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Souhrn: Warfarin je i pres svilj nizky terapeuticky index, zna¢nou interindividudlni variabilitu davky léku a moZzné zavazné krvacivé kompli-
kace klicovym lékem v terapii a prevenci tromboembolickych p¥ihod. Aplikace farmakogenetiky pfi vySetfeni individudlnich polymorfizmi
genu urcujiciho farmakokinetiku warfarinu (CYP 2C9) a senzitivitu na warfarin (VKORCT1) je slibnou taktikou pro bezpe¢nost antikoagu-
la¢nf terapie. Prvni moZnosti aplikace farmakogenetickych dat je vypocteni denni davky warfarinu pro jednotlivé pacienty jesté pred zaha-
jenim vlastni terapie. Druhou moZnosti je vySetfovani jiz warfarinizovanych pacient(i, kde mdZeme zjistit pacienty s rizikovym genotypem,
u kterych je predpokladano vyssi riziko krvaceni. Pravé zhodnoceni soucasnych moznosti farmakogenetiky a prvnim vysledkiim autord
v téchto dvou oblastech je vénovan nasledujici ¢ldnek.
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Application of warfarin pharmacogenetics

Summery: Even with its narrow therapeutic index, interindividual variability in daily dose and possible serious bleeding complications, is
warfarin the mainstay of therapy and prevention of thromboembolic disease. The application of pharmacogenetics in testing individual
polymorphisms of two genes CYP 2C9 (pharmacokinetics of warfarin) and VKORC1(sensitivity on warfarin) is promising tactics leading
to a safe anticoagulation. The first of two applications of pharmacogenetics is assesment of the daily dose of warfarin for individual
patients even before starting the therapy. The second is the risk stratification of already warfarinized patients: The carriers of variant
genotype are in a greater risk of bleeding complications. The following article is dedicated to the evaluation of literature and our own

laboratory and clinical experience with these applications in clinical practise.
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Uvod
Antikoagulaéni terapie warfarinem je
indikovédna u $irokého spektra onemoc-
néni, jak v terapii, tak v sekunddrni pre-
venci systémovych tromboembolickych
pithod. Zaroven je ale warfarin jed-
nim z nejnebezpecnéjsich |é¢iv pro svijj
nizky terapeuticky index, zna¢nou in-
terindividudlni variabilitu ddvky léku
a mozné zavazné krvécivé komplikace.
Warfarin z(istdva i pfes znaéné snahy
farmaceutického pramyslu o vyvoj
stejné efektivnich, bezpecnéjsich a uzi-
vatelsky ptijemnéjsich antikoagulancif
[ékem prvni volby. A nejméné nékolik
daldich let, nez budou dokonceny kli-
nické studie Fady pfimych inhibitord
aktivovaného faktoru X (rivaroxaban,
LY517717, YM150, DU-176b, apixaban,
betrixaban) a perordlnich p¥mych in-
hibitord trombinu (dabigatran) se bu-
deme nuceni spoléhat jen na warfarin.
Pravé farmakogenetika, kterd zkouma
vliv genetické vybavy jedince na po-

dany lék, nabizi mozZnost, jak s war-
farinem |é¢it bezpecnéji. Prvni moz-
nosti aplikace farmakogenetickych dat
je vypocteni denni ddvky warfarinu pro
jednotlivé pacienty jesté pred zahdje-
nim vlastnf terapie. Druhou moznostf
je vySetfovdni jiz warfarinizovanych
pacientl, kde mizeme zjistit pacienty
s rizikovym genotypem, u kterych pak
miiZzeme rigoréznéji a ¢astéji kontrolo-
vat INR. Pravé zhodnoceni soucasnych
mozZnosti farmakogenetiky v téchto
dvou oblastech je vénovdn nésledujici
¢lanek.

Co ovliviiuje individualni davku
warfarinu?

