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Souhrn

Uvod: Warfarin je celosvétové nejuzivanéjsim antikoagulans ze skupiny antagonistti
vitaminu K s vysokou klinickou efektivitou v prevenci a l1é¢bé tromboembolickych
komplikaci. PouZiti warfarinu je nejvice limitovano jeho nizkym terapeutickym
indexem a vyznamnou interindividualni variabilitou velikosti u¢inné denni davky.
Zasadnim faktorem urcujicim denni davku je individualni geneticka vybava -
variantni polymorfizmy genti CYP2C9 (metabolizace warfarinu) a VKORC1
(senzitivita na warfarin). Nosici variantniho genotypu - alel CYP2C9*2 a *3 a
haplotypu A/A genu VKORC1 maji vyznamné niz$i denni davku warfarinu a zaroven
vys$Si riziko nadmérné antikoagulace a krvacivych komplikaci. Pravé pro zasadni vliv
genotypu na velikost davky, nizky terapeuticky index a nasledné riziko krvaceni, je
warfarin idealnim cilem pro farmakogenetické vySetreni.

Cil prace: Zavést a ovérit klinickou vyuzitelnost farmakogenetiky pri lécbé
warfarinem v rutinni klinické praxi. A to: 1) vypoctem denni davky warfarinu podle
farmakogenetického algoritmu jeSté pred zahajenim terapie; 2) stanovenim rizika
vyskytu zavaznych krvacivych komplikaci béhem 1écby podle individualniho
genotypu.

Metodika: Pro zhodnoceni presnosti predikce denni davky warfarinu podle
farmakogenetiky byl vytvoren soubor pacientii se zndmou stabilni denni davkou
warfarinu a detailnimi klinickymi daty, u kterych byla provedena genotypizace
variantnich polymorfizmii gent CYP2C9 a VKORC1 s pouzitim HRM analyzy. Na ¢asti
souboru pak byla porovnana piesnost publikovanych algoritmi (n = 280), dale byla
vytvorena derivacni skupina pro tvorbu vlastniho algoritmu (n = 175), ktery byl
nasledné ovéren na valida¢ni skupiné (n = 223). Pro stanoveni rizika krvaceni byla
sebrana skupina se zavaznymi krvacivymi komplikacemi (n = 51) a skupina kontrol
bez krvacivych komplikaci (n = 143).

VysledKky: Nejvyssi piresnost predikce z posuzovanych publikovanych algoritmii
dosahl u nasi ceské populace algoritmus podle Sconceové (koeficient determinace,
R? = 58,4%), dalsi porovnavané algoritmy mély jasné nizsi presnost predikce - podle

Andersona (R2=21,9%) a podle Gage (R?=23,8%). Nami vytvoreny algoritmus



dosahl u valida¢ni skupiny vysoké hodnoty presnosti predikce (R? = 62,3%), vyssi
nez algoritmus podle Sconceové (R? = 55,3%). Prokazali jsme statisticky vyznamné
vyS$Si riziko zavazného krvaceni pri lécbé warfarinem pro nosice nejméné jedné
variantni alely CYP2C9 (*2 a/nebo *3). Nejzajimavéjsim plivodnim zjisténim této
prace bylo popsani aditivniho rizika krvaceni podle celkového poctu variantnich alel
v genech CYP2C9 a VKORC(1, kdy riziko zavazného krvaceni bylo nejvyssi pro nosice
3 variantnich alel. Toto riziko je navic statisticky vyznamné béhem celého casového
pribéhu lécby warfarinem, tj. ve fazi nasazeni, ale i béhem lé¢by udrzovaci. Naopak
pro wild type pacienty (genotyp *1/*1) v genu CYP2(C9 jsme prokazali vyznamné
nizsi riziko zavaznych krvacivych komplikaci.

Zavér: Farmakogenetika warfarinu ma diky presnosti predikce denni davky své
misto v rutinni klinické praxi specializovanych antikoagulacnich center.

Pacienti s rizikovym genetickym profilem (3 nebo 4 variantni alely, homozygoti pro
variantni alely CYP2(9) jsou vhodnymi kandidaty na 1écbu novymi antikoagulancii
(xabany, gatrany) jako lékem prvni volby, nebo v pripadé€ jizZ nastavené 1éCby jako
kandidati vymény léku. Warfarin s vyuzitim farmakogenetiky ziistava bezpecnym a

pouzitelnym peroralnim antikoagulanciem i ve srovnani s novymi antikoagulancii.



Summary

Background: Warfarin is the most commonly used Vitamin K antagonist worldwide
for treatment and prevention of arterial and venous thromboembolic events. Its use
is limited by a low therapeutic index and significant interindividual variability in
daily dose. The individual genetic profile explains the majority of warfarin dose
response variability. Carriers of variant alleles *2 and *3 in CYP2(C9 gene and low
dose haplotype A/A in gene VKORC1 have a significantly lower dose of warfarin
resulting in a higher risk of overcoagulation with an increased risk of major bleeding
complications. Due to its low therapeutic index and significant influence of
individual genotype on clinical outcome warfarin is ideal for pharmacogenetic
testing.

Aim: To assess clinical utility of warfarin pharmacogenetic dosing algorithm in
routine clinical practice and to evaluate an association between CYP2C9 and VKORC1
variant genotype and the occurrence of major bleeding complications in a warfarin-
treated cohort.

Methods: Detailed clinical data were acquired from consenting study subjects with
a known and stable warfarin daily dose. All participants were genotyped for variant
polymorphisms in genes CYP2C9 and VKORC1 using HRM analysis. Accuracy of
prediction was assessed in a cohort of 280 subjects. Our own algorithm was
developed based on derivation cohort (n = 175) and subsequently validated in
validation cohort (n = 223). For risk estimation of major bleeding complications was
collected cohort of patients with major bleeding while on the warfarin therapy (n =
51) and its control group (n = 143).

Results: The highest accuracy in predicting the warfarin daily dose in our cohort of
Czech patients showed the algorithm by Sconce et al (coefficient of determination,
R?=58,4%), other compared algorithms had significantly lower accuracy (by
Anderson R?=21,9% and by Gage R?=23,8%). Algorithm developed by our group
had good accuracy in the validation cohort with the coefficient of determination
62,3% - higher than previously published algorithms in general and also in our

validation cohort (Sconce 55,3%). Regarding bleeding risk according individual



genotype we proved a higher risk in carriers of at least one variant allele in the gene
CYP2(9. Patients who are carriers of 3 variant alleles of the genes CYP2(C9 and
VKORC1 exhibited a significantly higher risk of major bleeding events during both
the initiation and the maintenance phases of warfarin therapy. On the other hand
we observed a significantly lower risk of bleeding in carriers of CYP2C9 wild type
genotype (*1/*1).

Conclusion: Warfarin pharmacogenetics has a potential thanks to its accuracy in
predicting daily dose of warfarin in routine clinical practice of specialized
anticoagulation clinics. Vigilant and careful management of patients with a higher
variant allele count or CYP2(9 variant homozygotes, including switching to newer
anticoagulants, could be considered in this high-risk cohort. Warfarin with usage of
pharmacogenetic testing remains an effective and safe alternative to new oral

anticoagulants.
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1 Literarni uvod a prehled dané problematiky

1.1 Farmakogenetika, farmakogenomika a personalizovana medicina

z

Po podani 1é¢iva dochazi v lidském organizmu k celé fadé pochodi, které
urcuji vysledny lécebny efekt. Tyto pochody mohou mit myriadu
farmakokinetickych a farmakodynamickych proménnych, které urcuji individualni
variabilitu odpovédi na podané 1écivo. Variabilita 1ékové odpovédi je dana faktory
vnéjsiho prostredi, stravou, kondici jedince, vékem, pohlavim, komorbiditami,
lékovymi interakcemi a dédi¢nosti. Charakterizace a lécebné vyuziti
interindividualnich odliSnosti v reakci na podany 1ék je naplni konceptu
personalizované mediciny. Cilem je optimalizace aplikace 1éku se snahou o
maximalni mozny lécebny efekt a zaroven minimalizace neZadoucich ucinkd.
Koncept personalizované mediciny je pomérné dlouho znam, jeho koreny sahaji az
do starovéku. Kolem roku 550 pred nasim letopoctem Pythagoras pozoroval odliSny
efekt poziti favovych bobi, kdy néktefi jedinci vyvinuli zavaznou otravu
(hemolytickou anémii, favismus), nékteri zas neméli Zddné priznaky. Originalni
vysvétleni tohoto jevu prinesl Aristoteles, ktery pii¢inu nachazel v podobnosti plodi
s genitaliemi nebo branami Hadu. Teprve ve 20. stoleti byla objevena podstata
tohoto rozdilu, geneticky podminény defekt gluk6za-6-fosfat dehydrogenazy.

Vyznamna c¢ast variability vysledného terapeutického efektu je podminéna
genotypem jedince, individualnim zastoupenim polymorfismi v genech, jejichz
produkty se podili na u¢inku daného 1éCiva. Genetické odliSnosti mezi pacienty se
mohou projevit na vSech stupnich cesty 1éCiva organizmem. LiSit se mohou
jednotlivé farmakokinetické veliciny 1éCiva: absorpce, distribuce, metabolizace
(biotransformace) a eliminace. OdliSna farmakodynamika znamena odliSnosti v
ucinku 1éku dané rozdilnou senzitivitou Ci reakci cilového proteinu léku. Geny a
jejich polymorfismy se daji ramcové rozdélit podle jejich role v ramci cesty 1éc¢iva
lidskym télem na:

* Polymorfismy v genech kodujicich enzymy lékového metabolismu

* Polymorfismy v genech kédujicich membranové transportni prenasece
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* Polymorfismy v genech kodujicich receptorové proteiny
* Polymorfismy v genech kédujicich proteiny iontovych kanalt

Pravé timto vztahem mezi genotypem jedince a odpovédi na 1éc¢ivo se zabyva
védni disciplina farmakogenetika, ktera je dominantni disciplinou konceptu
personalizované mediciny. Prvni literarni zminkou o vlivu dédi¢nosti na ucinek 1éku

byla prace Archibalda Garroda z roku 1931, termin farmakogenetika je pak prvné

pouzit Friedrichem Voglem v roce 1959 (Flockhart et al, 2009).

Farmakogenetika se uplatiiuje u 1ékii jiz uzivanych v klinické praxi, kde je
naplni genotypizace a analyza exprese genomu a jejich vliv na farmakokinetiku a
farmakodynamiku 1é¢iva, identifikace nebo uprava davky Ci pripadna zména terapie
rizikovych pacientl. Doporuceni k vyuziti farmakogenetiky se dokonce v poslednich
letech stavaji soucasti pribalovych informaci jednotlivych 1ékt (Tabulka 1.1.1). Na
rozdil od dalSich biotechnologii stanovujicich hladiny 1é¢iv nebo jejich metabolitd,
jako je zejména hmotnostni spektrometrie, je hlavnim cilem farmakogenetiky
predikce. Takto miiZe geneticky screening jiz v predstihu pred moZznym poskozenim

pacienta optimalizovat vybér farmak a jejich davkovani.

Je tieba zdiraznit, Ze genii ticastnicich se cesty 1éc¢iv lidskym télem je
ohromné mnozstvi. Z téchto kandidatnich genti a jejich polymorfismi je zatim
jenom zlomek v praxi ,,upotrebitelnych®, neboli ,interpretovatelnych®. O praktickém
vyuziti Ize uvaZovat jenom u polymorfismd, které spliuji nasledujici predpoklady
(viz tabulka 1.1.2.):

* efekt polymorfismu ma dramaticky dopad na koncentraci 1éCiva a jeho aktivnich
metabolit

* existuje jednoznacny vztah mezi koncentraci léCiva a kyZenym efektem

* jsou pritomné koncentracné zavislé zavazné nezadouci ucinky

* nizky terapeuticky index 1écCiva

Pravé vSechny tyto predpoklady jsou splnény v pripadé warfarinu.
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Farmakogenetické postupy se dale rapidné rozvijeji a uplatiiuji se vyznamné

i ve vyvoji novych 1ékii, kde pomahaji s identifikaci 1é¢ebného cile, uré¢enim

optimalniho poméru ucinku a toxicity, profilovanim idealniho pacienta, selekci

pacientii do klinickych studii a zpétnou selekci rizikového genotypu po rozvoji

nezadoucich G¢inki nového lé¢iva (viz tabulka 1.1.2.). Rada narodnich 1ékovych

regulacnich tstavili vydala presna odborna doporuceni pro aplikaci farmakogenetiky

pri klinickém testovani novych 1é¢iv (Maliepaard et al, 2013).

Pojem farmakogenomika je pouZivan v odborné literature nejcastéji jako

zaménitelné synonymum k pojmu farmakogenetika, neni jasné konsenzualné

definovana odlisnost téchto pojmt (NCBI). VétSina autord pouziva termin

farmakogenomika pro rozsahlejsi aplikace celogenomovych technologii pri

studovani vztahu genomu a 1écebného efektu.

Tabulka 1.1.1: Pfehled vybranych léciv, kde je FDA poZadovano,

doporucovano nebo zminéno vyuziti farmakogenetiky s ohledem na tdpravu

davkovani, selekci pacientii nebo moznost nezadoucich ucinki. Celkové je vyuziti

doporuceno u 111 1é¢iv (zdroj: www.fda.gov, staZzeno Cerven 2013).

Lék VySetiovany gen
5-Fluorouracil DPYD
Azathioprin, 6-Merkaptopurin, Cisplatina TPMT

Celecoxib CYP2C9
Citalopram CYP2C19, CYP2D6
Irinotecan UGT1A1%*28
Panitumumab, Cetuximab EGFR, KRAS
Kodein CYP2D6
Klopidogrel CYP2(C19
Lansoprazol, Omeprazol, Pantoprazol, Esomeprazol | CYP2C19
Tamoxifen, Tetrabenazin CYP2D6
Karbamazepin, Fenytoin HLA-B*1502

Kyselina valproova

NAGS, CPS, ASS, OTC, ASL, ARG

Klozapin

HLA-DQB1

Warfarin

CYP2C9, VKORC1
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Tabulka 1.1.2: Argumenty pro a proti vyuziti farmakogenetiky (FG), volné
podle (Weinshilboum 2003, Gardiner and Begg 2006, Maliepaard et al, 2013); EM -

extenzivni metabolizator, PM - pomaly metabolizator, NU - neZadouci u¢

v

inek.

PRO

PROTI

Lék rutinné uzivany v klinické praxi

Vyrazny rozdil mezi FG kohortami v
davkovani nebo toxicité

Lék s existujici alternativou

Zasadni, ¢asta ¢i chronickd nemoc
Vyznamny rozdil plazmatické
koncentrace 1éku mezi nosicem
variantniho a wildtype genotypu
Vyznamna vazba sledovaného jevu na
koncentraci (toxicita, icinek)
Genotyp VA vyznamné predikuje
sledovany jev

Nizky terapeuticky index

Neni efekt autofenokopizace =
konverze EM na PM inhibici enzymu
lékem (zmensSeni rozdilu v
koncentraci mezi EM a PM pfi

dlouhodobém uzivani 1éku)

®  Multifaktorialita 1é¢ebného tucinku

® Nedostate¢na klinicka data, chybéni
prospektivnich studif

e  Ekonomika FG - pomér mezi isporami
a cenou testovani

® Méné metodicky ¢i finan¢né naroc¢na
alternativa genotypizace (biochemicka
atp.)

®  Obtizna uchopitelnost pro kliniky -
prilis slozité pouziti vysledku FG v

rutinni klinické praxi

Vyvoj novych lé¢iv

Léky na miru (pacientovi i nemoci)
SniZeni vyskytu NU - spravné
davkovani a selekce rizikovych
pacientl jesté pred zahdjenim terapie

Zvyseni efektivity

e  ZvySené naklady na vyvoj léku

® Potencidlni ziZen{ trhu vyloucenim
rizikovych genotypt

®  Chybéni novych 1ékil pro pocetné malé

etnické skupiny

18



1.2 Charakteristika warfarinu

1.2.1 Warfarin - struktura

Warfarin je synteticky derivat dikumarolu - 3,3'-metylenbis-(4-
hydroxykumarin). Pfesny chemicky nazev substance podle IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) nazvoslovi je (RS)-4-hydroxy-3-(3-o0xo-1-
phenylbutyl)-2H-chromen-2-one (obrazek 1.2.1).

V 1ékarstvi je vyuZzivana ve formé sodné soli jeho racemicka smés (R-warfarin
a S-warfarin) v poméru zhruba 1:1. Oba enanciomery maji stejnou biodostupnost po
podani, ale vykazuji odliSné farmakokinetické (odliSna clearance) i
farmakodynamické parametry (odliSna sila interakce s cilovym enzymem VKOR)

(viz dale).

Obrazek 1.2.1: Vlevo: 3D-model molekuly warfarinu (zdroj - B. Mills, v programu
CrystalMaker 8.1., podle (Valente et al, 1975)); Vpravo: Vzorec warfarinu prevzaty
z ¢lanku jeho objevitele prof. Linka (Link 1959).

CHy
Cc*0
ONa CH,

See

Warfarin Sodium
(Coumadin Sodiu

1.2.2 Warfarin - historie objevu

Pocatkem 20. let 20. stoleti vypukla na severu USA a v Kanadé dosud
neznama epidemie postihujici hovézi dobytek. Postizena zvirata zavazné a
nezastavitelné krvacela z minimalnich poranéni a po béznych zakrocich
(odstranovani rohi, kastrace u bykii) nebo i hynula pro zavazna spontanni krvaceni.

Vroce 1921 veterinar Frank Schofield urcil jako pri¢inu krvaceni otravu senem,
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které obsahovalo Komonici (Mellilotus sp., sweet clover). V pokusech, kdy krmil
skupiny kralikt zkaZenou (Spatné sildZovanou) a dobie sildZovanou komonici,
prokazal, Ze otrava je vazana na plesnivé rostliny. V roce 1929 dalSi veterinar - Lee
M. Roderick, ur¢il pric¢inu krvacivych projevi, jako nedostatecnou hladinu funkéniho
protrombinu (Roderick 1931). Rostliny komonice (a mnohé dalsi - napr. marinka
vonna Galium odoratum) obsahuji kumarin. Kumarin je latka se silnou viini Cerstvé
poseceného sena, pro kterou je vyuzivan k vyrobé parfému jiz od 19. stoleti.
Kumarin se preménuje az ptisobenim plisni na derivat dikumarol, ktery je tak
povaZovan za mykotoxin. Na preménu je zapotrebi fada postupnych reakci a
soucasna pritomnost prirodné vzniklého formaldehydu, podrobné schéma z prace

Bye a Kinga (Bye and King 1970) viz obr. 1.2.2.

Obrazek 1.2.2: Postup pfemény 3-(2-Hydroxyphenyl)propionové kyseliny
(Melilotic acid) a o-kumarinové kyseliny na 4-hydroxykumarin a finalné dikumarol.

Prevzato z Bye, King (Bye and King 1970).

R.CH,-CH,-CO,H > R.CH,-CH,-CO.8:CoA
Melilotic acid —2H
R-.CH:CH.COH > R-CH:CH-.CO-8.CoA
o-Coumaric acid +H,0
R.CH(OH)-CH,-CO-S:CoA
= 0- 1 Isolated as
(e halonypeny —2H| B-hydroxymelilotic
L acid
A
R.CO.CH,-CO-8-CoA
Isolated as
B-oxomelilotic
acid
Y
OH OH OH
H,
N 7 N
—
0 00 (8] (0] 0
Dicoumarol 4.Hydroxycoumarin
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Vlastni toxin - dikumarol - byl izolovan a nasledné syntetizovan azZ po Sest let
trvajicim vyzkumu skupiny Karla Linka z Wisconsinské univerzity v roce 1940 (viz
obrazek ¢. 1.2.3). Dikumarol byl patentovan Linkem v roce 1941 a byl také prvnim

derivatem kumarinu vyuzivanym v lékarstvi.

Obrazek 1.2.3: Postup syntézy dikumarolu - prevzato z ¢lanku Karla Linka (Link

1959).
H H H
N RS N
i +CH, 0 — @’C“z
0 =0 0 =0 0 =0 0
coumarin 4-hydroxy-~ 3,3-methylene bis(4-hydroxy-

coumarin coumarin)

Prvnim doloZenym pouzitim dikumarolu jako antikoagulancia u lidi je studie autort
Butta, Allena a Bollmana z roku 1941 (Butt 1941). Po objevu a syntéze dikumarolu
pokracoval Karl Link na vyvoji dal$ich derivati kumarinu, které by mély silné;si
antikoagulac¢ni ¢inek k uc¢innéjsimu hubeni hlodavci. Jen mezi roky 1941 a 1944
syntetizoval vice nez 100 derivatu kumarinu. Po detailnich testech efektivity na
pokusnych zviratech vybral jako nejicinné;jsi derivat ¢. 42, ktery v roce 1948
registroval jako warfarin (viz obr. 1.2.4). Nazev warfarin pochazi ze zkratky jména
instituce, ktera sponzorovala vyzkumny tym, ktery warfarin syntetizoval na
University of Wisconsin (WARF, Wisconsin Alumni Research Foundation) a

koncovky -arin, ktera pochazi ze jména vychozi substance kumarinu (Link 1959).
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Obrazek 1.2.4: Prvni verejné predstaveni warfarinu jako rodenticidu.
Fotografie stanku prof. Linka ze zemédélské vystavy z konce 40. let, kdy jesté
jedinym inzerovanym vyuzitim warfarinu bylo hubeni hlodavci (fotografie prevzata
z http://discovery.wisc.edu/home/discovery/facility /wisconscientist-profiles/karl-

paul-link/).

WISCONSIN ALUMNI RESEARCH FOUNDATION
Rt (itodd «n warfatin

MW o v o 3 s mﬂ'[p at 50° Qw“ﬂ"' ”” STATIoNs
AW o v v [l e o PR

' —-——". : §olJb4 Werﬁmr Sodium ro(;\,hfxm,_ér Iw?\en
~ Is preferred to b

TR MY DRY TR0 - Btl Clile YR PN

THEY CONSIME SNOW 2 ICE o NISa ML, QUIRLY

Warfarin byl inicidlné vyuZzivan jen jako rodenticid, pro sviij silny ucinek (5-10x vice
nez dikumarol) a lepsi biologickou dostupnost se rychle stal nejpouZzivanéjSim
kumarinovym rodenticidem.

Zajimava je i cesta warfarinu do mediciny. Prvnim doloZenym "pacientem" je
rekrut U.S. Navy, ktery se snazil spachat sebevrazdu pomoci kukuri¢ného sSkrobu
otraveného warfarinem, ktery byl na lodich vyuZzivan k hubeni potkanti. BEhem 5
dnt pozil postupné celkem 567 mg warfarinu, nicméné pti projevech krvaceni, které
se postupné zhorSovaly, vyhledal 1ékarské oSetreni a byl vylécen vysokymi davkami
vitaminu K bez dal$ich nasledkt. Tento "klinicky pokus" inspiroval Linka k

v

rozhodnuti, Ze zejména farmakokinetické vlastnosti ma warfarin vyhodnéjsi, nez
tehdy pouZzivany dikumarol a Ze jeho nasobné vyssi efekt 1ze v pripadé
predavkovani zvratit bezpecné vitaminem K i u lidi. Pouziti v mediciné pak rychle
nasledovalo, v roce 1954 byl warfarin definitivné schvalen FDA pro pouZiti v

lékarstvi. V roce 1955 byl 1é¢en warfarinem po prodélaném srdecnim infarktu
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dokonce i prezident USA Dwight D. Eisenhower (Link 1959). DalSim neméné
slavnym, i kdyZ nechvalné proslulym, "pacientem"” by mohl byt i Josip Vissarionovic
Stalin. Podle dobre argumentované teorie publikované r. 2003 autory Jonathanem
Brentem a Vladimirem Naumovem v knize " Stalin's last crime: the plot against the
Jewish doctors, 1948-1953" mohl byt Stalin otraven, pravé objevenym a v Rusku
tehdy dosud neznamym lékem, warfarinem, ktery je bez chuti a zapachu. Warfarin
mohl zpiisobit intracerebralni krvaceni, na které Stalin pravdépodobné zemiel

(Brent and Naumov 2003).

1.2.3 Klinické indikace warfarinu

Warfarin je antikoagulacni 1€k, ze skupiny antagonistii vitaminu K, ktery
blokuje tvorbu plazmatickych koagula¢nich faktort zavislych na vitaminu K. Jeho
klinicka efektivita v prevenci tromboembolickych komplikaci byla prokdzana mnoha
klinickymi studiemi (Hankey and Warlow 1999, Stam et al, 2002, Hart et al, 2007,
Ringleb et al, 2008). I po Sedesati letech klinického vyuziti je stale celosvétové
nejuzivanéjSim peroralnim antikoagulanciem.

Pouziva se v indikacich, kde je vyhodny jeho ucinek inhibice pokracujiciho
narlstu trombdzy v cévnim recisti zabranujici embolizaci trombu, zejména v
pomaleji tekoucim Zilnim recisti a v oblastech arterialniho reciSté s pomalejsi
rychlosti toku, stazou (dilatovana leva sin srde¢ni, pahyly distalné za arterialni
okluzi, ektaticky zménéné tepny - zejména megadolichobasilaris) a u mechanickych
chlopennich nahrad.

Antikoagulac¢ni terapie je indikovana vzhledem k celkovému starnuti nasi
populace u stale vétsiho mnoZstvi pacientt. Podle tidajii SUKL z roku 2010 bylo jen v
CR spotirebovano celkem 40 miliént dennich davek warfarinu. Majoritnimi
indikacemi jsou prevence tromboembolickych komplikaci - zejména
kardioembolické cévni mozkové ptrihody - u pacientti se srde¢ni arytmii (fibrilace a
flutter sini), se srdecnim selhavanim, s ateromat6zou aorty, s mechanickymi

chlopennimi ndhradami, po ortopedickych operacich, u pacientt s hlubokou Zilni
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trombo6zou a/nebo po prodélané plicni embolizaci. Detailni skladba indikaci ve

kterych je warfarin pouZzivan v CR je uvedena v tabulce ¢. 1.2.1.

Tabulka 1.2.1: Pfehled vykazanych lé¢ebnych indikaci warfarinu v CR. Data
10/2012 - 3/2013 podle indikacni diagnozy uvedené pod kddem MKN - 10,
Mezindrodni statisticka klasifikace nemoci a ptridruzenych zdravotnich problémij,

10. vydani (zdroj SUKL).

kéd MKN - 10 - indika¢ni diagnéza Pocet pacientii
[25 Chronicka ischemicka choroba 118 186
148 Fibrilace a flutter sini 112 678
149 Jiné srdecni arytmie 40 479
180 Zanét zil - flebitida a tromboflebitida 32096
[26 Plicni embolie 15101
792 Lékarska lécba v osobni anamnéze - 13189

dlouhodobé uzivani antikoagulancii v osobni

anamnéze

182 Jina Zilni embolie a tromboza (Budiv-Chiariho | 9 475
sy., embolie a trombdza dolni duté Zily, renalni Zily a

jinych neurcenych Zil)

795 Pacient se srde¢nim a cévnim implantatem a 7 257
transplantatem
167 Jiné cévni onemocnéni mozku (disekce 3723

mozkovych tepen, nehnisava trombdza nitrolebniho

Zilniho systému aj.)

[87 Jiné onemocnénti Zil (posttromboticky sy., 3558

venoézni insuficience aj.)

709 Nasledné vysSetreni po 1éCbé pro stavy jiné nez | 3 399
zhoubné novotvary (po radioterapii, operacnim

vykonu, 1é¢bé zlomeniny aj.)

[20 Angina pectoris 3265




183 Zilni méstky (varices) dolnich konéetin 2355
[10 Esencialni hypertenze 2223
[21 Akutni infarkt myokardu 2139
[35 Nerevmatickd onemocnéni aortalni chlopné 2030
164 Cévni prihoda mozkova neurcena jako 1759
krvaceni nebo infarkt
C56 Zhoubny novotvar vaje¢niku 1633
GO8 Flebitida a tromboflebitida intrakranialni a 1633
intraspinalni
170 Ateroskler6za 1633
S82 Zlomenina bérce, véetné kotniku 1633
C50 Zhoubny novotvar prsu 1553
[34 Nerevmatické onemocnéni dvojcipé (mitralni) | 1444
chlopné
142 Kardiomyopatie 1309
174 Arterialni embolie a tromboza 1308
108 Mnohocetna onemocnéni chlopni 1124
166 Uzavér a zuZeni mozkovych tepen nekoncici 722
mozkovym infarktem
H34 Sitnicové cévni uzavéry 670
109 Jiné revmatické nemoci srdce 537
Celkem 387 574
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1.3 Farmakologické parametry warfarinu

1.3.1 Farmakokinetika warfarinu

1.3.1.1 Absorpce
Warfarin je podavan peroralné, nasledné je dobre vstreban z traviciho systému, jeho

biodostupnost je udavana mezi 90 az 100% (SUKL).

1.3.1.2 Distribuce

Maximalni koncentrace dosahne v plazmé v rozmezi 1 az 4 hodin. Asi 97 a7z 99,3%
warfarinu je vazano na plazmaticky albumin. Warfarin se kumuluje v jatrech,
sleziné, plicich a ledvinach, distribu¢ni objem je udavan 0,13 - 0,14 1/kg (SUKL,
FDA).

1.3.1.3 Metabolizace

Metabolizace warfarinu se liS{ mezi obéma enanciomery. Dominantni je
metabolizace enzymy I. faze biotransformace xenobiotik (cytochromového
systému). II. faze se Castni ve vyznamné mensi mire (konjugace se sulfatovymi a

glukuronylovymi skupinami) a nebyla prili§ studovana (Whirl-Carrillo et al, 2012).

1.3.1.3.1 S-warfarin

S-warfarin je vice neZ z 85% hydroxylovan izoenzymem CYP2C9 cytochromového
systému P450 na S-7-hydroxywarfarin jako dominantni produkt, ktery jen v mensi
mire katalyzuje preménu na S-6-hydroxywarfarin (Maddison et al, 2012, Whirl-

Carrillo et al, 2012).

1.3.1.3.2 R-warfarin

vevs

CYP1A1 katalyzuji preménu R-warfarinu na R-6-hydroxywarfarin a minoritné i na
R-7- a R-8-hydroxywarfarin. CYP2C19 katalyzuje zejména 8-hydroxylaci a méné i 6-

a 7-hydroxylaci R-warfarinu. Poslednimi udavanymi jsou izoenzymy CYP2C8 (R-7-
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hydroxywarfarin) a CYP2C18 (R-4-hydroxywarfarin) (Maddison et al, 2012, Whirl-
Carrillo et al, 2012).

1.3.1.4 Exkrece

Exkrece je predominantné renalni, jen v mensi mire interaguji hydroxymetabolity
warfarinu s ABCB1 membranovym transportnim systémem v hepatocytech
(Wadelius et al, 2004). Terminalni polocas racemické smési warfarinu po jediné
davce je udavan priblizné 7 dni. Efektivni polocas racemické smési je udavan v
rozmezi od 20 do 60 hodin s primérnou hodnotou 40 hodin. Plazmaticky polocas R-
warfarinu je od 37 do 89 hodin, zatimco poloc¢as S-warfarinu je udavan v rozmezi od

21 do 43 hodin (pribalova informace FDA).

1.3.2 Farmakodynamika warfarinu

1.3.2.1 Mechanismus ucinku warfarinu

Mechanizmus ucinku warfarinu blokadou protrombinu je znam od 30. let. Pfesny
mechanizmus - vlastni cilovy enzym, ktery warfarin blokuje, byl ale popsan azZ v roce
1978. Whitlon et al popsal mechanizmus inhibice enzymu vitamin K-
epoxidreduktazy warfarinem, kdy dochazi k naruseni cyklu vitaminu K a tak i k
poklesu tvorby aktivovanych koagula¢nich faktort zavislych na vitaminu K (Whitlon

etal, 1978).

1.3.2.2 Cyklus vitaminu K

Proces koagulace vyzaduje aktivované koagulacni faktory. Posttranslac¢ni
modifikace glutamatu na gama-karboxyglutamat je nezbytna pro aktivaci tzv. K-
dependentnich koagulac¢nich faktort. Modifikace glutamatu na gama-
karboxyglutamat umozinuje aktivovanym faktortim vazat vapenaté ionty (Ca2+),
které se podileji na aktivaci koagulacni kaskady. Mezi K dependentni faktory patii:
faktor II, VII, IX, X, protein C, S a Z. Tato modifikace je katalyzovana enzymem gama-
glutamylkarboxylazou (gamma glutamyl carboxylase, GGCX), ktera vyZaduje mimo
substratu (propeptid - neaktivovany koagulacni faktor) tri kosubstraty (redukovany

vitamin K, CO2 a 0z). Hladina redukovaného vitaminu K urcuje rychlost reakce a
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reguluje tak rychlost tvorby aktivovanych koagulac¢nich faktori (Stafford 2005).
Karboxylace katalyzovana GGCX vyZaduje prenos protonu ze 4-C glutamatu na
vitamin K, ktery se tak méni na vitamin K epoxid. Vitamin K epoxid je pak
"recyklovan" zpét na "aktivni" redukovany vitamin K pomoci enzymu vitamin K

epoxidreduktazy (VKOR1).

Pravé enzym vitamin K epoxidreduktaza je cilovym enzymem warfarinu, je
jim blokovana, ¢imz se narusuje cyklus vitaminu K a nedochazi k dalsi aktivaci
koagulac¢nich faktort zavislych na vitaminu K. Hladina aktivovanych faktort
postupné Klesa s jejich postupujici prirozenou biodegradaci a béhem 3-7 dnii v
zavislosti na ucinnosti blokady podanym warfarinem postupné klesa uroven
koagulace. Polocas jednotlivych faktort blokovanych warfarinem je ptiblizné
nasledujici: faktor II 60 hodin, faktor VII 4 azZ 6 hodin, faktor IX 24 hodin, faktor X 48
az 72 hodin, protein C 8 hodin a protein S 30 hodin (ptibalova informace FDA).

1.3.2.3 Rozdily ve farmakodynamice S- a R-enanciomeru

Prvni zminky o rozdilném ucinku R-warfarinu a S-warfarinu vySly z experimentalni
prace O'Reillyho, ktery podal precisténé enanciomery zdravym dobrovolnikiim. S-
warfarin vykazal 1,8x vétsi hypotrombinemicky efekt neZ R-warfarin, navic S-
warfarin vykazal niZsi clearance, tedy celkovy eudismicky pomér (pomér ucinku
mezi dvéma enanciomery ve smési) 3,4:1 pro S-warfarinu (O'Reilly 1974). Tento
pomér byl v literature pozdéji zpochybnovan v jesté vySsi pomér ve prospéch S-
warfarinu a nevyznamnost uc¢inku R-warfarinu, nicméné i R-warfarin vykazuje
klinicky efekt na koagulaci - 1éky interagujici jen z enzymy cytochromu P450
metabolizujicimi R-warfarin vykazuji vyznamné klinické interakce. Zajimavy je
prikaz efektu R a S enanciomeru u pacientti s odliSnym genotypem genu VKORC1 -
kdy nosici jednoho z variantnich polymorfismu pro nizkou davku warfarinu
(1173C>T, rs 9934438), vykazali vyssi senzitivitu na podany S-warfarin i R-
Warfarin, ktera byla vyznamna jen pro S-warfarin (1,21x vyS$si sila u€inku, 95% CI

1.05, 1.41, P < 0.02) (Maddison et al, 2012).
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1.4 CYP2C9

1.4.1 Cytochrom P450

Cytochrom P450 oznacuje nadrodinu (superfamily) hemoproteinovych
enzymu zodpovédnych za metabolizaci endogennich i exogennich substratii - véetné
vétSiny léciv.

Enzymy cytochromu P450 jsou nespecifické, membranové vazané
monooxygenazy, které katalyzuji oxidaci substratu se zvySenim jeho hydrofility a
tak usnadni jeho exkreci z téla. Chemicky jde o monooxygenaci, kdy pti zméné
mocenstvi atomu Zeleza hemu (Fe3* - Fe?*), je jeden atom z kysliku O; navazan na
substrat a druhy je redukovan na vodu Hz0. Donor elektronu pro reakci se lisi podle
lokalizace daného cytochromu P450. U cytochromii navazanych na membrané
endoplazmatického retikula (véetné rodin 1 az 4 metabolizujicich 1éc¢iva) je
donorem NADPH cytochrom P450 reduktaza (NADPH cytochrome P450 reductase),
ktera ziskava 2 elektrony z NADPH (redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat) (Nelson 2009).

Genomova variabilita cytochromového systému je znacna, aktualni
nomenklatura genti pro enzymy cytochromu P450 je vedena v online databazi:
http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html, u ¢lovéka je aktualné (Cervenec
2013) popsano celkem 147 genti a pseudogeni (Nelson 2009).

Princip pojmenovani genti pro jednotlivé izoenzymy je nasledujici:

naprt. CYP2(C9:

CYP = cytochrom P450 nadrodina (superfamily)

2 = genova rodina 2 (family)

C = genova podrodina C (sub-family)

9 = specificky gen 9

Alely jsou pak oznacovany nasledovné:

CYP2C9*1

*1=alelal

Drive pouzivany klasifikacni systém subalel (sub-alleles) = podle pritomnosti

dal$ich polymorfizmi bez funkce (funkci je rozuméno ovlivnéni transkripce,
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sestrihu, translace, posttranskripc¢nich ¢i posttransla¢nich zmén nebo zména
nejméné jedné aminokysliny produktu), byl zavrhnut a jiz neni pouzivan. Byl
oznacovan pismenem za jménem alely (napt. CYP2C9*1B). Enzym vznikly prepisem
dané alely se oznacuje jménem alely s teckou pred jménem alely (misto *) napt.
protein CYP2C9.2 pro alelu CYP2C9*2. Klasifika¢ni podminkou pro zatazeni enzymi
do jedné rodiny je 40% shoda v aminokyselinové sekvenci, u podrodiny se jedna o
shodu 55%. Aktualizovany piehled alel jednotlivych genti pro enzymy cytochromu
P450, které porada "The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature
Committee" jsou dostupné online: http://www.cypalleles.ki.se/.

Geneticky podminéné odchylky v aktivité systému cytochromu P450 tedy
predisponuji jedince k odliSnostem v metabolismu léciva a tedy i v jeho eliminaci, a

mohou vést k rozliSné vnimavosti a nepredvidatelné odpovédi na l1écbu.

1.4.2 Gen CYP2(C9

[zoenzym CYP2C9 patfi mezi nejvyznamnéjsi enzymy cytochromového
systému hepatocyti. Je druhym nejvice exprimovanym izoenzymem po CYP3A4
(Soars et al, 2003) a je odhadovano, Ze 15 - 20% metabolizmu 1éc¢iv u lidi je
katalyzovano pravé via CYP2C9 (Van Booven et al, 2010).

Gen kddujici CYP2C9 protein je lokalizovan na chromosomu 10 (10g23.33) a
ma 9 exont. Gen CYP2C9 je vysoce geneticky polymorfni, aktudlné (Cervenec 2013)
je popsano a v nomenklature zahrnuto 64 alel genu CYP2C9
(http://www.cypalleles.ki.se/) s vyznamnymi funk¢énimi farmakokinetickymi

rozdily v metabolizaci 1éCiv (detaily viz tabulka 1.4.1 a 1.4.2).
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Tabulka 1.4.1: Vyznamné alely genu CYP2(C9 - jejich oznaceni podle databaze

vedené komisi pro nomenklaturu alel cytochromu P450 http://www.cypalleles.ki.se

s Cislem polymorfizmu (podle dbSNP

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/index.html), relevantni nukleotidova

zména v cDNA a genu a nasledna zména proteinu.

Alela dbSNP Nukleotidova | Nukleotidova zména - | Zména proteinu
zména - cDNA | gen
CYP2C9*1 X Zadnj, zadn3, referencni zadn3, referencni
referencni
CYP2C9*2 rs1799853 430C>T -1188T>C R144C
CYP2C9*3 rs1057910 1075A>C 42614A>C I359L
CYP2C9*4 rs56165452 1076T>C 42615T>C 1359T
CYP2C9*5 rs28371686 1080C>G 42619C>G D360E
CYP2C9*6 rs9332131 818delA 10601delA 273Frame shift
CYP2C9*7 rs67807361 55C>A 55C>A L19I
CYP2C9*8 rs7900194 449G>A 3627G>A R150H
CYP2C9*9 rs2256871 752G>A 10535A>G H251R
CYP2C9*10 | rs9332130 815A>G 10598A>G E272G
CYP2C9*11 | rs28371685 1003C>T 42542C>T R335W
CYP2C9*12 | rs9332239 1465C>T 50338C>T P489S
CYP2C9*13 | rs72558187 269T>C 3276T>C L90P
CYP2C9*14 | rs72558189 374G>A 3552G>A R125H
CYP2C9*15 | rs72558190 485C>A 9100C>A $162X
CYP2C9*16 | rs72558192 895A>G -1188T>C; 33497A>G T299A
CYP2C9*18 | rs1057910, 1075A>C; -1911T>C; -1885C>G; [359L; D397A
rs7255819, 1190A>C; -1537G>A; -1188T>C;
rs1057911 1425A>T -981G>A; 42614A>C;
47391A>C; 50298A>T
CYP2C9*25 | rs72558188 353_362delAG | 3531_3540delAGAAAT | 118Frameshift
AAATGGAA GGAA
CYP2C9*33 | rs72558184 395G>A 3573G>A R132Q
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Tabulka 1.4.2: Vyznamné alely genu CYP2C9 - jejich relativni metabolicka aktivita

a populacni frekvence. Podle databaze vedené komisi pro nomenklaturu alel

cytochromu P450 (http://www.cypalleles.ki.se/) a dbSNP

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/index.html).

Alela aktivita aktivita Populacni frekvence (dbSNP)
enzymu in | enzymu
vivo in vitro
CYP2C9*1 normalni, normalni,
referenc¢ni referenc¢ni
CYP2C9*2 snizena snizena kavkazska 10,4-17%, mongoloidni 0-0,1%,
Cernosska 0-2%
CYP2C9*3 snizena snizena kavkazska 5,8-10%, mongoloidni 2-4,7%,
¢ernos$ska 0-0,8%
CYP2C9*4 sniZzena sniZzena Krovaci - 1 osoba (jinak neudavana)
CYP2C9*5 snizena snizena ¢ernosi 0,1-3,4%, kavkazska 0%
CYP2C9*6 nefunk¢ni 0-0,6%
CYP2C9*7 2,1% Cernosi, jinak 0
CYP2(C9*8 sniZzena popsana Bantu a Krovaci 50%, jinak nedetekovana
snizena i
zvySena
CYP2C9*9 cernosi 7,5-13%, kavkazska 0-3,5%, mongoloidni
0
CYP2C9*10 kavkazska 0-0,9%
CYP2C9*11 snizena snizena kavkazska 0,5-2,3
CYP2C9*12 snizena kvakazska 0-0,8%
CYP2C9*13 | snizena sniZzena Nejsou frekvencni data
CYP2C9*14 sniZzena Nejsou frekvencni data
CYP2C9*15 nefunkéni | Nejsou frekvencni data
CYP2C9*16 sniZzena Nejsou frekvencni data
CYP2C9*18 snizena kavkazsk3, hispanska 5,8-10%
CYP2C9*25 nefunkéni | nejsou frekvencni data
CYP2C9*33 sniZzena nejsou frekvenc¢ni data

79



VétSinovou alelou v kavkazské populaci je referencni alela CYP2C9*1 - u
zhruba 60 aZ 70% osob kavkazského ptivodu v homozygotni formé. Enzym vznikly
piepisem alely *1 je povaZovan za referencni stran farmakokinetickych parametri a
jeho nosic je oznaCovan jako normalni metabolizator.

Klinicky nejvice vyuzitelné z pohledu farmakogenetiky warfarinu jsou alely
CYP2(9*2 (zadména argininu za cystein na pozici 144 (R144C)) a CYP2(C9*3
(substituce isoleucinu za leucin na pozici 359 (I359L)). V ramci alel CYP2C9*2 a
CYP2(C9*3 byly popsano historicky nékolik subalel (dnes jiZ neuzivana
nomenklaturni kategorie bez funkéniho projevu, viz vyse). Slo o subalely
CYP2C9*24, -2B -2C, -3A a -3B.

Katalyticka aktivita enzymu vzniklého prepisem alel CYP2C9*2 a CYP2(C9*3 je
vyznamné sniZena - sniZeni clearance a prodlouzeni plazmatického polocasu daného
1é¢iva v porovnani s referencni alelou CYP2C9*1. Nomenklaturné pak lze oznacit
pacienty homozygotni pro variantni alelu jako pomalé metabolizatory a nosice v
heterozygotni formé, pak jako intermediarni metabolizatory. Druha, méné
pouzivana nomenklatura oznacuje nosice alely *2 jako intermedialni
metabolizatory a nosice alely *3 jako pomalé metabolizatory. U nosicli variantnich
alel se sniZenou urovni metabolizace pak hrozi vyznamné riziko predavkovani
lékem a klinickych komplikaci spojenych s vyssi hladinou 1éku. Vliv jednotlivych alel
na denni davku warfarinu a jejich populac¢ni frekvence u jednotlivych etnik jsou
udany v tabulkach 1.4.2.a 1.4.3.

Klinicky vyuzitelné u jinych (nekavkazskych) populaci jsou jesté alely
CYP2C9*4 (1359T) - u asijskych populaci (Ieiri et al, 2000) a CYP2C9*5 (D360E) -
popsand u afroameric¢and (Dickmann et al, 2001), které jsou farmakokineticky

podobné alele *3 - vysoka Km a nizka clearance.
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Tabulka 1.4.3: Vliv jednotlivych alel genu CYP2(C9 na denni davku warfarinu a jejich

populacni frekvence u jednotlivych etnik.

Vliv na davku
warfarinu

Genotyp

Zména davky
warfarinu v mg
(%)

Populacni frekvence u
jednotlivych etnik

Wild type,
normalni
metabolizitor

CYP2C9*1

Referencni alela

kavkazska 61-81%

(Gage et al, 2008, Schelleman et
al, 2008, Wadelius et al, 2009)
mongoloidni 90-91%

(Miao et al, 2007, Huang et al,
2009)

¢ernosi 90-94%

(Gage et al, 2008, Limdi et al,
2008, Schelleman et al, 2008)

Intermediarni
metabolizator

CYP2C9*2

CYP2C9*1/%2
CYP2C9*2/*2

17%

19,6%
36,0%

kavkazska 13-26%

(Gage et al, 2008, Schelleman et
al, 2008, Wadelius et al, 2009)
mongolioidni <1%

(Miao et al, 2007, Huang et al,
2009)

¢ernosi 2-9%

(Gage et al, 2008, Limdi et al,
2008, Schelleman et al, 2008)

Pomaly
metabolizator

CYP2C9*3

CYP2C9*1/*3
CYP2C9*2/*3
CYP2C9*3/*3

37%

33,7%
56,7%
78,1%

kavkazska 6-13%

(Gage et al, 2008, Schelleman et
al, 2008, Wadelius et al, 2009)
mongoloidni 9-10%

(Miao et al, 2007, Huang et al,
2009)

cernoSsi <1-3%

(Gage et al, 2008, Limdi et al,
2008, Schelleman et al, 2008)

1.4.3 Struktura proteinu CYP2C9

Protein CYP2CO je sloZen ze 490 aminokyselin a ma molekularni hmotnost

55,6 kDa. Jde strukturalné o homodimer, kazda ze dvou domén je tvorena alfa

helixem, 3 az 10 helixy, beta skladanym listem, neusporadanymi strukturami

(random coils) a hemovou skupinou. Alfa helixy jsou pojmenovany v abecednim

poradi podle prace Williamse (Williams et al, 2003) od N do C-konce (viz obr. 1.4.1).

CYP2(C9 je ukotveny na membranu endoplazmatického retikula jednou

transmembrano6zni doménou a jeho katalyticka doména je vystavena do cytosolu

(Cojocaru et al, 2011). Na proteinu je rozpoznavano 6 substrat rozpoznavajicich
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mist (substrate recognition sites, SRS), které vykazuji vétsi variabilitu ve svém
aminokyselinovém sloZeni neZ ostatni oblasti proteinu - pozice 96-117, 198-205,
233-240, 286-304, 359-369 a 470-477 (Miners and Birkett 1998). Aktivni misto
CYP2(C9 je tvoreno hydrofobnimi zbytky (Phe-69, Phe-100, Phe-476, Leu-102, Leu-
208, Leu-362 a Leu-366), které umoznuji navazani substratu van der Waalsovymi
vazbami (Williams et al, 2003), viz obr. ¢. 1.4.2.

