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1. Uvod

Lijek se definira kao svaka tvar koja se koristi za dijagnosticiranje, prevenciju, ublazavanje
ili lijecenje bolesti kod ljudi ili zivotinja. Lijek moze biti mineralnog, Zivotinjskog ili biljnog
podrijetla, a takoder se moze dobiti iz mikroorganizama, sintetickim putem, genetickim
inzenjerstvom te iz bioloskih molekula kao §to su monoklonalna protutijela. Znanstvena disciplina
koja se bavi detaljnim proucavanjem lijekova i kako oni utjeCu na Zive organizme zove se

farmakologija (Satoskar i sur. 2021).

Ovisno o svojim svojstvima i mehanizmu djelovanja, lijekovi prolaze kroz niz koraka kako
bi ostvarili svoj terapijski u¢inak. Prvo je potrebna aktivacija, to jest biotransformacija molekule
lijeka koja potom mora do¢i do ciljanog mjesta djelovanja, vezati se na ciljanu molekulu preko
receptora i izazivati specifi¢no djelovanje, to jest ispoljiti svoju farmakolosku aktivnost. Taj
zadatak ne ovisi samo o karakteristikama lijekova ve¢ i o na¢inu zivota pacijenta (prehrana, tjelesna
aktivnost, alkohol, puSenje), njegovim bioloSkim ¢imbenicima (spol, dob, funkcioniranje jetre 1
bubrega) te unutarnjem okoliSu pojedinca, to jest genetskim ¢imbenicima (Topi¢ 2018). lako je
samo 0.1 % gena u ljudskim stanicama razli¢ito od osobe do osobe (National Institutes of Health
(US) 2007), oni su ,.klju¢* svakog pojedinca koji utjece i na njegov specifican odgovor na terapiju

lijekovima.

Znanstvene discipline koje se bave proucavanjem genetskih varijacija koje dovode do
varijabilnosti u metaboliziranju te odgovoru na lijek su farmakogenetika i farmakogenomika.
Farmakogenetika se bavi proucavanjem genetskih uzroka individualnih varijacija u odgovoru na
lijekove kroz identifikaciju nasljednih varijacija posredovanih jednim genom. Farmakogenomika
proucava istodoban utjecaj visestrukih mutacija u genomu koje mogu odrediti odgovor pacijenta
na terapiju lijekovima te istrazuje nacine pomocu kojih bi se te varijacije mogle iskoristiti U

predvidanju pacijentovog odgovora na terapiju lijekovima (Satoskar i sur. 2021).

Rije¢ farmakogenetika proizlazi iz dvije rijeci: farmakologija i genetika. Genetika je
znanstvena disciplina koja proucava procese, pojave i zakonitosti nasljedivanja te varijabilnost
organizama. Genetska varijabilnost jest razli¢itost genotipova i fenotipova jedinki iste vrste, a
rezultat je dogadaja u mejozi i slucajne oplodnje (Pavlica 2022). Grane farmakologije koje su

najve¢im dijelom proucavane u farmakogenomici su farmakokinetika i farmakodinamika.
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Farmakokinetika gleda apsorpciju, distribuciju, metabolizam i izlu¢ivanje lijeka (engl. absorption,
distribution, metabolism, excretion) (dalje u tekstu ADME) te posljedice koje on ostavlja na
pacijentu, a farmakodinamika se fokusira na mjesto i mehanizam djelovanja lijeka (Slika 1). Kroz
svoj put u organizmu, molekule lijeka se susre¢u s raznim enzimima ukljuenim u
biotransformaciju lijeka, receptorima, transporterima, ionskim kanalima kao i drugim proteinima
vaznim za djelovanje lijeka te svaka promjena, to jest polimorfizam u genima za te proteine, utjece

na uc¢inkovitost te nastanak nezeljenih reakcija na lijek (Topi¢ 2018).

Dosing Regimen

— Absorption
[ Pharmacokinetics Distribution

Metabolism
Elimination

v
Concentration in Plasma

v
Concentration at Site of Action

Pharmacodynamics Action

v
Effects observed

Slika 1. Farmakokinetika i farmakodinamika (preuzeo iz Satoskar i sur. 2021). Nakon dobivanja smjernica
o doziranju lijeka (engl. dosing regimen), on se apsorbira (engl. absorption), distribuira (engl. distribution),
metabolizira (engl. metabolism) i izlu¢uje (engl. elimination) u organizmu (svojstva farmakokinetike) te
odlazi u plazmu u odredenoj koncentraciji (engl. concentration in plasma). Potom dolazi do mjesta
djelovanja u odredenoj koncentraciji (engl. concentration at site of action) gdje ostvaruje svoj terapijski
uc¢inak (engl. action) (svojstvo farmakodinamike) nakon ¢ega su vidljive posljedice njegovog djelovanja

(engl. effects observed).

Razlike u DNA koje mijenjaju funkciju ili ekspresiju proteina koji su meta lijekova mogu
znacajno pridonijeti varijacijama u odgovorima pojedinca. Zato je bitno razumjeti kako geneticka
pozadina utjeCe na u¢inkovitost lijeka. | minimalna razlika u genima je dovoljna da dode do velikih

promjena stoga je bitno predvidjeti i nuspojave koje ¢e se najvjerojatnije pojaviti (Ranade 2021).



Trenutno lije¢nici najvise prakticiraju pripisivanje lijekova na temelju nacina zivota te
bioloskih karakteristika pacijenta (National Institute of General Medical Sciences (US) 2022). No
razvojem znanstvenih disciplina, kao $to je farmakogenomika, olakSava se unaprjedenje i primjena
personalizirane medicine. Stvaranjem jedinstvenih ciljanih terapija kroz ranu dijagnostiku,
optimalni omjer koristi i rizika pri odabiru i doziranju pojedinih lijekova te predvidanjem
nuspojava pokusavaju se zaobici interindividualne razlike i povecati uc¢inkovitost terapije (Ranade

2021).

2. Nastanak i razvoj farmakogenomike

Zbog manjka napredne tehnologije i modernih metoda istrazivanja, farmakogenomika je
prve uvide o utjecaju gena na odgovor na uzimane lijekove dobila kroz izolirana opazanja (Auwerx
i sur. 2022). Tako je Synder 1932. godine primijetio da svaki pojedinac nema sposobnost osjecaja
za gorak okus, to jest osjetljivost na molekulu feniltiokarbamid (PTC). Waldenstrom je 1937.
godine objavio ¢lanak o porfiriji, to jest metabolickom poremecaju kojeg obiljezava izlu¢ivanje
porfirina. Zakljucio je da zbog utjecaja odredenih lijekova dolazi do poremecaja u biosintezi hema
koji uzrokuje porfiriju (Thadani i sur. 2000). Sest godina kasnije (1943) Sawin i Glick zamijetili
su genetsku varijaciju u aktivnosti jetrenog enzima atropinesteraze kod miseva. Ispostavilo se da
su to sve urodene genetske varijacije $to je ukazivalo da pojedinci imaju razli¢it odgovor na jednake
doze lijekova. Na primjer, ~10 % Amerikanaca africkog podrijetla razvijaju hemoliti¢ku anemiju
nakon terapije antimalarijskim lijekom primakvinom. lako je ta pojava prvi put bila opisana
tijekom Drugog svjetskog rata, tek nekoliko desetaka godina kasnije pronadeno je znanstveno
objasnjenje za istaknuti fenomen. Utvrdeno je da nedostatak glukoznog Secera glukoze—6—fosfata
dovodi do navedene pojave, a uzrok je intrinzi¢ni nedostatak u eritrocitima (Beutler 1993; Luzzatto

i sur. 2001).