Velikost ddvky je zavisla na negenetic-
kych faktorech a na genetické dispo-
zici. Negenetické faktory jsou zodpo-
védné zhruba za asi 50% variability
v odpovédi na warfarin v jednotlivych
studiich. M(iZzeme je rozdélit na rela-
tivné kvantifikovatelné a stabilni (vék,

pohlavi, vdha a vyska pacienta, zhruba
10-20% celkové variability davky)
a hare kvantifikovatelné a vice pro-
ménné (aktudlni obsah vitaminu K
v potravé, stav jaterniho a renalniho
metabolizmu a jeho ovlivnéni dal3imi
léky a slozkami potravy, aktudlni stav
poméru anabolizmus a katabolizmus,
celkovy stav hemostdzy, compliance
pacienta a v neposledni fadé adhe-
rence k vedeni |é¢by lékafem), které
zodpovidaji az za 30-40% variabi-
lity. Rozdéleni faktord majicich vliv na
denni davku warfarinu podle kvanti-
fikovatelnosti nabyvd na duleZitosti
pravé pfi nasi snaze odhadnout dennf
davku vypoctem.

Individudlni genetickd vybava vysvét-
luje 45-60% interindividudlni variabi-
lity v davkovdni warfarinu. Vyzkum na
poli gendi ovliviiujicich Gcinek warfa-
rinu je velmi explozivni. V soucasnosti
je zndmo vice nez 30 gen( s tisici po-
psanymi polymorfizmy, které by mohly
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Graf 1. RozloZenf jednotlivych kombinaci alel gentt CYP2C9 a VKORC1 v ceské
populaci. Data 195 pacientd vySetienych v nasi laboratofi. Alely genu CYP2C9
jsou v grafu oznaceny ¢iselnymi symboly - tj. 1/1 je nositel dvou alel CYP2C9*1,
genotyp genu VKORCT je vyjadren zkratkami WT (nosi¢ dvou wild type alel,
haplotypy H7-H9), HOM (nosi¢ dvou alel citlivych na warfarin, haplotypy H1

a H2) a HET (heterozygot s jednou alelou H7-9 a druhou H1 nebo H2).

ovliviiovat nékterou z fazi tcinku war-
farinu. Zasadni vliv je v8ak ptisuzo-
van pouze 2 z nich: genu CYP2CP pro
biotransformacni enzym cytochromu
P450 CYP2C9 (klinicky studovan od
roku 1995) a genu VKORC1 pro cilovy
enzym blokovany warfarinem - pod-
jednotky 1 enzymového komplexu vita-
min K-epoxidreduktdzy (klinicky studo-
van od roku 2004). Dal$im rozsifenim
spektra vySetfovanych gent (PROC,
EPHX1, GGCX, ORM1-2) se zd4, Ze
bude mozné vysvétlit navic asi 10%
variability davky [1]. Nicméné na roz-
dil od CYP 2C9 a VKORC1 chybi vali-
dizace téchto dat na vétsich souborech
pacient(.

CYP2C9

Warfarin je racemickou smési dvou
izomerd S a R (pomér S/R =0,5:1),
které jsou metabolizovany izoen-
zymy cytochromu P450. Zhruba
Skrat G¢innéjsi S-warfarin je metabo-
lizovdn izoenzymem CYP2C9, méné
ucinny R-warfarin zejména izoenzymy
CYP1A2 a CYP2C19, které vsak ne-
maji vyznamny vliv na Gc¢innou dennf
davku [1]. Na individudlni senzitivité
na warfarin se nejvice uplatniuji alelické
varianty biotransformaéniho enzymu
cytochromu P450 CYP2C9. U izoen-
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zymu CYP2C9 je zndmo pres 130 po-
lymorfizm@, na rozdilné rychlosti
biotransformace S-warfarinu se klinicky
vyznamné uplatniuji alelické varianty
CYP2C9*1 (rychli metabolizatoFi),
CYP2C9*2 (intermedidlni metaboliza-
tofi) a CYP2C9*3 (pomali metaboliza-
tofi). Pravé nositelé alel *2 a *3 maji
snizenou biotransformaci, a tedy i nut-
nost nizsi davky warfarinu. Cetnost
u populace kavkazského plivodu je uda-
vana 79,9% pro CYP2C9*1, 12,2% pro
CYP2C9*2 a 7,9% pro CYP2C9*3 [2].
V ceské populaci je stav obdobny:
81,9% pro CYP2C9*1, 12,2% pro
CYP2C9*2 a 5,9% pro CYP2C9*3 [3].
Warfarinizovani pacienti s alelou
CYP2C9*2 potrebovali ve srovnani's no-
si¢i wild-type (wt) alely CYP2C9*1 pra-
mérné o 0,85 mg/den warfarinu méné
(17 % redukce davky), jesté vyraznéjsi re-
dukce denni davky bylo tfeba u pacientd
s alelou CYP2C9*3 (o0 1,92 mg méné,
37% redukce) [2]. Celkové se odhady
podilu téchto polymorfizm{ na celkové
variabilité davky warfarinu pohybuji od
6 do 10% [4]. Je zndmo, Ze jedinci s ri-
zikovymi alelami jsou béhem prvnich
4 tydnd |é¢by ve vétsim riziku INR nad
4,0, a tedy i krvaceni. U rizikovych ge-
notypt CYP2C9*2 a CYP2C9*3 bylo
popsano vyssi relativni riziko krvaci-

