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SOUHRN

Antikoagulaéni lé€ba warfarinem a dalSimi derivaty dikumarolu vykazuje vyznamnou interindividualni i intraindividualni
variabilitu. Potfebna davka warfarinu z velké ¢asti zavisi i na vrozenych dispozicich kazdého jedince. Davku prokazatelné
ovliviuji genetické varianty cytochromu P450 2C9 (CYPP2C9) a reduktazy epoxidu vitaminu K (VKORCT). Ovlivnéni
dalSimi polymorfismy je pfedmétem vyzkumu. Zda se, Zze zahrnuti vysledk( genetického testovani do algoritmi pro vypo-
Cet potiebné Gvodni davky warfarinu by mohlo byt pfinosem. Podobné znalost polymorfismd mdize upozornit na pacienty
s vysokym rizikem predavkovani a tim i krvacivych komplikaci. Dosud to vSak neni jednoznacné prokazané.
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SUMMARY ~

MatySkova M., Cech Z.: Warfarin and pharmacogenetics

Sensitivity to anticoagulation treatment by warfarin shows a wide inter-individual and intra-individual variability. The proper
warfarin dose also depends largely on inherited predispositions. The dose is significantly influenced by genetic variants
of cytochrome P450 2C9 (CYPP2C9) and vitamin K epoxide reductase (VKORCT). Other possible polymorphism effects
are under investigation. It seems that including genetic testing into algorithms for calculating of the required warfarin dose
could be beneficial. Similarly, knowledge of polymorphisms could alert us to patients with a high risk of overdosing and
bleeding complication. If there is a benefit of genetic testing remains controversial till now.

Key words: warfarin, pharmacogenetic, CYP2C9, VKORCI1.

Uvod

Kdyz za podpory spole¢nosti Wisconsin Alumni
Research Foundation izolovali Link et al. dikumarol a
v roce 1941 ziskali patent na jeho syntézu, nikdo netusil,
Ze se jeden z derivatli stane jednim z nejuzivanéjsich
IékU v mediciné [23]. Warfarin (W) byl poprvé uveden
na trh v roce 1948 jako prostfedek na hubeni hlodavc,
pouziti v mediciné nebylo cilem jeho vyvoje. Jako lidské
antikoagulans byl schvéalen v roce 1954 a jako jeden
z prvnich pacientll z néj profitoval americky prezident
D. Eisenhower. Chemicky se jedna o 4-hydroxykumarin.

Davka warfarinu potfebna k dosazeni terapeutické
hladiny je velmi individualni a zavisi na fadé faktor( jed-
nak vrozenych, jednak ziskanych (pouzity typ preparatu
— generika; vék, vySka a hmotnost jedince; slozeni stra-
vy; uzivané léky, popt. aktualni onemocnéni). Znamé
jsou také rozdily v potfebné davce v zavislosti na rase,
kdy Afri¢ané maji vy$3i davky nez kavkazska populace,
a naopak Cinané a Japonci davky nizsi [18].

Warfarin se po podani prakticky kompletné vstfeba-
va ze zaludku, v plazmé se vaze na albumin. Je meta-
bolizovan v jatrech pomoci mikrozomalniho systému
enzymU cytochromu P450. Jako kompetitivni inhibitor
vitamin-K-2,3 epoxid reduktazy potlauje regeneraci
redukovaného vitaminu K (VK). VK je kofaktor gama-
-karboxylace zbytk( karboxyglutamové kyseliny protein(
na kyselinu gama-karboxyglutamovou, ktera je nezbyt-
na pro spravnou funkci vSech, na vitaminu K zavislych
protein(l véetné hemostatickych faktor( [5].

Warfarin jako racemicka smés obsahuje dvé izoformy
R a S. Navzajem se li8i rychlosti metabolismu a ucin-
kem (S je 3krat ucinnéjsi). S je metabolizovan CYP2C9

(a CYP2C8) a vyluCovan zlugi, zatimco R je metabo-
lizovan vedle CYP2C19 a CYP2C8 hlavné CYP1A2,
CYP3A4 (a CYP1A1) a vyluovan moci [4, 34].
Jednotlivé derivaty dikumarolu (acenokumarol, war-
farin, fenoprokumon) se nelisi svym uc¢inkem v cyklu
VK. Vyznamné rozdilny je jejich polo¢as a zplsob
metabolizovani u fenoprokumonu — 40 % je vyluGovano
nezmeéneéno, tj. ovlivnéni CYP polymorfismy je minimal-
ni, zbytek je metabolizovan CYP2C9 a CYP3A4 [5].

