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1. UvOD

1.1. Pojam farmakogenetike i farmakogenomike

Farmakogenetika i farmakogenomika znanstvene su discipline Kkoje proucavaju
interindividualne geneticke varijacije uslijed kojih se javljaju razlike u u¢inku terapije lijekovima.
Farmakogenetika najce$ce ispituje jednu ili nekoliko genskih inacica koje utjecu na odgovor
pojedinca na lijek, dok farmakogenomika procjenjuje medudjelovanje vise gena ili cjelokupnog
genoma na ucinak lijeka te na interakcije medu lijekovima kod primjene politerapije (1).
Farmakogenomika se bavi proucavanjem veze izmedu genske predispozicije pojedinca i njegove
sposobnosti metaboliziranja nekog lijeka ili stranog spoja te pomaze razumijevanju zasto neki
bolesnici odgovaraju ili ne odgovaraju na pojedine lijekove. Neki bolesnici trebaju vise, a neki
nize doze za postizanje optimalnog terapijskog odgovora. Kod odredenog broja bolesnika izostaje
odgovor na terapiju, dok ¢e neki imati toksi¢ne nuspojave (2). Interindividualna varijabilnost u
odgovoru na farmakoterapiju jedan je od vode¢ih problema u klinickoj praksi jer moze
uzrokovati neuspjeh terapije ili nuspojave kod pojedinaca ili odredene skupine bolesnika. Svrha
primjene farmakogenetike/farmakogenomike u klinickoj je praksi postizanje Zeljenog povoljnog

ucinka lijeka uz najmanje moguce nuspojave (3).

1.2. Odnos genotipa i metabolickog fenotipa

Farmakogenomika povezuje viSegenski uvjetovan ucinak lijeka s farmakokinetickim i
farmakodinamickim svojstvima njegovog djelovanja (3). Varijabilnost individualnog odgovora
na lijek posljedica je genskih polimorfizama koji mogu utjecati na farmakokinetske parametre
posredovane metaboli¢kim enzimima 1 transportnim proteinima (apsorpcija, dispozicija,
metabolizam, izlucivanje), kao 1 na farmakodinamiku lijjeka odredenu ciljnim molekulama.
su kao glavni izvor farmakokinetskih varijabilnosti. Pronalazak genskih biljega koji sudjeluju u
odgovoru na farmakoterapiju te poznavanje odnosa izmedu genotipa i metabolickog fenotipa
vazni su za procjenu djelotvornosti i sigurnosti lijeka (4).

Na temelju svojstava biotransformacije lijeka jedna ili viSe genskih promjena, polimorfizama,

povezuje se s nekoliko kategorija metabolic¢kih fenotipova (2).



Fenotip normalnog ili brzog metabolizma (engl. extensive metabolizer, EM) predstavlja fizioloski
normalnu biotransformaciju lijeka i pokazuje ocekivani ucinak kod primjene prosjecnih doza
lijeka. Brzi metabolizatori imaju dva potpuno aktivna alela. Ocekivano je da ¢e najveci dio

populacije biti EM.

Fenotip sporog ili slabog metabolizma (engl. poor metabolizer, PM) zbog smanjene ili
nepostojece aktivnosti enzima rezultira nagomilavanjem lijeka-supstrata u organizmu. Fenotip
sporog metabolizatora jest autosomno recesivno svojstvo kod kojeg su mutacije prisutne na
obama alelima. Spori metabolizatori pri prosje¢nim dozama lijeka mogu imati nuspojave zbog
njegove povecane koncentracije u organizmu, a ako spori metabolizator prima prolijek, terapijski

odgovor moze izostati zbog smanjene koncentracije aktivnog metabolita.

Fenotip srednje brzog metabolizma (engl. intermediate metabolizer, IM) moze iskusiti nuspojave
u nesto manjem obimu u odnosu na spore metabolizatore. IM mogu biti homozigoti za oba alela

reducirane aktivnosti ili heterozigoti s jednim aktivnim i jednim inaktivnim alelom.

Fenotip izrazito brzog metabolizma (engl. ultraextensive metabolizer, UEM) autosomno je
dominantno svojstvo koje rezultira ubrzanom razgradnjom lijeka. Kod osoba koje su UEM, pri
primjeni prosjecnih doza moze izostati u¢inkovitost lijeka zbog toga $to nije postignuta terapijska
koncentracija, a u sluc¢aju primjene prolijeka moze do¢i do razvoja nuspojava zbog nastajanja
visih koncentracija aktivnog metabolita. Osobe UEM fenotipa imaju dvije kopije gena povecane

aktivnosti ili vise od dvije kopije aktivnhog odgovornog gena uslijed njegove amplifikacije (2, 3).
1.3. Metabolizam lijekova

Biotransformacija velikog broja endogenih i egzogenih spojeva, ukljucuju¢i i lijekove,
sloZeni je proces kojim ih organizam prevodi u spojeve vece topivosti u vodi, zbog Cega se lakse
izlu€uju. U nekim sluc¢ajevima ukljucen je u aktivaciju prolijekova u aktivne spojeve ili u
pretvorbu lijekova u toksi¢ne metabolite. Vecina lijekova relativno je topiva u lipidima, §to im
omogucava apsorpciju kroz membrane te je smanjenje njihove topivosti u lipidima takoder jedan

od procesa olakSavanja njihove eliminacije.

