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1. UvOD

1.1. Farmakogenomika i farmakogenetika

Ucinkovitost lijeka rezultat je medudjelovanja genske predispozicije, bioloskih ¢imbenika
(spol, dob, funkcija jetre i bubrega) i nacina zivota pojedinca (prehrana, pusenje, alkohol,
tjelesna aktivnost itd.). Genske ¢imbenike predstavljaju promjene, polimorfizmi, u genima ¢iji
su produkti (enzimi, receptori, transporteri, ciljne molekule) uklju¢eni u biotranformaciju
lijekova. Istrazivanjem i procjenom djelovanja genskih polimorfizama cijelog genoma na
ucinak lijeka bavi se farmakogenomika dok je predmet proucavanja farmakogenetike veza

izmedu promjene u pojedinim genima i odgovora pacijenta na lijek (1).

Farmakogeneticka testiranja omogucuju lije¢nicima predvidanje odgovora pojedinca na
terapiju lijekom. Na osnovu genotipa dobivenog farmakogenetiCkim testiranjem moze se
procijeniti metabolicki fenotip. Zahvaljujuci farmakogenetickim znanstvenim studijama danas
je poznat odnos izmedu genotipa i metabolickog fenotipa za brojne kombinacije gen-lijek (2).
U klini¢koj su praksi ta saznanja osnova za odabir odgovarajuceg lijeka i odgovarajuce doze

kako bi se postigao optimalan terapijski odgovor bez nezeljenih nuspojava (3).

Primjena farmakogenomike/farmakogenetike u klinickoj praksi jo§ uvijek ne doseze svoj
puni potencijal. Unato¢ raspravama po pitanju isplativosti istie se potreba za
farmakogenetickim testiranjima zbog moguénosti procjene optimalne doze lijeka (4).
Poznavanje farmakogenetickog profila bolesnika omogucava izbjegavanje nezeljenog Stetnog
odgovora na lijek ili izbjegavanje terapije nedjelotvornim lijekovima (5). Edukacija te izrada
jasnih smjernica i preporuka kljuéni su koraci k uspje$noj primjeni farmakogenetike u
klini¢koj praksi (6).

1.2. Genski polimorfizmi

Ukoliko se usporede sekvence genomske DNA dviju osoba, mogu se uoditi varijacije na
razli¢itim mjestima duzinom c¢itavog genoma. U genske polimorfizme ubrajaju se manje
promjene u DNA kao Sto su supstitucije, delecije, insercije te ponavljanja. Ovakve promjene
mogu utjecati na trodimenzionalnu strukturu, ekspresiju i aktivnost proteina kodiranih ovim

genima. Polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single nucleotid polymorphism, SNP) ili

1
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tockaste mutacije najces¢i su oblik genskih polimorfizama (7). Oni nastaju uslijed zamjene
jedne dusi¢ne baze drugom bazom u slijedu genomske DNA pri ¢emu dolazi do nepravilnog
sparivanja nukleotidnih baza, na primjer, gvanina s timinom umjesto citozinom (8). Uslijed
toga, jedna osoba ¢e imati, na primjer, bazu adenin (A) na odredenoj poziciji, dok ¢e druga
osoba imati bazu gvanin (G) na istoj poziciji u genomu (Slika 1.) (7). Teoretski, ukoliko se
takva promjena javlja u barem 1 % ukupne populacije smatra se SNP-om. SNP-ovi pokazuju
Siroku rasprostranjenost u genomu, a mogu se javljati u kodiraju¢im i nekodiraju¢im regijama.
SNP koji se nalaze u kodiraju¢im regijama Kklasificiraju se kao istoznac¢ne, zamjenske ili
besmislene mutacije. Istoznacne mutacije nemaju utjecaja na strukturu i funkciju proteinskog
produkta dok zamjenske mutacije imaju za posljedicu promjenu u strukturi i funkciji produkta
zbog promjene u slijedu aminokiselina u proteinu. Ukoliko zamjenom jednog para nukleotida
drugim nastane STOP kodon, sintetizira se nefunkcionalni proteinski produkt. Budu¢i da su
najcesci izvor genetske razlic¢itosti medu pojedincima, SNP-ovi imaju vaznu ulogu ne samo u
primjeni farmakogenetike nego i u primjeni i razvoju personalizirane/precizne medicine koja
kompleksnim interdisciplinarnim pristupom osim procjene ucinkovitosti farmakoterapije

obuhvaca i prevenciju te dijagnozu bolesti (8).

D@Q’H GeccaAcaTT/clGACT

PAIP]] cccagjcaTTAGACT
Nonp”

Slika 1. Polimorfizam jednog nukleotida (SNP). Sliku izradila autorica.

Za identifikaciju alelnih varijanti gena, koje se sastoje od jednog ili viSe genskih
polimorfizama, koriste se metode molekularne biologije poput lan¢ane reakcije polimerazom
(engl. polymerase chain reaction, PCR), PCR-a u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR),
gel elektroforeza, MALDI-TOF (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of
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Flight) spektrometrije, tehnologije mikro¢ipova (engl. Microarray) i sekvenciranje. Uzorak je
najéeSée puna krv uzorkovana u epruvete s antikoagulansom K-EDTA ili citratom. Uzorci s

heparinom su neprihvatljivi budu¢i da on inhibira PCR reakciju (9).

1.3. Sustav citokroma P450

Metabolizam lijekova odgovoran je za pretvorbu lijekova u spojeve topljive u vodi koji se
lakse izlu€uju, no moze biti odgovoran i za pretvorbu lijekova u aktivne spojeve i toksi¢ne
metabolite. U metabolizmu lijekova razlikujemo reakcije prve i druge faze. Reakcije prve faze
su oksidacija, redukcija i hidroliza. Reakcije druge faze su konjugacijske reakcije:
glukuronidacija, metilacija, sulfacija 1 acetilacija. Veliku veéinu reakcija prve faze kataliziraju
enzimi iz citokrom P450 sustava koji koriste kisik i NADPH kao ko-supstrate. Ti su enzimi
odgovorni za 75 % ukupnog metabolizma lijekova (10).

Ranije studije o metabolizmu lijekova opisivale su NADPH ovisnu oksidaciju razli¢itih
spojeva u mikrosomima jetre, a enzim koji je odgovoran za tu oksidaciju kasnije je opisan kao
molekula koja sadrzi zZeljezo s apsorpcijskim pikom pri 450 nanometara, odnosno citokrom
P450. U pocetku se pretpostavljalo da se radi o jednom enzimu, no pojavili su se dokazi o sve
vecem broju izoformi pa je tako razvijen sustav nomenklature gdje su genetske porodice bile
oznacene rimskim, a kasnije arapskim brojkama, podvrste slovima te pojedinacni geni

arapskim brojkama (Slika 2.) (10).
Obitelj Gen
CYP C
l l — I

Citokrom P450 Podobitelj Alel

Slika 2. Citokrom P450 nomenklatura. Sliku izradila autorica.
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Citokrom P450 enzimi su hemoproteini, u najvecoj koli¢ini prisutni u stanicama jetara i
epitelnim stanicama crijeva te u manjoj koli¢ini u svim drugim tkivima. Nalaze se ve¢inom u
membranama glatke endoplazmatske mrezice 1 imaju klju¢nu ulogu u detoksikaciji
ksenobiotika, stanicnom metabolizmu i homeostazi (11). Budu¢i da prenose elektrone na kisik
1 kataliziraju oksidaciju organskih spojeva, oni pripadaju oksigenazama. Obi¢no su oni
"monooksigenaze" ili "oksigenaze mjeSovite funkcije" (12). CYP enzimi mogu se
transkripcijski aktivirati razliitim ksenobioticima i endogenim supsStratima, putem
mehanizama ovisnih o receptorima. Inhibicija CYP enzima glavni je mehanizam interakcije
lijekova pa tako mnogi kemoterapijski lijekovi mogu uzrokovati interakcije lijekova
zahvaljuju¢i svojoj sposobnosti da inhibiraju ili induciraju CYP enzimski sustav (11).
Najvecu ekspresiju u jetri imaju CYP 3A4, 2C9, 2C8, 2E1 1 1A2. Na ekspresiju svakog CYP-
a utjece kombinacija mehanizama 1 faktora, ukljuéuju¢i genske polimorfizme, indukciju

ksenobioticima, regulaciju citokinima, hormonima kao i ¢imbenike poput dobi i spola (13).

