PCR Purification Kit-QIAGEN]

PreciS¢avanje produkata umnozZenih PCR metodom vrSeno je upotrebom komercijalnog
kita QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Kit je namenjen preciséavanju umnozenih

fragmenata DNK od komponenata reakcione smesSe PCR-a (oligonukleotida, neugradenih
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nukleotida, enzima, soli, i drugih komponenata) i zasniva se na vezivanju molekula DNK za silika-
membranu. Prema protokolu u proizvod PCR reakcije dodaje se 200 uL pufera PB. Smesa se
nanosi na QIAmp kolonu koja se nalazi u kolektorskoj epruveti centrifugira 1 min na 13000 rpm.
Nakon centrifugiranja tecnost iz kolektorske epruvete se odliva, a na kolonu se nanosi 750 uL
pufera PE. Zatim se vrSe dva centrifugiranja od po 1 min na 13000 rpm, i nakon svakog se
odstrani te€nost iz kolektorske epruvete. Kolona se potom prebaci u sterilnu epruvetu od 1,5 mL
i na kolonu se doda 30 pL sterilne vode. Nakon inkubacije od 5 min na sobnoj temperaturi vrsi se

centrifugiranje 1 min na 13000 rpm ¢ime se precis¢eni fragmenti DNK spiraju sa kolone.

Sekvenciranje DNK
[protokol za BigDyeTerminator Sequencing Ready Reaction-Applied Biosystems]

U osnovi reakcije sekvenciranja lezi sposobnost DNK polimeraze da ugradi 2’, 3'-
didezoksiribonukleotid trifosfate (ddNTPs) na 3' kraj rastuéeg lanca DNK, ¢ime se dalja
elongacija prekida usled odsustva 3'-OH grupe u ddNTP-ovima. Svaki od Cetiri ddNTP-a obelezen
je na 3' kraju razli¢itom rodaminskom fluorescentnom bojom. Rezultat reakcije sekvenciranja je
mesavina fragmenata DNK razli¢ite duZine koji na svom 3' kraju sadrze neki fluorescentno
obelezen ddNTP. Reakciona smesa za sekvenciranje pripremana je u zapremini od 8 L, sastav
reakcione smese i temperaturni profil reakcije dati su u Tabeli 6.

Tabela 6 Sastav reakcione smese i uslovi reakcije sekvenciranja.

Sastav reakcione smese Temperaturni profil
PCR produkta 10-40 ng 96°C 5 min

3.2 pmol odgovarajuc¢eg oligonukleotida (videti 96°C 10s

Tabelu 4) 1l 50°C 5s } 25X
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready 60°C 4min
Reaction Mix (Applied Biosystems) 2ul 4°C oo

Sterilna H,O Do 8 ulL

Pre nego Sto su produkti reakcije sekvenciranja podvrgnuti analizi kapilarnom
elektroforezom, vrSena je njihova precipitacia pomocu Na-acetata kako bi se uklonili
neugradeni fluorescentno obeleZeni ddNTP-ovi. Prema protokolu u 8 uL reakcione smese dodaje
se 40 uL hladnog 0,1M Na-acetata pH5.2 rastvorenog u etanolu, a zatim se smesa centrifugirana

10 min na 13000 rpm i uklanja supernatant. Talog se zatim ispere dva puta sa po 200 puL hladnog
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70% etanola, a nakon svakog ispiranja smesa se centrifugira 10 min na 13000 rpm i uklanja
supernatant. Talog se zatim susi nekoliko minuta na sobnoj temperaturi, a potom rastvara u 20
uL Hi-Di™ Formamida (Applied Biosystems), koji obezbeduje denaturaciju, stabilnost i spre¢ava
degradaciju sintetisanih produkata. Produkti reakcije analizirani su kapilarnom elektroforezom
na aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) u komercijalnom polimeru POP-7
Polymer (Applied Biosystems). Digitalni zapisi automatskog ocitavanja sekvenci nakon kapilarne
elektroforeze analizirani su koris¢enjem softvera Sequencing Analysis v5.3.1 (Applied
Biosystems) i BioEdit Sequence Alignment Editor v7.2.4. Dobijene sekvence DNK uporedivane su
sa odgovaraju¢om referentnom sekvencom (NCBI Reference Sequence: CYP2C19 NG_008384.2,
NR3C1 CCDS ID: CCDS4278, NR3C3 CCDS ID: CCDS8310.1) upotrebom programa BLASTN iz

familije programa BLAST (eng. Basic Local Alignme]nt Search Tool) (Altschul et al. 1990).

Izolacija ukupne RNK iz Caco-2 ¢elijske linije
[Modifikovani protokol za TR/ Reagent Solution- Ambion]

Ukupna RNK iz Caco-2 celija izolovana je koris¢éenjem TRIzol® Reagent (Ambion RNA, Life
Technologies). Za izolaciju RNK zasejano je 2x10° Caco-2 éelija koje su gajene na 5% CO,/37°C u
trajanju od 24 sata. Dalja procedura podrazumevala je homogenizaciju ¢elija dodavanjem 1 mL
TRIzol®Reagent i intenzivnim pipetiranjem. Nakon homogenizacije uzorci su inkubirani 10 min
na sobnoj temperaturi. Dalje se prema protokolu dodaje 200 pL hloroforma i smesa se
intenzivno promucka i inkubira 10-15 min na sobnoj tempetariri. Nakon inkubacije uzorci se
centrifugiraju 15 min na 13000rpm na 4°C, da bi se razdvojile: vodena faza, interfaza i organska
hloroform-fenolna faza. RNK se nalazi u vodenoj fazi, koja se paZzljivo prebacuje u nove sterilne
epruvete od 1,5 mL RNK se zatim taloZi dodavanjem 500 pL 100% izopropanola i
centrifugiranjem 10 min na 13000rpm na 4°C. Nakon ovog koraka odliva se supernatant i
moguce je uociti talog RNK koji se zatim ispira kratkim muckanjem uz dodatak 1 mL 75%
etanola, nakon ¢ega se vrsi ponovno centrifugiranje uzoraka 5 min na 8000 rpm na 4°C i uklanja
se supernatant. Talog RNK se zatim susi na vazduhu 10-15 min i rastvara u 30 uL DEPC H;0 (0,1%
dietilpirokarbonat) i radi potpunog rastvaranja inkubira 10 min na 55°C. Prinos i kvalitet

izolovane RNK proveravan je merenjem koncentracije spektrofotometrijskom metodom,
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koris¢enjem aparata NanoVue (GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA). Uzorci izolovane RNK su

do upotrebe ¢uvani na -80°C.

Sinteza komplementarne DNK
[protokol za High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit- Applied Biosystems]
Komplementarna DNK (cDNK, eng. complementary DNK) se sintetise pomodéu enzima
reverzne transkriptaze, DNK polimeraze koja kao matricu za sintezu koristi RNK. Ukupna RNK
izolovana iz tkiva jetre ili Caco-2 celija koriséena je kao matrica za sintezu cDNK. Ukupna cDNK
dobijena je reverznom transkripcijom koriséenjem High Capacity cDNA Reverse Transcription
kita (Applied Biosystems) koji omogucava prevodenje celokupne RNK u cDNK. Sastav i
temperaturni uslovi reakcije reverzne transkripcije prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7 Sastav i uslovi reakcije reverzne transkripcije

Sastav reakcione smese Temperaturni uslovi
RNK (1000 ng)
10 X RT pufer 2 uL

25°C 10 min
25 X dNTP 0,8 uL

37°C 120 min
10 X RT Random oligonukleotida 2uL

85°C 5 min
MultiScribe reverzna transkriptaza 1uL

4°C oo
Inhibitor RNase 0,5 puL
H.O bez RNaze do 20 pL

Dobijena ukupna cDNK iz Caco-2 Celija koriséena je za kvantifikaciju iRNK
glukokortikoidnog i progesteronskog receptora metodom PCR-a u realnom vremenu i do

upotrebe je ¢uvana na -20°C.

Kvantifikacija RNK metodom PCR-a u realnom vremenu
[protokol za EvaGreen gPCR Mix ROX- Solis BioDyne]

Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qRT-PCR; eng. quantitative Real-Time PCR) je
metoda za kvantifikaciju nukleinskih kiselina koja se bazira na detekciji fluorescentnog signala.
Ova metoda koriséena je za merenje nivoa eskpresije glukokortikoidnog i progesteronskog

receptora u tkivu jetre i Caco-2 celijskoj liniji. Za kvantifikaciju je koriséen komercijalni kit 5X
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HOT FIREPol® EvaGreen® gqPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne) prema uputstvu proizvodaca.
Fluorescentna EvaGreen boja se vezuje za cDNK molekule sintetisane tokom PCR reakcije i
emituje fluorescenciju dok je vezana za dvolané¢anu DNK. Sastav i temperaturni uslovi reakcije za

kvantitativni PCR u realnom vremenu prikazani su u Tabeli 8.

Tabela 8 Sastav i uslovi reakcije za kvantitativni PCR u realnom vremenu.

Sastav reakcione smese Temperaturni uslovi
cDNK (50 ng)
50°C 10 min
10 pmol oligonukleotid (forward) 0,3 uL
95°C 12 min
10 pmol oligonukleotid (reverse) 0,3 uL
95°C 15 sec
5X HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR Mix Plus 2 pL } 40X
60°C 1 min
H,O do 10 pL

Ekspresija pomenutih receptora normalizovana je u odnosu na endogenu kontrolu i na
kalibrator. Kao endogena kontrola koris¢en je nivo ekspresije gena gliceraldehid 3-fosfat
dehidrogenaze (GAPDH; eng. Glyceraldehide 3-phosphate dehydrogenase), a kao kalibrator
koriS¢en je nivo ekspresije receptora u uzorku cDNK iz tkiva humane jetre. Reakcije qPCR-a u
realnom vremenu radene su na aparatu 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems). Dobijeni

rezultati su obradeni upotrebom ABI Prism 7500 softwere (Applied Biosystems).

Kloniranje

Prema referenci [172]

Konstrukt pGL4.1-2C19-889T sadrzao je deo promotorskog regiona gena CYP2C19 duzine
1708 baznih parova (od -1697 do +10), koji je amplifikovan je metodom PCR-a, koris¢enjem
oligonukleotida prikazanih u Tabeli 4. Kao matrica u reakciji, koriS¢éena je humana genomska
DNK. Umnozeni fragmenti DNK su precis¢eni (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen) i uklonirani
u pGEM-T-Easy vektor (Promega), a iz ovog vektora fragment DNK duzine 1708 baznih parova je
dobijen digestijom restrikcionim enzimima Kpnl i Xhol. Dobijeni fragment je elektroforezom na
agaroznom gelu razdvojen od linearizovanog plazmida i preciséen pomocu Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit (ZymoResearch), a potom ligacijom integrisan u vektor pGL4.1, koji je linearizovan

digestijom sa istim restrikcionim enzimima - Kpnl i Xhol.
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Konstrukt pGL4.1-2C19-889G dobijen je uvodenjem pojedinacne nukleotidne zamene u
pGL4.1-2C19-889T konstruktu, pomocéu komercijalnog kita za mutagenezu QuickChange Multi
Site-Directed Mutagenesis Kit (AgilentTechnologies) i oligonukleotida prikazanog u Tabeli 4. Tom
prilikom na relativnoj poziciji 806. u okviru pGL4.1-2C19-889T konstrukta umesto timina
inkorporiran guanin. Na ovaj nacin konstrukt pGL4.1-2C19-889G predstavlja promotorsku
sekvencu gena CYP2C19 koja sadrZi manje ucestali alel (G) varijante rs11568732 (CYP2C19*20,
c.-889T>G).

Koris¢enje konstrukta pCDNA3-GR omogudilo je konstantnu ekspresiju glikokortikoidnog
receptora u Caco-2 Ccelijskoj liniji u koju je ovaj konstrukt tranzijentno transfekovan.
Komplementarna DNK sekvenca NR3C1 (GCR) gena dobijena digestijom pEGFP-GR konstrukta sa
Xhol i BamHI restrikcionim enzimima, subklonirana je u vektor pBluescriptSK iz koga je ponovo
izbacena digestijom sa Xhol i Kpnl (Fermentas) restrikcionim enzimima. lzbaceni fragment je
elektroforezom na agaroznom gelu razdvojen od linearizovanog plazmida i preciséen
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZymoResearch), a potom finalno ligiran u vektor
pCDNA3.1™), koji je prethodno linearizovan digestijom sa istim restrikcionim enzimima - Xhol i
Kpnl.

Konstrukt pCDNA3-PR je omoguéavao konstantnu ekspresiju progesteronskog receptora
u Caco-2 celijskoj liniji u koju je tranzijentno transfekovan. Kodirajuéi fragment gena NR3C3
(PRG) dobijen je digestijom pRR-PR-5Z konstrukta sa EcoRI restrikcionim enzimom, zatim
elektroforezom na agaroznom gelu razdvojen od linearizovanog plazmida i preciséen
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZymoResearch), a potom ligacijom ubacen u vektor

pCDNA3.1™"), koji je linearizovan digestijom sa istim restrikcionim enzimom.
Digestija DNK restrikcionim enzimima

Prema referenci [172]

Za potrebe kloniranja i subkloniranja vrSena je digestija vektora odgovaraju¢im
restrikcionim enzimima proizvodaca Fermentas Thermo Fisher Scientific. Detalji o enzimima i
vektorima dati su u Tabeli 9. Digestije su radene u zapremini od 10 L, a sastav digestione smese

bio je slededi:
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Vektor/konstrukt 500-2000 ng
Pufer 1ul
Restrikcioni enzim 0,5 pL (10 U/uL)
dH>0 do 10 uL

Reakcija se odvijala na 37°C u rasponu od 2 do 16h u zavisnosti od koli¢ine konstrukta u reakciji i

efikasnosti koriséenih restrikcionih enzima.

Tabela 9 Plazmidni vektori i restrikcioni enzimi koris¢eni u kloniranju.

Plazmidni Enzimi Pufer Svrha
vektori

pGEM-T Easy Kpnl i Xhol Tango Provera prisustva wt CYP2C19 promotorskog konstrukta

pGL4.10 Kpnl i Xhol Tango Provera prisustva wt CYP2C19 promotorskog konstrukta

pEGFP-GR Xhol, BamH| 2X Tango | lzbacivanje GR iz pEGFP-GR

pRR-PR-5Z EcoRl Pufer 0

pBluescriptSK Xhol, BamHI, 2XTango | Subkloniranje GR iz pEGFP-GR i subkloniranje GR u
Kpnl Kpnl pCDNA3.1

pCDNA3.1% BamHil, BamHI Subkloniranje GR iz pBluescriptSK
Kpnl Kpnl
EcoRI Pufer 0 Subkloniranje PR iz pRR-PR-5Z

Provera uspesSnosti kloniranja i prisustva ocekivanih fragmenata u konstruktima

preliminarno je vrSena digestijom odgovaraju¢im restrikcionim enzimima, a finalno

sekvenciranjem, uz koriS¢enje odgovarajucih oligonukleotida.

Precis¢avanje DNK fragmenata iz agaroznog gela
[protokol za Zymoclean Gel DNA Recovery Kit- ZymoResearch]

Inserti dobijeni digestijom odgovaraju¢im restrikcionim enzimima iz vektora pGEM-T
Easy, pBluescriptSK, pEGFP-GR i pRR-PR-5Z su precis¢avani iz agaroznog gela pomodu
komercijalnog kita Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZymoResearch). Produkti digestija
plazmidnih konstrukata razdvajani su elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu u koji je dodat
etidijum bromid (0,5ug/mL).

Elektroforeza je izvodena u 1xTAE puferu (40mM Tris, 20mM Na-acetat, 1mM NazEDTA)
pri naponu 7-10 V/cm. Vizuelizacija traka vrsena je osvetljavanjem gela UV svetlos¢u i DNK
fragmenti odgovarajuce duzine iskrajani su iz gela, prebacivani u epruvetu od 1,5 mL i merena je

masa iskrojenih komada gela u kojima se nalazi Zeljeni fragment. Prema protokolu proizvodaca
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u epruvete se dodaje 3 zapremine pufera ADB (100 uL=100 mg), zatim se uzorak inkubira 5-10
min na 55°C dok se gel potpuno ne rastopi. Smesa se zatim prebacije u Zymo-Spin kolonu koja je
smestena u kolektorsku tubu i centrifugira se 1 min na 13000 rpm. Nakon centrifugiranja
tecnost iz kolektorske tube se odlije, a DNK fragment koji je vezan za kolonu se ispira dva puta
sa po 200 uL DNA Wash pufera centrifugiranjem na 13000 rpm u trajanju od 1 min. Nakon
ispiranja, kolona se prebacuje u sterilnu epruvetu od 1,5 mL i sa nje se DNK spira pomo¢u 6-15

pL DNA Elution pufera centrifugiranjem 1 min na 13000 rpm.
Ligacija
Prema referenci [172]
Ligacije precis¢enih fragmenata DNK dobijenih PCR reakcijom ili nakon digestije
odgovarajucih konstrukata (pEGFP-GR, pRR-PR-5Z, pBluescriptSK) sa odgovarajuéim vektorima

(PGEM-T Easy, pBluescriptSK, pCDNA3.1, pGL4.1) vrSena je u ukupnoj zapremini od 10 uL preko

noci u vodenom kupatilu na 16°C. Reakciona smesa za ligaciju sadrzala je:

Vektor 100 ng

Insert Odnos 3:1
Pufer za ligaciju T4 (Promega) 1ulL

Ligaza T4 (Promega) 0,5 pL (10 U/uL)
ATP (10mM) 1L

dH,0 do 10 uL

Odnos koli¢ina vektora i inserta bio je 3:1, a koli¢ina inserta koja odgovara ovom odnosu

racunata je prema sledecoj formuli:

ng vektora * kb inserta 3 )
* — = ng inserta
kb vektora 1
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Mutageneza

[modifikovani protokol za Quick Change Multi Site-Directed Mutagenesis  Kit-
AgilentTechnologies]

In situ PCR dirigovana mutageneza koristi se za uvodenje promena u DNK sekvenci
cirkularnih vektora. U ovoj studiji mutageneza je uradena upotrebom QuickChange Multi Site-
Directed Mutagenesis Kit-a (AgilentTechnologies). Za reakciju mutagenize potreban je specifican
oligonukleotid, preporuka je da on bude dizajniran tako da sadrzi 25-45 nukleotida i da
temperatura njegovog topljenja bude >75°C. PoZeljno je da GC sastav bude najmanje 40% i da se
oligonukleotid zavrsava nukleotidom G ili C. Izmenjeni nukleotid koji se uvodi treba da se nalazi
u sredini oligonukleotida. Takode oligonukleotid mora biti fosforilisan i na 5' kraju. U ovoj studiji
mutageneza je primenjena da bi se napravio promotorski konstrukt gena CYP2C19 koji sadrzi
rs11568732 (CYP2C19*20, c.-889G) varijantu, odnosno da bi se nukleotid T zamenio
nukleotidom G (na poziciji c.-889 promotora, tj. na poziciji 806 u okviru wt konstrukta).
Sekvenca oligonukleotida koris¢éenog za mutagenezu data je u Tabeli 4, a sastav reakcije za

njegovu fosforilaciju i temperaturni uslovi dati su u Tabeli 10.

Tabela 10 Uslovi reakcije fosforilacije oligonukleotida za mutagenezu.

Sastav reakcione smese Temperaturni uslovi

100 pM oligonukleotida za mutagenezu 10 uL

10X T4 Polynucleotide Kinase pufer 25l Inkubacija 45min na 37°C

10 mM ATP 2,5uL

T4 Polynucleotide Kinase (USB, Pharmacia) 0,1 pL Inaktivacija 5 min na 65°C
do 25 uL

sterilna H,O

U reakciju je nakon inaktivacije reakcije fosforilacije dodato 25 pL dH,O i smesa je
propustena kroz G50 kolonicu (GE Healthcare) kako bi se uklonili ostaci soli.
Dalja procedura dobijanja mutiranog plazmida se sastoji iz tri koraka. Prvi korak

obuhvata PCR reakciju u kojoj se vrsi ekstenzija mutiranog oligonukleotida pomocu
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PfuTurboDNK polimeraze. Kao matrica za umnoZavanje koristi se vektor sa sekvencom u koju se
uvodi mutacija (pGL4.1-2C19-889T). Dobijaju se dvolanc¢ani molekuli DNK, u kojima samo jedan
lanac nosi Zeljenu mutaciju i prekide koji se zatvaraju pomocu enzimske smese. Sastav PCR

smese i uslovi umnoZavanja su prikazani u Tabeli 11.

Tabela 11 Uslovi reakcije PCR dirigovane mutageneze.

Sastav reakcione smese Temperaturni uslovi

10X QuickChange Multi reactioni pufer 2,5uL

plazmidna DNK X L (100 ng) 95°C 1 min

oligonukleotid za 95°C 1 min

mutagenezu (100 ng/uL) 1puL 55°C 1 min } 30X
25 mM dNTP 1uL 65°C 9mini 30 sek
QuickChange Multi enzimski mix (PfuTurboDNK 4°C oo

polimeraza) 1uL

sterilna H;0 do 25 uL

Drugi korak mutageneze obuhvata digestiju produkta PCR reakcije endonukleazom Dpnl
koja sece metilovanu i hemimetilovanu DNK (5’Gm6ATC-3’) i na taj nacin odstranjuje se DNK
lanac koji je posluzio kao matrica za sintezu vektora koji sadrzi Zeljenu nukleotidnu zamenu.

Uslovi reakcije su prikazani u Tabeli 12.

Tabela 12 Uklanjanje metilovane DNK.

Sastav digestione smese Temperaturni uslovi
Dpnl 10U/ pL (Fermentas) 1pul 37°C 1h
PCR reakcija 25 uL

Treéi korak obuhvata transformaciju ultrakompetentnih E. Coli XL 10-Blue <(elija
mutiranom zatvorenom jednolan¢anom DNK koja se in vivo prevodi u dvolanc¢anu DNK.
Gajenje bakterija
Prema referenci [172]

Bakterijski sojevi E. coli koriséeni u ovom istrazivanju (DH5a i XL10-Gold ® (Agilend
Technologies)) gajeni su na 37°C u LB (Laura-Bertani) hranljivom medijumu u tecnim
bakterijskim kulturama uz aeraciju na 180 rpm ili na ¢vrstoj podlozi. Te¢ni LB medijum sadrzi 1%

tripton, 0,5% ekstrakta kvasca i 0,5% NaCl, a ¢vrst medijum dodatno sadrzi i 1.5% agara.
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Medijumi se steriliSu autoklaviranjem 20 min na 121°C pri pritisku od 100 kPa. Pre zasejavanja
transformisanih bakterija u hranljivi medijum dodavan je i odgovarajuéi antibiotik (ampicilin
(100 pg/mL) ili kanamicin (30 pg/mL)).

Priprema kompetentnih éelija za transformaciju toplotnim Sokom

Prema referenci [172]

Kako bi stekle sposobnost da prime strane molekule DNK, bakterijske celije se tretiraju
puferima koji poveéavaju propustljivost bakterijske membrane. Sa ¢vrste hranljive podloge se
inokulisSe nekoliko pojedinacnih kolonija u 10 mL te¢nog LB medijuma. Nakon kultivacije preko
no¢i na 37°C, uz aeraciju na 180 rpm, 2-6 mL bakterijske kulture se prebacuje u erlenmajer sa
200 mL LB medijuma. Dnevna kultura se gaji na 37°C uz aeraciju na 180 rpm do dostizanja
opticke gustine (OD) od 0,3 do 0,5 OD/mL koja se meri spektrofotometrijski na talasnoj duzini
od 600 nm. Kultura se potom centrifugira 5 min na 3500 rpm na +4°C. Supernatant se odliva, a
celijksi talog se resuspenduje u 50 mL sterilnog i ohladenog 0,1 M CaCl,, zatim se inkubira na
ledu 15 min i centrifugira 5 min na 3500 rpm na +4°C. Supernatant se odlije, a talog se
resuspenduje u 4 mL hladnog RF2 rastvora (10mM MOPS, 10mM RbCl, 75mM CaCl; i 15%
glicerol, pH6,8). Nakon toga smesa se inkubira na ledu 15 min, a zatim se po 200 plL razdeli
prethodno rashladenim nastavcima u epruvete od 1,5 mL prethodno rashladenim na ledu.
Ovako pripremljene kompetentne bakterijske ¢elije zamrzavaju se prelivanjem te¢nim azotom i
nakon toga ¢uvaju na -80°C do upotrebe.