Metaboli¢ke reakcije dijele se na reakcije 1. i Il. faze. Reakcije I. faze ukljucuju oksidaciju

uglavnom pomocu skupine enzima citokroma P450 (oksidaze mjeSovite funkcije), redukciju,



delaminaciju i hidrolizu. Oni nisu visokoselektivni za supstrate te relativno mali broj izoformi
P450 enzima moze metabolizirati na tisuce lijekova. Sustav P450 ukljucen u I. fazu metabolizma
lijekova obuhvaca enzime CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9, CYP1lA2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2E1l. Oko 75 % lijekova koji se metaboliziraju putem |I. faze
biotransformacije metabolizirano je izoformama CYP3A4/5 ili CYP2D6. Enzimi CYP3A4 i
CYP3A5 odgovorni su za biotransformaciju priblizno 50 % lijekova (4). Fizioloski supstrati te
superobitelji enzima ukljucuju steroide, masne kiseline, prostaglandine, leukotriene 1 biogene
amine, a ksenobiotici ukljucuju lijekove, biljne toksine i toksine iz okolisa. Citokromi uglavnom
kataliziraju reakcije oksidacije, gdje djeluju kao monooksigenaze, oksidaze i peroksidaze, ali
mogu sudjelovati i u redukcijskim reakcijama. lako se enzimi sustava citokroma P450 mogu
prona¢i u gotovo svim tkivima i1 organima, najveée koncentracije enzima ukljucenih U
biotransformaciju nalaze se u membranama endoplazmatskog retikuluma stanica jetre (5).
Ukljuceni su u procese sinteze i razgradnje hormona, sintezu vitamina D, sintezu kolesterola i

metabolizam potencijalno toksi¢nih spojeva (6).

Jetreni P450 enzimi svrstani su unutar triju glavnih genskih obitelji, koje ¢ine CYP1, CYP2 i
CYP3, a u jetri postoji i CYP4 genska obitelj ¢iji su supstrati neke masne kiseline, eikosanoidi i
manji broj ksenobiotika (5). Individualni enzimi kategorizirani su prema sli¢nostima u slijedu
aminokiselina. Svaki je enzim imenovan prema broju obitelji, slovu podobitelji i individualnom
broju enzima te zvjezdicom (*) i brojem za svaku alelnu varijantu (6). Koli¢ina i aktivnost
enzima pokazuje interindividualnu varijabilnost zbog genetickih i vanjskih ¢imbenika. Smanjena
aktivnost enzima moze biti posljedicom genske mutacije koja blokira sintezu enzima ili genske
mutacije koja uzrokuje sintezu kataliticki slabije aktivnog ili inaktivnog enzima, zatim izlaganje
vanjskim ¢imbenicima kao $to su infektivne bolesti ili ksenobiotici koji suprimiraju ekspresiju ili
aktivnost citokroma. Inhibitorno djelovanje jednog lijeka na citokrom P450 mozZe poremetiti
biotransformaciju drugog lijeka, Sto posljedi¢no moze voditi ka pove¢anom farmakoloskom ili
toksicnom djelovanju drugog lijeka. U tom slucaju inhibicija citokroma P450 ima isti u¢inak kao
i geneticki uzrokovana insuficijentna ekspresija citokroma P450. Induciranjem enzima citokroma
P450 jedan lijek moze stimulirati metabolizam drugog i1 tako smanjiti ili povecati njegov

terapijski ucinak.



Alelne varijante koje su posljedica mutacija u divljem genu drugi su izvor interindividualnih
varijabilnosti P450 enzima. Supstitucije aminokiselina mogu povecati ili smanjiti enzimsku
aktivnost, dok vanjski ¢imbenici poput nekih lijekova, hrane, druStvenih navika i bolesti mogu

utjecati na koli¢inu enzima citokroma P450 (5).

Podobitelj CYP3A posebno je vazna jer se preko tih enzima odvija metabolizam vecine lijekova.
Identificirana su cetiri razlicita CYP3A izoenzima: CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 i CYP3A43.
Kod odraslih osoba, izoenzim CYP3A4 nalazi se u jetri i crijevima, dok se CYP3AS5 nalazi i u
prostati i bubrezima. CYP3A7 predominantan je kod novorodencadi, ali se njegova ekspresija
nakon rodenja smanjuje te je njegova uloga u metabolizmu lijekova kod odraslih zanemariva (6).
85 % sekvence gena jednako je genima CYP3A4 i CYP3AS5, tako da im se interakcije koje
ukljucuju supstrate, inhibiciju i indukciju u velikoj mjeri preklapaju. Veéina spojeva koji su
supstrati za enzim CYP3A4 takoder su i metabolizirani enzimom CYP3A5, obi¢no s vecom

katalitickom uc¢inkovito$c¢u (7).