Projektom Humanog genoma identificirano je 57 ljudskih CYP enzima koji su klasificirani
u 18 obitelji i 43 podobitelji na temelju sli¢nosti u sekvenci. Najvazniju ulogu u metabolizmu
lijekova, ksenobiotika i odredenih endogenih molekula imaju CYP obitelji 1, 2 i 3 (14). Za
CYP enzime opisano je vise od 2000 mutacija, a za odredene nukleotidne polimorfizme
utvrdeno je da imaju velik utjecaj na metabolicku aktivnost CYP enzima tako da pojedine
alelne varijante tih polimorfizama uzrokuju jedan od oblika metaboli¢kih fenotipova: spori ili
slabi metabolicki fenotip (engl. poor metabolizer, PM), intermedijarni fenotip (engl.
intermediate metabolizer, IM), normalan ili brzi fenotip (engl. extensive metabolizer, EM) ili

fenotip izrazito brzog metabolizma (engl. ultrarapid metabolizer, UM) (13).

1.4. Gen CYP2C9 i enzim CYP2C9

Enzim CYP2C9 je citokrom P450 koji sudjeluje u prvoj fazi metabolizma lijekova i ima
glavnu ulogu u oksidaciji ksenobiotika i endogenih spojeva (15). Gen CYP2C9 jedan je od
nekoliko CYP2C gena smjestenih na kromosomu 10923.33 (Slika 3.). U regiji veli¢ine 500 kb
nalaze se Cetiri gena rasporedena u redoslijedu CYP2C8-CYP2C9-CYP2C19-CYP2C18. Gen
CYP2C9, kao i ostali geni iz CYP2 obitelji, sastoji se od 9 egzona i 8 introna (16). Primarno
je CYP2C9 eksprimiran u jetri te je njegova razina ekspresije druga najveca po redu medu

CYP izoformama. Samo je enzim CYP3A4 kvantitativno jace izrazen u ljudskoj jetri (15).
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Kratki krak Dugi krak q23_33

I DN D
t

Kromosom 10

CYP2C9

Slika 3. Lokacija CYP2C9 gena na kromosomu 10g23.33. Sliku izradila autorica.

Otkrice rendgenske kristalne strukture enzima CYP2C9 znatno je doprinijelo
razumijevanju odnosa njegove strukture i funkcije. Rendgenska kristalna struktura CYP2C9 u
kompleksu s flurbiprofenom u kataliti¢ki povoljnoj orijentaciji dala je vazan uvid u vezanje
kiselih supstrata, odnosno pokazala je klju¢nu ulogu Argl08 u vezanju flurbiprofena (17).
Nadalje, opisana je i kristalna struktura nevezanog CYP2C9 i CYP2C9 u kompleksu s
varfarinom. Takva struktura dala je uvid u moguce interakcije izmedu CYP2C9 i varfarina te
otkrila novo vezno mjesto Sto je sugeriralo na to da CYP2C9 mozZe istovremeno vezati vise
liganda. Analizom strukture zaklju¢eno je da CYP2C9 moze podleéi alosteriénim

promjenama pri vezanju s varfarinom (15).

CYP2C9 podlijeze inhibiciji Sirokim spektrom lijekova. Neki od njih su opé¢i inhibitori
citokroma P450 poput cimetidina i ketokonazola, ali postoji niz snaznijih i specifi¢nijih
inhibitora koji su korisni u laboratorijskim i klini¢kim ispitivanjima, kao $to je sulfafenazol
koji se koristi za utvrdivanje uloge CYP2C9 u metabolizmu in vitro (17). Ostali inhibitori
ukljucuju flukonazol, vorikonazol i amiodaron. Amiodaron se ¢esto propisuje u kombinaciji s
varfarinom zbog njegovih antiaritmickih uc¢inaka, medutim postoji rizik od interakcije izmedu

ta dva lijeka. Takvi inhibitori nazivaju se selektivnim ili kompetitivnim inhibitorima (18).

CYP2C9 moze se inducirati mehanizmima koji ukljucuju razli¢ite nuklearne receptore,
ukljucujué¢i PXR (engl. pregnane X receptor, PXR), CAR (engl. constitutive androstane
receptor, CAR), glukokortikoidni receptor, estrogenski receptor i receptor vitamina D. PXR
je najbolje okarakteriziran receptor koji moze inducirati CYP2C9. Rifampicin je dobro
poznati ligand ljudskog PXR-a, a drugi ligandi identificirani ubrzo nakon otkrica PXR-a

ukljucuju hiperforin, klotrimazol i nifedipin (17).
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1.4.1. Klinic¢ki znac¢aj polimorfizama CYP2C9

Gen CYP2C9 podlozan je genskim polimorfizmima ¢ija ucestalost uvelike varira medu
razli¢itim etnickim populacijama, a do sada je zabiljezeno 60 alelnih varijanti od kojih su
mnoge pokazale izmjenjene aktivnosti u usporedbi s alelom divljeg tipa, odnosno alelnom
varijantom *1 (19). Dvije alelne varijante, CYP2C9*2 (rs1799853) i CYP2C9*3 (rs1057910)
daju enzime sa znacajno smanjenom aktivno$¢u. Osobe koje su nosioci jednog ili oba od ova
dva alela imaju fenotip sporog metabolizma CYP2C9 supstrata buduci da sporije oksidiraju
lijekove u odnosu na osobe koje imaju alelnu varijantu CYP2C9*1 (20). Alelnu varijantu
CYP2C9*2 Kkarakterizira izmjena 430C>T u egzonu 3 S§to dovodi do supstitucije
aminokiselina Arg144Cys. Alelna varijanta CYP2C9*3 za posljedicu ima izmjenu 1075A>C
u egzonu 7 $to uzrokuje supstituciju aminokiselina lle359Leu u katalitickom mjestu enzima
(16). Ove alelne varijante povezane su sa smanjenom katalitiCkom aktivno$¢u prema nekoliko
supstrata ukljucujuéi varfarin, tolbutamid i losartan (21). Do sada poznati aleli CYP2C9

posljedica su polimorfizama jednog nukleotida (17).