Transformacija bakterija toplotnim Sokom
Prema referenci [172]

Metodom transformacije se u bakterije ubacuje Zeljena plazmidna DNK. U 200 plL
kompetentnih éelija koje su otopljene na ledu dodavano je 10 pL odgovarajuce ligacione smese i
ova mesavina je inkubirana 1h na ledu. Nakon inkubacije na ledu smesa je izlagana toplotnom
Soku prvo 2 min na 42°C koji omogucava permeabilizaciju bakterijskih membrana da bi mogla da
prime plazmidnu DNK, a odmah potom bakterije su inkubirane 5 min na ledu. Oporavak ¢elija od
toplotnog Soka vrsen je dodavanjem 300 pL LB medijuma bez antibiotika i inkubacijom od 30
min na 37°C uz aeraciju. Nakon oporavka, 100-500 pL smeSe zasejavano je na ¢vrstu LB podlogu

sa odgovaraju¢im antibiotikom. Ovako zasejane bakterije inkubirane su preko noéi na 37°C.
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Nakon inkubacije transformanti se uoc¢avaju kao pojedinaéne kolonije koje su dalje proveravane
na prisustvo Zeljenog konstrukta. Za trajno ¢uvanje transformanata na -80°C Zeljene kolonije su
zasejavane u tec¢ni LB medijum, inkubirane preko noéi na 37°C uz aeraciju na 180 rpm, i u 850 pL
ovako dobijene bakterijske kulture dodavano je 150 uL sterilnog glicerola.

Izolacija plazmidne DNK

prema referenci [172]

Pojedinacéne bakterijske kolonije zasejavane su u 5 mL teénog LB medijuma sa
odgovarajucim antibiotikom i inkubirane na 37°C preko no¢i, uz konstantnu aeraciju na 180 rpm.
Prekonoéna kultura je centrifugirana 30 sekundi na 13000 rpm, dobijeni talog je resuspendovan
u 50 ulL supernatanta koji nije odliven, a zatim su bakterijske ¢elije lizirane u 300 pL pufera TENS
(0,5M EDTA, 10M NaOH, 10% SDS, 1M Tris HCI pH 8,0) i dodavano je 150 pL 3M Na-acetata radi
precipitacije ¢elijskih ostataka i hromozomalne DNK, nakon ¢ega su epruvete blago invertovane i
centrifugirane 2 min na 13000 rpm. Supernatant je prebacivan u Ciste epruvete od 1,5 mL, u koji
je radi precipitacije plazmidne DNK dodavano 900 pL hladnog apsolutnog etanola. Smesa je
centrifugirana 2 min na 13000 rpm. Supernatant je odlivan, a plazmidni talog je naknadno
ispiran sa po 1 mL 70% hladnog etanola centrifugiranjem od 1 min na 13000 rpm dva puta.
Nakon drugog ispiranja talog je susen 5-10 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim rastvaran u
20-40 L sterilne H20 uz dodatak 1 puL RNaze H radi odstranjivanja molekula RNK. Do dalje

upotrebe plazmidna DNK €uvana je na -20°C.
Priprema plazmidne DNK za transfekciju éelija u kulturi
[protokol za ZymoPURE Plasmid Maxiprep Kit- ZymoResearch)

Za pripremu plazmidne DNK za transfekciju Caco-2 éelijske linije koriséen je komercijalni
ZymoPURE™ Plasmid Maxiprep Kit (ZymoResearch). Pojedinacne bakterijske kolonije zasejavane
su u 5 mL LB medijuma sa ampicilinom (100 mg/mL) i inkubirane 6 sati na 37°C uz aeraciju na
180 rpm. Iz ovako dobijene kulture 100 pL je zasejavano u 150 mL LB medijuma i bakterije su
gajene 12-16 h na 37°C uz aeraciju na 180 rpm. Nakon toga bakterijska kultura je centrifugirana
10 min na 4700 rpm na 4°C. Talog je resuspendovan u 14 mL pufera P1, zatim je dodavano 10
mL pufera P2 i smesSa je blago mesana. Nakon inkubacije od 5 min na sobnoj temperaturi,

dodavano je 10 mL pufera P3 i smesa je blago izmeSana invertovanjem. Dobijeni éelijski lizati su
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prebacivani na ZymoPURESyringe filter i inkubirani 5-8 min na sobnoj temperaturi, a potom
profiltrirani pomodu klipa u sterilnu epruvetu. U filtrirani lizat dodavano je 14 mL pufera za
vezivanje, smesa je promesana obrtanjem i prebacena na Zymo-Spin V-P kolonu povezanu sa
vakuum pumpom. Nakon odstranjivanja tecnosti, pomoc¢u vakuuma, na koloni ostaje vezana
plazmidna DNK. Za ovim korakom sledi ispiranje pomoéu 5 mL pufera Wash 1, koji se
odstranjuje pomoc¢u vakuum pumpe, potom se vrsi ispiranje sa 5 mL pufera Wash 2 i to dva puta
takode uz pomo¢ vakuum pumpe. Nakon svih ispiranja Zymo-Spin V-P kolona se prebacuje u
kolektorsku tubu i centrifugira 1 min na 13000 rpm da bi se uklonili ostaci pufera korisé¢enih za
ispiranje plazmidne DNK. Kolona se potom prebacuje u sterilnu 1.5 mL epruvetu i na kolonu se
dodaje 400 pL ZymoPURE pufera za eluciju, inkubira se 2 min na sobnoj temperaturi, a zatim
centrifugira na 13000 rpm u trajanju od 1 min. Ovako dobijena plazmidna DNK je ¢uvana na -

20°C do upotrebe.
Gajenje Caco-2 celijske linije

Prema referenci [175]

Permanentna Caco-2 celijska linija gajena je u medijumu DMEM (Dullbecco’s Modified
Minimum Essencial Medium) GlutaMAX (Gibco) koji sadrzi L-glutamin (0,584 g/L), Na-piruvate
(3,7g/L) i glukozu (4,5 g/L). Medijum je obogacen sa 10% fetalnog govedeg seruma (FBS, eng.
Fetal Bovine Serum, Gibco) uz dodatak 1% rastvora antibiotika penicilin/streptomicin (10.000
U/mL penicilin i 10 mg/mL streptomicin u 0,9% NaCl) (Sigma-Aldrich). Uslovi gajenja u
inkubatoru podrazumevali su automatski protok 5% CO; i temperaturu od 37°C. Caco-2 su
adherentne éelijske linije i gajene su u odgovarajuc¢im sudovima za celijski kulturu. Celije su
pasazirane kada dostignu konfluentnost od 80 do 90%. Najpre je uklanjan medijum, a potom su
Celije ispirane dva puta PBS puferom (137 mM NacCl; 3,38 mM KCl; 1,76 mM KH2POas; 10 mM
Na;HPO4 pH 7,5). Celije su odvajane od podloge inkubacijom 3-5 min u 1X tripsin-EDTA (Sigma-
Aldrich) rastvoru, nakon Cega je delovanje enzima zaustavljano dodatkom dvostruke zapremine
standardnog kompletnog medijuma u odnosu na koris¢enu zapreminu tripsina. Broj ¢elija nakon
pasaZiranja odredivan je na hemocitometru (Hirschmann Laborgerdte). Celije su za zamrzavanje
pripremane centrifugiranjem 5 min na 1200 rpm i resuspendovanjem taloga ¢elija u 900 pL FBS

uz dodatak 100 pL dimetilsulfoksida (DMSO) (Serva) kao krioprotektivnog agensa. Ovako
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pripremljene ¢elije su deponovane u tecni azot (-196°C). Nakon svake nove kultivacije, éelije su
posle tredeg pasaZa testirane na prisustvo kontaminacije bakterijama iz roda Mycoplasma. Za

dalji rad su korisc¢ene iskljucivo ¢elije koje su bile negativne na prisustvo ovih bakterija.
Tranzijentna transfekcija Caco-2 celijske linije
[protokol za Lipofectamine 2000 Transfection Reagent-Thermo Fisher Scientific]

Za transfekciju permanentne celijske linije Caco-2 koriséen je reagens Lipofectamine
2000 (Thermo Fisher Scientific). Lipofectamine 2000 je pozitivho naelektrisani lipozom koji
formira kompleks sa plazmidnom DNK i sa visokom efikasnoS¢u omoguéava njen prolazak iste

kroz ¢elijsku membranu tokom transfekcije.

Za eksperimente tranzijentne transfekcije zasejavano je 1,5 x10° Caco-2 éelija u
mikrotitar plo¢e sa 12 bunarica i gajeno pod standardnim uslovima u trajanju od 24 h. Da bi se
testiralo postoji li razlika izmedu aktivnosti wt i izmenjene sekvence promotora CYP2C19 gena
koriséeni su prethodno pripremljeni konstrukti. VrSena je kotransfekcija sa 250 ng/500 ng /1000
ng konstrukta pGL4.1-2C19-889T ili pGL4.1-2C19-889G sa 3 ng vektora pRL-SV40 po bunaricu
mikrotitar plo¢e. U eksperimentima za proveru uticaja glukokortikoidnog odnosno
progesteronskog receptora na aktivhost wt i izmenjene sekvence promotora CYP2C19 gena
Celije Caco-2 su kotransfekovane sa 500 ng odnosno 250 ng konstrukata pGL4.1-2C19-889T ili
pGL4.1-2C19-889G, sa 3 ng vektora pRL-SV40 i rastuéim koncentracijama konstrukata pCDNA3-
GR i pCDNA3-PR nezavisno. Kolicina DNK kojom su transfekovane c(elije je odrzavana

konstantnom uz pomo¢ plazmida pCDNA3.1.

SmesSa za transfekciju pripremana je mesSanjem odgovarajuée zapremine ciljnih
konstrukata sa medijumom Optimem (Invitrogen) do finalne zapremine od 150 uL. U odvojenoj
epruveti pripremana je smesa Lipofectamine 2000 (3uL na 1000ng DNK) sa Optimem-om i
inkubirana 5 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga, smesa Optimema i lipofektamina je
pomesana sa smeSom koja sadrzi odgovarajuéu plazmidnu DNK i inkubirana 20 min na sobnoj
temperaturi kako bi se formirao kompleks izmedu reagensa Lipofectamin 2000 i plazmidne DNK.
Celijama je uklanjan medijum u kome su gajene prethodna 24 h, ispirane su dva puta puferom

PBS i potom im je dodavan 1 mL medijuma DMEM (Gibco) bez FBS i antibiotika. U ovako
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pripremljene ¢elije je dodavano 100 pL transfekcione smese po bunari¢u. Celije su zatim gajene
u takvom medijumu 5 h pri standardnim uslovima. Nakon 5 sati medijum je zamenjivan sa 1 mL
kompletnog medijuma (DMEM+FBS+Ab) i Celije su gajene narednih 20-24 h u standardnim
uslovima. Nakon toga celije su ispirane dva puta sa po 500 pL pufera PBS i zatim lizirane sa 200
uL pufera za lizu 1xPLB (eng. Passive Lysis Buffer, Promega) inkubiranjem 30 min na +4°C.
Dobijeni celijski ekstrakti su sa mikrotitar plo¢a sakupljani u ciste epruvete od 1,5 mL i
centrifugirani 30 s na 13000 rpm. Za merenje luciferaznih aktivnosti odlivano je po 10 puL
Celijskih ekstrakata u nove epruvete, a ostatak je ¢uvan na -80°C. Eksperimenti su uradeni

najmanje tri puta nezavisno i to uvek u tehnickom triplikatu.
Luciferazni eseji
[protokol za Dual-Luciferase Reporter Assay System-DLR- Promega]

Luciferazni eseji omogucavaju analizu aktivnosti promotora gena od interesa u bazi¢nim
ili izmenjenim uslovima. U ovoj studiji koris¢en je komercijalno dostupan Dual-Luciferase
Reporter® Assay System-DLR™ (Promega). Reporterski vektor pGLl4.1, koji ¢ini osnovu
konstrukata 2 pGL4.1-C19-889T i pGL4.1-2C19-889G, eksprimira gen za luciferazu svica
(Photinus pyralis) u zavisnosti od aktivnosti ukloniranog promotora. Luciferazni esej DLR™
omogucava detekciju luciferaze svica koja je pokazatelj aktivnosti ispitivanog promotora u datim
eksperimentalnim uslovima, a pored toga ovaj esej omogucava internu kontrolu paralelno
detektujuéi aktivnost luciferaze poreklom od morskog dupljara (Renilla reniformis) koja se
kotransfekuje sa pGL4.1 konstruktom i ima ulogu u normalizaciji rezultata eseja. Normalizacija
aktivnosti pGL4.1 konsturkta u odnosu na aktivnost kontrolnog vektora obezbeduje
minimalizaciju razlika poreklom od vijabilnosti ¢elija i/ili efikasnosti transfekcije.

Aktivnost pomenutih luciferaznih enzima dovodi do hemijskih reakcija prilikom kojih se
emituje svetlost, Ciji se intenzitet meren pomodéu aparata GloMax 20/20 Luminometer
(Promega). Prvo se meri aktivnost luciferaze P. pyralis dodavanjem reagensa LAR Il (Luciferase
Assay Reagent 1), u kome se nalazi luciferin koji luciferaza P. pyralis prevodi u oksiluciferin uz
emitovanje svetlosti, ¢cime se generiSe stabilan luminescentni signal. Ovaj signal se gasi
dodavanjem reagensa STOP&Glo Reagent, u kome se dodatno nalazi i celenterazin koji

luciferaza R. reniformis prevodi u celenteramid uz emitovanje svetlosti, ¢ime se ujedno generise
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signal za merenje aktivnosti luciferaze R. reniformis koji se sam postepeno gasi tokom merenja.
Analiza je vrSena sa 10 L ¢elijskih ekstrakata (videti poglavlje: Tranzijentna transfekcija Caco-2
celijske linije), a za merenje aktivnosti luciferaza koris¢eno je po 50 plL reagenasa LAR 11 i STOP &

Glo Reagent.
In silico analiza uticaja c.-889T>G varijante na ekspresiju gena CYP2C19

Prema referenci [176, 177]

Za identifikaciju potencijalnih mesta vezivanja transkripcionih faktora (TFBS, eng.
Transcription Factor Binding Sites) u regionu varijante rs11568732 (c.-889T>G) koris¢en je
program AlggenPROMO virtual laboratory tool. Ovaj program vrsi predikciju potencijalnih mesta
vezivanja transkripcionih faktora (TF) u zadatoj DNK sekvenci. Za konstrukciju matrica teZine za
specificna mesta vezivanja transkripcionih faktora program koristi podatke iz TRANSFAC baze
podataka. U toku ovog istrazivanja AlggenPROMO program koristio je verziju TRANSFAC 7.0
baze podataka. Za predikciju je koris¢ena sekvenca promotora gena CYP2C19, duzZine 15
nukleotida uzvodno i nizvodno od varijante rs11568732 (c.-889T>G) nakon ¢ega su poredene
razlike u verovatnodi vezivanja predikovanih TF u zavisnosti od nukleotida koji je prisutan na
datoj poziciji (T ili G).

Statisticka obrada podataka

Za ispitivanje distribucije kontinuiranih varijabli koriséen je One sample Kolmogorov-
Smirnov test. Kontinuirane varijable sa normalnom distribucijom testirane su pomocu Student t-
testa, a za kontinuirane varijable koje nisu imale normalnu raspodelu koris¢en je Mann Whitney
U test. Razlike u kategorickim varijablama izmedu grupa pacijenata analizirane su primenom
Pirsonovog x? test. Provera Hardi-Vajnbergove ravnoteZe vriena je u programu Hardy-Weinberg
equilibrium calculator. U studiji asocijacije ispitivanih genskih varijanti sa krvarenjem i ADP
indukovanom agregacijom kao mera jaine asocijacije koris¢en je OR (eng. Odds Ratio) sa
intervalom poverenja od 95% Cl (eng. Confidence Interval). Kao mera statisticke znacajnosti
uzimana je p vrednost manja od 0,05. Za statisticku obradu podataka koriséen je program

Statistical Package for Social Science SPSS, verzija 20.0 (IBM SPSS Statistics, Chicago, USA).
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Analiza ekonomske isplativosti farmakogeneticki vodene terapije klopidogrelom

Analiza ekonomske isplativosti farmakogeneticki vodene terapije klopidogrelom
zasnovana je na direktnim i prate¢im troskovima izvodenja PCIPCI. Slededi troskovi su uzeti u
obzir pri analizi: hospitalizacija, jedna ponovljena PCI, vaskularna operacija, geneticko testiranje i
rehabilitacija.

Za anlizu su koriséene kompjuterski simulirani klinicki i ekonomski modeli i primenjeni su
intervali merne nesigurnosti korigovani za pristrasnost (eng. Bias-corrected uncertainty intervals
Ul) koji su raCunati koris¢enjem metoda percentila za neparametrijske simulacije. U svakoj
simulaciji vrednost svakog parametra odredivana je nezavisno i nasumice iz predefinisane
raspodele i rezultati su ponovo prora¢unavani. U ovu svrhu koris¢ena je Monte Karlo simulacija
(eng. Monte Carlo simulation) koja je pokrenuta hiljadu puta i rezultati probabilisticke analize su

koriS¢eni za raCunanje intervala merne nesigurnosti (Ul).
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4.1 Analiza povezanosti varijanti CYP2C19 gena sa klinickim ishodima tokom

terapije klopidogrelom

U prvom delu studije analizirana je povezanost odabranih varijanti gena CYP2C19 sa
terapijskim efektima antiagregacionog leka klopidogrela.

Za analizu su odabrane varijante o Cijoj ucestalosti i efektu ne postoje podaci za pacijente
iz Srbije. Rec je o varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17), koja se u literaturi dovodi u
vezu sa pojacanim odgovorom na klopidogrel i pojavom krvarenja kod pacijenata na terapiji
klopidogrelom [105], kao i o varijanti rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) za koju su nasa
preliminarna istraZivanjima pokazala povezanost sa pojavom krvarenja. Varijante rs4244285
(c.681G>A; CYP2C19*2) i rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3) su razmatrane zbog mogudéeg

uticaja na efekte promotorskih varijanti.

4.1.1 Detekcija varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17), rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20), rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2), rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19%3)

Prvi deo ove studije obuhvatao je detekciju pojedinacnih nukleotidnih zamena u genu
CYP2C19 i to varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17), rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19%20), rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) i rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3) kod
STEMI pacijenata podvrgnutih PCl i pacijenata sa stenozom karotidne arterije podvrgnutih CEA.

U cilju detekcije promotorskih varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) umnoZavan je region duZine 483 bazna para. Za detekciju
varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) koja se nalazi u okviru egzona 5, i ¢iji manje ucestali
alel A dovodi do narusavanja mesta iskrajanja introna 5, umnozavan je fragment duzine 474 bp.
Za analizu varijante rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3) koja se nalazi u okviru egzona 5 i Ciji
manje ucestali alel A dovodi do nastajanja prevremenog stop kodona umnozavan fragment

dugacaik 353 bazna para. Sve varijante su detektovane metodom Sangerovog sekvenciranja

(Slika 5).
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c.-889T>G, rs11568732 c.-806C>T, rs12248560

AT A ACTAATGTTT G 6 A A CTC A AAGC AT CT C TG A

Slika 5 Detekcija varijanti u genu CYP2C19 a. i b. deo promotorske sekvence gena kod heterozigotnih
nosilaca varijante rs11568732 (a) i varijante rs12248560 (b), c. deo sekvence egzona 5 kod
heterozigotnog nosioca varijante rs4244285; d. deo sekvence egzona 4 kod homozigota za wild type alel
varijante rs4986893 .

4.1.2 Analiza povezanosti varijanti gena CYP2C19 sa pojavom krvarenja kod pacijenata sa

infarktom miokarda podvrgnutih PCl i na terapiji klopidogrelom

U ovaj deo studije bilo je uklju¢eno 108 pacijenata koji su podvrgnuti perkutanoj
koronarnoj intervenciji nakon infarkta miokarda sa ST elevacijom. Pacijenti su podeljeni u dve
grupe u zavisnosti da li i koji tip krvarenja su imali nakon intervencije (Tabela 13). Klasifikacija
krvarenja izvrSena je na osnovu BARC kriterijuma.

Tabela 13 Raspodela pacijenata prema BARC tipu krvarenja.

Tip BARC krvarenja (n)
BARC<2 BARC2 2
0+1 2 3a 3b 3c
55 16 27 9 1
Ukupno 55 53

n-broj pacijenata u grupi; *nije bilo pacijenata koji su imali tip 4 i tip 5 BARC krvarenja

Prvu grupu ¢inili su pacijenti koji nisu imali ozbiljnije krvarenje i klasifikovanisuutip 0i 1

prema BARC kriterijumima (BARC<2). U ovoj grupi od 55 pacijenta, 30 (54,5%) su bile Zene, a
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prosecna starost u ovoj grupi iznosila je 64,85 godina. Drugu grupu je €inilo 53 pacijenta sa
krvarenjem BARC>2 i to 16 sa krvarenjem tip 2 i njih 37 sa krvarenjem tip 3. Od njih 53, 29
(54,7%) su bile Zene, a prosecna starost u ovoj grupi pacijenata iznosila je 66,47 godina.

Demografske i klinicke karakteristike pacijenata prema tipu krvarenja date su u Tabeli 14.
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Tabela 14 Demografske i klinicke karakteristike pacijenata prema tipu krvarenja.