Reakcije 1l. faze biotransformacije sintetske su reakcije adicije (konjugacije) glukuronatne,
acetatne, glutation, glicin, sulfatne i metilne skupine na -OH, -NH2 i -SH funkcionalne skupine
lijeka. Produkti reakcija konjugacije polarni su te su manje topivi u lipidima. Enzimi Il. faze jesu
UDP glukuronoziltransferaza, tiopurin S-metiltransferaza (TPMT), N-acetiltransferaza i
dipirimidin dehidrogenaza (DPYD) (4).

Uz metabolicke enzime 1. i Il. faze , vaznu ulogu u moduliranju bioraspolozivosti te u¢inkovitosti
lijeka Cine transportni proteini koji se jo$ nazivaju Ill. fazom biotransformacije. Polimorfizmi
gena transportnih proteina utjeCu na regulaciju apsorpcije, raspodjele 1 izlu¢ivanja raznih

lijekova, posebice lijekova koji su supstrati transportnih proteina iz superobitelji ABC i SLC (3).
1.4. Primjena farmakogenomike u personaliziranoj medicini

Ciljevi koncepta personalizirane medicine jesu prevencija, §to ranije otkrivanje bolesti i
primjena odgovarajuée farmakoterapije prilagodene pojedincu. Identifikacija genskih

polimorfizama moZe pomo¢i u predvidanju individualnog odgovora pojedinca na primijenjeni

lijek (3).



S ciljem primjene farmakogenomike u personaliziranoj medicini osnovane su brojne strucne
organizacije kao $to su Klini¢ki konzorcij za implementaciju farmakogenomike (engl. Clinical
Pharmacogenetics Implementaton Consortium, CPIC), Nizozemska farmakogeneticka radna
skupina (engl. Dutch Phamacogenetic Working Group, DPWG), Kanadska farmakogenomicka
mreza za sigurnu primjenu lijekova (engl. Canadian Pharmacogenomics Network for Drug
Safety, CPNDS) i dr. Konzorcij CPIC osnovan je u suradnji s opseznom internetskom bazom
podataka o genskim varijacijama i njihovom utjecaju na terapijski odgovor te internetskom

mrezom farmakogenomskih istrazivanja.

Do danas je tako CPIC autorizirao smjernice za 47 kombinacija gena i lijekova za koje se
preporucuje farmakogenetsko testiranje (https://cpicpgx.org/guidelines/), DPWG za 93 para gen-
lijek, CPDS za 8 parova gen-lijek. Sve se te smjernice za doziranje lijekova utemeljene su na
rezultatima znanstvenih istrazivanja, recenzirane su i odredena im je kategorija razine znacajnosti

farmakogenetickog testiranja te kategorija klini¢ke razine dokaza.

Navedene kategorije proizlaze iz jasnih kriterija koji obuhvacaju usporedbu kvalitete provedenih

znanstvenih studija (2, 8).
Prema CPIC-u utemeljene su Cetiri Kategorije preporuka: A, B, C, D (Tablica 1).

Tablica 1. Kategorije preporuka prema CPIC-u (2).

Kategorija Dokazi Preporuke

| genetske informacije o odnosu gen-lijek dobivene
snazni ili umjereni o o Lo
A dokazi farmakogeneti¢kim  testiranjem, treba Koristiti za
okazi
prilagodbu doziranja lijeka (alternativna doza ili lijek)

slabiji i proturje¢ni | genetske informacije o odnosu gen-lijek mogu se koristiti

dokazi za prilagodbu doziranja lijeka
c nema dovoljno
dokaza nema dovoljno dokaza za farmakogeneticko testiranje i ne
5 nema dovoljno postoje preporuke za promjene u propisivanju lijeka
dokaza




PharmGKB razine dokaza gen-lijek svrstava u Sest kategorija: 1A, 1B, 2A, 2B, 3, 4 (Tablica 2.).

Tablica 2. Razine dokaza gen-lijek prema PharmGKB-u (2).

Razina dokaza Preporuke
Prije pocetka terapije traziti geneti¢ko testiranje. Nakon dobivenih rezultata
1A postupiti prema smjernicama relevantnih izvora (PGx ili CPIC).
Preporucuje se traziti geneticko testiranje jer postoje dokazi najmanje jedne
kohortne studije sa statisticki relevantnom znacajnosti. Preporuka se moze
1B koristiti za sve ili samo odredenu podskupinu bolesnika, a klinicka korist
testiranja je vjerojatna.
Geneticko testiranje ne smatra Se nuznim, ali informacija dobivena
2A testiranjem moze biti znaCajna za ucinkovitost lijeCenja, doziranje ili
toksi¢nost kod svih ili kod skupine bolesnika.
Polimorfan gen/protein ukljuc¢en je u metabolizam ili farmakodinamiku
2B lijeka, no postoji mogucnost utjecaju na terapijski odgovor.
3 Nema dostupnih dostatnih informacija za preporuku o farmakogenetskom
4 testiranju.