Kumarinski antikoagulansi

Sto se ti¢e klini¢ke znagajnosti CYP2C9 polimorfizama, najbolje je prouéen odnos izmedu
genotipa CYP2C9 i doziranja varfarina (17). Antikoagulansi su u¢inkoviti lijekovi za lijeCenje
1 prevenciju tromboembolijskih poremecaja, a djeluju tako da odrzavaju internacionalni
normalizirani omjer INR (engl. international normalized ratio, INR), mjeru trombotskog
statusa, unutar terapijskog raspona 2-3. Najée$¢e se propisuje varfarin (22). Odabir
odgovaraju¢e doze varfarina Cesto predstavlja izazov zbog njegove nepredvidljive
farmakokinetike 1 farmakodinamike, uskog terapeutskog indeksa i interindividualne
varijabilnosti u odgovoru na standardnu dozu $to moZze dovesti do brzog porasta INR-a. To
rezultira razli¢itim komplikacijama, uglavnom krvarenjem u obliku ekhimoze te
gastrointestinalnog 1ili intrakranijalnog krvarenja. Nizak INR, ispod 2, moze dovesti do
tromboembolije (23). Varfarin se primjenjuje kao racemi¢na smjesa S i R enantiomera. S-
varfarin je 2-5 puta jac¢i od R-varfarina i gotovo se isklju¢ivo metabolizira pomocu enzima
CYP2C9 u jetri. Varfarin djeluje kao antikoagulans inhibiraju¢i kompleks vitamin K
reduktaze (engl. vitamin K epoxid reductase complex subunit 1,VKORCL1) i blokira

regeneraciju reduciranog vitamina K koji je neophodan za aktivaciju specifi¢nih faktora
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koagulacije (24). Za alelne varijante CYP2C9*2 i CYP2C9*3 dokazano je da imaju samo 5-12
% aktivnosti alelne varijante CYP2C9*1 $to dovodi do sporijeg metabolizma varfarina (23).
Pojedinci koji naslijede jednu ili dvije kopije CYP2C9*2 ili CYP2C9*3 izloZeni su vetem
riziku od krvarenja tijekom terapije varfarinom te su im potrebne nize doze 1 potrebno im je

viSe vremena za postizanje stabilnog INR-a (25).

Preparati sulfonilureje

Gliklazid i glimepirid su preparati sulfonilureje koji se koriste u lijeCenju dijabetes
melitusa tipa 2 neovisnog o inzulinu. Enzim CYP2C9 ima vaznu ulogu u metabolizmu i
dispoziciji ovih lijekova. Studije pokazuju da pojedinci koji su nositelji alelnih varijanti
CYP2C9*2 i CYP2C9*3 znatno slabije metaboliziraju preparate sulfonilureje u odnosu na
nositelje alelne varijante CYP2C9*1. U skladu s tim moguce je da su takve osobe sklonije
riziku od nezeljenih reakcija na ove lijekove kao §to su hipoglikemija i alergijske reakcije na

preparate sulfonilureje (26).

Nesteroidni protuupalni lijekovi

Flurbiprofen je nesteroidni protuupalni lijek koji se koristi za lijeCenje osteoartritisa i
reumatoidnog artritisa, a djeluje tako da smanjuje bol 1 upalu. On povecava rizik od
kardiovaskularnih nuspojava poput infarkta miokarda 1 mozdanog wudara, ali 1
gastrointestinalnih nuspojava kao S§to su krvarenje, ulceracija i perforacija, Sto moze biti
smrtonosno. Flurbiprofen se primarno metabolizira putem CYP2C9 do svojeg inaktivnog
metabolita 4'-hidroksilflurbiprofena. Osobe koje imaju smanjenu aktivnost enzima CYP2C9
imaju vedi rizik od nuspojava (27). Diklofenak je takoder nesteroidni protuupalni lijek koji se
metabolizira pomocu enzima CYP2C9 i Cesto se propisuje za lijeCenje artritisa 1 ankilozatnog
spondilitisa. Terapijska upotreba diklofenaka povezana je sa Stetnim posljedicama kao §to su
depresija, kardiovaskularne bolesti, gastrointestinalno krvarenje i hepatotoksi¢nost.
Istrazivanja pokazuju da su alelne varijante CYP2C9*3 i CYP2C9*13 povezane sa

smanjenom unutarnjom eliminacijom diklofenaka (28).



1. Uvod

Fenitoin

Fenitoin je najces¢e koristen antikonvulziv za sprjecavanje epilepti¢nih napadaja. Ima uski
terapeutski indeks te 10-20 % pacijenata dozivi Stetne neuroloske nuspojave poput
nistagmusa, poteskoa u govoru i gubitka ravnoteze (29). Metabolizam fenitoina je
kompleksan. Fenitoin ima nelinearan farmakokineticki profil zbog zasi¢enja oksidacijskog
puta dvama oksidativnim jetrenim enzimima, CYP2C9 i CYP2C19. CYP2C9 metabolizira 90
% fenitoina, dok CYP2C19 metabolizira preostalih 10 %. Genski polimorfizam CYP2C9
moze reducirati metabolizam fenitoina za 25-50 % kod pacijenata koji imaju alelne varijante
CYP2C9*2 i CYP2C9*3 u odnosu na osobe koji su nositelji alelne varijante CYP2C9*1. Te
osobe imaju povecan rizik od nuspojava i povecanja koncentracije fenitoina u krvi kod

primjene uobicajenih dnevnih doza od 5 do 10 mg/kg fenitoina (30).

Valproati

Valproi¢na kiselina jedan je od prvih izbora antiepilepticne terapije i uspjeSno se
primjenjuje u lijeCenju generaliziranih i djelomi¢nih napadaja. Koristi se i u adjuvantnoj
terapiji psihijatrijskih poremecaja poput shizofrenije i bipolarnog poremecaja. Vecina
pacijenata dobro podnosi terapiju, a teSke nuspojave poput supresije koStane srZi,
koagulopatije i hepatotoksi¢nosti su rijetke. Valproi¢na kiselina lijek je niskog terapijskog
raspona. CYP2C9 pokazao se kao glavni katalizator hidroksilacije i desaturacije u
odraslih. Snizena doza preporucuje se za pedijatrijske pacijente s genotipom CYP2C9 *1/*2 i
CYP2C9 *1/*3. Za pedijatrijske pacijente s genotipovima CYP2C9 *2/*2, CYP2C9 *2/*3 i
CYP2C9 *3/*3 preporuca se alternativna antiepilepti¢na terijapija koja ne ukljucuje valproate

zbog njihove smanjene mogucnosti metaboliziranja valproata (31).

Siponimod

Siponimod je oralni selektivni modulator sfingozin 1-fosfatnih receptora (engl.
sphingosine-1 phosphate, S1P) podtipova 1 i 5 koji je razvijen za lije¢enje multiple skleroze.
Siponimod ima velik afinitet prema S1P5 receptorima koji se nalaze na oligodendrocitima u
svim fazama razvoja pa tako ima vaznu ulogu u diferencijaciji i prezivljenju oligodendrocita.

Siponimod je razvijen za lije¢enje multiple skleroze i intracerebralnog krvarenja, a odobren je
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1. Uvod

od strane Americke agencije za hranu i lijekove za lijeenje relapsiraju¢ih formi multiple
skleroze. Siponimod se metabolizira u dvije faze s tim da hidroksilaciju u prvoj fazi katalizira
enzim CYP2C9 (32). Preporucena doza odrzavanja siponimoda za osobe genotipa
CYP2C9*1/*1, *1/*2 i *2/*2 je 2 mg dnevno, a za nositelje genotipa *1/*3 1 *2/*3 1 mg
dnevno. Siponimod je kontraindiciran za nositelje genotipa CYP2C9*3/*3 zbog znatno

povisene razine siponimoda u plazmi (33).