Interes za farmakogenetikom je poceo bujati krajem 50—ih godina 20. stolje¢a. 1956. godine
prijavljeni su smrtni slucajevi pojedinaca nakon injekcije sukcinilkolinom tijekom anestezije
(Kalow 1956). Sukcinilkolin je biskvarterni amonijski spoj graden od dvije zrcalno povezane
molekule acetilkolina. Djeluje kao depolariziraju¢i neuromuskularni blokator. Dugotrajno

depolarizira membrane putem djelovanja na nikotinske receptore i sprjecava Sirenje novih impulsa
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¢ime nastaje misSi¢na relaksacija na sistemskoj razini poprecno—prugastih skeletnih misi¢a
(Thesleff 1955). Otkrilo se da je za spomenuti dogadaj odgovorna mutacija u genu za enzim
butirilkolinesterazu ¢ija je uloga katalizacija razgradnje egzogenih kolinskih estera sukcinilkolina
(Kalow 1956). Bonicke i Lisboa su ve¢ sljedece godine opisali genetski nedostatak enzima N-—
acetiltransferaze koji uzrokuje raspad antituberkulotika izonijazida. Zbog navedenih dogadaja
1957. godine odrzan je skup ,,Vijeca o lijekovima Americkog medicinskog udruzenja“ gdje je dr.
Arno Motulsky, kao jedan od osnivaca farmakogenectike, odlu¢io sakupiti, sazeti i objaviti sva
dotada$nja saznanja te je iznio zakljucak: ,,Buduci da se odredeni gen moze ¢eS¢e pojavljivati u
odredenim etnickim skupinama, svaka reakcija na lijekove koja se ¢eS¢e opaza u odredenoj rasnoj
skupini, a pri uvjetu da su ostale okoliSne varijable jednake, obi¢no ima genetsku osnovu.‘
(Motulsky 1957). Naziv ,,farmakogenetika“ osmislio je Friedrich Vogel 1959. godine (Vogel
1959).

U pocecima su istrazivanja u farmakogenetici, potaknuta saznanjima o ulozi gena u
odgovoru na lijekove, koristila klasi¢ne genetske metode vodeci se Mendelovim nacelima koja su
postavila njene temelje. Prvi rezultati dobiveni su istrazivanjima na blizancima (engl. twin studies)
te kroz obiteljske studije (engl. family studies). U istrazivanjima na blizancima utvrdeno je da geni
kontroliraju odgovor na lijekove, a obiteljska istrazivanja su dodatno potvrdila donesene zakljucke
na temelju nasljednih obrazaca (Vesell 1989). Prva saznanja o jednom od najbolje istrazenih gena
u farmakogenetici, genu CYP2D6, dobivena su upravo tim metodama. Alexanderson i suradnici
(1969) mjerili su koncentraciju antidepresiva nortriptilina u krvnoj plazmi u jednojajcanim i
dvojajéanim blizancima starosti 45 do 51 godinu te su zakljucili da osim utjecaja drugih lijekova
na razliku u koncentraciji nortriptilina u plazmi u stanju dinamicke ravnoteZe, najve¢i doprinos
varijabilnosti imaju genetski ¢imbenici. Uz to, nekoliko godina kasnije, utvrdeno je da je razlog
nemogucnosti metaboliziranja lijeka za visoki tlak debriskvina i blokatora natrijevih kanala
sparteina isti, a posljedica je autosomalnog recesivnog uzorka nasljedivanja (Mahgoub i sur. 1977,
Eichelbaum i sur. 1979) te se mislilo da je nedostatak gena CYP2D6 uzrok oba problema (Maraz i
sur. 1997). Danas je poznato da je on dio obitelji gena koja se sastoji od 57 prividno funkcionalnih
gena od kojih je njih desetak odgovorno za oksidativnu biotransformaciju 70 % — 80 % svih
lijekova §to ih nedvojbeno ¢ini najvaznijom obitelji gena u farmakogenomici (Zanger i Schwab
2013).



Tijekom vremena dokazalo se da mutacije u jednom genu nisu glavni uzrok razli¢itog
odgovora na lijekove. Naime, radi se o kumulativnom ucinku promijenjenih funkcija vise gena te
utjecaja okoli$nih ¢imbenika. Sekvenciranje ljudskog genoma, kao dio Projekta ljudskog genoma
u ranim 2000—-ima (Lander i sur. 2001; Venter i sur. 2001), dalo je nacrt za mapiranje gena te
pristup varijantama koje utjecu na odgovor na lijekove. Koriste¢i se dobivenim podatcima,
znanstvenici su definirali skup gena ¢iji se produkt moze, ili se pretpostavlja da se moze, vezati na
male molekule (engl. druggable genome) (Hopkins i Groom 2002). Pokrenut je val tehnoloskog
napretka u genomici (Hopkins i Groom 2002), a sve tehnike su imale isti cilj — moguénost procjene
viSe, a potencijalno i novih varijanti gena s vecom to¢no$¢u i po nizim cijenama. Tada se
farmakogenetika pretvorila u farmakogenomiku. Napravljen je veliki korak unaprijed jer umjesto
da se istrazuje samo jedan lokus u genomu, analizirao se cijeli genom kako bi pronasli uzrok
varijabilnosti u odgovoru na terapiju lijekovima. Genom u tom aspektu dobiva ime farmakogenom
te se definira kao regije ljudskog genoma koje utjeCu na odgovor na lijekove. Napredak u
tehnologiji koji je donijela genomska revolucija omoguéio je da se podatci i nova saznanja

prikupljaju u nevidenim razmjerima (Auwerx i sur. 2022).

3. Metodologija u farmakogenomici

3.1. Sekvenciranje sljedece generacije (NGS) u farmakogenomici

Sekvenciranje sljedece generacije (engl. next generation sequencing) (dalje u tekstu NGS)
je brza i relativno jeftina masovna tehnologija sekvenciranja DNA. U usporedbi s jednom od njenih
prethodnika iz prve generacije sekvenciranja, Sangerovom metodom sekvenciranja poznatom kao
Sangerova dideoksi metoda, sam postupak nije vremenski zahtjevan jer je za sekvenciranje cijelog
ljudskog genoma potreban samo jedan dan, dok je za Sangerovu metodu sekvenciranja potrebno
desetak godina (Benjati i Tarpey 2013). Tomu je doprinijelo koristenje knjizica NGS-a (engl.
library) koje su ukinule potrebu za kloniranjem fragmenata. Nadalje, istovremeno se moze
sekvencirati viSe od milijun reakcija te na kraju procesa nije potrebno provesti elektroforezu za
odvajanje fragmenata DNA (van Dijk i sur. 2014). Prednost NGS-a je i mogu¢nost odredivanja

Sirine pretrazivanja DNA. MozZe se bazirati na sekvenciranju cijelog genoma (engl. whole genome



sequencing — WGS) gdje se pretrazuju varijacije u ljudskoj DNA kao $to su supstitucije baza,
delecije, insercije, inverzije i translokacije, potom samo kodiraju¢ih sekvenci (engl. whole exome

sequencing) (dalje u tekstu WES) ili odredenih skupina gena, to jest panela (Jurkovi¢ 2020).