1.5. Molekularne dijagnosticke metode u farmakogenomici

Za identifikaciju farmakogenetickih polimorfizama koriste se metode molekularne biologije.
Odabir molekularne metode ovisi o cilju i Zeljenoj razini razlu€ivanja rezultata. Za identifikaciju
alelnih varijanti polimorfizama jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP)
najcesce se koristi metoda lanc¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR),
odnosno jedna od varijanti PCR-a — PCR u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR). Moguca je i
primjena standardnog PCR-a uz naknadno uocavanje polimorfizama npr. pomocu gel
elektroforeze i cijepanja DNA restrikcijskim enzimima (engl. restriction fragment length
polymorphism, RFLP) ili pomoéu metode hibridizacije. Skeniranje gena i odredivanje

polimorfnih mjesta moguce je pomoéu MALDI-TOF spektrometrije t¢ DNA ¢ip tehnologije



(engl. microarray), a u primjeni je i sekvenciranje pojedinih egzona ili cijelog gena koji je u

srediStu promatranja.

Farmakogeneticko testiranje velikih panela gena tehnologijom mikrocipova ili sekvenciranja
zasad je znatno skuplje u odnosu na testiranje pojedinacnih ciljanih gena, no zahvaljuju¢i razvoju
tehnologije i stalnom padu cijena velikih platformi sve je izglednija njihova Siroka primjena u
buduénosti. Zasad, zbog ekonomic¢nosti molekularna se analiza farmakogenetickih polimorfizama
u klini¢koj praksi provodi ve¢inom za odredene gene ili manje panele gena, i to za alelne

varijante koje su u odredenoj populaciji najucestalije (2).



2. TRANSPLANTACIJA BUBREGA

Metode lijeCenja zavrSnog stadija oSteCenja bubrega obuhvacaju peritonejsku dijalizu,
hemodijalizu i transplantaciju bubrega. Transplantacija omogucuje najbolju fizi¢ku i psihi¢ku
rehabilitaciju te smanjuje rizik od smrti u odnosu na bolesnike koji se lijece dijalizom. Primatelji
bubreznog presatka neovisni su o dijalizi, imaju slobodu kretanja i mogu se baviti fizickom

aktivnosc¢u te postoji mogucnost povratka na radno mjesto (9).

Transplantacija bubrega postupak je kojim se bubreg darivatelja smjesta u donji dio trbusne
Supljine primatelja tako da se bubrezna arterija i bubrezna vena spajaju na primateljevu veliku
zdjeli¢nu arteriju i venu. Mokra¢ovod transplantata spaja se na mokra¢ni mjehur primatelja (10).
Tretman je izbora kod bolesnika s terminalnim stadijem kroni¢nog bubreznog zatajenja (TBZ).
TBZ najcesée nastaje kao posljedica arterijske hipertenzije ili Se¢erne bolesti, a ostali su uzroci

kroni¢ni glomerulonefritis, policisticna bolest bubrega i kroni¢ni pijelonefritis (10, 11).

Moguci primatelji kandidati za presadivanje moraju dobiti sve potrebne informacije o samoj
metodi, a svoju odluku o prihvacanju ili neprihvaéanju izrazavaju putem obrasca o informiranom
pristanku. Ako bolesnik odluc¢i prihvatiti presadivanje, obavlja se detaljna obrada i procjena s
ciljem prijave na listu ¢ekanja. Bolesnicima koji boluju od teskih kardiovaskularnih bolesti
preporucuje se nastavak lijeCenja dijalizom. Kontraindikacije presadivanju predstavljaju:
proSirena maligna bolest, aktivna infektivna bolest te bilo koja bolest s ofekivanim trajanjem
zivota manjim od dvije godine. U relativne kontraindikacije ubrajaju se infekcija, HIV
pozitivnost, aktivni hepatitis, aktivna ulkusna bolest, periferna okluzivna arterijska bolest,
aktivno konzumiranje opojnih tvari, slabo kontrolirana psihoza i dokazana nesuradljivost
bolesnika (9). Kandidati su najcesée bolesnici Koji su zbog zatajenja bubrega na dijalizi. Kod
bolesnika koji imaju zivog darivatelja dobro je transplantaciju planirati prije nego se zapoc¢ne s
dijalizom (10). Darivatelj moze biti umrla ili Ziva osoba. Zivi darivatelji najées¢e su &lanovi
obitelji bolesnika koji mogu biti krvno srodni ili nesrodni. Darivatelji mogu biti i nesrodne osobe,
ali je vazno da imaju dobru podudarnost tkiva s primateljem. Postoji i mogucénost primanja

bubrega preminulog darivatelja, ali bubrezi zivog darivatelja funkcioniraju bolje i duze (9, 10).