2. Cilj istraZivanja

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

- provesti genotipizaciju farmakogenetickih polimorfizama rs1799853 (*2) i rs1057910 (*3)
gena CYP2C9

- odrediti ucestalost alelnih varijanti 1 genotipova CYP2C9 u populaciji isto¢ne Hrvatske.
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3. Ispitanici i metode

3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj istrazivanja

Rad je osmisljen kao presjecno istrazivanje (34).

3.2. Ispitanici i uzorci

Skupinu ispitanika sacinjavalo je 70 dobrovoljnih davatelja krvi, zdravih nesrodnih
ispitanika opc¢e populacije istocne Hrvatske. Uzorci krvi prikupljani su u periodu od ozujka
2015. do ozujka 2017. godine u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC-a Osijek.
Uzorkovana je puna periferna krv u standardizirane epruvete s antikoagulansom EDTA.
Ispitanici su pisanim putem u obrascu obavijeStenog pristanka dali svoj pristanak za
sudjelovanje u istrazivanju. Ispitanici su bili informirani o svrsi i metodologiji istrazivanja,
povjerljivosti podataka te pravu na informaciju o rezultatima testiranja. Prilikom formiranja
istrazivane skupine nije bilo diskriminacije prema dobi, spolu, etni¢koj pripadnosti ili bilo

kojem drugom Kkriteriju. Rezultati testiranja su anonimnog i agregiranog karaktera.

Za istrazivanje je pribavljeno odobrenje etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
Osijek.

3.3. Metode

3.3.1. lzolacija genomske DNA

Genomska DNA izolirana je iz uzoraka pune periferne krvi ispitanika prema uputama
proizvodaca komercijalnog seta High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Njemacka). Princip je metode da enzim proteinaza K, uz pomo¢
pufera za razgradnju, razgradi proteine stani¢ne membrane i tako omogu¢i izlazak DNA iz

jezgre.
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3. Ispitanici i metode

Materijal: 200 pL uzorka krvi, High Pure PCR Template Preparation set (Slika 4.),

izopropanol, apsolutni etanol, destilirana H,0.

Pribor: mikropipete (volumena do 20 pL, do 200 pL, do 1000 pL), sterilni nekoriSteni
nastavci, plasti¢ne tubice volumena 1,5 mL i 2,0 mL (sterilne, nekoristene), mikrocentrifuga
(2000 — 14200 o/min) s regulacijom temperature, grija¢/shaker za 20 x 2 mL tubice,
zamrzivac (-20 °C), hladnjak (+4 °C), nitrilne rukavice bez pudera.

Postupak: U sterilne tubice od 1,5 mL stavimo 200 pL uzorka krvi, 200 pL pufera za
razgradnju (Binding Buffer) i 40 pL vodene otopine proteinaze K te dobro promijeSamo i
inkubiramo na 70 °C 10 minuta. Zatim se doda 100 pL izopropanola, dobro se promijesa te
tako promijesani sadrzaj izolacijske smjese prebaci u tubicu s filterom koju smo stavili u
kolektor tubicu. Zatim slijedi centrifugiranje pri brzini 8000 x g u trajanju od 1 minute. Zatim
tubicu s filterom premjestimo u novu, Cistu kolektor tubicu i dodajemo 500 puL pufera za
uklanjanje inhibitora (Inhibitor Removal Buffer). Ponovimo centrifugiranje pri brzini 8000 x
g u trajanju od 1 minute. Nakon centrifugiranja tubicu s filterom premjestamo u novu kolektor
tubicu i dodajemo 500 pL pufera za ispiranje (Wash Buffer). Centrifugiramo 1 minutu pri
brzini 8000 x g i zatim ponovimo postupak ispiranja s 500 pL pufera za ispiranje. Ponovno
centrifugiramo 1 minutu pri brzini 8000 x g. Nakon toga ostatke pufera uklanjamo
centrifugom pri brzini 14000 x g u trajanju od 10 sekundi. Nadalje, DNA eluiramo tako da
tubicu s filterom stavimo u nowvu, sterilnu tubicu i dodamo 200 pL elucijskog pufera (Elution
Buffer) kojeg smo prethodno zagrijali na 70 °C i centrifugiramo 1 minutu pri brzini 8000 x g.
Sada sterilna tubica sadrzi eluiranu DNA koju mozemo na krace razdoblje pohraniti na

temperaturi od +2 do +8 °C ili ju skladistimo na temperaturi -20 °C za kasnije analize.
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3. Ispitanici i metode

10 godina

Slika 4. Reagensi potrebni za izolaciju genomske DNA. Fotografirala autorica.

3.3.2. Odredivanje koncentracije i ¢istoée DNA

Da bi se odredila koncentracija i Cistoca DNA, uzorci izolirane DNA analizirani su
spektrofotometrijski. Izmjerena je vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini od 260 nm koja se
koristi za izra¢un koncentracije DNA uzorka. Informacije o tome je li izolirana DNA C¢ista ili
oneciS¢ena saznajemo iz omjera apsorbancije OD,¢,/0D,gq koji bi kod Ciste DNA trebao biti
izmedu 1,8 i 2,0. Povecana vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini od 230 nm ukazuje na
kontaminaciju DNA organskim spojevima i puferskim solima, dok povecana vrijednost

apsorbancije pri valnoj duljini od 280 nm ukazuje na kontaminaciju DNA proteinima.

Materijal: elucijski pufer iz seta za izolaciju DNA, uzorci genomske DNA

Pribor: Spektrofotometar SpectraMax QuickDrop UV-Vis, mikropipeta volumena do 10 pL,

sterilni nekoriSteni nastavci, nitrilne rukavice bez pudera

13



3. Ispitanici i metode

Postupak: Na opticku podlogu spektrofotometra pipetom se nanese volumen od 2 pL uzorka
DNA. Spektrofotometar zatim prikaze vrijednost apsorbancija pri valnim duljinama 230 nm,
260 nm i 280 nm te koncentraciju DNA. Pri prvom mjerenju odredi se vrijednost apsorbancija
za elucijski pufer u kojem su otopljeni uzorci DNA Sto u daljnjim mjerenjima sluzi kao slijepa

proba.

3.3.3. Genotipizacija CYP2C9*2 i CYP2C9*3 metodom real-time PCR

Genotipizacija CYP2C9 alelnih varijanti *1, *2 i *3 provodena je metodom PCR-a u
stvarnom vremenu i analizom krivulje taljenja. Komercijalni set koriSten za genotipizaciju
CYP2C9 sadrzi specifi¢ne pocetnice za amplifikaciju odsje¢aka DNA duljine 374 pb i 180 pb,
specifi¢énu SimpleProbe (HybProbe) oligomernu probu obiljezenu fluoresceinom za detekciju
alela CYP2C9*2 i specificnu probu obiljezenu s fluoroforom LightCycler Red 640 za
detekciju alela CYP2C9*3. Probe se komplementarno vezu na ciljni slijed DNA unutar kojeg

se nalazi odgovarajuci polimorfizam.

Materijal: komercijalni set LightMix CYP2C9*2/*3 (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka),
komercijalni set LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics,
Mannheim, Njemacka), uzorci genomske DNA ispitanika.