Vrozené faktory

Z vrozenych faktor(, které mohou ptisobeni warfarinu
ovliviiovat, se podle sou¢asnych znalosti uplatiuji nejvice
polymorfismy enzymu CYP2C9, které ovlivriuji farmako-
kinetiku a VKORC1 pUsobici na farmakodynamiku [14].

Cytochrom P450

Cytochrom P450 zahrnuje skupinu enzyma (superfa-
milie), jejichz spoleCnym znakem je obsah molekuly hemu.
VétSina z nich se naléza v jatrech, jinak napf. v tenkém stre-
vé, plicich, ledvinach, k{iZi. Jejich funkci je biotransformace
endo- i exogennich latek. Aktivita jednotlivych enzym je
velmi variabilni a zavisi na spoluptsobeni vrozenych a
fady ziskanych faktord. Vlastni enzymy se oznacuji CYP
a déli se na rodiny (arabska dislice), podrodiny (velké
pismeno) a konkrétni enzym (&islice) [15].

Ze &tyfizoenzym z podrodiny CYPZ2C, které se nalé-
zaji ulidi, jsou pro metabolismus warfarinu (a fady dalSich
[éciv) dllezité predevsim CYP2C9 (S-warfarin). Z 34 dosud
popsanych hlavnich alel genu CYP2C9 ovliviiuji u¢innost
warfarinu pfedevsim dvé — CYP2C9*2 (zaména C430T
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v exonu 3 — Arg144Cys) a CYP2C9*3 (zaména A1075C
v exonu 7 — lle359Leu). In vitro ma CYP2C9*1 normal-
ni enzymatickou aktivitu, zatimco varianta CYP2C9*2
vykazuje aktivitu kolem 12 % a CYP2C9*3 enzymatickou
aktivitu < 5 % [1]. Vyskyt téchto polymorfisml vykazuje
vyraznou rasovou zavislost [12]. Fenotypickym projevem
je snizena clearance lékl zavislych na CYP2C9 [30].

Nové bylo popsano i ovlivnéni warfarinu CYP4F2
(rs2108622; V433M) v kavkazské populaci. Davka war-
farinu se lisi o cca 1 mg/den u nositeld CC a TT alel. Byl
pozorovan vzestup davky warfarinu o0 4-12 % na den
a T alelu. Fyziologicka role CYP4F2 v cyklu vitamin
K/warfarin je ale dosud neznama. | u tohoto polymorfismu
jsou rozdily v prevalenci v zavislosti na rase [6].

Vitamin K epoxid reduktaza

Dulezita slozka cyklu metabolismu K-vitaminu,,Vitamin
K epoxid reduktaza multiproteinovy komplex* (VKOR) byl
identifikovan r. 1974. AvSak teprve o 30 let pozdéji byl nale-
zen a popsan jeho gen ,Vitamin K epoxid Reductase Com-
plex subunit 1“= VKORC1[17, 26], ktery je lokalizovan na
16 chromozomu, a na chromozomu 1 a X byly identifiko-
vany dva pseudogeny. Prakticky sou¢asné byly popsany
i mutace v tomto genu, které mohou byt zodpovédné jak
za vrozeny krvacivy stav pfi mnohocetném defektu koa-
gulaénich faktor( (,vitamin K-dependent clotting factor
deficiency” — VKCFD2), tak i rezistenci na warfarin [26].
Nasledné byly identifikovany dva bézné polymorfismy
1173C>T v intronu 1 a 3730G>A v 3" nepfepisované
oblasti [8], které ovliviuji warfarinizaci.