vych komplikaci 1,91 (1,16-3,17) pro
*¥2 a 1,77 (1,07-2,91) pro *3 [2].
Diéle bylo u téchto pacientd popsdno
2-10krat vys3 riziko ,prestreleni” nad
terapeutické INR rozmezi [2-3] v prv-
nich dvou tydnech lé¢by [5,6] pfi
pouziti doporucovaného nasazova-
ctho schématu s tvodni denni davkou
5-10mg warfarinu.

VKORC1

Vlastni antikoagulaéni efekt warfarinu
je dén ireverzibilni blokddou vitamin
K-epoxidreduktdzy a warfarin-senzi-
tivni chinonreduktdzy, kdy v organizmu
vznika deficit hydrochinonové formy vi-
taminu K, a tedy jeho chybéni v karbo-
xylaci glutamdtu v molekuldch koagu-
la¢nich fakeord II, VII, IX, X, proteinu C,
S a Z. Na variabilité individuélni sen-
zitivity na warfarin se nejvice uplat-
nuji alelické varianty cilového enzymu
blokovaného warfarinem - vitamin
K-epoxidreduktdzy, podjednotky 1 en-
zymového komplexu, kédované genem
VKORC1 [7,8]. U genu VKORCT se kli-
nicky vyznamné uplatiuji zejména ne-
kédujici polymorfizmy s prokdzanym
pHimym vlivem na droveri transkripce
mRNA genu VKORC1 [4]. Jako nejvy-
10 polymorfizmi signifikantné ovliviiu-
jicich ddvku warfarinu u populaci kav-
kazského plivodu (pozice 381, 861,
2653, 3673, 5808, 6009, 6484, 6853,
7566 a 9041 v genu VKORC1, GenBank
AY587020), kdy miZeme probandy
rozdélit na 2 skupiny podle 10 ha-
plotypt: skupina s vy3si (obvyklou)
denni davkou warfarinu 4,8-6,0 mg
(haplotypy H7-H9) a skupina s nizsi
denni davkou 2,9-3,0mg (haplotypy
H1 a H2, 42,3% redukce denni davky
warfarinu). Toto prediktivni schéma
bylo pouzitelné pro 99 % vy3etfované
populace indoevropského typu [4].
Z praktického hlediska staci vySetfovat
jeden z polymorfizm( na pozicich 381,
3673, 6486, 6853 nebo 7566 genu
VKORCT1, které jsou kazdy stejné in-
formativni jako plna haplotypizace
[4]. Pacienti homozygotn{ pro haplo-
typ H1 a H2 maji signifikantné nizsi
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Graf 2. RozloZenf{ poctu rizikovych alel v ¢eské populaci. Data 195 pacientt
vysetfenych v nasi laboratofi. Rizikovymi alelami je minéna pfitomnost jedné
variantni (non wild type alely), tj. alel *2 a *3 genu CYP2C9 a haplotypu H1

nebo H2 genu VKORCT.