Sastav LightMix CYP2C9*2/*3 seta:
PSR (engl. Parameter Specific Reagents) koji sadrzi pocetnice i probe, kontrolne DNA za
CYP2C9*2 i CYP2C9*3

Sastav LightCycler FastStart DNA Master HybProbe seta:
H,0 PCR c¢isto¢e, MgCl,, LC FastStart DNA Master (1a + 1b), FastStart Tag DNA

polimeraza

Pribor: Real-time PCR uredaj LightCycler 1.2 (Roche), PCR kabinet za sterilan rad (Aura
PCR, Bioair Euroclone Division), centrifuga LC Carousel Centrifuge (Roche), short-spin
centrifuga, mikropipete (10 pL, 100 pL, 200 pL, 1000 pL), mikroepruvete PCR ¢istoce |,

kapilare, filter nastavci PCR cistoce, alu folija, nitrilne zastitine rukavice bez pudera.
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3. Ispitanici i metode

Postupak: Potrebno je prvo pripremiti LC FastStart DNA Master Hybprobe i LightMix
CYP2C9*2/*3 setove prema uputama na Slici 5 i 6.

Otopiti 1b
Tubicu s 1a drzati na zagrijavanjem na 30°- Spin down tubice lai
hladnom. 35 °C tijekom 3-5 1b.
minuta.
\

Dodati 60 pL 1b u
tubicu s late — Spin down
promijesati pipetom.

Slika 5. Protokol za pripremu LC FastStart DNA HybProbe seta.

Spin down tubicu s PSR
na 10 000 rpm/min i : Dodati 66 pL vode PCR Inkubirati 20 s na sobnoj
provjeriti nalazi li se cistoce. temperaturi.
pelet na dnu tubice.
Y
Vorteksirati 10 s. — Spin down.

Slika 6. Protokol za pripremu LightMix CYP2C9*2/*3 seta.
Za pripremu PCR reakcijske smjese potrebno je 9 pl Master Miksa po kapilari te 3 pL uzorka

DNA. Ukupan volumen PCR reakcijske smjese iznosi 12 pL. Master Miks priprema se prema

uputi u Tablici 1.
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Tablica 1. Prikaz potrebnih komponenti i volumena za pripremu Master Miksa.

3. Ispitanici i metode

Komponenta

Volumen

H,0 PCR cistoce

5,88 pL x broj uzoraka

MgCl,

0,72 pL x broj uzoraka

PSR

1,20 pL x broj uzoraka

LC FastStart DNA Master

1,20 pL x broj uzoraka

PCR reakcijska smjesa pripremi se u mikroepruveti. Po 12 pL reakcijske smjese razdijeli se u

kapilare koje se smjeste u LC Carousel centrifugu gdje se reakcijska smjesa spusti na dno

kapilara. Zatim se u kapilare stavljaju u real-time PCR uredaj LightyCycler 1.2. Pokrece se

program za real-time PCR i analizu umnozenog produkta DNA koji je prikazan u Tablici 2.

Tablica 2. Program za real-time PCR i analizu umnozenog produkta DNA.

Temperatura | Trajanje Brzina Korak
°C) (hh:mm:ss) grijanja/hladenja
(°Cl/s)
95 00:10:00 20 Denaturacija
95 00:00:05 20 Amplifikacija
60 00:00:10 20
72 00:00:15 20
95 00:00:20 20 Krivulja taljenja
40 00:00:20 20
85 00:00:00 0.2
40 00:00:30 20 Hladenje
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3. Ispitanici i metode

3.3.4. Analiza krivulja taljenja

Za analizu rezultata odabere se opcija kompenzacije boje. Podaci za CYP2C9*3 ocitavaju
se na kanalu 640, za CYP2C9*2 na kanalu 530 te za CYP2C9*1 na oba kanala (530 i 640).
Tocka taljenja za CYP2C9*2 je pri 50 °C (530), za CYP2C9*3 tocka taljenja je pri 59 °C
(640) dok su tocke taljenja za CYP2C*1 na 59 °C (530) i 49 °C (640). Dopustena su
odstupanja temperature taljenja do £ 2,5 °C s tim da razlika (ATm) izmedu temperatura
taljenja na kanalu 530 treba biti 9 °C, a 10 °C na kanalu 640. Negativna kontrola ne pokazuje

signal. Dobiveni rezultati interpretiraju se na nacin prikazan u Tablici 3.

Tablica 3. Interpretacija rezultata genotipizacije CYP2C9.

*2 (530) *3 (640) CYP2C9 aleli Metabolicki

Tm (°C) Tm (°C) fenotip

- 59 49 - *1/*1 (divlji tip) | Brzi

50 59 49 - *1/*2 Intermedijarni

- 59 49 59 *1/*3 Intermedijarni

50 - 49 - *2/*2 Spori

- 59 - 59 *3/*3 Spori

50 59 49 59 *2/*3 Spori

50 - 49 59 *2/dupla Spori
mutacija

50 - - 59 Nikad uoceno Spori

- - - - PCR greska Ponoviti test

ATm9°C ATm10°C
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3. Ispitanici i metode

3.3.5. Statisticka obrada podataka

Ucestalost alelnih varijanti gena CYP2C9 odredena je direktnim brojanjem. Deskriptivna
statistika rezultata ucinjena je s obzirom na grupiranje prema dobi i spolu ispitanika uz
uporabu programa Microsoft Excel 2019. Razlike u frekvenciji alelnih varijanti i genotipa
izmedu ispitivane skupine 1 drugih populacija ispitane su uporabom Fischerovog egzaktnog
testa. Za statisticku analizu koriSten je statisticki program MedCalc Statistical Software
verzija 19.4.0 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2020)
Usporedba raspodijele alela i genotipa izmedu populacijskih skupina opisana je omjerom
izgleda (engl. odds ratio, OR) i 95 %-tnim intervalom pouzdanosti (95 % CI, engl. confidence

interval) s razinom znacajnosti P < 0,05.
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4. Rezultati

4. REZULTATI

4.1. Analiza rezultata genotipizacije CYP2C9*2 i CYP2C9*3

Zadovoljeni su uvjeti za analizu krivulje taljenja buduc¢i da odstupanja Tm nisu bila veca
od + 2,5 °C i razlike ATm na svakom kanalu su bile u okviru dopustenog odstupanja. Na Slici

7. prikazan je primjer ocitanja rezultata na kanalu 530 za odredivanje prisustva alelne
varijante CYP2C9*2.

Melting Curves
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Slika 7. Ocitanje rezultata na kanalu 530 za uzorke 40-44 uz prisustvo

negativne kontrole (NC) i pozitivne kontrole (alel *2).
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4. Rezultati

Na Slici 8. prikazano je ocitanje rezultata na kanalu 640 za odredivanje prisustva alelne
varijante CYP2C9*3.

Melting Curves
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Slika 8. Ocitanje rezultata na kanalu 640 za uzorke 40-44 uz prisustvo negativne

kontrole (NC) i pozitivne kontrole (alel *3).

Na slikama 7. 1 8. ,Melting Curves* prikazuje promjenu fluorescencije u ovisnosti o
temperaturi pri ¢emu nagli pad fluorescencije oznacava temperaturu taljenja (Tm). ,,Melting
Peaks* daje prikaz promjene negativne derivacije fluorescencije u ovisnosti o temperaturi

koja se na mjestima naglog pada fluorescencije ocituje kao skok (peak).
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4. Rezultati

4.2.Raspodjela ispitanika po dobi i spolu
Ispitivana skupina sastojala se od ukupno 70 dobrovoljnih darivatelja krvi koji
predstavljaju populaciju isto¢ne Hrvatske, od kojih je muskaraca 56 (80 %) i zena 14 (20 %)

(Tablica 4).

Tablica 4. Raspodjela ispitanika po dobi i spolu.