V roce 2005 publikovali Rieder et al. retrospektivni
studii jedincll na dlouhodobé oralni antikoagulaéni 1é¢bé
(OA) se zamérem zjistit vliv haplotypl VKORC1 na davku
warfarinu [25]. Identifikovali 28 SNP (,single nukleotid poly-
morfism“ — polymorfismus jednoho nukleotidu), z nichz
bylo 10, béznych” (prevalence vice nez 5%), které rozdélili
do deviti haplotyp(, pét z nich bylo pfitomno ve vice nez
5 % primarnich vzorkli—H1, H2, H7, H8, H9. Podle potreb-
né davky warfarinu byly identifikovany: skupina A (H1, H2)
a skupina B (H7, H8, H9). Z toho H7 a H9 maji potfebu
vysoké davky warfarinu. Haplotyp A/A znamena nizkou
davku warfarinu 2,7 + 0,2 mg/den; haplotyp A/B davku
4,9 + 0,2 mg/den a haplotyp B/B 6,2 + 0,3 mg/den. Tyto dvé
skupiny haplotypl zodpovidaiji asi za 25 % variaci v OA.
U Asiatli a Ameri¢anu je vySSi zastoupeni haplotypl ze
skupiny A, u africkych Ameri¢ant skupina B.

Podobné Geisen et al. vySettili 200 darcu krve a vytvo-
fili kompletni mapu jednonukleotidovych polymorfismu
genu VKORC1 [11]. Identifikovali 3 hlavni haplotypy, které
koreluji s variabilitou odpovédi na warfarin, a to nejen inter-
individualni, ale také interetnickou. Nalezli 28 SNP z toho
25 v tzv. nekoduijici oblasti. Sest z nich tvofi tfi hlavni haplo-
typy, které jsou zastoupené u 99 % kavkazské populace.
VKORC1*2 (haplotyp A) je pfitomen u 42 % Evropan(,
98 % Cirian(, ale jen 14 % Afroameri¢and a zahrnuje i SNP
3673 G>A. Tento haplotyp m& mRNA sniZenou na 30 %
aktivity, ktera je bézna u ,wild type®. Jeho nositelé potrebuji
pouze nizkou davku warfarinu. Haplotyp se déle déli dle
dvou hlavnich SNP na VKORC1*2A (prevalence cca 12%)
a VKORC1*2B(30%). Druhy haplotyp VKORC1*3 (B) byl
identifikovan u 38 % Evropant a déli se na VKORC1*3A az

3F. VKORC1*4 (C) je asi u 20 % Evropanti, u Cifiant neby!
nalezen a ma dva podtypy 4A a 4B. Ostatnich 14 SNP je
pritomno vzacné. Asociaci vySe zminénych haplotypu ve
vztahu k davce OA ovéfili u 50 osob, které nebyly nositelé
mutace pro zvySenou citlivost ¢i rezistenci na OA v kddo-
vaci oblasti VKORC1. Ve skupiné se zvySenou citlivosti
na OA bylo 93 % homozygoti VKORC1*2 — davka feno-
prokumonu byla pod 6 mg/tyden, zadny pacient nebyl
ani Castecné rezistentni na OA. 86 % osob s ¢astecnou
rezistenci na OA bylo homozygoty pro ne-VKORCT*2.
VKORC1*1 byl nalezen pouze u Afri¢and.

Prevalence VKORC1 SNP 3673 G>A v populaci je
udavana pro genotyp GG — 25 % s primérnou davkou
warfarinu 6,7 mg/den, pro GA — 56 % s priimérné 4,2
mg/den a stfedni citlivosti na warfarin. Genotyp AA
se vyskytuje v 19 %, jeho nositelé jsou velmi citlivi na
warfarin (enzym je malo aktivni) a prGmérna davka
warfarinu byva 2,7 mg/den [27].

Nejcastéji se v souCasnosti testuje VKORCT na
pritomnost SNP 3673 G>A a 7566 C>T.

DalSi faktory

Predpoklada se vyskyt mnoha dalSich polymorfis-
muU SNP, které mohou Uc¢innost warfarinu ovliviiovat
(tab. 1). Retrospektivni studie, ktera testovala cca
550 tisic SNP gend, potvrdila jako primarni genetické
determinanty 1éCby CYPa VKORC1, které dohromady
mohou vysvétlit 45-55 % celkové variace davky war-
farinu. Upozornila také na fadu dal$ich polymorfismd,
které maji vztah k warfarinu, vétSinou se ale nezdaji byt
klinicky vyznamné [7]. Prace z roku 2006 upozornuje na
mutaci v genu pro kalumenin, ktera vyznamné zvySuje
potfebnou davku warfarinu [33].