Upravo iz tih razloga NGS ima veliki potencijal postati sveobuhvatna platforma za
identifikaciju genetskih varijacija povezanih s terapijom lijekovima (Schwarz i sur. 2019). Razlog
je zato $to, za razliku od genotipizacije, ova metoda procjenjuje to¢an redoslijed svih nukleotida
unutar segmenta DNA (Auwerx i sur. 2022). Uz to obiljezen je i pad u troskovima sekvenciranja
(Slika 2) u National Human Genome Research Institute (Wetterstarand 2021). Sto je cijena niZa,
to je ucestalost sekvenciranja ¢es¢a. Postupak postaje precizniji i to¢niji, a otvara se i mogucénost
sekvenciranja genoma pojedinaca u razli¢itim populacijama $to dovodi do povecavanja kapaciteta

identifikacije novih genetskih varijanti (Auwerx i sur. 2022).

Cost per Human Genome

$100,000,000
$10,000,000

Moore’s Law
$1,000,000

$100,000

N I H > :aﬁonaihHlt::t;nm (:enome
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$100
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Slika 2. Cijena sekvenciranja ljudskog genoma od 2001. do 2021. godine (preuzeto iz National Humane
Genome Research Institute 2021). 2001. godine cijena sekvenciranja ljudskog genoma bila je priblizno
100 000 000 americkih dolara. U nadolaze¢im godinama cijena sekvenciranja ljudskog genoma je pocela
padati. Do naglog pada dolazi u 2007. godini. U 2021. godini zabiljezena je najmanja cijena sekvenciranja

ljudskog genoma te ona iznosi manje od 1000 americkih dolara po ljudskom genomu.



3.1.1. Ciljano sekvenciranje genoma

WES omogucuje detaljno sekvenciranje relativno malog broja odabranih gena od interesa
(~100). Stopa pogresaka i nesigurnost u genotipizaciji su minimalizirani zbog trostruko vece
pokrivenosti (Nielsen i sur. 2011). Ovakva strategija pruza to¢ne rezultate genotipizacije za
uobicajene, funkcionalno utvrdene genetske varijacije, a takoder daje uvid u rijetke, prethodno

neobiljezene varijacije u klini¢ki znac¢ajnim genima.

NGS ciljanih egzoma izvodi se u obliku prilagodenih genetskih panela. To su dijagnosticki
testovi pomocu kojih se istrazuju postojane mutacije, koje utjeCu na etiologiju bolesti, u
predodredenim genima (Jurkovi¢ 2020). Metoda zahtijeva prethodno hvatanje i obogacivanje
genomskih regija od interesa. Za obogacivanje Se koristi viSe strategija, a najéeS¢i Su pristupi
temeljeni na lanc¢anoj reakciji polimeraze (engl. polymerase chain reaction) (PCR), molekulskih
utisnutih polimera (engl. molecularly imprinted polymer) (MIP) (Yoon i sur. 2015) ili pristupi
temeljeni na hvatanju hibridnih oligonukleotida (pregledano u Mamanova i sur. 2010; Altmuller i

sur. 2014) s varijacijama u izvedbi.

Nedavno je razvijeno nekoliko prilagodenih farmakogenetskih panela koji sadrze utvrdene
ADME i genetske mete lijekova. Na primjer, PGRNseq (engl. Pharmacogenomics Global
Research Network (PGRN) sequencing) je plo¢a za snimanje ciljanog sekvenciranja 84
farmakogena s ultra—dubokom (496x) pokriveno§¢u. Ova metoda identificira nove, rijetke varijante
od interesa, naglasavajuci njithovu vrijednost u istrazivackim 1 klinickim okruzenjima (Gordon 1

sur. 2016).

Nelson i suradnici (2012) su proveli istrazivanje u kojem su analizirali rijetke varijante 202
gena koji su meta lijekova. Zakljucili su da su rijetke varijante ne samo mnogobrojne vec i
specificne za pojedine populacije. Kasnije su se provodila slicna istrazivanja za S§iri spektar
farmakogena na pojedincima iz razli¢itih etnickih skupina. Zakljucili su da je vise od 90 %
varijacija u jednom nukleotidu (engl. single—nucleotide variant — SNV) u tim genima rijetko
(Kozyra i sur. 2017; Wright i sur. 2018). Iako je ucestalost rijetkih varijanti niska, one snazno
pridonose funkcionalnoj varijabilnosti (Ingelman—Sundberg i sur. 2018; Kozyra i sur. 2017), a za

mnoge se predvida da imaju i Stetan ucinak (Hovelson i sur. 2017). Za kumulativno testiranje



povezanosti rijetkih varijanti razvijene su statisticke metode (Lee i sur. 2014), ali do sada ih je
samo nekoliko farmakogenomskih studija koristilo.

3.1.2. Nekodirajuéi farmakogenom

Precizno mapiranje i mehanisti¢ka interpretacija signala iz nekodiraju¢ih regija i dalje
nailazi na poteskoc¢e (Gloss 1 Dinger 2018). Nekodirajuce varijante povezane s odgovorom na lijek
mogu jednostavno oznacavati postojanje Stetnih mutacija u odgovaraju¢im farmakogenima (Park 1
sur. 2020). Takoder, mogu imati mehanicki utjecaj na odgovor na lijekove tako Sto utjeCu na

vezanje transkripcijski faktora koji su pod regulacijom lijekova (Auwerx i sur. 2022).

Ovaj koncept su demonstrirali Hu i suradnici (2019) varijantom (rs4743771 C>A) koja
utjee na odgovor na roziglitazon. Roziglitazon je antidijabeticki lijek koji ima $tetne nuspojave
kao $to je povecanje razine kolesterola (Rodriguez i Correa 2021). Mehanizam roziglitazona
temelji se na vezanju i aktiviranju jezgrenog receptora PPARY (Lehmann i sur. 1995) koji inducira
ekspresiju viSe gena, ukljucujuci i efluks transportera kolesterola ABCA1 (Akiyamma i sur. 2002).
Koristili su metodu imunoprecipitacijsko sekvenciranja kromatina koja povezuje sekvenciranje s
imunoprecipitacijom. Imunoprecipitacija je metoda pomocu koje se moze brzo i jednostavno
odvojiti protein od interesa iz smjese, a takoder se koristi za provjeru njegovog identiteta kao i za
ispitivanje njegovih biokemijskih svojstva, poslijetranslacijskih promjena i ekspresije. Temelji se
na nastalom kompleksu proteina 1 specifi€nog protutijela te njegovom odvajanju pomocu proteina
G ili A te daljnjom elektroforetskom analizom na poliakrilamidnom gelu (Slade 2007). Pokazali
su da nositelji A/A genotipa nemaju mjesto vezanja za jezgreni receptor PPARY koje je inducirano
roziglitazonom i ne uspijevaju inducirati ekspresiju obliznjeg efluks transportera ABCAL nakon
primjene lijeka. Pacijenti s dijabetesom s odgovaraju¢im genotipom dozivjeli su smanjeno
povecanje razine kolesterola uzrokovano roziglitazonom (Hu 1 sur. 2019) §to je potvrdilo klinicku
vaznost ove mutacije. Ovaj primjer pokazuje neophodnost kombiniranja NGS-a s biokemijskim i
molekularnim testovima kako bi se rasvijetlile farmakogenomske varijacije u regulatornim

mjestima.