Broj ispitanika 70

N«

Spol M

Broj (%) 56 (80) 14 (20)

Dob (godine) 43,57 (10,58) 41,43 (10,38)

Aritmeti¢ka

sredina

(standardna 43,14 (10,50)

devijacija)

4.3. Raspodjela genotipova i ucestalost alelnih varijanti CYP2C9 u populaciji
isto¢ne Hrvatske

Raspodjela genotipova i ucestalost alelnih varijanti CYP2C9 gena prikazana je na Slici 9.
Najvise ispitanika, njih 48 (69 %), su homozigoti za divlji tip *1/*1, 12 ispitanika (17 %) ima
genotip *1/*2, 7 ispitanika (10 %) ima genotip *1/*3 i 2 ispitanika (3 %) imaju genotip *2/*3.

Samo 1 ispitanik (1 %) je homozigot *3/*3, dok nijedan ispitanik nema genotip *2/*2.
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Slika 9. Raspodjela genotipova (A) i uéestalost alelnih varijanti (B) gena CYP2C9 u

populaciji isto¢ne Hrvatske.

4.4. Usporedba ucestalosti alelnih varijanti gena CYP2C9 izmedu populacije
isto¢ne Hrvatske i drugih populacija

Usporedbom ucestalosti alelnih varijanti gena CYP2C9 u isto¢noj Hrvatskoj s literaturnim
podacima za druge populacije (Tablica 5.) mozemo vidjeti da nema statisticki znacajne razlike
izmedu populacije isto¢ne Hrvatske te populacija Sjeverne Indije (35), Jordana (36), Italije
(37), Hrvatske (38), Grcke (39) te Rumunjske (40). Statisti¢ki znacajna razlika uoc¢ena je u
odnosu na populaciju Kosova (41) za alelne varijante *1 i *2. Alelna varijanta *1 statisti¢ki je
znacajno (P = 0,01) ucestalija u populaciji isto¢ne Hrvatske (OR = 1,83, 95 % CI = 1,13-
2,94), dok je alelna varijanta *2 statisticki znacajno (P = 0,03) ucestalija u populaciji Kosova
(OR = 0,52, 95 % CI = 0,29-0,95). Statisticki znacajna razlika uocena je u odnosu na
populaciju Kine (42) za sve alelne varijante CYP2C9. Alelna varijanta *1 statistiki je
znacajno (P < 0,001) ucestalija u populaciji Kine (OR = 0,19, 95 % CI = 0,12-0,30), alelna
varijanta *2 statisticki je znacajno (P < 0,001) ucestalija u populaciji istoéne Hrvatske (OR =
1399,45, 95 % CI = 83,02-23589,84), te alelna varijanta *3 statisticki je znacajno (P = 0,03)
ucestalija u populaciji isto¢ne Hrvatske (OR = 2,05, 95 % CI = 1,09-3,84).
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Tablica 5. Usporedba ucestalosti alelnih varijanti gena CYP2C9 u razli¢itim populacijama.

Alelna varijanta alel *1 alel *2 alel *3
CYP2C9
ucestalost alela: broj (%)
Isto¢na Hrvatska 115 (82) 14 (10) 11 (8)
ucestalost alela; broj (%)
P*
Sjeverna Indija 152 (85,4) 8 (4,5) 18 (10,1)
0,45 0,07 0,56
Jordan 419 (79,7) 71 (13,5) 36 (6,8)
0,55 0,32 0,71
Italija 560 (77,8) 90 (12,5) 70 (9,7)
0,26 0,48 0,63
Kosovo 335 (71,58) 82 (17,52) 51 (10,9)
0,01 0,03 0,34
Hrvatska 1682 (77,87) 313 (14,49) 165 (7,64)
0,29 0,17 0,87
Grcka 447 (78,97) 73 (12,9) 46 (8,13)
0,48 0,39 0,99
Rumunjska 527 (79,4) 75 (11,3) 62 (9,3)
0,49 0,77 0,75
Kina 5860 (96) 0(0) 244 (4)
< 0,001 < 0,001 0,03

*Fisherov egzaktni test
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4.5. Usporedba ucestalosti genotipova CYP2C9 izmedu populacije isto¢ne
Hrvatske i drugih populacija

Usporedbom ucestalosti genotipova CYP2C9 u isto¢noj Hrvatskoj s ranije objavljenim
podacima za druge populacije (Tablica 6.) mozemo vidjeti da nema statisti¢ki znacajne razlike
izmedu populacije isto¢ne Hrvatske te populacija Sjeverne Indije (35), Jordana (36), Italije
(37), Hrvatske (38), Grcke (39) te Rumunjske (40). U populaciji Kosova (41) statisticki je
znacajno (P = 0,01) manja ucestalost genotipa *1/*1 u odnosu na populaciju isto¢ne Hrvatske
(OR = 2,18, 95 % CI = 1,24-3,84). Genotip *1/*1 je statisticki znacajno (P < 0,001) ucestaliji
u populaciji Kine (42) (OR = 0,20, 95 % CI = 0,12-0,33), nego u populaciji isto¢ne Hrvatske.
Genotip *1/*2 je statisticki znacajno (P < 0,001) ucestaliji u populaciji isto¢ne Hrvatske (OR
= 1304,49, 95 % CI = 76,32-22295,29) u odnosu na ucestalost u populaciji Kine. Genotip
*2/*3 je statisticki znac¢ajno (P = 5x107*) ucestaliji u populaciji istoéne Hrvatske (OR =

222,81, 95 % CI = 10,60-4685,21), nego u populaciji Kine.
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Tablica 6. Usporedba ucestalosti genotipova CYP2C9 u razli¢itim populacijama.

4. Rezultati

Genotip *1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/*2 *3/*3 *2/*3
CYP2C9
Metabolicki EM IM IM PM PM PM
fenotip
ucestalost genotipa: broj (%)
Isto¢na 48 (69) 12 (17) 7 (10) 0 (0) 1(1) 2 (3)
Hrvatska
ucestalost genotipa: broj (%)
P*

Sjeverna 64 (71,9) 7(7,9) 17 (19,1) 0(0) 0(0) 1(1,1)
Indija 0,73 0,09 0,12 - 0,44 0,58
Jordan 165 0,40 | 57 (21,67) | 32(12,17) 5(1,9) 0 (0) 4(1,52)

0,51 0,83 0,59 0,21 0,61
Italija 223 (61,9) | 62(17,2) | 52 (14,5) 10 (2,8) 5(1,4) 8(2,2)
0,34 > 0,99 0,45 0,38 >0,99 0,67
Kosovo 117 (50) | 62 (26,50) | 39 (16,66) | 8(3,42) 4(1,71) 4(1,71)
0,01 0,12 0,19 0,21 > 0,99 0,62
Hrvatska 645 254 138 19 (1,76) 3(0,28) 21 (1,94)
(59,72) (23,52) (12,78) 0,62 0,22 0,65
0,17 0,24 0,58
Grcka 176 57 (20,14) | 38 (13,43) | 4(1,41) 0 (0) 8(2,83)
(62,19) 0,62 0,55 > 0,99 0,20 > 0,99
0,34
Rumunjska | 209 (63) 62 (18,7) | 47 (14,1) 2 (0,6) 3(0,9) 9(2,7)
0,41 0,87 > 0,99 0,54 > 0,99
0,44
Kina 2798 0 (0) 250 (8,19) 0 (0) 4(0,13) 0 (0)
(91,68) < 0,001 0,51 - 0,11 5x10
<0,001

*Fisherov egzaktni test
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5. RASPRAVA

Interindividualna varijabilnost u odgovoru na lijekove Cest je klinicki problem, a moze
sezati od neuspjesnog djelovanja lijeka do nezeljenih Stetnih nuspojava. Dokazano je da se
takve individualne varijacije nasljeduju i da su uzrokovane genskim varijacijama enzima koji
metaboliziraju lijekove (8). Primjena farmakogenomike u predvidanju Stetnih nuspojava
lijekova sve je potrebnija u klini¢koj praksi. Predvidanje odgovora pojedinog pacijenta na
lijek moze sprijeciti nezeljene nuspojave koje su povezane s genskim varijacijama (43). Sve je
veéi broj otkrivenih polimorfizama u genima koji kodiraju enzime za metabolizam lijekova, a
u ovom radu opisan je znacaj polimorfizama gena CYP2C9 te provedeno istrazivanje
ucestalosti njegovih alelnih varijanti *1, *2 i *3, te genotipova prisutnih u populaciji isto¢ne

Hrvatske.