Table 1. Polymorphisms of genes which can influence warfarin (W)
metabolism

Cytochrome P450 - CYP2C9

e CYP2C2, CYP2C3

* CYP2C19; CYP1A2; CYP3AS5 (does not influence warfarin dose)
e CYP4F2

VKORC1

ABCB1 (multidrug resistance gene 1)

* Variant 3435T in exon 26

¢ Increased occurrence in subjects with low W dose
gamma-glutamyl carboxylase (GGCX)

* carboxylation of vitamin K — dependent proteins

* Polymorphisms also influence W dosing

Factor IX — Mutations in propeptide FIX

Apolipoprotein E (APOE)

¢ Important role in vitamin K intake

* W dose can be influenced in carriers of E4 allele

Calumenin

» Ca?* binding protein of endoplasmic reticulum

¢ Influenced the transfer of reduced vitamin K

Microsomal epoxide hydrolase (EPHXI)

e Component of the VKOR complex in v endoplasmic reticulum
* Polymorphism of Y113H is associated with a high initial dose of W
Polymorphisms of vitamin K — dependent factors

e Factor Il

e Factor VII
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Gama-glutamyl karboxylaza (GGC) je kliCovy
enzym, ktery se podili na karboxylaci na vitaminu
K zavislych proteind a méa vyznamny vliv na fadnou
funkci na VK zavislych faktortl. Mutace v genu CGC
jsou popsany u VKCFD1. Jeho polymorfismy také
ovliviiuji davkovani warfarinu, davka ma stoupajici
tendenci v zavislosti na po¢tu mikrosatelitdl (opakujici
se sekvence) v intronu 6 [29, 34].

Na vitaminu K zavislé faktory — polymorfismy
faktort 1l a VII jsou také davany do souvislosti s ovliv-
nénim OA, vétSinou ve smyslu snizené citlivosti na
warfarin [29, 34].

Faktor IX — mutace faktoru IX jsou pfi€inou vrozené
krvacivé choroby hemofilie B. Méné je znamo, Ze byly
nalezeny i mutace v propeptidu FIX, jejichz nositelé
jsou normalné bez potizi. Pokud je vSak nasazen
warfarin, dochazi k vyraznému (disproporcionalnimu)
poklesu FIX na 1-3 %, zatimco ostatni K-dependentni
faktory zlistavaji na hladiné kolem 30—40 %. Dosud jsou
popsany dvé rlizné ,missence” mutace, které maji za
nasledek snizenou afinitu karboxylazy k prekurzoru
FIX. Prevalence tohoto defektu se v populaci odhaduje
na < 1,5 %.V dusledku selektivni precitlivélosti FIX se
vyrazné zvysSuje nachylnost téchto osob ke krvaceni
pfi podavani warfarinu. Laboratorné u téchto jedinct
nalézame prodlouzeni aktivovaného parcialniho trom-
boplastinového ¢asu (APTT), které neodpovida stupni
warfarinizace [13, 22].

Klinické vyuziti genetického testovani

Klinicky se pfitomnost polymorfismi CYP2C9
projevuje zvySenou citlivosti na warfarin. Jejich nosi-
telé maji niz8i potfebnou davku nutnou k dosazeni a
udrzeni terapeutického rozmezi, potfebuji delsi ¢as
k dosazeni stabilni davky warfarinu. Dochazi ke snad-
nému predavkovanim nejen pfi zahajeni antikoagulace
a s tim spojenému vysSimu riziku krvacivych kompli-
kaci. Je také vySsi riziko pfedavkovani v dusledku
interakci s Iéky metabolizovanymi a/nebo reagujicimi
s CYP2C9. Zda se, Ze tyto polymorfismy zvyS8uji
riziko krvaceni nezavisle na hodnoté INR. Typickym
projevem je také nestabilita antikoagulani terapie a
del8i pfetrvavani antikoagula¢niho efektu po vysazeni
lécby [1, 12, 20].