Typickym substratem enzymu CYP2C9 je slabé kysela (pKa 3,8 az 8,1)
lipofilni mensi molekula (Miners and Birkett 1998). Substratem je rada endogennich
substanci - steroidy, melatonin, kyselina retinova a arachidonova - ale zejména vice
nez 20% vSech xenobiotik (celkové > 120 1éciv). Z hlediska farmakogenetiky jsou
nejdiilezitéjsi 1éky s nizkym terapeutickym indexem, mimo S-warfarinu, také napfr.
fenytoin, glipizid a tolbutamid (Van Booven et al, 2010), prehled substratti CYP2C9

je uveden v tabulce 1.4.4.

Tabulka 1.4.4: Pirehled vybranych c¢astéji pouzivanych 1éc¢iv - substrati

metabolizovanych enzymem CYP2C9.

Antagonisté vitaminu K warfarin, acenokumarol, dikumarol, fenprokumon
Peroralni antidiabetika tolbutamid, glipizid, rosiglitazon

Inhibitory HMG-CoA fluvastatin, rosuvastatin, simvastatin
reduktazy (statiny)

Antihypertenziva losartan, irbesartan, kandesartan, torasemid
Nesteroidni diklofenak, ibuprofen, indometacin, piroxicam,
antirevmatika celecoxib

Antagonista receptoru tamoxifen

pro estrogen

Antidepresiva fluoxetin, amitriptylin, sertralin
Antiepileptika fenytoin
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Obrazek 1.4.1: 3D struktura izoenzymu cytochromu P450 - CYP2C9. Vlevo podle
Molecular Modeling Database, MMDB www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/MMDB.

Vpravo s oznaCenim domén podle prace Williamse (Williams et al, 2003).

Obrazek 1.4.2: 3D ilustrace vazebného mista enzymu CYP2C9 s navazanou

molekulou S-warfarinu. Prevzato z prace Williams et al. (Williams et al, 2003).

22



1.5 VKORC1

1.5.1 Gen VKORC(1

VKORC1 (Vitamin K Epoxide Reductase Complex, Subunit 1) je gen pro enzym
vitamin K epoxid reduktazu (VKOR1), ktery se podili na recyklaci vitaminu K v jeho
cyklu (viz vyse) a jeho blokada je podkladem antikoagula¢niho efektu warfarinu.
Gen je lokalizovan na 16. chromozomu (16p11.2), je dlouhy 5 139 bp a ma 3 exony
(Owen et al, 2010).

1.5.1.1 Mutace genu VKORC1

Také gen VKORC1 vykazuje vyznamnou genetickou variabilitu s klinickymi
implikacemi. V genu VKORC1 jsou popsany jednak vzacné mutace vedouci bud’ k
rezistenci na podany warfarin nebo k zavaznym krvacivym staviim spojenym s
deficitem K-dependentnich koagulac¢nich faktort. Bodové mutace v nékolika
kodonech (29, 45, 36, 58, 66 a 128) vedou k farmakodynamické rezistenci na
warfarin, ktera je vétSinou definovana jako denni davka vyssi nez 25 mg s vysokou
plazmatickou koncentraci warfarinu bez odezvy v koagula¢nim systému (OMIM
122700). Populacni frekvence je velmi nizka, nebyla presné stanovena pro vétsi
populace a v literature jsou uvedeny pouze jednotlivé kazuistiky (Rost et al, 2004,
Oldenburg et al, 2007). Jedina popula¢ni studie byla provedena u Zidovské populace,
kde byla frekvence alely pro rezistenci (ASP36TYR, rs61742245) dokonce 15%
(etiopsti zidé), 4,3% (aSkenazsti zidé) a 0,6% (jemensti a africti Zidé) (Loebstein et
al, 2007). Mutace genu VKORC1 (ARG98TRP, rs72547528) v homozygotni formé
byla popsana dale jako kauzalni pro vzacnou autozomalné recesivné dédicnou
vrozenou koagulac¢ni poruchu: Kombinovana deficience Vitamin K dependentnich
koagulac¢nich faktort, typ 2 (VKCFD, typ 2, OMIM 607473) u dvou rodin (Rost et al,
2004).

1.5.1.2 Polymorfizmy genu VKORC1
VKORC1 dale obsahuje populacné bézné polymorfizmy ovliviujici senzitivitu

na podany warfarin.
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NejvyznamnéjSim SNP je G3673A (nazyvan historicky 1639 G>A), rs9923231
v promotoru genu VKORC1 (vazebné misto pro transkrip¢ni faktor) a je povazZovan
warfarin, ktery vysvétli zhruba 25% variability v denni davce warfarinu (Gage et al,
2008). Bylo prokazano, Ze nosici variantni alely maji mensi pocet kopii mRNA genu
VKORC1 a tedy i exprimovaného enzymu VKOR1 s naslednou sniZenou potrebou
davky warfarinu (Rieder et al, 2005).

DalS$im vyznamnym - ¢asto vySetfovanym - polymorfizmem je C6484T
(historicky 1173 C>T), rs9934438, ktery silné koreluje s polymorfizmem G3673A
(linkage disequilibrium r’> 0,9). Historicky byl objeven jako prvni SNP pro nizkou
davku warfarinu (D'Andrea et al, 2005) a i kdyZ je zfejmé funkcné inertni, je Casto

vySetrovan jako marker haplotypu pro nizkou davku warfarinu (Owen et al, 2010).

Poslednim jednotlivym vyznamnym polymorfizmem je G904 1A (historicky
3730 G>A), rs7294, ktery je asociovan s vyssi davkou warfarinu a vétSinou se

nevyskytuje u stejnych haplotyptli jako G3673A nebo C6484T (Owen et al, 2010).

Byly popsany dva systémy vyhodnoceni haplotypt genu VKORC1 podle
jednotlivych detekovanych polymorfizmi genu VKORC1 a jejich vztahu k davce

warfarinu:

1) Haplotypy H1 az H9 (Tabulka 1.5.1), seskupené podle citlivosti na podany
warfarin na kombinace haplotypt: A (nizka davka, low dose) - H1 a H2, B (H7-9)
(vysoka davka, high dose). Haplotypy H3 az H6 popsané v ptivodni publikaci nejsou
v praxi pouZzivany pro jejich nizkou populac¢ni frekvenci (< 5%). Existuji pak tedy v
populaci nasledujici kombinace: A/A (nizka davka), A/B (intermedialni davka) a B/B
(vysoka davka) podle Riedera et al (Rieder et al, 2005). V klinické praxi nema
vyznam rozliSovat mezi jednotlivymi H haplotypy, tj. zda je pacient H1 nebo HZ
haplotyp, ale je plné dostatec¢né identifikovat haplotypy se stejnou velikosti
potirebné davky warfarinu - A/A, A/B a B/B. V klinické praxi, pak lze rozliSit
jednotlivé A/A, A/B a B/B haplotypy diky vySetreni pouze jednoho z péti klicovych
polymorfizmi (pozice - 381, 3673, 6484, 6853, 7566), jak je uvedeno na schématu
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pirevzatém z pivodni Riederovy publikace (obrazek 1.5.1).

2) "Hvézdickové" (star) haplotypy *1 az *4 (Tabulka 1.5.2) podle Geisena et al
(Geisen et al, 2005). Davka warfarinu je pak nasledujici: *1/*1 (primérna), *1/*2
(intermedialni nizka), *2/*2 (nizka), *3/*3 (lehce vyssi), *4/*4 (vyssi) - u zbylych

kombinaci nebyla davka udana.

Tabulka 1.5.1: Haplotypy genu VKORC(C1 podle Riedera (Rieder et al, 2005).

Kombinace haplotypt podle velikosti ddvky warfarinu: A (nizka davka) = H1, H2; B

(vysoka davka) = H7, H8, H9.

~ n N

VKORC1 3 & 5 b & > e x g

-l (=) -l o >~ o] <+ ® O
haplotyp & 3 3 9 > R - 3 A x

- ©~ ©~ [«)} o] ©~ [«)} [=} o™ [9\]

>~ - - [«)) [} i [=)} e} [} >

7] 7] 7] 7] 7] 7] 7] 7] 7] 7]

St St St St St St St St St St
H1 G G C T A G A G A C
HZ G G C T C G A G A C
H3 G G C C A G G G G C
H4 G G C C A G G C A C
H5 A G C T C G A G A C
Hé6 A G C C A G G C G C
H7 A G C C A G G C G T
H8 A T C C A G G C G T
H9 A T G C A A G C G C

Tabulka 1.5.2: VKORC1 - "hvézdickové haplotypy" (star haplotype) podle

Geisena (Geisen et al, 2005).

VKORC1 rs9923231 rs17708472 | rs9934438 | rs2359612 | rs7294
*1 C G G G C
*2 T G A A C
*3 C G G G T
*4 C A G G C

Obrazek 1.5.1: Schéma k rozliseni mezi jednotlivymi haplotypy podle Riedera.
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Zobrazeny haplotypy H1, H2, H7, H8 a H9, které tvori dvé vétsi haplotypové skupiny
s popsanym vlivem na vyslednou senzitivitu na podany warfarin - A (nizka davka) a
B (vysoka davka). 8 jednotlivych SNP, podle kterych je moZné rozliSit mezi
haplotypy, je oznaceno cislem - pozici nad vétvenim schématu. Hvézdickou jsou

oznaceny SNP s vyznamnou prokazanou korelaci s denni davkou warfarinu (Rieder

etal, 2005).

” ® b-X-X-4
(381, 3673, 6484, 6853, 7566)* 5808—— | CCGATCTCTG Hl:l .
L | cceaceTeTe | H2

L | TAGGTCCGCA | HS
9041 TACGTTCGCG | H9

861[— TCGGTCCGCA H7]
B

Celkové lze vliv jednotlivych haplotypii na vyslednou uZivanou denni davku
warfarinu zhodnotit podle primérné denni davky jedincii s danym haplotypem. V
praci Riedera to bylo 2,7 + 0,2 mg denné pro haplotyp 4/4, 4,9 + 0,2 mg pro
haplotyp A/B a 6,2 + 0,3 mg pro haplotyp B/B (p < 0,001) (Rieder et al, 2005).
Detaily viz tabulka 1.5.3.
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Tabulka 1.5.3: Vliv jednotlivych haplotypa genu VKORC1 na denni davku

warfarinu a jejich populacni frekvence u jednotlivych etnik.

Vliv na davku Haplotyp podle Zména denni Populacni frekvence u
warfarinu Riedera davky warfarinuv | jednotlivych etnik
mg (%)
Vysoka senzitivita | A/A 27,3% kavkazska 9-15%
(~3,2mg/den) (Schelleman et al, 2008, Schwarz
etal, 2008, Wadelius et al, 2009)
mongoloidni 77-84%
(Miao et al, 2007, Huang et al,
2009)
cernosi <1%
(Limdi et al, 2008, Schelleman et
al, 2008, Schwarz et al, 2008)
Intermedialni A/B Referencni haplotyp | kavkazska 45-50%
senzitivita pro kavkazskou (Schelleman et al, 2008, Schwarz
populaci etal, 2008, Wadelius et al, 2009)
(~4,4mg/den) mongoloidni 16-21%
(Miao et al, 2007, Huang et al,
2009)
cernosi 14-28%
(Limdi et al, 2008, Schelleman et
al, 2008, Schwarz et al, 2008)
Nizka senzitivita B/B +38,6% kavkazska 36-43%

(~6,1mg/den)

(Schelleman et al, 2008, Schwarz
etal, 2008, Wadelius et al, 2009)
mongoloidni <1,5%

(Miao et al, 2007, Huang et al,
2009)

¢ernosi 72-85%

(Limdi et al, 2008, Schelleman et
al, 2008, Schwarz et al, 2008)

1.5.2 Struktura proteinu VKOR1

Enzym vitamin K epoxid reduktaza je v literature rovnéz (a méné casto)

nazyvan korektnéji jako podjednotka 1 komplexu vitamin K epoxidreduktazy

(Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1), nicméné u lidi se nevyskytuji

dalSi podjednotky tohoto komplexu. Jde 0o membranovy protein, ktery 3x prochazi

tremi svymi doménami membranou endoplazmatického retikula (viz obr. 1.5.2). Je

sloZen ze 163 aminokyselin a ma relativni molekulovou hmotnost 18235 Daltonti

(Owen et al, 2010). Cty¥i cysteinové zbytky (pozice 43, 51, 132 a 135), které jsou

evolucné vysoce konzervovany byly potvrzeny jako vlastni aktivni misto enzymu,
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které katalyzuje redukci vitaminu K epoxidu na jeho hydrochinonovou formu

(Oldenburg et al, 2007).

Obrazek 1.5.2: 3D struktura proteinu VKOR1. Vlevo podle Molecular Modeling

Database, MMDB, www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/MMDB. Vpravo schematicky podle
(Tie etal, 2012).
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1.6 Ostatni geny zkoumané v souvislosti s FG warfarinu

1.6.1 CYP4F2

Nejvice relevantnich udajl o ovlivnéni davky warfarinu mame, mimo gent CYP2C9 a
VKORC1, pro gen dalsiho z izoenzym cytochromového systému - CYP4F2. Nepodili
se na metabolizaci warfarinu, ale ma funkci primo v cyklu vitaminu K. To prokazala
experimentalni prace McDonalda et al, ktera detekovala funkci izoenzymu CYP4F2
jako monooxygenaci vitaminu K1 na w-hydroxyvitamin K1, ktery je tak odstrafiovan
z cyklu vitaminu K. Nosici variantniho polymorfizmu V433M (rs2108622) v genu
CYP4FZ2 maji snizenou metabolizaci vitaminu K1 a je predpokladano, Ze maji vyssi
hladinu vitaminu K v hepatocytech. Vys$si hladina vitaminu K1 pak vyzaduje pro
ucinnou antikoagulaci vyssi davky warfarinu (McDonald et al, 2009). Efekt

polymorfizmu se odrazi na davce warfarinu jen v mensi mire, koeficient

determinace R?je udavan od 2 do 7% oproti 30 azZ 54% pro geny VKORC1 a CYP2C9
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(Caldwell et al, 2008, Borgiani et al, 2009, Takeuchi et al, 2009).

1.6.2 Dalsi izoenzymy cytochromu P450

Oba enanciomery warfarinu jsou metabolizovany stereoselektivné odliSnymi
izoenzymem CYP2C9. Méné ucinny enanciomer (R-warfarin) je metabolizovan
izoenzymy CYP3A4, CYP1A1, CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 a CYP2C19.
Zrejmé vzhledem k niZSimu ucinku R-warfarinu na celkové koagula¢ni parametry
nebyl jejich tcinek na vyslednou velikost davky warfarinu dosud u pacientt
prokazan jako vyznamny: CYP1A2, CYP2C8, CYP2C18 a CYP2C19 (Wadelius et al,
2007); CYP1A1, CYP2C18 a CYP3A4 (Wadelius et al, 2009).

1.6.3 Geny mimo systém cytochromu P450

Vzhledem k netuplnému vysvétleni velikosti denni davky warfarinu s vyuzitim vySe
uvedenych genti bylo provedeno nékolik studii, které testovaly dalsi geny se
vztahem k metabolizmu warfarinu. Zadny z nasledujicich testovanych geni a jejich
polymorfizmy nedosahly v dosud provedenych studiich signifikantnich vysledki:
EPHX1 (gen pro mikrosomalni epoxidhydrolazu 1), F10 (gen pro koagula¢ni faktor
X), ORM1 (gen pro orosomukoid 1), ORMZ (gen pro orosomukoid 1), PROS1 (gen pro
protein S), GGCX (gen pro gama-glutamyl karboxylazu), APOE (gen pro
apolipoprotein E), PROC (gen pro protein C) a pocCatecni slibné vysledky nebyly
potvrzeny nebo postradaji klinickou validizaci (Rieder et al, 2007, Wadelius et al,

2007, Kimmel et al, 2008, Wang et al, 2008).

1.6.4 Vyznam dalSiho rozsireni farmakogenetického panelu pro lé¢bu
warfarinem

Na zakladé vysSe uvedeného se zda pravdépodobné, Ze vyuZitim rozsireného panelu

1ze dosahnout vysvétleni dalSich zhruba 5 - 10 % variability denni davky warfarinu.

NejvyznamnéjSim genem se pak jevi u kavkazské populace gen CYP2F4, pro coZ

svédci i nejrozsahlejsi klinické diikazy. Vezmeme-li vSak v ivahu jeho maximalné

5% podil na koeficientu determinace, pak u pacienta s priimérnou davkou warfarinu

(5 mg) dojdeme ke zméné vypoctu o 0,1 mg, coZ neni klinicky pfili§ vyznamné, proto
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nebyl tento gen zarazen do vétSiny dosud pouZivanych farmakogenetickych

algoritmdi.

e

1.7 Negenetické faktory ovliviiujici davku warfarinu

Davka warfarinu potrebna k dosazeni ucinné antikoagulace ma velmi
vyznamnou intraindividudlni, ale zejména interindividualni variabilitu. UZivana
denni davka se mize pohybovat od 0,5 mg do 25 mg denné. Velikost davky je zavisla
na genetické dispozici a na negenetickych faktorech. Geneticka dispozice vysvétluje

45 - 60% interindividualni variability v davkovani warfarinu.

Negenetické faktory jsou zodpovédné zhruba za 40 az 55%
interindividualni variability v odpovédi na warfarin v jednotlivych studiich. Pro
ucely farmakogenetickych vypocta je mizeme rozdélit na relativné
kvantifikovatelné a stabilni (vék, pohlavi, vaha a vyska pacienta, zhruba 10 az 20%
celkové variability davky) a hiii‘e kvantifikovatelné a vice proménné (aktualni
obsah vitaminu K v potravé, stav jaterniho a renalniho metabolismu a jeho ovlivnéni
dalSimi 1ék y a slozkami potravy, aktualni stav poméru anabolismus a katabolismus,
celkovy stav hemostazy, compliance pacienta a v neposledni radé adherence
k vedeni 1éCby l1ékarem), které zodpovidaji az za 30-40% variability.

Podil variability jednotlivych klinickych faktorti na celkové denni davce
warfarinu je obtiZné kvantifikovatelny a velmi se v literature liSi mezi jednotlivymi
studiemi podle vlastnosti jejich souboru. Celkem reprezentativni data poskytla
kohorta studie provedené IWPC, kdy celkovy koeficient determinace R? - tj. podil
daného faktoru na vysledné denni davce byl pro vék 7,8%, pro télesnou hmotnost
16,9% a pro télesnou vySku 10,4% (International Warfarin Pharmacogenetics
Consortium et al, 2009). Vliv léciv ovliviiujicich vyznamné denni davku warfarinu je
detailné popsan dale.

Intraindividualni variabilita se projevuje jednak klesajici davkou se
stoupajicim vékem, ovlivnénim jaterniho metabolismu pri zméné medikace nebo po
stimulaci prechodnym pitim alkoholu (typicky kolem Zivotniho jubilea pfri
protrahovanych oslavach - inicidlné nutna vyssi davka, ktera nasledné miize byt

prilis vysoka), podle aktualniho obsahu vitaminu K v potraveé (sezonni zvySeni
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davky v letnich mésicich se zvySenym prijmem zeleniny), pti septickych stavech
apod. U daného pacienta tak mize v ramci dni dojit ke zméné optimalni davky az o
desitky procent - napt. u pacienta dlouhodobé uzivajiciho 5 mg dojde pri preléceni
infektu (interakce s nasazenymi antimikrobialnimi léky) a celkové propadu do
katabolizmu pri septickém stavu ke zméné potrebné davky na 2mg denné, t;.
klinicky dojde k vyznamnému predavkovani warfarinem s vyraznou elevaci INR

nad terapeutické rozmezi s rizikem zavaznych krvacivych komplikaci.

1.7.1 Ovlivnéni davky ostatnimi uZzivanymi lécivy

Jednou z nejcastéjSich pricin variability v davce je interakce s ostatnimi
1éc¢ivy. Vzhledem k dominantni hepatalni metabolizaci a zaroven uzkému
terapeutickému oknu je u warfarinu je popsano vice nez 120 klinicky vyznamnych
lékovych interakci, celkovy pocet uvadénych interakci s mensi vyznamnosti podle
pribalovych informaci FDA je aktualné 648 (Holbrook et al, 2005, Anthony et al,
2010). Vétsina zavaZnych interakci je plisobena inhibitory jaterniho metabolizmu,

které zvysuji hladinu warfarinu pro jeho pomalejsi metabolizaci a tedy vyssi riziko

predavkovani s naslednymi krvacivymi komplikacemi (viz tabulka 1.7.1).

Tabulka 1.7.1: Vybrana lé¢iva s vyznamnymi interakcemi s warfarinem podle

svého vlivu na jaterni enzymy.

Inhibitory Induktory

Silné flukonazol, miconazol, rifampicin, secobarbital,
kyselina valproova, fenobarbital
sulfafenazol

Stredné silné amiodaron

Méné vyznamné fenofibrat, fluvastatin,

lovastatin, chloramfenikol,
prometazin, izoniazid,
sertralin, fenylbutazon,

sulfametoxazol, simvastatin
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VétSina potentnich inhibitord a induktora vSak nastésti patii mezi léky s
omezenymi klinickymi indikacemi a vétSinou i kratkou dobou podavani
(antimykotika, antibiotika) u skupiny pacientti 1é¢enych warfarinem.

Lékem z nejvétSim potencidlem ovlivnit davkovani warfarinu je
antiarytmikum amiodaron, ktery je indikovan u vyznamné ¢asti pacienti
uzivajicich warfarin pro prevenci embolizace u fibrilace sini. Navic je takrka vylu¢né
pouzivan u pacientii ve stejné indikaci jako warfarin, vSichni pacienti 1é¢eni
amiodaronem by méli byt warfarinizovani. Efekt je zavisly na uZivané davce, kdy pri
denni ddvce 100mg amiodaronu je primérna redukce denni davky 25% (25% +/-
4,4%), pri davce 200mg - redukce denni davky 30% (31% +/-1,9%), pti davce
300mg - redukce denni davky 35% (36% +/-4,4%) a pri davce 400mg - redukce
denni davky 40% (38% +/-1,7%). (Sanoski 2002). Literarné udavané hodnoty
redukce denni davky jsou vyjimecné podobné, Gage a kolektiv prokazali redukci
denni davky po zahrnuti vice parametri do regresniho modelu 29% (16-40%),
p=0,0001 (Gage et al, 2004).

Dalsi klinicky vyznamnou interakci maji statiny, které jsou opét indikovany u
drtivé vétSiny pacientl uzivajicich warfarin. Nejvice dat je u simvastatinu, kdy
priimérna redukce dosahla 12% (1 - 22%), p=0,04 denni davky warfarinu (Gage et
al, 2004)

U dalsich 1éciv ze skupiny statini je predpokladana vyznamné;jsi inhibice u
losuvastatinu, fluvastatinu a atorvastatinu, naopak minimalni vliv je prisuzovan
rosuvastatinu s dominantné renalni eliminaci.

Dalsi skupinou interakci jsou interakce, které nejsou zptisobeny ovlivnénim
hepatalniho metabolizmu warfarinu. Klinicky ¢asté jsou interakce s nesteroidnimi
antirevmatiky (ibuprofen, diklofenak, piroxikam, ketoprofen aj.), které vytésnuji
warfarin z jeho vazby na plazmatické bilkoviny a soucasné blokuji aktivitu
trombocyti. Navic tato skupina 1éki zvySuje riziko krvaceni do gastrointestinalniho
traktu. Obdobné zvySuji riziko krvaceni pri lé¢bé warfarinem 1éciva s
antiagregac¢nim ucinkem (kyselina acetylosalicylova, klopidogrel, dipyridamol,
prasugrel, tikagrelor aj.) nebo dokonce podanti jinych 1éki s antikoagula¢nim

v

uc¢inkem.
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Z pohledu farmakogenetiky je zajimavy i rlizny vliv induktoru na rtizné
variantni izoenzymy enzymu CYP2C9. V metodicky dobre provedené studii
Vormfelda a kolektivu byly u 130 zdravych dobrovolniki méreny farmakokinetické
parametry tolbutamidu pied a po indukci jaternich enzymi rifampicinem.
Primérna celkova clearance byla zmérena u osob s genotypem
CYP2C9*1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*3 a *3/*3 pred podanim rifampicinu jako 0,78, 0,74,
0,52,0,40 a 0,13 I/h. Po podani rifampicinu doslo ke zvySeni clearance u vSech
genotypl 1,9x (1,1-4,8). Nicméné diky odliSné vstupni clearance vznikl vlastné
vyznamné vétsi (6x) rozdil mezi pacienty s CYP2C9*1/*1 a *3/*3 (Vormfelde et al,
2009). Musime tedy ocekavat klinicky vyznamné zavaznéjsi interakce u pacienttli s

variantnim genotypem CYP2(C9 neZ u pacientii s wild type genotypem.
1.8 Farmakogenetika a klinické parametry

1.8.1 CYP2C9

Variantni alely *2 a *3 genu CYP2(C9 jsou signifikantné spojeny s niZsi neZ obvyklou
davkou warfarinu (Higashi et al, 2002, International Warfarin Pharmacogenetics
Consortium et al, 2009), ¢astéjSim INR nad terapeutickym rozmezim, vyssi
pravdépodobnosti predavkovani (Higashi et al, 2002, Joffe et al, 2004), delSim
casem nad terapeutickym rozmezim (Meckley et al, 2008), delSim ¢asem k dosazeni
stabilizace davky (Higashi et al, 2002) a vyS$S$im rizikem krvacivych komplikaci
(Margaglione et al, 2000, Higashi et al, 2002).

1.8.2 VKORC(1
Variantni haplotyp genu VKORC1 (haplotyp A, vysoka senzitivita na warfarin) je

vyznamné spojen s nizsi davkou warfarinu (Rieder et al, 2005, Sconce et al, 2005,
Veenstra et al, 2005, Wadelius et al, 2005) a méné vyznamné s kratSim Casem

k dosaZeni terapeutického rozmezi s pravdépodobnéjSim predavkovanim (Meckley
et al, 2008, Schwarz et al, 2008). Riziko krvacivych komplikaci pro nosice haplotypu
A je v riznych studiich nevyznamné vyssi nebo shodné oproti nosi¢lim nejcastéjsiho
haplotypu indoevropské populace A/B (Limdi et al, 2008, Meckley et al, 2008,
Schwarz et al, 2008). Vzacné bodové mutace v genu VKORC1 (kodony 29, 45, 58, 66,
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128) jsou zodpovédné za farmakodynamicky typ rezistence na warfarin, ktery je
obycejné definovan jako denni davka vyssi nez 25 mg a soucasné zvysSena sérova
koncentrace warfarinu pro dosazeni terapeutického rozmezi INR. (Rost et al, 2004,
Oldenburg et al, 2007). Populacni frekvence téchto mutaci neni presné znama, ale

jedna se o velmi vzacny stav popsany jen v individualnich pripadech.

1.8.3 CYP2(C9 versus VKORC(C1

Je zajimavé, Ze vliv genu VKORC1 na variabilitu davky warfarinu je
vyznamnéjsi nez vliv genu CYP2(C9, ale naopak nosic¢stvi variantnich alel genu
CYP2(C9 je vyznamnéjsi vlivem na dtleZzité sledované klinické parametry
(predavkovani, ¢as nad terapeutickym rozmezim, riziko krvaceni). Jednim
z moznych vysvétleni tohoto faktu je vyznamné prodlouzeni polo¢asu warfarinu u
nosici variantnich alel CYP2C9*2 a *3 (Linder et al, 2002) a z toho plynouci a
lékarem neocekavané reakce pacientii pii zménach denni davky (zvysime davku jak
je zvykem, protoZe pacient stale nedosahuje uc¢inné 1écby, nicméné nasledné dojde
k predavkovani po secteni pozdniho vlivu u pomalych metabolizatort a nové a
predcasné navySené davky). Rozdilna potreba davky warfarinu jednotlivymi
lidskymi rasami je pricitana nejvice rozdilnému zastoupeni variantnich
polymorfismt genu VKORC1 - nejcastéjsi haplotyp A/A u mongoloidni rasy, A/B u
kavkazské rasy a B/B u ¢ernochti. Variantni polymorfismy genu CYP2C9 jsou rovnéz
odlisné zastoupeny mezi jednotlivymi rasami - niZsi frekvence wild type alely
CYP2(C9*1 u kavkazské rasy, relativné vyssi zastoupeni CYP2C9*3 u mongoloidni
rasy a naopak relativné vyssi zastoupeni alely CYP2C9*2 u Cernochi (viz tabulky

1.4.2 a1.5.3).

1.9 Klinické aplikace farmakogenetiky

1.9.1 Vypocet denni davky pred zahajenim terapie
Vzorce na vypocet denni davky warfarinu, které byly dosud publikovany,

jsou vétSinou vytvoreny na zakladé relativné malych kohort pacientdi, pouzivaji
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odliSné parametry pro vlastni vypocet a jejich validita a presnost byla jen omezené

ovérovana. Neexistuje tedy jeden univerzalné akceptovany vypocet, ale cela rada

riznych vzorctl. Presnost predikce jednotlivych vzorct je nejcastéji vyjadiena

hodnotou koeficientu determinace (R?, které nabyva hodnoty od 0 do 1 = 100%).

Hodnota R? dosud publikovanych vzorcii se pohybuje od 31% do 79%. Jednotlivé

vzorce maji navic rliznou presnost podle etnického sloZeni kohorty pacientii na

kterou byly vytvoreny, a tak je diilezité vybrat adekvatni vzorec pro vlastni pacienty.

Daéle existuje fada faktord, které omezuji presnost predikce denni davky podle

vypoctu (viz tabulka 1.9.1).

Tabulka 1.9.1: Faktory limitujici presnost farmakogenetického vypoctu.

Nezapocitatelné vlivy proménné v ¢ase u jednotlivého pacienta

Vitamin K

Aktudlni mnozstvi v potravé + stav produkce ve
stievé

Naladéni koagula¢niho systému

Pocinajici infekce, konsumpce a elevace
koagulac¢nich faktorl - zavislych i nezavislych na
warfarinu, kolisani sérovych hladin albuminu,
septicky stav, katabolismus/anabolismus

Aktudlni funkce jater a ledvin

Kolisani funkce zejména u pacientd s hrani¢ni
funkci

Omezeny distribu¢ni prostor

Pacienti po amputacich dolnich koncetin

Chybné davkovani warfarinu

Nemoznost nasadit presné vypoctenou davku

Omezena dostupnost sily tablet warfarinu i pres
jejich ptileni a ¢tvrceni: Warfarin PMCS (drive
Lawarin) 2 a 5 mg (Pro.Med.CS Praha a.s.),
Warfarin Orion 3 a 5 mg (Orion Pharma)

Nestejny obsah davky warfarinu pfi nepfesném
ptleni a ¢tvrceni tablet

Mize se uplatnit u velmi malych davek warfarinu
a zejména u starsich a rizikovych pacientd

Chyby vzorcii a laboratornich vysledkii

Vyznamné horsi presnost vypoctu u pacientt
mladsich 40 let

Vsechny publikované vzorce byly vytvoreny na
kohortach obsahujicich ,typické warfarinizované
pacienty” s jen minimalnim zastoupenim
mladsSich jedinct a uz viibec ne déti. Predikce je
Spatna obéma sméry - vysledna davka ziskana
empiricky je stejné Casto vyssi i nizsi nez
vypoctend davka.

Odchylka méfeni INR

Typicka chyba +/- 0,2 a z toho plynouci reakce
lékare na vysledek je-li mimo rozmezi 1,8 az 3,2

1.9.1.1 Typy pouzivanych farmakogenetickych algoritmii

Publikované vzorce mizeme rozdélit na dvé skupiny. Prvni ndm umoziuje

stanovit denni davku jeSté pred zahajenim 1é¢by warfarinem pouze stanovenim

genotypu s korekci negenetickymi faktory. Vyhodou tohoto postupu je jeho
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jednoduchost a rychlost, nutné je vSak rychlé vyhotoveni DNA analyzy, aby lécba
mohla byt zah3jena (piehled algoritmi s vyuZzitim jednostupniového postupu viz
tabulka 1.9.2).

Druhy pristup je zahajeni terapie warfarinem a nasledna korekce davky
podle prvnich vysledkt INR korigovanych podle genetickych Uidaji, ktery eliminuje
nutnou chybu pri odhadu negenetickych faktori (napft. vliv télesné vysky a
hmotnosti nebo aktualniho nastaveni hemostazy na metabolismus a uc€inek
warfarinu) a také zmensi nezapocitatelny vliv nevySetrenych nebo dosud
neznamych genetickych faktor@. Pritkopnikem tohoto postupu byl kolektiv
Millicana, ktery navrhnul specificky vzorec pro pacienty nasazované na warfarin po
nahradé kycelniho kloubu a do vypoctu zaradil INR treti den 1é¢by (Millican et al,
2007). Recentnéji byl tento postup vyuzit ve studiich CoumaGen-II, EU-PACT a COAG
(Anderson et al, 2012, Kimmel et al, 2013, Pirmohamed et al, 2013).

1.9.1.2 Klinické testovani farmakogenetickych algoritmii

1.9.1.2.1 Nerandomizované ovérovani presnosti farmakogenetickych vypoctl
Nejvétsi studie, ktera pouzila idaje 4043 pacientti pro vyvoj vzorce a 1009
pacientii jako valida¢ni kohortu byla provedena mezinarodnim konsorciem
(International Warfarin Pharmacogenetics Consortium) (International Warfarin
Pharmacogenetics Consortium et al, 2009). Studie srovnavala nasazeni warfarinu
tremi taktikami: podle farmakogenetického vypoctu, podle klinického algoritmu bez
znalosti genetiky (zahrnoval vypocet s negenetickymi parametry) a nasazeni
s pouzitim fixni davky (tj. standardni taktika klinické praxe). Zavérem studie
konstatovala, Ze pouZiti farmakogenetického vypoctu vyznamné 1épe predikovalo
definitivni davku warfarinu, které bylo dosaZzeno empiricky. Studie dale potvrdila
jasny prinos farmakogenetiky pro takika polovinu vSech pacientti a to zejména pro
pacienty, ktefi potrebuji netypicky nizkou nebo naopak vysokou davku warfarinu.
Vyhody farmakogenetického vypoctu se logicky stiraji u priimérnych pacientim,

kteri potrebuji presné denni davku 5 mg, ktera je spravné a podle odbornych
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doporuceni podavana vSem i bez vypoctu a nakladnéjsSi DNA analyzy (International

Warfarin Pharmacogenetics Consortium et al, 2009).

Tabulka 1.9.2: Piehled publikovanych farmakogenetickych algoritmi.

Uveden pocet a etnicita pacientii v derivac¢ni, zplisob validace a presnost predikce

jednotlivych algoritmi (R? = koeficient determinace).

Pocet a (etnicita) pacienti (Geny negenetické Validace algoritmu R2 Studie - citace
derivacni kohorty zahrnuté faktory v algoritmu
v algoritmu
369 CYP2C9 VEK, rasa, pohlavi, |[Bootstrap modelovani (R2 = 39% Gage et al 2004
(261 kavkazska, 108 povrch téla, 1ékové [38,6%) (Gage et al, 2004) (Gage et al, 2004)
afroamericka interakce
453 CYP2C9 VEk, povrch téla, Randomizovana prospektivni, | 33,7% [Hillman et al 2004
(etnicita definovana jen jako pohlavi, n = 38, Rz neudano (Hillman et (Hillman et al,
vétSinou kavkazska") komorbidity, al, 2005) 2004)
indikace warfarinu
297 (kavkazskd) CYP2C9, Vék, vyska Retrospektivni 54,2% [Sconce et al 2005
VKORC1 nerandomizovana: (Sconce et al, 2005)
n =38, (R? 80%) (Sconce et al,
2005)
213 CYP2(9, VEk, vaha, pohlavi  |Prospektivni 44,6% |Carlquist etal 2006
(etnicita definovana jen jako [VKORC1 randomizovana: (Carlquist et al,
L, vétSinou kavkazska") n =206 (R2 = 47%) (Anderson 2006)
et al, 2007)
107 CYP2(9, Vék, vaha Retrospektivni 60,2% [Tham et al 2006
(¢inska, malajska, indickd) [VKORC1 nerandomizovana (Tham et al, 2006)
n =108 (R273%)
92 CYP2(9, INR pred 1é¢bou a 3. [Nevalidovano 79% Millican et al 2007
(79 kavkazska, 13 VKORC1 den lécby, koureni, (Millican et al,
afroamericka) ztrata krve 2007)
178 (¢inska) CYP2(9, Vék, vaha Nevalidovano 62,8% |Miao etal 2007
VKORC1 (Miao et al, 2007)
1015 CYP2(9, VEK, rasa, pohlavi, |Prospektivni 53,1% [Gageetal 2008
(838 kavkazska, 153 VKORC1 povrch téla, Iékové |nerandomizovana: (Gage et al, 2008)
afroamericka) interakce, koufeni, [n=292 (R2=754)
hluboka Zilni (Gage et al, 2008)
trombdza nebo plicnf
embolizace
132 CYP2(9, VEk, povrch téla, Nevalidovano 51% Michaud et al 2008
(131 kavkazska) VKORC1 pomér S a R- (Michaud et al,
warfarinu po 14 hod. 2008)

nebo INR 4. den
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POKRACOVANI Z Geny negenetické Validace algoritmu R2 Studie - citace
PREDCHOZi STRANY: zahrnuté faktory v algoritmu
Pocet a (etnicita) pacienti |[v algoritmu
derivacni kohorty
390 (brazilska - 196 bila CYP2(9, Vék, vaha, 1ékové Nevalidovano 50,4% |Perini etal 2008
brazilska, 76 ¢erna brazilska |VKORC1 interakce, klinicka (Perini et al, 2008)
indikace
259 CYP2(9, Vék, BMI, prijem Cross-validace v derivacéni 31% Schelleman et al
(112 afroamericka, 147 VKORC1, alkoholu, 1ékové kohorté (Schelleman et al, 2008 (Schelleman et
kavkazska) APOE, faktor |interakce, hluboka |2008) al, 2008)
VIl (F7) Zilni tromboza
1496 (etnicita neudéna, CYP2(9, VEk, pohlavi, 1ékové |Retrospektivni 59% Wadelius et al 2009
majoritné svédska) VKORC1 interakce nerandomizovana (Wadelius et al,
n =181 (R? = 53%)(Wadelius 2009)
et al, 2009)
266 (¢inska) CYP2(9, VEk, povrch téla Prospektivni randomizovana: | 54,1% [Huang et al 2009
VKORC1 n =121 (R? = 45,4%) (Huang (Huang et al, 2009)
et al, 2009)
4043 CYP2(9, VEK, rasa, pohlavi, |Retrospektivni 47% IWPGC, 2009
(2233 bila, 1229 VKORC1 vyska, 1ékové nerandomizovana (International
mongoloidni, 353 ¢ernosska, interakce n= 1009 (R2=43%) Warfarin

228 jin4)

(International Warfarin
Pharmacogenetics Consortium|
et al, 2009)

Pharmacogenetics
Consortium et al,
2009)

1.9.1.2.2 Randomizované studie zahajeni 1é¢by warfarinem podle farmakogenetiky

ve srovnani s klasickym empirickym postupem

1.9.1.2.2.1 Studie publikované do roku 2012

Nejméné 5 prospektivnich randomizovanych studii bylo dokonceno a

publikovano na toto téma s nedostate¢nou statistickou silou pro planované cile (38

az 230 pacientd) do roku 2012 (Hillman et al, 2005, Anderson et al, 2007, Caraco et

al, 2008, Huang et al, 2009, Burmester et al, 2011). Vliv vypoctu denni davky podle

farmakogenetiky byl v provedenych studiich mensi, nez se piivodné predpokladalo a

tak jejich vysledky nebyly statisticky vyznamné. Nicméné ve vSech publikovanych

studiich kohorty pacienti iniciované na warfarinu podle farmakogenetického

vypoctu vykazovaly statisticky vyznamné vyssi

A

(Caraco et al, 2008, Huang et al,

2009) nebo alespon jasny trend (Hillman et al, 2005, Anderson et al, 2007,

Burmester et al, 2011) podilu ¢asu straveného v terapeutickém rozmezi (TTR, time

in the therapeutic INR range). VyuZiti farmakogenetiky rovnéz vedlo k sniZeni poctu

krvacivych komplikaci - a to vyznamnou redukci relativniho rizika krvaceni (Caraco
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et al, 2008) nebo alespon jasnym pozitivnim trendem v tomto parametru (Hillman
et al, 2005, Anderson et al, 2007, Huang et al, 2009).

Pozitivni vliv farmakogeneticky vedeného davkovani warfarinu se jasné
projevil u analyz zarazenych pacientli podle jednotlivych variantnich genotypt. Pri
srovnani nosicl variantnich genotypt proti pacientiim s wild type genotypem (bez
variantnich alel, tj. CYP2C9*1 a VKORC1 haplotyp A) farmakogeneticky vypocet
efektivné predikoval vyssi potirebnou davku u wild type pacientii (p=0,001) a nizsi
potiebnou davku u variantnich pacientii (p<0,001) (Anderson et al, 2007). Variantni
pacienti dosahli stabilizace davky warfarinu vyznamné rychleji s vyuZzitim
farmakogenetiky nez bez ni (p=0,003 pro VKORC1 a p=0,199 pro CYP2C9*3) (Huang
et al, 2009). V neposledni radé byla nevyhodou vSech provedenych studit
skutecnost, Ze i pacienti nasazovani podle standardniho rezimu byli 1é¢eni v
specializovanych antikoagulac¢nich centrech s dlirazem na rigorézni kontrolu INR

s dobre propracovanym systémem vedeni terapie narozdil od bézné klinické praxe.

1.9.1.2.2.2 Studie CoumaGen-II

Po relativnim netspéchu studie CoumaGen navrhnula a provedla
Andersonova skupina studii CoumaGen-II (Randomized and Clinical Effectiveness
Trial Comparing Two Pharmacogenetic Algorithms and Standard Care for
Individualizing Warfarin Dosing) (Anderson et al, 2012). Tato prace hledala
odpovéd’ na dvé hlavni porovnani - 1) zaslepené randomizované porovnani dvou
farmakogenetickych algoritmi - jednostupniového (modifikovany algoritmus podle
IWPC doplnény o cilové INR a status kuraka) a tristupniového algoritmu - kdy prvni
vypocet pred nasazenim warfarinu neobsahoval udaje o polymorfizmech v genu
CYP2(C9 a druhy opravny vypocet se zapoCtenim skutecného INR 4. nebo 5. den a 2)
celkovou Kklinickou efektivitu farmakogenetického davkovani (obou algoritmi) v
porovnani se standardni klinickou praxi bez vyuziti genetiky. Do studie bylo
zatazeno v prvni vétvi celkem 504 pacientti a v druhé vétvi celkem 1866 pacienti.
Primarni kone¢ny cil bylo procento méreni INR mimo terapeutické rozmeziza 1 a 3

mésice a celkovy Cas v terapeutickém rozmezi.

50



V zavérecné analyze byl jednostupniovy algoritmus noninferiorni, ale ne
superiorni oproti tiistupniovému. Druhé porovnani vyslo vSak jasné ve prospéch
farmakogenetické kohorty (podle obou algoritmi). Procento vysledkti INR mimo
terapeutické rozmezi bylo po prvnim mésici 31% versus 42%; po tretim mésici
30% versus 42%. Cas v terapeutickém rozmezi byl vy$3i pro farmakogenetickou
kohortu - v prvnim mésici 69% versus 58%, a 71% versus 59% za prvni tfi mésice
(vSechny porovnani p < 0,001) - detaily viz obr. 1.9.1. Tyto rozdily ztlstaly statisticky
signifikantni i po zapocteni dalSich proménnych (vék, pohlavi, klinické indikace
warfarinu). U farmakogenetické kohorty bylo dale zaznamenano vyznamné méné
INR > 4, INR < 1,5 a celkovych nezadoucich udalosti v prvnich tfech mésicich 1écby
(4,5% versus 9,4%, p < 0.001).

Obrazek 1.9.1: Vysledky studie CoumaGen-II. Porovnani farmakogenetické
kohorty (PG guided) se standardné davkovanou kohortou (parallel controls) ze
studie CoumaGen-II. Prvni dva sloupce porovnani INR mimo terapeutické rozmezi v
% (OOR, out-of-range INR) - za 30 dnti a za 3 mésice. Druhé dva sloupce celkovy ¢as
v terapeutickém rozmezi v % (TTR, time in therapeutic range) - za 30 dnti a za 3

mésice, prevzato z (Anderson et al, 2012).

m PG guided m Parallel Controls
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&0 8.4 8.6
41.5 42.3
40 312 31.3
20
O | IS 1§ (S

OOR30days OOR3mo TTR30days TTR3 mo

&1



1.9.1.2.2.3 Studie EU-PACT

S védomim relativniho netspéchu prvni viny studii na téma porovnani
farmakogenetického algoritmu a empirického davkovani byly navrzeny dvé vétsi
klinické studie: americka COAG (Kimmel et al, 2013) a evropska EU-PACT
(Pirmohamed et al, 2013), jejichZ vysledky byly publikovany v prosinci 2013 v
casopise New England Journal of Medicine.

Studie EU-PACT porovnavala zahajeni 1é¢by warfarinem podle
farmakogenetického algoritmu se standardnim empirickym postupem. Skupina
nasazovana podle FG algoritmu (n = 227) dostavala prvni tfi dny davku vypoctenou
na zakladé upraveného, drive publikovaného algoritmu (International Warfarin
Pharmacogenetics Consortium et al, 2009), ctvrty a paty den byl pouzit algoritmus
doplnény o hodnotu INR ¢tvrty den lécby. Kontrolni skupina (n = 228) dostavala
prvni tfi dny loadovaci davku podle véku - pacienti mladsi 75 let dostali 10 mg
warfarinu prvni den, 2. a 3. den pak 5 mg, pacienti starsi 75 let dostavali 5 mg prvni
tri dny. Od 6. dne jiZ bylo postupovano empiricky podle individualnich hodnot INR
identicky u pacientii obou skupin. Hlavnim cilem studie byl ¢as v terapeutickém
rozmezi (TTR) béhem prvnich 12 tydnt 1é¢by warfarinem.

Primérny c¢as v terapeutickém rozmezi byl 67,4% ve farmakogenetické
kohorté oproti jen 60,3% v kontrolni skupiné (rozdil 7,0%, 95% konfiden¢ni
interval 3,3 az 10,6; p < 0,001). Farmakogeneticka kohorta méla dale statisticky
vyznamné méné piresahti INR nad 4,0. Cas dosaZeni terapeutického INR byl pomérné
dlouhy v obou kohortach, nicméné kratsi u FG kohorty (21 dnti) proti 29 dniim u

kontrolni skupiny (p < 0,001), viz obr. 1.9.2.
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Obrazek 1.9.2: Porovnani kohort ve studii EU-PACT: A) podle aktualniho INR v
danny den. B) podle procenta pacienti v terapeutickém rozmezi (Pirmohamed et al,

2013).
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1.9.1.2.2.4 Studie COAG

Obdobna studie provedena v USA zaradila celkem 1015 pacientti. Ve studii
COAG byl pouZit algoritmus podle praci publikovanych kolektivy Gage a Lenziniho
(Gage et al, 2008, Lenzini et al, 2010). Prvni tfi dny 1écby byl pouZit algoritmus pro
iniciaci lécby, Ctvrty a paty den algoritmus pro revizi davky, ktery zahrnoval udaje o
INR v prvnich tfech dnech a individualni davce jednotlivych pacientl (podobny
pristup jako ve studii CoumaGen-II, viz vyse). U obou podskupin studie byl pouzit
algoritmus zahrnujici klinicka data, u farmakogenetické skupiny navic obsahoval
udaje o genotypu (CYP2C9 a VKORC1).

Primarniho cile, procenta dnii v terapeutickém rozmezi od 4. nebo 5. do 28.
dne, dosahlo 45,2% pacientti ve farmakogenetické skupiné oproti 45,4% pacientim
ve skupiné kontrolni (rozdil -0,2%; 95% konfidenc¢ni interval -3,4 az 3,1; p = 0,91).

Tato studie tak dopadla relativné nejhiire ze vSech provedenych studii,
neprokazala Zadny vyznamny efekt zarazeni farmakogenetickych dat do 1écby
(New England Journal of Medicine) méla vSak fadu zadsadnich nedostatk. Asi
nejpodstatnéjsim byla velka etnicka riiznorodost, kdy v souboru bylo 27%
afroamericanii a 6% hispancii mimo vétSinovou kavkazskou populaci. Celkova

piresnost predikce farmakogenetického algoritmu (jen 21% u afroamericanii), pak
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byla velmi nizka a nemohla byt jasné lepsi neZ algoritmus zaloZeny pouze na

klinickych datech - detaily viz obr. 1.9.3.

Obrazek 1.9.3: Tabulka udavajici presnost predikce farmakogenetického a
klinického algoritmu ve studii COAG podle etnického pilivodu zatrazenych

pacientii - prevzato z prilohy ¢lanku Kimmela et al (Kimmel et al, 2013).