3.1.3. Kompleksne farmakogenomske regije

Veliki izazov predstavlja precizno optimiziranje sekvenciranja farmakogena koji se nalaze
u sloZzenim genomskim regijama (Auwerx i sur. 2022). Prethodno spomenut protein CYP2D6
metabolizira ~25 % najcescée prepisivanih lijekova te njegov genotip direktno utjece na efikasnost
metaboliziranja lijekova te bi se dobivanjem tocnih diplotipova moglo poboljsati predvidanje
metabolizacijskog fenotipa gena CYP2D6. No, njega je izuzetno teSko analizirati NGS—om zbog
homolognih pseudogena te tendencije k rearanzmanima (Yang i sur. 2017) , a uz to, gen je vrlo
polimorfan sa 149 alela. Kako bi se razrijesili haplotipovi i diplotipovi gena CYP2D6, De Coster i
suradnici (2021) su upotrijebili metodu sekvenciranja dugih sljedova (engl. long-read sequencing
workflows). Potvrdili su njegovu polimorfnost te je razotkriven veliki dio novih varijacija. lako
sekvenciranje dugih sljedova ima obecavajuce rezultate za buducu primjenu, ne moze se koristiti
u Sirokoj primjeni jer je preskupo i ograni¢eno na nisku propusnost s visokom stopom pogreSaka

(Auwerx i sur. 2022).

3.2. Eksperimentalna farmakogenomika

Eksperimentalni laboratorijski uvjeti omogucuju preciznu kontrolu nad okolisnim i
genetskim ¢imbenicima te smanjuju utjecaj faktora koji dovode do zbunjujucih rezultata (Nadeau
i Auwerx 2019). S uspostavljenim pouzdanim odnosom izmedu genotipa i fenotipa te sa stabilnim
okolisem olakSano je proucavanje kompleksnih fenomena kao $to su interakcije izmedu samih
gena, interakcije izmedu gena i okolisa te odnosi izmedu gena i spola (Auwerx 1 sur. 2022). lako
eksperimentalna istrazivanja imaju svoja ogranicenja, kao Sto su visoki troSkovi, ogranicena i losa
mogucnost ponavljanja (Pound i Bracken 2014; Van Norman 2019), ona omogucuju razjas$njavanje
povezanosti izmedu rezultata dobivenih opazackim istrazivanjima na ljudima te in vivo i in vitro
eksperimentima na modelnim organizmima. Do 2012. godine primjena modelnih sustava u
farmakogenetici bila je ostvariva samo uz moguénost provedbe knock—out-a svakog gena u
modelnom organizmu koji omogucuje izolaciju klonskih linija svakog mutanta. Nadalje, ispitivani
lijek je morao mo¢i uzrokovati neku fenotipsku promjenu kako bi se pretrazivanjem genoma

mogao identificirati lokus koji uzrokuje rezistenciju ili osjetljivost na lijekove (engl. screening).



Bila je vazna i prisutnost hipotetskih signalnih putova ili ortogonalnih ciljanih gena, kao i
osiguranje dovoljne koli¢ine ispitivanog stanicnog materijala za kasniju analizu biokemijskih
procesa (Williams 2005). No otkricem sustava CRISPR—Cas doslo je do znacajnih promjena u

provodenju eksperimenata.

3.2.1. Sustav CRISPR—Cas

Danas se prilikom stvaranja mutanata najvise koristi sustav CRISPR—Cas za ¢iju primjenu
nije potrebno provoditi iscrpno kloniranje. Glavna znacajka sustava CRISPR—Cas u bakterijama je
ta da se sastoji od ponavljajucih sekvenci s palindromima (engl. repeats) i jedinstvenih razmaknica
(engl. spacers) ¢ije sekvence pokazuju podudaranje sa sekvencama bakteriofaga i plazmida. Proces
njihove ugradnje u lokus CRISPR dogada se nakon konjugacije plazmidima ili virusne infekcije te
sustav predstavlja obrambenu strategiju prokariota (Barrangou i Marraffini 2014; Mojica i sur.
2005). Pored lokusa CRISPR nalazi se niz gena koji kodiraju za proteine Cas (engl. CRISPR-
associated proteins), a koji su ukljuceni u tri faze bakterijske obrane od strane DNA: faze

adaptacije, faze sinteze i sazrijevanja crRNA (CRISPR RNA) i faze interferencije.

Opcenito sustav CRISPR—Cas djeluje u tri koraka. U prvom koraku nukleaze izrezuju dio
stranog genoma te ga ugraduju u CRISPR regiju koja se u drugom koraku prepisuje u dugu pre—
crRNA (engl. pre—CRISPR RNA). Potom slijedi cijepanje pre—crRNA na zrele crRNA (engl.
CRISPR RNA) koje su komplementarne stranoj DNA. Zbog te komplementarnosti u posljednjem
koraku nastaje R oméa koju cijepa nukleaza ¢ime je omoguéena razgradnja strane DNA te je
sprijeCena infekcija (Makarova i sur. 2011). Ovisno o proteinu Cas postoje razli¢iti tipovi sustava
CRISPR—Cas koji se nalaze u razli¢itim vrstama bakterija, a ukupno postoji 6 tipova koji su
podijeljeni u dvije klase. Za uredivanje genoma najvecu primjenu je pronaSao sustav tipa Il iz
bakterije Streptococcus pyogenes koji koristi samo jednu RNA—vodenu DNA endonukleazu Cas9
po kojoj je sustav dobio ime CRISPR-Cas9 (Mohanraju i sur. 2016). Cas9 je protein koji, kako bi
napravio dvolancani lom s tupim krajevima u ciljanoj molekuli DNA, zahtijeva interakciju s dvije
razli¢ite molekule RNA, a to su zrela crRNA i tracrRNA (engl. trans—activating crRNA) (Shmakov
i sur. 2017). Kako bi se olaksala primjena sustava CRISPR—Cas9 kao molekularno-bioloskog alata,

uvedene su odredene promjene. Cilj je bio modificirati sustav CRISPR—Cas pomocu kojeg bi se
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mogla ciljati bilo koja specifi¢na sekvenca u bilo kojem organizmu i potaknuti njezino cijepanje, a
Klju¢ je bio stvaranje kimerne molekule RNA. Kimerna molekula RNA napravljena je fuzijom
tracrRNA i crRNA, to jest fuzijom 3' kraja crRNA s 5' krajem tracrRNA te je dobivena sintetska
,vodeta“ RNA (engl. guide RNA) (gRNA). Sintetska gRNA oponasa dvostruku RNA strukturu
koja je potrebna za specifi¢no cijepanje DNA uz djelovanje proteina Cas9. Osim toga, na svom 5'
kraju sadrzi sekvencu nuznu za prepoznavanje ciljne molekule nukleinske kiseline iza koje slijedi
struktura ukosnice (engl. hairpin) u kojoj su parovi baza jednako povezani kao i u prirodnom
dupleksu tracrRNA i crRNA (Slika 3). In vitro se moze stvoriti gRNA bilo koje sekvence potrebne
za provodenje eksperimenta pomocu koje se usmjerava endonukleaza Cas9 na tocno odredeno
mjesto u genomu i ovisno 0 mehanizmu popravka DNA moze se ubaciti sekvenca (engl. knock—in)
ili izbaciti (engl. knock—out) (Jinek i sur. 2012).

a) Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplex
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target DNA
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b) Cas9 programmed by single chimeric RNA
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Slika 3. Usporedba mehanizma djelovanja proteina Cas9 vodenim (a) prirodnim dupleksom
crRNA:tracrRNA iz sustava CRISPR—Cas9 tipa Il i (b) sintetickom kimernom molekulom RNA (gRNA)

nastalom fuzijom tracrRNA i crRNA (preuzeo iz Jinek i sur. 2012).
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Prednost tehnologije CRISPR—Cas9 je visokospecificno cijepanje molekule DNA, a
takoder nije potrebno konstruirati proteine koji ¢e se vezati za molekulu DNA. Zbog svoje Siroke
primjene u nekim slu¢ajevima nije nuzno cijepanje molekule DNA (Seruggia i Montoliu 2014).
Primjena sustava CRISPR—Cas dovela je do revolucionarnih promjena jer je pruzila jednostavan,
svestran i precizan alat u genetickom inzenjerstvu (Pickar—Oliver i Gersbach 2019). To pokazuje i
¢injenica da je ve¢ vise od 1000 publikacija koristilo sustav CRISPR—Cas za induciranje potpunog
knock—out—a farmakogena i za karakterizaciju specificnih varijacija. Tehnologija temeljena na
sustavu CRISPR—Cas ne ograni¢ava se samo na uredivanje genoma ve¢ ima 1 terapijski i

dijagnosticki potencijal (Pickar—Oliver i Gersbach 2019).

3.2.2. Metode obrnute (engl. reverse) i klasi¢ne (engl. forward) genetike u
farmakogenomici

Eksperimentalni pristupi koji koriste modelne organizme i sustav CRISPR-Cas9 za
razja$njavanje kompleksnih interakcija u farmakogenomici su obrnuta (engl. reverse) genetika te

klasi¢na (engl. forward) genetika (Slika 4).

Genotype ] [ Drug Response

& 3

variant of interest

h@

Reverse E_

®

drug response
of interest

Slika 4. Shematski prikaz dva eksperimentalna pristupa, obrnuta i klasi¢na genetika, u farmakogenomici
(preuzeto iz Auwerx i sur. 2022). Obrnuta genetika istrazuje utjecaj genotipa od interesa na odgovor na
lijekove preko gena i sekvence, dok klasi¢na genetika krece od fenotipa od interesa koji se ispoljava prilikom

odgovora na lijek kako bi identificirao genotip i funkcija gena tog fenotipa.
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Obrnuta (engl. reverse) genetika istrazuje utjecaj fenotipa na specifi¢ne polimorfizme preko
gena ili sekvence. Moze istrazivati polimorfizam od interesa kao zasebnu cjelinu ili u razli¢itim
spolovima, genetskim pozadinama, tkivima i okolisu. Reverse pristup u farmakogenetici polazi od
genetske varijante od interesa te mu je krajnji cilj okarakterizirati njene fenotipske posljedice nakon
izlaganja lijeku. Geni koji kodiraju za proteine koji sudjeluju u apsorpciji, distribuciji, metabolizmu
i izluCivanju lijekova imaju veliku sli¢nost u sekvenci stoga se na tim mjestima koristi precizna
on-target mutageneza pomocu sustava CRISPR—Cas (Cheetham i sur. 2020). No prepreka u
koriStenju tehnologije CRISPR-Cas9 do njegovih potpunih moguénosti stvara veliki broj

farmakogenskih varijanti te stalno povecanje propisanih lijekova (Kantor i sur. 2015).

Klasi¢na (engl. forward) genetika istrazuje genetski raznolike populacije u kontroliranim
eksperimentalnim uvjetima kako bi identificirala genotip i funkciju gena iz njegovih fenotipova.
Njen cilj u farmakogenomici je identificirati genetske modifikatore odgovora na lijekove. Poput
obrnute genetike, koristi tehnologiju CRISPR—Cas9 pomocu koje se provode knock—out, knock—
down, knock—in mutageneze na razini gena i genoma. U praksi se ¢esto kombinira s molekularnim
tehnikama visoke proto¢nosti (engl. high-throughput molecular techniques) koje sluze za mjerenje
posljedica induciranih mutacija (Pickar—Oliver i Gersbach 2019). Najzastupljenija je primjena u
istrazivanjima farmakogenih tumora jer se rezistencija ili osjetljivost na lijekove moze lako
procijeniti kroz mjerenja stani¢ne proliferacije ili stani¢ne smrti (McDermott 2019). Detaljno
mutacijsko pretrazivanje (engl. deep mutational scanning) istrazuje specificne SNV-ove i
karakterizira Siri spektar relevantnih farmakogena tako §to ispituje funkcije tisu¢u varijacija u
jednom pokusu (Fowler i Fields 2014). Ovom metodom dobivaju se podatci koji se kasnije mogu

se koristiti u algoritmima namijenjenim za funkcionalno predvidanje (Auwerx i sur. 2022).

3.2.3. Organoidi

Organoidi su heterologni stani¢ni agregati proizvedeni iz stanica pacijenta te imaju
sposobnost oponasSanja mikroanatomije u in vitro uvjetima (Huch i sur. 2015). Organoidi se mogu
dobiti iz stem stanica embrija, induciranih pluripotentnih stem stanica, odraslih stem stanica,
tumorskih stanica i diferencijalnih stanica (Slika 5) (Xu i sur. 2018). Ljudsku genetsku raznolikost

najbolje oponasaju organoidi dobiveni iz primarnih stanica ili induciranih pluripotentnih stem
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stanica (Huch i sur. 2015). U takvim trodimenzionalnim stani¢nim kulturama uspjesno su
uspostavljeni organoidi pluéa, zeluca, crijeva, jetre, guSterace, bubrega, prostate i mozga (Xu i sur.
2018).

---<—
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Slika 5. Dobivanje organoida iz induciranih pluripotentnih stem stanica (engl. induced pluripotent stem
cells—iPSC), odraslih stem stanica (engl. adult stem cells) iz normalnog tkiva (engl. normal tissue) pacijenta
te tumorskih stanica (engl. cancer cells) iz tkiva tumora (engl. cancer tissue) i krvi (engl. blood). Takoder
se mogu dobiti iz embrionalnih stem stanica (engl. embryonic stem cells — ESC) uzete iz ljudskog
embrionalnog tkiva (engl. human embryonic tissue). iPCS i ESC formiraju stani¢ne sferoide (engl. floating
spheroids). Izolirane stanice se uzgajaju u stani¢nom mediju (engl. culture media) koji oponasa
izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix) i potom tvore cjelovite organoide (preuzeto iz Xu i sur.
2018).

Hohwieler 1 suradnici (2017) uspjeSno su uspostavili organoide gusterace s cisticnom
fibrozom iz pluripotentnih stem stanica kako bi pronasli potencijalne nove strategije u terapiji.
Cisticna fibroza se nasljeduje autosomalno recesivno, a posljedica je mutacije u
transmembranskom regulatornom proteinu  CFTR (engl. cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator gene — CFTR) koji djeluje kao ionski kanal. Obiljezava ju mukoviscidoza,
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to jest stvaranje gustog, ljepljivog, zilavog sekreta te zahvaca egzokrine Zlijezde, respiratorni i
gastrointestinalni sustav. U provedenom eksperimentu, znanstvenici su sastavili skup malih
molekula koje ispravljaju protein CFTR (engl. CFTR correctors), to¢nije pospjeSuju stani¢nu
obradu proteina CFTR i malih molekula koje potenciraju protein CFTR (engl. CFTR potentiators)
kako bi se oCuvala njegova normalna funkcija. Primijenili su mnogo kombinacija lijekova i
uspjesno su vratili fenotip CF, a pokazalo se da se u organoidima koji sadrze preuranjeni stop kodon
u genu za protein CFTR teze ispravlja funkcija proteina CFTR s ,,CFTR korektorima“. Hohwieler
i suradnici su takoder pokusali uspostaviti kemijski modificirane mMRNA (cmRNA) specifi¢ne za
organoid gusterace kako bi spasili funkciju proteina CFTR u organoidima gusterace s cistiénom

fibrozom te se jedna modifikacija pokazala izrazito uspjeSnom.