¢as k dosazeni prvniho terapeutic-
kého INR (p = 0,02) i k dosaZeni prv-
niho INR nad 4 (p = 0,003), a tedy
i vy38i riziko krvacivych komplikaci [9].
Celkové je udavan podil vlivu genu
VKORCT1 na celkové variabilité odpo-
védi na warfarin od 21 do 30% [10].
P¥i spolecné analyze vlivu polymor-
fizm gend CYP2C9 a VKORCT1 je po-
zorovan aditivni efekt, vysvétluji takika
polovinu variability ve srovnani s vlivy
negenetickymi [11].

Data o popula¢nim vyskytu jednotli-
vych alel gent CYP2C9 a VKORC1 samy
o sobé nefikaji, jak je kdo citlivy na war-
farin. Kli¢ova je kombinace alel obou
gent u jednotlivych osob, pocet rizi-
kovych alel (zadnd az 4) téchto dvou
gentll - alel *2 a *3 genu CYP2C9 a alel
haplotypd H1 a H2 genu VKORCI.
Kombinace jednotlivych alel zastoupené
v ¢eské populaci v kohorté 195 pacienttl
vySetfenych v nasi laboratofi uvddime
v grafu 1 - 93 Zen, 102 muZzd, indi-
kace vySetteni |é¢ba warfarinem, meto-
dika: CYP 2C9 restrikéni analyza podle
Taubeho [12], VKORC1 high resolution
melting analyza navrZzena podle [4].
Nejde tedy o jasné rozdéleni na jedince
citlivé a relativné rezistentni na warfa-
rin, spise o plynulé spektrum redukce
davky dle poctu rizikovych alel. V nasem
souboru (195 pacientl) 26,52% pa-
cientd nebylo nosi¢em zadné rizikové
alely, 40,8 % mélo jednu rizikovou alelu,
26,01 % dvé rizikové alely, 6,12% t¥i ri-

zikové alely, zadny vySetfeny pacient
nemél Ctyti rizikové alely (graf 2). Litera-
tura uvadi zastoupeni pacientl bez rizi-
kovych alel od 20,4% do 39 % populace
[13]. Redukce davky u pacientd s vice
nez 3 rizikovymi alelami (zhruba 10%
populace) je zna¢nd, a nesou tak vy3si
riziko pFilis vysokého INR pfi standard-
nim nasazovdni warfarinu. Primérnd
tydenni ddvka warfarinu u pacient( se
4 rizikovymi alelami byla v Anderso-
nové studii pouze 8 mg, naproti tomu
pacienti bez rizikovych alel (wild type)
uzivali 44,7 mg warfarinu [13].

Vypocet denni davky warfarinu
podle farmakogenetiky
Pokusy o vytvoteni exaktnich pravidel
p¥i nasazovani a vedeni terapie warfa-
rinem jsou starsiho data. Korekce fak-
tory, jako je vék pacienta ¢i jeho té-
lesnd hmotnost a vyska, vsak nemohly
byt ptFilis Gspésné, negenetické vlivy
mohou vysvétlit jen asi 50% variability
denni davky warfarinu. Po spojenf ne-
genetickych a genetickych vlivii do jed-
noho vypoctu mizeme dosdhnout vy-
znamné vy$s{ presnosti v odhadu dennf
davky warfarinu.

Vysetteni polymorfizmi gend CYP2C9
a VKORCT je jiz provadéno celosvé-
tové v fadé laboratofi, zejména poté,
co Utad pro kontrolu potravin a léciv
v USA (FDA) doporudil v aktualizaci
pribalové informace warfarinu vyset-
feni téchto dvou gen( k optimalizaci

Vyuziti farmakogenetiky pti 1é¢bé warfarinem

lécby. V soucasnosti viak neexistuje
jeden vieobecné uzndvany a akcepto-
vany vzorec vypoctu dennf davky, ktery
by byl obecn& doporucovan. Zadny
z dosud publikovanych vzorct nebyl
validizovdn na opravdu statisticky vy-
znamném poctu pacientd.