Gem—)type—guided dosing

All participants Black Nonblack
Achieved maintenance dose. n 370 84 286
Within 1 mg of 5 mg/day, % * 33 27 35
Dose-initiation algorithm
Partial R T 048 0.21 0.52
Spearman rank correlation 0.72 0.50 0.75
Mean absolute difference. mg/d § 13 1.6 1.2
Predicted — observed dose. % **
=1 mg/d 25 39 20
Within 1 mg/d 33 38 57
=-1mg/d 22 23 22

1.9.2 Odhad rizika krvaceni béhem lé¢by warfarinem

Prvni popis souvislosti variantniho genotypu se zvySenym rizikem
krvacivych komplikaci publikoval v ¢asopise Lancet kolektiv Garuprasada Aithala jiz
v roce 1999 (Aithal et al, 1999).

Jako nejvyznamnéjsi farmakogeneticky marker rizika zavazného krvaceni
béhem lé¢by warfarinem je udavano nosicstvi variantnich alel *2 a *3 genu CYP2(C9.
Porovnani studii a presné stanoveni celkového rizika je vSak problematické, protoze
literarni prace pouzivaji celou radu klasifikaci zavaznosti krvaceni, které se pak
mohou lisit v zatazeni konkrétni krvacivé komplikace do riiznych skupin (zavazné x
nezavazné). Nejcastéji je pouzivana klasifikace podle Fihna et al (Fihn 1993), méné
Casto vlastni klasifikace vytvorené pro danou studii a nejméné casto, nyni vSak
nejvice akceptovana, klasifikace podle Mezinarodni spolecnosti pro trombdzu a
hemostazu (International Society for Thrombosis and Haemostasis, [ISTH)
(Schulman and Kearon 2005). Publikované odhady poméru rizika (hazard ratio,
HR) pro zavazné krvaceni u nosice variantnich alel CYP2C9 (*2 a *3) oproti wildtype

genotypu (alela *1) se pohybuji od 2,39 (95% CI, 1,18 - 4,86) (Higashi et al, 2002) do
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3,18 (95% CI, 1,30 to 7,78) (Meckley et al, 2008). Metaanalyza Sandersona et al
(Sanderson et al, 2005) udava relativni riziko (relative risk, RR) pro nosice alely *2
jako 1,91 (95% CI, 1,16-3,17) a pro nosice alely *3 jako 1,77 (95% CI, 1,07-2,91),
pro nosice jakékoliv variantni alely jako 2,26 (95% CI, 1,36-3,75).

U nezavaznych krvaceni (minor) nebyla nalezena spojitost z genotypem, jsou
pravdépodobné vyznamnéji ovlivnéna faktory zevniho prostredi, jako napr. drobna
poranéni (podkoZi, sliznice). Studie, které by chtély prokazat tento efekt jako
Castéjsi ve spojitosti s variantnim genotypem, by musely ziejmé mit o nékolik radi
vétsi velikost studovaného souboru (Higashi et al, 2002, Limdi et al, 2008, Meckley
et al, 2008). Vzhledem k jejich relativni ¢etnosti (asi 20 azZ 30% populace) jde o
vyznamny a dosud dosti kliniky prehliZeny rizikovy faktor pro lé¢bu warfarinem.

Detailni prehled viz tabulka 1.9.3.

Tabulka 1.9.3: Riziko zavaZzného krvaceni pri lécbé warfarinem podle
individualniho genotypu - srovnani vybranych publikovanych dat. PouZité definice
krvaceni: Meckley et al, Higashi et al - podle Fihn et al beze zmény, Limdi et al
upravena podle Fihn et al, kdy kategorie zavazné, Zivot ohroZujici a fatalni krvaceni
byly zapocteny do jedné kategorie (Fihn 1993); Margaglione et al vytvoril vlastni

definici; Sanderson et al a Ogg et al neudali pouZitou definici.
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Studie
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Meckley etal. | 172 31 499,2 CYP2C9*2 nebo *3: Indikace warfarinu,

dnd HR 3,18 (1,3- 7,78) vék, pohlavi
VKORC1:
HR 1,21 (0,38- 3,82)

Higashi et al. 185 32 818 dnti, | CYP2C9*2 nebo *3: Vsechny faktory
414,49 HR 2,39 (1,18- 4,86) | nesignifikantni,
paciento nepouzita adjustace
-roki

Sanderson et | 598 134 NA CYP2C9*2: NA

al. (Meta- RR 1,91 (1,16-3,17)

analyza praci CYP2C9*3:

Oggetal, RR 1,77 (1,07-2.91)

Margaglione CYP2C9%*2,*3:

et al, Higashi RR 2,26 (1,36 -3,75)

etal)

Margaglione 180 10 18,7 CYP2C9 *2,*3: VEk, pohlavi,

etal. zavaznych krvaceni | OR 2,57 (1,16-5,73) | prumérné INR,

36 na 100 pocet kontrol u
nezavaznych | paciento 1ékare, pocet
-roki konkomitantnich
1éka

Ogg etal. 233 92 6,8 roku | Neudano Nepouzita adjustace

Limdi et al. 446 37 2 roky, CYP2C9 *2 nebo *3: VEék, pohlavi, rasa,

zavaznych celkové | vSechny rasy: BM], prijem vit. K,
555 HR 3,0 (1,1-8,0) alkohol, davka

115 paciento | kavkazska: warfarinu,

nezavaznych | -rokd HR 3,9 (1,1-13,7) konkomitantni 1éky,

VKORC1:
HR 1,7 (0,7-4,4)

komorbidity, INR
pti krvaceni

2 Cil prace

Cilem této prace bylo zavést a ovérit klinickou vyuzitelnost farmakogenetiky

pii 1é¢bé warfarinem u pacientli s tromboembolickymi komplikacemi v rutinni

klinické praxi.

A to nasledujicim zplisobem:
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1) Pri zahajeni 1é¢by warfarinem: Vypoctem denni davky warfarinu podle
farmakogenetickych a klinickych dat jednotlivych pacientii jeSté pred zahajenim
vlastni terapie

Selekce nejvhodnéjsiho publikovaného farmakogenetického algoritmu

- vytvoreni prvni valida¢ni skupiny (skupina 1) pacienti stabilizovanych na
warfarinu s detailnimi klinickymi daty relevantnimi pro ovlivnéni denni davky
warfarinu

- srovnani denni davky warfarinu skutec¢né uzivané jedinci prvni valida¢ni kohorty s
denni davkou predikovanou publikovanymi farmakogenetickymi algoritmy a
selekce nejvhodnéjsiho farmakogenetického algoritmu pro prvni valida¢ni skupinu
(¢eskou populaci)

Tvorba vlastniho farmakogenetického algoritmu

- vytvoreni vlastniho farmakogenetického algoritmu na podkladé klinickych a
genetickych dat prvni valida¢ni skupiny

- validace nami vytvoreného farmakogenetického algoritmu a srovnani jeho

presnosti s publikovanymi algoritmy na druhé valida¢ni skupiné (skupina 2)

2) Béhem jiz zavedené terapie warfarinem: Stanoveni vztahu individualniho
genotypu a vyskytu zavaznych krvacivych komplikaci pri 1é¢bé warfarinem

- vytvoreni skupiny pacientli se zavaznymi krvacivymi komplikacemi (skupina 3) a
kontrolni skupiny pacientli bez zavaznych krvacivych komplikaci (skupina 4) s
detailnimi klinickymi daty relevantnimi pro vyskyt krvacivych komplikaci s

naslednou srovnavaci analyzou vyznamu jednotlivych rizikovych faktora krvaceni

3 Popis pouzitych experimentalnich metod vcCetné

statistickych

3.1 Soubor pacientii
Pro ucely této prace byly vytvoreny postupné celkem ctyri Castecné se prekryvajici

skupiny pacientti:
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- skupina 1 = prvni valida¢ni skupina pacienti stabilizovanych na warfarinu pro
selekci optimalniho publikovaného farmakogenetického algoritmu a pro tvorbu
vlastniho farmakogenetického algoritmu

- skupina 2 = druha valida¢ni skupina pacienti stabilizovanych na warfarinu pro
ovéreni presnosti nami vytvoreného farmakogenetického algoritmu

- skupina 3 = skupina pacientu se zavaznymi krvacivymi komplikacemi béhem
1é¢by warfarinem

- skupina 4 = kontrolni skupina pacientii bez zavaznych Krvacivych

komplikaci béhem 1é¢by warfarinem pro stanoveni rizika zavaznych krvacivych

3.1.1 Tvorba databaze klinickych a genetickych dat

Vzhledem k vysokému mnoZstvi zadavanych parametri (vice nez 150 parametri
pro individualniho pacienta) a trvale se navySujicimu poctu subjektl v projektu
farmakogenetiky warfarinu (aktualné pres 2300 pacientii) jsme pristoupili k tvorbé
komplexni databaze pro ucely projektu. Mimo data potiebna pro cile této prace
(skupina 1 aZ 4) jsou v databazi obsaZena datova pole pro potireby dvou recentnéji
zahajenych a teprve probihajicich projektli: 1) tvorba pokrocilejsiho
farmakogenetického algoritmu se zahrnutim kvantifikovanych parametria renalnich
(hladina kreatininu v séru), hepatalnich (ALT, AST) a koagulac¢nich (hladina
koagulac¢nich faktort II, V, VII, VIII, IX, X, XI a proteinti C a S) a 2) Studie
porovnavajici nasazeni warfarinu s a bez tvodni (loadovaci) davky podle
farmakogenetického algoritmu.

Databaze byla vytvorena v programu Microsoft Access 2007 (Microsoft Corp., USA).
Architektura databaze je tvofena pomoci jednotlivych vzajemné propojenych poli,
kterd jsou vyplnovana odliSnym zplisobem pro jednotlivé kohorty pacientti

zarazenych do databaze - tabulka 3.1.1, obrazek 3.1.1.

Tabulka 3.1.1: Databaze souboru - zadavana data podle jednotlivych skupin
resenych v projektu. 1 - prvni a druha valida¢ni skupina (skupina 1 a 2 této
prace); 2 - skupina se zavaznymi krvacivymi komplikacemi a jeji kontrolni skupina

(skupina 3 a 4 této prace); 3 - skupina pro tvorbu pokrocilejsiho FG algoritmu s

5]



kvantifikovanymi rendlnimi, hepatalnimi a koagula¢nimi parametry; 4- studie
srovnavajici nasazeni warfarinu s a bez tvodni (loadovaci) davky podle FG

algoritmu; 5 - rutinni diagnosticky provoz.

Parametr Obsah pole - vybrana | 1 2 3 4 5
data
Identifika¢ni data | Jméno, r¢, vék, ano ano ano ano ano
kontaktni udaje
Data pro FG vaha, vyska, cilové ano ano ano ano ano
algoritmus INR, amiodaron,
vypoctu davky atorvastatin, indikace
warfarinu
Obecna prodélana ano ano ano ano ne
anamnesticka onemocnéni
data
Konkomitantni preskrip¢ni, ano ano ano ano ne
medikace potravinové dopliky,
alternativni preparaty
Anamnéza 1é¢by Vysledky INR, uzivané | ano ano ano ano ne
warfarinem davky, zmény davky,
komplikace 1é¢by
vcetné krvacivych
Vysledky nabirany pted lécbou | ne ne ano ano ne
koagulac¢nich a 5.a 30.den lécby
faktort
Dalsi laboratorni | jaterni, renalni funkce | ne ne ano ano ne
parametry béhem lécby, hladina
albuminu
Monitorace denni hodnoty INR a ne ne ne ano ne
nasazeni davky v prvnich 10
warfarinu dnech, tydné v prvnim
mésici, mési¢né do 90.
dne 1écby

Obrazek 3.1.1: Screenshoty databaze farmakogenetiky warfarinu.
Ukazka uzivatelského prostredi databaze: A) Vstupni okno databaze se zakladnimi
identifika¢nimi udaji s moZnosti prokliknuti do dalSich ¢asti databaze. Soucasti je

vysledek DNA vysetieni a vypocet davky warfarinu podle nékolika algoritm.
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3.1.2 Nabor pacientii do souboru

Pacienti do souboru byli referovani majoritné z nasledujicich klinickych pracovist:
Neurologicka klinika 2. LF UK a FN Motol, Neurologické oddéleni Oblastni
nemocnice Kladno, a. s., Neurologické oddéleni Oblastni nemocnice Chomutov, o. z.
Krajska zdravotni, a. s., Kardiocentrum Nemocnice Na Homolce, Oddéleni klinické
biochemie, hematologie a imunologie Nemocnice Na Homolce a Oddéleni klinické
hematologie FN Motol. VSichni pacienti byli plné informovani a vyjadrili pisemny

souhlas s vySetrenim DNA a se zarazenim do projektu.

3.1.3 Sbér Kklinickych dat

Klinicka data pacientti byla do projektu ziskana nasledujicimi postupy:

- cilené klinické vySetreni s vyplnénim strukturovaného dotazniku béhem
pravidelné kontroly oSetfujicim lékarem

- pravidelné telefonické kontroly oSetrujicim 1ékarem nebo vyskolenou zdravotni
sestrou s periodicitou 1 roku s vyplnénim strukturovaného dotazniku

- kontrolou zdravotnické dokumentace obsazené v nemocni¢nim informac¢nim

systému u pacientli referovanych z FN Motol a Nemocnice Na Homolce

3.2 Metodika DNA diagnostiky

Béhem zavadéni metodiky v letech 2007 az 2008 byla postupné vyzkouSena
fada metodik detekce polymorfizmi vyznamnych pro stanoveni denni davky
warfarinu - tj. alel *1, *2 a *3 genu CYP2(C9 a haplotypii A a B genu VKORC1. Inicidlné
jsme pouzili pro detekci alel genu CYP2C9 metodiku s vyuzitim restriktaz Avall a
Nsil podle publikace Taubeho (Taube et al, 2000). Nicméné pro delsi dobu trvani
vySetieni - minimalné 24 hodin (podle doby prijmu vzorku béZné 2 pracovni dny),
byla tato metodika nevhodna. Referujici klinické pracovisté chce optimalné ihned
(nebo do druhého dne) zah3jit 1é¢bu warfarinem a je nepraktické i neekonomické
prodluZovat dobu hospitalizace pacienta pro ¢ekani na vysledek vySetreni
farmakogenetiky warfarinu. Pro praktickou aplikaci farmakogenetiky warfarinu je
nezbytné dodat vysledek DNA analyzy co nejdrive, proto byly zvazovany modernéjsi

techniky DNA analyzy na bazi real-time PCR nebo High Resolution Melting (HRM)

analyzy. Pro niZsi ekonomickou narocnost byla vybrana HRM analyza.
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3.2.1 Odbér vzorki a izolace DNA

Genomova DNA byla izolovana ze standardniho Zilniho nabéru do EDTA
(ethylendiaminotetraoctova kyselina) pomoci izola¢niho kitu (PUREGENE - Blood
Kit, Qiagen Inc., Chatsworth, California, USA).

3.2.2 PCR amplifikace a High Resolution Melting analyza

High Resolution Melting analyza (HRM analyza, analyza krivek tani
s vysokym rozliSenim) je technika detekce nukleotidové zmény PCR produktu
zaloZené na zméné tvaru krivky tani (melting curve). HRM analyza vyuZziva
saturacniho interkala¢niho fluorescenc¢niho barviva, které vizualizuje
dvojSroubovici DNA (double stranded DNA, dsDNA). Po denaturaci dsDNA dojde
k uvolnéni barviva a tim k poklesu fluorescen¢niho signalu. Obarveny produkt PCR
reakce (dsDNA) je vystaven teplotnimu gradientu za snimanti fluorescence, kdy je
vysledna intenzita fluorescence PCR produktu vizualizovana jako krivka tani, jejiz
tvar zavisi na vlastnostech analyzovaného vzorku - predevsim na obsahu para GC,
na sekvenci a délce amplikonu.

Genomova DNA byla amplifikovana polymerazovou retézovou reakci
(MultiGene, Labnet International, Inc., New Jersey, USA) s vyuZitim komerc¢né
dostupného kitového master mixu (katalogové ¢. HRLS-ASY-0006, Idaho Technology
Inc., Utah, USA) a komplementarniho kitu pro detekci alel *2 a *3 genu CYP2C9 a
polymorfizmu G3673A (-1639-A>G) genu VKORC1 (Kat. ¢. HRLS-ASY-007, HRLS-
ASY-0010, HRLS-ASY-0011, Idaho Technology Inc., Utah, USA).

Ukazky vysledkit HRM analyzy jsou uvedeny na obr. 3.2.1 az 3.2.3.
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Obrazek 3.2.1. Genotypizace CYP2C9*2 - graficka vizualizace kiivek tanf pomoci
HRM analyzy systému LightScanner Idaho Tech, kdy cervené krivky jsou pacienti
bez pritomnosti CYP2(C9*2 alely (wt pro tuto alelu), Seda barva jsou heterozygoti
CYP2C9*1 nebo *3/*2 a modra barva je homozygot CYP2C9*2/*2.
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Obrazek 3.2.2: Genotypizace CYP2(C9*3 - graficka vizualizace krivek tani, kdy Sedé
krivky jsou pacienti bez pritomnosti CYP2(C9*3 alely (wt pro tuto alelu), modra
barva jsou heterozygoti CYP2C9*1 nebo *2/*3 a Cervena barva je pacient s
homozygotnim genotypem CYP2C9*3/*3.
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Obrazek 3.2.3: Genotypizace VKORC1 G3673A (historicky 1639 G>A), rs9923231
- graficka vizualizace krivek tani pomoci HRM analyzy systému LightScanner Idaho
Tech, kdy Sedé krivky jsou pacienti s haplotypem A/B, modré ktivky jsou pacienti s
haplotypem B/B a Cervena krivky jsou pacienti s A/A haplotypem.
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3.3 Metodika farmakogenetického vyhodnoceni
3.3.1 Zavedeni farmakogenetického algoritmu
3.3.1.1 Selekce nejvhodnéjsiho publikovaného farmakogenetického algoritmu

3.3.1.1.1 Vstupni kritéria do prvniho valida¢niho souboru - skupina 1

V této prvni Casti projektu byla vytvorena pocitacova databaze pro zadavani
klinickych dat pacientt. Klinické tidaje (celkem vice neZ 150 polozek) zahrnovaly
mj. vék, vysku, vahu, indikace 1éCby, komorbidity - napt. hypertenze, DM,
onkologicka onemocnéni, renalni a hepatalni onemocnéni aj., soubéZznou dalsi
medikaci, dotaznik na prijem vitaminu K v potravé, veskeré udaje spojené s 1écbou
warfarinem - denni davku, poCet zmén této davky, vysledky INR. Klinicka data byla

ziskavana pri pravidelnych kontrolach, prochazenim nemocnicnich informacnich
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systémi a nebo strukturovanym telefonickym dotaznikem. Soubor pro vstupni
analyzu ¢ital 1972 pacientti s provedenou DNA analyzou. Do souboru pro vlastni
analyzu presnosti algoritmii bylo zaiazeno 280 pacientii s kompletnimi klinickymi
udaji, ktefi navic spliiovali kritérium stability na lécbé. Stabilita byla definovan jako
1é¢ba nejméneé 90 dnti a zaroven posledni dva nabéry INR v terapeutickém rozmezi
(pro laboratorni chybu definovano jako 1,8 az 3,2) v odstupu nejméné 30 dni na
stejné denni davce warfarinu. Do souboru byla dana vstupni podminka etnického
ptivodu pacientii - hodnocena samotnym pacientem, zarazeni byli pouze pacienti

kavkazského ptivodu. Jina selekce nebyla uplatnéna.

3.3.1.1.2 Porovnavané farmakogenetické algoritmy

Volba mezi nam dostupnymi publikovanymi farmakogenetickymi algoritmy (celkem
16 algoritmii) byla u¢inéna na zakladé jejich publikované presnosti na daném
validacnim souboru (co nejvyssi hodnota R?) a také podle etnicity validacniho
souboru, kdy pro vyznamnou odliSnost mezi jednotlivymi etniky, byly vybrany jen
algoritmy pro populaci kavkazského typu (vice viz vyse, kapitola 1.9.1). Pro
porovnani presnosti byly zvoleny tfi nasledujici algoritmy vyuZivajici pouze vstupni

data dostupna jesté pred zahajenim vlastni warfarinizace:

3.3.1.1.2.1 Podle Sconceové (Sconce et al, 2005):

Denni davka, mg = (0,628 - (0,0135*[v€k, roky]) - (0,24*[CYP2C9*2, pocCet alel 0-2])-
(0,37*[CYP2C9*3, pocet alel 0-2]) - (0,241*[VKORC, 1-3 podle haplotypu]) +
(0,0162*[vyska, cm]))

3.3.1.1.2.2 Podle Gage (Gage et al, 2008):

Denni davka, mg = exp (0.9751 - 0.3238 * [VKORC, haplotyp 0-2 podle haplotypu] +
0.4317 * [povrch téla, m?] - 0.4008 *[CYP2C9*3, pocet alel 0-2] - 0,00745 * vék
[roky] - 0,2066 * [CYP2C9*2, pocCet alel 0-2] + 0,2029 * cilové INR - 0.2538 *
[amiodaron, 0 nebo 1] + 0,0922 * [koufeni, 0 nebo 1] - 0,0901 * [afroamericka rasa,

0 nebo 1] + 0,0644 * [hluboka Zilni trombéza/plicni embolie, 0 nebo 1]
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3.3.1.1.2.3 Podle Andersona (Anderson et al, 2007):

Tydenni davka, mg = 1, 64 * expe [3,984 + CYP2C9*1/*2 * (-0.197) + CYP2C9*1/*3 *
(-0.360) + CYP2C9*2/*3 * (-0.947) + CYP2C9*2/*2 * (-0.265) + CYP2C9*3/*3 * (-
1.892) + VKORC1-CT * (-0.304) + VKORCI-TT * (-0.569) + vék, roky * (-0.009) +
muzské pohlavi (0.094) + vaha, kg (0.003)]

3.3.1.1.3 Statistickd metodika porovnani publikovanych algoritm
Vlastni porovnani algoritmi jsme provedli nasledujicimi zptsoby:
1) linearni regresni analyzu s vypoctem koeficientu determinace (R?) mezi
hodnotami davky warfarinu skutecné uzivanymi a vypoCtenymi jednotlivymi
algoritmy;
2) porovnanim poctu pacientli s odchylkou davky skute¢né uzivané a predikované
algoritmem, ktera byla mensi nebo vétsi nez 20% uzivané davky s vyuzitim
McNemarovy modifikace chi-kvadrat testu s vypoctem poméru Sanci (OR, odds
ratio) jednotlivych pacientii na pritomnost jejich predikované hodnoty v takto
definovanych pasmech. V pripadé odchylky mimo pasma nas zajimal pomér
pacientii poddavkovanych ¢i predavkovanych podle algoritmu;
3) porovnanim pritomnosti skutecné uzivané davky v pasmu predikovaném na
zakladé vypocltu pro davku warfarinu pro INR rozmezi 1,8 az 3,2 (porovnani viz bod
2). Toto pasmo uvadime i v klinické praxi pro 1ékare pouZzivajici farmakogenetickych
algoritmt k nasazeni warfarinu a jeho vypocet je zaloZen na korekci podle Gage et al
(Gage et al, 2008).
4) Mimo porovnani pro cely soubor jsme provedli dale arbitrarné definované
podskupinové analyzy presnosti jednotlivych algoritmi pro pacienty s obecné
obtiZnou warfarinizaci v klinické praxi - do 40 let véku, starsi 80 let, leh¢ich nez 60
kg a tézsich nez 100 kg a pro skupiny pacienti s atypicky nizkou a vysokou davkou
warfarinu (<2,5 mg a >10mg denné).

VSechny davky byly porovnavany na zakladé vypoctené denni davky - u

pacientii uzivajicich nestejnou denni davku a v pripadé Andersonova algoritmu, kdy

A7



je vypoctena tydenni davka, to byla prlimérna denni davka. Pro adekvatni srovnani
mezi algoritmy byly upraveny algoritmy podle Sconceové a Andersona podle
vysledkil Gage et al (Gage et al, 2004) o korekci pro dopocet cilového INR, které je
jinak témito vzorci pocitano pro INR 2,5. Pokud v$ak pacient ma jiné cilové INR
(napft. pri mechanické chlopenni nahradé), byl vypocet navysen o 11% davky pro
vzestup INR o 0,5 podle Gage et al (Gage et al, 2008). Statistické analyzy byly
provedeny v softwaru GraphPad Prism, v.6.0 (GraphPad Software, La Jolla,
California, USA) a SPSS Statistics, v.18.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA).

3.3.1.2 Tvorba vlastniho farmakogenetického algoritmu

3.3.1.2.1 Soubor pacientl pro tvorbu a validaci vlastniho algoritmu

Pro vytvoreni vlastniho farmakogenetického algoritmu byla vyuzita
viceCetna linedrni regresni analyza klinickych a genetickych dat pacienti ze skupiny
1 (charakteristika sbiranych dat viz vySe, bod 3.2.1.1.1). Pro zpfesnéni vypoctu jsme
zvolili vékovou hranici nad 50 let. Dlivodem je piredpokladany pokles davky v
zavislosti s vekem nad 50 let, nikoliv u mladsich pacientd, a tak toto omezeni miiZe
paradoxné zvysit presnost i pro mladsi vékové skupiny. Dale jsme zahrnuli védomé
vice pacientl se 4 variantnimi alelami nez je jejich populacni frekvence, opét pro
zvySeni presnosti predikce pro tyto nezadoucimi ucinky nejvice ohrozZené pacienty.
Pro validaci byla vyuzita skupina 2 (druha valida¢ni skupina). Vstupnim kritériem
do této skupiny byla kompletni klinicka data, a stabilni 1é¢ba warfarinem (kritéria
viz vySe). Skupina 2 neobsahoval stejné pacienty jako skupina 1. Pti tvorbé
farmakogenetického algoritmu neni standardni vypocet velikosti vzorku. Jako
pocet, je co nejvyssi presnost ve vstupnich klinickych udajich (presna vaha, opravdu
stabilni davka, atp.), proto byli pacienti individualné posouzeni a selektovani stran
validity dat - druhou naslednou kontrolou databazovych idaji, pomoci osobnich

kontrol 1ékarem, kontrolou dokumentace a telefonnimi pohovory.
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3.3.1.2.2 Tvorba regresniho modelu

Model byl tvoren s vyuzitim hierarchické viceCetné linearni regresni analyzy.
Hierarchicky postup oproti standardni viceCetné linearni regresi umoznuje
postupné pridavat jednotlivé nezavislé proménné a posuzovat tak jejich vliv na
vyslednou presnost modelu individualné.

Do statistické analyzy jsme zahrnuli nasledujici vstupni parametry:
1) Geneticka charakteristika pacienta - poCet variantnich alel 2 a 3 genu CYP2(9,
haplotyp genu VKORC1 (A/A, A/B, B/B)
2) Obecné charakteristiky pacienta - pohlavi, vék, vaha, vyska
3) Anamnestické udaje pacienta - indikace warfarinu, pritomnost relevantnich
onemocnéni (ischemicka cévni mozkova prihoda, ischemicka choroba srde¢ni,
diabetes mellitus, hypertenze, renalni onemocnéni, hepatalni onemocnéni,
prodélana hluboka Zilni trombdza a/nebo plicni embolizace), pravidelné koureni a
piti alkoholu denné
4) Konkomitantni chronicky uzivana medikace ovliviiujici ddvku warfarinu
(amiodaron, statiny - zejména simvastatin, atorvastatin, rosuvastatin,
karbamazepin, fenytoin, sartany - losartan, irbesartan, valsartan, telmisartan,
spironolakton, sulodexid, furosemid, derivaty sulfonylurey, hydrochlorthiazid,
kortikoidy - prednison).

Pro testovani v hierarchickém gardu byly do jednotlivych fazi modelu
postupné prifazovany proménné, které v univariantni analyze dosahly statistické

vyznamnosti p > 0,1.

3.3.1.2.3 Testovani vytvoreného regresniho modelu

Vytvoreny model byl standardné testovan na splnénti statistickych
piredpokladi platnosti modelu. VSechny vstupni nezavislé proménné byly testovany
na pritomnost linearni zavislosti na zavislé proménné (skute¢né uzivana denni
davka warfarinu). Vysledny model byl testovan na vzajemnou nezavislost rezidui v
modelu testem podle Durbina a Watsona. Jednotlivé pripady predikce

(individudlnich pacientd) podle definitivniho modelu byly testovany na piitomnost
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outlierti (casewise diagnostics), kdy jako outlier byl oznacen pacient se
standardizovanym reziduem vysSim neZ +3 smérodatné odchylky (SD). Rezidua
vytvoreného modelu byla posouzena na pritomnost homoskedasticity a jejich
normality. VSechny analyzy byly provedeny s vyuzitim statistického softwaru SPSS
Statistics, v.18.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA).

Vytvoreny algoritmus pak byl validovan na skupiné pacientt ¢. 2., v€etné
porovnani s publikovanymi algoritmy podle metodiky uvedené vyse v bodu
3.2.1.1.3. Navic byl doplnén Bland-Altmaniiv graf, ktery byl vytvoren v programu
GraphPad Prism v. 6.0 (GraphPad Software, Inc., USA).

3.3.2 Posouzeni vztahu genotypu a krvacivych komplikaci pri 1écbé

warfarinem
3.3.2.1 Zdkladni parametry provedené studie

3.3.2.1.1 Hypotéza

Je mezi pacienty 1éCenymi warfarinem s krvacivymi komplikacemi ¢astéjsi variantni
genotyp (alely *2 a *3 genu CYP2(9, haplotyp A/A genu VKORC1) neZ u pacientii bez
krvacivych komplikaci?

3.3.2.1.2 Design studie
Prospektivni, srovnavajici dvé kohorty pacientti - skupina 3 (soubor se
zavaznymi krvacivymi komplikacemi) se skupinou 4 (soubor kontrol bez zavaznych

krvacivych komplikaci).
3.3.2.1.3 Konecné cile studie

3.3.2.1.3.1 Primarni konecny cil
Zavazné krvaceni béhem lécby warfarinem u pacient s rizikovym genotypem pro

1é¢bu warfarinem proti pacientim s wild-type genotypem genti CYP2C9 a VKORC1.

3.3.2.1.3.2 Sekunddrni cile a planované podskupiny
Zavazné krvaceni béhem 1écby warfarinem hodnocené zvlast béhem tuvodni a

udrZovaci faze 1é¢by warfarinem. Riziko bude stanoveno pro celou dobu sledovani,
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fazi nasazeni warfarinu a udrZovaci 1é¢bu warfarinem. Zvlast budou hodnoceny
rizika jednotlivych genotypovych subsetii pacientt - a to: genotypy CYP2C9 *1/%1,
*1/%2, *1/*3, *2/*2, *2/*3, *3/*3, pacienti s alelou *2, *3, pacienti s alelou *2 nebo *3
(variantni genotyp CYP2(9), haplotypy VKORC1 A/A, A/B a B/B, dale pacienti podle
pocCtu variantnich alel v obou genech dohromady: 0 azZ 4 variantni alely. V pripadé
variantnich alel v obou vySetrovanych genech pak podle jejich jednotlivého poméru

v jednotlivych genech
3.3.2.2 Soubor pacientii

3.3.2.2.1 Vstupni a vystupni kritéria pro skupinu 3 a 4

Do studie byli zarazeni pacienti s kompletnimi klinickymi i genetickymi idaji starsi
18 let, kteri s timto informované souhlasili. Do kontrolni skupiny byli zarazeni
pouze pacienti lé¢eni warfarinem déle nez 12 mésicli. Dlivodem bylo odstranéni
moZného biasu stran celkového rizika krvaceni i jiné etiologie, kdy doba vice nez 1
roku 1é¢by nami byla povazZovana za dostatecnou k "demaskovani" zvySeného
sklonu ke krvacivym komplikacim. Do skupiny se zavaznym krvacenim byli zarazeni
pacienti bez ohledu na délku 1écby. VyluCovaci kritéria pro ucast ve studii byla
stanovena jako odmitnuti ucasti ve studii, nekompletni klinickd nebo laboratorni
data a v ptipadé pacientii z kohorty krvacivych komplikaci jina nez spontanni

etiologie krvaceni (vice viz dale bod 3.3.2.3.2.)
3.3.2.3 Definice a zpracovani klinickych dat

3.3.2.3.1 Zpracovani klinickych dat

Klinicka data byla ziskana ptimo od pacientti béhem planovanych kontrol
oSetrujicim lékarem, ze zdravotnické dokumentace z ambulantnich kontrol i
hospitalizaci a pravidelnymi telefonickymi kontrolami s vyuzitim cilené zaméreného
strukturovaného dotazniku. Zvlastni dliraz byl veden na znamé rizikové faktory
krvacenti - jako napr. nekontrolovana hypertenze, anamnéza cerebrovaskularnich
onemocnéni - zejména postiZeni malych mozkovych tepen charakteru leukoaraidzy,
rendlni a hepatalni postiZeni, souc¢asné uzivani jinych 1éki zvysujicich riziko

krvaceni (nesteroidni antirevmatika, antiagregancia aj.) a polypragmazie
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(definovana jako uZivani tri a vice jinych 1é¢iv sou¢asné mimo warfarin). Soucasti
sledovanych parametrii byl i odhad compliance s 1é¢bou - subjektivni
sebehodnoceni pacienta i jeho ¢astecna objektivizace zjisSténim frekvence kontrol
INR. Dale byly hodnoceny znamé parametry lécby vedouci ke zvySenému riziku
krvacenti - vyskyt hodnot INR > 4,5 a nestabilita l1écby (definovana jako = 2 zména
davky warfarinu béhem poslednich dvou po sobé jdoucich kontrol v odstupu

nejméneé 4 tydnii) (Levine et al, 2004, Lindh et al, 2008).

3.3.2.3.2 Krvaceni a délka sledovani

Jako primarni konecny cil byl stanoven vyskyt zavazného krvaceni pri 1é¢bé
warfarinem. V literarnich pramenech zabyvajicich se krvacivymi komplikacemi
béhem lé¢by warfarinem neni jednoznacna shoda na jedné definici zavazného
krvaceni. Historicky byla pouzita fada méné ¢i vice odlisSnych definic, coZ znacné
zeslozituje primé srovnani vysledki jednotlivych soubort stran vyskytu zavaznych
krvacivych komplikaci (viz vyse, kapitola 1.9.2). Vzhledem k srovnatelnosti s dalSimi
pracemi jsme zvolili mezinarodné uznanou a deklamovanou klasifikaci podle
Mezinarodni spolecnosti pro trombdzu a hemostazu (International Society on
Thrombosis and Haemostasis, ISTH), ktera klasifikuje jako zavazna krvaceni vedouci
k umrti pacienta, krvaceni do kriticky dileZitého organu nebo oblasti
(intrakranialni, intraspinalni, intraokularni, retroperitonealni, intraartikularni,
perikardialni nebo intramuskularni s kompartmentovym syndromem) a/nebo
krvaceni s poklesem hemoglobinu o vice jak 20g/1 (1,24 mmol/l) nebo s nutnosti
aplikace 2 a vice transfuznich jednotek erymasy nebo celé krve (Schulman and
Kearon 2005). Prihody, které nesplnily kritéria ISTH byly zadany jako nevyznamné
(minor).

VSechny krvacivé udalosti byly posouzeny pfri jejich zadavani a nasledné jesté
podruhé pri zavérecném zpracovani dat na primy kauzalni vztah s lécbou
warfarinem. VSechny krvacivé epizody s jasnym traumatickym mechanizmem
vzniku nebyly zafazeny do souboru - napft. akutni subduralni hematom
bezprostredné po dopravni nehodé s poranénim hlavy. Krvacivé epizody, kde byla

pouze nevyznamna klinicka suspekce na traumaticky mechanizmus - napf-.
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subakutni subduralni hematom s klinickymi projevy v odstupu tydni po
nevyznamném uderu do hlavy, byly ponechany v souboru pro finalni analyzu.
Cas sledovani byl zaznamenavan v tydnech od prvni davky do vzniku
krvaceni, cely cas sledovani souboru byl udavan v mésicich. Nikdo z pacienti po
zavazném krvaceni v nasi kohorté nepokracoval po vzniku zavazného krvaceni v

1é¢bé warfarinem, nebyla tedy nutnost resit tento jev v zaznamu délky sledovani.

3.3.2.3.3 Definované genotypy pro analyzu rizika krvaceni

Vzhledem k publikovanym pracim, které tuto problematiku resili pred nasi
skupinou, jsme zvolili nejprve pouZivany zjednodusSujici pohled na pacienty s
variantnim genotypem genu CYP2(9, a to: pacienti s alelou *2, alelou *3 a pacienti s
alelou *2 nebo *3 a pacienti s haplotypy A/A, A/B a B/B genu VKORC1. Vzhledem k
velikosti souboru a relativné velkému poc¢tu moZznych kombinaci jednotlivych alel
CYP2(C9 a haplotyp VKORC1 - celkem 18 moZznosti, jsme navrhli jako mozné
zjednoduseni hodnoceni pacientii podle celkového poctu variantnich alel/haplotypt
v obou genech soucasné, t.j. pacienti s Zadnou az Ctyfmi variantnimi alelami (0 - 4
VA). Pro tplnost jsme (i pies niZsi pocet pacienti s nékterymi genotypy) vyhodnotili
i vSechny jednotlivé genotypové kombinace v genu CYP2C9 *1/*1, *1/%*2, *1/*3,
*2/*2, *2/*3 a *3/*3. Kombinace genotypu v obou genech - tj. 18 podskupin - nebyly

jiZ pro malé aZ Zadné zastoupeni v naSem souboru hodnoceny.

3.3.2.4 Statisticka metodika

3.3.2.4.1 Velikost souboru

Odhad velikosti souboru byl proveden na zakladé grafického nomogramu
publikovaného Altmanem (Altman 1991). Aproximace prevalence zavazného
krvaceni podle genotypu vychazi z odhadu populacni frekvence nejrizikovéjSiho
mozného genotypu (3 nebo 4 rizikové alely genti VKORC1 a CYP2(9), ktery ma ve
své Sirsi definici cca 1 z 10, tj. 10% populace. Odhad castéjSitho vyskytu krvaceni u
pacienti s rizikovymi polymorfizmy se opirad o prvni praci Aithala a kolektivu

(Aithal et al, 1999). Mal3, i kdyZ dobte zpracovana studie, kde nositelé CYP2C92 a3
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(rizikovi) méli ro¢ni riziko zavazného krvaceni 8,28% a béZna populace
(homozygoti CYP2C9°1) méla rocni riziko zavazného krvaceni jen 2,25%, tj. plati

3,68x vyssi riziko krvaceni pfri rizikovém genotypu.

3.3.2.4.1.1 Pesimisticky odhad

Prevalence rizikového genotypu v kontrolni populaci: 10%

Predpokladana prevalence rizikového genotypu v populaci s krvacenim: 20%
Tzn. standardizovany rozdil je 0,28

Pak pri alfa(p)=0.05 a power =0,80: 350 tj. 175 krvaceni a 175 kontrol,

Pak pri alfa(p)=0.01 a power =0,80: 575 tj. 282 krvaceni a 283 kontrol,

Pak pri alfa(p)=0.05 a power =0,90: 500 tj. 250 krvaceni a 250 kontrol,

Pak pri alfa(p)=0.01 a power =0,90: 700 tj. 350 krvaceni a 350 kontrol.

3.3.2.4.1.2 Optimisticky odhad

Prevalence rizikové ho genotypu v kontrolni populaci: 10%

Predpokladana prevalence rizikového genotypu v populaci s krvacenim: 35%
Tzn. standardizovany rozdil je 0,5987, zaokrouhleno na 0.6

Pak pri alfa(p)=0.05 a power =0,80: 80 tj. 40 krvaceni a 40 kontrol,

Pak pri alfa(p)=0.01 a power =0,80: 120 tj. 60 krvaceni a 60 kontrol,

Pak pri alfa(p)=0.05 a power =0,90: 110 tj. 55 krvaceni a 55 kontrol,

Pak pri alfa(p)=0.01 a power =0,90: 160 tj. 80 krvaceni a 80 kontrol.

3.3.2.4.1.3 Vyslednd velikost vzorku

Pro dosazeni statisticky vyznamného vysledku se minimalni velikost vzorku
pohybuje mezi 40 a 175 pacienty se zavaznymi krvacivymi komplikacemi a stejné
tak velikého souboru kontrol. Po dosaZeni ndboru 40 pacientti se zavaznymi
krvacivymi komplikacemi bude provedena pribézna analyza - v€etné vypoctu

poméru rizik podle Coxe a bude zhodnoceno dalSi pokracovani studie.



3.3.2.4.2 Porovnani souboru se zavaznym krvacenim a souboru kontrol
Pro porovnani mezi skupinou s krvacenim a skupinou kontrol byl u kategorickych
proménnych pouzit x2 test nebo Fisherlv exaktni test, pro spojité proménné byl

pouzit Mann-Whitneyho U test.

3.3.2.4.3 Coxtv model pomérnych rizik
Pro zjiSténi moZné miry asociace mezi genotypem CYP2C9 a VKORC(1, jednotlivymi
klinickymi charakteristikami pacientli souboru a vyslednym stavem - tj. zavaznym
krvacenim - byl pouzit Coxtiv model pomérnych rizik (Cox proportional hazards
model). Byl vypocten pomeér rizik (hazard ratio, HR) s 95% konfiden¢nimi intervaly
(95% CI) a to bez upravy (unadjusted HR) i s ipravou na mozné dalsi proménné
(adjusted HR). Pro moZnou nestabilitu vysledného vypocteného poméru rizik (HR)
nebyly zarazeny vSechny moZné proménné do upraveného vysledného Coxova
regresniho modelu. Selekce vhodnych proménnych do vysledného modelu byla
provedena pomoci algoritmu zpétné selek¢ni eliminace (backward stepwise
elimination algorithm). Na podkladé testu vérohodnostnim pomérem (likelihood-
ratio test) byly minimalizovany exkluze proménnych s vlivem na vysledny pomér
rizik. Proménné s hodnotou p < 0.1 pfi univariatni analyze byly pouZity pro
eliminacni algoritmus. Test dobré shody modelu (goodness of fit) pro vysledny
Coxliv model proporcnich rizik byl proveden podle Grgnnesbyho a Borgana
(Grgnnesby and Borgan 1996), kdy pocet testovanych podskupin podle rizika (risk
groups number) byl odhadnut podle Mayové a Hosmera (May and Hosmer 2004).
Srovnani obou skupin (s a bez krvaceni) bylo provedeno graficky vytvorenim
Kaplan-Meierovych graft preziti (v naSem piipadé zavazného krvaceni) s
adekvatnim vypoctem log-rank statistiky. K posouzeni pravdivosti odhadu vSech
definitivnich modeli byly vypocteny Schoenfeldovy rezidudly.

Pro ucely definitivni analyzy byly vypocteny Coxovymi modely jednotlivé
poméry rizik pro vznik zavazného krvaceni HR (upravena i neupravena na dalsi
proménné) pro riizné casové intervaly: cely Cas sledovani a dale pro Cas

odpovidajici fazi zahajeni 1écby a pro jiZ definitivni udrzovaci 1é¢bu. Za Cas
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zahajovaci faze je vétSinou arbitrarné v literatute povazovano obdobi prvnich 3
mésicl, lécba udrZovaci je pak definovana jako lé¢ba po 3 mésicich. Abychom se
vyhnuli moZnému ovlivnéni presnosti vysledku (bias) vyskytu zavaznych krvaceni
pro Cas celého sledovani (a zejména pro fazi udrzovaci 1é¢by po 3 mésicich), zaradili
jsme do kontrolni skupiny jen pacienty s dobou sledovani bez krvacivych
komplikaci delsi nez 12 mésict. Tento ¢as byl ndmi vyhodnocen jako dostate¢nyi s
ohledem na moZny popisovany vyssi vyskyt krvacivych komplikaci béhem prvnich
mésicli l1écby - a tedy i dostateCny ¢as k manifestaci krvacivych komplikaci. Pro
analyzu pomeéru rizik (HR) zavazného krvaceni v prvni zahajovaci fazi 1é¢by (do 3
mésicli) byli pacienti s krvacenim az po 3 mésici pouziti jako kontrolni skupina.

VSechny statistické analyzy byly provedeny na radné licencovaném softwaru
SPSS Statistics 18.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA) a STATA version 12.1
(StataCorp LP, College Station, TX, USA).

3.4 Financovani projektu

Potfebnymi vstupy do projektu byla v zasadé pouze DNA analyza ve fazi zavadéni a
validace metodiky. VySetieni pacienti pro tyto tcely bylo v letech 2009 az 2011
podpoieno grantem rezortniho programu TIP Ministerstva priimyslu a obchodu CR
¢. FR-T1 1/399: ,Vyvoj farmakogenetického diagnostického kitu pro urceni davky
warfarinu“ udéleného firmé GeneProof, a. s. jehoz spoluresSitelem byla Nemocnice
Na Homolce. Po ukonceni podpory projektu byla jiz vySetteni pacientli provadéna
ve standardnim rezimu klinického molekularné genetického vySetreni hrazeného v
ramci zdravotniho pojisténi. VSechny ostatni ¢innosti - poskytnuti biologickych
vzorkl a Klinickych dat pacienty, sbér dat referujicimi 1ékati i vyhodnoceni souboru

- byly nehonorované.
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4 Prehled dosazenych, nalezité dokumentovanych a

adekvatné statisticky zhodnocenych vlastnich vysledku

4.1 CYP2C9 a VKORC1 v ceské populaci
RozloZeni genotypti CYP2C9 a haplotypli VKORC1 v ¢eské populaci ziskané

analyzou 1972 pacienti je uvedeno v tabulce 4.1.1.

V genu CYP2(C9 je nejCastéjsi nosicstvi alely *1 v homozygotni formé (67,6%),
které odpovida standardni metabolizaci warfarinu. Variantni alely *2 a *3 (se
sniZenou schopnosti metabolizovat warfarin) jsou nejCastéjsi v heterozygotni formé
jako *1/*2 (17,8%) a *1/*3 (11,7%). Homozygoti pro variantni alely genu CYP2(C9
(*2/%2, *2/*3 a *3/*3) jsou zastoupeni jen v 3,4%. NejcastéjSim haplotypem genu
VKORC1 je v Ceské populaci haplotyp A/B, ktery nese 44,7% populace s
intermediarni citlivosti na warfarin. Druhym nej¢astéjSim je haplotyp B/B (41,9%),
ktery je zodpovédny za sniZenou citlivost na warfarin. Haplotyp A/A je zastoupen ve

14% a je spojeny s vysSi citlivosti na podany warfarin.

Klicovym tidajem je dale individualni kombinace variant obou genf, kterou
miiZeme vyjadrit poctem variantnich alel (VA) od zadné do ¢tyt. Standardni
oCekavatelnou davku warfarinu maji pacienti s Zddnou nebo jednou variantni alelou,

kterych je v ¢eské populaci 29,2% (0 VA) a 41,5% (1 VA).
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Tabulka 4.1.1: RozloZeni jednotlivych genotypu CYP2C9 a haplotypt VKORC1 v

kompletni geneticky vySetrené skupiné (n = 1972). PocCet variantnich alel (VA)

odliSen barevné - fialova = 0 VA, modra = 1 VA, zelena = 2 VA, Zluti = 3 VA, Cervena =

4 VA.
CYP2C9 VKORC1B/B | VKORC1A/B | VKORC1A/A | celkem
genotyp

*1/*1 1'572.(292%) | 586 (29,9%) | 167 (85%) | 1325 (67,6%)
*1/%2 135 (6,9%) 154 (7,9%) | 60 (3,1%) 349 (17,8%)
*1/*3 92 (4,7%) 102 (52%) | 36 (1,8%) 230 (11,7%)
*2 /%2 1 (0,05%) 14 (0,7%) 16 (0,8%)
*2/*3 20 (1,0%) 13 (0,7%) 40 (2,0%)
*3/*3 1 (0,05%) 8 (0,4%) 12 (0,6%)
Celkem 821 (41,9%) | 877 (44,7%) | 274 (14,0%) | 1972 (100%)

Tabulka 4.1.2: Pocet pacientii s kompletnimi genetickymi i klinickymi daty v

souboru pro porovnani farmakogenetickych algoritmii a jejich genotyp CYP2C9 a

haplotyp VKORC1 (n = 280). Pocet variantnich alel (VA) odliSen barevné - fialova = 0
VA, modra =1 VA, zelena = 2 VA, zluta = 3 VA, Cervena = 4 VA.