3.3. Farmakogenomika u vrijeme masovnih podataka i
elektronizacije

Digitalizacija i prikupljanje elektroni¢kih podataka, ne samo da su pomogli svakodnevnom
Zivotu ljudi, ve¢ su uvelike pridonijeli napretku znanosti, pa tako i farmakogenomici, kako zbog

lakoce obrade podataka tako i zbog skladistenja i jednostavnosti pristupa istim.

3.3.1. In silico farmakogenomika

Pojam in silico u modernoj znanosti oznacava eksperimentalnu metodu izvodenu na
racunalu. Provodi se kroz ra¢unalne algoritme koji kao temelj svojih operacija koriste konzervirane
sekvence. Prilikom izrade racunalnih algoritama uzimaju se u obzir i patogene varijante. No
farmakogene varijacije mogu biti funkcionalne, ne samo patogene, jer svakako utjecu na odgovor
na lijekove (Lauschke i Ingelman—Sundberg 2020). Dizajniranjem stani¢nih linija koje nose takve

varijacije moze se odrediti njihova enzimatska aktivnost s visokom to¢nos$cu i isplativoscu.

Dobiveni podatci mogu se primijeniti na stvaranje posebnih algoritama za strojno ucenje
pomocu kojih se stvaraju modeli primjenjivi za klini¢ku upotrebu (Auwerx i sur. 2022). Strojno

ucenje (engl. machine learning — ML) je grana umjetne inteligencije (engl. artificial intelligence —
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Al) koja se bavi analiziranjem podataka za automatiziranu gradnju analitickih modela. Zasniva se
na ideji da ra¢unala mogu ,,uciti“ od podataka, identificirati uzorke i donositi odluke s minimalnim
djelovanjem ¢ovjeka (Curéija 2019). Primijenjeno u farmakogenomici, pokazalo se da najbolji
ucinak, s najve¢om vjerodostojnosc¢u funkcionalnog predvidanja, imaju modeli koji su nastali od

nekoliko razli¢itih algoritama (Zhou i sur. 2019).

3.3.2. Sistemska biologija

Sistemska biologija (biologija sustava) je znanstvena disciplina koja integrira biologiju,
racunalne znanosti, inZenjerstvo, bioinformatiku, fiziku i druga podrucja, kako bi predvidjela
promjene unutar sustava s obzirom na razlicite uvjete. Kroz sloZene analize pokuSava objasniti
bioloske sustave kao jedinstvene cjeline te pociva na €injenici da je cjelina vaznija od zbroja svih

njenih dijelova (Bruggeman i Westerhoff 2007).

Cilj sistemske biologije je konstruirati modele metaboli¢kih mreza. Cvorovi u njima
predstavljaju koncentracije metabolita, a povezani su matematickim jednadzbama koje su
definirane enzimskom kinetikom (Nielsen 2017). Utjecaj enzimske kinetike, to jest mreza, na
metabolizam lijekova moze se izraunati analizom ravnoteze protoka (engl. flux balance analysis),
kori$tenjem matematickih modela koji uzimaju u obzir termodinamicka ogranicenja i obilje mRNA

I proteina (Salvy i Hatzimanikatis 2020).

Recon3D (Slika 6) je dosadasnja najopseznija ljudska metabolicka mreza. Sastoji se od
13543 enzimatskih reakcija i 4140 metabolita te opisuje odnose izmedu ukljucenih gena, proteina,
reakcija koje ti proteini kataliziraju te veza izmedu genetskih varijacija 1 u€inaka koje one imaju
na metabolizam (Brunk i sur. 2018). Za razliku od njegovog prethodnika Recon2—a, koji sadrzi
6000 reakcija manje, istrazivanje mutacija u trodimenzionalnom prostoru daje detaljnije rezultate
jer osim $to odreduje slijed nukleotida (Rost 1999) prikazuje i njihov prostorni raspored. Mutacije
mogu biti daleko jedna od druge u linearnom slijedu, a proksimalne jedna drugoj nakon smatanja

molekule DNA i samim time ostvaruju drugacije ucinke na organizam (Brunk i sur. 2018).

Kako bi proucili vezu izmedu velikih podataka (engl. big data) o lijekovima, njihovom

djelovanju i u¢incima na ekspresiju gena, Brunk i suradnici (2018) su koristili Recon3D. Cilj je bio
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identificirati metaboli¢ke putove koji su najvise optereceni kod odredenih terapija. Primjenom
strojnog ucenja procijenili su sli¢nosti u metabolickim odgovorima na odredeni lijek. Tocnije,

koristili su genetske algoritme i podatke o strukturi molekula u Recon3D-u kako bi dobili uvid u

mogucée mehanizme pomocu kojih lijekovi djeluju na metabolicke putove.
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Slika 6. Svojstva i sadrzaj ljudske metabolicke mreZze Recon3D-a (preuzeto iz Brunk i sur. 2018). (a)
Informacije sadrzane u Recon3D-u. (b) Usporedba gena, reakcija, metabolita, blokiranih reakcija i
metabolita koji ne sudjeluju u daljnjim reakcijama i nemaju definiranog transportera (engl. dead—end
metabolites) koji su sadrzani u Reconl, Recon2, Recon2.2, HMR2.0 i Recon3D-u. (c¢) Veza izmedu gena,
proteina za koje kodiraju i reakcija koje ti proteini kataliziraju prikazana kroz specificne 3D konfiguracije,
interakcije i svojstva u Recon3D-u. (d) Primjer domene alfa/beta proteina (d1su0a) u metaboli¢koj mrezi
Recon3D-a.
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Pomocu genetickih algoritama maksimizirali su povrsinu ispod krivulje karakteristicnog
rada prijemnika (engl. receiver operating characteristic curve) (ROC), metoda koristena za
kvantitativnu procjenu (Mrsa 2021), kako bi predvidjeli djelovanje lijeka na temelju vrste i stupnja
poremecaja. Pri koriStenju podataka o strukturi u Recon3D-u prvo su grupirali 6040
transkriptomskih profila prema uputama o lijeku. U kontekstu metabolicke mreze analizirali su
ukupno 47 uputa za lijekove te je otkriveno da lijekovi specifi¢ni za odredeno djelovanje izazivaju
sli¢ne obrasce promjena ekspresije gena. To ih je navelo do zakljucka da su metabolicki odgovori
znacajno konzervirani za Siroki raspon lijekova. Uocili su da se najoCuvaniji poremecaji
metaboli¢kog puta javljaju za antipsihotike, lijekove za lijeCenje simptoma psihoze, to jest
psihi¢kog stanja koji se nalazi u spektru Sizofrenije i ¢esto ispoljava kod ovisnosti o drogama,
poremecajima raspolozenja i mnogih degenerativnih neuroloskih stanja (Arciniegas 2015).
Takoder, pronasli su povezanost izmedu promjena u putovima lipida i kolesterola i uobi¢ajenih
nuspojava antipsihotika (debljanje, kardiovaskularni poremecaji i protuupalni uéinci). Koristeci
podatke o strukturi proteina i metabolita u Recon3D-u uspjeli su identificirati receptore koji su

meta lijekova (ili receptora koji im nisu primarni cilj) te odgovarajuce nizvodne uéinke.