Karakteristika BARC <2 BARC > 2 (BAR c'°< 3 e,
(n=55) (n=53) BARC > 2)

Demografske karakteristike
Starost (god), srednja vrednost + SD 64,85+ 11,14 66,47+13,42 0,497%
Pol (Zenski), n (%) 30 (54,55) 29 (54,7) 0,989"
BMI, srednja vrednost +SD 26,19 + 4,63 25,90+ 4,13 0,715*
Prethodna oboljenja i faktori rizika
Diabetes melitus, n (%) 14 (25,5) 17 (29,31) 0,447"
Hipertenzija, n (%) 40 (72,7) 40 (75,5) 0,745"
Hiperlipidemija, n (%) 37 (67,3) 29 (54,7) 0,181"
Pusadi, n (%) 25 (45,5) 23 (41,4) 0,830°
Prethodni infarkt miokarda, n (%) 4(7,3) 6(11,3) 0,468%
Prethodna PCl, n (%) 2(3,6) 1(1,9) 0,527%
Prethodno aortno-karotidno premoséenje, n (%) 0(0) 0(0) /
Prethodni mozdani udar, n (%) 4(7,3) 4(7,5) 0,957%
Prethodna sréana ishemija, n (%) 0(0) 1(1,9) 0,306*
ViSesudovna bolest, n (%) 34 (61,8) 31 (58,5) 0,724"
Laboratorijski parametri pri prijemu
Ejekciona frakcija (umol/L), srednja vrednost +SD | 45,91+ 11,50 | 45,70+9,73 0,918*
Serumski kreatinin (umol/l), srednja vrednost +SD | 81,34+ 21,72 86,15+38,77 0,907"
Broj trombocita (*10°/L) , srednja vrednost + SD 227,29+472,31 | 238,81+84,72 0,441"
Hemoglobin (g/L), srednja vrednost + SD 139,34+14,69 | 134,38+19,78 0,276*
Terapija na prijemu
Glikoprotein Ilb/Illa inhibitori, n (%) 14 (25,5) 22 (41,5) 0,077°
Beta blokatori, n (%) 18 (32,7) 14 (26,4) 0,473"
ACE/ARB blokatori, n (%) 28 (50,9) 27 (50,9) 0,997°
Kumarinski derivati, n (%) 3(5,5) 7 (13,2) 0,165"
Statini, n (%) 9 (16,4) 5(9,4) 0,284°

BARC-tip krvarenja; n- broj pacijenata; SD- standardna devijacija; BMI- indeks telesne mase (eng. body

mass index); ACE- angiotenzin konvertujuci enzim (eng. angiotensin converting enzyme); ARB-blokator
angiotenzin Il receptora (eng. Angiotensin Il Receptor Blocker); p- statisticka znacajnost dobijena : F t-

testom, * Pirsonovim X2 testom, # FiSerovim egzaktnim testom, t Mann-Withney U testom

Svih 108 pacijenata testirano je na prisustvo dve pojedinacne nukleotidne zamene u

promotorskom regionu gena CYP2C19 i to rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732

(c.-889T>G, CYP2C19*20). Ucestalost alela T varijante rs12248560 (c.-806C>T) bila je 20,25% a

zastupljenost genotipova bila je slededa: tri pacijanta (2,78%) su bila homozigoti za manje

ucestali alel (TT), a 40 (37,04%) heterozigotni nosioci ovog alela (CT), dok su njih 65 (60,18%) bili

homozigoti za wild type alel (CC). Ucestalost alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G) bila je

55




REZULTATI

6,61%, a zastupljenost genotipova je bila sledeca: 16 (14,81%) pacijenata bili su heterozigoti
(TG), njih 92 (81,19%) bili su homozigoti za wild type alel (TT), a homozigotni nosioci manje
ucestalog alela (G) nisu detektovani. Ucestalosti alela varijanti rs12248560 i rs11568732 bile su
u Hardi-Vajnbergovoj ravnoteZi (Tabelal5).

Tabela 15 Zastupljenost manje ucestalih alela varijanti rs12248560 (T) i rs11568732 (G) i test

Hardi-Vajnbergove ravnoteze.

Varijanta gena CYP2C19 Ucestalost alela % p
rs12248560 CYP2C19%*17 (T) 49/242 20,25 0,2697
rs11568732 CYP2C19%*20 (G) 16/242 6,61 0,4361

p-statisticka znacajnost Pirsonovog X2 testa

Ispitivanje povezanosti varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) sa pojavom
krvarenja pokazalo je da ne postoji znacajna razlika u ucestalosti alela varijante rs12248560 (c.-
806C>T, CYP2C19*17) izmedu pacijenata koji su imali krvarenje BARC<2 i grupe koja je imala
krvarenje BARC>2 (OR=0,53; 95% Cl=0,24-1,15; p=0,107) (Tabela 16). Medutim, varijanta
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) pokazala je znacajnu udruZenost sa pojavom krvarenja
(BARC>2). Medu pacijentima koji su krvarili (BARC>2), 12 su nosioci alela G varijante
rs11568732, dok se u grupi koja nije imala ozbiljnije krvarenje (BARC<2) naslo samo 4 nosioca
pomenutog alela. Kao sto je pokazano u Tabeli 16 nosici alela G varijante rs11568732 imaju oko

4 puta vecu mogucénost da dozZive krvarenje BARC>2 (OR=3,7; 95% Cl=1,12-12,44; p=0,025).

Tabela 16 UdruZenost varijanti rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) i rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17) gena CYP2C19 i krvarenija.

ot BARC<2, n=55 | BARC22, n-53 OR R
genotip (100%) (100%) (Cl 95%)
rs11568732 (c.-889T>G, | CC 6T |4(73) 12(22,6) i 123 s | 0025
CYP2C19*20 e ’
) T 51(92,7) 41(77,4)
rs12248560 (c.-806C>T, | ST'TT 26 (47,3) 17(321) 0 2(2503 15 | 0107
CYP2C19*17 1T ’
) cc 29 (52,7) 36 (67,9)

BARC-tip krvarenja; n- broj pacijenata

znacajnost Pirsonovog x2 testa

u grupi; OR-Odds Ratio; Cl-interval poverenja; p-statisticka
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Kako bismo dodatno proverili povezanost krvarenja sa varijantom rs11568732 (c.-

889T>G, CYP2C19*20) FiSerovim testom smo proverili da li postoje znacajne razlike u

demografskim i klinickim karakteristikama pacijenata koji su bili nosioci alela G ispitivane

varijante u odnosu na tip krvarenja. Kao Sto se vidi u Tabeli 17 razlika u demografskim i klini¢kim

karakteristikama nije postojala.

Tabela 17 Demografske i klinicke karakteristike nosilaca alela G varijante rs11568732 prema tipu

krvarenja.
p
Karakteristika BARC < 2, (n=4) BARC 2 2, (n=12) (BARC< 2
vs. BARC 2 2)

Demografske karakteristike
Starost (god), srednja vrednost + SD 67,25+9,71 66,25 + 13,85 0,896*
Pol (Zenski), n (%) 1(25,0) 6 (50,0) 0,585*
BMI, srednja vrednost + SD 26,47 £ 4,67 26,00+ 4,76 0,864*
Prethodna oboljenja i faktori rizika
Diabetes melitus, n (%) 0 (0) 2 (16,7) 1*
Hipertenzija, n (%) 3(75,0) 11(91,7) 0,450*
Hiperlipidemija, n (%) 3(75,0) 6 (50,0) 0,585%
Pusaci, n (%) 1(25,0) 7 (58,3) 0,569"
Prethodni infarkt miokarda, n (%) 1(25,0) 0(0) 0,250%
Prethodna PCl, n (%) 0(0) 1(8,33) 1%
Prethodno aortno-karotidno premoséenje, n (%) 0(0) 0(0) 1%
Prethodni moZdani udar, n (%) 0 (0) 1(8,32) 1*
Prethodna src¢ana ishemija, n (%) 0 0(0) 1%
ViSesudovna bolest, n (%) 1(25,0) 5(41,7) 1*
Laboratorijski parametri pri prijemu
Ejekciona frakcija (umol/L), srednja vrednost +SD | 48,50 + 13,30 43,50+ 14,41 0,551%
Serumski kreatinin (umol/l), srednja vrednost +SD | 66,00 + 5,29 79,16 £ 20,43 0,233"
Broj trombocita (*10°/L) , srednja vrednost + SD 230,00 + 88,71 263,16 £ 57,40 0,394"
Hemoglobin (g/L), srednja vrednost + SD 132,00 + 12,98 137,75 + 18,62 0,580*
Terapija na prijemu
Glikoprotein Ilb/llla inhibitori, n (%) 3(75,0) 5(41,7) 0,569%
Beta blokatori, n (%) 3 (75,0) 6 (50,0) 0,245%
ACE/ARB blokatori, n (%) 3 (75,0) 7 (58,3) 1*
Kumarinski derivati, n (%) 0 (0) 2 (16,7) 1*
Statini, n (%) 2 (50,0) 0(0) 0,050"

BARC-tip krvarenja; n-broj pacijenata; SD-standardna devijacija; BMI-indeks telesne mase (eng. body

mass index); ACE- angiotenzin konvertujuci enzim (eng. angiotensin converting enzyme); ARB-

angiotenzin Il receptora (eng. Angiotensin Il Receptor); p- statisticka znacajnost dobijena :  t-testom, #

FiSerovim egzaktnim testom, T Mann-Withney U testom
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Nakon analize varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19%*17) i rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) koje se nalaze u okviru promotora gena CYP2C19, uradena je i genotipizacija ovih
pacijenata za egzonske varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2), rs4986893 (c.636G>A;
CYP2C19*3) ciji manje ucestali aleli dovode do sinteze nefunkciovalnog proteina i na taj nacin
mogu da poniste uticaj ispitivanih promotorskih varijanti. U¢estalost alela A varijante rs4244285
(c.681G>A; CYP2C19%*2) iznosila je 14,81%, a zastupljenost genotipova je bila sledeca: jedan
pacijent (0,9%) bio je homozigotni nosilac (AA), 30 (27,8%) su bili heterozigotni nosioci ovog
alela (GA), a 77 (71,3%) su bili homozigoti za wt alel (GG). Ulestalost alela ove varijante takode
je bila u Hardi-Vajnbergovoj ravnote?i. Sto se ti¢e varijante rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3)

manje ucestali alel A nije detektovan u ispitivanoj grupi pacijenata (Tabela 18).

Tabela 18 Zastupljenost manje ucestalih alela varijanti rs4244285 (A) i rs4986893 (A) i test

Hardi-Vajnbergove ravnoteze.

Varijanta gena CYP2C19 Ucestalost alela % Y
rs4244285 CYP2C19*2 (A) 36/242 14,81 0,296
rs4986893 CYP2C19*3 (A) 0 0 /

p- statisti¢ka znacajnost Pirsonovog x2 testa

Kako alel A varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) dovodi do sinteze
nefunkcionalnog enzima, logistickom regresijom proveren je njegov potencijalni uticaj na
povezanost varijante rs11568732 sa krvarenjem BARC2>2. Rezultati regresione analize pokazali
su da i nakon korekcije na prisustvo alela A varijante rs4244285, varijanta rs11568732 ostaje
povezana sa povecanim rizikom od krvarenja u grupi pacijenata sa BARC> 2 (OR, 3,52; 95 %Cl,

1,05-11,89; p=0,042).
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4.1.3 Sekvenciranje CYP2C19 gena kod nosioca alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20)

Kako u literaturi ne postoje podaci o povezanosti varijante rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) sa krvarenjima ili drugim klinickim ishodima kod pacijenata na terapiji
klopidogrelom, proverili smo da li se ona nasleduje vezano sa nekom do sada funkcijski
okarakterisanom pojedinacnom nukleotidnom zamenom u genu CYP2C19. U tu svrhu izvreno je
sekvenciranje svih devet egzona, okolnih delova introna, kao i 3' UTR i 5' UTR (za detalje
pogledati poglavlje Metode) kod svih 16 heterozigotnih nosilaca alela G varijante rs11568732.
Takde, svi navedeni regioni gena CYP2C19 su sekvencirani i kod cetiri nasumi¢no izabrana
homozigotna nosioca alela T (wt). Rezultati sekvenciranja prikazani su u Tabeli 19.

Alel G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) je u ranije objavljenim studijama
svrstan u haplotip CYP2C19*3B (Prilog A) [93]. Medutim, sekvenciranjem gena kod nosilaca alela
G varijante rs11568732 ustanovli smo da nijedan od pacijenata ne poseduje manje ucestale
alele varijanti rs4986893 (c.636G>A, CYP2C19*3), rs144036596 (c.1078G>T), rs17886522
(c.1251A>C) i rs17878649 (c.169-47G>A) iz tog haplotipa. Na ovaj nacin ustanovili smo da alel G
varijante rs11568732 pripada haplotipu koji je nezavisan od haplotipa CYP2C19*3B.

Dalje, svi heterozigotni nosioci alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), su
istovremeno heterozigotni nosioci manje ucestalih alela varijanti rs17884832 (c.169-340T>G),
rs7916649 (c.169-231G>A), rs17879992 (c.481+332T>C), rs7088784 (c.643-205A>G), rs3758581
(c.991 A>G) koji su takode svrstani u haplotip CYP2C19*3B.
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Tabela 19 Pojedinacne nukleotidne zamene pronadene kod heterozigotnih nosilaca alela G i homozigotnih nosilaca wt alela varijante rs11568732.

% % R~ ” o | < < 00 2 = NN 2 wn| R« @ R = X o« o | Al R - ~
) A
ESER 028888 3-8/ 28 2R|/08 S LHEN GO §E |52 23| 23| Raq
WE | ox o OB ~FB Hw P Bl Y280 82 32| ne | mol 85| 88| S3 ¢
5 9L DY IOV o aP| 0 0| TR AL G aR A TR x| RS | b2
= ;B SN |9 o aR AR AR P AR SD oD a0 R | XX 1o | B % = =
= Odl 6N 5|0 N IR 9@ T, NN QR g a4 8K 25 2R SS | dorN
S SR NP | w202 62| “3| 8222 "7 TP AR S22 9% 5| 32 GS| cap
5 X o * * o o o " o G Al g @ o o o =
(5] o o * -
[
ANC35 | TG cC GG | GG 1T CcT CC AG cC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANC47 | TG cC GA | GG CT CcT CT AG cC AG TG TG AA GG TC AG GG AA
ANC48 | TG CcT GG | GG 1T T CC AG cC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANC51 | TG cC GG | GG 1T CcT CC AG cC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANK3 TG cC GG | GG 1T CcT CC AG cC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANK18 | TG cC GG | GG 1T CcT CC AG cC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANK20 | TG cC GG | GG 1T CcT CC AG cC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANK29 | TG CcT GG | GG 1T CcT CC AG cC AA TG TG AA GG TC AG GG AA
ANK38 | TG CcC GG | GG T CcT CcC AG CcC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANK39 | TG cC GG | GG T CcT cC AG CcC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANK42 TG CcT GG | GG T CcT cC AG CcT AA TG TG AA GG TC AG GG AA
ANK50 | TG cC GG | GG T CcT cC AG CcC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANK55 | TG cC GA | GG CcT CcT CcT AG cC AG TG TG AA GG TC AG GG AA
ANK68 | TG cC GG | GG T CcT cC AG cC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANK70 | TG cC GA | GG CcT CcT CcT AG cC AG TG TG AA GG TC AG GG AA
ANK72 TG cC GG | GG T CcT cC AG cC AA TG TG GA GG TC AG GG AA
ANC4 T CcC GA | GG CT T CT GG cC AG T T GA GG T AA GG AA
ANC5 T CcC GG | GG 1T T CcC GG cC AA T T GG GG T AA GG AA
ANC27 T T GG | GG 1T T CcC GG cC AA T T AA GG T AA GG AA
ANK19 T cC GG | GG T T CcC GG cC AA TT T GG GG T AA GG AA

*zatamnjena zaglavlja kolona predstavljaju varijante ¢iji su manje ucestali aleli svrstani u haplotip CYP2C19*3B prema relevantnoj bazi podataka [93]
** ANC4, ANC5, ANC27 i ANK19 su hasumiéno izabrani pacijenti koji su homozigoti za wt alel varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19%*20)
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4.2 Ispitivanje povezanosti varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19%*17) i
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) sa terapisjkim odgovorom na klopidogrel
procenjenim na osnovu ADP-indukovane agregacije trombocita

Ovaj deo studije obuhvatao je detekciju promotorskih varijanti gena CYP2C19 kod 108
pacijenata sa stenozom karotidne arterije kod kojih je izvrSena endarterektomija. U ovoj grupi
bilo je 45 Zena (41,7%), a prosecna starost u grupi je iznosila 66,31 godina. SuZenje karotidnih
arterija vece od 70% bilo je prisutno kod 91 (84,3%) pacijenata, a kod njih 70 (64,8%) bila je
prisutna stenoza obe karotide. U Tabeli 20 prikazani su demografski i klinicki podaci o

pacijentima prikupljeni na prijemu u bolnicu.

Tabela 20 Demografski i klini¢ki podaci pacijenta podvrgnutih karotidnoj endarterektomiji.

Karakteristika n=108
Demografske karakteristike
Starost (god), srednja vrednost + SD 66,31 + 8,22
Pol (Zenski), n (%) 45 (41,7)
BMI, srednja vrednost + SD 26,55 + 3,45
Prisutvo stenoze obe karotidne arterije, n (%) 70 (64,8)
Suzenje karotidnih arterija >70%, n (%) 91 (84,3)
Prethodna oboljenja i faktori rizika
Hiperholesterolemija (%) 38 (35,2)
Hipertrigliceridemija (%) 25(23,1)
Pusaci, n (%) 81 (75,0)
Prethodni TIA, n (%) 7 (6,5)
Prethodni moZdani udar, n (%) 33(30,5)
Pozitivha porodi¢na istorija kardiovaskularnih bolesti, n (%) 40 (37,0)
Laboratorijski parametri pri prijemu
Serumski kreatinin (umol/l), srednja vrednost = SD 83,63 27,00
Broj trombocita (*10°/L) , srednja vrednost + SD 219,50 £ 57,35
Hemoglobin (g/L), srednja vrednost + SD 136,04 + 12,10
Terapija na prijemu
Beta blokatori, n (%) 40 (37,0)
ACE/ARB blokatori, n (%) 65 (60,2)
Blokatori kalcijumovih kanala, n (%) 34 (31,5)
Statini, n (%) 52 (48,1)

n-broj pacijenata; SD- standardna devijacija; BMI- indeks telesne mase (eng. Body Mass Index); TIA-
tranzijentni ishemijski napad (eng. Transient Ischemic Attack); ACE-angiotenzin konvertujuci enzim (eng.
Angiotensin Converting Enzyme); ARB- angiotenzin Il receptora (eng. Angiotensin Il Receptor)
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Ucestalost varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) kod pacijenata sa stenozom karotidne arterije kod kojih je izvrSena
endarterektomija

Pacijenti podvrgnuti karotidnoj endarterektomiji genotipizirani su na dve varijante u
okviru promotorskog regiona gena CYP2C19, rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732
(c.-889T>G, CYP2C19*20).

Uclestalost alela T varijante rs12248560 bila je 28,24%; a zastupljenost genotipova je bila
slededa: pet pacijenata (4,63%) su bili homozigotni nosioci alela T (TT), 51 (47,22%) pacijent je
bio heterozigotni nosilac ovog alela (CT), a njih 52 (48,15%) su bili homozigoti za wild type alel
(CC) (Tabela 21). Ucestalost alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G) bila je 7,41%.
Zastupljenost genotipova je bila sledeca: samo jedan pacijent (0,93%) je bio homozigotni nosilac
alela G, 14 (12,96%) pacijenata su bili heterozigotni nosioci (TG), a njih 93 (86,11%) bili su
homozigoti za wild type alel (TT) (Tabela 21). Ulestalosti alela varijanti rs12248560 i rs11568732
bile su u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (Tabela 22).Tabela 21 Ucestalost genotipova za varijante
rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) kod pacijenata sa

stenozom karotidnih arterija.

Varijante gena CYP2C19 U&estalost genotipova n (%)
rs12248560 CYP2C19*17 ccC cT TT
c.-806 C>T 52 (48,15) 51 (47,22) 5 (4,63)
rs11568732 CYP2C19*20 TT TG GG
c.-889 T>G 93 (86,11) 14 (12,96) 1(0,93)

n-broj pacijenata

Tabela 22 Zastupljenost manje ucestalih alela varijanti rs12248560 (T) i rs11568732 (G) i test

Hardi-Vajnbergove ravnoteze.

Varijante gena CYP2C19 Ucestalost alela % p
rs12248560 CYP2C19*17 (T) 61/216 28,24 0,0862
rs11568732 CYP2C19%*20 (G) 16/216 7,41 0,5676

p- statisti¢ka znacajnost Pirsonovog x2 testa
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4.2.1 Agregabilnost trombocita pri terapiji klopidogrelom kod pacijenata sa stenozom

karotide podvrgnutih karotidnoj endarterektomiji

Agregabilnost trombocita kod pacijenata podvrgnutih karotidnoj endarterektomiji
pracena je metodom multiple elektrodne agregometrije pomocu ADP HS testa. Merenja su
izvrSena u Cetiri vremenske tacke: pre hirurske intervencije, a zatim 24 sata, sedmog i tridesetog

dana terapije i prikazana je preko srednjih vrednosti i standardne devijacije u Tabeli 23.

Tabela 23. Vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita tokom terapije klopidogrelom kod

pacijenata podvrgnutih karotidnoj endarterektomiji u ¢etiri vremenske tacke.

Vreme merenja ADPz(a\SgV[:SUD*)mIn]
Pre operacije 765,47 £ 142,00
24 h 698,05 + 188,97
7 dan 512,06 £ 211,02
30 dan 439,57 £ 218,79

ADPag- ADP-indukovana agregacija trombocita;
SV-srednja vrednost; SD-standardna devijacija

Poredenje vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita u razli¢itim vremenskim

tackama prikazano je u Tabeli 24.

Tebela 24 Poredenje promene vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita tokom terapije

klopidogrelom kod pacijenata podvrgnutih karotidnoj endarterektomiji.

. Interval poverenja 95 %
. . Prosecno - .
Poredivane vrednosti .. Donja Gornja t p
smanjenje . )
granica granica
ADPpreop - ADP24h 67,426 31,203 103,649 3,690 <0,001
ADPpreop - ADP7dan 253,407 207,581 299,234 10,962 <0,001
ADPpreop - ADP30dan 325,898 276,194 375,602 12,998 <0,001
ADP24h - ADP7dan 185,981 143,606 228,357 8,701 <0,001
ADP24h - ADP30dan 258,472 206,246 310,699 9,811 <0,001
ADP7dan - ADP30dan 72,491 35,019 109,963 3,835 <0,001

ADPpreop — ADP-indukovana agregacija pre operacije; ADP24h- ADP-indukovana agregacija 24h nakon
pocetka terapije klopidogrelom, ADP7dan- ADP-indukovana agregacija 7. dana nakon pocetka terapije
klopidogrelom; ADP30 dan- ADP-indukovana agregacija 30. dana nakon pocetka terapije klopidogrelom,
t-mera razlike izmedu grupa uzoraka u odnosu na varijaciju, p-statisticka znacajnost t-testa.
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T testom uparenih uzoraka procenjen je uticaj terapije klopidogrelom na ADP zavisnu
agregaciju trombocita. Utvrdeno je znacajno smanjenje aktivnosti trombocita izmedu svih
vremenskih tacaka merenja (Tabela 24). Prose¢no smanjanje vrednosti ADP agregacije izmedu
merenja pre terapije klopidogrelom (765,47 + 142,00 AU*min) i 24h nakon prve doze (698,05 +
188,97 AU*min) iznosilo je 67,43 AU*min, t=3,69, p<0,0005. Dalje, prose¢no smanjanje
vrednosti ADP agregacije izmedu merenja 24h nakon prve doze (698,05 + 188,97 AU*min) i
sedmog dana terapije (512,06 + 211,02 AU*min) iznosilo je 185,98 AU*min, t=8,70, p<0,0005.
Smanjenje aktivnosti trombocita se nastavilo i dalje tokom terapije, pa je prose¢no smanjanje
vrednosti ADP agregacije izmedu merenja sedmog dana terapije (512,06 + 211,02 AU*min) i
tridesetog dana iznosilo je 109,96 AU*min, t=3,83, p<0,0005. Razlika izmedu ADP agregacije pre
operacije i 30 dana nakon terapije iznosila je 325,89, t=13, p<0,0005.

4.2.2 ADP-zavisna agregacija trombocita kod pacijenata na terapiji klopidogrelom u zavisnosti

od CYP2C19 genotipa

Vrednosti ADP testa nije se znacajno razlikovala u zavisnosti od varijante rs12248560 (c.-
806C>T, CYP2C19*17) kod pacijenata pre operacije (p=0,946) i 30. dana terapije (p=0,379)
(Grafik 1). Medijana ADP-zavisne agregacije kod homozigotnih nosilaca alela C varijante
rs12248560 pre operacije iznosila je 737,5 [654,2-856,5] AU*min dok je za nosioce alela T bila
743,0 AU*min [635,5-877,0]. Tridesetog dana terapije klopidogrelom medijana kod wt
homozigota iznosila je 414,0 [270,0- 591,7] AU*min, a za homozigotne i heterozigotne nosioce

alela T ona je bila 429,5 [235,7-554,2] AU*min.
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Grafik 1 Vrednost ADP-zavisne agregacije trombocita u zavisnosti od genotipa varijante
rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) pre terapije i 30. dana terapije klopidogrelom.