CYP2(C9 VKORC1 B/B | VKORC1A/B | VKORC1A/A | celkem
genotyp

*1/*1 [ 78127,9%) | 96 (34,3%) 23 (8,2%) 197 (70,3%)
*1/*2 19 (6,8%) 17 (6,1%) 13 (4,6%) 49 (17,5%)
*1/*3 12 (4,3%) 9 (3,2%) 5 (1,8%) 26 (9,3%)
*2/*2 0 1 (0,4%) 1 (0,4%)
*2/*3 5 (1,8%) 2 (0,7%) 7 (2,5%)
*3/*3 0 0 0

Celkem 114 (40,7%) | 125 (44,6%) |41 (14,6%) | 280 (100%)
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4.2 Selekce nejvhodnéjsiho publikovaného farmakogenetického
algoritmu

4.2.1 Klinické parametry souboru pro selekci farmakogenetického algoritmu
V nasi skupiné 280 pacientii se stabilni ddvkou (skupina 1) uZzivali pacienti
bez variantniho genotypu priimeérné 6,7 + 0,3 mg warfarinu denné, pacienti s 1 VA
uzivali 4,9 £ 0,2 mg denné. Niz8i neZ obvyklou denni davku uZivali pacienti s 2 VA
(3,8+0,3mg)a3VA(2,9 0,3 mg).Vnasi populacni skupiné (n =1972) bylo 22,7%
pacientti s 2 VA, 6,7% s 3 VA a pouze 0,65% se 4 VA. Zadny pacient se 4 VA nebyl
zatazen do prvni valida¢ni skupiny (skupina 1) pro porovnani algoritmii, ale jejich
obvykla denni davka warfarinu se podle naSich zkuSenosti pohybuje kolem 1 mg

denné (viz tabulka €. 4.1.1. a 4.1.2).

Detailni klinické charakteristiky pacientd prvni valida¢ni skupiny (skupina 1)
jsou uvedeny v tabulce €. 4.2.1. Hlavnim parametrem porovnani presnosti predikce
je hodnota koeficientu determinace R?, kde nejvyssi presnosti dosahl algoritmus
podle Andersona 21,9% a podle Gage 23,8% (viz tabulka 4.2.2). Druhym
parametrem srovnani byla pritomnost algoritmem predikované davky v pasmu
vymezeném * 20% skute¢né uzivané denni davky. Nejpresnéjsi algoritmus podle
Sconceové spravné predikoval u 168 (60,0%) pacientii. Pfedavkovano by bylo 71
(25,4%) pacientd, tj. vypoctena davka byla vétsi nez skute¢né uzivana. Primérna
chyba byla 1,53 + 0,83 mg, chyba do 2 mg byla u 87,5% predavkovanych. Genotyp
piredavkovanych pacientii byl nasledujici: 0 VA 15 (21,1%), 1 VA 31 (43,7%), 2 VA
18 (25,4%) a 3VA 7 (9,9%). Poddavkovano (vypocCtena davka nizsi nez skutecné
uzivand) bylo 41 (14,6%) pacientfi, a to primérné 2,79 + 2,18 mg. U 46,3%
poddavkovanych byla chyba do 2 mg. Genotyp poddavkovanych pacientti byl: 0 VA
15 (36,6%), 1 VA 15 (36,6%), 2 VA 8 (19,5%) a 3 VA 3 (7,3%). Algoritmus podle
Andersona spravné predpovédél davku u 91 (32,5%) pacientti, predavkoval 152
(54,3%) pacientt, a to o primérnych 2,3 + 0,99 mg. U 45,4% predavkovanych
pacientii byla chyba do 2 mg. Poddavkovano bylo 37 (13,2%) pacienti o
pramérnych 3,4 + 2,5 mg, z toho 35,1% do 2 mg.
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Algoritmus podle Gage spravné predpovédél davku u 103 (36,7%) pacientd.
Predavkovano bylo 144 (51,4%) pacientd o primeérnych 3,0 + 2,5 mg (do 2 mg byla
chyba u 38,2% predavkovanych). Poddavkovano bylo 33 pacientt o priimérnych 3,3
+ 2,8 mg. Srovnani jednotlivych algoritmi proti sobé pomoci McNemarovy
modifikace chi-kvadrat testu - stran pravdépodobnosti, Ze se pacientova skutecné
uzivana davka bude nachazet v pasmu vypocteném podle algoritmu, prokazalo
jasnou nadiazenost algoritmu Sconceové proti obéma zbylym algoritmliim na naSem
souboru. Pacient ma podle algoritmu Sconceové (oproti algoritmu Andersona) 4x
vétsi Sanci, Ze vypoctena davka bude uvniti pasma + 20% od skutecné uzivané
(Odds ratio, OR 4,013, 95% CI, 2,226 aZ 7,234, p < 0,001). Obdobné algoritmus podle
Sconceové dava 1,8x vétsi Sanci na spravny vysledek proti algoritmu podle Gage (OR
1,830, 95% CI, 1,097 az 3,052, p = 0,020). Druhym signifikantnim vysledkem byla
superiorita algoritmu podle Gage proti algoritmu podle Andersona (OR 2,063, 95%
CI, 1,234 az 3,447, p = 0,005), ostatni srovnani nebyla signifikantni. Vysledky analyz
presnosti predikce pro jednotlivé podskupiny jsou uvedeny v tabulce ¢. 4.2.3.
Nejvyssi presnosti dosahoval i v téchto srovnanich algoritmus podle Sconceové.
Vysoka presnost byla u pacientii s nizkou (< 50 kg) i vysokou (> 100 kg) télesnou
hmotnosti. Nejvyssi presnost predikce byla dosaZena u pacientii uzivajicich denni
davku 2,5 az 7,5 mg, vyhovujici predikce byla u pacienti s nizkou davkou (< 2,5 mg)
a naopak nepresné byly vypocty pro pacienty s vyssi nez obvyklou davkou (7,5 az 10
mg a > 10 mg). Zcela nepresné jsou vSak vSechny algoritmy pro pacienty mladsi 40
let véku, nejvyssiho R? sice opét dosahl algoritmus Sconceové, ale presnost predikce
byla celkové nizka (18,9%). Naopak u pacientt nad 80 let véku dosahovaly
algoritmy podle Sconceové a Gage vyssi presnosti, nez u pacientti od 41 do 79 let

véku (64,7 vs. 57,8% a 53,3% vs. 28,5%).
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Tabulka 4.2.1: Klinické charakteristiky 280 pacientti v souboru pro porovnani

farmakogenetickych algoritmi (SD - smérodatna odchylka).

Charakteristika souboru

Primérny vék+ SD (minimum-maximum) [roky]

63,1 + 16,24 (9-89)

Priimérna télesna vaha + SD (minimum-maximum)
[kg]

83,0 + 17,37 (35-130)

Primeérna télesna vyska = SD (minimum-maximum)
[cm]

172,1 + 9,82 (133-200)

Zenské pohlavi

131 (46,8%)

Primérna uzivana denni davka + SD (minimum-
maximum) [mg]

5,02 + 2,60 (1,0-18,0)

Primérna délka 1é¢by warfarinem (minimum-
maximum) [mésice]

36 + 45,15 (3-276)

Indikace 1é by warfarinem

Ischemicka cévni mozkova prihoda -
kardioembolicka, disekce vnitini karotidy,
kryptogenni s prokazanym foramen ovale patens,
megadolichobasilaris

112 (40,0%)

Fibrilace sini bez ischemické cévni mozkové prihody

83 (29,6%)

Hluboka Zilni trombéza/plicni embolie

64 (22,9%)

Mechanicka chlopenni ndhrada 14 (5,0%)
Trombéza mozkovych splavii 7 (2,5%)
Komorbidity

Hypertenze 164 (58,5%)
Diabetes mellitus 54 (19,3%)
Viedova choroba gastroduodenalni 16 (5,7%)

Ischemicka choroba srdec¢ni

98 (35,0%)

Onkologické onemocnéni

31 (11,1%)

Renalni onemocnéni

11 (3,9%)

Hepatalni onemocnéni

20 (7,1%)

Soubézné uzivana medikace s vyznamnymi
interakcemi s warfarinem

Amiodaron 47 (16,8%)
Simvastatin 30 (10,7%)
Atorvastatin 52 (18,6%)
Losartan/Irbesartan/Valsartan/Telmisartan 44 (15,7%)
Spironolakton 25 (8,9%)
Kyselina acetylosalicylova 12 (4,3%)
Sulodexid 4 (1,4%)
Furosemid 38 (13,6%)
Escitalopram/Citalopram 23 (8,2%)
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Tabulka 4.2.2: Porovnani piresnosti jednotlivych algoritmi - publikovana data a

nase ovéreni presnosti (SD - smérodatna odchylka). *) Vysledek z 83% derivacni

kohorty kavkazského plivodu. **) Kohorta publikovana Carlquistem et al bez udani

algoritmu, algoritmus vypocten z derivacni kohorty podle Carlquista a upraven

podle literarnich udaji, definitivni verze publikovana v praci Andersona (Anderson

etal, 2007).

Algoritmus Derivacni Derivacni Presnostna | Piesnostna | Presnostna
kohorta: kohorta: pocet | derivacni valida¢ni nasi skupiné
median pacienti kohorteé - kohorteé - 280 pacienti
véku* SD (kavkazska koeficient koeficient - koeficient
(rozmezi), rasa %) determinace | determinace | determinace -
pokud - R?, (pocet - R%,n- R2
udano pacientt, n) | pocet
[roky] pacienti

Sconce et al 67 (26-89) 297 (100%) R2Znebylo 54,2% 58,4%

(Sconce et al, publikovano,

2005) Pearsonovor | (n=38)

=0,80,p<
0,001, (n=38)

Gage et al 65+14 1015 (83%) 57%* 54% 23,8%

(Gage etal,

2008) (n=242)

Andersonet | 71+12 (28- 213, prevazné 47%** nebylo 21,9%

al (Carlquist | 100) kavkazského publikovano

etal, 2006, pivodu

Anderson et

al, 2007)
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Tabulka 4.2.3: Srovnani definovanych podskupin podle koeficienti determinace

(R?) jednotlivych algoritmi a ptitomnosti davky skute¢né uzivané v pasmu

predikovaném pro INR 1,7 azZ 3,3 jednotlivymi algoritmy (SD - smérodatna

odchylka).

Podskupina | n Pram. R2 R2 R2 Pasmo Pasmo | Pasmo
uzivana Anderson | Gage Sconce | 1,7az3,3 | 1,7 aZ 1,7 az
davka w. dle 3,3 dle 3,3 dle
mg + SD vypoctu vypoctu | vypoctu

Anderson | Gage Sconce

Nad 80 let 26 | 3,38+1,40 | 28,7% 53,3% | 64,7% | 8(30.8%) | 11 16

véku (42,3%) | (61,5%)

Pod 40 let 29 | 7,65£3,03 | 4,7% 11,9% | 189% | 8(27,6%) | 11 15

véku (37,9%) | (51,7%)

41az79let | 225 | 4,87+2,42 | 13,8% 28,5% | 57,8% | 59 72 122

véku (26,2%) (32,0%) | (54.2%)

Denni davka | 41 | 2,02+0,46 | 0% 1% 23,8% | 1(2,4%) 9 13

warfarinu < (22,0%) | (31,7%)

2,5 mg

Denni davka | 218 | 4,69+1,41 | 12,8% 13,6% | 46,6% | 70 76 131

warfarinu (32,1%) (34,9%) | (60,1%)

2,5-75mg

Dennidavka | 21 | 9,10+0,86 | 0,9% 68% | 7,6% 4 (19,0%) | 9 11

warfarinu (42,9%) | (52,4%)

7,5-10 mg

Dennidavka | 10 | 13,32+3,24 | 3,6% 81% | 55% 0 2 2

warfarinu > (20,0%) | (20,0%)

10 mg

Vahapod 60 | 27 | 4,56 +3,24 | 33,4% 30,9% | 53,3% | 4(14,8%) | 8 12

kg (29,6%) | (44,4%)

Véha nad 38 | 6,23+2,59 | 5,7% 54,1% | 57,8% | 10 3(7,9%) | 23

100 kg (26,3%) (60,5%)
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4.3 Tvorba vlastniho farmakogenetického algoritmu

4.3.1 Klinické a genetické charakteristiky souboru pro tvorbu a validaci

algoritmu

Soubor pro tvorbu vlastniho farmakogenetického algoritmu ¢ital 175
pacientii z kohorty 1 (viz metodika), ktefi splnili pozadované parametry tj. zejména
znama stabilizovana denni davka warfarinu a kompletni klinicka data (viz
metodika). Detailni data relevantni pro vypocet farmakogenetického algoritmu jsou
uvedena v tabulce ¢. 4.3.1.

Do valida¢ni skupiny (skupina 2) bylo zatfazeno celkem 223 pacientti. Sbirana
data byla identicka jako v pripadé kohorty pro tvorbu vzorce. Relevantni detailni
data jsou uvedena v tabulce €. 4.3.1. Vyznamny rozdil byl o¢ekavatelné ve véku obou

kohort (p < 0,001) a dale pak ve vy$Sim zastoupeni Zen v kohorté pro tvorbu vzorce

(viz obr. 4.3.1.).

Tabulka 4.3.1. Relevantni klinické a genetické charakteristiky souboru pro tvorbu
farmakogenetického algoritmu (skupina 1) a jeho valida¢ni skupiny (skupina 2) s
uvedenim statistického srovnani sbiranych parametrii (kontinualni proménné byly

srovnany s pouzitim Mann-Whitney U testu, ordinalni a nominalni proménné

pomoci x? testu).

Charakteristika souboru Soubor pro tvorbu Valida¢ni soubor Rozdil
algoritmu (derivacni)

Pocet pacienti 175 223 n.a.

Primérny vék+ SD (rozmezi) [roky] 68,3 + 9,61 (50-89) 60,17 + 18,07 (13-89) | <0,001*

Priimérna tél. vdha + SD (rozmezi) [kg] | 83,0 £ 15,61 (42-125) 83,7 £ 19,09 (45-190) | 0,212

Priimérna tél. + SD (rozmezi) [cm] 172,4 £9,71 (150-200) | 171,4+9,3(148-198) | 0,252

Zenské pohlavi 69 (39,4%) 118 (52,9%) 0,007*

Priimérna denni davka + SD (rozmezi) 4,50 + 2,08 (1,0-12,8) 519+2,84(1,13-18) | 0,058

[mg]

Lécba amiodaronem 35 (20,0%) 28 (12,6%) 0,055

Lécba statinem (simvastatin, 63 (36,0%) 96 (43,0%) 0,154

atorvastatin, losuvastatin, fluvastatin)

1 variantni alela CYP2C9*2 38 (21,7%) 33 (14,8%) 0,082

2 variantni alely CYP2C9*2 3(1,7%) 1 (0,4%) dtto

1 variantni alela CYP2C9*3 24 (13,7%) 26 (11,7%) 0,8

2 variantni alely CYP2C9*3 2 (1,1%) 2 (0,9%) dtto

VKORC1 A/A 27 (15,4%) 29 (13,0%) 0,626

VKORC1 A/B 81 (46,3%) 99 (44,4%) dtto

VKORC1 B/B 67 (38,3%) 95 (42,6%) dtto
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Obrazek 4.3.1. : Porovnani véku skupiny pro tvorbu algoritmu (v grafu 0, vlevo) a

valida¢ni skupiny (v grafu 1, vpravo). V€k vynesen v letech.

0 1
120.00— N =175 N =223 —120.00
100.00] Mean Rank = 224.46 Mean Rank = 179.91 —100.00
80.00] —80.00
= 60.00-] —60.00 <«
o »
> 40.00- —40.00 *
20.00- —20.00
0.00 —0.00
-20.00- —-20.00
[ | I I | | | I I
40.0 30.0 20.0 10.0 0.0 10.0 20.0 30.0 40.0
Frequency Frequency

4.3.2 Vlastni tvorba algoritmu

Algoritmus byl vytvoren pomoci hierarchické linearni regresni analyzy
(detaily viz metodika). Byl opakované pouZzit tristupnovy hierarchicky postup, kdy
do jednotlivych fazi modelu byly postupné prifazovany promeénné, které v
univariantni analyze dosahly statistické vyznamnosti p > 0,1 a zaroven spliovaly
linearni vztah k zavislé proménné (skutecné uzivana denni davka warfarinu).
Tohoto stupné vyznamnosti dosahly nasledujici proménné: pocet variantnich alel *2
a *3 genu CYP2(9, haplotypy genu VKORC1 A/A, A/B a B/B, vék, vaha, vyska, uzivani
amiodaronu a uzivani statinu. Pro predpokladanou klinickou vyznamnost bylo
zarazeno i pohlavi pacienta.

Pro minimalni a statisticky nevyznamny vliv na vyslednou presnost predikce
jsme vyradili parametry uZivani statinu a pohlavi pacienta (detaily analyzy viz obr.
4.3.2.). Parametry zarazené do definitivniho modelu byly: vék, hmotnost, vyska,
genotyp VKORC1 a CYP2(C9 a uzivani amiodaronu, které statisticky vyznamné
predikuji vyslednou denni davku warfarinu F (7, 167) = 66,120, p < 0,001 (viz obr. ¢.

43.3).
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Obrazek ¢. 4.3.2. : Screenshot ze statistického softwaru SPSS v. 18: Sumarizace

posouzeni 3 findlnich modelt v hierarchickém testovani, kdy vysledny je model ¢. 1.

Model ¢. 2 (pridano pohlavi pacienta) a €. 3 (pridano uzZivani statinu) nedosahly

statisticky vyznamného navysSeni presnosti predikce (Sig. F Change 0,834 a 0,054).

Model Summary9

Change Statistics
Adjusted R Std. Error of R Square Durbin-

Model R R Square quare the Estimate Change F Change dfl df2 Sig. F Change Watson
1 .857* 735 724 .25646 735 66.120 7 167 .000
2 857t .735 722 .25720 .000 .044 1 166 834
3 861° 741 727 25507 .006 3.772 1 165 .054 2.016

a. Predictors: (Constant), amiodaron, Vyska, CYP2, CYP3, Vek, VKORC, Vaha

b. Predictors: (Constant), amiodaron, Vyska, CYP2, CYP3, Vek, VKORC, Vaha, Sex_men_1

c. Predictors: (Constant), amiodaron, Vyska, CYP2, CYP3, Vek, VKORC, Vaha, Sex_men_1, simvastatin

d. Dependent Variable: davka_odmocnina

Obrazek ¢. 4.3.3. : Screenshot ze statistického softwaru SPSS v. 18: Sumarizace

posouzeni F poméru (F ratio, goodness of fit) 3 finalnich modelti ANOVA testem v

hierarchickém testovani, kdy vysledny je model ¢. 1.

ANOVAd
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 30.441 7 4.349 66.120 .0002
Residual 10.984 167 .066
Total 41.425 174
2 Regression 30.444 8 3.806 | §7.529 .000P
Residual 10.981 166 .066
Total 41.425 174
3 Regression 30.689 9 3.410 52.410 .000¢
Residual 10.735 165 .065
Total 41.425 174

a. Predictors: (Constant), amiodaron, Vyska, CYP2, CYP3, Vek, VKORC, Vaha

b. Predictors: (Constant), amiodaron, Vyska, CYP2, CYP3, Vek, VKORC, Vaha,
Sex_|

c. Predictors: (Constant), amiodaron, Vyska, CYP2, CYP3, Vek, VKORC, Vaha,

men_1

Sex_men_1, simvastatin

d. Dependent Variable: davka_odmocnina

Vysledny model byl testovan na vzajemnou nezavislost rezidui v modelu

testem podle Durbina a Watsona, kdy vysledek 2,016 znamena vynikajici nezavislost

pozorovani (mize nabyvat hodnoty od 0 do 4, kdy optimalni je hodnota 2, tj.

neexistuje korelace mezi reziduy). Nemuseli jsme FeSit pritomnost outliert, zadny

pripad predikce nepresahnul hodnotou standardizovaného rezidua +3 smérodatné

odchylky (SD). Rezidua vytvoreného modelu splnila predpoklady na pritomnost

homoskedasticity a jejich normality (viz obr. 4.3.4. a 4.3.5.)
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Obrazek 4.3.4. : Histogram standardizovanych rezidui vysledného regresniho

modelu, ktery aproximuje normalni rozdéleni.
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Obrazek 4.3.5. : P-P krivka (P-P plot) normality rozdéleni rezidui regresni analyzy

findlniho modelu. _
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4.3.3 Definitivni algoritmus

VDenni davka, mg = (2,049 - (0,016*[v&k, roky]) + (0,007*[vyka, cm]) +
(0,004*[vaha, kg]) - (0,227*[CYP2C9*2, pocet alel 0-2])-(0,296*[CYP2C9*3, pocet
alel 0-2]) - (0,340*[VKORC,A/A=0,A/B=1,B/B=2]) - (0,397 *1écba

amiodaronem [ne =0, ano = 1])

Statistickad vyznamnost jednotlivych parametri je uvedena v obr. 4.3.6. Vysledny
model dosahuje vysoké hodnoty predikce - hodnota neadjustovaného koeficientu

determinace je R? 73,5%, adjustovany koeficient je 72,4%.

Obrazek 4.3.6.: Screenshot ze statistického softwaru SPSS v 18.0. Regresni

koeficienty jednotlivych parametrl vysledného modelu a jejich vyznamnost.

Coefficients?

Standardized 95.0% Confidence Interval for

Unstandardized Coefficients Coefficients B Collinearity Statistics

Model B Std. Error Beta t Sig. Lower Bound | Upper Bound | Tolerance VIF

1 (Constant) 2.049 417 4.909 .000 1.225 2.872

Vek -.016 .002 -.309 -7.440 .000 -.020 -.012 921 1.086

Vyska .007 .002 139 2.898 .004 .002 .012 .694 1.442

Vaha .004 .002 125 2.590 .010 .001 .007 .685 1.459

CYp2 -.227 .042 -.220 -5.454 .000 -.309 -.145 977 1.023

CypP3 -.296 .050 -.242 -5.988 .000 -.394 -.199 975 1.026

VKORC -.340 .029 -.487 | -11.85S .000 -.397 -.284 942 1.062

amiodaron -.397 .048 -.334 -8.329 .000 -.491 -.303 .985 1.015

4.3.4 Validace vlastniho algoritmu

Davka vypoctena podle definitivniho vlastniho algoritmu pfi srovnani se
skute¢né uzivanou davkou nabyva u skupiny 1 (soubor pro tvorbu vzorce) hodnoty
koeficientu determinace R? 84,8% (p < 0,001). Vysledek predikce je sice vysoce
presny, ale je dan biasem pfri tvorbé algoritmu. Proto byl vypocet porovnan na
valida¢ni skupiné. U validac¢ni skupiny bylo dosaZeno presnosti podle koeficientu

determinace R? 62,3% (p < 0,001). Pro srovnani jsme vypocetli i presnost
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publikovanych algoritm u valida¢ni skupiny - podle Andersona 50,1% (p < 0,001) a
podle Sconceové 55,3% (p < 0,001).

Absolutni hodnota priimérné chyby predikce naseho algoritmu byla 1,57 +
1,59 mg., median absolutni chyby byl 1,12 mg. Druhym parametrem srovnani byla
pritomnost algoritmem predikované davky v pAsmu vymezeném * 20% skutecné
uzivané denni davky. Primérna chyba predikce v procentech skutecné uzivané
denni davky byla 35,47%, median byl 22,43% (SD 41,06). Do 20% skutecné uzivané
denni davky bylo predikovano 48,6% pacientl. Predavkovano by bylo 88 (39,3%)
pacientii z 223, tj. vypoctena davka byla vétsi nez skute¢né uzivana. Nicméné chyba
vétsi nez 2 mg byla pouze u 29,5% z predavkovanych pacientt, navic vSichni tito
pacienti uzivali celkovou denni davku vyssi nez 5mg. Poddavkovano (vypoctena
niz8i nez skutecné uzivand) bylo 126 (56,5%) pacientti a to primérné o 1,41 + 1,12
mg. U 46,8% poddavkovanych byla chyba do 2 mg.

Vysledky analyz presnosti predikce pro jednotlivé podskupiny byli
nasledujici. Horsi presnosti dosahuje nas algoritmus u pacienti mladsi 50 let véku
(n = 61)- bylo R? 38,8%. Naopak u pacientti nad 80 let véku (n = 20) jsme dosahli
dostatecné presnosti predikce - 52,7%. U pacientli s vysokou (> 100 kg) télesnou
hmotnosti (n = 34) byl koeficient determinace 57,7%. U pacientli s hmotnosti nizsi
nez 50 kg (n = 3) byl chybou malych ¢isel dokonce 97,7%.

Porovnani naseho algoritmu predikce denni davky s drive publikovanymi
algoritmy jsme graficky znazornili pomoci Bland-Altmanovych grafii (obrazek
4.3.7). Numerické vyjadreni Bland-Altmanova grafu je hodnota biasu (priiméru
rozdilt) a jeho 95% interval shody (95% limits of agreement) a v naSem valida¢nim
souboru je nasledujici:

- Nas algoritmus x algoritmus podle Sconceoveé:

Bias -0,2905, SD 1,325, 95% interval shody -2,888 az 2,307
- Nas algoritmus x algoritmus podle Gage:

Bias 0,1370,SD 0,7670, 95% interval shody -1,248 az 1,522
Nami vytvoreny algoritmus je v dobré shodé s drive publikovanymi algoritmy u

pacientii nasi valida¢ni skupiny, vyssi je shoda s algoritmem podle Sconceové, ktery
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u nasich pacientli dosahoval vyssi presnosti predikce (viz vysledky vySe, kapitola

4.2)

Obrazek 4.3.7: Bland Altmaniiv graf porovnavajici predikované hodnoty denni
davky podle naseho algoritmu ve srovnani s publikovanymi algoritmy - A)

podle Andersona; B) podle Sconceové.
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4.4 Riziko zavazného krvaceni podle genotypu CYP2C9 a VKORC(1

4.4.1 Klinicka charakteristika souboru

Celkem 194 pacientt (51 pacientli se zavaznym krvacenim a 143 kontrol)
splnilo vstupni kritéria a bylo zarazeno do zavére¢né analyzy. Zakladni klinické
charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 4.4.1.

Vsichni zatazeni pacienti byli indoevropského ptivodu, etnicky ceské
narodnosti. Priimérny vék souboru v okamziku zahajeni 1é¢by byl 62,9 roku.
Skupina se zavaznym krvacenim byla statisticky vyznamné starsi (primeérné 66,8
vs. 61,5 roku, p = 0.033), coZ podporuje vyssi vék jako vyznamny rizikovy faktor
krvaceni. V indikaci 1é¢by warfarinem nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi
skupinami. VétsSina pacientt ve studii byla 1é¢Cena v primarni (28,9%) nebo
sekundarni (30,4%) prevenci tromboembolickych komplikaci fibrilace sini (celkem
embolizace (25,8%). Terapeutické rozmezi INR pro 1écbu warfarinem bylo pro
vétsSinu pacienti 2,0 aZ 3,0, pouze u pacientd s mechanickou chlopenni ndhradou
(6,8%) bylo 2,5 az 3,5.

Priimeérna doba sledovani celého souboru byla 45,7 mésice (3 roky a9
mésictli). Kratsi doba sledovani byla u kontrolni skupiny - 42 mésici, skupina s
krvacenim byla sledovana priimérné 56,3 mésice, tento rozdil nebyl signifikantni.

V komorbiditach pacientli obou skupin nebyl vyznamny rozdil, mimo castéjsi
anamnézy ischemické cévni mozkové piihody v kontrolni skupiné (23,5% vs. 39,9%,
p = 0.036). Tento rozdil je dany biasem tvorby kontrolniho vzorku, zejména na
neurologickych oddélenich. CoZ vSak neni dle naSeho nazoru na zavadu, naopak je to
skupina s jednim z nejvyznamnéjSich rizik krvaceni mezi vSemi pacienty
nasazovanymi na warfarin, kde mizeme ocekavat vyssi pocet udalosti - a tedy i
vyznamnéjsi rozdil mezi variantnimi a nevariantnimi genotypy pri mensi velikosti
souboru. Léky uZivané spolu s warfarinem se lisily vyznamné mezi pacienty s
krvacenim a kontrolni skupinou pravé a jenom v pripadé 2 1ékili s prokazatelnym (a
v pribalové informaci udavanym) vyssim rizikem krvacivych komplikaci pri

warfarinizaci.
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Tabulka 4.4.1: Zakladni charakteristiky souboru pacientii. Rozdil mezi

skupinami byl vypocten pomoci y? testu, Fisherova exaktniho testu nebo Mann-

Whitneyho U testu.
Skupina se Kontrolni skupina | Celkem Rozdil mezi
zavaznym (bez zavazného skupinami
krvacenim krvaceni) signifikantni

(p<.05)*

Pacientl (%) 51 (26.3%) 143 (73.7%) 194

Muzi (%) 27 (52.9%) 80 (55.9%) 107 (55.2%) 0.711

Primérny vék (SD), 66.8 (15.572) 61.5(17.004) 62.9 (16.768) 0.033*

roky

Pacienti star$i nez 75 21 (41.2%) 38 (26.6%) 59 (30.4%) 0.075

let (%)

Doba sledovani, mésice

Priimérna doba 56.3 (67.523) 42.0 (39.148) 45.7 (48.463) 0.756

sledovani (SD)

Medidn 25 26 26

Rozmezi 1-276 12 -216 1-276

Celkovy cas sledovani | 2870 6002 8872

(mésice)

Udaje o 16¢bé

warfarinem

INR > 4.5 53.8% 23.1% 29.9% 0.003*

Priimérna denni davka | 3.90 (3.210) 5.15(2.707) 4.82 (2.732)

warfarinu (SD)

Median denni davky 3.21 5.00 4.55 0.004*

warfarinu

Lécba warfarinem 28 (54.9%) 100 (69.9%) 128 (66.0%) 0.052

stabilni (%)

Indikace pro 1é¢bu warfarinem (%)

Ischemicka cévni 10 (19.6%) 49 (34.3%) 59 (30.4%) 0.051

mozkova prihoda a

fibrilace sini

Ischemicka cévni 2 (3.9%) 8 (5.6%) 10 (5.2%) 1.000

mozkova prihoda jiné

etiologie nez pri

fibrilaci sini

(paradoxni embolizace

via foramen ovale

patens, disekce

karotid)

Ischemicka cévni 12 (23.5%) 57 (39.9%) 69 (35.6%) 0.036*

mozkova prihoda,

vSechny etiologické

subtypy

Fibrilace sini bez 16 (31.4%) 40 (28.0%) 56 (28.9%) 0.645

ischemické cévni

mozkové prihody

Hluboka Zilni 16 (31.4%) 34 (23.8%) 50 (25.8%) 0.287

tromboza a plicni

embolizace
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Pokracovani tabulky | Skupina se Kontrolni Celkem Rozdil mezi

4.4.1 z predchozi zavaznym skupina (bez skupinami

strany krvacenim zavazného signifikantni
krvaceni) (p<.05)*

Chlopenni nihrada 5 (9.8%) 8 (5.6%) 13 (6.7%) 0.332

Trombéza mozkovych | 2 (3.9%) 4 (2.8%) 6 (3.1%) 1.000

splavii

Komorbidity (%)

Hypertenze 39 (76.5%) 90 (62.9%) 129 (66.5%) 0.079

Ischemicka choroba 25 (49.0%) 49 (34.3%) 74 (38.1%) 0.063

srdecn{ - vCetné

prodélaného infarktu

myokardu ¢i

kardidlniho selhani

Ischemicka cévni 13 (25.5%) 61 (42.7%) 74 (38.1%) 0.030*

mozkova prihoda

Diabetes mellitus 2. 10 (19.6%) 29 (20.3%) 39 (20.1%) 0.918

typu

Malignita v remisi 7 (13.7%) 13 (9.1%) 20 (10.3%) 0.350

Viedova choroba 5 (9.8%) 6 (4.2%) 11 (5.7%) 0.161

gastro-duodenalni

Onemocnéni jater 1 (2.0%) 10 (7.0%) 11 (5.7%) 0.294

Renalni insuficience 4 (7.8%) 7 (4.9%) 11 (5.7%) 0.437

Konkomitantni medikace

Amiodaron 8 (15.7%) 30 (21.0%) 38 (19.6%) 0.414

Statin 22 (43.1%) 43 (30.1%) 65 (33.5%) 0.090

Losartan 10 (19.6%) 19 (13.3%) 29 (14.9%) 0.277

Nesteroidni 10 (19.6%) 10 (7.0%) 20 (10.3%) 0.011*

antirevmatikum

Uzivani vice nez 3 1ékii | 41 (80.4%) 79 (55.2%) 120 (61.9%) 0.002*

mimo warfarinu

Soubézna 3 (5.9%) 5 (3.5%) 8 (4.1%) 0.435

antiagregacni 1écba

Sulodexid 4 (7.8%) 1(0.7%) 5 (2.6%) 0.018*

Pacienti, kteri prodélali zavazné krvaceni uzivali Castéji nesteroidni antirevmatika

(19,6% vs. 7,0%, p = 0,011) a sulodexid (7,8% vs. 0,7%, p = 0,02). DalSim rozdilem v

soucasné medikaci, byla skutec¢nost, Ze pacienti s krvacivymi komplikacemi uzivali

vyznamné castéji vice nez 3 dalsi Iéky mimo warfarinu. Divodem miiZe byt jednak

obtiZna warfarinizace téchto pacienti pro vétsi vliv 1ékovych interakci nebo také jen

nutnost uzivat vice 1éki pro jejich vyznamnéjsi morbiditu.

Stran uzivani warfarinu jsme zaznamenali nékolik podstatnych rozdild.

Pacienti s krvacenim uzivali vyznamné nizsi denni davku warfarinu - primeérné 3,90

mg vs. 5,15 mg, p = 0,004, median 3,21 mg vs. 5,00, p = 0,004. Tato skute¢nost mlize

byt ddna vys$im zastoupenim pacienti s variantnim genotypem (a tedy nizsi denni
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davkou) v této skupiné. Pacienti s krvacenim dale castéji béhem 1écby dosahli
nebezpelné vysokého INR - vySSiho nez 4,5 - 53,8% oproti 23,1% (p = 0,003) a jejich
1é¢ba byla méné Casto hodnocena jako stabilizovana - jen v 54,9% proti 69,9% (p =

0,052) ve srovnani s pacienty bez zavaznych krvacivych komplikaci.

4.4.2 Krvacivé komplikace

Celkem do studie bylo zatazeno 51 pacientii se zdvaznym krvacenim béhem 1écby
warfarinem. Sledovani trvalo priimérné 46 mésict (median 26 mésicti). V prepoctu
se jednalo o 6,9 epizod zavazného krvaceni na 100 roki sledovani (paciento-roki).
VétSina krvaceni probéhla v intrakranialni lokalizaci - 5 spontannich
netraumatickych subduralnich krvaceni a 18 intracerebralnich krvaceni do
mozkového parenchymu. Vice detailli stran lokalizace krvaceni je uvedeno v tabulce
¢.4.4.2.

Pouze v 56,9% procentech ptipadl (29 z 51 pacientii) bylo INR v ¢ase
krvaceni nad terapeutickym rozmezim (> 3,0). V 29,4% bylo INR v terapeutickém
rozmezi (2,0 - 3,0) av 13,7% (7 z 51 pacientti) bylo INR dokonce niZsi nez 2,0.
Oproti literarnim udajim jsme nepozorovali vétsi mnozstvi krvaceni béhem
uvodnich 3 mésict 1é¢by, pouze 6 pacient (11,8%) prodélalo krvaceni béhem této
faze 1é¢by.

Nezavazna krvaceni byla ve studii sledovana rovnéz, nicméné jejich pocet byl
vyznamné omezen spornym hodnocenim krvacivych epizod stran kauzality.
Prakticky kazdy pacient na ucinné antikoagulacni l1é¢bé udava zvysenou tvorbu
modrin a delsi dobu krvaceni drobnych poranéni - koZnich a zejména slizni¢nich
(dutina ustni, nos). Epizody byly posouzeny oSetrujicim lékarem, zadany do
dokumentace, nicméné po zhodnocenti etiologie - tj. vylouCeni drobného traumatu,
bylo uznano jako spontanni a spojené nejspise pricinnou souvislosti s

antikoagulac¢ni 1é¢bou jen u 33 (17%) pacientli v souboru kontrol.
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Tabulka 4.4.2: Charakteristika zavaZznych krvaceni podle ISTH definice: jejich

lokalizace a INR v ¢ase krvaceni.

Lokalizace krvaceni

Intrakranialni 23 (45.1%)
Gastrointestinalni 7 (13.7%)
Zavazna epistaxe nebo slizni¢ni krvaceni s 9 (17.6%)
potirebou hospitalizace a transfuze

Urogenitalni 4 (7.8%)
Retroperitonealni 3 (5.9%)
Intraartikularni 2 (3.9%)
Mediastinalni 1 (2.0%)
Intraokularni 1 (2.0%)
Svalové s kompartmentovym syndromem a 1 (2.0%)
operac¢nim resenim

INR v ¢ase krvaceni

<2.0 7 (13.7%)
2.0-3.0 15 (29.4%)
> 3.0 29 (56.9%)

4.4.3 Geneticka charakteristika souboru

V tabulce 4.4.3 je uvedeno zastoupeni jednotlivych genotypt CYP2C9 a
VKORC1 v naSem souboru (zvlast pro skupinu se zavaznym krvacenim a pro
kontrolni skupinu). Vzhledem k obtizné selekci pacientti - hrozici bias ve prospéch
zastoupenti rizikového genotypu v kontrolni skupiné (napft. pro vyssi zajem lékarii o
vySetieni genetiky u pacientli s komplikacemi), jsme pristoupili ke srovnani naseho
souboru (krvacenti a jejich kontrol) s reprezentativnim popula¢nim vzorkem. Jako
populacni vzorek byl pouzit cely soubor pacientii vySetienych v nasi laboratofi v
indikaci farmakogenetiky warfarinu (n = 1839). Hlavnim rozdilem byla
nepritomnost pacienti se 4 variantnimi alelami v souboru pro zhodnocent rizika
krvaceni (skupina 3 a 4). Mezi vSemi vySetfenymi pacienty (n = 1839) bylo celkem
10 osob se 4 VA. Rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny. Ani v zastoupeni ostatnich
variant jsme neprokazali vyznamny rozdil mezi skupinou 3 a 4 a popula¢nim
vzorkem, soubor splnil Hardy-Weinbergovo rozdéleni (detaily viz tabulka 4.4.3).

Vyznamné rozdily jsme naopak prokazali pii srovnani pacientti s krvacenim s
kontrolni skupinou. Prevalence A/A haplotypu genu VKORC1 byla 31,4% ve skupiné
s krvacenim oproti 15,5% u kontrol (p < 0,001). Adekvatné haplotyp B/B byl castéji

pritomen u kontrolni skupiny (38,1%) neZ u skupiny s krvacenim (23,5%, p =
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0,012). Prekvapivé jsme u skupiny s krvacenim prokazali jen nevyznamné vyssi
zastoupeni variantnich alel *2 (25.5% vs. 21.0%, kontroly) a *3 (21.6% vs. 12.6%,
kontroly) genu CYP2C9 nez u kontrolni skupiny. Rozdil nebyl vyznamny, ani kdyz
jsme zhodnotili variantni alely *2 a *3 dohromady (43.1% vs. 30.8%, kontroly).
Vyznamné rozdily byly rovnéZ v celkovém poctu variantnich alel mezi obéma
podskupinami - skupina se zavaznym krvacenim méla vyznamné Castéji zastoupeny
pacienty s 2 (35,3% vs. 21,0, p = 0,042) a 3 (19,6% vs. 4,9%, p = 0,001) variantnimi
alelami, naopak méné casto pacienty s Zaddnou variantni alelou (15,7% vs. 30,1%, p =

0,045).

4.4.4 Coxovy modely proporc¢niho rizika

V primarnim neupraveném (unadjusted) Coxové modelu proporcniho rizika jsme
jednotlivé zhodnotili vSechny sledované rizikové faktory krvaceni pti lécbé
warfarinem. Pii navrhu protokolu studie a selekci parametri sledovani souboru
jsme zaradili vSechny zasadni literarné udavana rizika - jako napr. hypertenzi, stav
po prodélané cévni mozkové prihodé, kardialni selhavani, renalni a hepatalni
insuficienci, polypragmazii, soucasnou lé¢bu nékterymi skupinami 1ékt (nesteroidni
antirevmatika, antiagregancia, amiodaron, statiny - zvlast atorvastatin) a dalsi
anamnestické udaje specifické pro lécbu warfarinem - nestabilni l1é¢bu s nutnosti
castych zmén denni davky, anamnesticky INR vyssi nez 4,0, INR mimo terapeutické
rozmezi béhem opakovanych kontrol.

V tabulce 4.4.4 jsou uvedeny faktory, které vySly pri univariatni analyze s
vyslednym pomérem rizik (HR, hazard ratio) vy$Sim nez 1,0 bez ohledu na hladinu
vyznamnosti. Tradicni rizikové faktory nedosahly v naSem souboru statistické
vyznamnosti

Zasadni vliv bez prepoctu na dalsi faktory vysSel v pripadé soucasné 1écby
sulodexidem, kdy pomeér rizik byl HR = 4,3; CI1 95%= 1,5 az 12,0. Potvrdili jsme jiz v
této analyze vliv polypragmazie, kdy uZzivani vice nez tii dalSich 1ékti mimo

warfarinu zvySilo pomér rizik 2,5x (HR = 2,503; CI 95% 1,4 az 4,4).
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Tabulka 4.4.3: Genotypy pacientii ve studii rizika krvaceni a jejich srovnani s

populac¢nim vzorkem (n = 1839). Srovnani skupin provedeno pomoci %2 testu

nebo likelihood-ratio testu. (VA = variantni alela). * oznacuje rozdil s p<0,05.

Pacienti Kontrolni | VSichni Rozdil mezi | Populacni Rozdil mezi
se skupina pacienti ve skupinous | vzorek pacienty ve
zavaznym | (n=143) | studiirizika | krvacenima | (n=1839) studii a
krvacenim krvaceni kontrolni populacéni
(n=51) (n=194) skupinou skupinou

CYP2(C9

*1/*1 (wild | 29 99 128 (66,0%) | 0,109 1232 0,775

type) (56,9%) (69,2%) (67,0%)

*1/*2 10 26 36 (18,6%) 0,822 326 0,774
(19,6%) (18,2%) (17,7%)

*1/*3 8 (15,7%) | 14 22 (11,3%) 0,254 216 0,867

(9.8%) (11,7%)

*2/*2 1(2,0%) 0 1 (0,5%) 0,263 16 (0,9%) 1,000

*2/*3 2 (3,9%) 4(2,8%) | 6(3,1%) 0,653 37 (2,0%) 0,294

*3/*3 1(2,0%) 0 1 (0,5%) 0,263 12 (0,7%) 1,000

Nosi¢ 13 30 43 (22,2%) 0,505 379 0,611

alely *2 (25,5%) (21,0%) (20,6%)

Nosi¢ 11 18 29 (14,9%) 0,123 265 0,839

alely*3 (21,6%) (12,6%) (14,4%)

Nosic alely 22 44 66 (34,0%) 0,109 607 0,775

*2 a/nebo*3 | (43,1%) (30,8%) (33,0%)

VKORC1

AA haplotyp | 16 14 30 (15,5%) | <0,001* 255 0,542
(31,4%) (9,8%) (13,9%)

AB haplotyp | 23 67 90 (46,4%) 0,829 816 0,590
(45,1%) (46,9%) (44,4%)

BB haplotyp | 12 62 74 (38,1%) | 0,012* 760 0,391
(23,5%) (43,4%) (41,3%)

Celkovy pocet variantnich alel geni CYP2C9 a VKORC1

0VA 8 (15,7%) | 43 51(26,3%) | 0,045* 540 0,370

(30,1%) (29,4%)

1VA 15 63 78 (40,2%) 0,067 746 0,923
(29,4%) (44,1%) (40,6%)

2VA 18 30 48 (24,7%) | 0,042* 419 0,537
(35,3%) (21,0%) (22,8%)

3VA 10 7 (49%) | 17 (8,8%) 0,001* 124 (6,7%) | 0,292
(19,6%)

3 VA (1x 7 (13,7%) | 6 (42%) | 13 (6,7%) 0,043* 90 (4,9%) 1,000

CYP2C9 + 2x

VKORC1)

3 VA (2x 3 (5,9%) 1(0,7%) | 4(2,1%) 0,056 34 (1,9%) 1,000

CYP2C9 + 1x

VKORC1)

4 VA 0 0 0 nelze 10 (0,5%) 0,612
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Proménné s hodnotou p < 0,1 pfi univariatnim testovani byly vloZeny do

eliminacniho algoritmu pro tvorbu definitivniho upraveného (adjusted) modelu.

Vzhledem k pocCtu sledovanych udalosti (= 51 krvaceni) jsme pouZili v definitivnim

Coxové modelu podle Hosmera adjustaci maximalné 5 jednotlivymi proménnymi.

Jako nejvyznamnéjsi byly do definitivniho modelu zarazeny nasledujici proménné:

nestabilni davka warfarinu, soubéznd lécba amiodaronem, anamnéza hluboké Zilni

trombozy a/nebo plicni embolie, ischemicka choroba srde¢ni a vék nad 80 let.

Definitivni model splnil parametry testovani na dobrou shodu modelu. Pouzity test

podle Grgnnesbyho a Borgana nedosahl signifikance (p = 0,59), coZ znamena

celkové dobrou shodu modelu se skute¢nosti (goodness of fit).

Tabulka 4.4.4: Rizikové faktory krvaceni s pomérem rizik (hazard ration, HR)

vys$$im nez 1,0, vysledky univariatni analyzy Coxovym modelem.

Rizikovy faktor Hladina HR (hazard ratio) | 95%, konfiden¢nf interval
\(rg)znamnostl dolni rozmezi horni rozmezi
Zenské pohlavi 0,641 1,144 0,649 2,017
Vék nad 80 let 0,144 1,655 0,842 3,252
Vék nad 75 let 0,405 1,270 0,724 2,227
Hypertenze 0,484 1,263 0,657 2,428
Diabetes Mellitus 0,495 1,277 0,633 2,578
Viedova choroba 0,572 1,312 0,512 3,360
gastroduodenalni
Ischemicka choroba 0,602 1,159 0,666 2,018
srdec¢ni
Malignita v remisi 0,650 1,205 0,539 2,696
Rendlni insuficience 0,408 1,543 0,553 4,307
Hluboka Zilni 0,226 1,447 0,796 2,632
tromboza/plicni
embolie
Trombo6za mozkovych 0,178 2,672 0,639 11,175
splavii
Ischemickd CMP 0,471 2,082 0,284 15,278
simvastatin 0,441 1,254 0,705 2,230
losartan 0,317 1,430 0,710 2,877
Uzivani vice nez 3 1éka 0,150 1,682 0,829 3,413
soubézné
Sulodexid 0,006* 4,262 1,513 12,008
Nesteroidni 0,513 1,607 0,388 6,660
antirevmatika
Antiagregancia 0,218 2,103 0,645 6,856
Nestabilni ddvkovani 0,001* 2,503 1,422 4,406
INR nad 4,0 0,468 1,368 0,586 3,193
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V neadjustovaném modelu jsme prokazali vyznamné zvysené riziko
zavazného krvaceni pro nosice alely *2 a *3 genu CYP2C9 (HR = 1.8, C1 95% 1.03 -
3.2,p =0.039), pro homozygoty *2 a *3 variantnich alel CYP2C9 (HR = 4.045, CI 95%
1.4 - 11.5, p = 0.009) a pro nosice 3 variantnich alel genti CYP2C9 a VKORC1 (HR =
2.9,CI195% 1.4 to 6.1, p = 0.004).

Po adjustaci modelu bylo riziko zavazného krvaceni pro nosice nejméné
jedné variantni alely CYP2C9 (*2 a/nebo *3) HRagj= 1,96 (95% CI 1,08 az 3,56, p =
0,027). Prokazali jsme dale jeSté vyssi riziko pro homozygoty pro variantni alelu
CYP2C9 - HRagj= 4,1 (95% CI 1,38 az 12,18, p = 0.011). Naopak pro wild type
pacienty (genotyp *1/*1) v genu CYP2C9 jsme prokazali vyznamné nizsi riziko
zavaznych krvacivych komplikaci (HRaq; = 0,51, CI 95% 0,28 az 0,93, p = 0,027).
Tento vysledek udrzel statistickou vyznamnost i po souasném zapocteni a upravée
podle pritomnosti A/A haplotypu v genu VKORC1 (HRagj = 0,5, C1 95% 0,27 to 0,91, p
=0,023).

KdyZ jsme analyzu rizika omezili na jednotlivé genotypy CYP2C9 a ne pouze
na status nosicstvi dané variantni alely, tak se odhady rizika staly statisticky
nestabilnimi pro malou velikost vzorku, i kdyZ byla zachovana jejich celkova
statisticka vyznamnost. Nejvyssi riziko nesli homozygoti pro variantni alely CYP2C9
- genotyp *3/*3 (HRagj = 74,7, 95% CI 6,5 az 859,0, p = 0,001) a genotyp *2/*2 (HRag;
=10,2,CI1 95% 1,3 az 82,3, p = 0,029), tento vysledek byl vyznamny i pres
skutecnost, Ze v souboru s krvacenim byl pravé jen jeden pacient s timto genotypem.