U ovom istraZivanju skupinu ispitanika sacinjavalo je 70 dobrovoljnih davatelja krvi iz
isto¢ne Hrvatske ¢iji su uzorci krvi prikupljani u periodu od ozujka 2015. do ozujka 2017.
godine u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC-a Osijek. Genotipizacija
CYP2C9*2 i CYP2C9*3 provedena je u Laboratoriju za molekularnu i HLA dijagnostiku,
Odjela laboratorijske dijagnostike i klinicke transfuzijske medicine, Klinickog zavoda za
transfuzijsku medicinu, KBC-a Osijek. Nakon provedene genotipizacije u populaciji istocne
Hrvatske uocena je najveca ucestalost alelne varijante CYP2C9*1 (79 %), te genotipa *1/*1
(64 %). Ucestalost genotipa *1/*2 iznosila je 19 %, genotipa *1/*3 10 %, dok su znatno
slabije zastupljeni genotipovi *3/*3 (2 %) i *2/*3 (5 %). Genotip *2/*2 nije bio zastupljen.

Istrazivanje Chaudhary N. 1 sur. provedeno na populaciji sjeverne Indije pokazuje najvecu
ucestalost alelne varijante *1, Sto je u skladu s ovim istrazivanjem, ali je u odnosu na ovo
istrazivanje u populaciji sjeverne Indije veca zastupljenost alelne varijante *3, te manja
zastupljenost alelne varijante *2. Sto se tice genotipova, u populaciji sjeverne Indije najveca
je zastupljenost genotipa *1/*1 , dok genotipovi *2/*2 i *3/*3 nisu zastupljeni. U odnosu na
populaciju istocne Hrvatske, istrazivanje Chaudhary N. i sur. pokazuje vecu ucestalost
genotipova *1/*1 i *1/*3, dok je ucestalost genotipova *1/*2, *2/*3 i *3/*3 veca u populaciji

isto¢ne Hrvatske (35).
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U populacijama Jordana (36), Italije (37), Hrvatske (38), Gr¢ke (39) i Rumunjske (40)
najveca je ucestalost alela *1, zatim *2 te *3 §to je u skladu s ovim istrazivanjem. U odnosu
na istrazivanje Yousef AM. i sur. koje je provedeno na populaciji Jordana, ucestalost alelnih
varijanti *1 i *3 je nesto veca u populaciji isto¢ne Hrvatske, dok je ucestalost alelne varijante
*2 veéa u populaciji Jordana (36). U istrazivanjima Scordo M.G. i sur. (37), Arvanitidis K. i
sur. (39) te Buzoianu A. D. i sur. (40) u populacijama Italije, Gr¢ke i Rumunjske uocene su
nesto vece ucestalosti alelnih varijanti *2 i *3 u odnosu na ovo istrazivanje, dok je alelna
varijanta *1 ucestalija u populaciji isto¢ne Hrvatske u odnosu na spomenuta istrazivanja. U
odnosu na istrazivanje Ganoci L. i sur. na cjelokupnoj populaciji Hrvatske, ve¢a ucestalost

uocava se za alel *1 i *3, a manja za alel *2 u populaciji isto¢ne Hrvatske (38).

U populaciji Jordana i Italije nesto veca ucestalost uocena je za genotipove *1/*2 i *1/*3 i
u odnosu na ovo istrazivanje, dok je ucestalost genotipova *1/*1, *3/*3 te *2/*3 ve¢a u ovom
istrazivanju u odnosu na istrazivanja Yousef AM. i sur. i Scordo M.G. i sur. S obzirom da
genotip *2/*2 nije uogen u populaciji isto¢ne Hrvatske, veca je ucestalost tog genotipa u

populacijama Italije i Jordana (36,37).

U istrazivanjima Ganoci L. i sur., Arvanitidis K. i sur. te Buzoianu A. D. i sur. uocava se
nesto veca ucestalost genotipova *1/*2 i *1/*3 u odnosu na ovo istrazivanje te genotipa *2/*2
koji u populaciji istocne Hrvatske nije zastupljen. Ucestalost genotipova *1/*1 i *2/*3 je
neznatno veca u populaciji isto¢ne Hrvatske u odnosu na populaciju Gréke, Rumunjske i

cjelokupne Hrvatske, kao i genotipa *3/*3, koji u populaciji Gréke nije uocen (38,39,40).

U istrazivanju Krasniqi V. i sur. na populaciji Kosova uocava se najveca ucestalost alelne
varijante *1 te genotipa *1/*1, medutim postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu ucestalosti
alela *1 i *2 kao i genotipa *1/*1 u usporedbi s ovim istrazivanjem. Znacajno je vecéa
ucestalost genotipa *1/*1 u ovom istrazivanju te je neSto veca ucestalost genotipa *2/*3.

Ucestalosti genotipova *1/*2, *1/*3, *2/*2 te *3/*3 su veée u populaciji Kosova (41).

U istrazivanju Gaikwad T. 1 sur. koji su predstavili podatke za Kinu i druge azijske zemlje,
najveca je ucestalost alela *1 u populaciji Kine, zatim alela *3, dok alel *2 nije zastupljen.
Postoji statisticki zna€ajna razlika izmedu ucestalosti sve tri alelne varijante u usporedbi s
ovim istrazivanjem. Sto se tide genotipova, statisticki znaGajna razlika uotava se za

genotipove *1/*1, *1/*2 i *2/*3 u usporedbi s ovim istrazivanjem. U populaciji Kine najveca
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je ucestalost genotipa *1/*1, dok nijedna osoba nema genotipove *1/*2 i *2/*3 pa je

posljedi¢no vecéa ucestalost tih genotipova u populaciji isto¢ne Hrvatske (42).

Od svih navedenih istrazivanja na raznim europskim populacijama, u usporedbi s ovim
istrazivanjem, najvise se razlikuju rezultati istrazivanja na populaciji Kosova gdje je uocena

statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti pojedinih genotipova i alela gena CYP2C9.

Od neeruopskih zemalja, najveca razlika uocava se izmedu ovog istrazivanja i istrazivanja
u populaciji Kine i to za ucestalosti svih alela i pojedinih genotipova CYP2C9 za koje je

utvrdena statisti¢ki znacajna razlika.