B ADP zavisna agregacija trombocita merena pre operacije (ADPpreop)
B ADP zavisna agregacija trombocita merena 30. dana posle operacije (ADP30dan)

Vrednost ADP-zavisne agregacije trombocita kod homozigotnih i heterozigotnih nosilaca
alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) nije se razlikovala u odnosu na vrednosti
kod homozigotnih nosilaca wt alela (TT), ni u trenutku merenja pre operacije (p=0,469) sto je
ocekivano, ali ni pri merenju tridesetog dana nakon terapije klopidogrelom (0,790) (Grafik 2).
Kod homozigotnih nosilaca wt alela (TT) varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20)
medijana ADP-zavisne agregacije trombocita pre operacije iznosila je 732 [646,50-861,50]
AU*min dok je za nosioce alela G (TG i GG) ove varijante bila 793 [684,00-857,00] AU*min.
Tridesetog dana terapije klopidogrelom kod homozigotnih nosilaca alela T medijana je iznosila

425 [257,00-577,50] AU*min, a za nosioce alela G ona je bila 489 [270,00-695,00] AU*min.
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Grafik 2 Vrednost ADP-zavisne agregacije trombocita u zavisnosti od genotipa varijante
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) pre terapije klopidogrelom i 30. dana terapije.

'ADP zavisna agregacija trombocita merena pre operacije (ADPpreop)
B ADP zavisna agregacija trombocita merena 30. dana posle operacije (ADP30dan)

4.2.3 Procena rizika za pojavu krvarenja tokom terapije klopidogrelom na osnovu ADP-

indukovane agregacije trombocita

Na osnovu ADP-zavisne agregacije trombocita, pristupili smo proceni odgovora na
terapiju klopidogrelom. Definisane su grani¢ne vrednosti ADP-indukovane agregacije koje
ukazuju na pacijente sa poja¢anim odgovorom na terapiju, a to su takode i pacijenti koji mogu

imati poveéan rizik od krvarenja. Grani¢ne vrednosti definisane su na tri razli¢ita nacina:

1. Prva granicna vrednost definisana je kao 25. percentil vrednosti ADP-indukovane
agregacije trombocita 30. dana terapije klopidogrelom (260,25 AU*min).
2. Druga grani¢na vrednost bila je stepen inhibicije trombocita od 70% koji je izraCunat

prema sledecoj formuli:

ADP indukovana agregacija 30 dan

- 100% = st inhibicije t bocit
ADP indukovana agregacija pre operacije>|< /o = stepen inhibicije trombocita

3. Treda granicna vrednost iznosila je 188 AU*min, data je od strane Sibbing i saradnika

[166], a preporucena od strane proizvodaca ADP HS testa koris¢enog u nasoj studiji
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Analiza povezanosti CYP2C19 varijanti i pojacanog odgovora na klopidogrel
Prva grani¢na vrednost

Kako je prva grani¢na vrednost definisana kao vrednost 25. percentila ADP-indukovane
agregacije trombocita 30. dana terapije klopidogrelom, svi pacijenti koji su imali vrednost ADP-
agregacije manju ili jednaku od 260,25 AU*min 30. dana terapije klopidogrelom, smatrani su
pacijentima sa poja¢anim odgovorom na klopidogrel, a time i pove¢anim rizikom od krvarenja i
bilo ih je 27 (25%).

Medu pacijentima koji su prema ovoj granic¢noj vrednosti imali pojatan odgovor na
klopidogrel njih 15 (55,6%) su bili nosioci alela T varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19%*17),
a 12 (44,4%) homozigotni nosioci alela C (Tabela 25).

Sto se tice varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), samo tri nosioca (11,1%) alela
G ove varijante pripadala su grupi pacijenata sa povecanim rizikom od krvarenja, dok 12
pacijenata (14,8%) nije imalo povedan rizik od krvarenja prema ovoj grani¢noj vrednosti (Tabela
25).

Tabela 25 Povezanost varijanti rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) i rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17) gena CYP2C19 sa poveéanim rizikom od krvarenja.

ADP-indukovana agregacija®
Varijante . - - o
gena CYP2C19 Genotip | <260,25 AU*min, | >260,25 AU*min, | OR(CI95%) | p
n=27 (100%) n=81 (100%)

rs11568732 (c.-889T>G, | GGiGT | 3(11,1) 12 (14,8) 0,72 0.630
CYP2C19*20) T 24 (88,9) 69 (85,2) (0,19-2,77) ’
rs12248560 (c.-806C>T, | TTiCT | 15(55,6) 41 (50,6) 1,22 0.657
CYP2C19*17) cc 12 (44,4) 40 (49,4) (0,51-2,93) | ™

n- broj pacijenata u grupi; OR-Odds Ratio; Cl-interval poverenja; p-statisticka znacajnost; # ADP-
indukovanu agregacija < 260,25 AU*min indikovala je povecéan rizik od krvarenja; p-statistic¢ka
znacajnost Pirsonovog x2 testa

U grupi pacijenata sa povecanim rizikom od krvarenja medijana ADP-zavisne agregacije
tridesetog dana terapije klopidogrelom kod homozigotnih nosilaca alela C varijante rs12248560

iznosila je 180,0 [150,0-220,0] AU*min, dok je za nosioce alela T ove varijante bila 186,5 [167,7-

67



REZULTATI

236,7] AU*min. Medijana kod pacijenata koji pripadaju grupi bez povecanog rizika za krvarenje i
bili nosioci alela T varijante rs12248560 je iznosila 491,0 [382,5-594,5] AU*min, a kod
homozigotnih nosilaca wt alela (C) ona je bila 532,0 [359,5-713,7] AU*min (Grafik 3).
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Grafik 3 ADP-zavisna agregacija trombocita tridesetog dana terapije klopidogrelom prema riziku
od krvarenja u zavisnosti od varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17). Rizik predstavlja
ADP-indukovanu agregaciju < 260,25 AU*min.
B hosioci genotipa CC
W hosioci genotipa CTiTT

Tridesetog dana terapije klopidogrelom kod nosilaca alela T varijante rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) koji pripadaju grupi sa povecanim rizikom za krvarenje medijana ADP
zavisne agregacije iznosila je 184,5 [152,5-230,0] AU*min dok je za nosioce alela G ove varijante
bila 170,0 [142,0-183,0] AU*min. Medijana kod pacijenata koji su pripadali grupi bez poveéanog
rizika za krvarenje i bili nosioci G alela varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) je iznosila
521,5 [304,7-719,79] AU*min, a za homozigotne nosioce wt alela (T) ona je bila 513,0 [373,0-

605,0] AU*min (Grafik 4).
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Grafik 4 ADP-zavisna agregacija trombocita tridesetog dana terapije klopidogrelom prema riziku
od krvarenja u zavisnosti od varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20). Rizik predstavlja
ADP-indukovanu agregaciju < 260,25 AU*min.

B nosioci genotipa TT

B nosioci genotipa TT i GG

Primenom prve grani¢ne vrednosti nije uoena povezanost varijanti rs12248560 (c.-
806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) sa povecanim rizikom od

krvarenja.

Druga granicna vrednost

Druga grani¢na vrednost predstavljala je stepen inhibicije trombocita od 70%. Pacijenti
koji su tridesetog dana terapije imali inhibiciju trombocita vecu od 70% smatrani su grupom
pacijenata sa pojacanim odgovorom na klopidogrel tj. povisenim rizikom od krvarenja i bilo ih je
ukupno 25 (23.15%).

U ovoj grupi pacijenata alel T varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) bio je
prisutan kod 14 (56%) pacijenata i njegova ucestalost u ovoj grupi se nije znacajno razlikovala od
ucestalosti u grupi pacijenata sa stepenom inhibicije trombocita <70% u kojoj su bila 42 (50,6%)

homozigotna i heterozigotna nosioca alela T (Tabela 26).
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Kada se radi o varijanti rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), u grupi pacijenata sa
stepenom inhibicije trombocita 270% bilo je svega 3 (12%) nosioca manje ucestalog alela G. U
grupi koja nema povisen rizik od krvarenja bilo ih je 12 (14,5%) Sto nije predstavljalo statisticki
znacajnu razliku u ucestalosti homozigotnih i heterozigotnih nosilaca alela G medu pomenutim
grupama (Tabela 26).

Tabela 26 Povezanost varijanti rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) i rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17) sa povecéanim rizikom od krvarenja na osnovu stepena inhibicije trombocita 270%.

Varijante Stepen inhibicije trombocita®
gena CYP2C19 Genotip 270%, <70%, OR (CI1 95%) 4]
n=25 (100%) n=83 (100%)

rs11568732 (c.-889T>G, TGiGG | 3(120) 12(14,5) 0,81 0755
YP2C19%*2 21-3,12 !

¢ C15%20) TT 22 (88,0) 71 (85,5) (0,21-3,12)

rs12248560 (c.-806C>T, criTT 14(56,0) 42(50,6) 1,24 0636
YP2C19*17 1- !

CYp2cis ) CC 11 (44,0) 41 (49,4) (0,51-3,05)

n- broj pacijenata u grupi; OR-Odds Ratio; Cl-interval poverenja; # stepen inhibicije trombocita veéi od
70% indikovo je povecan rizik od krvarenja; p-statisticka znacajnost Pirsonovog x2 testa

Medijana ADP-zavisne agregacije 30. dana terapije klopidogrelom kod homozigotnih
nosioca wt alela (C) varijante rs12248560 i koji pripadaju grupi sa povecéanim rizikom za
krvarenje (stepen inhibicije trombocita 270%) iznosila je 183,0 [167,0-230,0] AU*min, dok je za
homozigotne i heterozigotne nosioce alela T medijana bila 175,0 [142,50-204,25] AU*min. Kod
pacijenata koji su bili u grupi bez povecanog rizika za krvarenje i bili nosioci alela T medijana je
iznosila 490,0 [371,50-591,75] AU*min, a za nosioce wt alela (C) je bila 532,0 [352,0-707,50]
AU*min (Grafik 5).
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Grafik 5 ADP zavisna agregacija tridesetog dana terapije klopidogrelom prema riziku od
krvarenja u zavisnosti od varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17). Rizik predstavlja
stepen inhibicije trombocita 270%.
B nosioci genotipa CC
¥ nosioci genotipa CTiTT

Medijana ADP-zavisne agregacije 30. dana terapije klopidogrelom kod homozigotnih
nosilaca wt alela (T) varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) koji pripadaju grupi sa
povecanim rizikom za krvarenje iznosila je 180,0 [150,0-223,50] AU*min, dok je za homozigotne
i heterozigotne nosioce alela G bila 170,0 [142,0-183,0] AU*min. Medijana kod pacijenata koji
su bili u grupi bez poveéanog rizika od krvarenja i bili nosioci T alela varijante rs11568732 (c.-

889T>G, CYP2C19*20) je iznosila 521,5 [304,75-719,75] AU*min, a za homozigotne nosioce wt
alela (T) ona je bila 499,0 [358,0-600,0] AU*min (Grafik 6).

71



REZULTATI

rs11568732

1000

8007

5007

ADP 30dan

400

- -

o

I I
bez povecanog rizika sa povecanim rizikom
od krvarenja od krvarenja

Grafik 6 ADP zavisna agregacija tridesetog dana terapije klopidogrelom prema riziku od
krvarenja u zavisnosti od varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20). Rizik predstavlja
stepena inhibicije trombocita >70%.
B nosioci genotipa TT
l nosioci genotipa TT i GG

Primenom druge grani¢ne vrednosti nije uo¢ena povezanost varijanti rs12248560 (c.-

806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) sa povecanim rizikom od

krvarenja.

Treca grani¢na vrednost

Poslednja grani¢na vrednost primenjena na ADP-indukovanu agregaciju kod pacijenata
podvrgnutih karotidnoj endarterektomiji preuzeta je od proizvodada Multiplate® aparata, a
primarno je ustanovljena od strane Sibbing i saradnika [166]. Grani¢na vrednost za ADP HS test
za pacijente koji imaju povecan rizik od krvarenja je ADP-indukovana agregacija trombocita
manja ili jednaka od 188 AU*min. U grupi pacijenata koji su podvrgnuti karotidnoj
endarterektomiji bilo je 15 (13,9%) pacijenata cija je ADP zavisna agregacija trombocita bila

<188 AU*min.
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Medu ovih 15 pacijenata, 9 (60%) su bili homozigotni ili heterozigotni nosioci alela T
varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17). Ulestalost alela T u ovoj grupi se nije zna¢ajno
razlikovala od ucestalosti u grupi pacijenata sa ADP-indukovanom agregacijom trombocita
ve¢om od 188 AU*min u kojoj je bilo 47 (50,5%) homozigotnih i heterozigotnih nosilaca alela T
(Tabela 27).

Kada je u pitanju varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), u grupi pacijenata sa
ADP-indukovanom agregacijom trombocita manjom ili jednakom od 188 AU*min, 3 (20%)
pacijenta su bili homozigotni ili heterozigotni nosioci alela G. U grupi koja je imala ADP-
indukovanu agregaciju trombocita ve¢u od 188 AU*min i prema tome nije imala povecan rizik
od krvarenja bilo je 12 (12,9%) nosilaca alela G Sto nije predstavljalo statisticki znacajnu razliku u
ucestalosti homozigotnih i heterozigotnih nosilaca alela (G) medu grupama definisanim prema

ovoj grani¢noj vrednosti (Tabela 27).

Tabela 27 UdruZenost varijanti rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) i rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17) sa povecéanim rizikom od krvarenja na osnovu ADP indukovane agregacije

(£188AU*min).

Varijante ADP indukovana agregacija®
gena CYP2C19 Genotip <188AU*min >188AU*min OR (CI1 95%) p
n=15 (100%) n=15 (100%)

rs11568732 (c.-889T>G, TGiGG 3(20) 12(12,9) 1,68 0461

YP2C19*2 41- ’
CYP2C19¥20) T 12 (80) 81 (87,1) (0,41-6,86)
rs12248560 (c.-806C>G, | €T 1V 2 (60) 47 (50,5) 1,47 0.496

YP2C19%*17 48-4,4 !
CYP2C19%17) cc 6 (40) 46 (49,5) (0,48-4,45)

n- broj pacijenata u grupi; OR-Odds Ratio; Cl-interval poverenja; #ADP-indukovanu agregacija <
188AU*min indikovala je povecan rizik od krvarenja; p-statisti¢ka znacajnost Pirsonovog x2 testa

U grupi pacijenata sa ADP-indukovanom agregacijom trombocita <188 AU*min medijana
ADP indukovane agregacije za homozigotne i heterozigotne nosioce alela T varijante rs12248560
(c.-806C>T, CYP2C19*17) iznosla je 150,0 [115,0-175,0] AU*min, a za homozigotne nosioce alela

C iznosila je 168,5 [136,50-180,75] AU*min. Dok je medijana za nosioce alela T u grupi
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pacijenata sa ADP-indukovanom agregacijom trombocita ve¢com od 188 AU*min iznosila 465,0
[324,00-584,00] AU*min, a za homozigotne nosioce alela C njena vrednost je bila 521,50
[280,75-669,50] AU*min (Grafik 7).

U grupi pacijenata sa ADP-indukovanom agregacijom trombocita <188 AU*min medijana
ADP indukovane agregacije za homozigotne i heterozigotne nosioce alela G varijante
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19%*20) iznosla je 170,0 [142,0-183,0] AU*min, a za pacijente koji
su bili homozigoti za T alel vrednost medijane je iznosila 155,0 [120,00-177,50] AU*min.
Medijana za homozigotne i heterozigotne nosioce alela G u grupi pacijenata sa ADP-
indukovanom agregacijom trombocita >188 AU*min iznosila je 521,5 [304,75-719,75] AU*min, a
za homozigotne nosioce alela T vrednost medijane je bila 465,0 [301,00-586,50] AU*min (Grafik
8).
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Grafik 7 ADP-zavisna agregacija tridesetog dana terapije klopidogrelom prema riziku od
krvarenja u zavisnosti od varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17). Rizik predstavlja ADP-
indukovana agregacija trombocita <188 AU*min.
B nosioci genotipa CC
W hosioci genotipa CTiTT
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Grafik 8 ADP-zavisna agregacija tridesetog dana terapije klopidogrelom prema riziku od
krvarenja u zavisnosti od varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20). Rizik je predstavljala
ADP-indukovana agregacija trombocita <188 AU*min.
Bnosioci genotipa TT
Bhosioci genotipa TT i GG

Primenom treée granic¢ne vrednosti nije uofena povezanost varijanti rs12248560 (c.-

806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) sa povecanim rizikom od

krvarenja.

4.3 Ispitivanje uticaja varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19%*20) na
aktivnost promotora gena CYP2C19
In silico analiza varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20)

Kako su rezultati studije asocijacije pokazali da je alel G varijante rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) povezan sa povecanim rizikom od krvarenja BARC>2, pretpostavili smo da
potencijalni mehanizam delovanja varijante rs11568732 moze biti modifikacija vezivhog mesta
za transkripcione faktore Sto bi dovelo do promene u ekspresiji ispitivanog gena. In silico
analizom je izvrSena predikcija mesta vezivanja transkripcionih faktora u regionu pomenute
varijante koriséenjem programa AlggenPROMO virtual laboratory tool. Za predikciju su

koris¢ene sekvence promotora gena CYP2C19, duzZine 64 nukleotida uzvodno i nizvodno od
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varijante rs11568732 (c.-889T>G, , CYP2C19*20) nakon Cega su poredene razlike u verovatnoci
vezivanja predikovanih TF u zavisnosti od nukleotida koji je prisutan na poziciji c.-889 (Tabela
30). Program je predvideo vezivanje velikog broja TF, ali su razlike u verovatnodi vezivanja za
sekvence koje se razlikuju u nukleotidu prisutnom u varijanti rs11568732 identifikovane za
glukokortikoidni i progesteronski receptor.

Rezultati analize za glukokortikoidni receptor su pokazali da stopa razli¢itosti raste sa 0O
na 4.2% ako je na poziciji varinate rs11568732 (c.-889T>G, , CYP2C19*20) prisutan nukleotid G
umesto nukleotida T. Promena u verovatnoci vezivanja progesteronskog receptora za ispitivani
region je joS ocCiglednija, posto je stopa razliCitosti za promotorsku sekvencu sa nukleotidom T
iznoslila 2,81%, a program nije ¢ak ni prikazao mogucnost vezivanja PR u okviru testiranog
regiona ako se na poziciji rs11568732 nalazi nukleotid G (Tabela 30). S obzirom da je
podrazumevana grani¢na stopa razlic¢itosti 15%, znaci da je ona u slu¢aju nukleotida G veéa od

15%.

Tabela 30 Stopa razlicitosti u verovatnodi vezivanja predvidenih TF u zavisnosti od nukleotida na
poziciji varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) prema programu AlggenPROMO virtual

laboratory tool.

] TE (+) attcagaataactaaTgtttggaagttgttt (+) attcagaataactaaGgtttggaagttgttt
;% (-) taagtcttattgattAcaaaccttcaacaaa (-) taagtcttattgattCcaaaccttcaacaaa
RE

= GR beta 0,0 4,20

o

]

n PR 2,81 >15

TF- transkripcioni faktor, GR beta- glukokortikoidni receptor beta izoforma, PR- progesteronski receptor

76



REZULTATI

4.3.1 Ispitivanje ekspresije progesteronskog i glukokortikoidnog receptora u Caco-2 ¢elijskoj
liniji i tkivu jetre

Nakon in silico predikcije mesta vezivanja PR i GR u regionu varijante rs11568732 (c.-
889T>G,, CYP2C19*20), metodom qPCR izmerena je ekspresija gena NR3C3 i NR3C1, koji kodiraju
pomenute receptore, u Caco-2 éelijskoj liniji, koja je odabrana kao model sistem za luciferazne
eseje. Nivo ekspresije ova dva gena je uporeden sa nivoom u tkivu jetre, u kome se gen CYP2C19
primarno i najvise eksprimira. Za poredenje koris¢en komercijalni uzorak ukupne RNK poreklom
iz zdrave humane jetre. Rezultati ekspresione analize su pokazali da je progesteronski receptor
eksprimiran u Caco-2 ¢elijama u mnogo manjoj meri nego u jetri, te relativna kvantifikacija nije
bila moguca. Glukokortikoidni receptor je eksprimiran u Caco-2 ¢elijskoj liniji oko 17 puta manje

nego u zdravom tkivu jetre koje je sluZilo kao kalibrator.

4.3.2 Funkcijska analiza promotorske varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) gena
CYP2C19

Kako su rezultati asocijativne studije pokazali da je alel G promotorske varijante
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) povezan sa povecanim rizikom od pojave krvarenja
(BARC>2) kod STEMI pacijenata na terapiji klopidogrelom, pretpostavili smo da alel G uti¢e na
aktivnost promotora, a posledi¢no i na nivo enzima CYP2C19 sto uslovljava pojacan odgovor na
klopidogrel i poveéava rizik od krvarenja. Ispitivanje uticaja alela G na aktivnost promotora gena
CYP2C19, obuhvatilo je analizu bazalne aktivnosti, ali i proveru uticaja progesteronskog i

glukokortikoidnog receptora na aktivnost promotora dualnim luciferaznim esejom.

Reporterskii konstrukti

Da bi se ispitao uticaj varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) na promotorsku
aktivnost gena CYP2C19 napravljeni su reporterski konstrukti. Konstrukti su obuhvatali deo
promotorskog regiona gena CYP2C19 duzine 1708 baznih parova (od -1697 do +10, Slika 6)
integrisanih u plazmid pGL4.1. Konstrukt pGL4.1-2C19-889T je nosio wt sekvencu promotora na
poziciji varijante rs11568732 (T), dok je konstrukt pGL4.1-2C19-889G dobijen uvodenjem

nukleotida G na pomenutu poziciju metodom PCR dirigovane mutageneze.
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cgtctcagctctagecaccagcagacaccatgttcttggetacagtactgaatcttcaaggcetcagectcctcattcctgagatgggtcaattttattgtaage
aaaggcaattgagagattccaaagggatatgaggtgtgagaattctctctaaatggggttagaatccctgttaaaaatgaccagtgaaacattgtgeaatt
gtgtcttaacataacttactttttcttaataagagaactggaaataacctcattaggaaatttagaacaaatacgatgatatctttaaagaaaatggctttgt
gtaagtattgtcgttagtgatctagtaatgtgtatctttctggttgtatttagaccttcaactcaaatgtcagetccegttaaggtctatacattgtggtggtttt
gtgctgtgggtccatttagtgatttccctaccteccatectctattagattcacaactgttgttctgeccataatttectatgettgetttgeattgttacatttttt
tttgaaaatcagaaagcaaaatcaatataaagcagccatgtctggaggagaccaggaggtcaagaagecttagtttctcaageccttagcaccaaattct
ctgagatcagctcttccttcagttacactgagegtttecectctgeagtgatggagaagggagaactcttattttttctcatgageatctctggggctgttttec
ttagataaataagtggttctatttaatgtgaagcctgttttatgaacaggatgaatgtggtatatattca gaataactaaiT}/Igtttggaagttgttttgtttt
gctaaaacaaagttttagcaaacgattttttttttcaaatttgtgtcttctgttctcaaagcatctctgatgtaagagataatgegecacgatgggceatcagaa
gacctcagctcaaatcccagttctgecagctatgagetgtgtggeaccaacaggtgtectgttctcccagggtcteccttttcecatttgaaatataaaaaat
aacaattcctgccttcacgtgtttttttagggggttaaatggtaaaggtgtttatatctgctaaggtaatttacttgatatatgtttggttattgaagatatatg
agttatgttagctatttcatgtttaggctgctgtatttttagtaggctatattaaatagaggatttcattataaaggacaaagtctcctaatcttcgatatagga
ttgacatactttttaaatatacaaggcatagaatatggccatttccgttaaatcataaattcccaactggttattaatctaagaattcagaattttaagtaatt
gtttttgcatcagattgtttacttcagtgctctcaattatgacggtgcattggaaccacttgggttaacatttttttgtttttattaccaatacctaggettcaacc
tagtacaatgaaaccagaatgtacagagtgggcactgggacgaaggagaacaagaccaaaggacattttatttttatctctatcagtgggtcaaagtect
ttcagaaggagcatatagtgggcctaggtgattggecactttatccatcaaagaggcacacacacttaattagcatggagtgttataaaaagcttggagtg
caagctcacggttgtcttaacaagaggagaaggcttcaatggatectc

Slika 6 Sekvenca dela promotora gena CYP2C19 (1708 bp) cija je aktivnost ispitivana dualnim
luciferaznim esejom. Na poziciji varijante rs11568732 nukleotid T oznacen je zelenom bojom, dok
nukleotid G obeleZen crveno.