Analyza rizika zavazného krvaceni jednotlivych haplotypi genu VKORC1 v
upraveném modelu hrani¢né nevysla signifikantné: HRagjaa = 1,8 (95% C1 0,97 aZ
3,5p=0,06) a HRagjs 0,59 (95% C1 0,30 az 1,1, p = 0,12).

Nejzajimavéjsim plivodnim zjisténim nasi prace bylo popsani aditivniho
rizika krvaceni pri zapocteni vzajemnych kombinaci genotypu CYP2C9 a VKORC(1
podle celkového poctu variantnich alel (VA). Pacienti s 3 VA méli upraveny pomér
rizik HRagj = 4,34 (95% CI 1,95 az 9,65, p < 0,001). 10 ze 17 pacienti s 3 variantnimi
alelami prodélalo zavazné krvaceni. Existuji dvé mozné zakladni kombinace 3
variantnich alel - 2 VA v genu CYP2(C9 a 1 VA v genu VKORC1, nebo 1 VA v genu
CYP2(C9 a 2 VA v genu VKORC1. Obé tyto kombinace s sebou nesou vyznamné riziko
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zavazného krvaceni, pricemzZ vySssi je toto riziko pro pacienty s 2 VA v genu CYP2C9
(HRagj 2va cyp2co 1va vkorct = 9,54, C1 95% 2,65 az 34,40, p = 0,001; HRagj 1va cyp2co 2va
vkorc1 = 3,0, C195% 1,19 to 7,51, p = 0,02) (detaily viz tabulka 4.4.5).

Analyzy rozdélené podle faze 1écby jsou detailné uvedeny v tabulce €. 4.4.6.
Riziko zavazného krvaceni bylo pro pacienty s 3 VA vyznamné vyssi po celou dobu
1é¢by - ve fazi iniciacni (prvni tfi mésice) i ve fazi udrzovaci (po 3 mésici). Vyssi bylo
toto riziko v iniciacni fazi (HRaqj = 12,23, C1 95% 1,08 az 138,48, p = 0,043) nezv
udrzovaci fazi (HRag; = 3,65, CI 95% 1,51 az 8,85, p = 0,004). Diky malému poctu
pacientii se zakrvacenim v inicia¢ni fazi 1é¢by nebyly ostatni analyzy vyznamné, i
kdyZ jsme pozorovali trend vysSiho rizika pro nosice variantnich alel a naopak trend
pro nizsi riziko u pacienti s wild type genotypem.

V udrzovaci fazi 1é¢by jsme pozorovali vyssi riziko pro nosice variantni alely
*2 a*3 genu CYP2C9 (HRagj = 1,95, C1 95% 1,03 az 3,69, p = 0,04) a korespondujici
nizsi riziko pro pacienty s wild type CYP2C9 genotypem (HRag;= 0,54, CI 95% 0,27 az
0,97, p =0,04).

Nezavazna krvaceni nebyla signifikantné asociovana s individualnim
genotypem. Po seskupeni zavaznych a nezavaznych krvacivych komplikaci stale
pretrvavalo vyssi riziko pro pacienty s 3 variantnimi alelami (HRagj= 2,28, CI 95%
1,14 a7 4,55, p = 0,02); pro nosice CYP2C9*2 (HRagj= 2,07, C195% 1,28 a7 3,34, p =
0,003) i pro nosice alely *3 (HRagj= 1,80, CI 95% 1,02 az 3,15, p = 0,041).
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Tabulka 4.4.5: Upravené poméry rizik (Adjusted hazard ratio, HRag4;)

zavazného krvaceni podle jednotlivych genotypui.

Genotyp Hladina Pomeér rizik, 95% konfiden¢ni interval
vyznamnosti hazard ratio, HR dolni hranice horni hranice
(p); * <0,05
*q /% :
CYP2C9 *1/*1 (wild | 0,027 0,510 0,281 0,926
type)
*7 /%
CYP2c9*1/%2 0,609 1,215 0,577 2,560
CYP2C9 *1/*3 0,183 1,735 0,772 3,902
CYP2C9 *2/*2 0,029 10,199 1,264 82,286
CYP2C9 *2/*3 0,327 2,084 0,480 9,049
*9 Jk
CYP2C9 *3/*3 0,001 74,678 6,492 859,007
CYP2(C9 *2 nosic
(*1/*2, *2/%2, 0,236 1,509 0,764 2,978
*2/*3)
CYP2(C9 *3 nosic
(*1/*3, *2/*3, 0,040 2,089 1,035 4,217
*3/%3)
CYP2C9 *2 a/nebo
*3 nosic (*1/%2,
*1 /%3, %2/%2, %2 /%3, 0,027 1,962 1,080 3,563
CYP2(C9 *2 a/nebo
*3 homozygot
(*2/*2, *2/*3,
*3/+3) 0,011 4,103 1,382 12,176
VKORC1 AA
haplotyp (low 0,060 1,841 0,974 3,479
dose)
VKORC1 AB
haplotyp 0.964 1.013 0.570 1.801
(intermediate dose,
wild type)
VKORC1 BB
haplotyp (high 0.116 0.588 0.304 1.140
dose)
0VA 0.152 0.569 0.264 1.230
1VA 0.142 0.613 0.319 1.179
2VA 0.376 1.322 0.713 2.451
3VA <0.001 4.340 1.951 9.654
3 VA (1x CYP2C9 +
2x VKORCI) 0.020 2.989 1.190 7.508
3 VA (2x CYP2C9 +
1x VKORCI) 0.001 9.542 2.647 34.396

* - Proménné ve vysledném modelu: nestabilni davka, uzivani amiodaronu, DVT/PE, ICHS a vék nad

80 let.
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Tabulka 4.4.6: Upravené poméry rizik (HRag4j) zavaZného krvaceni podle faze

terapie a genotypu. Iniciani - prvni tfi mésice, udrzovaci 1écba - po tretim mésici.

p - hladina vyznamnosti, n.a.- nedostupny.

genotyp

P

HR
iniciace

95%
konfidenéni
interval

horni (dolni

HR
udrzova
ci

959% konfidenéni

interval

horni

dolni

CYP2(C9
*1/*1

0,392

0,492

0,097 (2,498

0,041

0,514

0,271

0,973

CYP2(C9
*2
(*1/72,
*2/%2,
*2/*3)

0,745

0,697

0,079 16,136

0,178

1,640

0,798

3,372

CYP2(C9
*3
(*1/73,
*2/*3,
*3/%3)

0,163

3,445

0,607 (19,567

0,085

1,970

0,911

4,260

CYP2C9
*2 a/nebo
*3

(*1/72,

*1 /%3,
*2/%2,
*2/%3,
*3/*3)

0,392

2,032

0,400 (10,311

0,041

1,947

1,028

3,686

VKORC1
AA (low
dose)

0,601

1,535

0,308 (7,653

0,075

1,830

0,940

3,563

VKORC1
AB

0,396

0,477

0,086 (2,634

0,646

1,155

0,625

2,133

VKORC1
BB (high
dose)

0,541

2,117

0,191 (23,438

0,053

0,478

0,227

1,008

0VA

0,616

1,545

0,282 8,455

0,078

0,455

0,189

1,093

1VA

0,365

0,444

0,076 2,579

0,239

0,656

0,325

1,323

2VA

0,181

1,547

0,816

2,933

3VA

0,043

12,225

1,079 (138,477

0,004

3,651

1,506

8,854
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4.4.5 Kaplan-Meierova analyza

Obrazek 4.4.1: Cas k zavaznému Krvaceni. Kaplan-Meierovy kiivKky (time-to-

event) podle poctu variantnich alel (VA) v genech CYP2C9 a VKORC(1 a tabulka

pacientii v riziku (patients at risk). Log-rank test (equality of survivor function) byl

x%=8,494, p = 0,004.
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5 Diskuse metodickych postupii a vysledkii, véetné

srovnani s literaturou

5.1 Presnost vypoctu podle farmakogenetického algoritmu

Nami zjisténa presnost jednotlivych algoritmi na vzorku ceské populace
odpovidala publikované presnosti v pripadé vzorce podle Sconceové.
Farmakogeneticky algoritmus Sconceové byl vytvoren multivariatni linearni
regresni analyzou klinickych dat 297 pacientti (deriva¢ni kohorta) a byl ovéren na
souboru dalsSich 38 pacientii (valida¢ni kohorta). Udavana hodnota R? pro validac¢ni
kohortu byla 54,2%, deriva¢ni soubor dobre koreloval s predikovanou hodnotou -
Pearsonovo r bylo 0,80 (p < 0,001). Nas soubor dosahl podobného vysledku (R? =
58,4%; Pearsonovo r = 0,76, p < 0,001) jako publikovany soubor deriva¢ni i
valida¢ni. Naopak v ptipadé algoritmt podle Gage a Andersona se nase vysledky
posouzeni presnosti vyznamneé 1isi (23,8% a 21,9% proti 55% a 47%), vice viz
tabulka ¢. 5. Rozdil mezi algoritmy v presnosti lze vysvétlit zrejmé kvalitou tvorby
algoritmu, rozsahem sledovanych klinickych parametri jednotlivych soubori a také
odliSnostmi v etnickém zastoupeni kohort. Vyssi presnost algoritmu Sconceové Ize
vysvétlit mozna i preciznéjSim mechanismem tvorby algoritmu. Mezi analyzované
udaje souboru patrilo i méreni plazmatické hladiny warfarinu a vypocet clearance
obou enanciomert warfarinu, coz jisté snizilo vliv non-compliance a zptesnilo
selekci pacienti i idajl pro regresni analyzu. Vzorec podle Andersona byl vytvoien
literarné bliZe autory neupiresnénym zptsobem - kombinaci dat z deriva¢ni kohorty
z prace Carlquista (Carlquist et al, 2006) a literarnich udajq, coZ jisté miize ptispét k
horsi replikovatelnosti dat. Vzhledem k velmi vysoké zavislosti denni davky
warfarinu na etnickém ptvodu pro odlisnou distribuci variantnich polymorfismt
mezi jednotlivymi etniky je také kli¢ovy ptivod derivaéni kohorty. Ceska populace
vykazuje z populacniho hlediska obdobné parametry jako vSechny dosud

publikované kohorty populaci indoevropskych etnik. Z hlediska sloZeni kohort stran
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etnického ptlivodu, na kterych byly jednotlivé algoritmy vytvoreny, byla anglicka
(100% kavkazska populace) Sconceové nejblizsi nasi ceské kohorté. V pripadé Gage
et al bylo jen 83% kohorty kavkazské etnicity a Anderson presné viibec etnicitu
neuvedl. Obdobna prace americkych autorli na souboru 71 pacientti (z toho jen 66%
bylo kavkazského piivodu) (Shaw et al, 2010) dospéla k obdobnym vysledkiim v
pripadé algoritmu podle Sconceové (R? = 54%). Nejlepsi presnosti dosahl v této
praci algoritmus podle Gage (R? = 66%), ktery na naSem souboru dosahoval jen
23,8%. 0dlisné vysledky mohou byt zplisobeny opét zejména vlivem etnickych
rozdilii na ac¢inek warfarinu. Z toho jasné plyne potieba ovéreni, poptipadé vyvoj
nového algoritmu, pro kazdou lokalni populaci. Je smutnou skutecnosti, Ze jedna z
nejcitovanéjsich zaslepenych randomizovanych studii porovnavajicich
farmakogenetické a klasické empirické davkovani pouzivala pravé algoritmus podle
Andersona a jeji negativni vysledky, spolu s nastupem novych 1éCiv, vedly ke snizeni
zajmu o tuto oblast (Anderson et al, 2007). Nicméné presna predikce davky
warfarinu a moznost selekce pro warfarin rizikovych pacienti (3 nebo 4 variantni
alely nebo variantni homozygot CYP2C9) jsou jisté pro klinickou praxi pfinosem i na

zakladé dostupnych publikovanych dat.

5.2 Vlastni vytvoreny algoritmus

S cilem vylepsit presnost predikce denni davky warfarinu u nasich pacienti v
rutinni klinické praxi jsme pristoupili k vyvoji vlastniho farmakogenetického
algoritmu. Na nasi valida¢ni skupiné jsme dosahli presnosti predikce podle
koeficientu determinace R? 62,3% (p < 0,001). Oproti ndm dostupnym literarnim
datlim (viz tabulka 1.9.2) je nas algoritmus jednim z viibec nejptresnéjsich algoritmu
pouzivajicich striktné data dostupna pred zahajenim l1écby - podobné presnosti
dosahl pouze algoritmus podle Thama u vychodoasijské populace - 60,2% (Tham et
al, 2006), podle Miaoa u ¢inské populace - 62,8% (Miao et al, 2007) a podle
Wadeliusové u Svédské populace - 59% (Wadelius et al, 2009).

Srovname-li vysledky naseho algoritmu s presnosti publikovanych algoritmii
u stejné validac¢ni skupiny pacientt - podle Andersona 50,1% (Anderson et al, 2007)

a podle Sconceové 55,3% (Sconce et al, 2005), pak nas algoritmus ma nejvyssi
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presnost predikce. Navic oba porovnavané publikované algoritmy jsme pro ucely
srovnani doplnili o prepocet na cilové INR a o korekci davky pri 1é¢bé amiodaronem.
Pokud bychom srovnavali nas algoritmus s publikovanymi algoritmy bez této
korekce, pak by vyznély vysledky pro nas algoritmus jesSté presvédcivéji.

Stran sméru chyby predikce je vyhodou nami vytvoreného algoritmu vyssi
tendence k poddavkovani nez k predavkovani pacientli: 56,5% versus 39,3%
pacientii. Navic klinicky zavazné predavkovani (chyba vétsi nez 2 mg) hrozilo jen
u 29,5% z predavkovanych pacientd, tj. u 11,6% z celé valida¢ni skupiny. Chyba ve
smyslu poddavkovani byla nejen Castéjsi, ale i vyznamnéjsi, stran chybné velikosti
davky. Chyba nad 2 mg byla zaznamenana u 46,8% poddavkovanych pacientd, tj. u
26,4% vSech pacientt celé valida¢ni skupiny.

Uspokojivé hodnoty predikce pouZzitelné v klinické praxi jsme dosahli s
pouzitim naseho algoritmu u pacientti nad 80 let véku (52,7%), s télesnou
hmotnosti > 100 kg (57,7%) a u pacientti s hmotnosti < 50 kg (97,7%).

Limitaci ndmi vyvinutého algoritmu je nizsi presnost predikce u pacientti
mladSich 50 let véku (R? = 38,8%). Nicméné obdobné nizkou presnost predikce
maji i ostatni publikované algoritmy vytvorené na derivacni kohorté pacientti
starsiho primérného véku. Tato nepresnost je vyjadiena i dosti odliSnym sloZenim a
pomérem prediktori denni davky warfarinu - u mladsich a zejména détskych
pacienti. Vliv véku, télesné hmotnosti a vysky je vyznamné vyssi u mladsich
pacientt, nez u starsi dospélé populace. Proto je i klinicky vyznam pouZziti
farmakogenetickych dat u mladsich pacientti celkové nizsi. V publikovanych
détskych souborech se pohybuje napft. vliv télesné vysky od 29,8% do 40%
(Hamberg et al, 2013), coz je vyznamné vice neZ u starSich dospélych kohort, kde je
cca 10% (International Warfarin Pharmacogenetics Consortium et al, 2009). Jedinou
cestou, jak prekonat nepresnost pro mladsi vékovou skupinu, je vytvorit specialni

algoritmus pro tuto podskupinu pacientd.
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5.3 Krvacivé komplikace a farmakogenetika

Nase prace prokazala vztah celkového poctu variantnich alel genti CYP2C9 a
VKORC1 arizika vzniku zavaznych krvacivych komplikaci pri 1é¢bé warfarinem.
Vyznamné vysSi riziko krvaceni jsme zjistili pro nosice tfi variantnich alel béhem
celého priibéhu 1é¢by, béhem zahajeni 1écby i béhem 1écby udrzovaci. Nejvyssi riziko
ze vSech moznych kombinaci genotypu jsme zjistili praveé u pacienti s tiremi
variantnimi alelami obou studovanych genti (CYP2C9 a VKORC1), navic lze
predpokladat, Ze jesté vyssi riziko budou mit pacienti se ¢tyfmi variantnimi alelami,
kteti vSak diky své nizké populac¢ni frekvenci (< 0,5%) nebyli do analyzy zatazeni.
Toto zjisténi je zajimavé na podkladé literarné udavané nevyznamnosti podilu
variantniho genotypu v genu VKORC(1, kdyZ je studovan izolované - tj. bez ohledu na
soucasnou pritomnost variantniho genotypu v genu CYP2C9 (Limdi et al, 2008,
Meckley et al, 2008).

Dale jsme prokazali zavislost kombinace genotypu v obou genech CYP2(C9 a
VKORC1 na sniZujici se denni davce warfarinu a nartstajicim riziku zavaznych
krvacivych komplikaci, kdy lze riziko seradit vzestupné podle genotypu nasledovné:
CYP2C9 *1/*1 + VKORC1 B/B < CYP2C9 *1/*1 + VKORC1 A/B < CYP2(C9 *1/*2 +
VKORC1 B/B. Tento vztah nebyl literarné dosud argumentovan.

Dal$im zajimavym zjiSténim této prace je pozorovani konstantniho rizika
pacientii s tfemi variantnimi alelami béhem celého ¢asového priibéhu 1écby, tj. v
uvodni fazi 1é¢by (arbitrarné prvni tfi mésice 1é¢by) i béhem pozdéjsi udrzovaci faze
1écby. Oproti literarnim tidajim (Meckley et al, 2008, Wadelius et al, 2009) jsme
nepozorovali vétsi mnozstvi krvaceni béhem uvodnich 3 mésicii 1écby, pouze 6
pacientti (11,8%) prodélalo krvaceni béhem této faze 1é¢by. N4 soubor pacientt
mél dale, ve srovnani s obdobnymi publikovanymi kohortami, delSi ¢as sledovani -
prameérné 45,7 mésict (3,8 roku) oproti Meckley et al 3,4 roku a Wadelius et al 6
mésicl. Je zajimavé, Ze toto riziko zlistava vyznamné i pii sou¢asném hodnoceni
zavaznych a nezavaznych krvacivych komplikaci. Jedinou praci se srovnatelnym
vysledkem je studie Higashiho a kolektivu, kdy doba sledovani byla priimérné 68

mésicl, ale vySetfen byl pouze gen CYP2C9. Prvni tfi mésice 1é¢by bylo pozorovano
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pro nosice variantniho genotypu (alely *2 a *3 CYP2(C9) riziko HR = 3,94 (1,29 -
12,06), které sice pokleslo v udrzovaci fazi 1écby (HR = 2,39 (1,18 aZ 4,86)), ale stale
zlstalo vyznamné (Higashi et al, 2002). Toto zjisténi miize mit vyznamny klinicky
dopad na uvazovani o eventualni vymeéné warfarinu za nové dostupna selektivni
antikoagulancia (gatrany, xabany). Standardné neni doporucovano pacienty
stabilizované na warfarinu zaménovat na nova antikoagulancia, nicméné v pripadé
pacientii s variantnim genotypem je pro takovou zaménu klinicky relevantni dtivod.

O priciné zvySeného rizika krvaceni u pacientd s variantnim genotypem
nejsou pirima experimentalni data a tak o ni miizeme jen spekulovat. Predpoklada
se souvislost s nizkou - niZsi neZ obvyklou davkou, ktera je variantnim

v

metabolismem zptlisobena. Pacient s neocekavané nizsi davkou a navic i delSim, nez
obvyklym poloCasem warfarinu, je vystaven riziku nasazeni neprimérené vyssi
davky oSetrujicim lékarem, ktery oc¢ekava a pouziva standardné platna pravidla
davkovani, ktera plati pro vétsinu pacientti (bez variantniho genotypu). Maze tak
snadno dojit k predavkovani pacienta neprimérené velkou davkou warfarinu. Dalsi
moZznou pricinou je zvyraznéni rozdilu v hladiné warfarinu mezi pacienty s a bez
variantniho genotypu pri lékovych interakcich, kdy relativni vzestup/pokles hladiny
warfarinu (a tedy i antikoagulacniho efektu) je ndsobné vyssi u pacientti
variantnich. Posledni moZnosti efektu mensi davky je relativné nizsi
farmakokineticka stabilita pfi nizsi icinné hladiné warfarinu pfi nahlych zménach v
eliminaci nebo prijmu léku (napt. dehydratace, infekce, chyby v davkovanti atp.).
Nase vysledky dale potvrdily literarné udavané vyssi riziko zavazného
krvaceni u pacientd s variantnimi alelami genu CYP2C9. NejvyznamnéjSim
jednotlivym prediktorem zavazného krvaceni byla pravé pritomnost alel *2 a *3
genu CYP2(9. Literarnich dlikazl pro toto zvySené riziko je cela fada. Nicméné jejich
porovnani je sloZité pro odliSnou metodiku publikovanych studii. Zasadni odliSnosti
existuji zejména v riiznych pouzitych definicich zavaznosti krvacivych komplikaci -
nesrovnatelné vstupni parametry pak vedou k odliSnym definicim pro stejné
zavazna krvaceni mezi jednotlivymi studiemi. Publikované riziko pro nosice

variantnich alel genu CYP2(C9 se pak pro zavazné krvaceni (podle rtznych definic)

pohybuji od HR 2,39 (1,18 aZ 4,86) (Higashi et al, 2002) do 3,18 (1,30 az 7,78)
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(Meckley et al, 2008). Srovnatelnéjsi data jsou pak k dispozici pro celkovy pocet
krvacivych komplikaci bez ohledu na jejich zavaznost. V metaanalyze Sandersona et
al (Sanderson et al, 2005) bylo zjiSténo relativni riziko (RR) 1,91 (1,16 aZ 3,17) pro
nosice alely *2, 1,77 (1,07 aZ 2,91) pro nosice alely *3,a 2,26 (1,36 aZ 3,75) pro
nosice nejméné jedné alely *2 nebo *3. Recentni metaanalyza Jorgensenovy skupiny
(Jorgensen et al, 2012) oproti vSem dosavadnim analyzam neprokazala vyznamny
vliv variantni alely CYP2C9*2 a potvrdila toto riziko jako vyznamné pouze u nosicl
alely *3. Nicméné metodicky tato kontroverzni prace méla radu chyb - nizky pocet
zatazenych pacientd, nehomogenni kontrolni skupina a zatazeni vSech typt
krvaceni bez ohledu na jejich zavaznost. A to i presto, Ze rada studii prokazala
nevyznamnost vztahu variantniho genotypu a rizika nezavaZznych krvacivych
komplikaci (Higashi et al, 2002, Limdi et al, 2008, Meckley et al, 2008). NaSe prace
ve shodé s vySe citovanymi autory také nepotvrdila vyznamnou vazbu nezavaznych
krvacenti s rizikovym genotypem. PriCinou vétSiny z nich je vétSinou drobna
traumatizace, velmi Casto pacientem neglektovana a tedy obtiZné hodnotitelna,
logicky nemajici pri¢innou souvztaznost s pritomnosti variantniho genotypu. Dale je
metodickym problémem nevyhnutelny bias pri sbéru dat o téchto krvacivych
epizodach, kdy vzhledem k jejich nezavaznosti pacienti l1éceni warfarinem
nevyhledavaji 1ékarské osetieni, které miize jako jediné poskytnout objektivizaci a
naslednou ajudikaci sbiranych klinickych dat. Proto jsme se v nasi praci soustredili,
jako majorita autor(i, pouze na jasna a objektivné ovéritelna zavazna krvaceni.

Je potreba zminit nékteré limitace nasi studie. Velikost vzorku (souboru)
splnila kritéria statistické vyznamnosti vypoctené pred zahajenim studie. Nicméné,
vzhledem k nizké populac¢ni frekvenci pacientii s 4 variantnimi alelami (< 0,5%),
nebyli zahrnuti Zadni pacienti s timto variantnim genotypem, ktefi by
predpokladatelné byli nejzajimavéjsi stran velikosti rizika. RovnéZ nékteré vysledky
vypoctenych rizik, pro jednotlivé méné Casté genotypy, je treba interpretovat
opatrné s ohledem na nizky pocet zarazenych pacientt (viz vysledky podle
genotypu). Celkova frekvence zavaznych krvacivych komplikaci v nasi kohorté (6,9
epizod na 100 paciento-roki) odpovida obdobnym publikovanym soubortm.

vy

Jedinym rozdilem byla nami pozorovana nizZsi frekvence krvaceni v inicia¢ni fazi
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1é¢by. MoZnym vysvétlenim je dlisledné nasazovani pacienti v podminkach
hospitalizace, kdy je jisté Castéjsi frekvence kontrol INR neZ v ambulantnim
prostiedi - typicky za hospitalizace denné pod dobu prvnich 7 az 10 dnti, oproti 1 az
2 kontroldm v prvnim tydnu u ambulantnich pacienti.

Poslednim nezapoctenym vyznamnym faktorem, ktery nebyl zarazen do
analyzy rizika, jsou nékteré mozné dalsi rizikové faktory intracerebralniho krvaceni
- zejména postiZeni mozkovych tepen malého kalibru (nemoc malych tepen,
leukoarai6za) nebo asymptomaticka mozkova mikrokrvaceni (cerebral
microbleeds) detekovana magnetickou rezonanci, ktera nebyla hodnocena pro
nekompletnost zdrojovych dat. Tento faktor by byl jisté zajimavym prispévkem v
nasi analyze i pro jednoznacné vyssi relativni zastoupeni pacientti po prodélané
cévni mozkové prihodé dané primarné vysokym naborem pacientii do souboru z

neurologickych pracovist.

5.4 Warfarin s vyuzitim farmakogenetiky ve srovnani s novymi
peroralnimi antikoagulancii

S rapidnim nastupem nové generace selektivnich antikoagulancii (NOAC,
new oral anticoagulants) do klinické praxe postupné od roku 2009 se stale vice v
odborné literature diskutuje otazka dalSiho pouZiti warfarinu. Do rutinni klinické
praxe aktualné vstoupily tri léky ze skupiny NOAC - primy inhibitor trombinu -
dabigatran (Pradaxa, Boehringer Ingelheim) a pfimé inhibitory aktivovaného
faktoru X - apixaban (Eliquis, Pfizer a Bristol-Myers Squibb) a rivaroxaban (Xarelto,
Bayer). VSechny 1éky prokazaly svoji noninferioritu a v nékterych pripadech i
superioritu v primarnich kone¢nych cilech relevantnich klinickych studii ve
srovnani s warfarinem v nasledujicich klinickych indikacich - prevence
tromboembolickych komplikaci u pacientti s nevalvularni fibrilaci sini (dabigatran -
studie RE-LY, apixaban - studie ARISTOTLE, rivaroxaban - studie ROCKET-AF) i v
indikaci lécby hluboké Zilni trombozy a plicni embolizace (dabigatran - studie RE-
COVER, apixaban - studie AMPLIFY, rivaroxaban - studie EINSTEIN).

Ve vSech téchto studiich byly celkové rozdily v efektivité warfarinu a NOAC

sice statisticky vyznamné, ale v absolutnich ¢islech relativné malé. Marketingové a



publika¢né zdlraznovana redukce relativniho rizika o desitky procent je postavena
na rozdilu nékolika desitek jednotlivcii s primarnim kone¢nym cilem mezi
warfarinem a NOAC. Jako priklad pouZzijme studii RE-LY srovnavajici dabigatran 110
mg a 150 mg proti warfarinu (Connolly et al, 2009) .

Do studie RE-LY bylo zarazeno celkem 18113 pacientii. Primarni konecny cil
- CMP nebo systémova embolizace probéhla béhem 1 roku sledovani u 199 z 6022
pacientii (1,69%) lécenych warfarinem oproti 182 z 6015 pacientti (1,53%)
lé¢enych 110 mg dabigatranu (relativni riziko, RR 0,91, 95% CI 0,74-1,11, p = 0,34)
a 134z 6076 pacientti (1,11%) 1écenych 150 mg dabigatranu (RR 0,66, 95% CI 0,53-
0,82, p <0,001).

Zasadni podstatou tohoto rozdilu vyznamné nizsi vyskyt krvacivych cévnich
mozkovych prihod, které jsou zapocteny do primarniho konecného cile - CMP a
systémové embolizace. Ve skupiné 1éCené warfarinem to bylo 45 pacientq,
dabigatranem 110 mg - 14 pacientid a dabigatranem 150 mg 12 pacientii za 1 rok
(viz tabulka 5.4.1). Na zakladé zavéri studii RE-LY, ARISTOTLE a ROCKET-AF pak
rada odbornych spole¢nosti - zejména Evropska kardiologicka spolecnost
(European Society of Cardiology, ESC) zacala uvadét NOAC jako prvni volbu v

prevenci tromboembolismu u pacientt s fibrilaci sini (Camm et al, 2012).

Nicméné ve studii RE-LY nebylo viibec zarazeno vyuziti farmakogenetiky.
Pokud bychom aplikovali naSe vysledky stran rizika krvaceni podle individualniho
genotypu v genech CYP2(C9 a VKORC1 na kohortu ze studie RE-LY, pak by vysledky
mohly byt nasledujici: Vyradime vSechny pacienty s 3 nebo 4 variantnimi alelami
jesté pred zahajenim lé¢by warfarinem. Pri nami zjiSténé populac¢ni frekvenci
vytradime celkem 7,35% pacient - tj. 443 pacientdi, v kohorté zlistane 5579
pacientii. U pacientti se zavaznym krvacenim (aproximativné stejny pomeér je i u
hemoragické CMP) pak vime, Ze tito pacienti tvori 19,6% vSech krvaceni na
warfarinu a Ze bychom teoreticky zabranili 19,6% krvacivym komplikacim jejich
vyrazenim - tj. hypoteticky 9 krvacenim ze 45, vysledek by byl 36 krvaceniz 5579

pacientd.



Tabulka 5.4.1: Studie RE-LY. Data ze studie RE-LY porovnavajici dabigatran 110

mg a 150 mg oproti warfarinu prepoctena podle farmakogenetické selekce.

warfarin warfarin po warfarin pouze dabigatran dabigatran
RE-LY odebrani 3+4VA | CYP2C9*1/*1 110mg 150mg
Celkovy pocet 6022 5579 4071 6015 6076
pacientt
CMP a 199 179 119 182 134
systémova
embolizace
Systémova 12 11 8 9 111
embolizace
Hemoragicka 45 36 15 14 12
CMP
Ischemicka CMP | 142 132 96 159 111
Zavaina 397 319 131 322 375
krvaceni

Tabulka 5.4.2: Poméry Sanci (odds ratio, OR) vSech pacientii ve studii RE-LY

upravené podle farmakogenetické selekce s uvedenim 95% CI.

Parametr porovnani

dabigatran 110mg versus
warfarin

dabigatran 150mg versus
warfarin

CMP a systémova embolizace -
warfarin vSichni pacienti

0,91 (0,74 - 1,12, p = 0,41)

0,66 (0,53 - 0,82, p<0,001)

CMP a systémova embolizace -
warfarin bez 3 a 4 VA pacienti

0,94 (0,76 - 1,16, p = 0.60)

0,68 (0,54 - 0,85, p<0,001)

CMP a systémova embolizace -
warfarin pouze pacienti
CYP2C9*1/*1

1.04 (0,82 - 1,31, p = 0.81)

0,75 (0,58 - 0,96, p = 0,03)

Zavazna krvaceni - warfarin
vSichni pacienti

0,80 (0,69 - 0,93, p=0.004)

0,93 (0,81 - 1,08, p = 0,35)

Zavazna krvaceni - warfarin bez
3a4VA

0,93 (0,80 - 1,09, p = 0,39)

1,09 (0,93 -1,27,p=0,31)

Zavazna krvaceni - pouze
CYP2C9*1/*1

1.70 (1,39 - 2,09, p<0,001)

1,98 (1,62 - 2,42, p<0,001)




Druhou strategii, pak miize byt nasazeni na warfarin pouze pacientt s
genotypem CYP2C9 *1/*1 - tj. pouze 67,6% populace, kdy vime z nasi prace, Ze jejich
pomeér rizik pro zavazné krvaceni je vyznamné nizsi - HR = 0,51, 95% CI1 0,28 - 0,93,
p =0,027. Pak dostaneme u warfarinu pomeér krvaceni 15 z 4071 pacienti (viz
tabulka 5.4.1). Upravené vypocty podilu Sanci (odds ratio) na primarni konec¢ny cil
(vSechny CMP a periferni embolizace) jsou pak uvedeny v tabulce 5.4.2. Vidime, Ze
rozdil mezi warfarinem a dabigatranem 110 mg zistal nevyznamny za pouZiti obou
farmakogenetickych selekci (vyrazeni pacienti s 3 a 4 VA, zatazeni pouze CYP2C9
*1/*1). Zajimava je i zména sméru statisticky nevyznamného trendu ve prospéch
warfarinu OR 0,94 a OR 1,04 oproti ptivodnim 0,91 ve prospéch dabigatranu 110
mg. V pripadé srovnani selektované populace lécené warfarinem a dabigatranu 150
mg nedoslo ke zméné vysledku porovnani - nicméné rozdil mezi dabigatranem 150
mg a warfarinem se zmensil ve prospéch warfarinu (OR 0,68 a OR 0,75 proti
ptivodnim OR 0,66), rovnéz se snizila statistickd vyznamnost rozdilu (p = 0,03 proti
ptivodnim p < 0,001). Nejvyznamnéjsi zménou, které by slo teoreticky docilit v
klinické praxi s pouzitim farmakogenetické selekce, je vyznamné sniZeni vyskytu
zavaznych krvacivych komplikaci. Ve studii RE-LY rozdil mezi warfarinem a
dabigatranem 110 mg a 150 mg nebyl vyznamny - viz tabulka 5.4.2. Nicméné tento
rozdil se stava vyznamnym ve prospéch warfarinu pri selekci pouze pacientti s wild
type genotypem CYP2(C9 - riziko krvaceni na dabigatranu 110 mg i 150 mg je pak
vyznamneé vyssi - OR 1.70 (1,39 - 2,09, p<0,001) a 1,98 (1,62 - 2,42, p<0,001).

A to vychazime z dat, kterad jiz v ptivodni studii RE-LY byla pro warfarin a
priori nevyhodna. Pacienti ve studii RE-LY ve warfarinové vétvi byli 1é¢eni nejen s
vynechanim farmakogenetiky warfarinu, ale i bez dalSich modernich technologii
warfarinizace - nebylo pouZito individualni monitorovani INR, frekvence kontrol
INR nebyla priliS ¢asta, pacienti nebyli 1é¢eni v dedikovanych antikoagulacnich
centrech. To vSe vedlo k relativné nizkému €asu v terapeutickém rozmezi (TTR) v
celé studii - 64%. Moderni prace kohort ze specializovanych antikoagula¢nich center
vétSinou presahuji 75%. Vezmeme-li data ze subanalyzy studie RE-LY, kde byl

dabigatran srovnan s warfarinem podle kvality vedeni antikoagulace (podle kvartili



celkového TTR jednotlivych center ve studii), pak u nejlépe antikoagulovanych

pacientti ve studii (TTR > 72,6%) nebyl vyznamny rozdil v efektivité warfarinu proti
dabigatranu 110 mg (HR 0,92, 95% CI 0,59 - 1,45) ani 150 mg (HR 0,95, 95% CI1 0,61
- 1,48) (Wallentin et al, 2010). Provedeme-li obdobnou aproximaci (tabulka 5.4.3),

jak je uvedeno vyse, i na kohortu dobfte antikoagulovanych pacientt (TTR > 72,6%),

vevs

vyznamnosti hlavni udavané vyhody dabigatranu nad warfarinem - nizsiho poctu

intrakranialnich krvaceni.

Tabulka 5.4.3: Pocty pacientii s casem v terapeutickém rozmezi (TTR) > 72,6% ze

studii RE-LY upravené podle farmakogenetické selekce.

warfarin warfarin po warfarin pouze | dabigatran dabigatran
RE-LY odebrani CYP2C9*1/*1 110mg 150mg
3+4VA
Celkovy pocet 1509 1398 1020 1482 1514
pacientt
CMP a systémova | 40 34 20 36 38
embolizace
Intrakranialn{ 23 18 8 6 9
krvaceni
Ischemicka CMP 17 16 12 30 29




Tabulka 5.4.4: Poméry Sanci (odds ratio, uvedeny 95% CI a hladina vyznamnosti)

pacientii s casem v terapeutickém rozmezi (TTR) > 72,6% ze studii RE-LY upravené

podle farmakogenetiky.

Parametr porovnani

dabigatran 110mg versus
warfarin

dabigatran 150mg versus
warfarin

CMP a systémova embolizace
warfarin s TTR > 72,6% - vSichni
pacienti

0,91 (0,58 - 1,44, p = 0.73)

0,95 (0,60 - 1,48, p = 0,82)

CMP a systémova embolizace
warfarin s TTR > 72,6% -bez 3 a 4
VA pacientt

1,00 (0,62 - 1,61, p = 1.00)

1,03 (0,65 - 1,65, p = 0,91)

CMP a systémova embolizace
warfarin s TTR > 72,6% - pouze
pacienti CYP2C9*1/*1

1.25 (0,72 - 2,16, p = 0,50)

1,29 (0,75 - 2,22, p = 0,42)

Intrakranialn{ krvaceni - vSichni
pacienti na warfarinu s TTR >
72,6%

0,26 (0,11- 0,61, p = 0,002)

0,39 (0,18 - 0,82, p = 0.01)

Intrakranidlni krvaceni warfarin s
TTR>72,6% -bez3a4 VA
pacientt

0,31 (0,19 - 0,74, p = 0.01)

0,46 (0,21 - 1,00, p = 0.05)

Intrakranidlni krvaceni - warfarin s
TTR > 72,6% - pouze pacienti
CYP2C9*1/*1

0,57 (0,20 - 1,61, p = 0,30)

0,83 (0,32 - 2,16, p = 0,81)

V porovnani s rivaroxabanem ve studii ROCKET-AF (Patel et al, 2011) by byl

efekt zarazeni farmakogenetiky warfarinu jesté markantnéjsi. Vstupni pocty

pacientii ze studie ROCKET-AF a jejich prepoctena aproximace podle

farmakogenetiky jsou uvedeny v tabulce 5.4.5, vypoctené riziko krvaceni pak v

tabulce 5.4.6. Celkové vysledky studie - vSechny CMP se stavaji nevyznamnymi, tj.

warfarin neni horsi neZ rivaroxaban, navic vyznamné klesa riziko krvaceni, kdy

maximalni rozdil je u pacientti s wild type genotypem CYP2C9 - pomér Sanci na

Vv

zavazné krvaceni je u rivaroxabanu 2,59 x vyssi (2,10 - 3,19, p < 0,001).




Tabulka 5.4.5. Pocty pacienti s jednotlivymi kone¢nymi cili ze studie ROCKET-AF.

Celkové pocty pacienti pro jednotlivé porovnani uvedeny za lomitkem. Konecny cil

CMP a sys. embolizace uveden jako per-protocol, as-treated populace, zavazna a

intrakranialni krvaceni na safety populaci, CMP u safety on-treatment populace.

warfarin warfarin po warfarin pouze rivaroxaban
ROCKET-AF odebrani 3+4VA CYP2C9*1/*1
Celkova CMP bez | 211/7082 189/6561 134/4787 178/7082
systémové
embolizace
Zavazna krvaceni | 386/7125 310/6601 107/4817 395/7111
Intrakranialni 84/7125 67/6601 45/4817 55/7111
krvaceni
Ischemicka CMP 161/7082 149/6561 109/4787 149/7061
Hemoragicka 50/7082 40/6561 25/4787 29/7061
CMP

Tabulka 5.4.6. Porovnani rivaroxabanu a warfarinu na zakladeé dat studie ROCKET-

AF a jejich aproximace po farmakogenetické selekci.

Parametr porovnani

Pomér Sanci (95% konfiden¢ni interval a
hladina vyznamnosti, p)

Zavazna krvaceni - vSichni pacienti na warfarinu

(data ze studie ROCKET-AF)

1,03 (0,89 -1,19, p = 0,74)

Zavazna krvaceni - pacienti bez 3 a4 VA

1,19 (1,03 - 1,40, p = 0,03)

Zavazna krvaceni - pouze pacienti s genotypem

CYP2C9 *1/*1

2.59 (2,10 - 3,19, p < 0,001)

Intrakranialni krvéceni - vSichni pacienti na
warfarinu (data ze studie ROCKET-AF)

0,65 (0,47 - 0,92, p = 0,02)

Intrakranialni krvaceni - pacienti bez 3 a 4 VA

0,76 (0,53 - 1,09, p = 0,15)

Intrakranialni krvaceni - pouze pacienti s genotypem

CYP2C9 *1/*1

0,83 (0,56 - 1,23, p = 0,36)

Vsechny CMP - vSichni pacienti na warfarinu (data ze
studie ROCKET-AF)

0,84 (0,69 - 1,03, p = 0,10)

Vsechny CMP - pacienti bez 3 a 4 VA

0,87 (0,71-1,07, p = 0,19)

VSechny CMP - pouze pacienti CYP2C9 *1/*1

0,90 (0,71- 1,12, p = 0,35)




6 Zavéry a zhodnoceni cili prace

6.1 Presnost vypoctu podle publikovanych farmakogenetickych
algoritmu

Na ndmi vytvorené kohorté 280 pacienti jsme potvrdili klinickou
vyuZitelnost farmakogenetického algoritmu pro predikci denni davky warfarinu.

V rutinni klinické praxi jsme dosahli slusné a literarné zcela srovnatelné
presnosti predikce v porovnani s publikovanymi kohortami.

Z porovnavanych publikovanych farmakogenetickych algoritmii dosahl
nejvyssi hodnoty koeficientu determinace (R%) na naSem souboru pacientt
stabilizovanych na warfarinu algoritmus podle Sconceové (58,4%). Oba zbylé
a podle Gage 23,8%.

Algoritmus podle Sconceové byl vyznamné presnéjsi stran
pravdépodobnosti, Ze se pacientova skute¢né uzivana davka bude nachazet + 20% v
pasmu vypocteném podle algoritmu. Pacient ma podle algoritmu Sconceové oproti
algoritmu podle Gage 1,8x a podle Andersona dokonce 4x vétsi Sanci, Ze vypocCtena
davka bude odpovidat davce skute¢né uzZivané.

Nejvyssi presnost predikce byla dosaZena i u predem definovanych
podskupin pacienti - s nizkou (< 50 kg) i vysokou (> 100 kg) télesnou hmotnosti a

pacienti starsich 80 let véku.

6.2 Vlastni farmakogeneticky algoritmus

Za pouZiti vicecCetné hierarchické linearni regresni analyzy jsme na podkladé
dat sebrané derivacni kohorty (n = 175) vytvorili vlastni farmakogeneticky
algoritmus:
VDenni davka, mg = (2,049 - (0,016*[vék, roky]) + (0,007*[vyska, cm]) +
(0,004*[vaha, kg]) - (0,227*[CYP2C9*2, pocet alel 0-2])-(0,296*[CYP2(C9*3, pocet alel
0-2]) - (0,340*[VKORC,A/A=0,A/B=1,B/B=2]) - (0,397 * 1é¢ba amiodaronem [ne
=0, ano = 1]).



Vysledny model dosahuje vysoké hodnoty presnosti predikce, hodnota
adjustovaného koeficientu determinace je R? 72,4%. Na validac¢ni kohorté bylo
dosaZeno presnosti podle koeficientu determinace R? 62,3% (p < 0,001).

Presnost predikce naseho algoritmu byla jedna z nejvysSich dosud
publikovanych obecné, i ve srovnani pfimo na nasi valida¢ni kohorté, s dosud
publikovanymi algoritmy (podle Andersona 50,1%, podle Sconceové 55,3%).

Nas algoritmus ma v klinické praxi vyhodnou vlastnost vétSiho podilu
predikce nizsi nez skutecné denni davky, tj. castéjSiho poddavkovani nez
predavkovani pacienta. Chyba vétsi nez 2 mg byla pouze u 29,5% z predavkovanych

pacientd.

6.3 Krvacivé komplikace a farmakogenetika

Prokazali jsme statisticky vyznamné vyssi riziko zavaznych krvacivych
komplikaci pri lécbé warfarinem pro nosice variantniho genotypu v genech CYP2C9
a VKORC1.

Potvrdili jsme literarné udavané vyssi riziko krvaceni pro nosice nejméné
jedné variantni alely CYP2C9 (*2 a/nebo *3) a jeSté vyraznéjsi riziko pro
homozygoty pro variantni alely CYP2C9.

Nejzajimavéjsim plivodnim zjisténim této prace bylo popsani aditivniho
rizika krvaceni pri zapocteni vzajemnych kombinaci genotypu CYP2C9 a VKORC(C1
podle celkového poctu variantnich alel, kdy nejvyssi riziko zavazného krvaceni maji
nosici 3 variantnich alel v genech CYP2(C9 a VKORC1. Toto riziko navic je statisticky
vyznamné béhem celého ¢asového pribéhu lécby warfarinem, tj. ve fazi nasazeni
warfarinu, ale i béhem lé¢by udrzovaci.

Naopak pro wild type pacienty (genotyp *1/*1) v genu CYP2C9 jsme

prokazali vyznamné nizsi riziko zavaznych krvacivych komplikaci.

6.4 Zhodnoceni vyznamu farmakogenetiky warfarinu
Obecné mliZeme z nasi vlastni vice nez sedmileté zkusenosti s touto

metodikou konstatovat, Ze i pies omezeny pocet dikazi pro jeji vyuziti ma své



misto v rutinni klinické praxi specializovanych antikoagulac¢nich center zejména u
rizikovych podskupin pacientd.

Vzhledem k jeji dostupnosti a stavajici znalosti by mohla byt
farmakogenetika warfarinu vyuZzivana zejména pri zahajeni 1é¢by warfarinem u
pacienti s celkové vysokym rizikem krvaceni (napt. HAS-BLED skére nad 3 body
nebo u pacientii s recentnim mozkovym infarktem).

Pacienti s rizikovym genetickym profilem (3 nebo 4 variantni alely) jisté
budou vhodnymi kandidaty na 1é¢bu novymi antikoagulancii (xabany, gatrany) a to,
pri zahajeni antikoagulace jako 1ékem prvni volby, nebo v pripadé jiz stabilné
warfarinizovanych pacientd, jako kandidati vymény warfarinu za nova
antikoagulancia.

Warfarin zejména u pacientii s nerizikovym genotypem (CYP2C9*1/%*1)
zUstava bezpecnym a pouZzitelnym peroralnim antikoagulanciem i ve srovnani s

novéjsimi antikoagulancii (gatrany, xabany).
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Abstract

Background: Warfarin is commonly used for the treatment
and prevention of arterial and venous thromboembolism
but its use is hindered by the risk of bleeding. The main rea-
son for this risk is a narrow therapeutic index and a wide re-
sponse variability after warfarin treatment. These shortcom-
ings affect clinical outcomes including bleeding complica-
tions and may be associated with variant polymorphisms in
the CYP2C9 and VKORC1 genes. Aim: It was the aim of this
study to assess the impact of the total variant allele count
of CYP2C9 and VKORC1 genes on bleeding related to war-
farin treatment. Methods: In a retrospective cohort-design
study, patients were genotyped for polymorphismsin genes
CYP2C9 (*1, *2, *3) and VKORC1 (haplotype A, B). Extensive
clinical data were obtained. Adjusted hazard ratios (HR) for
the occurrence of major bleeding events (MBE) were count-
ed separately for the induction and maintenance phases of

warfarin therapy. Results: Out of the 329 patients in our clin-
ical database, 194 patients were eligible and included in the
analysis. MBE occurred in 51 patients (26.3%) during a mean
follow-up of 26 months: 6 patients (11.8%) experienced ear-
ly MBE during warfarin initiation, and 45 MBE occurred dur-
ing the maintenance phase. The adjusted HR for MBE risk for
patients with any CYP2C9 variant allele was 1.962 [95% con-
fidence interval (Cl) 1.08-3.56, p = 0.027]; for the VKORC1 AA
haplotype, HR was 1.841 (95% Cl 0.97-3.48, p = 0.06), while
for 3 variant allele carriers of both genes, HR was 4.34 (95%
Cl1.95-9.65, p < 0.001). Despite the insignificant association
of the VKORC1 genotype with bleeding in our study, we have
noted a warfarin dose-dependent effect with risk signifi-
cance ascending: CYP2C9 *1/*1 + VKORC1 B/B < CYP2C9
*1/%1 + VKORC1 A/B < CYP2C9 *1/*2 + VKORC1 B/B. Conclu-
sion: Patients who are carriers of 3 variant alleles of the genes
CYP2C9 and VKORC1 exhibited a significantly higher risk of
MBE during the initiation and maintenance phases of warfa-
rin therapy. Vigilant and careful management of patients
with a higher variant allele count, including switching to
newer anticoagulants, could be considered in this high-risk
cohort. Copyright © 2013 S. Karger AG, Basel
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What Is Known about This Topic?

o Variant genetic polymorphisms of genes CYP2C9 and
VKORCI are associated with impaired anticoagulation after
warfarin treatment, potentially impacting the therapeutic ratio,
and the risk of overdose and bleeding.

o The risk of bleeding complications is higher for patients with
alleles *2 and *3 of CYP2CD9, especially in the initiation phase
of therapy.

o Although the VKORCI variant status has alarger effect on war-
farin dose requirements than CYP2C9, it is not significantly
associated with bleeding risk.