Polymorfismus VKORC1 ma vyznam pro stanoveni
pozadované davky OA, pro kolisani davky nema tak vel-
ky vyznam jako SNP CYP2C9[20]. VKORC1 haplotyp
A/A ma v porovnanim s non-A (déleni podle Riedera)
krat$i ¢as do dosazeni PT INR v terapeutickych mezich
a kratsi dobu do dosazeni INR nad 4. Oproti tomu
CYP2C9 neni signifikantnim prognostickym faktorem
dosazeni ucinného INR, ale je signifikantni v pfipadé
Casového intervalu k dosazeni INR pfes 4. Jak CYP2C9
genotyp, tak haplotyp VKORC1 maji signifikantni vliv
na potfebnou davku warfarinu po dvou tydnech poda-
vani. Uvodni kolisani warfarinu je vyrazngji sdruzeno
s VKORC1nezs CYP2C9. Homozygoti pro haplotyp A

jsou signifikantné Castéji pfedavkovani. Polymorfismy
obou jsou sdruzeny s nizsi potfebnou davkou warfarinu
— VKORC1 od poc¢éatku, CYP2C9vyznamnéji po 28. dni
OA. VétSina krvacivych pfihod se ve sledované skupiné
objevila v prvnich 28 dnech podavani 1éCby u starSich
pacientd (median véku 71 let) [28].

Mutace v genu VKORC1 mohou byt také zodpovéd-
né za tzv. rezistenci na warfarin [18].

V dlsledku vysoké variability davky warfarinu je
dlouhodobé snaha o individualizaci IéCby a navrh
algoritmu pro nasazovani a davkovani OA. Zkoumaji
a kombinuji se nejrizné;jsi faktory véetné genetickych.
Zamérem je navrhnout davkovaci algoritmus, ktery
zahrnuje i farmakogenetiku, a snizit tak na minimum
nezadouci uCinky — at uz z davodl pfedavkovani,
poddavkovani nebo kolisani 1éCby. Jiz pfed vice nez 30
lety byla publikovana v Lancetu prace Routledga et al.,
ktera vyuziva k predpovédi potiebné davky warfarinu
¢asné hodnoty INR, a fada dalSich nasledovala [16].
Ukazalo se, Ze vék hraje v davce warfarinu vyznamnou
roli — bez ohledu na genetiku a vy$ku osoby klesa jeho
potfebna davka cca o 8—-17 % kazdou dekadu véku
[10], {j. cca 0,5-0,7 mg/den na dekadu mezi 20 a 90 lety
bez ohledu na genotyp a vysku pacienta [27]. Déle byla
prokdzana pozitivni korelace mezi davkou warfarinu
a povrchem téla, hmotnosti a vyskou. Z téchto tfi ma
vSak pouze vyska na davku signifikantni vliv [27]. V této
praci je navrzen davkovaci model, ktery zohlednuje
vedle véku a vysky i SNP CYP2C9 (*2 a *3 alely) a
VKORC1 (SNP 3673 G>A).

Milican et al. navrhli davkovaci algoritmus s pouzi-
tim genetickych testl pro pacienty po ortopedickém
vykonu. Algoritmus davkovani vychazi z INR treti
pooperacni den (INR,), vyse prvni davky, CYP2C9"2
a CYP2C9*3, VKORCT1 haplotyp A, krevnich ztrat v
pribéhu operace a koufeni v sou¢asnosti. Zajimavosti
je, ze alternativni model bez stanoveni SNP VKORC1
mél stejnou vypoveédni hodnotu. Je to zfejmé diky prvni
davce adjustované podle véku, povrchu téla a uzivani
amiodaronu.

Nazory na geneticke testovani ale dosud nejsou jed-
notné. Na jedné strané se objevuji doporuceni na jejich
testovani, napt. doporuceni americké FDA [9] nebo pra-
ce Thackera et al., ktera doporucuje farmakogenetické
testy pro osoby s vysokym rizikem krvacivych kompli-
kaci, pokud maji vysoké INR tak, aby byly vysledky
k dispozici do ¢tvrtého dne podavani OA [32]. Na druhé
strané neni vyuziti v bézné praxi doporu¢ovano, napf.
8" ACCP doporuceni: .V soucasnosti, dokud nebudou
k dispozici randomizované studie, nedoporucujeme
uzivani indiviualizované uvodni davky OA na zékladé
farmakogenetického vysetreni [3]. Mannucci et al. zatim
testovani v bézné praxi nedoporucuji.