Uticaj alela G varijante rs11568732 na aktivnost promotora CYP2C19 gena

Da bi se ispitao uticaj manje ucestalog alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) na ekspresiju gena CYP2C19 tranzijentno su transfekovane Caco-2 Ccelije
konstruktima pGL4.1-2C19-889T ili pGL4.1-2C19-889G.

Caco-2 celije su kotransfekovane sa 250, 500 ili 1000 ng reporterskih konstrukata
pGL4.1-2C19-889T ili pGL4.1-2C19-889G, i 3 ng pRL-SV40, a 24h nakon transfekcije éelije su
lizirane i merena je aktivnost luciferaza. Aktivnost svi¢eve luciferaze svakog uzorka je najpre
normalizovana prema aktivnosti luciferaze Renilla reniformis, eksprimirane sa vektora pRL-SV40,
koja odrazava efikasnost transfekcije i eliminiSe razliku u broju celija u uzorcima. Zatim je
promotorska aktivnost pGL4.1-2C19-889G konstrukata, pri svakoj koli¢ini plazmidne DNK
koriséene za transfekciju, normirana u odnosu na aktivnost konstrukta pGL4.1-2C19-889T, koja
je uzeta za 100%. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD, eng.

standard deviation).

Rezultati DLR eseja su pokazali da je promotorska aktivnost konstrukta pGL4.1-2C19-

889G smanjena u odnosu na promotorsku aktivnost konstrukta pGL4.1-2C19-889T. lako je
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relativna aktivnost svieve luciferaze rasla kako je rasla koli¢ina reporterskog konstrukta,
smanjenje aktivnosti pGL4.1-2C19-889G promotora u odnosu na pGL4.1-2C19-889T (wt) je bilo
konstantno (oko 20%), i nije bilo dozno zavisno (Grafik 9). U narednim eksperimentima

koris¢eno je 250 ili 500 ng reporterskih konstrukata.

120%
. 100%
80%
60%
40%

20%

0%

relativna aktivnost luciferaze (%

250 500 1000

Grafik 9 Uticaj varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19%*20) na aktivnost promotora CYP2C19
gena u Caco-2 celijama.

B relativna luciferazna aktivnost reporterskog konstrukta pGL4.1-2C19-889T (wt)

B relativna luciferazna aktivnost reporterskog konstrukta pGL4.1-2C19-889G

Ispitivanje uticaja rekombinantnog progesteronskog i glukokortikoidnog receptora na
aktivnost promotora CYP2C19 gena u zavisnosti od varijante rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20)

Kako je in silico analiza pokazala da je verovarnoéa vezivanja glukokortikoidnog i
progesteronskog receptora za promotorski region manja ako se na poziciji c.-889 nalazi
nukleotid G, postavili smo hipotezu da ¢e aktivnost promotora pGL4.1-2C19-889G biti manja od

aktivnosti pGL4.1-2C19-889T (wt) promotora u prisustvu PR i GR. Hipotezu smo proverili in vitro

uslovima, DLR esejom.
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Progesteronski receptor i varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19 *20)

Caco-2 celije su kotransfekovane sa 250 ng reporterskog konstrukta, 3 ng pRL-SV40 i
rastu¢im koncentracijama ekspresionog konstrukta pCDNA-PR (250, 500 i 1000ng). Ekspresija
rekombinantnog progesteronskog receptora je dovela do dozno zavisnog povecanja
promotorske aktivnosti oba reporterska konstrukta (pGL4.1-2C19-889T i pGL4.1-2C19-889G).
Razlika u promotorskoj aktivnosti konstrukata je ostala konstantna i iznosila oko 20% (Tabela 31,

Grafik 10).

Tabela 31 Relativna luciferazna aktivnost reporterskih konstrukata pGL4.1-2C19-889T i pGL4.1-

2C19-889G u zavisnosti od koncentracije progesteronskog receptora (PR).

Relativna luciferazna Procenat smanjenja
Kolicina PR aktivnostreporterskih aktivnosti pGL4.1-
(ng) konstrukata p 2C19-889G konstukta
pGL4.1-2C19- pGL4.1-2C19- (%)
889T 889G
0PR 0,096 0,077 0,013 20
500 PR 0,209 0,168 0,009 20
1000 PR 0,323 0,256 0,003 21

PR- progesteronski receptor; p-statisticka znacajnost dobijena t testom
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Grafik 10 Uticaj rastuce koncentracije progesteronskog receptora (PR) na aktivnost promotora
gena CYP2C19 u zavisnosti od varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20); *p=0,013;

**p=0,009; ***p=0,003.
J] relativna luciferazna aktivnost reporterskog konstrukta pGL4.1-2C19-889T (wt)
J) relativna luciferazna aktivnost reporterskog konstrukta pGL4.1-2C19-889G
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Glukokortikoidni receptor i varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19%*20)

Caco-2 Celije su kotransfekovane sa 500 ng reporterskih konstrukata (pGL4.1-2C19-889T
ili pGL4.1- 2C19-889G), 3 ng pRL-SV40 i rastuc¢im kolicinama (250, 500 i 1000 ng) pCDNA3-GR.
Rezultati ovih eksperimenata su pokazali da glukokortikoidni receptor, samostalno, ne menja

aktivnost ispitivanog promotorskog regiona (Grafik 11).
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Grafik 11 Uticaj rastu¢e koncentracije glukokortikoidnog receptora (GR) na promotorsku
aktivnost gena CYP2C19 u zavisnosti od varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20).

f relativna luciferazna aktivnost reporterskog konstrukta pGL4.1-2C19-889T (wt)

[ relativna luciferazna aktivnost reporterskog konstrukta pGL4.1-2C19-889G

U sledecoj seriji eksperimenata, a u cilju aktivacije GR, Caco-2 celije su, nakon
kotransfekcije sa 500 ng reporterskih konstrukata (pGL4.1-2C19-889T ili pGL4.1-2C19-889G), 3
ng pRL-SV40 i 500 ng pCDNA-GR, tretirane 100 nM deksametazonom, snaznim agonistom GR, u
trajanju od 24h. Deksametazon rastvoren u apsolutnom etanolu je sluzio kao negativna
kontrola. Rezultati ovih eksperimenata su pokazali da GR u kombinaciji sa deksametazonom
dovodi do povecanja promotorske aktivnosti reporterskih konstrukata. U prisustvu GR i
deksametazona relativna razlika u nivou aktivnosti konstrukta pGL4.1-2C19-889G u odnosu na
konstrukt pGL4.1-2C19-889T je dodatno smanjena (31%) u odnosu na razliku koja postoji u
ekspresiji reportera u ¢éelijama u kojima je eksprimiran samo GR (18%) (Tabela 32, Grafik 12A).

Povecana aktivnost promotora se moze pripisati deksametazonom indukovanoj aktivaciji GR, a
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ne samom deksametazonu cije prisustvo nije uticalo na aktivnost ispitivanog promotorskog

regiona u kontrolnim uzorcima (Grafik 12B).

Tabela 32 Relativna luciferazna aktivnost promotorskih konstrukata pGL4.1-2C19-889T i pGL4.1-

2C19-889G u zavisnosti od prisustva glukokortikoidnog receptora i deksamatazona.

Relativna luciferazna aktivnost Procenat smanjenja
Tretman P aktivnosti 2C19-889G
PGL4.1-2C19-889T | pGL4.1-2C19-889G konstukta (%)
GR 0,094 0,077 0,003 18
GR + dex 0,396 0,274 0,038 31

GR- glukokortikoidni receptor; dex- deksametazon; p-statisticka znacajnost dobijena t testom

A B
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Grafik 12 Uticaj glukokortikoidnog receptora (GR) u kombinaciji sa deksametazonom (dex)
*p=0,003; **p=0,038 (A) i deksametazona (B) na aktivnost promotorske sekvence gena CYP2C19
u zavisnosti od varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20).

B relativna luciferazna aktivnost reporterskog konstrukta pGL4.1-2C19-889T (wt)

B relativna luciferazna aktivnost reporterskog konstrukta pGL4.1-2C19-889G
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4.4 Analiza ekonomske isplativosti genotipizacije varijante gena CYP2C19

pacijenata podvrgnutih PCI

Kako je prema protokolima glavnih svetskih regulatornih tela, kao Sto su Americka
agencija za lekove i Evropska medicinska agencija, preporuceno da se izvrsi geneticko testiranje
gena CYP2C19 kod pacijenata kojima je neophodno odrediti antiagregacionu terapiju, odlucili
smo da u okviru ove studije analiziramo ekonomsku isplativost ovakvih analiza u Srbiji [178].

Analiza je zasnovana na direktnim zdravstvenim troSkovima koje pokriva zdravstveno
osiguranje u Srbiji. U obzir su uzete cene: geneti¢kkog testiranja varijante rs4244285 (c.681G>A;
CYP2C19*2), hospitalizacije, jedne ponovljene perkutane koronarne intervencije, vaskularne
operacije kao i cena rehabilitacije (Tabela 33).

Ekonomska evaluacija bila je ograniena samo na varijantu rs4244285 (c.681G>A;
CYP2C19*2) za koju literaturni podaci nedvosmisleno pokazuju neophodnost zamene

klopidogrela nekim drugim antiagregacionim lekom (prasugrel, tikagrelor).

Tabela 33 Cene usluga i zahvata uklju¢ene u analizu ekonomske isplativosti farmakogeneticki

vodene terapije klopidogrelom.

Usluga/zahvat Cena (€)

Geneticko testiranje varijante 63,0
rs4244285 (CYP2C19*2)
Hospitalizacija (po danu) 200,0
Ponovljena PCl usled restenoze 1.000
Vaskularna operacija 4.400
Rehabilitacija (po danu) 12,5

Najveci udeo u troskovima PCI intervencije odlazi na hospitalizaciju (79,2%) zatim na
rehabilitaciju oko 11%, sam zahvat predstavlja 4,2% ukupnih troskova, ponovna intervencija ima

udeo od 2,6%, dok geneticko testiranje €ini 2,4% ukupnih troskova.

Na osnovu podataka prikupljenih tokom perioda praéenja od godinu dana, napravljen je
jednostavan model za poredenje dve razlicite strategije za homozigotne nosioce wt alela (GG)

varijante rs4244285 (CYP2C19*2) naspram heterozigotnih i homozigotnih nosilaca manje
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ucestalog alela T. Prva strategija ('A’), podrazumeva da svakom pacijentu terapija klopidogrelom
bude odredena nezavisno od varijante rs4244285 (CYP2C19%*2), sto vodi ustedi na genetickom
testiranju, a sa druge strane moze dovesti do prepisivanja neadekvatne antiagregacione terapije
u slucaju homozigotnih i heterozigotnih nosilaca alela T. Druga strategija ('B’), podrazumeva da
svaki pacijent dobije adekvatnu terapiju na osnovu genotipizacije varijante rs4244285, ali
dodatni troSak predstavlja geneticko testiranje svih pacijenata (Slika 7).

bez genotipizacije klopidogrel

pacijenti

klopidogrel
B genotipizacija GG
rs4244285
CYP2C19%*2 \ tikagrelorili
GA/AA

prasugrel

Slika 7 Sema modela koji oslikava dva pristupa u odredivanju antiagregacione terapije. Konvencionalna
strategija (crveno) koja podrazumeva da ¢e svim pacijentima biti prepisan klopidogrel i alternativna
strategija (zeleno) koja podrazumeva odredivanje antiagregacione terapije na osnhovu rezultata
genotipizacije varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2). Slika objavljena na engleskom jeziku u
Mitropoulou i sar. (2016.) [178]

Prema modelu prosecan broj dana provedenih u bolnici za pacijente koji su homozigotni
nosioci alela G varijante rs4244285 (CYP2C19*2) procenjen je na 10,1+6,5 dana, u poredenju sa
nosiocima alela A koji su u proseku proveli 11,0 £ 6,9 dana u bolnici. Prose€no zadrZavanje u
centru za rehabilitaciju procenjeno je na 24,1+8,8 dana za homozigotne nosioce alela G, dok je

ovaj broj za nosioce alela A iznosio 24,6+6,2 dana (Tabela 34).

Tabela 34 Prosecna duZina hospitalizacije i rehabilitacije pacijenata u zavisnosti varijante

rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2).

genotip duzina hospitalizacije * vreme u rehabilitacionom centru *
GG 10,146,5 24,1+8,8
GAiAA 11,046,9 24,616,2

* jzrazeno u danima
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Kada se svi troskovi uklju¢eni u model (Tabela 33) uzmu u obzir prose¢na cena perkutane
koronarne intervencije i pratecih troSkova za homozigotne nosioce alela G varijante rs4244285
(CYP2C19%*2) procenjena je na 2.547 evra (95%Cl, €2.217-2.966), a za nosioce alela A varijante
rs4244285 2.799 evra (95%Cl, €2.251-3.455) (Tabela 35, Grafik 13).

Tabela 35 Statistika kosStanja PCl i pratecih troSkova u zavisnosti od rs4244285 (CYP2C19%*2)

genotipa.
Genotip .
rs4244285 SV £SD tr:;lll:)vi trxiﬁvi Medijana | Varijansa |  95% CI n
CYP2C19*2
GG 2.547+189 | 1939 | 3.404 | 2535 | 35725 | 2.217-2.966 | 86
GAiAA 27994310 | 1.936 | 4212 | 2777 | 96,165 | 2.251-3.455 | 35

SV- srednja vrednost; SD-standardna devijacija, min-minimum, max-maksimum, Cl-interval poverenja;
*svi troskovi su izraZzeni u evrima

varijanta rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19%2)

kostanje (evri)
N N

prosecno

GG GAiAA

Grafik 13 Prosecna cena perkutane koronarne intervencije i pratecih troSkova u zavisnosti od
varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2). Grafik objavljen na engleskom jeziku u
Mitropoulou i sar. (2016.) [178]

U osnovnoj postavci modela procenjeno je da strategija ‘B’ koja ukljucuje geneticko
testiranje pretstavlja isplativiju strategiju i da u proseku donosi ustedu od 13 € po pacijentu u
poredenju sa strategijom 'A’. Analiza prelomne tacke (eng. break-even point analysis) pokazala
je da strategija ‘B’ ostaje isplativija sve dok je ucestalost homozigotnih i heterozigotnih nosilaca

alela A varijante rs4244285 veca od 25%.
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4.5 Ucestalost alela ispitivanih varijanti u razlicitim populacijama

Nakon odredivanja ucestalosti alela varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17),
rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) i rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3) u populaciji Srbije,
prema dostupnoj literaturi napravljen je pregled i poredenje sa ucestalostima alela pomenutih
varijanti u drugim populacijama (Tabela 36). Znacajne razlike u ucestalosti alela svih varijanti
uocene su izmedu nase populacije i svih azijskih populacija (p<0,05).

Ucestalost alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) data je samo u tri
studije i iznosi 6% kod belaca [179], 10,3% u populaciji Juzne Indije [180] i 17,4% kod japanaca
[109].
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Tabela 36 Zastupljenost alela ispitivanih varijanti CYP2C19 gena u razlic¢itim populacijama.

Zastupljenost manje ucestalih alela (%)

Populacija Broj
ispitanika rs12248560 rs4244285 rs4986893 literatura
CYP2C19*17 CYP2C19*2 CYP2C19*3
Srbija 108 20,25 14,81 0 [178, 181]
Svedska 185 20,0 16,0 NA [108]
Norveska 309 22 15,2 NA [182]
Danska 276 20,1 15,0 NA [182]
Holandija 765 13,3 0,2 [183]
678 22,0 13,3 NA [184]
Belgija 121 NA 9,1* 0 [185]
Nemacka 423 25,6 15,2 0 [140]
Rumunija 200 NA 13,7 0 [186]
Italija 360 NA 11,11 0 [187]
Grcka 283 19,61 13,1 0 [188, 189]
Turska 100 NA 13,5 [190]
18 [191]
Rusija 971 27,4 14,0 0,6 [192]
Slovacka 112 NA 16,0 NA [193]
Slovenija 129 NA 15,9 0,4 [194]
Hrvatska 200 NA 15,0 NA [195]
Bosna 81 NA 17,0 NA [196]
Makedonija 184 20,1 14,4 NA [197]
Uapan 265 1,3* 27,9* 12,8 [109]
Koreja 150 0,3* 28* 11 [108]
kineska Dai 193 NA 30,3* 3,4 [198]
kineska Han 400 1,2* 24,7* 3,3 [199]
Fujian Han 1001 0,4* 32,4* 5,8 [200]
Tajland 1051 4,0* 27,0% 6,0 [201]
Mongolija 280 NA 24* a4 [202]
Severna Indija 121 NA 30,0* (0] [203]
Juzna Indija 346 35,1* 1 [204]
58 2,6% [180]
Tamili 112 NA 37,9* 2,2 [205]
Saudijska Arabija 201 25,7 11,2 NA [206]
Iran 180 21,6 13,05 0 [207]
Etiopija 114 NA 14,0 2,0 [208]
Egipat 247 NA 11 0,2 [209]
Amerindian, 183 15,8 10.4 NA [210]
indijanci
Columbija 189 NA 8,7* 0 [211]
Bolivija 778 NA 7,8% 0,1 [212]

NA- podatak nije dostupan, *znacajna razlika u poredenju sa populacijom Srbije p vrednost <0,05
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Kardiovaskularne bolesti su vodeci uzrok smrtnosti u svetu. Prema procenama svetske
zdravstvene organizacije 15,2 miliona ljudi je umrlo od kardiovaskularnih oboljenja tokom 2016.
godine, $to je 26,7% ukupnih smrtnih slu¢ajeva. Od ovog broja, 7,4 miliona osoba je preminulo
kao posledica koronarne sréane bolesti, a 6,7 miliona od mozdanog udara. Najc¢es¢a terapija za
pacijente sa srcanim oboljenjima podrazumeva upotrebu antiagregacione terapije, koja ima za
cilj da smaniji rizike za nastanak ishemijskih dogadaja, tromboembolijskih komplikacija i smrti .

Klopidogrel je antiagregacioni lek koji je, zajedno sa aspirinom, u sklopu dvojne
antitrombocitne terapije, jedan od naj¢eSc¢e pripisivanih lekova. lako klopidogrel ima visoku
efikasnost, jedan od najveéih nedostataka ovog leka je velika interindividualna varijabilnost u
odgovoru pacijenata na terapiju koju je neophodno prevazié¢i. Kod jednog broja pacijenata
klopidogrel ispoljava oslabljeno dejstvo, Sto pacijente izlaze poveéanom riziku od ishemijskih
dogadaja, a time i smrti. Sa druge strane, kod nekih pacijenata klopidogrel ispoljava pojacano
dejstvo, Sto pacijente izlaze riziku od krvarenja [19, 40]. Krvareéi dogadaji su neretko Zivotno
ugrozavajuci, ali mogu voditi i ishemisjkim komplikacijama zbog aktivacije hemostaznog sistema
kao i prekida antiagregacione terapije koja je neophodna u ovim situacijama [75, 213].

Sve ove (Cinjenice ukazuju na znacajnost istrazivanja koja omoguéavaju poboljsanje
protokola za primenu terapije, gde najznacajniji doprinos daje farmakogenetika. Stoga je u
fokusu ove studije bilo ispitivanje doprinosa najvaznijeg farmakogenetic¢kog faktora za terapiju
klopidogrelom - gena CYP2C19 - pojavi krvarenja kao nezeljenog efekta klopidogrela.

Prvi deo ove studije obuhvatio je analizu povezanosti promotorskih varijanti rs12248560
(c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) gena CYP2C19 sa pojavom
krvarenja kao mogucom posledicom pojacanog delovanja klopidogrela. Analiza je sprovedena
kod pacijenata koji su doZiveli infarkt miokarda sa ST elevacijom i bili podvrgnuti PCI.

Drugi deo studije obuhvatio je ispitivanje uticaja varijanti rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) na ADP-indukovanu agregaciju trombocita
kojom je praéen efekat terapije klopidogrelom. Ovaj deo istrazivanja je sproveden u grupi

pacijenata sa stenozom karotidne arterije koji su bili podvrgnuti karotidnoj endarterektomiji.
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Tre¢i deo studije obuhvatao je funkcijsku analizu varijante rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) kroz ispitivanje njenog uticaja na aktivnost promotora gena CYP2C19 u in vitro
uslovima.

Cetvrti deo ove studije posveéen je ekonomskoj isplativosti farmakogeneti¢ki vodene
antiagregacione terapije u Srbiji i obuhvatao je analizu troskova i koristi (eng. cost-benefint
analysis) geneti¢kog testiranja varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) kod pacijenata koji

su prosli perkutanu koronarnu intervenciju i bili na terapiji klopidogrelom.

5.1 Varijante gena CYP2C19 i pojava krvarenja kao klinicka manifestacija

pojacanog delovanja klopidogrela

Prema vazec¢im zdravstvenim propisima i preporukama u Srbiji i svetu, STEMI pacijenti
podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji dobijaju dvojnu antiagregacionu terapiju koju
¢ine aspirin i klopidogrel [11, 54].

Za aktivaciju klopidogrela najve¢im delom odgovoran je enzim CYP2C19 kodiran od
strane istoimenog gena [63]. RazliCite studije su pokazale da pojedinacne nukleotidne varijante
u okviru CYP2C19 gena imaju uticaj na efikasnost i pojavu nezZeljenih efekata tokom terapije
klopidogrelom [96, 103, 118, 129]. Varijante koje imaju najvedi klini¢ki znacaj u kontekstu pojave
ishemisjkih dogadaja su varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) i rs4986893 (c.636G>A;
CYP2C19*3) ¢iji manje ucestali aleli vode stvaranju nefunkcionalnog enzima. Postoje i druge
varijante koje se dovode u vezu sa pojavom ishemijskih dogadaja, ali je ucestalost njihovih
nefunkcionalnih alela niska Sto znacajno smanjuje njihov klini¢ki znacaj. Takode, varijanta
rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) se dovodi u vezu sa pojacanim odgovorom na klopidogrel.