What Does This Study Add?

o A novel simplified way to assess 18 possible common variant
genotype combinations of genes CYP2C9 and VKORCI as a
variant allele count (0-4).

o The bleeding risk is higher in patients with 3 variant alleles of
genes CYP2C9 and VKORCI than in patients with just isolated
variant alleles in CYP2C9, which could be used as a new bio-
marker for bleeding risk assessment.

o The higher risk of major bleeding in patients with 3 variant al-
leles is pronounced during the initiation as well as the mainte-
nance phase of warfarin therapy.

o Patients with wild-type genotype in gene CYP2C9 (*1/*1) have
a significantly lower bleeding risk.

Introduction

Warfarin is the most commonly used vitamin K an-
tagonist for treatment and prevention of arterial and ve-
nous thromboembolism. Even with the recent introduc-
tion of a newer generation of anticoagulation drugs to the
clinical practice (direct thrombin inhibitors and oral fac-
tor Xa inhibitors), presumably, there will still be a major
role for warfarin. Due to the notoriously known narrow
therapeutic range of warfarin and the variability in pa-
tient response, it is challenging for the clinicians to man-
age the therapy correctly. One possible improvement in
managing warfarin patients is the application of pharma-
cogenetics.

Adjustments of individual warfarin dose requirements
are heavily related to a multitude of genetic and nonge-
netic factors. Those include, but are not limited to, age,
sex, body size (responsible for 10-20% of dose variability)
and fluctuating factors such as vitamin K intake, state of
renal and hepatic metabolism, drug interactions, actual
balance of hemostasis, patient compliance, and physi-
cians’ adherence to treatment control (30-40% of dose
variability) [1, 2]. The individual genetic profile explains
40-60% of warfarin dose response variability.

Genomics and Bleeding Risk after
Warfarin Therapy

Conclusive major influence was demonstrated for two
genes that code for cytochrome P450 2C9 isoenzyme, i.e.
biotransformation of warfarin (gene CYP2C9), and vi-
tamin K epoxide reductase, i.e. warfarin target (gene
VKORCI1). Two common variant alleles of CYP2C9 that
cause significantly decreased biotransformation of warfa-
rin have been identified: *2 allele (R144C) and *3 allele
(I359L), with overall frequencies estimated at around
20% in Caucasians [3]. The CYP2C9 *2 and *3 variant al-
leles are significantly associated with lower warfarin dose
requirements [2, 4], above-range international normal-
ized ratio (INR) and a probability of overdosing [4, 5],
longer time above therapeutic INR range [6], longer time
to reach dose stabilization [4] and higher risk of bleeding
complications [4, 7, 8].

Rieder et al. [9] have identified 9 VKORCI haplotypes,
H1-H9, with 10 most common noncoding single nucleo-
tide polymorphisms and used them to triage patients to
A/A (low-dose), A/B and B/B (high-dose) haplotype
groups. The variant low-dose A/A haplotype is present in
9-15% of Caucasian populations [3]. The variant haplo-
type is significantly associated with the required warfarin
dose [9-11] and less strongly with a shorter time to
achieve therapeutic INR and a probability of overantico-
agulation [6, 12]. The risk of bleeding for carriers of the
VKORCI1 AA haplotype was reported to be nonsignifi-
cantly higher or not different when compared with non-
carriers [6, 12, 13]. The most convincing association of
the individual genotype and bleeding risk was reported
for carriers of variant *2 and *3 alleles of gene CYP2C9
for major bleeding complications occurring during the
initiation phase of therapy with warfarin [4, 6, 13].

Therefore, we assessed an association between CYP-
2C9 and VKORCI variant genotype and the occurrence
of major bleeding complications in a warfarin-treated co-
hort.

Materials and Methods

Study Settings and Design

The study was conducted at three anticoagulation clinics affili-
ated with the Departments of Neurology and Hematology at the
University Hospital Motol (Charles University, 2nd School of
Medicine, Prague, Czech Republic) and the Department of Neu-
rology of Chomutov Hospital (Chomutov, Czech Republic) be-
tween February 2007 and February 2012 with Institutional Review
Board approval. We applied a retrospective cohort design. Study
subjects were recruited from consecutive consenting patients re-
ferred from participating departments for pharmacogenetic test-
ing to the molecular genetics laboratory (Hospital Na Homolce,
Prague, Czech Republic), a fully certified facility (CIA ISO 15189:
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2007, Det Norske Veritas ISO 9001:2000) with established internal
and external genotype quality control procedures. All patients
were enrolled if they provided written informed consent after
screening to determine eligibility for the study. Genomic data for
all patients indicating CYP2C9 and VKORCI1 gene variants in our
laboratory simultaneously were used as a population sample for
the comparison of allele frequency distribution of the CYP2C9 and
VKORCI variant genotype in a Czech population to exclude pos-
sible bias in the selection of the study sample.

Eligibility

To be eligible for the study, patients had to be treated with war-
farin with available complete clinical and laboratory data from the
first warfarin exposure, >18 years and compliant with study par-
ticipation. To be included in the control group, patients (without
major bleeding) needed to have been treated with warfarin for at
least 12 months. Patients with major bleeding complications were
included regardless of the length of follow-up. Exclusion criteria
were noncompliance or refusal of study protocol, incomplete data
and clinical factors that may have led to hemorrhage independent
of warfarin therapy [diagnosis of active cancer with concurrent
chemotherapy (not cancer in remission), thrombocytopenia, trau-
matic mechanism of bleeding, and underlying anatomic brain ab-
normalities, such as tumors or vascular malformations].

Clinical Data

Clinical data were abstracted from inpatient and outpatient
medical records and directly from patients during regular planned
visits and through regular telephone follow-up with specific em-
phasis on bleeding complications and with a structured question-
naire aimed at previously known and published clinical risk factors
for bleeding events when treated with warfarin, i.e. elevated sys-
tolic blood pressure, detailed history of cerebrovascular disease,
renal and hepatic disease, diabetes mellitus, indication and inten-
sity of anticoagulation (higher target INR, i.e. 2.5-3.5), compliance
with therapy (self-assessed and frequency of INR controls), occur-
rence of above-range INR (defined as >4.5 at least once during
follow-up), unstable warfarin dosing (defined as presence of at
least one period of time during the presumed maintenance phase
of therapy with >2 warfarin dose changes on subsequent regular
visits), interacting drugs at start of treatment (prescription and
over-the-counter drugs including vitamins and herbal products),
concomitant use of 3 or more other drugs, as well as specifically
concomitant use of other drugs with bleeding risk [antiplate-
let drugs, sulodexide, nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs)]. NSAID use was defined as daily intake for at least 4
weeks. Patients in the study were allowed to use ibuprofen, diclo-
fenac and meloxicam [14, 15].

Genotyping

Five milliliters of peripheral blood was obtained during a regu-
larly scheduled blood draw. Genomic DNA was isolated from
whole blood with Puregene Blood Kit (Qiagen Inc., Chatsworth,
Calif., USA). Genotyping was performed using the high-resolution
DNA melting technique with the LightScanner system (Idaho
Technology Inc., Salt Lake City, Utah, USA). The Genotyping
Master Mix (Cat. No. HRLS-ASY-0006; Idaho Technology) and
primer/probe reagents designed for detection of alleles *2 and *3
of the gene CYP2C9 and single nucleotide polymorphism -1639-
A>G (Cat. No. HRLS-ASY-007, HRLS-ASY-0010, HRLS-ASY-
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0011; Idaho Technology) were used for polymerase chain reaction
in PCR cycler MultiGene (Labnet International, Inc., Edison, N.J.,
USA).

Genotypes

Warfarin bleeding risks have been assessed according to the
individual genotype using as a predefined risk factor status of be-
ing a *2, *3 and *2 or *3 allele carrier in the case of the CYP2C9
gene and low-dose haplotype A/A in the case of the VKORCI gene.
Haplotype AB was chosen as a reference genotype for the VKORC1
gene due to its average warfarin dose requirements and the highest
frequency in our population, although haplotype BB has an ances-
tral status [16]. While testing the pharmacogenetic status of war-
farin patients with the genotype data on the two most proven
genes, CYP2C9 and VKORCI, there are 18 basic combinations of
variant and wild-type alleles. The interaction between VKORCI
AA haplotype and CYP2C9 variants was expressed as total count
of variant alleles, i.e. every person could have 0-2 variant alleles in
each one of the two genes (0-4 in total).

Outcomes

The primary endpoint was the occurrence of an MBE during
the therapy with warfarin. We used the criteria of the Internation-
al Society on Thrombosis and Haemostasis to classify bleeding ep-
isodes as major (fatal and/or symptomatic bleeding in a critical
area or organ, e.g., intracranial, intraocular, retroperitoneal, in-
traarticular, pericardial, or intramuscular with compartment syn-
drome, and/or bleeding causing a fall in hemoglobin level of 20 g/1
or more or leading to transfusion of two or more units of whole
blood or erythrocytes) or minor (all recorded episodes not fulfill-
ing criteria for major bleeding) [17]. Follow-up time to the occur-
rence of a bleeding event was measured in weeks from the initial
dose until bleeding, and total follow-up was measured in months.
None of the subjects in the major bleeding cohort continued ther-
apy after the bleeding event. All bleeding episodes were assessed
for causality in relation to warfarin, whereas noncausal events were
not included in the analysis (i.e. traumatic origin of bleeding).

Statistical Analysis

Predefined subgroups based on genotype were CYP2C9 wild-
type patients (*1/*1), *2, *3 and 2* and 3* allele carriers, VKORC1
AA, AB and BB haplotypes carriers and subjects with 0, 1, 2, 3 and
4 variant alleles in genes CYP2C9 and VKORCI. Using y? tests for
categorical variables and Mann-Whitney tests for continuous vari-
ables, baseline characteristics were compared between the major
bleeding and control groups.

The associations between CYP2C9 and VKORCI genotypes
and the primary and secondary endpoints were evaluated using
survival analysis techniques. We used Cox proportional hazards
models to compute a hazard ratio (HR) with 95% confidence in-
terval (CI), both unadjusted and adjusted, for the potential con-
founding covariates. Due to the possibility of numerically unstable
estimates and large standard error, we did not include all available
covariates in the final Cox proportional hazards model. Therefore,
a backward stepwise elimination algorithm with a likelihood ratio
statistic to minimize the exclusion of predictors involved in sup-
pressor effects was used. Variables with a p value <0.1 on univari-
ate testing were included in the elimination algorithm. Goodness
of fit of the model was tested with the Gronnesby and Borgan test
for the Cox proportional hazards model [18], with the number of
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risk groups based on May and Hosmer [19]. Additionally, Kaplan-
Meier survival curves were created and log-rank statistics were cal-
culated. Schoenfeld residuals were calculated for all models to as-
sess a significant departure from the model assumption. We calcu-
lated the HR (adjusted and unadjusted) for the occurrence of MBE
during the entire follow-up time and separately for the induction
and maintenance phases of therapy. The arbitrary limit between
the induction and maintenance phase was defined as 3 months. To
avoid bias in calculating the HR for major bleeding during the en-
tire follow-up period, we included as control subjects only patients
with >12 months of documented warfarin therapy without MBE.
The 12-month cut-off was chosen arbitrarily due to the higher risk
of bleeding events occurring in the initiation phase of the therapy,
i.e. sufficient time of warfarin exposure to manifest bleeding. To
calculate the HR for the induction phase of the therapy, patients
with MBE presenting after 3 months were analyzed as control
group patients. All statistical analysis was done using PASW Sta-
tistics 18.0 (SPSS, Inc., Chicago, Ill., USA) and STATA version 12.1
(StataCorp LP, College Station, Tex., USA) software.

Results

Out of the 329 patients in our clinical database, 194
patients were eligible and included in the analysis. Table 1
summarizes the main clinical characteristics of the study
cohort. All patients in the study were of Czech (Cauca-
sian) origin. The mean age of all patients at the start of
therapy was 62.9 years. However, there was a statistically
significant difference between the groups; patients with
major bleeding were older (mean age 66.8 vs. 61.5 years,
p =0.033). There were no differences between the groups
in indication of warfarin therapy. The majority of the
study patients were treated with warfarin for primary
(28.9%) or secondary prevention (30.4%) of thromboem-
bolism in atrial fibrillation. The other indications for war-
farin were deep vein thrombosis with or without pulmo-
nary embolism (25.8%), mechanical heart valve replace-
ment (6.8%) and the secondary prevention of stroke of
other etiology than atrial fibrillation (paradoxical embo-
lism and patent foramen ovale 3.6%, carotid artery dissec-
tion 1.5% and cerebral sinus thrombosis 3.1%). The ther-
apeutical target was an INR range between 2.0 and 3.0 in
all patients except for mechanical valve replacement pa-
tients (INR range 2.5-3.5).

The mean follow-up time was 45.7 months (3 years, 9
months). There were no statistically significant differenc-
es in comorbid conditions between patients with MBE
and the control group, with the exception of a history of
ischemic stroke, which was less prevalent in the group
with MBE (23.5 vs. 39.9%, p = 0.036). Drugs with poten-
tial confounding factors for bleeding risk, namely NSAID
and sulodexide, were used more frequently in patients

Genomics and Bleeding Risk after
Warfarin Therapy

with major bleeding (NSAID, 19.6 vs. 7.0%, p = 0.011;
sulodexide, 7.8 vs. 0.7%, p = 0.02). Patients with MBE
were also more likely to regularly use more than three
drugs (80.4 vs. 55.2%, p = 0.002). The final notable sur-
prising difference was that the daily dose of warfarin in
patients with bleeding events was significantly smaller
(mean daily dose 3.90 vs. 5.15 mg, p = 0.004) when com-
pared with nonbleeding controls. There were no other
significant differences in all other concomitant medica-
tions including distribution of antiplatelet agents (acetyl-
salicylic acid).

The primary endpoint - MBE - occurred in 51 patients
(26.3%) during the entire follow-up of 26 months (me-
dian), with a mean of 46 months (6.9 episodes of MBE per
100 patient-years). The majority of bleeding was intracra-
nial (5 subdural, 18 intracerebral). The INR at the time of
bleeding in 29 cases (56.9%) was above the therapeutic
range (>3.0). Only 6 patients (11.8%) suffered MBE in the
first 3 months of the therapy, while 45 patients experi-
enced bleeding during the maintenance phase (i.e. from
3 months till the end of follow-up). Minor bleeding epi-
sodes were observed in 33 patients (17%) and were in-
cluded in the analysis after adjudication for causality (ma-
jority of self-reported minor bleedings, i.e. bruising, gin-
gival bleeding and epistaxis were discredited due to
presumably traumatic origin). Additional details are pro-
vided in table 2. The prevalence of the CYP2C9 and
VKORCI wild-type and variant genotype in two cohorts
is outlined in table 3. To test for population stratification,
a comparison of genotype composition of the index co-
hort with a population sample from the same reference
laboratory (n = 1,839) has been performed to exclude
possible bias in selecting a smaller sample size. Due to the
smaller sample size, we did not have any patients with 4
variant alleles in our study (0 vs. 3 patients, or 0.5% in the
population sample). Otherwise, the allelic frequencies of
all patients in the study cohort were not significantly dif-
ferent to the population sample, and both cohorts fol-
lowed the Hardy-Weinberg distribution (for details, see
table 3).

On the other hand, we observed significant differences
between the genotype of the cohort with MBE and the
control group. The prevalence of the VKORC1 AA hap-
lotype was 31.4% in the bleeding group compared to
15.5% in controls (p < 0.001); the BB haplotype was
more prevalent in the control group (38.1 vs. 23.5%, p =
0.012). Surprisingly, there were no significant differences
in overall prevalence of allele *2 and *3 carriers of the
CYP2C9 gene between the groups in spite of trends for a
higher frequency of variant alleles in the bleeding group
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Table 1. Demographics and clinical characteristics

Variable Patients with MBE ~ Patients without  All patients Groups differed
MBE significantly!
(p < 0.05)
Subjects 51 (26.3) 143 (73.7) 194
Men 27 (52.9) 80 (55.9) 107 (55.2) 0.711
Mean age + SD, years 66.8+15.572 61.5+17.004 62.9+16.768 0.033
Patients >75 years 21(41.2) 38 (26.6) 59 (30.4) 0.075
Follow-up, months
Mean + SD 56.3+67.523 42.0+39.148 45.7+48.463 0.756
Median 25 26 26
Range 1-276 12-216 1-276
Total 2,870 6,002 8,872
Treatment data
INR >4.5, % 53.8 23.1 29.9 0.003
Mean warfarin daily dose + SD, mg 3.90+3.210 5.15£2.707  4.82+2.732
Median warfarin daily dose, mg 3.21 5.00 4.55 0.004
Warfarin therapy stable 28 (54.9) 100 (69.9) 128 (66.0) 0.052
Indication for warfarin treatment
Ischemic stroke and atrial fibrillation 10 (19.6) 49 (34.3) 59 (30.4) 0.051
Ischemic stroke, other etiology (right-left shunt/
patent foramen ovale, carotid artery dissection) 2(3.9) 8 (5.6) 10 (5.2) 1.000
Any ischemic stroke 12 (23.5) 57 (39.9) 69 (35.6) 0.036
Atrial fibrillation without stroke 16 (31.4) 40 (28.0) 56 (28.9) 0.645
Deep vein thrombosis/pulmonary embolism 16 (31.4) 34 (23.8) 50 (25.8) 0.287
Valve replacement 5(9.8) 8 (5.6) 13 (6.7) 0.332
Cerebral sinus thrombosis 2(3.9) 4(2.8) 6(3.1) 1.000
Comorbid conditions
Hypertension 39 (76.5) 90 (62.9) 129 (66.5) 0.079
Myocardial infarction, congestive heart failure 25 (49.0) 49 (34.3) 74 (38.1) 0.063
Ischemic stroke 13 (25.5) 61 (42.7) 74 (38.1) 0.030
Type 2 diabetes mellitus 10 (19.6) 29 (20.3) 39 (20.1) 0.918
Malignancy in remission 7 (13.7) 13 (9.1) 20 (10.3) 0.350
Peptic ulcer disease 5(9.8) 6(4.2) 11 (5.7) 0.161
Hepatic disease 1(2.0) 10 (7.0) 11 (5.7) 0.294
Renal insufficiency 4(7.8) 7 (4.9) 11 (5.7) 0.437
Concomitant medication
Amiodarone 8 (15.7) 30 (21.0) 38 (19.6) 0.414
Statin 22 (43.1) 43 (30.1) 65 (33.5) 0.090
Losartane 10 (19.6) 19 (13.3) 29 (14.9) 0.277
NSAIDs 10 (19.6) 10 (7.0) 20 (10.3) 0.011
More than 3 drugs 41 (80.4) 79 (55.2) 120 (61.9) 0.002
Antiplatelet drugs (acetylsalicylic acid) 3(5.9) 5(3.5) 8(4.1) 0.435
Sulodexide 4(7.8) 1(0.7) 5(2.6) 0.018

Figures in parentheses are percentages.

! Using the y? test, Fisher’s exact test or Mann-Whitney U test, as appropriate.

(allele *2 carriers 25.5% in the bleeding group vs. 21.0%
in the control group, allele *3 carriers 21.6 vs. 12.6%, allele
*2 and/or *3 carriers 43.1 vs. 30.8%, respectively). The
groups further differed in variant allele numbers of the
VKORCI and CYP2C9 genes. The difference was signifi-
cant in the prevalence of patients with none, 2 and 3 vari-
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ant alleles with distinct predominance of the variant gen-
otype in patients with bleeding events (0 variant alleles —
15.7% in the bleeding group vs. 30.1% in the con-
trol group, p = 0.045; 2 variant alleles — 35.3 vs. 21.0%,
p = 0.042; 3 variant alleles — 19.6 vs. 4.9%, p = 0.001, re-
spectively).
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Fig. 1. Time to MBE. Curves represent Kaplan-Meier time-to-
event analyses for carriers of respective number of variant alleles
(VA) in genes CYP2C9 and VKORCI. x* = 8.494, p = 0.004, with
log-rank test for equality of survivor function.

In the primary unadjusted Cox proportional hazards
model of our cohort for the risk of major bleeding, all the
traditional risk factors for bleeding including age, hyper-
tension and history of ischemic stroke or peptic ulcer
disease were not statistically significant. Unadjusted HR
for MBE was significant for concomitant sulodexide use
(HR = 4.3, 95% CI 1.5-12.0) and polypragmatic treat-
ment with more than three drugs (HR = 2.503, 95% CI
1.4-4.4). There was a significantly higher risk for major
bleeding in carriers of either the *2 or *3 allele of the
CYP2C9 gene (HR =1.8,95% CI 1.03-3.2, p = 0.039), for
homozygotes of variant CYP2C9 alleles (HR = 4.045, 95%
CI 1.4-11.5,p =0.009) and for carriers of 3 variant alleles
in the CYP2C9 and VKORCI genes (HR = 2.9, 95% CI
1.4-6.1, p = 0.004; fig. 1).
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Table 2. ISTH-defined MBE

Localization of bleeding

Intracranial 23 (45.1)
Gastrointestinal 7 (13.7)
Epistaxis with need of transfusion 9(17.6)
Urogenital 4(7.8)
Retroperitoneal 3(5.9)
Intra-articular 2(3.9)
Mediastinal 1(2.0)
Intraocular 1(2.0)
Muscular with compartment syndrome and
need of surgery 1(2.0)
INR at the time of bleeding
<2.0 7 (13.7)
2.0-3.0 15(29.4)
>3.0 29 (56.9)

Figures in parentheses are percentages. ISTH = International
Society on Thrombosis and Haemostasis.

In the final adjusted model, the following covariates
were included: unstable dose, concomitant amiodarone,
history of deep vein thrombosis and/or pulmonary em-
bolism, ischemic heart disease and age >80 years. The
Grennesby and Borgan goodness-of-fit test results failed
to reach significance (p = 0.59), indicating a good overall
fit of the final model.

The adjusted HR for carriers of any variant allele of
CYP2C9 (*2 and/or *3) and major bleeding was 1.96
(95% CI 1.08-3.56, p = 0.027). There was an even high-
er risk for homozygotes of the CYP2C9 variant allele:
HR.q4j = 4.1, 95% CI 1.38-12.18 (p = 0.011). In contrast,
wild-type status (*1/*1) in the CYP2C9 gene carried a sig-
nificantly lower risk of MBE (HRq; = 0.51, 95% CI 0.28-
0.93, p = 0.027). This result retained significance even
when adjusted for the concomitant AA haplotype of the
VKORCI gene (HR,q4;=0.5,95% CI0.27-0.91, p = 0.023).

When the analyses were restricted to individual CYP-
2C9 genotypes (e.g., *1/*3) and not to an allele carrier
status, the HR estimates became unstable due to the much
smaller sample size, although holding significance. The
highest risk carried homozygotes for allele *3 (HR,qg; =
74.7,95% CI 6.5-859.0, p = 0.001) and homozygotes for
allele *2 (HR,gj = 10.2, 95% CI 1.3-82.3, p = 0.029), al-
though there was only 1 patient for each of these geno-
types in the cohort who suffered major bleeding.

In the adjusted Cox proportional hazards model, nei-
ther the VKORC1 AA nor the BB HRs for bleeding were
statistically significant: HR,gj aa = 1.8 (95% CI 0.97-3.5,
p = 0.06) and HR; g 0.59 (95% CI 0.30-1.1, p = 0.12).
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Table 3. Patient genotypes

Variable Patients with Patients without All patients Groups (major Population Groups (all study pa-
MBE MBE in the study  bleeding vs. con- sample tients and population
(n=51) (n=143) (n=194) trol) differed signifi- (n = 1,839) sample) differed signif-

cantly! (p < 0.05) icantly! (p < 0.05)

CYP2C9

1 allele carrier, wild type (*1/*1) 29 (56.9) 99 (69.2) 128 (66.0) 0.109 1,232 (67.0) 0.775

*1/*2 10 (19.6) 26 (18.2) 36 (18.6) 0.822 326 (17.7) 0.774

*1/*3 8 (15.7) 14 (9.8) 22 (11.3) 0.254 216 (11.7) 0.867

*2/*2 1(2.0) 0 1(0.5) 0.263 6(0.9) 1.000

*2/*3 2(3.9) 4(2.8) 6(3.1) 0.653 37(2.0) 0.294

*3/*3 1(2.0) 0 1(0.5) 0.263 2(0.7) 1.000

*2 allele carrier 13 (25.5) 30 (21.0) 43 (22.2) 0.505 379 (20.6) 0.611

*3 allele carrier 11 (21.6) 18 (12.6) 29 (14.9) 0.123 265 (14.4) 0.839

*2 or *3 allele carrier 22 (43.1) 44 (30.8) 66 (34.0) 0.109 607 (33.0) 0.775

VKORC1

AA (low-dose) haplotype 16 (31.4) 14 (9.8) 30 (15.5) <0.001 255(13.9) 0.542

AB haplotype 23 (45.1) 67 (46.9) 90 (46.4) 0.829 816 (44.4) 0.590

BB (high-dose) haplotype 12 (23.5) 62 (43.4) 74 (38.1) 0.012 760 (41.3) 0.391

CYP2C9 and VKORCI variant allele number

0 VA 8(15.7) 43 (30.1) 51 (26.3) 0.045 540 (29.4) 0.370

1 VA 15 (29.4) 63 (44.1) 78 (40.2) 0.067 746 (40.6) 0.923

2VA 18 (35.3) 30 (21.0) 48 (24.7) 0.042 419 (22.8) 0.537

3VA 10 (19.6) 7 (4.9) 17 (8.8) 0.001 124 (6.7)  0.292

3 VA (1 x CYP2C9 +2 x VKORC1) 7(13.7) 6(4.2) 13 (6.7) 0.043 90 (4.9) 1.000

3 VA (2 x CYP2C9 + 1 x VKORC1) 3 (5.9) 1(0.7) 4(2.1) 0.056 34(1.9) 1.000

4VA 0 0 0 not applicable 10(0.5) 0.612

Figures in parentheses are percentages. VA = Variant allele.
! Using the y? test or likelihood ratio, as appropriate.

Most importantly, the highest bleeding risk was associ-
ated in patients with a combination of variant alleles for
both genes - CYP2C9 and VKORCI. Three variant allele
patients had an adjusted HR for major bleeding of 4.34
(95% CI1.95-9.65, p < 0.001). In fact, 10 out of 17 patients
with 3 variant alleles in our cohort had a major bleeding
complication. There are two possible combinations re-
garding 3 variant alleles, i.e. 1 variant in CYP2C9 plus 2
variants in VKORC], or 2 in CYP2C9 and 1 in VKORC1
gene. Both combinations carried a significant risk, with
variant homozygotes in CYP2C9 having a higher risk
(HRuqj 2va cypaco 1va viorer = 9-54, 95% CI 2.65-34.40,
p = 0.001; HRyq; 1va cyp2c9 2va vrorct = 3.0, 95% CI 1.19~
7.51, p = 0.02; for additional details, see table 4). The risk
of major bleeding in the initiation and maintenance phas-
es of warfarin therapy was significant only for patients with
3 variant alleles in both phases of therapy, with the higher
risk in the initiation phase (HR,4j = 12.23, 95% CI 1.08-
138.48, p = 0.043) than in the maintenance phase (HR,q; =
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3.65,95% CI 1.51-8.85, p = 0.004). Due to the small num-
ber of patients with MBE in the initiation phase, the results
for other genotypes were not significant although there
was a trend for a higher bleeding risk in variant allele car-
riers and a lower bleeding risk in wild-type patients. In the
maintenance phase of therapy, we observed a higher bleed-
ing risk in carriers of allele *2 and *3 of the CYP2C9 gene
(HR,qj = 1.95, 95% CI 1.03-3.69, p = 0.04) and a corre-
spondingly lower risk in patients with wild-type CYP2C9
genotype (HR,gj = 0.54, 95% CI 0.27-0.97, p = 0.04).

Minor bleedings alone were not significantly associ-
ated with individual genotypes (data not shown). When
we grouped major and minor bleedings as a single vari-
able, there was a significant risk for all bleeding episodes
in patients with 3 variant alleles (HR,q; = 2.28, 95% CI
1.14-4.55, p =0.02), in patients with the CYP2C9 *2 allele
(HRadj =2.07, 95% CI 1.28-3.34, p = 0.003) and in pa-
tients with the *3 allele (HRadj =1.80, 95% CI 1.02-3.15,
p = 0.041).
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Table 4. Adjusted HR for bleeding event by individual genotypes!

Risk factor Level of signifi- ~ HR 95% CI
cance (p < 0.05)

lower upper
CYP2C9 *1/*1 (wild type) 0.027 0.510 0.281 0.926
CYP2C9 *1/*2 0.609 1.215 0.577 2.560
CYP2C9 *1/*3 0.183 1.735 0.772 3.902
CYP2C9 *2/*2 0.029 10.199 1.264 82.286
CYP2C9 *2/*3 0.327 2.084 0.480 9.049
CYP2C9 *3/*3 0.001 74.678 6.492 859.007
CYP2C9 *2 allele carrier (*1/*2, *2/*2, *2/*3) 0.236 1.509 0.764 2.978
CYP2C9 *3 allele carrier (*1/*3, *2/*3, *3/*3) 0.040 2.089 1.035 4.217
CYP2C9 *2 and/or *3 allele carrier (*1/*2, *¥1/*3, ¥2/*2, *2/*3, *3/*3) 0.027 1.962 1.080 3.563
CYP2C9 *2 and/or *3 allele homozygote (*2/*2, *2/*3, *3/*3) 0.011 4.103 1.382 12.176
VKORCI AA haplotype (low dose) 0.060 1.841 0.974 3.479
VKORCI AB haplotype (intermediate dose, wild type) 0.964 1.013 0.570 1.801
VKORCI BB haplotype (high dose) 0.116 0.588 0.304 1.140
0 VA 0.152 0.569 0.264 1.230
1 VA 0.142 0.613 0.319 1.179
2 VA 0.376 1.322 0.713 2.451
3VA <0.001 4.340 1.951 9.654
3 VA (1 x CYP2C9 + 2 x VKORC1) 0.020 2.989 1.190 7.508
3 VA (2 x CYP2C9 + 1 x VKORC1) 0.001 9.542 2.647 34.396

VA = Variant allele.

! Adjusted for unstable dose, amiodarone, deep vein thrombosis/pulmonary embolism, ischemic heart disease, age >80 years.

Discussion

Our study reports an association of the total number
of CYP2C9 and VKORCI variant alleles with the occur-
rence of bleeding complications in warfarin-treated pa-
tients. Our results suggest that the risk of major bleeding
is present in carriers of 3 variant alleles during the whole
follow-up, including the maintenance phase of warfarin
therapy.

The strongest association of bleeding risk was found
with the total variant allele count of both genes (CYP2C9,
VKORCI1), despite some previous evidence suggesting no
significant association of the VKORCI genotype with
bleeding complications [6, 13]. Importantly, there was a
warfarin dose-dependent effect with risk significance as-
cending: CYP2C9 *1/*1 + VKORC1 B/B < CYP2C9 *1/*1
+ VKORC1 A/B < CYP2C9 *1/*2 + VKORC1 B/B. The
finding of a higher bleeding risk in carriers of 3 variant
alleles was consistent through both phases of therapy, i.e.
in the first 3 months but also in the maintenance phase.
Moreover, this association remains consistent when ma-
jor and minor bleedings were combined. Due to very low
numbers of patients with 4 variant alleles [10 (0.5%) out

Genomics and Bleeding Risk after
Warfarin Therapy

of 1,839 patients analyzed in our laboratory], we suspect
that the bleeding risk would be even higher than in 3 vari-
ant allele patients. We could only speculate about the
mechanism of influence of the variant genotype on bleed-
ing risk during the maintenance phase. The most plausi-
ble could be the fact of lower dosing requirements with a
consequently lower stability of warfarin steady state with
unexpected changes in drug elimination or intake (i.e. in-
fections, dehydration, errors in dosing, and others).

Our results confirmed previous reports describing a
higher risk of major bleeding in patients with variant
polymorphisms of the CYP2C9 gene. The major single
genetic marker for predicting bleeding in our cohort ap-
pears to be a variant polymorphism of the CYP2C9 gene:
alleles *2 and *3. The evidence base for a higher bleeding
risk in variant CYP2C9 patients is substantial; however,
the comparison of bleeding outcomes is complicated due
to the significant variability in terms of study methodol-
ogy, data collection, especially different risk analysis ap-
proaches, and definitions of bleeding. Published risk as-
sessment data from original studies for carriers of variant
versus wild-type alleles of the CYP2C9 gene range from
HR 2.39 (1.18-4.86) [4] to 3.18 (1.30-7.78) [6] for major
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bleeding complications, although different definitions,
such as serious, major and life threatening, were applied.
More comparable data can be yielded for total bleeding
event count. In the meta-analysis done by Sanderson et
al. [20], the relative risk of bleeding was reported as 1.91
(1.16-3.17) for carriers of allele *2, 1.77 (1.07-2.91) for
allele *3, and 2.26 (1.36-3.75) for at least one of alleles *2
or *3. A more recent meta-analysis by Jorgensen et al. [21]
concluded that CYP2C9 *2 allele carriers of Caucasian
origin do not carry a significant risk of bleeding and that
only *3 allele carriers do have a significant risk of bleed-
ing. The limitations include a low number of patients, a
nonhomogenous control group and rigorous inclusion of
all bleeding complications including minor bleeding [19].
Some of the previous reports have shown that minor
bleeding episodes alone were not significantly linked with
variant genotype, and most of the previous significant re-
sults were found only in selected populations of major
bleeding complications [4, 6, 13]. Minor bleeding events
in our cohort were not influenced by variant genotype
either. There is an unavoidable possible bias involved in
evaluating the cause of minor bleedings derived exclu-
sively from self-reported history (minor trauma vs. spon-
taneous) since patients were not usually seen immediate-
ly by medical professionals and properly adjudicated.
Therefore, we concentrated on major bleeding complica-
tions in our analysis.

Further, due to a comparatively longer follow-up du-
ration in the index study, it was suggested that patients
with variant genotype (3 variant alleles and variant CYP-
2C9) retain a significantly higher bleeding risk in the
maintenance phase of therapy. This is similar to results
reported by Higashi et al. [4] and may impact possible
clinical strategies to switch stabilized patients to newer
anticoagulants.

Some limitations of our study are worth mentioning
aside from sample size and retrospective design chosen
due to overall low incidence of major bleeding complica-
tions. The results for bleeding risk estimates of less fre-
quent genotypes in our cohort should be interpreted with
caution due to potential statistical instability. However,
6.9 episodes of MBE per 100 patient-years in our cohort
are well in line with available evidence. Although there
was a lower proportion of major bleedings in the initia-
tion phase of our cohort than expected, a possible expla-
nation could be the fact that the majority of patients were
initiated on warfarin under rigorous daily monitoring in
an inpatient hospital setting. The source of potential bias
could also be that some potential risk factors for bleeding
were not collected or assessed, such as leukoaraiosis or
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asymptomatic cerebral microbleeds. The higher inci-
dence of stroke in the control group could be caused by
referral from neurology departments. With the rapid ad-
vent of new anticoagulants (dabigatran, apixaban, rivar-
oxaban and others), there will still be a place for warfarin
in the foreseeable future due to its cost and well-proven
efficacy in preventing thromboembolic events at least in
some regions dependent on health care funding. It is well
known that if the treatment is well conducted for a longer
time within the therapeutic range, the incidence of bleed-
ing and thromboembolic adverse events during warfarin
therapy is low. Moreover, the superiority of novel agents
would be significantly less pronounced in well-managed
patients, as shown for dabigatran in the secondary analy-
ses of the RE-LY trial [22]. Hypothetically, if patients with
3 or 4 variant alleles would be switched from warfarin to
new oral anticoagulants from the beginning, the differ-
ence in bleeding complications between drugs will be
much less pronounced. Finally, further studies should
evaluate affiliated costs more precisely, especially consid-
ering that warfarin is cheap around the world. In conclu-
sion, we have confirmed a higher risk for major bleeding
complications on warfarin therapy for carriers of 3 vari-
ant alleles in the CYP2C9 and VKORCI genes. The high-
er risk of major bleeding in patients with 3 variant alleles
is pronounced during initiation as well as during the
maintenance phase of warfarin therapy. The assessment
of the total variant allele count in CYP2C9 and VKORC1
genes could be further exploited as a simplified and more
valid biomarker of a higher bleeding risk in warfarin-
treated patients than just the assessment of the variant
CYP2C9 allele carrier status alone. This information
could guide clinicians weighing benefits and risks of an-
ticoagulation with warfarin when making a clinical deci-
sion between warfarin and new anticoagulant agents.

Acknowledgements

We would like to thank Ivana Hadacova, Jitka Segethovd, Hana
Magerova, Ondfej Chudomel, Jaroslava Schwabovéa and Barbora
Urbanova for patient referral, Zuzana Lacinovd, Dana Bielmac-
zova, Vojtéch Kaplan and Simona Martinkova for DNA analysis
and Katarina Ruzinov4, Hana Harazimové and Katetina Stovicko-
va for their technical and data management assistance.

This study was supported by the Grant Agency of the Ministry
of Industry of the Czech Republic (FR-TI 1/399).

Tomek et al.

22 AM

va v Praze
/12/2013 11:55



References

1 Wadelius M, Chen L, Lindh J, Eriksson N, 8 Margaglione M, Colaizzo D, D’Andrea G, 16 Database of Single Nucleotide Polymor-
Ghori M, Bumpstead S, Holm L, McGinnis R, Brancaccio V, Ciampa A, Grandone E, Di phisms (DBSNP). Bethesda, National Center
Rane A, Deloukas P: The largest prospective Minno G: Genetic modulation of oral antico- for Biotechnology Information, National Li-
warfarin-treated cohort supports genetic agulation with warfarin. Thromb Haemost brary of Medicine (DBSNP buildID: 119/137).
forecasting. Blood 2009;113:784-792. 2000;84:775-778. http://www.Ncbi.Nlm.Nih.Gov/snp/snp_ref.

2 International Woarfarin Pharmacogenetics 9 Rieder M, Reiner A, Gage B, Nickerson D, Eby Cgi?Rs=9934438.

Consortium, Klein TE, Altman RB, Eriksson C, McLeod H, Blough D, Thummel K, Veen- 17 Schulman S, Kearon C, Subcommittee on
N, Gage BF, Kimmel SE, Lee MT, Limdi NA, stra D, Rettie A: Effect of VKORCI1 haplo- Control of Anticoagulation of the Scientific
Page D, Roden DM, Wagner M]J, Caldwell types on transcriptional regulation and war- and Standardization Committee of the Inter-
MD, Johnson JA: Estimation of the warfarin farin dose. N Engl ] Med 2005;352:2285- national Society on Thrombosis and Haemo-
dose with clinical and pharmacogenetic data. 2293. stasis: Definition of major bleeding in clinical
N Engl ] Med 2009;360:753-764. 10 Sconce E, Khan TI, Wynne HA, Avery P, investigations of antihemostatic medicinal

3 Tomek A, Matoska V, Eisert C, Serebruany Monkhouse L, King BP, Wood P, Kesteven P, products in non-surgical patients. ] Thromb
VL: Optimization of anticoagulation with Daly AK, Kamali F: The impact of CYP2C9 Haemost 2005;3:692-694.
warfarin for stroke prevention: pharmacoge- and VKORCI genetic polymorphism and pa- 18 Grennesby JK, Borgan @: A method for
netic considerations. Am J Ther 2011;18:¢55— tient characteristics upon warfarin dose re- checking regression models in survival analy-
€e66. quirements: proposal for a new dosing regi- sis based on the risk score. Lifetime Data Anal

4 Higashi M, Veenstra DL, Kondo LM, Witt- men. Blood 2005;106:2329-2333. 1996;2:315-328.
kovsky AK, Srinouanprachanhto SL, Farin 11 Wadelius M, Chen LY, Downes K, Ghori J, 19 MayS, Hosmer DW: A cautionary note on the
FM, Rettie AE: Association between CYP2C9 Hunt S, Eriksson N, Wallerman O, Melhus H, use of the Gronnesby and Borgan goodness-
genetic variants and anticoagulation-related Wadelius C, Bentley D, Deloukas P: Common of-fit test for the Cox proportional hazards
outcomes during warfarin therapy. JAMA VKORC1 and GGCX polymorphisms associ- model. Lifetime Data Anal 2004;10:283-291.
2002;287:1690-1698. ated with warfarin dose. Pharmacogenomics 20 Sanderson S, Emery ], Higgins J: CYP2C9

5 Joffe H, Xu R, Johnson F, Longtine J, Kucher ] 2005;5:262-270. gene variants, drug dose, and bleeding risk in
N, Goldhaber S: Warfarin dosing and cyto- 12 Schwarz U, Ritchie M, Bradford Y, Li C, warfarin-treated patients: a HuGEnet system-
chrome P450 2C9 polymorphisms. Thromb Dudek S, Frye-Anderson A, Kim R, Roden D, atic review and meta-analysis. Genet Med
Haemost 2004;91:1123-1128. Stein C: Genetic determinants of response to 2005;7:97-104.

6 Meckley L, Wittkowsky A, Rieder M, Rettie A, warfarin during initial anticoagulation. N 21 Jorgensen AL, FitzGerald RJ, Oyee ], Pir-
Veenstra D: An analysis of the relative effects Engl ] Med 2008;358:999-1008. mohamed M, Williamson PR: Influence of
of VKORCI and CYP2C9 variants on antico- 13 Limdi NA, Mcgwin G, Goldstein J, Beasley T, CYP2C9 and VKORCI1 on patient response to
agulation related outcomes in warfarin pa- Arnett DK, Adler BK, Baird MF, Acton R: In- warfarin: a systematic review and meta-anal-
tients. Thromb Haemost 2008;100:229-239. fluence of CYP2C9 and VKORCI 1173C/T ysis. PloS One 2012;7:e44064.

7 Aithal G, Day C, Kesteven P, Daly A: Associa- genotype on the risk of hemorrhagic compli- 22 Wallentin L, Yusuf S, Ezekowitz MD, Alings
tion of polymorphisms in the cytochrome cations in African-American and European- M, Flather M, Franzosi MG, Pais P, Dans A,
P450 CYP2C9 with warfarin dose require- American patients on warfarin. Clin Pharma- Eikelboom J, Oldgren J, Pogue J, Reilly PA,
ment and risk of bleeding complications. Lan- col Ther 2008;83:312-321. Yang S, Connolly SJ, RE-LY investigators: Ef-
cet 1999;353:717-719. 14 Lindh JD, Holm L, Dahl ML, Alfredsson L, ficacy and safety of dabigatran compared with

Rane A: Incidence and predictors of severe warfarin at different levels of international

bleeding during warfarin treatment. ] Thromb normalised ratio control for stroke preven-

Thrombolysis 2008;25:151-159. tion in atrial fibrillation: an analysis of the RE-
15 Levine MN, Raskob G, Kearon C, Schulman LY trial. Lancet 2010;376:975-983.

S: Hemorrhagic complications of anticoagu-
lant treatment. Chest 2004;126:287S-310S.

Cardiology 2013;125:182-191
DOI: 10.1159/000350407

Genomics and Bleeding Risk after 191

Warfarin Therapy

195.113.40.7 - 6/12/2013 11:55:22 AM

Univerzita Karlova v Praze

Downloaded by:



ORIGINAL ARTICLE

PUVODNI PRACE

Presnost farmakogenetickych algoritm
pro vypocet denni davky warfarinu

Accuracy of Pharmacogenetic Algorithms
in Predicting Warfarin Daily Dose

Souhrn

Uvod: Pii lé¢bé warfarinem je zapotiebi uZivat siroké rozpéti davky k udrZeni terapeutického INR
s nutnosti ¢astych kontrol a naslednych korekci. Na individualni senzitivité se mimo negenetic-
kych faktort podili individudini geneticka vybava — polymorfizmy genti CYP2C9 a VKORCT. Na
zakladé farmakogenetiky je mozné pred zahajenim terapie odhadnout vypoctem individudlni
davku warfarinu. Cil: Ovéfit rozlozeni polymorfizmd gent CYP2C9 a VKORCT v Ceské populaci
a srovnat skute¢nou denni davku warfarinu s davkou vypoctenou pomoci tfi publikovanych
farmakogenetickych algoritmt. Soubor a metodika: Genotypizace CYP2C9 a VKORCT byla
provedena u 1 972 pacientl. Pfesnost vypoctu davky byla ovéfena na souboru 280 pacient
se zndmou stabilizovanou davkou warfarinu. Byla provedena genotypizace polymorfizmd
ovliviujicich davku warfarinu (alely *1, *2 a *3 CYP2C9, haplotypy A a B genu VKORCT).
Od pacientt byly ziskény tdaje relevantni pro vypocet davky warfarinu podle porovnavanych
algoritm( a skute¢né uzivana davka warfarinu. Vysledky: Variantni genotyp CYP2C9 spojeny
se snizenou metabolizaci warfarinu byl v populac¢ni kohorté pfitomen nasledovné: heterozy-
goti 11,6 %, homozygoti 1,1 %. Haplotyp A/A VKORCT spojeny s vyssi citlivosti na warfarin
byl zastoupen ve 14 %. Standardni ocekdvatelnou davku warfarinu maji pacienti s Zadnou
(29,2 %) nebo jednou variantni alelou (41,5 %). Hodnoty koeficientu determinace (R2) jed-
notlivych algoritm byly: podle Andersona 21,9 %, Gage 23,8 % a Sconceové 58,4 %. Zavér:
Nejvétsi presnosti dosahuje na nasi kohorté algoritmus Sconceové, kdy ma pacient 4krat vétsi
sanci, ze vypoctena davka bude + 20 % skutecné davky proti ostatnim algoritmdm. PouZiti
farmakogenetickych algoritmd je pfesné u pacientd viech vahovych kategorii, pacientt nad
80 let, neni vSak vyhodné u pacientl do 40 let véku.

Abstract

Introduction: Warfarin is used in a wide range of doses and requires frequent INR monitoring
with respective dose adjustment. Intra-individual variability of warfarin dose is determined by
the individual genotype and CYP2C9 and VKORC1 gene polymorphisms. Pharmacogenetic
algorithms could be used to predict the daily dose of warfarin even before the initiation of war-
farin treatment. Aim of study: To assess frequency of CYP2C9 and VKORC1 polymorphism in
the Czech population and to compare empirical daily dose of warfarin with the dose predicted
by three previously published pharmacogenetic algorithms. Methods: CYP2C9 (alleles *1,
*2 and *3) and VKORC1 (haplotypes A and B) genotyping was performed in 1972 patients.
Accuracy of warfarin daily dose prediction was assessed in a cohort of 280 patients with com-
plete relevant clinical data and on a stable dose of warfarin. Results: The heterozygous form of
the variant genotype of CYP2C9 (reduced warfarin metabolism) was present in 11.6 % of pa-
tients in our cohort, the homozygous form was found in 1.1%. VKORC1 haplotype A/A (lower
sensitivity for warfarin) was present in 14% of the cohort. Standard expected mean dose of
warfarin was used by patients with no (29.2%) or 1 variant allele (41.5%). Coefficients of
determination (R2) of the respective assessed algorithms were: Anderson 21.9%, Gage 23.8%
and Sconce 58.4%. Conclusion: The algorithm by Sconce et al. provided the highest agree-
ment between the predicted and empirical daily dose, with 4—fold higher probability that the
predicted dose will be + 20% of the empirical dose compared to other assessed algorithms.
Pharmacogenetic algorithms were found to be useful in patients of all body weight categories
and in patients older than 80 years but not in patients younger than 40 years.
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PRESNOST FARMAKOGENETICKYCH ALGORITMU PRO VYPOCET DENNi DAVKY WARFARINU

Uvod
Warfarin zdstava v CR prvni volbou mezi
antikoagula¢nimi léky u pacientl s kardio-
embolickym iktem. Tuto pozici si u nas,
i pfes rapidni nastup novych antikoagulan-
cif (dabigatran, rivaroxaban, v tomto roce
vyhledové i apixaban), udrZi jesté nejméné
nékolik let. DGvodem jsou aktualné platna
pravidla Uhrady dabigatranu a rivaroxa-
banu zdravotnimi pojistovnami, kdy je nej-
dive nutné vyzkouset warfarin a teprve po
jeho selhdni je mozné nasadit nové antikoa-
gulans. Nutnou podminkou je vzdy pecliva
klinicka praxe se snahou o vysoky ¢as v te-
rapeutickém rozmezi, adekvatni zahajovaci
dévka, spravna frekvence kontrol INR a op-
selfmonitoringu INR a farmakogenetiky.
Navic pokud dosahneme nejméné 70 %
Casu v terapeutickém rozmezi (2,0 az 3,0),
pak je efektivita warfarinu shodna s no-
vymi peroralnimi antikoagulancii [1].
Klicovy moment warfarinizace, kdy je
velky prostor pro zasadni komplikace,
predstavuje pravé okamzik hledani spravné
davky warfarinu a jeji stabilizace. Dennf
déavka warfarinu se u jednotlivych pacientt
velmi lisi (od 0,5 do 25mg ). Podkladem
odlisnosti jsou za prvé faktory negenetické
(vék, pohlavi, vyska, vaha, rendini a hepa-
talni funkce, 1ékové interakce, aktudlni vy-
ladéni koagulac¢ni kaskady a dalsi), které
vysvétluji 30-50 % variability, a za druhé
faktory genetické. Vliv genetiky na denni
davku byl studovan u nejméné 40 gen,
nejvétsi vliv je viak pfisuzovan genlm
CYP2C9 a VKORCT, které vysvétli asi 40 az
60 % variability davky.