Pri istrazivanju i otkrivanju lijekova velika pozornost se daje malim strukturalnim
promjenama koje bi potencijalno mogle utjecati na zeljeni terapijski u€inak. No Brunk 1 suradnici
su utvrdili da su lijekovi koji su inducirali isti obrazac poremecaja (i lijekovi s poznatim
antipsihotickim djelovanjem 1 nepovezani lijekovi) strukturno razli€iti tako Sto su usporedivali
strukture samih molekula koje grade lijek. Njihovim istrazivanjem potvrdeno je da strukturno
razli¢ite molekule imaju slicne ucinke na metabolicke putove i time je naglasen potencijal

Recon3D-a za prenamjenu lijekova i dizajn viseciljnih terapija (Brunk i sur. 2018).

Ovakav biotehnoloski napredak dovodi farmakogenomiku korak blize ostvarivanju ,,multi—
omics® pristupa. ,,Omics* skupovi podataka uklju¢uju metilomiku, transkriptomiku, proteomiku i
metabolomiku te se pomocu njih kvantificira metilacija DNA, ekspresija RNA, kao i ekspresija i
modifikacije proteina (Manzoni i sur. 2018). Buduéi da se terapijski ishodi mogu predvidjeti iz
poremecaja u ,,meduslojevima‘ ,,omics* skupova, ovo podrucje ima veliki potencijal unaprjedenja

farmakogenomike (Conesa i Beck 2019).
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3.3.3. Elektronic¢ki zdravstveni kartoni i biobanke

Veliku klinicku primjenu unazad nekoliko godina pronasli su i elektronicki zdravstveni
kartoni (engl. electronic health records) (dalje u tekstu EHR) te biobanke (engl. biobanks). Osim
Sto su poboljsali dijagnozu i1 koordinaciju lijeCenja, otvorili su vrata novim moguénostima u

analiziranju podataka.

Elektronic¢ki zdravstveni kartoni sadrzavaju demografiju pacijenata, povijest bolesti,
pripisane recepte za lijekove i laboratorijske rezultate (Dinh—Le i sur. 2019). Zbog Sirokog opsega
informacija koje sadrze omoguéuju analizu nuspojava, istrazivanje rijetkih bolesti i njihove

stratifikacije (Nair i sur. 2016).

Biobanke su organizirane zbirke pohranjenih bioloskih uzoraka, poput ljudske DNA, tkiva
I stanica, koje su povezane s osobnim i klini¢kim podacima pacijenta (Cambon—Thomsen i sur.
2007). One su takoder prosirile moguénosti u istrazivanjima u farmakogenomici jer povezuju
genotipove s elektroni¢kim zdravstvenim kartonima. Zdruzenim snagama EHR i biobanke

omogucuju replikaciju poznatih farmakogenih interakcija te kataliziraju nova otkri¢a (Li 1 sur.

2020).

Mclnnes i Altman (2021) su istrazivali farmakogenomske interakcije izmedu 200 lijekova
i 9 gena na 200000 sudionika europskog podrijetla koriste¢i se podatcima iz UK biobanke.
Koristeni farmakogeni aleli, preuzeti iz Axiom Biobank Array kojeg je objavila UK biobanka, su:
CYP2B6, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A5, CYP4F2, SLCO1B1, TPMT i UGT1AL. Oni su
ciljano odabrani jer proteini koje kodiraju imaju klju¢nu ulogu u farmakokinetici lijekova, a osim
toga za svaki postoje to¢no odredene smjernice o doziranju. Za svaki gen napravljen je
farmakogeneticki fenotip pomoc¢u alata PGXPOP napravljenog u programskom jeziku Python
(https://github.com/PharmGKB/PGxPOP). Sudionike su razvrstali u pojedine klase metabolizatora

(lose, srednje i normalne) na temelju njihovog genotipa. Osim $to su otkrili povezanost izmedu
farmakogenih fenotipova i doze potrebne za odrzavanje lijeka, utvrdili su i fenotipove
karakteristiéne za neuobicCajene odgovore na lijek. Takoder, potvrdili su neke od poznatih
interakcija gena i lijekova, ali su dosli i do otkri¢a novih farmakogenih interakcija. Jedno od otkri¢a
bilo je da su poznati gen CYP2C9 i njegov mutant CYP2C19 determinante za dozu varfarina, lijeka

za sprjecavanje koagulacije.
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Vazna ¢injenica u istrazivanjima koje provode biobanke je ta Sto one svoje sudionike prate
longitudinalno. S vremenom se povecava broj sudionika koji uzimaju odredeni lijek 1 onih koji
ispoljavaju nuspojave na ispitivani lijek (Auwerx i sur. 2022). Kako bi se olaksala razmjena svih
dobivenih informacija potrebno je stvoriti platformu pomoc¢u koje bi se svi podaci uskladili. Postoje
inicijative, kao §to je Medunarodni konzorcij HunderdK+ Cohorts (IHCC), koje pokusavaju
ostvariti taj cilj. Glavni moto IHCC-a je ,,poboljsati razumijevanje varijabilnosti u odgovoru na

lijekove i identificirati nove farmakogenske veze* (Manolio i sur. 2020).

4. 1zazovi u farmakogenomici

Nedvojbeno je da postoji vidljiv napredak u podru¢ju farmakogenomike, ali pred njom i
dalje leze mnogi izazovi kao $to su prilagodba na dinami¢no globalno regulatorno okruzenje,
izazovi u dizajnu istrazivanja i klini¢koj provedbi te sve veca zabrinutost oko privatnosti pacijenata

(Bienfait i sur. 2022).

Neke od prepreki koje stoje na putu potpunog procvata farmakogenomike su ogranic¢enja i
izazovi u provodenju genetickih analiza tijekom klinickog razvoja (Bienfait i sur. 2022). U
klini¢kim ispitivanjima su u primarnom i sekundarnom planu terapijski ciljevi, ¢ija je namjena
otkrivanje raznolikosti u sigurnosti i ucinkovitosti lijeka, Sto stavlja pacijentove specificne

genetske karakteristike u pozadinu (Guo i sur. 2019; Kobie i sur. 2019).

Posto je vecina sudionika europskog podrijetla, veliki problem predstavlja nedostatak
raznolikosti populacije unutar klinickih ispitivanja (Food and Drug Administration (US) 2017).
Potencijalno vazni biomarkeri za klinicku praksu se neobiljezavaju jer se u farmakogenomski
istrazivanjima geneticka slika obuhvaca u vrlo uskom 1 jednolikom opsegu. Naime, mnogi vazni
farmakogeni biomarkeri se ¢esto pojavljuju samo u izvaneuropskim populacijama (Bienfait i sur.
2022). Na primjer, gen HLA-B*15:02, koji je povezan s dermatoloskim nuspojavama na
antiepileptike karbamazepin ili okskarbazepin, javlja se posebno u odredenim istocnoazijskim 1
juznoazijskim populacijama (Phillips i sur. 2018). Takoder, fenotip slabog metabolizatora gena
CYP2C19, koji je povezan s povecanom ili smanjenom vjerojatnos¢u nuspojava ili djelotvornosti

niza razlicitih lijekova, javlja se puno ¢esce u azijskim populacijama (Scott i sur. 2012). Ovo je
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velika prepreka u daljnjem razvoju i primjeni farmakogenomike zato $to su mnogi farmakogeni
pod slabim globalnim selektivnim pritiskom te je frekvencija alela specificna za odredenu

populaciju (Auwerx i sur. 2022) pa ovakve povezanosti ostaju neotkrivene.