Ako je tkivo bubreznog presatka nepodudarno tkivu primatelja, pokrenut ¢e se imunosna reakcija
odbacivanja presatka koja je posredovana nizom tkivnih antigena, medu kojima najveéi utjecaj
imaju antigeni sustava ABO 1 HLA. Strategija koja se u klinickoj praksi koristi za prevenciju
odbacivanja bubreznog presatka i poboljSanje vjerojatnosti dobrog ishoda presadivanja ukljucuje
imunolosku obradu primatelja i darivatelja bubrega. Imunoloska obrada prije transplantacije
obuhvaca odredivanje krvne grupe i HLA tipizaciju primatelja i darivatelja bubrega, test
autokrizne reakcije i redoviti probir antitijela HLA primatelja bubrega. Neposredno prije

presadivanja provodi se test krizne reakcije te nakon presadivanja bubrega probir antitijela HLA

(9).
2.1. Farmakoterapija bolesnika s presadenim bubregom

Pacijentima koji se podvrgavaju transplantaciji solidnih organa potrebna je doZivotna
imunosupresija kako bi se sprije¢ilo odbacivanje presatka (12). Imunosupresivi su lijekovi ¢ija je
svrha supresija imunoloskih mehanizama, a koriste se u slucajevima reakcija preosjetljivosti,
autoimunih bolesti te reakcija odbacivanja transplantiranog tkiva, tj. organa. Imunosupresivne
tvari Cine razliCite grupe lijekova kao Sto su kortikosteroidi, antimetabolicki antineoplasti¢ni
lijekovi te lijekovi koji djeluju selektivnije na ciljane stanice imunoloskog sustava. Rezultat
djelovanja imunosupresivnih lijekova uklanjanje je T-limfocita, ko¢enje funkcije T-limfocita ili

inhibicija njihovih signalnih puteva (4).

Osim imunosupresiva, primateljima bubreznog presatka ¢esto su potrebni i dodatni lijekovi koji
pomazu boljem ishodu transplantacije: stimulatori eritropoeze, anti-virusni lijekovi,

antidijabetici, antikoagulansi.

S imunosupresivnom terapijom zapocinje se u trenutku transplantacije. NajceS¢e primjenjivani
imunosupresivi u transplantaciji solidnih organa obuhvacaju inhibitore kalcineurina (ciklosporin,

takrolimus), mTOR inhibitore, antimetabolite, antilimfocitna antitijela, protuupalne lijekove (12).

Postoji nekoliko skupina imunosupresivnih lijekova. Prvu skupinu ¢ine kortikosteroidi, a u
imunosupresiji koristi se podskupina glukokortikoida koji na biokemijskoj razini djeluju na
gensku ekspresiju smanjujuci sintezu prostaglandina, leukotriena, citokina i drugih signalnih
molekula koje sudjeluju u imunolo§kom odgovoru. Inhibitori kalcineurina i mTOR-a (engl.

mammalian target of rapamycin) skupina su imunosupresiva koja interferira s T-stanicnom
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funkcijom vezuéi se na imunofiline. U tu skupinu ubrajaju se ciklosporin, takrolimus i sirolimus.
Iduca je skupina imunosupresiva mikofenolat mofetil, lijek koji se brzo pretvara u mikofenolnu
kiselinu koja inhibira inozin monofosfat dehidrogenazu. Medu imunosupresive ubraja se i
talidomid, sedativni lijek koji ima kompleksan u¢inak na imunoloski sustav, ali je poznat i po

svom teratogenom ucinku (4).
2.2. Farmakogenomika u transplantaciji bubrega

Lijekovi koje primatelji presatka primaju nakon transplantacije imaju uski terapijski raspon s
interindividualnom varijabilno$¢u koja se djelomi¢no moze objasniti genetskim odrednicama. Za
neke od lijekova koji se primjenjuju u posttransplantacijskom rezimu propisane su
farmakogeneticke smjernice, a one koje se temelje na najviSoj razini dokaza i ubrajaju se u

najvisu kategoriju preporuke odnose se na azotioprin, vorikonazol i takrolimus.

Azotioprin je antimetabolit za dugotrajno odrzavanje imunosupresivne terapije. Radi se o
prolijeku koji se metabolizira u merkaptopurin koji zatim podlijeze metilaciji do inaktivnih
metabolita uz pomo¢ polimorfne tiopurin-metiltransferaze (TPMT) (11). Enzimi vazni u
metabolizmu azatioprina jesu TPMT i ksantin oksidaza (OX) te se prilikom njihove smanjene
aktivnosti stvaraju toksi¢ni metaboliti. Lijek se nalazi u 1. kategoriji preporuka CPIC-a te u 1A
razini dokaza PharmGKB-a (14). Na aktivnost tiopurin-metiltransferaze utje¢e polimorfizam

gena TPMT. Preporuke za doziranje dostupne su kako bi se ublazili potencijalni toksi¢ni u¢inci.