U nasem fokusu bilo je ispitivanje krvarenja, kao jednog od neZeljenih efekata terapije
klopidogrelom. IstraZivanje smo zapoceli analizom varijante rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17), koja je prema nekim studijama povezana sa poveéanim rizikom od krvarenja kod
pacijenata na terapiji klopidogrelom [105-107]. NaSi rezultati su pokazali da ne postoji
povezanost varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i krvarenja BARC>2 kod pacijenata
podvrgnutih PCl koji su bili na dvojnoj antiagregacionoj terapiji. Ovakav rezultat nije

iznenadujuci s obzirom da su literaturni podaci koji se odnose na varijantu rs12248560 (c.-
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806C>T, CYP2C19*17) veoma nekonzistentni. Neke studije pokazuju da je ona povezana sa
povec¢anom ADP-indukovanom agregacijom i rizikom od krvarenja [105, 107, 118, 136], dok
druge navode da ova varijanta nema znacaja u pomenutim procesima [139, 142, 214-217]. Tako
Mega i saradnici [118] u svojoj studiji pokazuju da je alel T ove varijante povezan sa ve¢om
koncentracijom aktivnog metabolita klopidogrela i sa pove¢anom inhibicijom ADP-agregacije
trombocita, ali ne i sa krvarenjem. Harmsze i saradnici [106] u svojoj studiji pokazuju da pacijenti
sa koronarnom arterijskom boleSéu podvrgnuti PCl koji imaju ultra-brz metabolizam
klopidogrela (UM), pokazuju smanjenu reaktivnost trombocita i imaju 2,7 puta vedi rizik od
velikih krvarenja u odnosu na pacijente sa ekstenzivnim metabolizmom (EM). Dalje, oni
pokazuju da pacijenti sa intermedijernim (IM) i oslabljenim metabolizmom klopidogrela (PM)
imaju povecanu reaktivnost trombocita u odnosu na pacijente sa EM, ali im to ne smanjuje rizik
od krvarenja [106]. |z ovoga moZzemo zakljuciti da pacijenti podvrgnuti PCl imaju rizik od
krvarenja koji ne mora biti povezan ni sa klopidogrelom ni sa stepenom ADP-indukovane
agregacije [218].

Jedna od najcesce citiranih studija [105] sa ovom tematikom pokazuje da alel T varijante
rs12248560 znacajno povecava rizik od krvarenja i da je kod homozigotnih nosilaca ovog alela
rizik od krvarenja vedi skoro 4 puta u odnosu na nosioce wt alela. Sibbing i saradnici su u ovoj
studiji za definisanje krvarenja kod pacijenata koristili TIMI (eng. Thrombolysis in Myocardial
Infarction bleeding criteria) kriterijume. TIMI kriterijumi su uvedeni pre oko trideset godina i do
skoro su bili najéesc¢e koriséeni kriterijumi za klasifikaciju krvareéih dogadaja kod pacijenata u
kardiovaskularnim studijama. Ova klasifikacija se uglavnom zasniva na laboratorijskim podacima
0 snizenju hemoglobina i hematokrita i u pocetku je definisanla ’velike’ i ‘male’ krvareée
dogadaje (eng. major i minor bleeding) kod STEMI pacijenata. Klasifikacija je vremenom
prosirena i sada sadrzi Cetiri kategorije: veliko, malo, minimalno i odsustvo krvarenja [219, 220].
Sibbing i saradnici su u svojoj studiji fokusirali samo na kategorije velikog i malog krvarenja.

U naSem istraZzivanju za klasifikaciju pacijenata prema krvarenju koriséeni su BARC
kriterijumi koji predstavljaju najnovije i standardizovane kriterijume, ustanovljene od strane
eksperata koji ¢ine Akademski konzorcijum za istraZivanje krvarenja (eng. Bleeding Academic

Research Consortium-BARC) [76]. Prednost BARC kriterijuma u odnosu na sve ranije klasifikacije
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je Sto uravnotezeno koristi kombinaciju laboratorijskih i klinickih obeleZja za procenu teZine
krvarenja [76]. Razliciti kriterijumi koriS¢eni pri klasifikaciji pacijenata prema krvarenju mogu
biti jedan od glavnih uzroka diskrepance izmedu rezultata nase studije i studije Sibbing i
saradnika.

Meta-analize, takode, izvode razli¢ite zakljucke po pitanju uticaja varijante rs12248560
(c.-806C>T, CYP2C19*17) na klinicke ishode kod pacijenata na terapiji klopidogrelom [94, 95,
97]. Li-Wan-Po i saradnici isti¢u da nosioci alela T ove varijante treba da budu svrstani u grupu
pacijenata sa ekstenzivnim metabolizmom, a ne ultra-brzim [221]. Lewis i saradnici zakljucuju da
varijanta rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) ima vrlo mali, ili uopSte nema uticaj na terapiju
klopidogrelom, a da su do sada pokazane veze posledica toga 5to se ona nalazi u potpunoj
neravnotezZi vezanosti (eng. linkage disequilibrium-LD) sa nefunkcionalnim alelom varijante
rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) [222]. Sumirajuci sve ove studije, i dalje ostaje nerazjasnjeno
da li varijanta rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) ima nezavisan efekat na agregaciju
trombocita pri terapiji klopidogrelom ili je ova veza posledica odustva nefunkcionalnog alela
varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) [182, 223, 224]. Takode, vaieca uputstva za
odredivanje terapije klopidogrelom date od strane Konzorcijuma za implementaciju klinicke
farmakogenetike (eng. Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium) preporucuju
upotrebu iste doze klopidogrela za pacijente koji imaju ekstenzivan i ultra-brz metabolizam
(*1/*1, *1/*17, *17/*17) [114].

U naSem daljem istraZivanju izvrSena je genotipizacija promotorske varijante rs11568732
(c.-889T>G, CYP2C19*20). Analiza ove varijante je pokazala da je ona povezana sa poveéanom
moguénoScu krvarenja BARC>2, i da alel G povecava Sansu za krvarenje oko 4 puta (3,7) kod
STEMI pacijenata koji su podvrgnuti PCl i bili na terapiji klopidogrelom. Povezanost varijante
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) sa krvarenjem nije naruSena ni nakon korekcije za
prisustvo alela A varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2), koji dovodi do sinteze
nefunkcionalnog proteina.

Literaturni podaci o uticaju varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) na klinicke
ishode kod pacijenata na terapiji klopidogrelom ili drugim lekovima ¢iji metabolizam zavisi od

enzima CYP2C19 nisu pronadeni. Alel G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) svrstan

92



DISKUSIJ &

je u haplotip CYP2C19*3B sa alelom A varijante rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3), u okviru

referentne baze podataka o varijantama u okviru gena iz citohrom P450 superfamilije (Prilog A)
[93]. Sekvenciranjem egzona 4 CYP2C19 gena pokazali smo da u populaciji Srbije nijedan
pacijent nije nosilac alela A varijante rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3). Ovaj podatak je veoma
znacajan s obzirom da alel A varijante rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19%*3) dovodi do sinteze
skrac¢enog, nefunkcionalnog enzima CYP2C19 i na taj nadin moZe potpuno ponistiti uticaj bilo
koje varijante locirane u promotoru na ekspresiju gena.

Da bismo utvrdili da li je povezanost varijante rs11568732 i krvarenja uzrokovana
isklju¢ivo ovom pojedinaénom nukleotidnom zamenom proverili smo da li se alel G ove varijante
nalazi u haplotipu sa nekom drugom, funkcijski ve¢ okarakterisanom varijantom, u okviru gena
CYP2C19. Nasledivanje alela ovih varijanti in cis bi moglo da objasni izmenjenu aktivnost enzima.
Rezultati sekvenciranja svih 9 egzona (ukljuujué¢i i okolne delove introna) i 5' i 3'
netranslatirajuéih regiona gena CYP2C19 kod svih heterozigotnih nosilaca alela G varijante
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) i Cetiri nasumicno izabrana wt pacijenata, nije ukazalo na
postojanje vezanog nasledivanja alela G i odredenog alela neke druge funkcionalno opisane
varijante u sekvenciranim regionima.

Medutim, od ukupno 10 varijanti koje su svrstane u haplotip CYP2C19*3B, kod
heterozigotnih nosiocilaca alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) nisu prisutni
manje ucestali aleli 4 varijante iz ovog haplotipa. Medutim, svi ovi pacijenti su heterozigotni
nosioci manje ucestalih alela ostalih pet varijanti rs17884832 (c.169-340T>G), rs7916649 (c.169-
231G>A), rs17879992 (c.481+332T>C), rs7088784 (c.643-205A>G), rs3758581 (c.991 A>G) iz
pomenutog haplotipa. Dodatno, nasumicno izabrani pacijenti koji su homozigoti sa wt alela
varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) su takode homozigoti za wt allele varijanti
rs17884832 (c.169-340T>G), rs7916649 (c.169-231G>A), rs7088784 (c.643-205A>G). Ovakav
rezultat ukazuje da ovih pet alelskih varijanti potencijalno ¢ine nezavisan haplotip, ali za to su
neophodna dalja istraZivanja i eksperimentalne potvrde. Najveéi deo ovih varijanti je lociran u
intronima gena CYP2C19 i o njihovoj funkciji nema objavljenih studija. Jedina egzonska varijanta
je rs3758581 (c.991 A>G, 1331V) koja ne uti¢e na aktivnost enzima [225] i pripada gotovo svim

do sada prijavljenim haplotipovima, ukljuc¢ujuci i CYP2C19*1A koji se smatra wt haplotipom [93].
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Literaturni podaci o varijanti rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) su veoma skromni i

ona se pominje u svega tri studije. U dve studije je data samo ucestalost alela ove varijante [179,
226], dok dr Satyanarayana pored ucestalosti od 10.3% [180] u svojoj drugoj studiji daje procenu

da alel G varijante rs11568732 moZe imati uticaja na aktivnost promotora gena CYP2C19 [227].

5.2 Varijante gena CYP2C19 i ADP-indukovana agregacija

Drugi deo studije obuhvatao je ispitivanje uticaja promotorskih varijanti gena CYP2C19
na ADP-indukovanu agregaciju trombocita kod pacijenata sa stenozom karotida koji su
podvrgnuti karotidnoj endatrerektomiji i bili na terapiji klopidogrelom. Nakon karotidne
endarterektomije pacijenti dobijaju dvojnu antiagregacionu terapiju u vidu aspirina i
klopidogrela [57, 228].

U ovom delu studije, odgovor na terapiju klopidogrelom pracen je primenom multiple
elektrodne agregometrije i specificnog ADP HS testa koji meri aktivnost trombocita preko ADP-
zavisnih P2Y1, receptora. ADP-indukovana agregacija trombocita merena je u Cetiri vremenske
tacke, pre operacije, a zatim 24h, sedmog i tridesetog dana terapije klopidogrelom. Merenja su
pokazala da se ADP-indukovana agregacija trombocita znacajno smanjuje tokom vremena, Sto
daje informaciju o efikasnosti terapije klopidogrelom.

Poredenje vrednosti ADP-zavisne agregacije trombocita sa genotipom pacijenata,
pokazalo je da nema znacajne razlike u agregabiilnosti trombocita izmedu homozigotnih
nosilaca wt alela (C) varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i homozigotnih i
heterotizigotnih nosilaca alela T iste varijante.

Gonzales i saradnici [141] su u studiji o uticaju varijanti u genu CYP2C19 na aktivnost
trombocita kod pacijenata na terapiji klopidogrelom, koji su podvrgnuti ugradnji stenta u
karotidnu arteriju (eng. Carotid Artery Stenting, CAS), pokazali da pacijenti sa ultra-brzim
metabolizmom klopidogrela (homozigotni ili heterozigotni nosioci alela T varijante rs12248560 a
wt za rs4244285, UM) nemaju znacajno drugaciju aktivnost trombocita u poredenju sa
pacijentima sa ekstenzivnim metabolizmom klopidogrela (EM). Takode je pokazano da nema

znacajne razlike ni u procentu inhibicije trombocita izmedu UM i EM pacijenata. Dalje su
pokazali da nosioci alela A varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2), tj. IM i PM imaju

znacajno viSu reaktivnost trombocita i znacajno smanjen stepen inhibicije u odnosu na
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pacijenate sa UM i EM klopidogrela, Sto je u skladu i sa rezultatima dobijenim za pacijente
podvrgnute karotidnoj endarterektomiji na terapiji klopidogrelom [229]. Studija Gonzales i sar.,
je studija sa kojom moZemo porediti rezultate nasSeg istrazivanja, s obzirom da pretragom
literature nismo nasli nijednu studiju koja se bavi uticajem varijante rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17) na terapiju klopidogrelom kod pacijenata podvrgnutih karotidnoj
endarterektomiji. Sa druge strane, pokazano je da su benefiti pacijenata u slucaju obe
procedure gotovo identi¢ni. Ugradnja stenta u karotidnu arteriju donosi nesto vedi rizik od
periproceduralnog S$loga, dok karotidna endarterektomija vodi neSto veéem riziku od
periproceduralnog infarkta miokarda, [230, 231].

Vezu izmedu varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i ADP-indukovane
agregacije trombocita proucavali su i Sibbing i sar. [105], kod pacijenata podvrgnutih PCl na
terapiji klopidogrelom. Njihovi rezultati su pokazali da alel T dovodi do znacajne razlike u
vrednosti ADP-indukovane agregacije, tako da homozigotni nosioci imaju znadajno nizu
aktivnost trombocita od heterozigotnih nosilaca ovog alela, kao i od homozigotnih nosilaca wt
alela C. Oni su takode uocili znac¢ajno nize vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita kod
heterozigotnih nosilaca alela T u poredenju sa homozigotnim nosiocima wt alela. Na osnovu
svoje studije oni zaklju€uju da je alel T varijante rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) nezavisno
od pola, godina, BMI, upotrebe inhibitora protonske pumpe i vrednosti serumskog kreatinina
povezan sa ADP-indukovanom agregacijom. Medutim, kao jedno od ograni¢enja svoje studije
navode pracenje samo jedne geneticke varijante CYP2C19 i pored toga S$to se zna da postoje i
druge varijante koje imaju znacajan efekat na metabolizam klopidogrela. Ovo je veoma vazino
ogranicenje s obzirom da postoje studije koje pokazuju da rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17)
mozZda nema nezavisan uticaj na terapiju klopidogrelom ve¢ je on posledica potpune
neravnoteze vezanosti sa alelom A varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) [222, 224].

Kada je u pitanju varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), rezultati prvog dela
istrazivanja koji su pokazali znacajnu povezanost izmedu rs11568732 i krvarenja (BARC>2),
naveli su nas na pretpostavku o postojanju povezanosti ove varijante i ADP-indukovane
agregaciji trombocita tokom terapije klopidogrelom. Prema nasSim saznanjima, podaci o uticaju

varijante rs11568732 na ADP-zavisnu agregaciju trombocita kod pacijenata na terapiji
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klopidogrelom, za sada ne postoje. Rezultati nase studije su pokazali da ne postoji znadajna
povezanost varijante rs11568732 sa ADP-zavisnom agregacijom trombocita kod pacijenata
podvrgnutih karotidnoj endarterektomiji koji su na terapiji klopidogrelom.

Jedan od najvecih izazova pri proceni odgovora, potencijalnih neZeljenih dejstava i
ishoda terapije klopidogrelom, predstavlja tumacdenje rezultata o aktivnosti trombocita
dobijenih razli¢itim metodama, tj. definisanje grani¢nih vrednosti koje ¢e biti indikatori dobrog,
pojacanog ili oslabljenog odgovora na terapiju [128, 218, 232, 233]. U zavisnosti od nacina na
koji se definiSe grani¢na vrednost za visoku reaktivnost trombocita koja nosi povecan rizik od
velikih nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja, ucestalost bolesnika koji imaju oslabljen odgovor
na terapiju klopidogrelom znacajno varira od 5-44% [70]. lako krvarenje ima znacajan uticaj na
smrtnost PCl pacijenata [213] kao i na ishemijske komplikacije [75], studije se u mnogo manjoj
meri bave rizikom od krvarenja kod pacijenata na dvojnoj antiagregacionoj terapiji. Ucestalost
ukupnih krvarenja kod pacijenata na terapiji klopidogrelom iznosi oko 9% [234], a velikih
krvarenja od 0,5 — 3,6 % [218, 234]. lako ovaj procenat moze izgledati nizak, kada se uzme u
obzir zastupljenost terapije klopidogrelom dolazi se do zakljucka da se radi o velikom broju
pacijenata. Stoga su neophodna dodatna i opseznija istrazivanja koja se bave ispitivanjem
odnosa ADP-indukovane agregacije i rizika od krvarenja. Brojna istrazivanja pokazuju da postoji
veza izmedu niske reaktivnosti trombocita tj. pojacanog odgovora na terapiju klopidogrelom i
krvarenja [71, 166, 235, 236], ali ima studija koje ne pokazuju ovu povezanosti [233, 237].
Osnovne razloge za razliku u zakljuécima ovih studija treba traziti u razli¢itim metodama
merenja ADP-indukovane agregacije, definicije krvareéih dogadaja, kao i odredivanju grani¢nih
vrednosti kojima se definiSu pacijenti sa niskom reaktivnoséu trombocita tj. pojacanim
odgovorom na klopidogrel. Do sada su istrazivaci za odredivanje grani¢nih vrednosti koristili
razliite strategije i to najc¢eSce odredivanje prvog i poslednjeg kvartila/kvintila ADP-zavisne
agregacije da bi odredili pacijente sa pojacanim odnosno snizenim odgovorom na klopidogrel
[149, 238-240] ili preuzimali vrednosti predloZene od strane proizvodaca testova [241].

Sibbing i saradnici [238] su, u prvoj od studija koja se bavi odredivanjem grani¢nih
vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita pomoéu multiple elektrodne agregometrije,

uzeli vrednost prvog kvintila kao gornju granicu za odredivanje pacijenata koji imaju pojacan
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odgovor na klopidogrel. Za njihovu grupu pacijenata ova vrednost iznosila je 124 AU*min i tom
prilikom su pokazali da ne postoji znacajna razlika u pojavi velikih, kao ni malih TIMI krvarenja
kod pacijenata sa pojacanim odgovorom na klopidogrel u odnosu na ostale pacijente. Medutim,
vec u svojoj sledecoj studiji [166] grani¢nu vrednost za pacijente sa poja¢anim odgovorom na
klopidogrel odreduju pomocu analize ROC krive. Tom prilikom ova grani¢na vrednost iznosi 188
AU*min i prema ovoj vrednosti MEA ima i senzitivnost i specificnost od 62%. Primenom ove
grani¢ne vrednosti na ispitivanu grupu pacijenata, dobijaju znacajnu vecu ucestalost pacijenata
sa velikim TIMI krvarenjem u grupi sa poja¢anim odgovorom na klopidogrel u odnosu na ostatak
pacijenata. Sto se ti¢e malih TIMI krvarenja, ni prilikom primene ove grani¢ne vrednosti nije
uocena znacajna razlika izmedu pacijenata sa pojacanim odgovorom na klopidogrel i ostalih
pacijenata [166]. Proizvoda¢ Multiplate aparata i ADP testa, daje grani¢ne vrednosti za visok
rizik od krvarenja i visok rizik od tromboza za PCl direktno preuzete iz studija Sibbing i saradnika
[169].

Jednostavno preuzimanje grani¢nih vrednosti iz drugih studija nije najadekvatniji pristup
jer se aktivnost trombocita menja tokom terapije i rezultati ¢ak i ako su dobijeni identicnom
metodom, ukoliko je vreme uzorkovanja odnosno trajanje terapije klopidogrelom bilo razli¢ito
[241, 242]. JoS jedan od vaznih faktora koji uti¢e na odredivanje grani¢nih vrednosti, jeste i
procedura tj. intervencija kojoj su podvrgnuti pacijenti. Tako na primer, grani¢na vrednost za
povisen rizik od krvarenja kod pacijenata koji su na terapiji klopidogrelom i podvrgnuti su PCl,
prema proizvodacu Multiplate ADP testa jeste ADP-indukovana agregacija od 188 AUxmin, a za
pacijente kojima je radeno karotidno premosc¢avanje (CABG) iznosi 310 AUxmin [169].

Najpravilniji nacin odredivanja grani¢nih vrednosti ADP-indukovane agregacije
trombocita podrazumevao bi analizu ROC krive [150] uz najveéi procenat senzitivnosti i
specificnosti metode koris¢ene za merenje ADP agregacije trombocita za ispitivanu grupu
pacijenata. Klinicki ishodi praceni u nasoj grupi pacijenata bili su mozZdani udar, tranzijentni
ishemijski napad, mortalitet i krvarenje tokom prve godine nakon intervencije. Medutim, u
okviru ove grupe pacijenata nije doSlo do pojave nijednog od pomenutih klini¢kih ishoda u

periodu pracenja, tako da nije bilo moguée analizirati odgovor na terapiju klopidogrelom na
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osnovu klinickih ishoda, kao ni primeniti analizu ROC krive da bi se odredila grani¢na vrednost
ADP-indukovane agregacije za pacijente sa pojacanim odgovorom na klopidogrel.

Da bismo ispitali potencijalnu povezanost ispitivanih promotorskih varijanti sa poviSenim
rizikom od krvarenja, koristili smo tri razliCite grani¢ne vrednosti kako bismo selektovali
pacijenate koji imaju poja¢an odgovor na klopidogrel, a prema tome i poveéan rizik od
krvarenja.

| pored toga $to smo imali podatke o ADP-zavisnoj agregaciji trombocita 24 sata kao i
sedmog i tridesetog dana u toku terapije klopidogrelom, izabrali smo da sve grani¢ne vrednosti
odredimo prema vrednostima ADP-indukovane agregacije trombocita dobijenim 30. dana
terapije klopidogrelom. Vrednost aktivnosti trombocita znacajno se smanjivala tokom trajanja
terapije. Za postizanje stabilnog efekta samog klopidogrela neophodno je da prode minimum 5
do 6 dana od pocetka terapije [58], tako da koriS¢enje merenja od 24h za definisanje grani¢ne
vrednosti nije pogodno. Koris¢enje vrednosti ADP testa dobijenih sedmog dana terapije za
odredivanje grani¢nih vrednosti takode nije pogodno zbog inflamacije, kao i promene bazi¢ne
hemostazne ravnoteze kao posledice hirurske traume [243-245]. Kao reakcija na hirursku
traumu dolazi do inflamacije i porasta vrednosti koagulacionih faktora (vWF, fibrinogen,
inhibitor aktivatora plazminogena). Agregacioni potencijal trombocita raste, ali ne zbog njihovog
kapaciteta za agregaciju preko P2Y1; receptora, veé kao posledica povisenog nivoa koagulacionih
faktora nakon hirurskog zahvata [246]. Pokazano je da poviSen nivo C reaktivnog proteina,
leukocita i fibrinogena vodi povisenoj reaktivnosti trombocita kod pacijenata na hroni¢noj
terapiji klopidogrelom [247]. Zbog toga ¢ak i ako je koncentracija metabolita klopidogrela ista
sedmog i 30. dana, sedmog dana ocekujemo slabiji efekat leka, dok je 30. dana trebalo da bude
vedi, jer se za 30 dana samnjuje inflamacija i organizam se vrada na bazalne vrednosti
koagulacionih proteina. Takode, Campo i saradnici su utvrdili da mera aktivnosti trombocita 30.
dana terapije klopidogrelom ima najbolju prediktivhu moc¢ i za ishemijske nezeljene dogadaje i
za krvarenje nakon PCl [242].

U nasoj studiji, prva grani¢na vrednost je odredena prema vrednosti prvog kvartila ADP-
indukovane agregacije trombocita tridesetog dana terapije klopidogrelom i iznosila je 260,25

AU*min. Prema ovoj grani¢noj vrednosti 27 (25%) pacijenata je svrstano u pacijente sa

98



DISKUSIJ &

pojacanim odgovorom na klopidogrel. Dalja analiza je pokazala da nema znacajne razlike u
ucestalosti alela varijane rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) izmedu pacijenata sa pojacanim
odgovorom na klopidogrel i ostalih pacijenata. Takode, nije uocena ni razlika u ucestalosti alela
varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) izmedu ove dve grupe pacijenata.