U populaciji isto¢ne Hrvatske prema rezultatima ucestalosti genotipova CYP2C9 u ovom
istrazivanju udio brzog metaboli¢kog fenotipa je 69 % (CYP2C9*1/*1), intermedijarnog
metablickog fenotipa 27 % (CYP2C9*1/*2 + CYP2C9*1/*3), a udio sporih metabolizatora je
4 % (CYP2C9*2/*2 + CYP2C9*3/*3 + CYP2C9*2/*3). Sli¢no rezultatima naeg istraZivanja,
U svim spomenutim populacijama najveca je ucestalost brzog metabolickog fenotipa s tim da
je najveca u populaciji Kine (91,68 %), a najmanja u populaciji Kosova (50 %). Brzi
metabolicki fenotip ima veéu ucestalost i u populaciji Sjeverne Indije (71,9 %) u odnosu na
populaciju isto¢ne Hrvatske, dok je u populaciji isto¢ne Hrvatske ucestaliji u odnosu na
populacije Jordana, Italije, Grcke, Hrvatske te Rumunjske. Intermedijarni metabolicki fenotip
drugi je po ucestalosti u svim populacijama, ali u odnosu na ovo istraZzivanje ucestalost ovog
fenotipa veca je u populaciji Jordana, Italije, Kosova, Grcke, Hrvatske i Rumunjske.
Ucestalost intermedijarnog metabolickog fenotipa jednaka je u populaciji sjeverne Indije kao 1
u populaciji istocne Hrvatske, dok je ucestalost ovog fenotipa znatno manja u Kini (8,19 %) u
odnosu na ovo istrazivanje. U populacijama Italije, Kosova, Grcke te Rumunjske veca je
ucestalost sporog metabolickog fenotipa u odnosu na ovo istrazivanje. U odnosu na
populaciju Jordana i Hrvatske, neSto veca ucestalost sporog metabolickog fenotipa je u
populaciji isto¢ne Hrvatske u odnosu na populaciju sjeverne Indije gdje je ucestalost ovog

fenotipa 1,1 % te Kine gdje je ucestalost ovog fenotipa 0,13 %.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata o ucestalosti alela i genotipova

gena CYP2C9 u populaciji istocne Hrvatske mogu se izvesti slijedec¢i zakljucci:

. U skupini od 70 ispitanika, koji predstavljaju populaciju isto¢ne Hrvatske, najveca je
ucestalost alelne varijante divljeg tipa, CYP2C9*1 (82 %) dok je ucestalost alelnih varijanti
CYP2C9*2 10 % i CYP2C9*3 8 %.

U ispitivanoj skupini najzastupljeniji je genotip divljeg tipa, CYP2C9 *1/*1 sa ucestalos¢u 69
%, zatim slijedi genotip CYP2C9 *1/*2 sa 17 % i CYP2C9 *1/*3 sa 10 %. Najslabije su
zastupljeni genotipovi *2/*3 (3 %) i *3/*3 (1 %) dok genotip *2/*2 nije prisutan u populaciji

istoéne Hrvatske.

. Izmedu populacije istocne Hrvatske te populacija sjeverne Indije, Jordana, Italije, Hrvatske,
Gréke i Rumunjske usporedbom ucestalosti alelnih varijanti i genotipova CYP2C9 nije
uocena statisti¢ki znacajna razlika. Statisticki znacajna razlika uocena je za alele CYP2C9*1 i
CYP2C9*2 izmedu populacije istoéne Hrvatske u odnosu na populacije Kosova i Kine,
nadalje za genotip CYP2C9 *1/*1 u odnosu na Kosovo i Kinu te za genotipove *1/*2 i *2/*3

u odnosu na populaciju Kine.
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7. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA: Genotipizacija farmakogeneti¢kih polimorfizama rs1799853 (*2) i
rs1057910 (*3) gena CYP2C9 i odredivanje ucestalosti alelnih varijanti i genotipova CYP2C9

u populaciji isto¢ne Hrvatske.

NACRT STUDIJE: Presjecno istrazivanje.

ISPITANICI | METODE: Skupina ispitanika sastojala se od 70 dobrovoljnih davatelja krvi
(56 muSkaraca, 14 Zena) kojima je uzorak krvi prikupljen u periodu od ozujka 2015. do
ozujka 2017. godine u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC-a Osijek.
Genomska DNA izolirana je iz uzoraka pune krvi s antikoagulansom. Prije genotipizacije,
Cistoca i koncentracija DNA odredena je spektrofotometrijski. Genotipizacija CYP2C9*2 i
CYP2C9*3 provedena je metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl.
real-time PCR) analizom krivulje taljenja visoke rezulucije. Provedena je usporedba
ucestalosti alela i genotipova CYP2C9 s drugim populacijama. Za statisti¢ku analizu koriSten

je statisti¢ki program MedCalc.

REZULTATI: U skupini od 70 ispitanika, 48 ispitanika (69 %) su homozigoti za divlji tip
*1/*1, 12 ispitanika (17 %) ima genotip *1/*2, 7 ispitanika (10 %) ima genotip *1/*3, 2
ispitanika (3 %) imaju genotip *2/*3, 1 ispitanik (1 %) je homozigot *3/*3, dok nijedan
ispitanik nema genotip *2/*2. Ucgestalost CYP2C9*1 iznosi 82 %, CYP2C9*2 10 %,
CYP2C9*3 8 %.

ZAKLJUCAK: U populaciji isto¢ne Hrvatske najucestalija je alelna varijanta CYP2C9*1 te
genotip CYP2C9*1/*1. Izmedu populacije isto¢ne Hrvatske i populacija sjeverne Indije,
Jordana, Italije, Hrvatske, Grcke 1 Rumunjske nije uocena statisticki znacajna razlika.
Statisticki znacajna razlika postoji izmedu populacije istocne Hrvatske i populacija Kosova i

Kine.

KLJUCNE RIJECI: farmakogenetika; citokrom P450; polimorfizmi CYP2C9
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Pharmacogenetic polymorphisms of CYP2C9 in population of East Croatia

OBJECTIVES: Genotyping of pharmacogenetic polymorphisms rs1799853 (*2) and
rs1057910 (*3) of the CYP2C9 gene and determination of the frequency of allelic variants and
genotypes of CYP2C9 for the population of east Croatia.

STUDY DESIGN: Cross-sectional study.

PARTICIPANTS AND METHODS: Group of participants consisted of 70 voluntary blood
donors (56 men, 14 women) whose blood sample was collected in the period from March
2015 to March 2017 at the Clinical Institute of Transfusion Medicine, University Hospital
Osijek. Genomic DNA was isolated from whole blood samples with EDTA anticoagulant.
Before  genotyping, purity and concentration of DNA  were determined
spectrophotometrically. Genotyping of CYP2C9*2 and CYP2C9*3 was performed by real-
time PCR with high-resolution melting curve analysis. The frequency of CYP2C9 alleles and
genotypes was compared with previously published results for other populations. Statistical

program MedCalc was used for statistical analysis.

RESULTS: In the group of 70 participants, 48 participants (69 %) were homozygotes for
wild type *1/*1, 12 participants (17 %) had genotype *1/*2, 7 participants (10 %) had
genotype *1/*3, 2 participants (3 %) had genotype *2/*3, 1 participant (1 %) was
homozygous *3/*3, while no one of the participants had the genotype *2/*2. The allelic
frequency of CYP2C9*1 was 82 %, CYP2C9*2 10 % and CYP2C9*3 8 %.

CONCLUSION: In the population of east Croatia, the most common is the allelic variant
CYP2C9*1 and the genotype CYP2C9*1/*1. No statistically significant difference was
observed between the population of east Croatia and the populations of northern India,
Jordan, Italy, Croatia, Greece and Romania. There is a statistically significant difference

between the population of eastern Croatia and the populations of Kosovo and China.

KEY WORDS: pharmacogenetics; cytochrome P450; CYP2C9 polymorphism
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