CYP2C9

Gen CYP2C9 kéduje jeden z enzymU sys-
tému cytochromu P450, izoenzymu 2C9,
ktery urcuje rychlost odbourdvani warfa-
rinu (farmakokinetika). V nasi populaci
prevlada alela *1 v homozygotni formé
*1/*1. Variantni alely *2 a *3 genu
CYP2C9 jsou signifikantné spojeny s nizsi
nez obvyklou davkou warfarinu [2,3],
¢astéjsim INR nad terapeutickym roz-
mezim, vys$si pravdépodobnosti predav-
kovani [2,4], delsim casem nad tera-
peutickym rozmezim [5], delsim casem
k dosaZeni stabilizace davky [2] a vy33im
rizikem krvacivych komplikaci [2,6,7].

VKORC1
Gen VKORCT, ktery kéduje podjednotku
1 enzymového komplexu vitamin-K-epo-

xidreduktazy (cilovy enzym blokovany
warfarinem), a urcuje tak individualni
.Citlivost” na podany warfarin (farma-
kodynamika). Variantni haplotyp genu
VKORCT (haplotyp A, vysoka senzitivita
na warfarin) je vyznamné spojen s nizsf
davkou warfarinu [8-11] a méné vy-
znamneé s kratSim casem k dosaZeni te-
rapeutického rozmezi s pravdépodob-
néjsim predavkovanim [5,12]. Riziko
krvacivych komplikaci pro nosi¢e haplo-
typu A je v rlznych studiich nevyznamné
vyssi nebo shodné oproti nosi¢dm nej-
Castéjsiho haplotypu indoevropské po-
pulace AB [5,12,13]. Vz4cné bodové mu-
tace v genu VKORCT (kodony 29, 45, 58,
66, 128) jsou odpovédné za farmakody-
namicky typ rezistence na warfarin, ktery
je obycejné definovan jako denni davka
vy$3i nez 25mg a soucasné zvysend sé-
rova koncentrace warfarinu pro dosazeni
terapeutického rozmezi [14,15]. Popu-
la¢ni frekvence téchto mutaci nenf pfesné
znama, ale jedna se o velmi vzacny stav
popsany jen v individualnich pfipadech.

Celkové mulZeme najit v popu-
laci 18 rlznych kombinaci polymorfi-
zm0 CYP2C9 (*1, *2 a *3) a haplotypl
VKORC1 (AA, A/B a B/B). Toto rozdé-
leni na 18 podskupin je vsak dosti ne-
praktické, a je tak snaha o zjednoduseni
vyuzitelné v klinické praxi. Podivame-li
se na pocet variantnich alel obou gent
(CYP2C9 a VKORCT), soucasné pak md-
Zeme rozdélit vSechny pacienty podle cel-
kového poctu variantnich alel obou gend.
Logicky tak ma kazdy pacient nula az Ctyfi
variantni alely (dvé kopie kazdého genu
od obou rodi¢l). Nejvice redukovanou
davku warfarinu — typicky kolem 1mg
denné — maji nosici Ctyr variantnich alel.

Mdzeme pouzit tfi zakladni strategie
nasazeni warfarinu:

1. empirické nasazeni zédkladni davkou
(2,5 ¢i 5 nebo 10mq) v prvnich dnech
s naslednymi korekcemi podle INR,

2. odhad davky podle algoritmu vyuZiva-
jictho klinicka data pacienta (vék, ko-
morbidity atp.) a

3. odhad davky podle individualniho far-
makogenetického profilu pacienta.

Hlavnim cilem farmakogenetického vy-
Setfeni je stanoveni odhadu denni davky
warfarinu jesté pred zahajenim vlastni
lé¢by. K tomuto cili Ize pouzit tfi zékladni
postupy. Prvnim jsou davkovaci tabulky,

v nichZ pokud znédme genotyp pacienta,
najdeme rozmezi, kde se s rlizné vysokou
pravdépodobnosti bude nachdzet denni
davka individuélniho pacienta (napf. pro
genotyp CYP2C9 *1/*1 a VKORC A/B:
5 az 7mg denné). Tento postup (v¢etné
davkovaci tabulky) doporucuje napfiklad
americka FDA. Pfesnost této predikce viak
napf. v praci Finkelmana et al [16] dosahla
tabulka Uspésné predikce (+/- 20 % denni
davky) jen u 43 % pacientd.

Druhym postupem je vyuziti farmako-
genetického algoritmu, tj. regresni ana-
lyzou vytvoreného komplexniho vzorce,
kde pro vypocet odhadované denni davky
dosazujeme klinickd a genetickd data
jednotlivého pacienta. Takovychto algo-
ritmd byla publikovéna celd fada a pou-
Zivaji odlisné vstupni parametry. Mezi
nejcastéji uzivané vstupni klinické charak-
teristiky pacient patfi dobre kvantifiko-
vatelné parametry, jako jsou pohlavi, vék,
vySka a vaha. V rlizné mife byly zkouseny
i dalsi, jiz hare kvantifikovatelné parame-
try, jako jen napf. pfitomnost rendiniho
¢i hepatalniho onemocnéni nebo uzivani
lékt ovliviiujicich davku warfarinu (induk-
tory nebo inhibitory jaterniho cytochromu
P450). Presnost predikce jednotlivych al-
goritmU je udédvdna hodnotou koefi-
cientu determinace (R?), kterd mUze na-
byvat hodnoty od 0 % (absolutni chyba)
do 100 % (zcela pfesny odhad). U publi-
kovanych vzorcl se hodnota R? pohybuje
od 31 do 62 % [17].

Tretim postupem, ktery vsak ztraci
hlavni plvab metodiky (tj. predikce jesté
pred zahdjenim lécby), ale zato dosahuje
nejvyssi presnosti, je provedeni vypoctu
farmakogenetickym algoritmem az po né-
kolika dnech od zahajeni lécby. Dosazu-
jeme do vypoctu ,prlbézny mezivysledek
INR” (napt. po tfech dnech podavani war-
farinu), coz ndm umozni zapocitat aktualni
reakci pacienta na podany warfarin jesté
pred dosazenim stabilizace davky. Tento
postup obejde problém Spatné kvantifi-
kovatelnych vstupnich charakteristik pa-
cienta: celkové aktudini naladéni stavu
koagulace, dietarni obsah vitaminu K,
Uroven jaterniho metabolizmu, indivi-
dudlni vstupni hladiny koagula¢nich fak-
torQ a jiné. Znalost prabézného INR vede
k vy33i pfesnosti vypoctu, R? se pohybuje
od 69 do 72 % [18,19], ale nezabrani vy-
znamnému predavkovani pacientd s velmi
nizkou davkou v prvnich dnech Iécby.
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Cil prace

Cilem nasi studie bylo:

1. ovéfit populacni rozloZeni variant gen(
odpovédnych za denni davku warfa-
rinu, tj. alel genu CYP2C9 a haplotypt
genu VKORCT, v Ceské populaci a

2. porovnat presnost a klinicky pfinos vy-
branych publikovanych farmakogene-
tickych algoritm@ na nasem souboru
pacientl se zndmou, empiricky ziska-
nou a stabilizovanou davkou warfarinu.

Soubor a metodika

V roce 2007 jsme zavedli molekularné ge-
netické vysetfeni genl CYP2C9 a VKORCT.
Genomova DNA byla izolovéna z Zil-
niho nabéru pomoci izola¢niho kitu (PU-
REGENE - Blood Kit, Qiagen Inc., Chat-
sworth, California, USA). Genomova
DNA byla amplifikovana polymerazo-
vou fetézovou reakci (MultiGene, Lab-
net International, Inc., New Jersey, USA)
s vyuzitim kitového master mixu (kata-
logové ¢. HRLS-ASY-0006, Idaho Tech-
nology Inc., Utah, USA), primert a sond
ndmi vyvinutych specificky pro detekci
alel *2 a *3 genu CYP2C9 a komerc¢né
dostupného kitu pro detekci polymorfi-
zmu -1639-A>G (kat. ¢. HRLS-ASY-007,
HRLS-ASY-0010, HRLS-ASY-0011, Idaho
Technology Inc., Utah, USA). Genoty-
pizace byla provedena technikou HRM
(High Resolution DNA Melting) na sys-
tému LightScanner (Idaho Technology
Inc., Utah, USA). Pacienti, u nichZ byl na-
sazovan warfarin, byli indikovani k vyset-
feni ze zucastnénych pracovist (FN v Mo-
tole, Nemocnice Na Homolce, Nemocnice
Chomutov, o. z.).

Byla vytvorena pocitacova databdaze pro
zaddvani klinickych dat pacientd. Klinické
Udaje (celkem vice nez 150 polozek) za-
hrnovaly mj. vék, vysku, vahu, indikace
lécby, komorbidity — napf. hypertenze,
DM, onkologickd onemocnéni, rendini
a hepatalni onemocnéni aj., soubéznou
dalsi medikaci, dotaznik na pfijem vita-
minu K v potrave, veSkeré Udaje spojené
s lé¢bou warfarinem — denni davku, pocet
zmén této davky, vysledky INR. Klinicka
data byla ziskavana pfi pravidelnych kont-
roladch, prochdzenim nemocnicnich infor-
macnich systémd anebo strukturovanym
telefonickym dotaznikem.

Soubor pro vstupni analyzu ¢ital
1 972 pacientd s provedenym tes-
tem DNA. Do souboru pro vlastni ana-
lyzu presnosti algoritm0 bylo zafazeno

280 pacientd s kompletnimi klinickymi
Udaiji, ktefi navic splfiovali kritérium stabi-
lizace na lécbé. Stabilita byla definovana
jako Ié¢ba nejméné 90 dnl a zéroveri po-
sledni dva nasledné nabéry INR v terapeu-
tickém rozmezi (pro laboratorni chybu
definovéno jako 1,8 az 3,2) v odstupu
nejméné 30 dnl na stejné denni davce
warfarinu. Jina selekce nebyla uplatnéna.
Volba mezi ndm dostupnymi publiko-
vanymi farmakogenetickymi algoritmy
(celkem 16 algoritmd) byla ucinéna na
zakladé jejich publikované presnosti na
daném validizacnim souboru (co nejvyssi
hodnota R2) a také podle etnicity validi-
za¢niho souboru, kdy pro vyznamnou
odliSnost mezi jednotlivymi etniky byly
vybrany jen algoritmy pro populaci kav-
kazského typu. Pro porovndni presnosti
byly zvoleny tfi nasledujici algoritmy vyu-
Zivajici pouze vstupni data dostupna jesté
pred zahdjenim vlastni warfarinizace:
® podle Sconceové et al [8]: vdenni
davka, mg = (0,628 — (0,0135 x [vék,
roky]) — (0,24 x [CYP2C9*2, pocet alel
0-2]) - (0,37 x [CYP2C9*3, pocet alel
0-2]) - (0,241 x [VKORC, 1-3 podle
haplotypul) + (0,0162 x [vy3ka, cm]))
® podle Gage et al [20]: denni
davka, mg = exp (0,9751 -
0,3238 x [VKORC, haplotyp 0-2 podle
haplotypu] + 0,4317 x [povrch téla,
m2] — 0,4008 x [CYP2C9*3, pocet
alel 0-2]-0,00745 x vék [roky] —
0,2066 x [CYP2C9*2, pocet alel
0-2] + 0,2029 x cilové INR —
0,2538 x [amiodaron, 0 nebo 1] +
+ 0,0922 x [koufeni, 0 nebo 1] —
—0,0901 x [afroamericka rasa,
0 nebo 1] + 0,0644 x [DVT/PE, 0 nebo 1]
® podle Andersona et al [21: tydenni
davka,mg =1, 64 x expe [3,984 +
+ CYP2C9*1/*2 x (-0,197)
+ CYP2C9*1/*3 x (-0,360)
+ CYP2C9*2/*3 x (-0,947)
+ CYP2C9*2/*2 * (-0,265)
+ CYP2C9*3/*3 * (-1,892)
+ VKORC1-CT x (-0,304) +
+ VKORCI1-TT x (-0,569) + vék,
roky x (=0,009) + muzské pohlavi
(0,094) + vaha, kg (0,003)]

+
+
+
+
+

Vlastni porovnani algoritma

jsme provedli nasledujicimi

zpusoby:

1. linedrni regresni analyzou s vypoctem
koeficientu determinace (R2) mezi
hodnotami davky warfarinu skutecné

uzivanymi a vypoctenymi jednotlivymi
algoritmy,

2. porovnanim poctu pacientd s odchyl-
kou dévky skutecné uzivané a prediko-
vané algoritmem, kterd byla mensi nebo
vetsi nez 20 % uzivané davky s vyuzi-
tim McNemarovy modifikace chi-kvad-
rat testu s vypoctem poméru sanci (OR,
Odds Ratio) jednotlivych pacientd na
pfitomnost jejich predikované hodnoty
v takto definovanych pasmech. V pfi-
padé odchylky mimo pasma nas zaji-
mal pomér pacientl poddavkovanych
¢i predavkovanych podle algoritmu,

3. porovnanim pfitomnosti skute¢né uzi-
vané davky v pdsmu predikovaném na
zakladé vypoctu pro davku warfarinu
pro INR rozmezi 1,7 az 3,3 (porovndni
viz bod 2). Toto pasmo uvadime i v kli-
nické praxi pro lékare pouzivajici far-
makogenetické algoritmy k nasazeni
warfarinu a jeho vypocet je zaloZen na
korekci podle Gage et al [20].

Mimo porovnani pro cely soubor jsme
provedli déle arbitrarné definované pod-
skupinové analyzy presnosti jednotlivych
algoritmd pro pacienty s obecné obtiznou
warfarinizaci v klinické praxi — do 40 let
véku, starsi 80 let, leh¢ich nez 60kg a téz-
sich nez 100kg a pro skupiny pacientl
s atypicky nizkou a vysokou ddvkou war-
farinu (< 2,5mg a > 10mg denné).

Vsechny davky byly porovnavany na
zakladé vypoctené denni davky — u pa-
cientl uzivajicich nestejnou denni davku
a v pfipadé Andersonova algoritmu, kdy
je vypoctena tydenni davka. Pro ade-
kvatni srovnani mezi algoritmy byly upra-
veny algoritmy podle Sconceové a Ander-
sona na zakladé vysledkl Gage et al [22]
o korekci pro dopocet cilového INR,
které je jinak témito vzorci pocitano pro
INR 2,5. Pokud v3ak pacient ma jiné ci-
lové INR (napf. pfi mechanické chlopenni
nahradé), byl vypocet navysen o 11 %
davky pro vzestup INR o 0,5 podle
Gage et al [20].

Statistické analyzy byly provedeny v soft-
waru GraphPad Prism, v.4.0 (GraphPad
Software, La Jolla, California, USA) a SPSS
Statistics, v.18.0 (SPSS, Inc., Chicago, llli-
nois, USA).

Autori prohlasuji, ze studie na lidskych
subjektech popsana v manuskriptu byla
provedena v souladu s etickymi standardy
prislusné komise (instituciondlni a na-
rodni) odpovédné za provadéni klinickych
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BM->va =3vA =4vA

Tab. 1. RozloZeni jednotlivych genotypt v genech CYP2C9 a VKORCT
v kompletni geneticky vysetrené kohorté (n = 1 972).

CYP2C9 VKORCT VKORCT VKORCT Celkem
genotyp haplotyp B/B haplotyp A/B haplotyp A/A

*1/2  [1135(69%) |IISAMO%)N 60(3.1%)  349(17,8 %)
=13 [92@7%) |02E2%) 36(18%)  230(11,7 %)
*2/*2 14.(0,7 %) 1(0,05 %) 6(0,8 %)
*2/*3 13(0,7 %) 70,4 %) 40 (2,0 %)
*3/+3 8(0,4 %) 3(0,2 %) 12/(0,6 %)
Celkem  821(41,9%) 877 (44,7 %)  274(140%) 1972 (100 %)

Pocet variantnich alel (VA) odlisen barevné — H-o VA, M- VA,

CYP2C9

VKORC1

BM->va =3vA =4vVA

Tab. 2. Pocet pacientl s kompletnimi genetickymi i klinickymi daty v sou-
boru pro porovnani farmakogenetickych algoritmt podle jejich kombinaci
genotypl v genech CYP2C9 a VKORCT (n = 280).

VKORC1

genotyp haplotyp B/B haplotyp A/B haplotyp A/A Celkem
*1/%1 SPIERO | 96 Ga5 %) IS 107 (703 %)
*1/%2 D%  13@46%) 49175 %)
*1/%3 5(1,8 %) 26 (9,3 %)
*2/%2 1(0,4 %) 0 1(0,4 %)
*2/*3 2(0,7 %) 0 7 (2,5 %)
*3/%3 0 0 0
Celkem  114(40,7 %)  125(44,6 %)  41(14,6 %) 280 (100 %)

Pocet variantnich alel (VA) odliden barevné — H-o VA, - VA,

VKORC1

studii a Helsinskou deklaraci z roku 1975,
revidovanou v r. 2000.

Vysledky

Rozlozeni genotypl CYP2C9 a VKORCT
v Ceské populaci ziskané analyzou
1 972 pacientl je uvedeno v tab. 1

V genu CYP2C9 je nejCastéjsi nosicstvi

alely *1 v homozygotni formé (67,6 %),
které odpovida standardni metabolizaci
warfarinu. Variantni alely *2 a *3 (se sni-
Zenou schopnosti metabolizovat warfa-
rin) jsou nejcastéjsi v heterozygotni formé
jako *1/*2 (6,9 %) a *1/*3 (4,7 %).
Homozygoti pro variantni alely genu
CYP2C9 (*2/*2, *2/*3 a *3/*3) jsou za-
stoupeni jen v 1,1 %. Nej¢astéjsim haplo-
typem genu VKORCT je v Ceské populaci
haplotyp A/B, ktery nese 44,7 % popu-

lace s intermediarni citlivosti na warfa-
rin. Druhym nejc¢astéjsim je haplotyp B/B
(41,9 %), jenZ je odpovédny za snizenou
citlivost na warfarin. Haplotyp A/A je za-
stoupen ve 14 % a je spojen s vy33i citli-
vosti na podany warfarin. Kli¢covym uda-
jem je déle individuaini kombinace variant
obou gend, kterou mizeme vyjadfit po-
¢tem variantnich alel (VA) od Zadné do
Ctyr. Standardni ocekdvatelnou davku
warfarinu maji pacienti s zaddnou nebo
jednou variantni alelou, kterych je v ¢eské
populaci 29,2 % (0 VA) a 41,5 % (1 VA).
V nasi kohorté 280 pacientll se sta-
bilni davkou uZivali pacienti bez variant-
niho genotypu primérné 6,7 + 0,3mg
warfarinu denné, pacienti s 1 VA uzi-
vali 4,9 = 0,2mg denné. Nizsi nez obvyk-
lou denni davku uzivali pacienti s 2 VA

(3,8 £ 0,3mg) a 3 VA (2,9 = 0,3mq).
V nasi populacni kohorté bylo 22,7 %
pacientd s 2 VA, 6,7 % s 3 VA a pouze
0,65 % se 4 VA. Zadny pacient se 4 VA
nebyl zarazen do kohorty pro porovnani
algoritmd, ale jejich obvykla denni davka
warfarinu se podle nasich zkusenosti po-
hybuje kolem 1mg denné (pro detaily
tab. 2).

Porovnani presnosti jednotlivych farma-
kogenetickych algoritm( bylo provedeno
na kohorté 280 pacientll se zndmou sta-
bilni davkou warfarinu, jejich klinické cha-
rakteristiky jsou uvedeny vtab. 3. Hlavnim
parametrem porovnani pfesnosti predikce
je hodnota koeficientu determinace R2,
kde nejvyssi presnosti dosahl algoritmus
podle Sconceové (58,4 %). Oba zbylé al-
goritmy mély jasné nizsi presnost pre-
dikce — podle Andersona 21,9 % a podle
Gage 23,8 %. Druhym parametrem srov-
nani byla pfitomnost algoritmem prediko-
vané davky v pasmu vymezeném + 20 %
skute¢né uzivané denni davky. Nejpres-
néjsi algoritmus podle Sconceové spravné
predikoval u 168 (60,0 %) pacientd.
Preddvkovano by bylo 71 (25,4 %) pa-
cientl, tj. vypoctend davka byla vétsi
nez skute¢né uzivanda. Primérna chyba
byla 1,53 + 0,83 mg, chyba do 2mg byla
u 87,5 % predavkovanych. Genotyp pre-
davkovanych pacientd byl nésledujici:
0 VA 15 (21,1 %), 1 VA 31 (43,7 %),
2 VA 18 (25,4 %) a3 VA7(9,9 %). Pod-
davkovano (vypoctend nizsi nez skute¢né
uzivana) bylo 41 (14,6 %) pacientd, a to
prameérné 2,79 + 2,18 mg. U 46,3 % pod-
davkovanych byla chyba do 2mg. Geno-
typ poddavkovanych pacientd byl: 0 VA
15 (36,6 %), 1 VA 15 (36,6 %), 2 VA
8 (19,5 %) a 3 VA 3 (7,3 %). Algorit-
mus podle Andersona spravné predpové-
dél davku u 91 (32,5 %) pacientd, pre-
davkoval 152 (54,3 %) pacientl, a to
o pramérnych 2,3 = 0,99mg. U 45,4 %
preddvkovanych pacient byla chyba do
2mg. Poddavkovano bylo 37 (13,2 %)
pacientd o primérnych 3,4 = 2,5mg,
z toho 35,1 % do 2mg. Algoritmus
podle Gage spravné predpovédél davku
u 103 (36,7 %) pacientl. Predavkovano
bylo 144 (51,4 %) pacientd o pramér-
nych 3,0 = 2,5mg (do 2mg byla chyba
u 38,2 % predavkovanych). Poddavko-
vano bylo 33 pacientld o prdmérnych
3,3 = 2,8mg. Srovnani jednotlivych algo-
ritm0 proti sobé pomoci McNemarovy mo-
difikace chi-kvadrét testu — ohledné prav-
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dépodobnosti, Ze se pacientova skute¢né
uzivana davka bude nachazet v pasmu
vypocteném podle algoritmu, proka-
zalo jasnou nadfazenost algoritmu Scon-
ceové proti obéma zbylym algoritmim na
nasem souboru. Pacient ma podle algo-
ritmu Sconceové (oproti algoritmu An-
dersona) 4krat vétsi sanci, Ze vypoctend
davka bude uvnitf pasma + 20 % od sku-
te¢né uzivané (Odds Ratio, OR 4,013;
95% Cl 2,226-7,234; p < 0,001). Ob-
dobné algoritmus podle Sconceové dava
1,8krat vétsi Sanci na spravny vysledek
proti algoritmu podle Gage (OR 1,830;
95% Cl 1,097-3,052; p = 0,020). Dru-
hym signifikantnim vysledkem byla supe-
riorita algoritmu podle Gage proti algo-
ritmu podle Andersona (OR 2,063; 95%
Cl 1,234-3,447; p = 0,005), ostatni srov-
nani nebyla signifikantni. Vysledky analyz
presnosti predikce pro jednotlivé podsku-
piny jsou uvedeny v tab. 4. Nejvy3si pres-
nosti dosahoval i v téchto srovnanich algo-
ritmus podle Sconceové. Vysoka presnost
byla u pacientl s nizkou (< 50kg) i vyso-
kou (> 100kg) télesnou hmotnosti. Nej-
vys3i presnost predikce byla dosazena
u pacientd uZivajicich denni davku 2,5 az
7,5mg, vyhovujici predikce byla u pa-
cientl s nizkou davkou (< 2,5mg) a na-
opak nepresné byly vypocty pro pacienty
s vy3si neZ obvyklou davkou (7,5 az 10mg
a > 10mg). Zcela nepfesné jsou vsak
viechny algoritmy pro pacienty mladsi
40 let véku, nejvyssiho R? sice opét do-
sahl algoritmus Sconceové, ale presnost
predikce byla celkové nizka (18,9 %). Na-
opak u pacientt nad 80 let véku dosaho-
valy algoritmy podle Sconceové a Gage
vy3si pfesnost neZ u pacientd od 41 do
79 let véku (64,7 vs 57,8 % a 53,3 % vs
28,5 %).

Diskuze

Nami zjisténd presnost jednotlivych al-
goritmU na vzorku ceské populace od-
povidala publikované presnosti v pfipadé
vzorce podle Sconceové. Vzorec byl vytvo-
fen multivaridtni linedrni regresni analy-
zou klinickych dat 297 pacientl (deriva¢ni
kohorta) a byl ovéfen na souboru dalsich
38 pacientt (valida¢ni kohorta). Udavana
hodnota R? byla 54,2 % pro deriva¢ni ko-
hortu, valida¢ni soubor dobre koreloval
s predikovanou hodnotou — Pearsonovo r
bylo 0,80 (p < 0,001). N&s soubor dosahl
podobného vysledku (R? = 58,4 %; Pear-
sonovo r = 0,76, p < 0,001) jako publiko-

makogenetickych algoritmu.

Charakteristika souboru

Tab. 3. Klinické charakteristiky 280 pacientl v souboru pro porovnani far-

Zenské pohlavf
primérna uzivand denni davka + SD
(minimum-maximum) [mg]

[mésict]

Indikace lé¢by warfarinem

pramérny vék + SD (minimum-maximum) [roky]
pramérna télesnd vaha + SD (minimum-maximum) [kg]

pramérna télesnd vyska + SD (minimum-maximum) [cm]

pramérna délka lécby warfarinem (minimum-maximum)

63,1 + 16,24 (9-89)
83,0 + 17,37 (35-130)
172,1 £ 9,82 (133-200)

131 (46,8 %)

5,02 + 2,60 (1,0-18,0)

36 + 45,15 (3-276)

men ovale patens, megadolichobasilaris

hluboka zilni trombdza/plicni embolie

ischemickd cévni mozkova prihoda — kardioembolicka,
disekce vnitini karotidy, kryptogenni s prokazanym fora-

fibrilace sini bez ischemické cévni mozkové piihody

112 (40,0 %)

83 (29,6 %)
64 (22,9 %)

diabetes mellitus

viedovd choroba gastroduodenalini
ischemicka choroba srde¢ni
onkologické onemocnéni

renalni onemocnéni

hepatalni onemocnéni

mechanicka chlopenni ndhrada 14 (5,0 %)
trombéza mozkovych splavi 7 (2,5 %)
Komorbidity

hypertenze 164 (58,5 %)

Soubézné uzivanad medikace s vyznamnymi interakcemi s warfarinem

54 (19,3 %)
16 (5,7 %)
98 (35,0 %)
31 (11,1 %)
11 (3,9 %)
20 (7,1 %)

amiodaron

simvastatin

atorvastatin
losartan/irbesartan/valsartan/telmisartan
spironolakton

kyselina acetylosalicylova

sulodexid

furosemid

escitalopram/citalopram

SD — smérodatnd odchylka

47 (16,8 %)
30 (10,7 %)
52 (18,6 %)
44 (15,7 %)
25 (8,9 %)
12 (4,3 %)
4 (1,4 %)
38 (13,6 %)
23 (8,2 %)

vany soubor derivacni i valida¢ni. Naopak
v pripadé algoritmt podle Gage a Ande-
rsona se nase vysledky posouzeni pres-
nosti vyznamné lisi (23,8 % a 21,9 %
proti 55 % a 47 %), vice v tab. 5. Roz-
dil mezi algoritmy v pfesnosti Ize vy-

svétlit zfejmé kvalitou tvorby algoritmu,
rozsahem sledovanych klinickych para-
metrd jednotlivych soubord a také od-
lisnostmi v etnickém zastoupeni kohort.
Vys3si presnost algoritmu Sconceové Ize
vysvétlit moznd i preciznéj$im mechaniz-
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davky skutecné uzivané v pasmu predikovaném pro INR 1,7-3,3 jednotlivymi algoritmy.

Tab. 4. Srovnani definovanych podskupin podle koeficientl determinace (R2) jednotlivych algoritm@ a pfitomnosti

Prdm. uzivana

pasmo 1,7-3,3 pasmo 1,7-3,3 pasmo 1,7-3,3

SD — smérodatna odchylka

. . R2 R2 R2 L L L

Podskupina n davka Anderson Gage Sconce dle vypoctu dle vypoctu dle vypoctu
w. mg = SD Anderson Gage Sconce

nad 80 let véku 26 3,38+ 1,40 28,7 % 53,3 % 64,7 % 8 (30,8 %) 11 (42,3 %) 16 (61,5 %)
pod 40 let véku 29 7,65 + 3,03 4,7 % 11,9 % 18,9 % 8 (27,6 %) 11 (37,9 %) 15 (51,7 %)
41-79 let véku 225 4,87 + 2,42 13,8 % 28,5 % 57,8 % 59 (26,2 %) 72 (32,0 %) 122 (54,2 %)
denni davka
warfarinu<2,5 41 2,02 + 0,46 0 % 1% 23,8 % 12,4 %) 9 (22,0 %) 13 (31,7 %)
mg
denni davka
warfarinu 218 4,69 + 1,41 12,8 % 13,6 % 46,6 % 70 (32,1 %) 76 (34,9 %) 131 (60,1 %)
2,5-7,5mg
denni davka
warfarinu 21 9,10 = 0,86 0,9 % 6,8 % 7.6 % 4(19,0 %) 9 (42,9 %) 11 (52,4 %)
7,5-10 mg
denni davka
warfarinu 10 13,32 + 3,24 3,6 % 8,1 % 5,5 % 0 2 (20,0 %) 2 (20,0 %)
> 10 mg
vaha pod 60 kg 27 4,56 + 3,24 33,4 % 30,9 % 53,3 % 4(14,8 %) 8 (29,6 %) 12 (44,4 %)
‘%%ak’;d 38 623x2,59 57%  541% 578%  10(263 %) 3(7,9 %) 23(60,5 %)

Algoritmus — median véku

Derivacni kohorta

Tab. 5. Porovnani presnosti jednotlivych algoritm0 — publikovana data a nase ovéreni presnosti.

Validac¢ni kohorta
— median véku

Derivacni kohorta
- pocet pacientq,

Presnost na nasi
kohorté
280 pacientl -

Presnost na
derivacni kohorté
- koeficient deter-

+ SD (rozmezi), kavkazska [roky] = SD, kav- . L
N . o minace — R2, koeficient deter-
[roky] rasa [%] kazska rasa [%] (pocet pacient(, n) minace — R2
R2 nepublikovano,
Pearsonovo r =
- 0, 0, 0,
Sconce et al [8] 67 (26-89) 297 (100 %) 54,2 % 0,80, p < 0,001, (n 58,4 %
=38)
Gage et al [22] 65+ 14 1015 (83 %) 57 %* 55 % (n = 242)** 23,8 %
Andersonetal [21] 7112 (28-100) 213 Prevaznékav- i véno 47 Pox** 21,9 %

kazského plvodu

SD — smérodatné odchylka, *vysledek z 83 % derivacni kohorty kavkazského pdvodu, **derivacni kohorta 242 pacientd kavkazského
plvodu, ***kohorta publikovand Carlquistem et al bez udani algoritmu, algoritmus vypocten z derivacni kohorty podle Carlquista
a upraven podle literarnich Udaju, definitivni verze publikovana v praci Anderson et al [21].

mem tvorby algoritmu. Mezi analyzované
Udaje souboru patfilo i méfeni plazma-
tické hladiny warfarinu a vypocet clea-
rance obou enanciomerd warfarinu, coz
jisté snizilo vliv non-compliance a zpfes-
nilo selekci pacientd i Udaji pro regresni
analyzu. Vzorec podle Andersona byl vy-
tvofen literarné blize autory neupresné-
nym zplsobem — kombinaci dat z deri-

vacni kohorty z prace Carlquista et al [23]
a literarnich Gdajd, coz jisté muze prispét
k horsi replikovatelnosti dat. Vzhledem
k velmi vysoké zavislosti denni davky war-
farinu na etnickém plvodu pro odlisnou
distribuci variantnich polymorfizm0 mezi
jednotlivymi etniky je také klicovy plvod
deriva¢ni kohorty. Ceska populace vyka-
zuje z popula¢niho hlediska obdobné pa-

rametry jako vsechny dosud publikované
kohorty populaci indoevropskych etnik.
Z hlediska slozeni kohort stran etnického
pavodu, na kterych byly jednotlivé algo-
ritmy vytvoreny, byla anglickd (100 %
kavkazska populace) Sconceové nejblizsi
nasi ¢eské kohorté. V pfipadé Gage et
al bylo jen 83 % kohorty kavkazské et-
nicity a Anderson pfesné vibec etnicitu
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neuvedl. Obdobna prace americkych au-
tord na souboru 71 pacientl (z toho jen
66 % bylo kavkazského pavodu) [24] do-
spéla k obdobnym vysledklm v pfipadé
algoritmu podle Sconceové (R2 = 54 %).
Nejlepsi pfesnosti dosahl v této praci al-
goritmus podle Gage (R? = 66 %), ktery
na nasem souboru dosahoval jen 23,8 %.
Odlisné vysledky mohou byt zpUsobeny
opét zejména etnickymi rozdily Ucinku
warfarinu. Z toho jasné plyne potieba
ovéfeni, popfipadé vyvoj nového algo-
ritmu pro kazdou lokalni populaci. Je
smutné, Ze jedna z nejcitovangsich za-
slepenych randomizovanych studif porov-
ndvajicich farmakogenetické a klasické
empirické davkovani pouZzivala pravé al-
goritmus podle Andersona a jeji negativni
vysledky, spolu s nastupem novych IécCiv,
vedly ke snizeni zajmu o tuto oblast [21].
Nicméné presna predikce davky warfa-
rinu a moznost selekce pro warfarin rizi-
kovych pacientt (tfi nebo ¢tyfi variantni
alely nebo variantni homozygot CYP2C9)
jsou jisté pro klinickou praxi pfinosem i na
zdkladé dostupnych publikovanych dat.
Rozdily mezi warfarinem a antikoagulac-
nimi léky nové generace tak Ize diky far-
makogenetice minimalizovat, a tudiz lécit
pacienty efektivné a bezpecné v omeze-
nych ekonomickych pomérech naseho
zdravotnictvi.
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Optimization of Anticoagulation with Warfarin for
Stroke Prevention: Pharmacogenetic Considerations

Ales Tomek, MD,'? Vaclav Matoska, MD,? Christian Eisert, BS, MPH,>
and Victor L. Serebruany, MD, PhD**

Warfarin is a cornerstone of oral anticoagulation for stroke prevention. Anticoagulation with
warfarin in patients with atrial fibrillation is over twice as effective in secondary prevention of stroke
as any other tested alternatives, including all other antithrombotic drugs or surgical interventions.
General belief is that warfarin is capable of preventing 20 ischemic strokes for every hemorrhagic one
it causes. However, warfarin is one of the most feared agents as a result of its woeful safety profile
and difficulties in maintaining the proper daily dose. Recent research in pharmacogenetics
predominantly focused on elucidating the influence of individual genetic predispositions to
administered warfarin. Although the incorporation of genotype information improves the accuracy
of adequate dose prediction, an improvement in anticoagulation control or a reduction in
hemorrhagic complications has not been yet convincingly demonstrated. It is clear that identifying
an individual patient’s risk for hemorrhage on warfarin will require more broad clinical and genetic
studies. Future research focused on patients with stroke should concentrate on defining the possible
differences, especially focusing on predicting bleeding events in general and intracranial
hemorrhages in particular. The purpose of this review is to summarize the existing evidence about
pharmacogenetics of warfarin in general, especially focusing on stroke prevention.

Keywords: Warfarin, stroke prevention, pharmacogenetics

recommended after ischemic stroke of cardioembolic
origin (either with or without atrial fibrillation) and in
some specific clinical scenarios after noncardioembolic
ischemic stroke such as cervical artery dissection,
patent foramen ovale in the presence of proven embolic
source or atrial septal aneurysm, aortic atheromas, and
fusiform aneurysms of basilar artery."” Anticoagula-
tion may also be beneficial and is commonly used in
treatment of cerebral sinus thrombosis.?
Anticoagulation with warfarin in patients with atrial
fibrillation is over twice as effective in secondary
prevention of stroke than any other tested alternatives,
including all other antithrombotic drugs or surgical
interventions. It is generally believed that warfarin is

INTRODUCTION

Warfarin is the most commonly used vitamin K
antagonist for treatment and prevention of arterial
and venous thromboembolism and currently is an oral
anticoagulant of choice for stroke prevention. Consid-
ering the fact that stroke represents the third leading
cause of death in developed countries and is
responsible for mortality of approximately 10% of
the world population, optimization of warfarin
therapy is indeed important. Oral anticoagulation is
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capable of preventing 20 ischemic strokes for every
hemorrhagic one it causes. In patients with non-
valvular atrial fibrillation, warfarin reduces stroke
(primary prevention) by approximately 60%, ie, by
40% more efficiently than antiplatelet therapy,* with
a relative risk reduction of 67% for secondary pre-
vention of stroke in patients with atrial fibrillation.”
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On the other hand, warfarin is one of the most feared
agents as a result of its woeful safety profile and
difficulties in maintaining the proper daily dose. Some
scientific evidence has been generated in the last couple
of years with regard to pharmacogenetics of warfarin.
Recent research in this field is predominantly focused
on elucidating the influence of individual genetic
predispositions to administered warfarin. Better un-
derstanding of pharmacogenetics is probably one of the
most promising chances to make warfarin safer for
patients and friendlier for physicians. The purpose of
this review is to summarize the existing evidence about
pharmacogenetics of warfarin in general, especially
focusing on stroke prevention.

Dose response variability

Required daily dose of warfarin is dependent on
genetic and nongenetic factors.

Nongenetic factors are responsible for approximately
40% to 50% of dose variability. For the purpose of dose
estimation with the help of pharmacogenetic algo-
rithms, we can divide nongenetic factors into quantifi-
able and definable: age, sex, body size (responsible for
10%-20% of dose variability), and relatively non-
quantifiable or fluctuating: vitamin K intake, state of
renal and hepatic metabolism, drug interactions, actual
balance of hemostasis, patient compliance, and physi-
cians’ adherence to treatment control (30%—40% of dose
variability).*”

Genetics

Individual genetic profile explains 40% to 60% of
warfarin dose variability. The research in the field of
warfarin pharmacogenetics is explosive. There are
currently more than 30 gene suspects under scrutiny,
polymorphisms of which may influence dose variabil-
ity. Conclusive impact was demonstrated just for two
of them, CYP2C9 and VKORC1, explaining approxi-
mately 40% of warfarin dose variability.”

CYP2C9

Gene CYP2C9 coding for cytochrome P450, family 2,
subfamily C, polypeptide 9 isoenzyme has been known
since 1995. Within the CYP2C9 gene family, 40 alleles
are currently recognized by the P450 Nomenclature
Committee (www.cypalleles.ki.se). Just two of them,
CYP2C9*2 and *3, significantly influence warfarin dose
variability and clinical outcomes. Allele CYP2C9*1
(wild-type) is being the most frequent (approximately
80%-90% of the population depending on ethnicity).
The carriers of alleles CYP2C9*2 and *3 have decreased
biotransformation and require less warfarin (Table 1).
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Polymorphisms in CYP2C9 account for 6% to 16% of
warfarin dose variability.”

VKORC1

Warfarin causes inhibition of vitamin K epoxide
reductase by blocking the vitamin K cycle. VKORC1
is the gene encoding the warfarin target enzyme,
vitamin K epoxide reductase complex subunit-1,
studied in connection to warfarin dose variation since
2005.° Rieder et al have identified nine VKORC1
haplotypes, H1 to H9, with 10 most common non-
coding single-nucleotide polymorphisms and used
them to triage patients to A/A (low-dose), A/B, and
B/B (high-dose) haplotype groups (see Table 1 for
details). Polymorphisms in VKORC1 account for 21%
to 32% of warfarin dose variability.*

Other genes

Warfarin is a racemic mixture of two enantiomers,
S-warfarin and R-warfarin, with a ratio of S/R = 0.5:1.
The mixture undergoes stereoselective metabolism by
isoenzymes of cytochrome P450. Five times more
potent S-warfarin is metabolized mainly by CYP2C9
and less potent R-warfarin by CYP1A2 and CYP2C19.
The effect of CYP1A2 and CYP2C19 on dose require-
ment is not significant."

There is growing evidence for contribution of a third
gene with a minor effect on warfarin dose, which is
CYP4F2. Patients with described polymorphisms are
likely to have elevated hepatic levels of vitamin K;."
Between 4% and 7% of dose variance is explained by
CYP4F2 polymorphisms.'>'> Nevertheless, the current
data are still not significantly validated by prospective
clinical studies. Other previously reported encouraging
data with GGCX, APOE, PROC, EPHX1, and ORM1-2
genes were not confirmed in later reports or are still
lacking confirmatory clinical studies.'®'*'® Tt seems
probable that the inclusion of mentioned genes might
explain approximately 10% of warfarin dose variabil-
ity, which is currently unaccounted for.

Pharmacogenetics and clinical outcomes
CYP2C9

The CYP2C9*2 and *3 variant alleles are significantl
associated with lower warfarin dose requirements,®'”
above range international normalized ratios (INRs), and
probability of overdosing,'”'® longer time above thera-
peutic INR range,'” longer time to reach dose stabiliza-
tion,'” and higher risk of bleeding complications.'”***!
The major genetic marker for predicting bleeding
appears to be a variant polymorphism of CYP2C9
gene: alleles *2 and *3. Homozygosity for variant
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Warfarin Pharmacogenetics 3
Table 1. The Effect of genotype on warfarin dose and Its ethnic distribution.
Warfarin metabolism Warfarin dose Frequency in
and sensitivity Genotype change (mg; %) populations (%)
Wild-type, normal CYP2C9*1 Reference for Whites 61-817-3943
metabolism CYP2C9 Asians 90-914%44
Blacks 90-9427:3943
Intermediate metabolism CYP2C9*2 17% Whites 132673943
CYP2C9*1/*2 19.6% Asians less than 14244
CYP2C9*2/*2 36.0% Blacks 2-9%7:3943
Low metabolism CYP2C9*3 37% Whites 61-817-3%43
CYP2C9*1/*3 33.7% Asians 9-10%%44
CYP2C9*2/*3 56.7% Blacks less than 1-327:3%43
CYP2C9*3/*3 78.1%
High sensitivity, low dose AA haplotype 27.3% Whites 9-157-2643
VKORC1 (~3.2 mg/day) Asians 77-84%244

Intermediate sensitivity,
intermediate dose

AB haplotype
VKORC1

Low sensitivity, high dose BB haplotype

VKORC1

Reference for VKORC1

+38.6% (~6.1 mg/day)

Blacks less than 122743

Whites 45-507-26:43
Asians 16-214244
Blacks 14-2826:27.43

(~4.4 mg/day)

Whites 36-437-26:43
Asians less than 1.5%%%*
Blacks 72-8526:27.43

CYPP2C9 alleles increased risk of overanticoagulation
during initiation of warfarin (hazard ratio, 21.84; 95%
confidence interval, 9.46-50.42).” The exact knowledge
of how much higher the risk of major or life-threatening
bleeding for variant allele carriers is still missing.
Different authors use different definitions of bleeding
seriousness. The more reliable and comparable are data
for total bleeding complications; in meta-analysis done
by Sanderson et al, the relative risk of bleeding was 1.91
(1.16-3.17) for carriers of allele *2, 1.77 (1.07-2.91) for
allele *3, and 2.26 (1.36-3.75) for alleles *2 or *3 22
Similar increased risk of bleeding was described for
carriers of alleles *2 or *3 (hazard ratio, 3.18; 95%
confidence interval, 1.30-7.78).1°

VKORC1

Variant alleles (haplotype A) of the VKORC1 gene are
significantly associated with the required warfarin
dose®*® and less strongly with shorter time to
achieve therapeutic INR and probability of over-
anticoagulation.'”?® The risk of bleeding for carriers
of the VKORC1 variant polymorphism (A/A haplo-
type, low dose) was reported to be slightly higher or
not different when compared with noncarriers.'*2*%
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Set aside from common polymorphisms in VKORC1
affecting the warfarin dose inside the normal range are
very rare mutations (point mutations at codons 29, 45,
58, 66, 128) that lead to a condition of pharmacody-
namic type of warfarin resistance (usually defined as
daily dose exceeding 25 mg and increased serum level
of warfarin).?®?° The precise population frequencies are
not known and only individual cases and their families
were published.

CYP2C9 versus VKORC1

Apparently, the effect of VKORC1 on warfarin dose
variability is more pronounced than the effect of
CYP2C9, whereas the impact on clinical characteristics
(overanticoagulation, time above INR range, risk of
bleeding) is less remarkable for VKORC1 than
CYP2C9. The reason for this difference can be caused
by the longer half-life of warfarin in carriers of
CYP2C9*2 and *3 variant alleles® and less controllable
pharmacokinetics usually unexpected by physicians.
The differences in daily warfarin dose among
various ethnic groups are mainly attributed to
distribution of variant polymorphisms of the VKORC1
gene (A /A the most frequent haplotype in Asians, A/B
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in whites, and B/B in African descent populations) and
less by CYP2C9 (lower frequency of wild-type
CYP2C9*1 allele in whites, relatively higher frequency
of CYP2C9*3 allele in Asian populations, and
CYP2C9*2 allele in populations of African descent)
(Table 1).

Clinical use

There are at least two emerging roles for pharmaco-
genetics of warfarin advancement in clinical practice.
First, pharmacogenetic data could be pivotal to
estimate appropriate daily dose of warfarin before
the initiation of actual treatment. This advanced
technique may identify high-risk patients who might
benefit from conservative induction regimens and
lower maintenance doses. Second, pharmacogenetic
testing may assess the individual risk (eg, bleeding
risk) in patients already receiving warfarin. Such
a constructive approach will lead to more emphasis
on clinical and laboratory monitoring of warfarin
therapy and/or assist us to choose therapy in
borderline scenarios; patients with indications for
anticoagulation by the guidelines but with some
hindrance to safe treatment because of high risk of
bleeding. In case of the presence of variant alleles, we
might prefer other therapeutic options (eg, antiplatelet
agents). This second hypothesis is still a subject to be
confirmed in large clinical studies and currently is not
ready to be integrated into clinical practice.

Putting aside the choice of DNA assay, and its
reliable quality control, the most important issue in
clinical practice is a turnaround time from sample
collection to obtaining a valid result. Ideally, it should
take less than 24 hours so the clinician can make fast
treatment decisions about warfarin initiation.>!

Dosage

The standard of care in the initiation of warfarin
treatment is to start with 5 to 10 mg for the first 1 or 2
days with subsequent dosing based on INR monitor-
ing. In elderly patients or patients with malnutrition,
liver disease, and congestive heart failure, use of
a lower starting dose of 5 mg or less is recommended.*
The current guidelines do not include individual
characteristics such as body size for selecting initial
dose. Antecedent to pharmacogenetic dosing algo-
rithms were clinically driven. 3-85 However, past
clinical algorithms omitted at least 40% of genetic dose
variation and in most cases did not identify the dose for
the days before the first INR results.

The challenge of foretelling the future dose became
possible with the advent of pharmacogenetics. Re-
gression models based on genetic and clinical data of
a sample population stabilized on warfarin therapy led

American Journal of Therapeutics (2010) 0(0)
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to development of prediction algorithms for
daily warfarin dose. The described algorithms can be
divided into two groups. First, prediction models used
before the beginning of warfarin therapy incorporating
genotype data and defined nongenetic factors (eg, age,
weight, height, concomitant medications).®”%10->336-44
Second, prediction models used after the initiation of
warfarin therapy that combine genotype data and
defined nongenetic factors with coagulation response
to warfarin therapy. The best parameter for coagulation
assessment seems to be INR obtained during the third
or fourth day of therapy. This addition helps to include
otherwise unknown genetic and unquantifiable non-
genetic factors, which are affecting the INR. 4546

Unfortunately, the predictive algorithms reported in
the literature are based on relatively small patient
cohorts, use diverse clinical variables, and their
validity and accuracy were not yet properly tested
(Tables 2 and 3).