Za drugu grani¢nu vrednost uzet je stepen inhibicije trombocita od 70%. IzraCunavanje
stepena inhibicije trombocita metodom MEA podrazumeva raspolaganje podacima o ADP-
zavisnoj agregaciji trombocita pre terapije klopidogrelom, $to predstavlja bazalnu aktivnost, kao
i ADP-zavisne agregacije trombocita nakon odredenog perioda na terapiju klopidogrelom [67], a
najbolje 30. dana terapije [242], Sto je u ovoj studiji i koris¢eno. Prema grani¢noj vrednosti od
70% inhibicije agregacije trombocita 25 (23,1%) pacijenata je imalo pojaan odgovor na
klopidogrel. Poredenjem ucestalosti alela varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), nije uocena znacdajna razlika izmedu pacijenata sa
pojacanim odgovorim na klopidogrel i ostalih pacijenata.

Granicna vrednost od 70% inhibicije agregacije trombocita, merena metodom MEA,
koristi se na Klinici za vaskularnu i endovaskularnu hirurgiju Klinickog Centra Srbije, Univerziteta
u Beogradu u klini¢koj praksi, pa je uzeta kao relevantna za nasu populaciju. Nas osnovu ove
granicne vrednosti, inhibicija agregacije trombocita veca od 70% smatra se rizikom za nastanak
krvarenja tokom terapije klopidogrelom.

Sliénu grani¢nu vrednost od 72% inhibicije agregacije trombocita daju Goh i saradnici
[71] u svojoj studiji sa pacijentima koji su podvrgnuti razlicitim endovaskularnim
neurointerventnim procedurama i bili na terapiji klopidogrelom i aspirinom. Oni su u ovoj studiji
efekat klopidogrela pratili VerifyNow metodom i do grani¢ne vrednosti inhibicije trombocita
povezane sa pojacanim odgovorom na klopidogrel dosli analizom ROC krive. Autori su izracunali,
da ako se za odredivanje pacijenata sa poja¢anim odgovorom na klopidogrel koristi ova granicna
vrednost, postize se dijagnosticki kapacitet za velika TIMI krvarenja sa senzitivnos¢u od 100% i
specificnos¢u od 90.9%. Medutim, kada se u proracune ukljuce i mala TIMI krvarenja grani¢na
vrednost inhibicije trombocita iznosi 53,7%, a prediktivna mo¢ testa znacajno opada, pa
senzitivnost iznosi 70%, a specificnost 75,7%. Autori takode isti¢u da se sa ekstrapolacijom ovih

rezultata mora biti veoma paZljiv zbog malog broja uzoraka i niske ucestalosti krvarecih
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dogadaja, kao i da bi u sledeca istrazivanja trebalo uvrstiti i geneticko testiranje CYP2C19 kako bi
se doslo do zakljucka Sta ima vedi prediktivni znacaj za krvareée dogadaje.

Za treéu grani¢nu vrednost odabrali smo vrednost od 188 AU*min, koju su odredili
Sibbing i saradnici [166]. Takode, proizvoda¢ Multiplate i ADP HS testa je preporucio ovu
vrednost kao vrednost periproceduralne ADP-indukovane agregacije trombocita ispod koje se
ocekuje da pacijenti podvrgnuti PCl imaju poveéan rizik od velikog TIMI krvarenja. Prema ovoj
grani¢noj vrednosti, u nasoj studiji, 15 (13,8%) pacijenata je imalo pojacan odgovor na
klopidogrel. Ulestalosti alela varijanti rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) nisu se znacajno razlikovale izmedu pacijenata sa pojacanim odgovorom
na klopidogrel i ostalih pacijenata. Sibbing i saradnici, su ovu grani¢nu vrednost odredivali u
grupi pacijenata podvrgnutih PCl, koji inade primaju dosta intenzivniju antiagregacionu i
antikoagulantnu terapiju nego pacijenti koji se spremaju za CEA. Dalje, ADP-indukovana
agregacija, kod pacijenata koje u svojoj studiji opisuje Sibbing, merena je oko 2h nakon udarne
doze od 600 mg klopidogrela i pre same PCl, a pacijenti u nasoj studiji su prvu dozu klopidogrela
dobili nakon CEA i to 75 mg/dnevno. Proizvoda¢ ADP HS testa ne daje nikakve granicne
vrednosti koje bi ukazivale na poviSen rizik od krvarenja ili trombotic¢kih dogadaja za pacijente
koji su podvrgnuti CEA, ili nekoj drugoj proceduri koja nije PCl i CABG [248], uprkos tome Sto
literaturni podaci pokazuju da se bazi¢na, ali i reaktivnost trombocita na terapiji klopidogrelom
razlikuju u razli¢itim klini¢kim stanjima [249, 250]. Kako nivo reaktivnosti trombocita ima razlicit
prognosticki znacaj u odnosu na tip i vrstu oboljenja, grani¢ne vrednosti treba identifikovati za
svaku vrstu pacijenata posebno ali i prema metodi koja se koristi za odredivanje ADP-
indukovane agregacije [164, 167, 232, 251].

| pored koriS¢enja razli¢itih granicnih vrednosti za procenu pojatanog odgovora na
terapiju klopidogrelom na osnovu ADP-zavisne agregacije, dobijeni su jednoznacni rezultati
odnosno nije nadena povezanost genotipa CYP2C19 i pojacanog odgovora na lek, to jest
povecdanog rizika od krvarenja. Treba imati u vidu da nismo imali moguénost da odredimo

grani¢nu vrednost na osnovu ROC krive, Sto predstavlja najbolji pristup.
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Ispitivanje uzroka krvareéih dogadaja je znatno teze od ispitivanja ishemijskih dogadaja,
jer su mehanizmi koji dovode do krvarenja veoma raznovrsni i kompleksni. Etiologije
gastrointestinalnog, intrakranijalnog i perioperativhog krvarenja su veoma razli¢ite i uloga
trombocita u njima moZe znadajno da varira. Sa druge strane, ucestalost velikih krvarenja je
znatno niza od ishemijskih dogadaja, pa je za potrebe istrazivanja krvarenja potreban veliki broj
pacijenata. DonoSenje zaklju¢aka na osnovu dosadasnjih istraZivanja dodatno komplikuje
upotreba razli¢itih definicija krvare¢ih dogadaja [218], ali bi to trebalo da bude prevazideno
primenom najnovijih standardizovanih BARC kriterijuma za klasifikaciju krvarenja [76].

Nasa studija je i prvo istrazivanje koje se bavi ispitivanjem veze izmedu varijanti gena
CYP2C19 i krvarenja kod STEMI pacijenata podvrgnutih PCl u Srbiji. Takode, rezultati koji su
dobijeni u nasem istrazivanju predstavljaju prve rezultate o ispitivanju uticaja promotorskih
varijanti gena CYP2C19 na ADP-indukovanu agregaciji trombocita kod pacijenata sa stenozom
karotidih arterija koji su podvrgnuti CEA i bili na terapiji klopidogrelom i aspirinom u Srbiji. Jedan
od vaznih rezultata nase studije je da smo pokazali da se alel G varijante rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) javlja nezavisno od alela A varijante rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3), Sto
ostavlja prostora za njegov nezavisni uticaj na ekspresiju CYP2C19 gena [252]. Takode ovo je
prva studija koja daje informacije o ucestalosti alela varijanti rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2),
rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3), rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17), rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) kod kardiovaskularnih pacijanata u Srbiji.

Treba napomenuti da ova studija ima i nekoliko ograniéenja. Prvo ograni¢enje se odnosi
na veli¢inu ispitivanog uzorka koja moZe uticati na pouzdanost rezultata. Dalje, kod grupe
pacijenata podvrgnutih PCl nije praéena ADP-indukovana agregacija trombocita jer u tom
momentu joS uvek nije bila rutinski primenjivana u ustanovi u kojoj su selektovani pacijenti, sto
je onemogucilo ispitivanje povezanosti ADP-agragacije i krvareéih dogadaja, kao i veze izmedu
agragacije i varijanti gena CYP2C19. Jo$ jedno od ograni¢enja je i nepostojanje ijednog od
klini¢kih ishoda (krvarenje, mozdani udar, TIA, smrt) kod pacijenata sa stenozom karotide tokom
peroda praéenja od godinu dana. Pored navedenog, treba uzeti u obzir da u ovoj studiji nisu bile

razmatrane varijante drugih gena kao $to su ABCB1, CES1, PON1, P2Y12, CYP2C9 i CYP3A4/5
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koje potencijalno mogu uticati na farmakokinetiku i farmakodinamiku, a samim tim i efikasnost

terapije klopidogrelom.
5.3 Funkcijska analiza varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20)

Uzevsi u obzir rezultate studije slucajeva i kontrola (eng. case control study) sprovedene
u prvom delu naSeg istrazivanja koji su ukazali da varijanta rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) moZe imati uticaja na ekspresiju gena, sprovedena su funkcijska ispitivanja ove
varijante.

Uticaj varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) na aktivnost promotora gena
CYP2C19 je testiran in vitro koris¢enjem dualnog luciferaznog eseja. Ispitivana je promotorska
aktivnost regiona gena CYP2C19 duzine 1708bp u kojoj se nalazi varijanta rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20). Na osnovu literaturnih podataka i preliminarnih eksperimenata, za
izvodenje luciferaznog eseja iz laboratorijske kolekcije odabrane su Caco-2 ¢elije.

Merenje luciferazne aktivnosti promotorskih konstrukata u Caco-2 éelijskoj liniji pokazalo
je da nukleotid G na poziciji varijante rs11568732 dovodi do smanjenja promotorske aktivnosti i
to za oko 20%, Sto sugeriSe na funkcionalni znacaj nukleotidne zamene T u G na poziciji
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20). Smanjenje nije bilo dozno zavisno. Ovakav rezultat je u
skladu sa rezultatima Satyanarayana i saradnika [227]. Oni su u svojoj studiji pomocu razlicitih
konstrukata koji sadrie sekvence promotora gena CYP2C19 poreklom iz pacijenata, a
koris¢éenjem luciferaznih eseja, odredivali uticaj pojedinacnih nukleotidnih zamena na aktivnost
promotra. Porededéi aktivnost wt konstrukta, konstrukta koji u sebi sadrzi nukleotidnu zamenu
rs17878739 (c.-1442T>C tj -1439T>C) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) i konstrukta koji u
sebi sadrzi samo zamenu rs17878739 (c.-1442T>C tj. -1439T>C), viSestrukom regresionom
analizom, dosli su do zaklju¢ka da bi nukleotid G varijante rs11568732 mogao da smanji
aktivnost promotora gena CYP2C19 s obziroma da je analiza pokazala statisticki trend (p=0,055).
Takode, prilikom analize mesta vezivanja transkripcionih faktora (TFBS), koriste¢i Matinspektor
bazu podataka, Satyanarayana i saradnici nisu identifikovali nijedan TF koji se vezuje u regionu
varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) [227]. Medutim, Arefayene i saradnici [179],
analizirajuéi 1,8 kb promotorski region CYP2C19 gena u regionu varijante -889T>G, predvidaju

postojanje vezivnog mesta za Hox 1.3 protein (eng. homeo box protein). In silico predikcija
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mesta za vezivanje transkripcionih faktora u nasoj studiji koris¢éenjem ALGGEN Promo programa,
predvidela je mesta za vezivanje nekoliko TF u regionu varijante rs11568732. Program je
pokazao da za progesteronski (PR) i glukokortikoidni (GR) receptor postoji razlika u afinitetu
njihovog vezivanja u zavisnosti koji se nukleotid nalazi na poziciji varijante rs11568732.

Dalja ispitivanja su obuhvatila testiranje uticaja rekombinantnog progesteronskog
receptora (PR) na aktivnost ispitivanih promotrorskih varijanti dualnim luciferaznim esejom. Ovi
eksperimenti su pokazali da rekombinantni PR, na dozno zavisan nacin, utie na povecanje
aktivnosti oba konstrukta, ali da razlika u aktivnosti izmedu konstrukata ostaje identi¢na i iznosi
oko 20%. Ovaj rezultat ukazuje da progesteronski receptor utice na poveéanje promotorske
aktivnosti gena CYP2C19 nezavisno od ispitivane varijante, odnosno da se PR vezuje u
ispitivanom regionu promotora CYP2C19, ali ne na poziciji varijante rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19%*20). Ova pretpostavka je u skladu sa rezultatima predikcije Arefayene i saradnika [179]
da postoji vezivno mesto za PR u regionu od -1676 do -1658 nt uzvodno od start kodona, koji je
obuhvacen i nasim konstruktom (od -1697 do +10). Medutim, joS uvek nema studija koje su
eksperimentalno potvrdile vezivanje PR za promotor gena CYP2C19.

Za razliku od progesteronskog receptora, rekombinantni glukokortikoidni receptor (GR)
nije samostalno uticao na aktivnost ispitivanih konstrukata. Medutim, u kombinaciji sa
deksametazonom doslo je do povecane aktivnosti oba konstrukta. Dobijeni rezultat je skladu sa
rezultatima Chen i saradnika [144] koji su pokazali da GR dovodi do povecanja aktivnosti
promotorskog regiona CYP2C19 (1,9kb) samo u prisustvu deksametazona koji aktivira egzogeni
GR. Takode, autori su pokazali i da deksametazon ne dovodi do povecanja aktivnosti promotora
CYP2C19 u odsustvu egzogenog GR u HepG2 ¢elijama [144], Sto je u skladu sa nasim rezultatima
dobijenim u Caco-2 ¢elijama.

Osim toga, Chen i saradnici su identifikovali i dokazali postojanje mesta vezivanja GR na
poziciji od -1750 do -1736 bp u promotoru gena CYP2C19. Ovaj region nije bio obuhvacen
promotorskim konstruktom koji smo mi koristili (od -1697 do +10 bp), tako da nasi rezultati
ukazuju na postojanje bar jos jednog mesta vezivanja GR u regionu nizvodno od -1736 bp. Po
predikciji to bi moglo biti GRE mesto koje obuhvata varijantu rs11568732 (c.-889T>G,

CYP2C19%*20). Postoji mogucnost da su Chen i saradnici, s obzirom na strategiju koju su koristili ,
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nisu identifikovali dodatna mesta za vezivanje GR. Oni su ispitivali uticaj GR i deksametazona na
promotorske konstrukte od 1,9 i 1,4 kb i na taj nacin pokazali da se GRE nalazi u regionu izmedu
-1,9i-1,4 kb. To su zatim potvrdili analizom aktivnosti predvidene GRE sekvence (od -1750 do -
1736) u prisustvu GR i deksametazona, pri ¢emu je ekspresija reporterskog gena bila veoma
visoka i gotovo potpuno ugasena dodavanjem antagoniste GR receprota. Takode, mutirani GR
elementi nisu pokazali nikakvu aktivnost Sto dodatno potvrduje da deksametazon deluje preko
aktivacije GR [144].

Rezultati naSe studije pokazuju da se relativna razlika u promotorskoj aktivnosti
konstrukata dodatno menja pod uticajem GR i deksametazona. Ta razlika ne iznosi 20% kao u
bazalnim uslovima ili pod uticajem PR, raste i iznosi 31%. S obzirom da aktivirani GR u manjoj
meri povecava aktivnost promotora sa nukleotidom G na poziciji varijante rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) u odnosu na nukleotid T, moZe se pretpostaviti da prisustvo alela G
smanjuje ekspresiju gena CYP2C19 indukovanu aktiviranim GR. Dobijeni rezultati u in vitro
eksperimentima namedu potrebu za daljim analizama ispitivane varijante kojima bi se rasvetlili
mehanizmi i obim uticaja varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) na ekspresiju gena
CYP2C19.

Prema rezultatima analize povezanosti varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) i
krvarec¢ih dogadaja (BARC>2), hipoteza koju smo postavili je da nukleotid G na poziciji varijante
rs11568732 dovodi do povecanja ekspresije gena CYP2C19. Povelanje ekspresije vodi povecanoj
konverziji klopidogrela u aktivni metabolit, $to na kraju rezultira povecanoj inhibiciji agregacije
trombocita i riziku od krvarenja. Medutim, rezultati in vitro eksperimenata pokazuju nukleotid G
na poziciji rs11568732 dovodi do smanjenja promotorske aktivnosti gena CYP2C19 u Caco-2
¢elijama. Postoji vise razloga koji mogu biti uzrok ovog neslaganja. Jedan od najvaznijih jeste
znacajna razlika in vivo i in vitro eksperimentalnim sistemima. Mi smo proucavali izolovani uticaj
jedne nukleotidne zamene na aktivnost promotora u sistemu Caco-2 celija, a krvare¢i dogadaji
su vrlo kompleksni i zavise od niza faktora i opsteg stanja pacijenta [253]. Sa druge strane, kao
Sto je pokazao program za predikciju (Alggen PROMO), na poziciji varijante rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) se mogu vezati i drugi transkripcioni faktori (HNF3, FOXD3), koji bi mogli

voditi drugacijem profilu ekspresije gena. Medutim, njihov uticaj nismo eksperimentalno
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ispitivali jer program nije predvideo razliku u afinitetu vezivanja u zavisnosti od nukleotida
prisustnog na poziciji varijante rs11568732, ali kako je ovo in silico analiza rezultati se moraju
uzeti sa odredenom rezervom. Endogeni nivo iRNK za GR u Caco-2 ¢elijskoj liniji je 17 puta nizi
nego u tkivu jetre, sto moze ukazati na druge endogene faktora koji su dominantniji od GR u
Caco-2 celijama, a takode uti¢u na aktivnost promotora u zavisnosti od varijante rs11568732.
Takode, postoji mogucnost da je varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) u neravnotezi
vezanosti (eng. linkage disequilibrium) sa nekom drugom funkcionalnom varijantom u okviru
gena koji su odgovorni za metabolizam klopidogrela [139] ili pak u samom genu CYP2C19, ali nije
bila detektovana koris¢enim metodoloskim pristupom.

Rezultati dobijeni u asocijativnom delu ove studije kao i u in vitro eksperimentima,
ukazuju na neophodnost daljih istrazivanja usmerenih na analizu i karakterizaciju varijante
rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), kao i utvrdivanje njenog znacaja za pacijente na terapiji
klopidogrelom. Takode, dalje funkcijske analize ove varijante mogle bi doprineti rasvetljavanju
varijabilnosti u odgovoru na terapiju drugim lekovima Cciji metabolizam znacajno zavisi od
enzima CYP2C19. Medu njima se nalaze i lekovi sa veoma Sirokom upotrebom, kao $to su
citalopram, sertralin i amitriptulin koji se koriste u terapiji razli¢itih depresivnih poremedaja,
antifungicidni lek varikonazol, kao i omeprazol i drugi ihnibitori protonske pumpe koji se koriste
u le€enju cira na Zelucu [92, 254].

Detaljnija saznanja o regulaciji ekspresije gena CYP2C19, imala bi znaéaj ne samo na polju
farmakogenetike ve¢ i sa fundamentalnog aspekta. Preciznije informacije o faktorima koji utic¢u
na regulaciju ekspresije, mogli bi da doprinesu boljem sagledavanju uloge gena CYP2C19 u
bazalnim, ali i u izmenjenim fizioloSkim uslovima. Ovo je od posebnog znacaja, s obzirom da je
pokazano da ovaj gen ima vaznu funkciju u razvoju i funkcionisanju mozga [255], kao i druge

endogene funkcije [91, 256].
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5.4 Analiza isplativosti farmakogeneticki vodene terapije klopidogrelom kod

pacijenata podvrgnutih perkutanoj koronarnoj intervenciji u Srbiji

Osim toga Sto se veliki broj studija bavi procenom efikasnosti i klinickog znacaja
farmakogeneticki vodene terapije klopidogrelom [257, 258], poslednjih godina u fokus mnogih
studija dolazi i ekonomski aspekt farmakogenetic¢ki vodene terapije [9, 10, 259-261]. lako je
primarni fokus nasih istrazivanja bio na ispitivanjima uticaja promotorskih varijanti CYP2C19
gena u pogledu pojacanog odgovora na klopidogrel, odlucili smo da u istrazivanja uklju¢imo i
ekonomskom aspekt farmokogeneticki vodene terapije klopidogrelom kod pacijenata
podvrgnutih perkutanoj koronarnoj intervenciji u Srbiji, poSto ovi podaci ne postoje za nasu
populaciju. Ovakvu vrstu analize, veoma je znacajno sprovesti u svakoj zemlji, s obzirom na
varijacije u ucestalosti relevantnih alela u razli¢itim populacijama, lekova koji su dostupni na
trziStu, kao i vidova zdravstvenog osiguranja u odredenoj zemlji.

Nakon uvodenja nove generacije tienopiridinskih antiagregacionih agenasa kao $to su
prasugrel i tikagrelor, za koje studije pokazuju da su efikasniji u sprecavanju neZeljenih
kardiovaskularnih dogadaja nakon PCl [78, 262, 263] i ¢ija efikasnost ne zavisi od genotipa
CYP2C19 [65, 103, 264], postavlja se pitanje isplativosti terapije klopidogrelom sa i bez
geneti¢kog testiranja, naspram upotrebe antiagregacionih lekova nove generacije.

Posto su rezultati ove studije pokazali da promotorska varijanta rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19*17) nema uticaja na efekte klopidogrela, ona nije uzeta u razmatranje prilikom
evaluacije ekonomskog aspekta farmakogeneti¢ki vodene terapije. Takode, u ovom kontekstu,
nije razmatran ni varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20), jer procena njenog klini¢kog
znacaja zahteva dodatna istraZivanja.

Sa druge strane, najveéi broj studija pruza nedvosmislene podatke o povezanosti
varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19%*2) sa nezeljenim kardiovaskularnim dogadajima kod
pacijenata podvrgnutih PCl koji su na terapiji klopidogrelom [96, 265-267], Takode, Konzorcijum
za implementaciju klinicke farmakogenetike daje preporuku za primenu alternativne terapije
(tikagrelor, prasugrel) kod pacijenata koji su PM prema CYP2C19 genotipu [114]. Zbog toga smo
odlucili da u ekonomsku analizu uklju¢imo samo varijantu rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2).
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Prilikom ekonomske analize uzete su u obzir cene koStanja hospitalizacije, vaskularne
operacije, genetickog testiranja i rehabilitacija. Osim ovoga, u model je uklju¢ena i cena
ponovljene PCI, koja je najceS¢e neophodna nakog neZeljenih kardiovaskularnih dogadaja. Kako
su podaci o kosStanju terapije najceSée rasuti i nemaju normalnu raspodelu i odstupaju od
procene statistickih merenja, u ovoj studiji koriss¢ena je Monte Karlo simulacija. Ova simulacija
uzima u obzir probabilisticku prirodu varijabli, pa stoga rezultati mogu biti neznatno drugaciji
kod odredenog seta eksperimenata i ne dovode do produkcije ‘fiksnih rezultata’ u svakom
slucaju, sto je razli¢ito od ‘fiksnih rezultata’ koji se dobijaju klasi¢nim statistickim zakljucivanjem.

Prema osnovnoj postavci modela procenjeno je da strategija koja ukljuCuje geneticko
testiranje pretstavlja isplativiju strategiju i da u proseku donosi ustedu od 13 € po pacijentu u
poredenju sa strategijom da svi pacijenti dobiju klopidogrel nezavisno od genotipa CYP2C19*2.
Ova postavka modela bazirana na pretpostavci da je procenat homozigotnih i heterozigotnih
nosilaca varijante rs4244285 (CYP2C19%*2), koji je utvrden ovom studijom (28,9%), identic¢an i za
ostatak populacije Srbije. Da bi se procenila ekonomska isplativost genetickog testiranja tj.
farmakogeneticki vodenje terapije klopidogrelom uradena je i analiza prelomne tacke koja
pokazuje tacku u kojoj bi troskovi dveju strategija bili izjednaceni u zavisnosti od promene
ucestalosti alela varijante rs4244285 (CYP2C19*2). Analiza je pokazala da bi se u naSem slucaju
prelomna tacka dostigla kada bi procenat homozigotnih i heterozigotnih nosilaca alela A
varijante rs4244285 bio 25%, a daljim smanjenjem ovog procenta strategija ‘A’ koja
podrazumeva odredivanje terapije bez genotipizacije varijante rs4244285 (CYP2C19*2) bi

postala isplativija.