Vorikonazol je triazolni antifugalni lijek koji je namijenjen primateljima bubreznog presatka 1
kod invazivnih gljiviénih infekcija (11). Lijek djeluje na sintezu ergosterola koji je bitna
sastavnica stanicne membrane gljiva. Vorikonazol ima S$iroku interindividualnu varijabilnost 1
uski terapijski raspon te je potrebno terapijsko praéenje lijeka (engl. therapeutic drug monitoring,
TDM) zbog potencijalnih nezeljenih udinaka na zivéani sustav i hepatotoksi¢nost (15). Za
metabolizam vorikonazola predominantno je odgovoran enzim CYP2C19 ¢iji metabolicki fenotip
ovisi 0 CYP2C9 genotipu (11). Lijek se nalazi u 1. kategoriji dokaza prema CPIC-u i u 1A razini
dokaza PharmGKB-a (14).
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3. TAKROLIMUS

Takrolimus je djelotvorna terapija u prevenciji od odbacivanja presatka organa. Kao
standardna terapija u profilaksi reakcije presatka protiv primatelja (engl. graft-versus-host
disease, GVHD) takrolimus se kombinira s metotreksatom ili mikofenolat mofetilom. Moze se
primijeniti oralno ili intravenski, a poluvrijeme eliminacije takrolimusa nakon intravenske
primjene iznosi 9 — 12 sati. Dnevni rezim doziranja takrolimusa ovisi o tome je li formulacija s

trenutnim ili produljenim oslobadanjem (4).

Klini¢ku uporabu takrolimusa odlikuje njegov uski terapijski raspon, $to znaci da nedovoljna
koncentracija takrolimusa moze dovesti do povecanog rizika od odbacivanja presatka, dok je
prekomjerno doziranje povezano s nezeljenim toksi¢nim uéincima (11). Nezeljeni toksi¢ni uéinci
takrolimusa jesu nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, hiperglikemija, hipertenzija, hiperkalijemija i
gastrointestinalni poremecaji (4). Zato se vrsi rutinsko terapijsko pracenje lijeka te se po potrebi

doza prilagodava. Ograni¢enje takvog pristupa nemoguénost je optimizacije pocetne doze lijeka

(16).

3.1. Mehanizam djelovanja takrolimusa

Takrolimus (FK506) je imunosupresivni makrolidni antibiotik koji produciraju Streptomyces
tsukubaensis. Kemijski nije srodan ciklosporinima, ali ima vrlo slican mehanizam djelovanja.
Oba lijeka vezu se za citoplazmatske peptidil-prolil izomeraze. Mehanizam djelovanja inhibitora
kalcineurina jest inhibicija prijenosa signala unutar stanice, §to posljedi¢no smanjuje proizvodnju
citokina i aktivaciju T-limfocita. Takrolimus se veze za citoplazmatski receptor FK-vezuéi
protein (engl. FK-binding protein, FKBP) koji se ubraja u skupinu imunofilina. Kompleks
takrolimus-FKBP veze se na kalcineurin te time inhibira kalcineurinsku fosfataznu aktivnost.
Rezultat je nemogucnost defosforilacije transkripcijskog ¢imbenika NF-AT (engl. nuclear factor
of activated T cells) specifi¢nog za T-limfocite, ¢ime se onemogucava njegov ulazak u jezgru (4).
Tako takrolimus inhibira ekspresiju nekoliko gena za citokine klju¢ne u aktivaciji T-limfocita
ukljucujuéi interleukin-2 (IL-2) interleukin-4 (IL-4), interferon gamma (IFNy) i cimbenik

nekroze tumora alfa (TNF-a) (17).
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3.2. Metabolizam takrolimusa

Takrolimus se apsorbira iz distalnih dijelova gastrointestinalnog trakta s visokom
varijabilnos¢u bioraspolozivosti u rasponu od 5 — 93 %. Velik broj ¢imbenika modificira njegovu
bioraspolozivost, primjerice visok udio masti u prehrani i dijabetes reduciraju apsorpciju lijeka.
Intestinalni enzimi takoder utjeCu na apsorpciju, a radi se pretezito o CYP3A enzimima preko
kojih se ve¢ u tankom crijevu lijek metabolizira prije nego dospije u cirkulaciju. P-glikoprotein
prisutan u membrani stanica stijenke crijeva aktivno pumpa lijek iz intracelularnog prostora
stanica mukoze natrag u crijevni lumen. Lijek odlikuje mali volumen raspodjele (Vd =1 - 1,5
L/kg) jer se ekstenzivno (99 %) veze za eritrocite i proteine krvne plazme (6). U stanicama jetre i
tankog crijeva dolazi do demetilacije i hidroksilacije takrolimusa pomocu enzima CYP3AS i
CYP3AA4. Takrolimus podlijeze oksidativnom metabolizmu prvenstveno putem CYP3AS5 enzima,
manje preko CYP3A4, koji ga prevodi u AM9 inaktivni metabolit (18).
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4. GEN CYP3AS5

Gen CYP3AS5 smjesten je na dugom kraku 7. kromosoma, na 22. lokusu (chr7 : q22.1 - q22.1)
(19). Gen ima 13 egzona koji kodiraju 502 aminokiseline (20). Tockasta mutacija, supstitucija
adenina gvaninom u egzonu 3 na polozaju 6986 (6986A>G, rs776746), polimorfizam je koji se
oznac¢ava CYP3A5*3, a posljedica mutacije stvaranje je krnjeg proteina bez enzimske aktivnosti

().

qQ22.1

Slika 1. Polozaj gena CYP3A5 na kromosomu. Sliku izradila autorica.