Publikované vzorce mizeme rozdé-
lit na 2 skupiny. Prvni ndm umoziiuje
stanovit dennf davku jesté pred zahd-
jenim |é¢by warfarinem pouze stano-
venim genotypu a korekci negenetic-
kymi faktory [11,13-17]. Druhy p¥istup
je zahdjeni terapie warfarinem a na-
sledna korekce davky podle prvnich
vysledkd INR korigovanych podle ge-
netickych ddaji [18], ktery eliminuje
nutnou chybu p¥i odhadu negenetic-
kych faktord (napt. vliv télesné vysky
a hmotnosti nebo aktudlniho na-
staveni hemostdzy na metabolizmus
a ucinek warfarinu) a také zmensi ne-
zapocditatelny vliv nevySetfenych nebo
dosud neznamych genetickych fak-
tor(i. Pfesnost jednotlivych vzorct zis-
kanych mnohondsobnou regresni ana-
lyzou je udavana hodnotou koeficientu
determinace (R?), kterd mdZe nabyvat
hodnoty od 0 do 1 (100%) a udava
procentudlni Uspésnost vzorce ve vy-
poctu skute¢né denni davky warfarinu.
R2 se pohybuje u jednotlivych vzorct
od 39% do 79% (tab. 1).

Zatim jedinou vétsi dokoncenou ran-
domizovanou studif srovnavajici nasa-
zeni warfarinu klasickou empirickou
cestou podle kontrolnich hodnot INR
s farmakogenetickym modelem je
studie Andersona et al [13], kterd va-
lidizovala dfive vytvoteny vzorec pub-
likovany Carlquistem [11]. Do studie
bylo zatazeno 206 pacienttl, 101 z nich
bylo nasazeno podle farmakogenetic-
kého vypoctu, 99 pacientl bylo na-
sazeno standardné empiricky podle
kontrol INR. Béhem prvnich 3 mésici
terapie warfarinem bylo potteba u far-
makogenetické skupiny mensiho poctu
korekei davky (3 proti 3,6, p = 0,035)
o mensi mnozstvi léku (7,1 mg tydenni
davka proti 11,5mg, p = 0,002). Nic-
méné primarni cil nebyl splnén, per-
centudlni pomér méreni INR mimo
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Tab. 1. Pfehled jednotlivych publikovanych vzorct na vypocet denni davky warfarinu a jejich pfesnost
v odhadu denni davky.
Publikace Vysetiované Zapodtené Koeficient Velikost vySetfe- ~ Metoda validizace
geny negenetické faktory determinace ného souboru pro
(R2) tvorbu vzorce
vék, rasa, pohlavi, po- retrospektivni jiz [éCe-
Gage et al 2004 CYPIC9 vr,ch, telg (BSA), uzi- 39% 369 nych a sotablllzovan'ychv
[14] vani amiodaronu pacientd, prospektivné
a simvastatinu neprovedeno
vék, rasa, pohlavi, po- prospektivni nerando-
vrch téla (BSA), uzivani mizovana studie
amiodaronu a simvas- 57 % u Indoev- u 292 pacient( zahaju-
[G1a5g]e ecal 2008 \C/IZEZRCC91, tatinu, koufeni, pfi- ropant, 31 % 1015 jicich warfarinizaci [15];
tomnost hluboké Zilnf u Afroamericant findlné dosazena davka
trombézy nebo plicni byla vysvétlena vypo-
embolie étem R2 =54 %
prospektivni nerando-
Sconce et al 2005 CYP2C9, . » o mizovana studie
[16] VKORCT vek, vyska >42% 297 u 38 pacient zahajuji-
cich warfarinizaci [16]
prospektivni randomi-
zovand studie u 206 pa-
Carlquist et al CYP2C9, . B 0 cientd srovnavajici
2006 [11] VKORCT vék, hmotnost, pohlavi 44,6 % 213 farmakogenetické s kla-
sickym nasazovacim al-
goritmem [13]
CYP2C9, ;/:l(érl;ﬂlzt(r]rzszzélleek;ve retrospektivni jiz |éce-
Wadelius et al 2007 VKORCI1, ouze na léky snizu- 73 % 201 nych a stabilizovanych
[17] PROC, EPHX1 !?CI, N éu'l’c)l’/ljéinek ° pacienti, prospektivné
GGCX, ORM1 ' 2234 neprovedeno
warfarinu)
INR pred l[é¢bou retrospektivni jiZ |éCe-
Millican et al 2007  CYP2C9, a 3. den |é¢by warfari- 79 % 92 nych a stabilizovanych
18 VKORC1 nem, ztrata krve p¥i ope- ? acientll, prospektivné
priop P prosp
ra¢nim zakroku, koufeni neprovedeno