Alternativna terapija za klopidogrel kod pacijenata koji su nosioci alela A varijante
rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) je tikagrelor ili prasugrel i preko 300% je skuplja od
klopidogrela. Prema grubim procenama, terapija klopidogrelom na godisnjem nivou iznosi oko
130 €, a tikagrelorom cak 445 €, Sto Cini razliku u troskovima od oko 300 € po pacijantu na
godinu dana. Sa druge strane terapija tikagrelorom je znacdajno jeftinija u poredenju sa
saniranjem posledica reinfarkta koji su najces¢e posledica neadekvatnog odgovora na terapiju
klopidogrelom. Troskovi posledica reinfarkta obuhvataju ponovnu PCl (1000€), hospitalizaciju

(200 €/dan) kao i rehabilitaciju (12,5 €/dan). Kada se sve ovo sagleda, jasno je da je za pacijenta
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koji su nosioci alela A varijante rs424428 (c.681G>A; CYP2C19*2) upotreba tikagrelora rezultira

usStedom. Sa druge strane, upotreba tikagrelora kod svih pacijenata bila bi losa praksa s obzirom
na veliku razliku u ceni i Cinjenicu da najveéi broj pacijenata dobro odgovara na terapiju
klopidogrelom, kao i da je ucestalost alela A varijante rs424428 (c.681G>A; CYP2C19*2) oko 15%
u populaciji pacijenata iz Srbije. U detaljnu ekonomsku evaluaciju nije bio uklju¢en prasugrel jer
ovaj lek nije registrovan u Srbiji od strane Agencije za lekove i medicinska sredstva. Ovaj
ekonomski model treba posmatrati iskljucivo u okviru Srbije i trenutnih uslova i cena le¢enja PCl
pacijenata na terapiji klopidogrelom.

Pored toga Sto je pokazano da varijanta rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) ima znacajan
uticaj na nivo ADP-zavisne agregacije trombocita i klinicke ishode kod pacijenata na terapiji
klopidogrelom i Sto je svrstana u razli¢ite nacionalne i medunarodne vodice kao varijanta od
koje zavisi izbor antitrombocitne terapije, nas rezultat o finansijskom aspektu ispitivanja ove
varijante je jo$ jedan u ovom nizu razloga koji bi trebao da podrzi i doprinese ubrzavanju
uvodenja farmakogenetike i razvoju personalizovane medicine u oblasti kardiovaskularnih

oboljenja u Srbiji.

5.5 Poredenje ucestalosti alela ispitivanih varijanti u razli¢itim svetskim
populacijama

Zastupljenost manje ucestalih alela varijanti rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19%*2) i
rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) u ispitivanoj grupi pacijenata bila je u saglasnosti sa
odgovaraju¢im uéestalostima prijavljenim u drugim evropskim (Belgija [185], Svedska [108],
Slovenija [194], Italija [187], Gréka [188, 189]), juzno-ameri¢kim (Kolumbija [211], Bolivija [212])
i africkim (Etiopija, Egipat) populacijama. Dalje, ucestalost pomenutih alela se zna¢ajno razlikuje
u poredenju sa azijskim populacijama (Kina [198-200], Japan [109, 226], Koreja [108], Tajland
[201], Indija [203, 204]) Sto je u skladu sa rezultatima dosadasnjih studija koje pokazuju
prisustvo znacajnih razlika u distribuciji i u€estalosti pojedinaénih nukleotidnih varijanti izmedu
evropskih i azijskih populacija[268].

Varijanta rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3) nije detektovana ni kod jednog pacijenta u

nasoj grupi, Sto nije iznenadujude, s obzirom da se ova varijanta predominantno javlja u azijskim
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populacijama, a nije detektovana ni u veéini evropskih zemalja [140, 187, 189] ili ima izuzetno
nisku ucestalost (<1%) [183, 192].

Kao Sto je ve¢ napomenuto, ucestalost varijante alela G rs11568732 (c.-889T>G,
CYP2C19*20) data je samo u tri studije. Arefayene i saradnici [179] prijavili su ucestalost
varijante rs11568732 u od 7,3% kod afro-amarikanaca, 6% kod belaca, a Fukushima-Uesaka i
saradnici [226] nasli su da je ucestalost ovog alela 17,4% u japanskoj populaciji. Znacajna razlika
u ucestalosti pomenute varijante ocekivano se javlja izmedu nase ispitivane grupe i Japanaca.
Medutim, nema razlike u ucestalosti varijante rs11568732 u Srbiji i Juznoj Indiji, Sto je
neocekivano s obzirom da je uo¢ena znacajna razlika u uéestalosti izmedu svih ostalih ispitivanih
varijanti (rs4244285, rs4986893 i rs12248560). Ovakav rezultat bi mogao da bude posledica
malog uzoraka u studiji Dr Satyanarayana Chakradhara Rao i saradnika koji su ovom prilikom
izvrsili genotipizaciju pomenute varijante u svega 56 osoba.

Prema nasim saznanjima ovo je prva studija koja prikazuje ucestalosti alela varijanti
rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19%3), rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i rs11568732 (c.-
889T>G, CYP2C19*20) kod pacijenata podvrgnutih PCI u Srbiji. Zastupljenost alela varijante
rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19%*2) su date u ranijoj studiji [229] i u saglasnosti su sa nasSim
rezultatima.

Informacije o ucestalosti alela odredenih genetickih varijanti u populaciji Srbije su od
velikog znacaja za proces implementacije farmakogenetike i pospeSivanje personalizovane
medicine, jer od njih zavisi koje od varijanti bi trebalo da udu u osnovne panele genetickih

testova za rutinsku primenu.
5.6 Farmakogenetika u svetu i Srbiji

Tokom poslednje dve decenije, farmakogenetika postaje jako znacajno polje istrazivanja
u svetu koje donosi veliki broj novih saznanja. Takode se formiraju brojna tela koja za cilj imaju
da olaksaju i prate implementaciju farmakogenetike u klinicku praksu. Jedna od prvih grupa koja
se bavi sumiranjem istrazivanja vezanih za uticaj genetickih varijanti na efikasnost terapije i
razvojem uputstava za farmakogeneticki zasnovane preporuke o terapiji, osnovana je 2005.
godine i to je Holandska radna grupa za farmakogenetiku (eng. Dutch Pharmacogenetics

Working Group-DPWG). Ova grupa radi i na razvoju kompjuterizovanog sistema za prepisivanje
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lekova koji sadrzi integrisane preporuke za farmakogenetic¢ki vodenu terapiju i na taj nacin
pomaze lekarima i farmaceutima pri odredivanju terapije. DPWG je do 2015. godine dala
uputstva za 80 kombinacija lekova i gena, koji su sastavni deo nacionalne baze podataka i
dostupne svim lekarima i farmaceutima [269, 270]. Kanadska farmakogenomicka mreza za
bezbednost lekova (eng. Canadian Pharmacogenomics Network for Drug Safety-CPNDS) je
farmakogenomski konzorcijum osnovan 2004. godine sa ciliem da razjasni geneticku i
mehanicku osnovu nezZeljenih dejstava lekova i da razvije klinicke farmakogenomske alate koji ¢e
povecati bezbednost i efikasnost lekova koji se koriste u terapiji dece i odraslih. U Japanu je
2009. godine takode osnovan Japan pharmacogenetics data science consortium (JPDSC) koji za
cilj ima formiranje DNK baze podataka koja se koristi za ispitivanje genetickih uzroka nezeljenih
efekata lekova u japanskoj populaciji, a u skladu sa tim i razvojem novih visoko efikasnih i
bezbednih lekova.

Godine 2009. je osnovan Konzorcijum za implementaciju klinicke farmakogenetike (CPIC)
koji se sastoji od eksperata iz oblasti farmakogenetike, farmakogenomike i laboratorijske

medicine (https://cpicpgx.org/) [271]. Zadatak konzorcijuma je da odgovori na potrebu za

veoma specificnim uputstvima za lekare, kako da koriste i interpretiraju farmakogeneticke
testove. Konzorcijum je do sada razvio Sirok okvir za razumevanje tipova i nivoa dokaza koji su
potrebni da se farmakogenetika uvede u klinicku praksu. Ovi dokazi se zasnivaju na naucnoj
pouzdanosti povezanosti neke geneticke varijante i efekata odredenog leka, ozbiljnosti
osnovnog oboljenja, dostupnosti alternativnog doziranja ili alternativnih lekova za pacijente koji
imaju visokorizi¢ne genotipove, zatim dostupnosti laboratorijskih testova za praéenje odgovora
na terapiju. CIPC obezbeduje besplatno dostupna, recenzirana, azurirana i detaljna uputstva za
prevodenje rezultata genetickih testova i njihovu primenu u klinickoj praksi prilikom
prepisivanja odredenih lekova [272].

Svi podaci, rezultati i uputstva dati od strane pomenutih konzorcijuma integrisani su u
jedinstvenu bazu podataka pod nazivom Farmakogenomska baza znanja (eng.
Pharmacogenomics Knowledge Base-PharmGKB) [272]. PharmGKB za sada zadrzi podatke o
uputstvima za terapije sa preko 600 lekova i genskih varijanti relevantnih za njihovu efikasnost i

bezbednost. Baza je dostupna na internetu i omogudéava pretraZivanje podataka po genima,

110


https://cpicpgx.org/

DISKUSIJ &

lekovima, metabolickim putevima. Takode, sadrZi uputstva za odredivanje doze lekova kao i
posebne oznake i upozorenja koja se nalaze na lekovima, a data su od strane relevantnih
agencija za odobravanje i bezbednost lekova (FDA, EMA, FMDA, HCSC).

| pored svega navedenog, jedna od osnovnih prepreka za uvodenje farmakogeneti¢kog
testiranja u rutinsku klinicku praksu je prevodenje rezultata genetickih testova u konkretne
odluke o prepisivanju ili doziranju odredenog leka [273]. Svi farmakogeneticki vodic¢i daju
odredene preporuke, ali je kona¢na odluka uvek na lekarima koji na osnovu geneti¢kog testa, ali
i brojnih drugih klinickih parametara donose odluku o terapiji [114]. Znadajan problem
predstavlja i razlika u klasifikaciji, nomenklaturi kao i preporukama o doziranju lekova od strane
razli¢itih konzorcijuma koje bi u skorijoj buducnosti trebale da budu sinhronizovane [270]. Jo$
jedan od vazinih elemenata jeste i otvorenost lekara za implementaciju farmakogenetike kao i
njihova kontinuirana edukacija u ovom polju. Pored problema vezanih za naucno-istrazivacki
aspekt postoje i brojni eticki, pravni i ekonomski aspekati koje treba reSiti u procesu
implementacije farmakogenetike u klini¢ku praksu [1, 274, 275].

U Srbiji farmakogenetika je joS uvek u povoju, postoji nekoliko naucno-istrazivackih
grupa koje se bave farmakogenetikom [181, 229, 276-279], ali kada je u pitanju implementacija
u klinicku praksu deluje da smo jo$ uvek daleko od najveéeg broja Evropskih zemalja. Nekoliko
bitnih faktora koji usporavaju uvodenje farmakogenetike u rutinsku klinicku praksu jesu
nedostatak resursa, nedostatak informisanosti lekara o svim moguénostima i znacaju
farmakogenetickog testerinja u nasSoj zemlji. Uz ovo dolazi i nedostatak pravne i eticke
regulative vezane za implemetaciju farmakogenetike kao i pitanja pokrivanja troSkova
genetic¢kih testiranja. U Srbiji je u procesu osnivanje Srpskog drustva za farmakogenomiku i
personalizovanu terapiju (eng. Serbian Society of Pharmacogenetics and Personalized Therapy,
SSPT) za koje se nadamo da ¢e pomodi u prevazilazenju pomenutih prepreka kao i pisanju i
azuriranju uputstava za farmakogeneticki vodenu terapiju koja se jednostavno mogu primeniti
od strane lekara u klinickoj praksi. Dodatno, osnivanje jedinstvenog centra koji bi se bavio
genetickim testiranjima umnogome bi doprinelo smanjenju cene genetickog testiranja,

formiranju jedinstvenog sistema informisanja i baza podataka o lekovima i varijantama u genima
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relevantnim za njihovo dejstvo i tako ubrzalo uvodenje farmakogenetike u klinicku praksu u
Srbiji [280].

Rezultati nasih istrazivanja su u skladu sa objavljenim farmakogenetickim studija [178,
181, 229] za gen CYP2C19 i ukazuju da je klinicki i ekonomski opravdano uvesti geneticko
testiranje varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) kod pacijenata u Srbiji. Sa druge strane,
varijanta rs4986893 (c.636G>A; CYP2C19*3) i pored pokazanog klinickog i funkcionalnog znacaja
nije relevantna za geneti¢ko testiranje u populaciji pacijenata iz Srbije jer nije detektovano
prisustvo nefunkcionalnog alela. Kada se radi o varijantama rs12248560 (c.-806C>T,
CYP2C19%*17) i rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) potrebna su dalja i obimnija istrazivanja

kako bi se rasvetlila njihova uloga i potencijalni klinicki znacaj.
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. Analiza povezanosti odabranih promotorskih varijanti gena CYP2C19 sa pojavom
krvarenja kod pacijenata podvrgnutih perkutanoj koronarnoj intervenciji na terapiji
antiagregacionim lekom klopidogrelom pokazala je da:

varijanta rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) nije povezana sa krvarenjem BARC>2;
varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) jeste povezana sa krvarenjam BARC>2 i

da alel G ove varijante poveé¢ava mogucénost krvarenja 4 puta.

Sekvenciranje svih devet egzona gena CYP2C19, okolnih delova introna, kao i 3' UTR i 5'
UTR kod nosilaca alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) pokazalo je da:
u populaciji Srbije alel G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) nije deo
haplotipa CYP2C19*3B i ne nasleduje se vezano sa alelom A varijante rs4986893
(c.636G>A, CYP2C19*3) koja dovodi do formiranja prevremenog stop kodona i tako
sinteze nefunkcionalnog enzima CYP2C19;

alel G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2(C19*20) se ne nasleduje vezano ni sa

jednim alelom neke do sada funkcijski okarakterisane varijante gena CYP2C189.

Ispitivanje povezanosti promotorskih varijanti gena CYP2C19 sa terapisjkim odgovorom
na klopidogrel procenjenim na osnovu ADP-indukovane agregacije trombocita pokazalo
je da:

nema znacajne razlike u vrednostima ADP-indukovane agregacije trombocita medu
pacijentima koji su nosioci alela T varinajte rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) i
homozigotnih nosilaca alela C iste varijante;

nama razlike vrednosti ADP-indukovane agregacije trombocita izmedu homozigotnih i
heterozigornih nosilaca alela G varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) i
homozigotnih nosilaca alela T ove varijante;

varijanta rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) nije povezana sa povisenim rizikom
krvarenja na osnovu tri razli¢ite grani¢ne vrednosti ADP-indukovane agregacije koje

oslikavaju povisen odgovor na klopidogrel, a samim tim i povecan rizik od krvarenja;
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varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) nije povezana sa povisenim rizikom
krvarenja na osnovu tri razli¢ite grani¢ne vrednosti ADP-indukovane agregacije koje

oslikavaju povisen odgovor na klopidogrel.

In vitro analizama varijante rs11568732 (c.-889T>G, CYP2C19*20) u sistemu tranzijentno
transfekovane Caco-2 permanentne ¢elijske linije pokazano je da:

nukleotid G ove varijante dovodi do smanjenja aktivnosti promotora CYP2C19 za 20%;
ekspresija rekombinantnog progesteronskog receptora uti¢e na povecanje promotorske
aktivnosti gena CYP2C19 nezavisno od varijante rs11568732;

ekspresija rekombinantnog glukokortikoidnog receptora u Caco-2 celijama, nakon
aktivacije deksametazonom, dovodi do povecanja razlike izmedu aktivnosti promotora
gena CYP2C19 sa nukleotidom G na poziciji varijante rs11568732 i promotora sa

nukleotidom T i to sa 18% na 31%.

Analiza isplativosti farmakogeneticki vodene terapije klopidogrelom u odnosu na genotip
varijante rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) pokazala se kao strategija ustede u datim

uslovima u Srbiji.

Ucestalosti alela svih detektovanih varijanti u okviru gena CYP2C19 (rs12248560,
rs11568732, rs4244285 i rs4986893) su u skladu sa ucestalostima koje su prijavljenje za

razli¢ite populacije belaca.

. Varijanta rs12248560 (c.-806C>T, CYP2C19*17) nije pouzdan prognosticki faktor za
procenu rizika od krvarenja niti ADP-indukovanu agregaciju kod pacijenata na terapiji

klopidogrelom u Srbiji.

. Varijanta rs11568732 (c.-889T>G, CYP2(C19*20) zahteva dalja istrazivanja da bi se
pouzdano mogla utvrditi njena uloga u krvarenju kod PCl pacijenata na terapiji

klopidogrelom.
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PRILOG A Nomenklatura alela gena CYP2C19 (preuzeto i modifikovano sa www.pharmvar.org/htdocs/archive/index original.htm)

Nukleotidna zamena

Enzimska aktivnost

Alel rs broj cDNK* Efekat na protein In vivo In vitro
(Gen-referenta sekvenca NG_008384.2)

CYP2C19*1A - - Nema efekta normalna normalna

CYP2C19*1B - 99C>T; 991A>G 1331V normalna

CYP2C19*1C - 991A>G 1331V normalna

CYP2C19*2A rs4244285 99C>T; 636G>A; 990C>T; 991A>G naruseno mesto iskrajanja nema
(12662A>G prisutan u svim*2 alelima) RNK; 1331V

CYP2C19*2B rs4244285 99C>T; 276G>C; 636G>A; 990C>T; 991A>G E92D; naruseno mesto iskrajanja | nema
(12662A>G prisutan u svim*2 alelima) RNK; 1331V

CYP2C19*2C rs4244285 99C>T; 481G>C; 636G>A; 990C>T; 991A>G A161P, naruseno mesto nema

(also called (-98T>C ; 19520A>G; 57740C>G;79936T>A; iskrajanja RNK, 1331V

CYP2C19*21) A12122G>A; 12662A>G)

CYP2C19*2D rs4244285 99C>T; 636G>A; 990C>T; 991A>G; 1213G>A naruseno mesto iskrajanja nema
(-98T>C ;12662A>G; 57740C>G) RNK, E405K

CYP2C19*%2E rs4244285 99C>T; 636G>A; 813G>A; 990C>T;991A>G naruseno mesto iskrajanja RNK; nema
(12662A>G prisutan u svim*2 alelima) M2711; 1331V

CYP2C19*2F rs4244285 99C>T; 636G>A; 990C>T; 991A>G;1021G>A naruseno mesto iskrajanja nema
(12662A>G prisutan u svim*2 alelima) RNK; 1331V; D341N

CYP2C19*2G rs4244285 99C>T; 636G>A; 990C>T; 991A>G;1079A>T naruseno mesto iskrajanja nema
(12662A>G prisutan u svim*2 alelima) RNK; 1331V; D360V

CYP2C19*2H rs4244285 99C>T; 636G>A; 990C>T; 991A>G;1186C>G naruseno mesto iskrajanja nema
(12662A>G prisutan u svim*2 alelima) RNK; 1331V; H396D

CYP2C19%*2J rs4244285 99C>T; 636G>A; 990C>T; 991A>G;1261A>C naruseno mesto iskrajanja nema
(12662A>G prisutan u svim*2 alelima) RNK; 1331V; K421Q

CYP2C19*3A rs4986893 636G>A 991A>G; 1251A>C W212X; 1331V nema

CYP2C19*3B rs4986893 636G>A; 991A>G; 1078G>A; 1251A>C W212X; D360N; 1331V nema

(takode (-889T>G; 12013T>G; 12122G>A;

CYP2C19*20)

18911A>G;12306G>A; 13166T>C)
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PRILOZI

CYP2C19*3C rs4986893 407T>A; 636G>A; 991A>G; 1251A>C M136K,W212X; 1331V
CYP2C19*4A rs28399504 1A>G; 99C>T, 991A>G GTG start kodon; 1331V nema
CYP2C19*4B rs28399504 1A>G; 99C>T, 991A>G GTG start kodon; 1331V nema
CYP2C19*5A rs56337013 1297C>T R433W nema nema
CYP2C19*5B rs56337013 99C>T; 991A>G; 1297C>T 1331V; R433W nema
CYP2C19*6 rs72552267 99C>T; 395G>A; 991A>G R132Q; 1331V nema nema
CYP2C19*7 rs72558186 (19294T>A) Splicing defect nema
CYP2C19*8 rs41291156 358T>C W120R nema smenjena
CYP2C19*9 99C>T; 431G>A; 991A>G R144H; 1331V smenjena
CYP2C19*10 99C>T; 680C>T; 991A>G P227L; 1331V smenjena
CYP2C19*11 99C>T; 449G>A; 991A>G R150H; 1331V
(-98T>C i 12662A>G)
449G>A moze biti u vezi sa CYP2C19*'2s’
CYP2C19*12 99C>T; 991A>G; 1473A>C 1331V; X491C; 26 dodatnih nestabilna
aminokiselina
CYP2C19*13 991A>G; 1228C>T I1331V; R410C
CYP2C19*14 50T>C; 99C>T; 991A>G L17P; 1331V
CYP2C19*15 55A>C; 991A>G 119L; 1331V
CYP2C19*16 1324C>T R442C
Prisustvo 681G>A na istom alelu se ne moze
iskljuciti
CYP2C19*17 rs12248560 99C>T; 991A>G 1331V povecana povecana
(-3402C>T; -806C>T) ekspresija transkripcija
CYP2C19*18 99C>T; 986G>A; 991A>G R329H; 1331V
(87106T>C)
CYP2C19*19 99C>T; 151A>G; 991A>G S51G; 1331V
( 87106T>C)
CYP2C19*20 Pogledati CYP2C19*3B
CYP2C19*21 Pogledati CYP2C19*2C
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CYP2C19*22 557G>C; 991A>G R186P; 1331V

CYP2C19*23 99C>T; 271G>C; 991A>G GI1R; 1331V

CYP2C19*24 99C>T; 991A>G; 1004G>A; 1197A>G 1331V; R335Q

CYP2C19*25 99C>T; 991A>G; 1344C>G 1331V; F448L

CYP2C19*26 99C>T; 766G>A; 991A>G D256N; 1331V

CYP2C19*27 991A>G 1331V samnjena
(-1041G>A); ekspresija

CYP2C19*28 55A>C; 991A>G; 1120G>A 119L; 1331V; V374l

(preliminarno) (-2030C>T; -2020C>A; -1439T>C)

CYP2C19*29 83A>T; 99C>T; 991A>G K28l; 1331V

CYP2C19*30 217C>T R73C

CYP2C19*31 99C>T; 232C>T; 991A>G H78Y; 1331V

CYP2C19*32 99C>T; 296A>G; 991A>G H99R; 1331V

CYP2C19*33 99C>T: 562G>A; 991A>G D188N; 1331V

CYP2C19*34 -13G>A; 7C>T; 10T>C P3S; FAL

CYP2C19*35 99C>T: 562G>A; 991A>G naruseno mesto iskrajanja nema

RNK; 1331V
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