Randomizovana studie COUMA-GEN, publikovana
v roce 2007, délila pacienty na dvé skupiny: davkovani
uréené podle genetického vySetfeni oproti standard-
nimu davkovani (sledovani 3 mésice) [2]. Prestoze u
pacientl ve skupiné podle genetiky se presnéji odhadla
potfebna davka (dosahli rychleji stabilni davky s méné
c¢etnymi a mensimi zménami davky), cile studie, tj.
statisticky vyznamného snizeni vysledkd INR mimo
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terapeutické meze v porovnani s osobami se standard-
nim davkovanim, se nedoséhlo.

DalSi prospektivni, randomizovana kontrolovana
studie byla zaméfena pouze na stanoveni CYP2C9
polymorfism( a toto testovani doporucuje. Celkové
vSak Ize vysledky hodnotit jako kontroverzni, protoze
fada zucastnénych vystoupila ze studie pfed jejim
ukon&enim [32].

V nejvétsi prospektivni studii zamérené na farma-
kogenetiku warfarinu (,WARG study“) bylo vySetfeno
celkem 183 polymorfisml z 29 gend 1496 pacientd,
u kterych byl tento 1€k zavadén. Pouzitim vicenasob-
ného regresniho modelu (multiple regression model)
se ukazalo, ze 59 % variability v davce warfarinu je
vysvétlitelné polymorfismy CYP2C9, VKORC1 (SNP
3673 G>A a 7566 C>T), vékem, pohlavim a Iékovymi
interakcemi [35]. Zavérem je doporuceni vyuzivat far-
makogenetiku v uvodu OA.

Metody stanoveni

V soucasné dobé jsou na trhu dostupné komercni
stripy, které umoznuji rychlé, jednoduché stanoveni
polymorfisml gendl VKORC1-1639 G>Aa CYP2C9430
C>T, CYP2C9 1075 A>C za méné nez 6 hodin [24].
Princip metodiky spociva v multiplex PCR a nasled-
né reverzni hybridizaci. Pfi multiplex PCR dochazi
k amplifikaci pfislusnych fragmentd DNA. Hybridizace
je interakce dvou komplementarnich jednoretézcovych
molekul nukleovych kyselin za vzniku dvoufetézcovych
molekul.V hybridizaéni reakci se smisi jednofetézcové
molekuly PCR produktu, které jsou béhem amplifika-
ce znaceny biotinem, s kratkymi alelové specifickymi
oligonukleotidy (sondami) ukotvenymi na stripu, kte-
ré hybridizuji pouze s mutovanou DNA, respektive
~wild-type“ DNA. Vizualizaci hybridizovanych sond Ize
nasledné detekovat protilatkou proti biotinu.

Ke stanoveni polymorfismd Ize také pouzit napf. ale-
lové specifickou PCR, amplifikaci produktu s naslednym
restrikénim Stépenim, alelovou diskriminaci a dalsi.
Metodiku reverzni hybridizace na stripu Ize povazovat
za nejrychlejsi variantu detekce.

Zaver

Antikoagulacéni 1é¢ba pomoci warfarinu a dalSich
derivatd dikumarolu je velmi obtizna vzhledem k velmi
Sirokému terapeutickému oknu a vyrazné individualni
variabilité odpovédi na tyto preparaty.

Farmakogenetické studie potvrdily vyznamny vliv
vrozenych polymorfisml na prabéh l1é¢by warfarinem.
Pfedevsim polymorfismy v genu CYP2C9, zodpovéed-
ného za primérné 12 % variability potfebné davky W
a VKORC1, ktery vysvétluje asi 27% kolisani [27, 35].
Spoluplisobi zde ale i fada dal$ich vrozenych dispozic
a v neposledni fadé i ziskané stavy, prfedevsim Iékove
interakce a vlastni klinicky stav nemocného vcetné
krvaceni v anamnéze. Genetické testovani mize
pomoci klinikim predevsim v Gvodu antikoagulaéni
IéCby vyvarovat se pfedavkovani a vytipovat pacienty
s vysokym rizikem krvacivych komplikaci [30]. Jedno-

znacné doporuceni ke genetickému vysetifovani zatim
neni dano, nevyjasnéna zUstava zejména ekonomicka
stranka testovani.
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