cilové rozmezi sice byl mensi u far-
makogenetické skupiny, ale statis-
ticky nevyznamné - 30,7 % proti 33,1%
(p = 0,47). Srovnan{ genotypové ur-
¢ené s empiricky zjiSténou nasazovaci
davkou warfarinu tedy zatim nenf jed-
noznacné uzavieno. Prvni dokoncend
studie byla limitovana statisticky ne-
vyznamnym zdvérem, nicméné trendy
byly ve prospéch davkovani warfa-
rinu zalozeného na genotypizaci je-
dince. Definitivné zfejmé potvrdi vy-
hodnost farmakogenetiky p¥i zahdjent
lé¢by warfarinem aZ zfejmé publikace
vysledkd pravé probihajicich studif.

Farmakogenetické vysetieni

béhem udrzovacilécby warfarinem
Vyznam genetického vy3etfeni téchto
dvou gen(i byl ¢aste¢né dokazan pro
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dvodni fazi lécby a je jiz na ¥adé pra-
covist ve svété soucasti bézné klinické
praxe. Nadéjnou a zatim nep¥ili§ pro-
zkoumanou oblasti je farmakogene-
tické vySetteni jiz lé¢enych pacientd.
Ojedinéla data svéd¢i pro vyssi ri-
ziko krvadceni u geneticky rizikovych
pacientll i béhem dlouhodobé udr-
Zovacfi |é¢by. Predpoklad je, Ze krva-
ceni by mélo byt vice. V praci Aithala
et al méli nosi¢i CYP2C9*1 (bézna
populace, wild type) riziko zadvaz-
ného krvaceni 2,25%/1 pt.yr. Nosici
CYP2C9*2 a *3 (rizikovi) méli totéz ri-
ziko 8,28%/1 pt.yr., tj. 3,68krat vyssi
riziko krvacenf pti rizikovém genotypu
[19]. Genetické vlivy (zvySena senziti-
vita na warfarin u nosi¢d variantnich
alel VKORC1 a sniZzend udrover meta-
bolizmu warfarinu u nosi¢d variant-

nich alel CYP 2C9) samoziejmé ne-
jsou jedinymi rizikovymi faktory pro
krvacivé komplikace p¥i antikoagu-
la¢ni 1écbé. Nejcastéji potvrzenymi
jsou: vy3si vék, noncompliance pfi uzi-
vani medikace a dochdzeni na kon-
troly INR, nestabilni INR a INR vy33{
nez 3. Nékteré tyto faktory, stanovené
v é¥e pred ndstupem farmakogenetiky
warfarinu, mohou byt do jisté miry
na rizikovém genotypu zavislé, nejvice
ohroZeni a nejvice se projevuji pravé
u pacientl s nizkou efektivni ddvkou
warfarinu pfi rizikovém genotypu. Da-
vodem by mohla byt nizsi davka léku,
a tedy i vét3i citlivost na zevni vlivy.
Tento fakt v3ak nebyl zatim spolehlivé
prokdzan a hlavné v citované praci byl
vySetiovan jen prvni (CYP 2C9) ze dvou
zndmych gend. Praktickym vystupem
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vyzkumu v této otazce, vyjde-li pred-
poklad vy3siho poctu krvaceni u riziko-
vého genotypu béhem udrzovaci |écby,
by mohlo byt ¢astéjsi provadéni kon-
trol INR u rizikovych pacient( dle gene-
tiky (napf. misto Tkrat za mésic Tkrat
za 2 tydny) a vibec celkové vyssi diiraz
na vedeni |é¢by warfarinem (dusled-
néjsi sledovani zmén vyvolanych kon-
komitantni medikaci apod.).

Zavérem lze shrnout, Ze farmakoge-
netika warfarinu je perspektivni meto-
dikou, kterd vdak musf byt dale dopraco-
vana a validizovdna spravné navrzenymi
randomizovanymi studiemi.
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