Osim $to se farmakogenomika susreCe s izazovima u samom provodenju ispitivanja,
problemi izviru i u kasnijoj klini¢koj primjeni. lako se mnogo resursa ulaze u otkrivanje novih
farmakogenih biomarkera (Food and Drug Administration (US) 2015; Relling i sur. 2020),
dobiveni podatci se jo$ uvijek ne koriste u $iroj klini¢koj praksi (Bienfait i sur. 2022). Razloga ima
puno, a neki od njih su poteskoce pri naru¢ivanju i tumacenju genetickih testova te naknada
troskova za iste, nedostatak obrazovanja za medicinare, ograni¢eni dokazi koji podupiru klinicku
korisnost i zdravstvenu ekonomsku vrijednost mnogih farmakogenetickih biomarkera te
neuskladenost u preporukama za farmakogeneticko testiranje (Koutsilieri i sur. 2020; Shekhani i
sur. 2020). Premda postoje inicijative, poput Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) i Dutch Pharmacogenomics Working Group (DWPG), za rjeSenje ovih
poteskoc¢a i davanje smjernica za koristenje farmakogeneti¢kih informacija u klini¢koj praksi
(Bank i sur. 2018), upotreba genetskih testova ostaje ograni¢ena. Osim toga smatra se da potreba
za farmakogenetskom dijagnostikom predstavlja znacajnu prepreku za razvoj i marketing novih
lijekova (Bienfait i sur. 2022).

Za klinicku primjenu nije spremna ni vec¢ina prediktivnih modela iako daju obecavajuce
rezultate. Problem predstavljaju neograni¢ene koli¢ine i broj dostupnih ,,multi-omics* skupova
podataka ¢ime je povecavan rizik od prekomjernog prilagodivanja modela i nije moguca neovisna
replikacija istrazivanja (Conesa i Beck 2019). Uz to, postoji i velika koli¢ina dobivenih rezultata
koja nisu javno dostupna (Burton i sur. 2020). Ideja ,,multi-omics* podataka je da ne Cine
ograniCene entitete ve¢ da su povezani u smisleni bioloski sustav kroz koji bi se mogle objasniti

sve moguce interakcije lijeka i biomarkera (Auwerx i sur. 2022).

Kolicina i osjetljiva priroda pacijentovih podataka, alati pomocu kojih su oni prikupljeni,
kao i daljnja obrada istih, budi mnoga eticka pitanja. Za razvoj individualiziranih ciljanih terapija
u sklopu personalizirane medicine bitan je otvoren pristup svim podacima, ali potrebno je uvaziti i
privatnost pacijenata. Kroz transparentnu komunikaciju i edukaciju o tome kako ¢e podaci
sudionika biti zaSti¢eni i koriSteni moguce je odrzati povjerenje. Time bi pojedinci bili skloniji

sudjelovati u napretku i ostvarivanju cilja personalizirane medicine §to bi omogucilo
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znanstvenicima da nastave svoj rad i pruze drustvu inovacije koje ¢e se primjenjivati za sveopéu
dobrobit.

5. Zakljucak

Farmakogenetika i farmakogenomika su znanstvene discipline koje se bave proucavanjem
genetskih varijacija koje utjeCu na odgovor na terapiju, to jest lijek. One Cine spoj izmedu
farmakologije, znanosti koja proucava lijekove i njihov utjecaj na zive organizme, te genetike,
znanosti o nasljedivanju. U posljednjih sedamdeset godina dozivjele su velike promjene, od
znanosti u nastajanju pretvorile su se u interdisciplinarno podrucje istrazivanja. ZavrSetak Projekta
ljudskog genoma dodatno je prosirio podrucje znanosti te pokrenuo prijelaz iz farmakogenetike na
farmakogenomiku. Tehnologije sekvenciranja druge i trece generacije omogudile su utvrdivanje
ljudske farmakogenske mape na brz, jeftin i u¢inkovit nacin. Posebno su se pokazale korisnim u
kombinaciji s drugim molekularnim metodama. U eksperimentalnom pristupu, alati za uredivanje
genoma omogucili su otkrivanje i funkcionalnu provjeru valjanosti farmakogenetickih interakcija.
Provodenje takvih eksperimenata olaksano je nakon otkri¢a sustava CRISPR—Cas, jednostavnog i
preciznog alata koji je doveo do revolucionarnih promjena. KoriStenjem stani¢nih
trodimenzionalnih sustava organoida moguce je predvidjeti odgovor na lijekove te istrazivati
potencijalne nove terapijske strategije. S ubrzanom digitalizacijom svijeta, alati i koncepti iz
statistike i racunalnih znanosti pronasli su Siroku primjenu u farmakogenomici te su postali klju¢ni
za analizu i integraciju sve sloZenijih skupova podataka. Primjena strojnog ucenja na bioloske
koncepte dovodi do stvaranja ,,omics* skupova podataka gdje se razluCuje povezanost nekog
metaboli¢kog odgovora na svim razinama u organizmu. lako jo§ uvijek nailazi na prepreke u
ispitivanjima te u klinickoj primjeni, farmakogenomika ima veliki potencijal u razvoju racionalnih
sredstava za optimizaciju lijekova koji bi se temeljili na genotipu pacijenata. Bitno je dobiti
povjerenje pacijenta kako bi se ubrzala primjena koncepata personalizirane medicine. Time bi bila
osigurana maksimalna ucinkovitost s minimalnim nuspojavama i omogucilo bi se propisivanje

prave kolicine lijeka skrojenoj prema genetickom ,,makeup—u® pacijenta. Farmakogenomika
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7. Zivotopis

Ime mi je Veronika Mrkus i rodena sam u Zagrebu, 1999. godine gdje sam zavrsila Osnovnu
Skolu Veceslava Holjeveca i II. opéu gimnaziju. Nakon zavrSetka srednje Skole, 2018. godine
upisala sam preddiplomski sveucilisni studij Molekularna biologija na Bioloskom odsjeku
Prirodoslovno—matemati¢kog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Za vrijeme studija sudjelovala sam
kao volonter u znanstveno—edukativnim aktivnostima poput Noc¢i biologije te No¢i muzeja u
Hrvatskom prirodoslovnhom muzeju. U akademskoj godini 2020./2021. ukljucila sam se u
Erasmus+ projekt PROMISE (engl. Personalized Medicine Inquiry—Based Education) na kojem
sam uspjesno savladala te¢aj o personaliziranoj medicini te o participativnoj medicini. Cilj projekta
bio je pripremiti studente znanstvenog i medicinskog usmjerenja na dinamican svijet medicinske
prakse te upoznati ih s odgovornim istrazivanjem i naéelima inovacije kroz online edukacije.
Projekt je napravljen u suradnji Sveucilista u Splitu, Pompeu Fabra Sveucilista, Europskog saveza
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Sveucilista u Zagrebu na Odjelu za medicinsku biologiju pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Ane
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voditelj biljetera u Zagrebackom gradskom kazalistu ,,Komedija“ te kao prodajni savjetnik za

biljnu kozmetiku u trgovini ,,Yves Rocher®.
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