Osim navedene dvije alelne varijante, poznato ih je jo§ 7, ukupno 9. Alelne varijante *6 i *7, isto

kao 1 *3, nemaju funkciju, dok za preostale varijante jo§ uvijek nema mnogo podataka.

Odsutnost funkcionalnog CYP3A5 enzima prisutna je u mnogim populacijama. Kod bjelacke
populacije 80 — 85 % populacije su homozigoti za alelnu varijantu CYP3A5*3 (16). Frekvencije
alelnih varijanti gena CYP3A5 proucavane su u brojnim etnickim skupinama. Tako je ucestalost
funkcionalnog alela CYP3A5*1 najveca u populacijama Afrikanaca (47 %), zatim Azijaca (22 —
28 %) te Europljana (8 — 11 %) (21).
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Adler G. i suradnici proveli su istrazivanje frekvencije varijanti CYP3A5 gena na populaciji
srednje i juzne Europe. U istrazivanju je sudjelovalo 469 zdravih odraslih osoba, a osobe su po
etnickoj pripadnosti bili Bjelorusi, Bosnjaci 1 Poljaci, od kojih je bilo 241 Zena 1 228 muskaraca
prosje¢ne dobi 50,6 godina. Dobivena frekvencija za CYP3A5*3 alelnu varijantu kod Bjelorusa
iznosila je 98,44 %, kod Bosnjaka 97,89 % i kod Poljaka 94,56 %. Frekvencija CYP3A5*1
varijante alela kod Bjelorusa iznosila je 1,56 %, kod Bosnjaka 2,11 % i kod Poljaka 5,44 % (22).

4.1. Utjecaj polimorfizma CYP3A5*3 na farmakokinetiku takrolimusa

Ucinak alelnih varijanti CYP3A5*1 i CYP3A5*3 na farmakokinetiku takrolimusa doveo je do

velikog interesa za primjenu genotipizacije CYP3A5 u svrhu optimizacije doziranja takrolimusa

(6).

Divlji tip, alel CYP3A5*1 povezan je s boljom produkcijom funkcionalnog CYP3A5 enzima i

njegovom vec¢om metabolickom aktivnoscu (2).

Tri su moguce kombinacije alelnih varijanti *1 i *3 u genotipu CYP3AS5 svakoga od nas,
CYP3A5*1/*1, CYP3A5*1/*3 i CYP3A5*3/*3. Genotip CYP3A5*3/*3 ne daje funkcionalni
enzimski produkt, on je neekspresor, odnosno predstavlja fenotip sporog metabolizma (PM).
Genotip CYP3A5*1/*3 je ekspresor i daje fenotip intermedijarnog metabolizma (IM). Genotip
CYP3A5*1/*1 takoder je ekspresor i daje fenotip brzog metabolizma (EM). Genotip
CYP3A5*1/*1 ima znatno bolji Kklirens takrolimusa u odnosu na CYP3A5*1/*3 genotip, dok
genotip CYP3A5*3/*3 ima 48 % nizi klirens pri oralnoj primjeni lijeka u odnosu na CYP3A5

ekspresore (6).

Frekvencija brzih metabolizatora, odnosno genotipa CYP3A5*1/*1 razlikuje se medu etnickim
skupinama. U afro-ameri¢koj populaciji najcesci je brzi metabolicki fenotip s udjelom 45 — 80 %,

dok je najslabije zastupljen u bjelackoj populaciji s frekvencijom od samo 5 — 30 %.

Cini se da je zadrzavanje ekspresije CYP3A5 pod pritiskom evolucijske selekcije u populacijama
koje su blizu ekvatora, a da do gubitka ekspresije dolazi s migracijama dalje od ekvatora. Smatra
se da je taj proces vjerojatno vezan za zadrzavanje natrija u organizmu u toplim klimatskim

uvjetima (23).
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Skupini ekspresora pripada 10 % bjelacke populacije, Sto zna¢i da su oni nositelji alela
CYP3A5*1. Kod takvih pacijenata potrebne su vise doze takrolimusa u odnosu na skupinu
neekspresora koji su nositelji alela CYP3A5*3. Homozigotni nositelji CYP3A5*1/*1 klasificiraju
se kao brzometaboliziraju¢i fenotip (EM), a heterozigotni CYP3A5*1/*3 kao intermedijarni
metabolizatori (IM), te su takvim pacijentima potrebne vise pocetne doze takrolimusa u odnosu
na fenotip sporog metabolizatora CYP3A5*3/*3 koji trebaju standardnu preporuc¢enu dozu.
Terapijski je potrebno pratiti koncentracije takrolimusa za daljnju prilagodbu doze. Prema
smjernicama CPIC-a, s ocjenom najvise klinicke evidencijske razine (A) i stupnja PharmGKB
dokaza (1A) primatelje bubreznog presatka na imunosupresivnom lijeenju takrolimusom
potrebno je farmakogenetski testirati na tockastu mutaciju CYP3A5*3 prije pocetka terapije (2).
Smjernice preporucuju modifikaciju inicijalnog doziranja takrolimusa ovisno o0 genotipu
CYP3A5, odnosno o metabolickom fenotipu. Kod pacijenata koji pokazuju ekspresiju jedne ili
dviju funkcionalnih kopija CYP3A5 gena, tj. za primatelje koji imaju fenotip brzog ili
intermedijarnog metabolizma, smjernice preporucuju pocetnu dozu koja je 1,5 — 2 puta veca od
uobicajene inicijalne doze, ali ne preko 0,3 mg/kg/dan, te svakako daljnje pracenje koncentracije

takrolimusa (11).
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5. ZNACAJ FARMAKOGENETICKOG TESTIRANJA CYP3A5 KOD PRIMATELJA
BUBREZNOG PRESATKA

Presadivanje bubrega znatno poboljSava kvalitetu zivota kod pacijenata sa zavrSnim stadijem
bubreznog zatajenja. Kako ne bi doSlo do odbacivanja presatka, vazna je primjena
imunosupresiva. Takrolimus je imunosupresiv koji se koristi u terapiji protiv odbacivanja
presatka, ali uz uzak terapijski raspon teSko je bez genotipizacije odrediti granicu izmedu
preniske koncentracije koja ¢e uzrokovati odbacivanje presatka i previsoke koja ¢e dovesti do
nezeljenih toksi¢nih ucinaka. Takrolimus se metabolizira putem CYP3A5 enzima. Zbog
interindividualnih varijacija, uskog terapijskog raspona, moguéih toksi¢nih nuspojava ili
odbacivanja presatka, testiranje gena CYP3A5 ima veliki znacaj kod primatelja bubreznog

presatka.

Genetic¢ko testiranje CYP3A5 treba izvesti prije primjene takrolimusa s ciljem optimizacije
pocetne doze terapije takrolimusom. Pocetna korekcija doze takrolimusa prema genotipu

CYP3AS5 utjece na ranije postizanje terapijske koncentracije lijeka.
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6. SAZETAK

Gen CYP3AS5 ima vaznu ulogu u farmakokinetici takrolimusa, lijeka koji se koristi kao
osnovna imunosupresivna terapija za bolesnike koji se podvrgavaju transplantaciji solidnih
organa. Takrolimus je makrolidni antibiotik koji djeluje na principu inhibicije kalcineurinskog
puta prijenosa signala. Cilj imunosupresivnog lijeCenja smanjenje je nezeljenog imunosnog
odgovora, ali ga prate i komplikacije. Pacijenti koji su ekspresori imaju izrazen alel CYP3A5*1 te
trebaju viSu dozu takrolimusa u odnosu na neekspresore koji imaju izrazen alel CYP3A5*3.
Homozigoti CYP3A5*1/*1 i heterozigoti CYP3A5*1/*3 Kklasificiraju se kao brzometabolizirajuéi
fenotip, odnosno intermedijarni metabolizatori. Takvi pacijenti zahtijevaju visu pocetnu dozu
takrolimusa u odnosu na fenotip sporog metabolizatora CYP3A5*3/*3 koji trebaju standardnu
preporucenu dozu. Prema smjernicama CPIC konzorcija, bolesnike na imunosupresivnom
lijeGenju takrolimusom treba farmakogenetski testirati na toc¢kastu mutaciju CYP3A5*3 prije

pocetka terapije.

KLJUCNE RIJECI: CYP3AS5 gen; takrolimus; transplantacija bubrega
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7. SUMMARY

Pharmacogenetic testing of CYP3A5 in optimization of initial tacrolimus dose for kidney

transplant recipients

The CYP3A5 gene plays an important role in the pharmacokinetics of tacrolimus, a drug used
as primary immunosuppressive therapy for patients undergoing solid organ transplantation.
Tacrolimus is a macrolide calcineurin inhibitor. Immunosuppressive therapy is intended to reduce
the unwanted immune response, but also there are side-effects. It is important to minimize
toxicity without risk of GVHD. Patients who are expressors have expressed CYP3A5*1 allele and
need a higher dose of tacrolimus than non-expressors who have CYP3A5*3 allele expressed.
Homozygotes CYP3A5*1/*1 and heterozygotes CYP3A5*1/*3 are classified as a rapidly
metabolizing phenotype or intermediate metabolizers, respectively. These patients require a
higher starting dose of tacrolimus compared to the phenotype of the slow metabolizer
CYP3A5*3/*3, which need a standard dose. According to the guidelines of the CPIC consortium,
patients on immunosuppressive therapy with tacrolimus should be pharmacogenetically tested for
the CYP3A5*3 polymorphism prior to initiating the therapy.

KEY WORDS: CYP3A5 gene; tacrolimus; kidney transplant
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