There is no consensus on one universal algorithm;
therefore, different formulas are available (Table 2).
Accuracy of prediction of respective algorithms can
be expressed in the value of coefficient of determina-
tion (R?, value from 0 to 1 = 100%). The value of R? of
published algorithms is in the range from 31% to 79%.
The different algorithms perform respectively in
patient cohorts of different ethnicity, so it is important
to select the appropriate algorithm matching it with the
appropriate race.

Nonrandomized evaluation of published
algorithms

The largest study (4043 patients algorithm develop-
ment, 1009 patients validation cohort) conducted by
the International Warfarin Pharmacogenetics Consor-
tium® concluded that the use of a pharmacogenetic
algorithm for estimating the initial dose of warfarin
produces recommendations that are significantly closer
to the required stable therapeutic dose than those
derived from a clinical algorithm or a fixed-dose
approach. The greatest benefits were observed in 46%
of the population that required less than the average
dose (21 mg or less per week) or higher than the
average dose (49 mg or more per week) of warfarin.®
The study suggested the benefits of pharmacogenetics
for nearly half of anticoagulated patients and what
is important that those patients were outliers outside
the expected dosage with the highest risk of adverse
events (overdose or underdose) with standard warfarin
dosing regimens. The drawback of this study was that
it did not report the pharmacodynamic end points (eg,
time spent in the therapeutic range, time to reach stable
anticoagulation, and so on) and complications of
anticoagulation.
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Table 2. Comparison of pharmacogenetic dosing algorithms.

Number and ethnicity

of patients in Genes included in Nongenetic Validation of Coefficient of
derivation cohort algorithm factors algorithm determination (R?) Source
369 (261 whites, CYP2C9 Age, race, sex, body Statistical modeling 39% Gage et al, 200438
108 blacks) surface area, drug bootstrap method
interactions (R? = 38.6%)%®
453 (ethnicity not CYP2C9 Age, body surface Randomized 33.7% Hillman et al, 20044°
defined, mostly area, sex, prospective, 38
white) comorbidity, whites, R? not
clinical indication given*’
297 whites CYP2C9, VKORC1 Age, height Retrospective and 54.2% Sconce et al, 20052
nonrandomized, 38
whites, (correlation
coefficient predicted
versus real
dose 0.80)%°
213 (ethnicity not CYP2C9, VKORC1 Age, weight, sex Prospective and 44.6% Carlquist et al, 2006%¢
defined, predomi- randomized, 206
nantly white) patients (189
white) (R? = 47%)*
107 Asians (Chinese, CYP2C9, VKORC1 Age, weight Retrospective and 60.2% Tham et al, 2006*
Malay, Indian) nonrandomized, 108
Asians (correlation
coefficient predicted
versus real
dose 0.73)
92 (79 whites, CYP2C9, VKORC1 INR before and Not validated 79% Millican et al, 20074°
13 blacks) thirdday of therapy,
smoking, blood loss
178 Chinese CYP2C9, VKORC1 Age, weight Not validated 62.8% Miao et al, 200742
1015 (838 whites, CYP2C9, VKORC1 Age, race, sex, body Prospective and 53.1% total, (57% Gage et al, 2008%°
153 blacks) surface area, drug nonrandomized, whites, 31% blacks)

132 (131 whites)

CYP2C9, VKORC1

interactions,
smoking, deep
vein thrombosis,
pulmonary
embolism

Age, body surface
area, S-warfarin
and R-warfarin
enantiomer ratio
after 14 hours or
INR Day 4

292 patients (242

whites, 45 blacks),

(R? = 54% total,

R? = 55% whites,

R? = 40% blacks)®®
Not validated

51%

Michaud et al, 20086

continued on next page
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Table 2. (continued).

Number and ethnicity
of patients in
derivation cohort

Genes included in
algorithm

Nongenetic
factors

Validation of
algorithm

Coefficient of
determination (R?)

Source

390 Brazilian (196
white Brazilians, 76
black Brazilians)

259 (112 blacks,
147 whites)

1496 (ethnicity
not given,
predominantly
Swedish)

266 Chinese

4043 (2233 white,
1229 Asian, 353
black, 228 other)

CYP2C9, VKORC1

CYP2C9, VKORC1,
APOQOE, factor VIl (F7)

CYP2C9, VKORC1

CYP2C9, VKORC1

CYP2C9, VKORC1

Age, weight, drug
interactions, clinical
indication

Age, body mass index,
alcohol intake, drug
interactions, history
of deep vein
thrombosis

Age, sex, drug
interactions

Age, body surface
area

Age, race, sex, height,
weight, drug
interactions

Not validated

Crossvalidation in
derivation cohort*®

Retrospective
and nonrandomized,
181 patients
predominantly
Swedish (R? = 53%)’
Prospective
randomized: 121
patients
(R? = 45.4%)**
Retrospective
nonrandomized:
1009 patients
(562 white,
300 Asian, 97 black,
50 other) (R? = 43%
total, 39.5% white,
34.2% Asian,
19.2% black,
47.3% other)®

50.4% total, (51%
white Brazilians,
52% black
Brazilians)

31% total (28%
blacks, 43%
whites)

59%

54.1%

47% (44.9% white,
32.9% Asian, 25.9%
black, 35.5% other)

Perini et al, 2008°

Schelleman et al,
2008*

Wadelius et al, 20097

Huang et al, 2009**

IWPGC, 2009°

INR, international normalized ratio.
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Table 3. Randomized controlled trials comparing pharmacogenetic and standard warfarin dosing.

Hillman et al, Anderson et al, Caraco et al, Huang et al,
Study 2004% 2007% 2008*8 2009*

Genes included in CYP 2C9 CYP 2C9, VKORC1 CYP 2C9 CYP 2C9, VKORC1

pharmacogenetic

algorithm
Size of study 38 total (18 200 total (101 191 total (95 121 total (61

(subjects pharmacogenetic pharmacogenetic pharmacogenetic pharmacogenetic

included in versus 20 versus 99 versus 96 versus 60 standard

data analysis) standard standard standard dosing) dosing)

dosing) dosing)

Time of follow 28 days Maximum 3 months Until stabilization 50 days

up or until the end was reached (two

of warfarin consecutive INR in
therapy range, 7 days apart,
without dose
alteration)

Induction 5 mg 10 mg first 2 days, 5 mg 2.5 mg

strategy then 5 mg

for control

group

Pharmacogenetic
dosing group

Standard
dosing group

Standard
dosing group

Pharmacogenetic
dosing group

Standard
dosing group

Pharmacogenetic
dosing group

Standard
dosing group

Pharmacogenetic
dosing group

Pharmacodynamic end points

Time to reach
the first
therapeutic |
NR (days)

Time to reach
stable
anticoagulation
(days)

Median time to
reach stable
dose (days)

Time spent in
therapeutic
range (%)

Safety outcomes
Incidence of
all bleeding
(% patients)

NA

NA

NA

41.7
(SD 25.4)
NS

2 episodes

NA

NA

NA

41.5
(SD 24.9)
NS

4 episodes
NS

NA NA
NA NA
NA NA
69.7 68.6
(SD 23.4) (SD 24.3)
NS
NA NA

4.80 (SD 1.46) 7.53
(SD 3.06)
P < 0.001
14.1 (SD 6.9) 32.2 SD 21.1
P < 0.001
NA NA
80.4% 63.4
(SD 20.0) (SD 22.1)
P < 0.001
3.2% 12.5%
P< 0.02

NA NA
NA NA
24 35 P=0.001
56.2% 43.8%
(28.1 days. (21.9 days.
SD 9.6) SD 9.8)
P < 0.001
3.3% 4.9%
NS

continued on next page
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Table 3. (continued).

Standard
dosing group

Pharmacogenetic
dosing group

Standard
dosing group

Standard
dosing group

Pharmacogenetic
dosing group

Standard
dosing group

Pharmacogenetic
dosing group

Pharmacogenetic
dosing group

Incidence of NA NA NA NA
major
bleeding*

Thromboembolic 0
adverse events
(% patients)

Percent of
patients
above 4.0

Time spent at NA NA NA NA
INR greater (SD 7.33)
than 3 (days) P < 0.001

All adverse NA NA NA NA NA NA 11.5% 13.3%
outcomes NS
(bleeding,
venous
thrombosis,

INR greater
than 3.5)

Al Clinical 11.2% 20% NS 4% 5.1%
adverse events NS
(bleeding +
thromboembolic)

Clinical adverse NA NA 34.7% 42.4% NA NA NA NA
events + INR 4.0 NS
or greater

1.1% 0 0 0
2 episodes NA NA 0 0 0 0
33.3%

30% NS NA NA NA NA NA NA

1.77
(SD 2.79)

6.58 NA NA

3.2% 12.5% 3.3% 4.9%

P < 0.02 NS

INR, international normalized ratio; SD, standard deviation; NS, nonsignificant; NA, not available.
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Warfarin Pharmacogenetics

The published nonrandomized cohorts used largely
noncomparable outcome measures but demonstrated
potential of pharmacogenetics to identify individuals
predisposed to complications when anticoagulated.

Randomized controlled trials

Four prospective randomized trials comparing stan-
dard clinical and pharmacogenetic dosing have been
completed up to date with insufficient power for all
planned end points and only with woefully small
sample sizes (38-200 patients)’****”*® (Table 3). The
effect of pharmacogenetic-guided dosing in the general
population was demonstrated to be smaller than
previously hypothesized. However, in all reported
randomized controlled trials, the pharmacogenetic-
guided cohort spent more time within the therapeutic
INR range (a known surrogate measure of the quality
of anticoagulation, calculated by linear interpolation
method®*® or the method was not given***’) than the
cohort with standard dosing, the result either being
statistically significant***® or just a positive trend
toward it.*”*” The pharmacogenetic approach did
decrease the relative risk of bleeding complications
significantly* or with a positive trend””***” (Table 3).

The situation is changed when results of randomized
controlled trials are analyzed by respective genotypic
subsets. Much larger and significant differences
favoring pharmacogenetic dosing were noted for
multiple variant allele carriers compared with wild-
type (or one single variant allele carriers). Pharmaco-
genetic dosing was more effective in predicting the
higher required dose in wild-type patients (P = 0.001)
and the lower doses in multiple variant allele carriers
(P < 0.001).*” Variant allele carriers acquired stable
doses more quickly in the pharmacogenetics group
compared with the standard dosing group (P = 0.003
for VKORC and P = 0.199 for CYP2C9*3).** Multiple
variant carriers were at significantly increased risk of
an INR 4.0 or greater (46% compared with 29% of other
genotypes, P = 0.029). Excess risk for INR 4.0 or greater
was noted primarily for patients with both CYP 2C9
and VKORC1 variant alleles with 53% of them
experiencing the event.”

At least five prospective randomized clinical trials
comparing clinical and pharmacogenetic dosing are
currently underway worldwide (www.ClinicalTrials.
gov; NCT00700895, NCT00927862, NCT00654823,
NCT00247702, NCT00162435).

Stroke specifics

Because pharmacogenetic-based dosing of warfarin is
an increasingly documented topic in the literature, only
few studies reported clinical outcomes in patients after
ischemic stroke.
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Most of these small pilot studies did not describe the
history of previous stroke(s) or included just a fraction
of stroke patients and their outcomes.*** Kimura et al
published the paper done exclusively in patients with
stroke; however, no relevant clinical outcome datawere
provided.*

Most likely, there are differences between published
pharmacogenetic cohorts (mainly based on atrial
fibrillation without stroke history, deep vein thrombo-
sis, pulmonary embolism, valve replacement, or
orthopedic surgery) and poststroke patients. The
poststroke cohorts have a higher incidence of proven
risk factors for nonadherence to prescribed medica-
tions. Those include a higher incidence of cognitive
impairment (vascular demen’ria),5O depression, 1 and
older age.”” Other factors possibly influencing adverse
outcomes of anticoagulation are more frequent in
stroke survivors: falls (vestibular or cerebellar lesions,
motoric deficits), intracranial bleeding (leucoaraiosis,
cerebral microbleeds), and risk of recurrent stroke. This
potential difference should be addressed by further
studies in patients with stroke in whom the outcomes
of pharmacogenetic profiling could be different (eg,
more frequent complication rate because of effect of
above range INRs on intracerebral bleeding resulting
from microvascular brain lesions).

Benefits and risk assessment

Extra bleeding risks are especially dangerous in stroke
survivors. However, patients with stroke supposedly
being at higher risk of intracranial bleeding complica-
tions should benefit the most among all anticoagulated
patients from pharmacogenetic-justified dosing avoid-
ing above the range INRs. Pharmacogenetics could also
help to direct our therapeutic decisions in border zone
cases. In patients in whom the risks and benefits of
therapy are similar, we can use the knowledge of
individual genotype (ie, patient with variant genotype
not treated with warfarin).

Despite the compelling clinical evidence favoring
vitamin K antagonist, not all patients requiring stroke
prophylaxis receive warfarin anticoagulation.”® Not-
withstanding patients’” unwillingness to take warfarin,
which is known to be the most frequent reason for
not receiving indicated anticoagulation therapy,™* is
also important to physicians’ reluctance to initiate
treatment as a result of apprehension about possible
bleeding complications and the need for frequent
testing. Pharmacogenetics could offer a way to
heighten the percentage of treated patients. Suppos-
edly, a potential to select the minority of patients with
stroke in the highest risk for warfarin-related compli-
cations (eg, patient variant for CYP2C9 and VKORC1)
would improve outcomes.
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Initiation of warfarin

There is controversial discussion and insufficient evi-
dence with regard to when to start oral anticoagulation
after major stroke. The guidelines are not clear on this
issue as a result of insufficient evidence.”> The most
common approach is to postpone the initiation of
warfarin for 2 to 4 weeks depending on individual risk
of bleeding (ie, presence of substantial necrosis prone to
hemorrhagic complications). There is an open opportu-
nity for guiding the initiation of warfarin by pharma-
cogenetics. The presence of variant alleles may be
a helpful indicator of higher bleeding risk and can lead
to delaying the initiation. This delayed initiation can also
be a logistic advantage as a result of having an extended
time for completing the DNA analysis.

Limitations

It should be noted that widespread enthusiasm for
genotype-based dosing of warfarin must be balanced
against the potential shortcomings.

First, it will require additional evidence yielded from
randomized trials that such an approach offers clinical
advantage, including protection against a variety of
negative anticoagulation complications, especially
severe bleeding. This concern is expressed in the
American College of Chest Physicians guidelines®
suggesting that pharmacogenetically based initial
dosing is not recommended (Grade 2C). Indeed, the
current rules for pharmacogenetics implementation in
clinical practice are not unified or included in guide-
lines and are used in different ways by various
institutions. The controversy regarding the evidence
for use of pharmacogenetics of warfarin in routine
clinical practice can be illustrated on the US example. In
2007, the US Food and Drug Administration updated
the warfarin package insert with the possibility to
include pharmacogenetic testing in the initiation of
therapy. The testing was after the US Food and Drug
Administration update spreading into daily clinical
practice even without proper evidence of significant
benefits on clinical outcomes. The situation will
probably change now because of the Centers for
Medicare and Medicaid Services’ refusal in May 2009
to reimburse its recipients for the testing.

Second, limitations include the optimal composition
of test panels (various genes and polymorphisms are
used), especially with regard to ethnical background of
respective patients (Tables 1 and 2). Published algo-
rithms for daily dose are significantly less effective in
nonwhite cohorts (especially. of African origin) because
much less data are available.

Third is the cost-effectiveness of the genomics assay.
The latest reports are not as optimistic as previous

American Journal of Therapeutics (2010) 0(0)

Tomek et al

reports published before completion of any random-
ized trials. In fact, 44 patients need to be screened for
CYP2C9 genotype before benefits in excess of costs
begin to accrue by the avoidance of one adverse
event.”® On the basis of current knowledge and cost
of testing (approximately $400), there is only a 10%
chance that genotype-guided dosing is likely to be cost-
effective.”® On the other hand, the published analy-
ses”®”” were based on woefully limited numbers of
patients mainly with nonvalvular atrial fibrillation
from completed randomized trials that used various
clinical outcomes and algorithms.>”*”*® Tt is possible
that the cost-effectiveness will be much more beneficial
when focused on cohorts with distinct bleeding risk
profiles (eg, patients with stroke with higher bleeding
risk). Eckman et al stated that warfarin pharmacoge-
netic testing would become cost-effective when meet-
ing the following criteria: prevent greater than 32% of
major bleeding events, be available within 24 hours,
and cost less than $200.%°

CONCLUSIONS

Although the incorporation of genotype information
improves the accuracy of adequate dose prediction, an
improvement in anticoagulation control or a reduction
in hemorrhagic complications has not been yet
convincingly demonstrated. It is clear that identifying
an individual patient’s risk for hemorrhage on warfarin
will require more broad clinical and genetic studies.
Future research focused on patients with stroke should
concentrate on defining the possible differences,
especially focusing on predicting bleeding events in
general and intracranial hemorrhages in particular.

Warfarin is still the first choice in oral anticoagula-
tion, despite the efforts of the pharmaceutical industry
to develop a safer oral anticoagulant with the similar
anticoagulation effectiveness as warfarin. We will have
to rely on warfarin for at least some time before clinical
studies with direct inhibitors of activated factor X
(rivaroxaban, LY517717, YM150, DU-176b, apixaban,
betrixaban) and direct thrombin inhibitors (dabigatran)
will be completed. Indeed, the pharmacogenetics of
warfarin matter in stroke prevention, but more research
is urgently needed for better and safer clinical use.
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Antikoagula¢ni terapie je vzhledem
k celkovému starnuti na$i populace
a lonskému rozsireni indikace antikoa-
gula¢ni 1é¢by warfarinem v primarni
prevenci tromboembolismu pfi fibrilaci
sini Evropskou kardiologickou spole¢-
nostf indikovana u stale vétstho mnoz-
stvi pacientii. Podle tdajit SUKL z roku
2010 bylo v Ceské republice spotiebo-
vano celkem 40 miliont dennich da-
vek warfarinu. Zaroven je ale warfarin
jednim z nejnebezpecnéjsich 1é¢iv pro
svlj nizky terapeuticky index, znac-
nou interindividualni variabilitu davky
a mozné zavazné krvéicivé komplikace.
Diky finan¢ni situaci v na§em zdravot-

SOUHRN

Klicova slova:

SUMMARY

Key words:

nictvi zfejmé nedojde k vyznamnéjsi-
mu omezeni pouZzivini warfarinu ani
po nastupu novych antikoagula¢nich
lé¢iv (pfimych inhibitort trombinu -
dabigatranu, ptimych inhibitortt ak-
tivovaného faktoru X - rivaroxabanu
a apixabanu). V nasi klinické praxi tedy
budeme muset maximalizovat nase tsili
o bezpe¢nou lé¢bu warfarinem. Proka-
zatelné nejvétsi piinos ma dusledné ve-
deni 1é¢by - snaha o co nejvyssi podil
¢asu v terapeutickém rozmezi za vyuziti
¢astych kontrol nebo automonitorace
ve specializovanych centrech.

Pravé farmakogenetika, kterda zkou-
ma vliv genetické vybavy jedince na po-
dany 1€k, nabizi dal$i moznost, jak s war-
farinem lécit bezpe¢néji. Prvni moznosti

MEDICINA PO PROMOCI // roénik 12/ Suppl. 2/2011

aplikace farmakogenetickych dat je vy-
pocet denni davky warfarinu pro jednot-
livé pacienty je$té pred zahdjenim vlastni
terapie. Druhou moznosti je vySetfovani
jiz warfarinizovanych pacientt, z nichz
muzeme vyclenit jedince s rizikovym ge-
notypem, a ty pak lécit prisnéji a castéji
u nich kontrolovat INR. Pravé zhodno-
ceni soucasnych moznosti farmakogene-
tiky v téchto dvou oblastech je vénovan
nasledujici ¢lanek.

FAKTORY OVLIVNUJICi DAVKU
WARFARINU

Dévka warfarinu potfebna k dosaZeni
ucinné antikoagulace ma velmi vyznam-
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nou intraindividudlni, ale zejména inter-
individualni variabilitu. Velikost davky
je zavisla na genetické dispozici a na fak-
torech negenetickych.

Negenetické faktory jsou dle jed-
notlivych studii zodpovédné zhruba za
40-50 % variability v odpovédi na warfa-
rin. Pro tcely farmakogenetickych vypo-
¢td je mtizeme rozdélit na relativné kvan-
tifikovatelné a stabilni (vék, pohlavi, vaha
a vyska pacienta - tvofi zhruba 10-20 %
celkové variability davky) a hife kvan-
tifikovatelné a vice proménné (aktudlni
obsah vitaminu K v potrave, stav jaterni-
ho a rendlniho metabolismu a jeho ovliv-
néni dal$imi lé¢ivy a slozkami potravy,
aktualni stav poméru anabolismus/kata-
bolismus, celkovy stav hemostazy, com-
pliance pacienta a v neposledni fadé ad-
herence k vedeni 1é¢by lékarem), které
zodpovidaji az za 30-40 % variability.

Intraindividualni variabilita se proje-
vuje jednak klesajici davkou se stoupaji-
cim vékem, jednak ovlivnénim jaterniho
metabolismu pfi zméné medikace nebo
po stimulaci pfechodnou konzumaci al-
koholu (typicky kolem Zzivotniho jubilea
pti protrahovanych oslavach - inicidlné
nutna vyssi dévka, kterd nasledné muiize
byt prili§ vysoka), podle aktualniho ob-
sahu vitaminu K v potravé (sezénni zvy-
$eni davky v letnich mésicich se zvyse-
nym prijmem zeleniny), pfi septickych
stavech apod.

Geneticka  dispozice  vysvétluje
45-60 % interindividudlni variability
v davkovdani warfarinu. V soucasnosti je
zndmo vice nez 30 gend s tisici popsany-
mi polymorfismy, které by mohly ovliv-
novat nékterou z fazi Gc¢inku warfarinu.
Zasadni vliv je vSak prfisuzovan pouze
dvéma z nich: genu CYP2CP pro bio-
transformacni enzym cytochromu P450
CYP2C9 a genu VKORCI pro cilovy
enzym blokovany warfarinem - podjed-
notky 1 enzymového komplexu vitamin
K-epoxid-reduktazy. Dal$im roz$ifenim
spektra vySetfovanych gent (CYP4F2,
PROC, EPHX1, GGCX, ORM1-2) se
zdd, ze bude mozné vysvétlit navic asi
10 % variability davky.' Nicméné na roz-
dil od gentt CYP2C9 a VKORCI chybi
validizace téchto dat na vétsich soubo-
rech pacientt nebo se jejich vliv uplat-

NEGENETICKE FAKTORY
40-50 % variability
Strava, metabolismus,

l¢kové interakce,
stav koagulace

Vék, pohlavi,
hmotnost a vyska

CYP4F2, ApoE
GGCX, EPHX1...?7

Obr. 1 Priciny variability denni ddvky warfarinu.

nuje jen u nékterych - vétsinou u nebé-
losské populace (obr. 1).

FARMAKOGENETIKA
A KLINICKE PARAMETRY

CYP2C9

Variantn{ alely *2 a *3 genu CYP2C9
jsou signifikantné spojeny s nizsi davkou
warfarinu, nez je obvyklé,'? ¢astéjsi hod-
notou INR nad terapeutickym rozme-
zim, vy$si pravdépodobnosti predavko-
vani,"? del$im ¢asem nad terapeutickym
rozmezim,* del$im ¢asem k dosazeni sta-
bilizace davky' a vy$$im rizikem krvaci-
vych komplikaci.»**

VKORC1

Variantni haplotyp genu VKORC1 (hap-
lotyp A, vysoka senzitivita na warfarin)
je vyznamné spojen s niz$i davkou war-
farinu,”"* a méné vyznamné s krat$im
¢asem k dosazeni terapeutického roz-
mezi s pravdépodobnéjsim predavko-
vanim.*"" Riziko krvécivych komplika-
ci pro nosice haplotypu A je v ruznych
studiich nevyznamné vyss§i oproti no-
si¢im nejcastéjsiho haplotypu indoev-
ropské populace AB nebo je shodné.*!"'?
Vzacné bodové mutace genu VKORCI
(kodony 29, 45, 58, 66 a 128) jsou zod-
povédné za farmakodynamicky typ re-
zistence na warfarin, ktery je obycejné
definovan denni davkou > 25 mg a sou-
¢asné zvySenou sérovou koncentraci

GENETICKE FAKTORY
50-65 % variability

VKORC1

CYpP2c9

warfarinu pro dosaZzeni terapeutického
rozmezi.'’*"* Popula¢ni frekvence téchto
mutaci neni presné zndma, ale jde o vel-
mi vzacny stav popsany jen v individudl-
nich ptipadech.

CYP2C9 versus VKORC1

Je zajimavé, ze vliv genu VKORCI
na variabilitu davky warfarinu je vy-
znamnéjsi nez vliv genu CYP2C9, ale
naopak nosiéstvi variantnich alel genu
CYP2C9 mé vyznamnéjsi vliv na da-
lezité sledované klinické parametry
(predavkovani, ¢as nad terapeutickym
rozmezim, riziko krvéceni). Jednim
z moznych vysvétleni tohoto faktu je
vyznamné prodlouzeni poloc¢asu warfa-
rinu u nosic¢t variantnich alel CYP2C9
*2 a *3% a z toho plynouci a lékatem
neocekdvané reakce pacienttl pfi zmé-
nach denni davky (zvysime-li davku,
jak je zvykem, kdyZ pacient stdle nedo-
sahuje G¢inné 1é¢by, dojde po seéteni
pozdniho vlivu u pomalych metabo-
lizatori a nové a pred¢asné navySené
davky k predavkovani). Rozdilna po-
tfeba davky warfarinu u jednotlivych
etnik je pfi¢itdna nejvice rozdilnému
zastoupeni variantnich polymorfismua
genu VKORCI (nejcastéjsi haplotypy
A/A u Asiat, A/B u bélosské popula-
ce a B/B u ¢ernochi). Rovnéz variant-
ni polymorfismy genu CYP2C9 jsou
mezi jednotlivymi etniky zastoupeny
odlisné (nizsi frekvence wild type alely
CYP2C9*1 u bélosské populace, a re-

MEDICINA PO PROMOCI // roénik 12/ Suppl. 2/2011
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lativné vy$$i zastoupeni variantni ale-
ly CYP2C9*3 u Asiatii, a naopak alely
CYP2C9*2 u ¢ernosské populace.

FREKVENCE JEDNOTLIVYCH
GENOTYPU V NASI POPULACI

Ceskd populace vykazuje z populaéni-
ho hlediska obdobné parametry jako
véechny dosud publikované kohorty po-
pulaci indoevropskych etnik. Vzhledem
k poctu jednotlivych kombinaci poly-
morfismtt CYP2C9 (*1, *2 a *3) a haplo-
typt VKORCI (AA, A/BaB/B), miize mit
kazdy pacient jednu z 18 moznych kom-
binaci. Toto rozdéleni na 18 podskupin je
vsak dosti nepraktické, a je proto snaha
o zjednoduseni vyuzitelné v klinické pra-
xi. Podivdme-li se na pocet variantnich
alel obou gent (CYP2C9 a VKORCI),
muzeme pak rozdélit vSechny pacienty
podle jejich celkového poctu. Logicky tak
ma kazdy pacient 0-4 variantni alely (dvé
kopie kazdého genu od obou rodica).
Nejvice redukovanou davku warfarinu -
typicky kolem 1 mg denné - maji nosi-
¢i Ctyf variantnich alel. Tento genotyp je
ale nastésti dost vzacny, v naSem souboru
1 026 pacient byl pfitomen jen u tfi je-
dinct (0,3 %). Z hlediska atypicky nizké
davky (obvykle 2-3 mg denné) a vyssiho
rizika krvacivych komplikaci 1é¢by jsou
dale ohroZeni jedinci s tfemi variantni-
mi alelami, kterych je v nagem souboru
6,1 %. Primérné m4 nase populace jed-
nu variantni alelu vzhledem k nejcéastéj-
$imu haplotypu genu VKORC1 - A/B
(vice viz tabulku 1).

KLINICKE APLIKACE
FARMAKOGENETIKY

Vypocet denni davky pred
zahdjenim terapie

Vzorce na vypocet denni davky warfa-
rinu, které byly dosud publikovany, jsou
véts§inou vytvoreny na zakladé relativné
malych kohort pacientti, pouzivaji odlis-
né parametry pro vlastni vypocet a jejich
validita a pfesnost byla jen omezené ové-
fovéna.

Tab. 1

Populacni zastoupeni jednotlivych genotypid CYP2C9 a VKORC1 v ceské

populaci. Dosud nepublikovana data 1 026 pacientt vySetrenych v Laboratori
molekularni diagnostiky OKBHI Nemocnice Na Homolce

CYP 2C9 VKORC1 Pocet variantnich alel obou genii

Nevariantni genotyp, 705 (68,7 %) AA (low dose) 139 (13,6 %) 0VA 304 (29,7 %)

wild type (*1/*1) haplotype

*1/%2 158 (15,4 %) AB haplotype 457 (44,7 %) 1VA 417 (40,8 %)

*1/*3 130 (12,7 %) BB (high dose) 427 (41,8 %) 2 VA 237 (23,2 %)
haplotype

*20*2 6(0,6 %) 3VA 62 (6,1 %)

*20*3 19.(1,9 %) 4VA 3(0,3 %)

*3/*3 8(0,8 %)

Nosic alely *2 183 (17,9 %)

Nosic alely *3 156 (15,3 %)

Nosic alely *2 nebo *3 320 (31,3 %)

Neexistuje tedy jeden univerzalné ak-
ceptovany vypocet, ale cela fada raznych
vzorcil. Presnost predikce jednotlivych
vzorcl je nejcastéji vyjadiena hodnotou
koeficientu determinace (R? ktery ma
hodnotu 0-1, resp. 0-100 %). Hodnota
R? dosud publikovanych vzorcii se pohy-
buje v rozmezi od 31 do 79 %. Jednotlivé
vzorce maji navic riiznou pfesnost po-
dle etnického slozeni kohorty pacienti,
na kterou byly vytvoreny, a tak je dilezi-

té vybrat adekvatni vzorec pro vlastni pa-
cienty. Dile existuje fada faktoru, které
omezuji presnost predikce denni davky
warfarinu podle vypocti (viz tabulku 2).

Nerandomizované ovérovani
presnosti farmakogenetickych
vypocta

Mezindrodnim konsorciem (Internatio-
nal Warfarin Pharmacogenetics Consor-
tium) byla provedena nejvétsi studie, kte-

Tab.2 Faktory limitujici presnost farmakogenetického vypoctu

Nezapocitatelné vlivy proménné v case u jednotlivého pacienta
Vitamin K Aktudlni mnoZstvi v potraveé + stav produkce ve streve

Naladéni koagulacniho systému Pocinajici infekce, konsumpce a elevace koncentraci koagulacnich faktord
- zavislych i nezdvislych na podavani warfarinu, kolisani sérovych

koncentraci albuminu, septicky stav, katabolismus/anabolismus

Aktudlni funkce jater a ledvin Kolisani funkce - zejména u pacientt s hranicni funkci

Omezeny distribucni prostor Pacienti po amputacich dolnich koncetin

Chybné davkovani warfarinu
Nemoznost podat presné
vypoctenou davku
Nestejny ohsah davky warfarinu pri
nepresném plleni a ctvrceni tablet
Chyby vzorci a laboratornich vysledki
Vyznamné horsi presnost vypoctu  VSechny publikované vzorce byly vytvofeny na kohortach obsahujicich
u pacientd mladsich 40 let JLypické warfarinizované pacienty” s jen minimalnim zastoupenim
mladsich jedinc a uz viibec ne déti. Predikce je Spatna obéma sméry
- vysledna davka ziskana empiricky je stejné Casto vy$Si i nizsi nez
vypoctena davka

Omezena dostupnost sily tablet warfarinu i pres jejich pdleni a ctvrceni

Mize se uplatnit u velmi malych davek warfarinu a zejména u starsich
a rizikovych pacienti

0Odchylka méreni INR Typicka chyba + 0,2 a z toho plynouci nasledny postup lékare na

vysledek, je-li INR mimo interval 1,7-3,3
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ré pouzila iidaje 4 043 pacientil pro vyvoj
vzorce a 1 009 pacientil jako validiza¢ni
kohortu.? Studie srovnavala zacatek po-
dévani warfarinu tfemi taktikami: podle
farmakogenetického vypoctu, podle kli-
nického algoritmu bez znalosti genetiky
(zahrnoval vypocet s negenetickymi pa-
rametry) a zacatek podavani fixni davky
(. standardni taktika klinické praxe).
Studie zdvérem konstatovala, ze pouZiti
farmakogenetického vypoltu vyznam-
né lépe predpovidalo definitivni davku
warfarinu, které bylo dosazeno emipiric-
ky. Studie dale potvrdila jasny pfinos far-
makogenetiky pro takika polovinu viech
pacientd, a to zejména pro pacienty, kte-
fi potrebuji netypicky nizkou, nebo na-
opak vysokou davku warfarinu. Vyhody
farmakogenetického vypoctu se logicky
stiraji u pramérnych pacientd, tj. kte-
fi potfebuji pfesnou denni davku 5 mg,
ktera je spravné a podle odbornych do-
poruceni podavana vSem i bez vypoctu
a nakladnéjsi analyzy DNA.?

Randomizované studie zahajeni
léCby warfarinem podle
farmakogenetiky ve srovnani
s klasickym empirickym
postupem
Nejméné pét prospektivnich randomi-
zovanych studii bylo na toto téma do-
konéeno a publikovano s nedostatec-
nou statistickou silou pro planované cile
(38-230 pacientt).’*** Vliv vypoctu den-
ni davky warfarinu podle farmakogene-
tiky byl v provedenych studiich mensi,
nez se puvodné predpokladalo, a tak je-
jich vysledky nebyly statisticky vyznam-
né. Nicméné ve vSech publikovanych
studiich kohorty pacientt s davkou war-
farinu podle farmakogenetického vy-
poctu vykazovaly statisticky vyznamné
vy$si'®? nebo alespon jasny trend'®'”?
k delsi dobé stravené v terapeutickém
rozmezi (TTR, time in the therapeutic
INR range). Vyuziti farmakogenetiky
rovnéz vedlo ke sniZeni poctu krvici-
vych komplikaci - a to vyznamnou re-
dukci relativniho rizika krvéceni' nebo
alesponn jasnym pozitivnim trendem
v tomto parametru.'s™'

Pozitivni vliv farmakogeneticky vede-
ného davkovani warfarinu se jasné pro-

jevil u analyz zafazenych pacientt podle
jednotlivych variantnich genotypti. Pti
srovnani nosi¢i variantnich genotypt
proti pacientim s wild type genotypem
(bez variantnich alel, tj. CYP2C9 *1
a VKORCI haplotyp A) farmakoge-
neticky vypocet efektivné predpovidal

vy

vy$$i pottebnou davku warfarinu u wild
type pacienttt (p = 0,001) a niz$i po-
tfebnou davku u variantnich pacienti
(p < 0,001)."” Variantni pacienti dosahli
stabilizace davky warfarinu vyznamné
rychleji s vyuzitim farmakogenetiky nez
bez ni (p = 0,003 pro VKORC a p =0,199
pro CYP2C9 *3).1

V neposledni fadé byla nevyhodou
vSech provedenych studii skute¢nost,
Ze i pacienti s ddvkou podle standard-
niho rezimu byli lé¢eni ve specializova-
nych antikoagula¢nich centrech s du-
razem na velmi pfisnou kontrolu INR
s dobfe propracovanym systémem ve-
deni terapie.

Aktudlné jsou provadény nejméné
dvé zdsadni randomizované studie na-
vrzené s dostate¢nou statistickou silou -
americkd COAG a evropska EU-PACT,
jejich vysledky vSak muzeme ocekavat
nejdiive koncem roku 2012.

FARMAKOGENETIKA
WARFARINU JAKO DALSI
FAKTOR K POSOUZENI RIZIKA
KRVACENI

Geneticky marker s dosud nejsilnéjsimi
dikazy pro zvyseni rizika krvacivych
komplikaci je nosi¢stvi variantnich alel
genu CYP2C9 (alely *2 a *3), zejména
v homozygotni formé. Homozygoti pro
variantni alely genu CYP2C9 maji po-
dle na$ich nepublikovanych i podle jiz
publikovanych dat oproti ostatni popu-
laci az 20krat vy$si riziko predavkovani
warfarinem, a tedy i nasledujicich krva-
civych komplikaci®® U heterozygotnich
nosic¢a variantnich alel genu CYP2C9 je
riziko krvaceni zhruba 2-3krat vyssi nez
u ostatni populace.*”? Vzhledem k jejich
relativni Cetnosti (asi 30 % nasi popula-
ce, viz tabulku 1) jde o vyznamny a do-
sud prehlizeny rizikovy faktor pro lé¢bu
warfarinem.

ZAVER

Obecné muzeme z nasi vlastni vice nez
trileté zkuSenosti s touto metodikou
konstatovat, Ze i pfes omezeny pocet di-
kazti pro jeji vyuziti ma své misto v ru-
tinni klinické praxi specializovanych
antikoagulac¢nich center zejména u rizi-
kovych podskupin pacientii. Vzhledem
k jeji dostupnosti a stdvajici znalosti by
mobhla byt vyuZzivana zejména pfi zaha-
jeni 1é¢by warfarinem u pacientd s vyso-
kym rizikem krvéceni (napt. HAS-BLED
skére > 3 body nebo u pacientti s akut-
nim mozkovym infarktem). Pacienti
s rizikovym profilem (3 nebo 4 variantni
alely) jist¢ budou vhodnymi kandidaty
na lé¢bu novymi antikoagulancii.
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Vyuziti farmakogenetiky pii léche warfarinem
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Souhrn: Warfarin je i pres sv(ij nizky terapeuticky index, zna¢nou interindividudlni variabilitu davky léku a mozné zavazné krvacivé kompli-
kace kli¢ovym lékem v terapii a prevenci tromboembolickych ptihod. Aplikace farmakogenetiky p¥i vySetfeni individualnich polymorfizma
genu urcujiciho farmakokinetiku warfarinu (CYP 2C9) a senzitivitu na warfarin (VKORC1) je slibnou taktikou pro bezpeénost antikoagu-
la¢ni terapie. Prvni mozZnosti aplikace farmakogenetickych dat je vypocteni denni davky warfarinu pro jednotlivé pacienty jesté pred zaha-
jenim vlastni terapie. Druhou mozZnosti je vy3etfovani jiz warfarinizovanych pacientd, kde mdzeme zjistit pacienty s rizikovym genotypem,
u kterych je predpokladdno vyssi riziko krvaceni. Pravé zhodnoceni soucasnych moznosti farmakogenetiky a prvnim vysledkdim autord
v téchto dvou oblastech je vénovan nasledujici ¢lanek.

Kli¢ova slova: warfarin - farmakogenetika - CYP 2C9 - VKORC1

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.

Key words: warfarin - pharmacogenetics - CYP 2C9 - VKORC1

Uvod
Antikoagulaéni terapie warfarinem je
indikovana u Sirokého spektra onemoc-
néni, jak v terapii, tak v sekundarnf pre-
venci systémovych tromboembolickych
pitthod. Zéroven je ale warfarin jed-
nim z nejnebezpecnéjsich |éciv pro sviij
nizky terapeuticky index, zna¢nou in-
terindividudlni variabilitu davky léku
a mozné zdvazné krvacivé komplikace.
Warfarin zistavd i pres znacné snahy
farmaceutického pramyslu o vyvoj
stejné efektivnich, bezpe¢néjsich a uzi-
vatelsky pfijemnéjsich antikoagulancif
lékem prvni volby. A nejméné nékolik
dalsich let, nez budou dokonceny kli-
nické studie fady p¥imych inhibitord
aktivovaného faktoru X (rivaroxaban,
LY517717,YM150, DU-176b, apixaban,
betrixaban) a peroralnich pfimych in-
hibitort trombinu (dabigatran) se bu-
deme nuceni spoléhat jen na warfarin.
Pravé farmakogenetika, kterd zkouma
vliv genetické vybavy jedince na po-
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dany |ék, nabizi moznost, jak s war-
farinem |éc¢it bezpecnéji. Prvni moz-
nosti aplikace farmakogenetickych dat
je vypocteni denni davky warfarinu pro
jednotlivé pacienty jesté pred zahdje-
nim vlastni terapie. Druhou moZnosti
je vySetfovani jiz warfarinizovanych
pacientdl, kde m{izeme zjistit pacienty
s rizikovym genotypem, u kterych pak
miiZzeme rigoréznéji a castéji kontrolo-
vat INR. Pravé zhodnocenfi soucasnych
moznosti farmakogenetiky v téchto
dvou oblastech je vénovan nésledujicf
¢lanek.

Co ovlivriuje individudlni davku
warfarinu?

Velikost davky je zavisld 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. MazZeme je rozdélit na rela-
tivné kvantifikovatelné a stabilni (vék,

pohlavi, vdha a vyska pacienta, zhruba
10-20% celkové variability davky)
a have kvantifikovatelné a vice pro-
ménné (aktudlni obsah vitaminu K
v potravé, stav jaterniho a rendlniho
metabolizmu a jeho ovlivnéni daldimi
léky a slozkami potravy, aktudlni stav
poméru anabolizmus a katabolizmus,
celkovy stav hemostdzy, compliance
pacienta a v neposledni fadé adhe-
rence k vedeni 1écby lékarem), které
zodpovidaji az za 30-40% variabi-
lity. Rozdélenf faktord majicich vliv na
denni davku warfarinu podle kvanti-
fikovatelnosti nabyvad na dulezitosti
pravé p¥i nasi snaze odhadnout dennf
davku vypoctem.

Individualni geneticka vybava vysvét-
luje 45-60% interindividudlni variabi-
lity v ddvkovani warfarinu. Vyzkum na
poli gent ovliviiujicich dcinek 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. RozlozZenf jednotlivych kombinaci alel genti CYP2C9 a VKORCT1 v ¢eské
populaci. Data 195 pacientl vy3etfenych v nasi laboratofi. Alely genu CYP2C9
jsou v grafu oznaceny ciselnymi 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 ucinku war-
farinu. Zasadni vliv je v8ak ptisuzo-
van pouze 2 z nich: genu CYP2CP pro
biotransformacéni enzym cytochromu
P450 CYP2C9 (klinicky studovdn od
roku 1995) a genu VKORC1 pro cilovy
enzym blokovany warfarinem - pod-
jednotky 1 enzymového komplexu vita-
min K-epoxidreduktazy (klinicky studo-
van od roku 2004). Dal3im rozsitenim
spektra vySetfovanych genti (PROC,
EPHX1, GGCX, ORM1-2) se zd4, e
bude mozné vysvétlit navic asi 10%
variability davky [1]. Nicméné na roz-
dil od CYP 2C9 a VKORCT1 chybf vali-
dizace téchto dat na vétsich souborech
pacientd.

CYP2C9

Warfarin je racemickou smési dvou
izomer( S a R (pomér S/R =0,5: 1),
které jsou metabolizovdny izoen-
zymy cytochromu P450. Zhruba
Skrat ucinnéjsi S-warfarin je metabo-
lizovan izoenzymem CYP2C9, méné
uc¢inny R-warfarin zejména izoenzymy
CYP1A2 a CYP2C19, které viak ne-
maji vyznamny vliv na Géinnou dennf
davku [1]. Na individudlni senzitivité
na warfarin se nejvice uplatriuji alelické
varianty biotransformaéniho enzymu
cytochromu P450 CYP2C9. U izoen-
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zymu CYP2C9 je znamo pres 130 po-
lymorfizm(, na rozdilné rychlosti
biotransformace S-warfarinu se klinicky
vyznamné uplatiuji alelické varianty
CYP2C9*1 (rychli metabolizatoti),
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 nizéi davky warfarinu. Cetnost
u populace kavkazského pavodu 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 potiebovali ve srovndni's no-
si¢i wild-type (wt) alely CYP2C9*1 pri-
mérné o 0,85 mg/den warfarinu méné
(17 % redukce davky), jesté vyraznéjsi re-
dukce dennfi davky bylo tfeba u pacienti
s alelou CYP2C9*3 (o 1,92 mg méné,
37 % redukce) [2]. Celkové se odhady
podilu téchto polymorfizmd na celkové
variabilité davky warfarinu pohybuji od
6 do 10% [4]. Je zndmo, Ze jedinci s ri-
zikovymi alelami jsou béhem prvnich
4 tydn( lécby ve vétsim riziku INR nad
4,0, a tedy i krvdceni. U rizikovych ge-
notypt CYP2C9*2 a CYP2C9*3 bylo
popsdno vy33i relativni riziko krvaci-

vych komplikaci 1,91 (1,16-3,17) pro
*2 a 1,77 (1,07-2,91) pro *3 [2].
Dale bylo u téchto pacientli popsdno
2-10krat vyssi riziko ,prestteleni® nad
terapeutické INR rozmezi [2-3] v prv-
nich dvou tydnech lécby [5,6] pfi
pouziti doporucovaného nasazova-
ctho schématu s tvodni denni davkou
5-10 mg warfarinu.

VKORC1

Vlastni antikoagulacni efekt warfarinu
je dan ireverzibilni blokddou vitamin
K-epoxidreduktdzy a warfarin-senzi-
tivni chinonreduktazy, kdy v organizmu
vznika deficit hydrochinonové formy vi-
taminu K, a tedy jeho chybéniv karbo-
xylaci glutamatu v molekuldch koagu-
la¢nich faktord I, VII, IX, X, proteinu C,
S a Z. Na variabilité individualni sen-
zitivity na warfarin se nejvice uplat-
riuji 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 uplatfiuji zejména ne-
kédujici polymorfizmy s prokdzanym
primym vlivem na uroveri transkripce
mRNA genu VKORC1 [4]. Jako nejvy-
téznéjsi se jevi haplotypizace za pouzitf
10 polymorfizmd signifikantné ovliviiu-
jicich davku warfarinu u populaci kav-
kazského pavodu (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-
plotypl: skupina s vyssi (obvyklou)
denni ddvkou warfarinu 4,8-6,0 mg
(haplotypy H7-H9) a skupina s nizsi
dennf davkou 2,9-3,0mg (haplotypy
H1 a H2, 42,3% redukce denni ddvky
warfarinu). Toto prediktivni schéma
bylo pouzitelné pro 99 % vySetfované
populace indoevropského typu [4].
Z praktického hlediska stacf vySetfovat
jeden z polymorfizm( na pozicich 381,
3673, 6486, 6853 nebo 7566 genu
VKORCT1, které jsou kazdy stejné in-
formativni jako plnad haplotypizace
[4]. Pacienti homozygotni pro haplo-
typ H1 a H2 maji signifikantné nizsf
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Graf 2. RozloZeni po¢tu rizikovych alel v éeské populaci. Data 195 pacienti
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 dosazen( prv-
niho INR nad 4 (p = 0,003), a tedy
i vy33i riziko krvécivych komplikaci [9].
Celkové je uddvan podil vlivu genu
VKORCT na celkové variabilité odpo-
védi na warfarin od 21 do 30% [10].
Pti spole¢né analyze vlivu polymor-
fizma gent CYP2C9 a VKORCT je po-
zorovdn aditivni efeke, vysvétluji takika
polovinu variability ve srovnani s vlivy
negenetickymi [11].

Data o populaénim vyskytu jednotli-
vych alel geni CYP2C9 a VKORC1 samy
o sobé netikaji, jak je kdo citlivy na war-
farin. Klicovd je kombinace alel obou
genl u jednotlivych osob, pocet rizi-
kovych alel (zddna az 4) téchto dvou
gentl - alel *2 a *3 genu CYP2C9 a alel
haplotypd H1 a H2 genu VKORC1.
Kombinace jednotlivych alel zastoupené
v ¢eské populaciv kohorté 195 pacient(
vySettenych v nasi laboratofi uvadime
v grafu 1 - 93 Zen, 102 muzd, indi-
kace vysetfen( |é¢ba warfarinem, meto-
dika: CYP 2C9 restrikéni analyza podle
Taubeho [12], VKORCT high resolution
melting analyza navrzend 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 pacienttl) 26,52% pa-
cientd nebylo nosi¢em zadné rizikové
alely, 40,8 % mélo jednu rizikovou alelu,
26,01 % dvé rizikové alely, 6,12% tti ri-
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zikové alely, zddny vySetfeny pacient
nemél Cty¥i rizikové alely (graf 2). Litera-
tura uvadi zastoupen/ pacient(l bez rizi-
kovych alel od 20,4% do 39 % populace
[13]. Redukce davky u pacientl s vice
nez 3 rizikovymi alelami (zhruba 10%
populace) je zna¢nd, a nesou tak vyssi
riziko pFili§ vysokého INR pii standard-
nim nasazovani warfarinu. Praimérna
tydenni davka warfarinu u pacientd 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 vytvoreni exaktnich pravidel
pii nasazovani a vedenf terapie warfa-
rinem jsou star$iho data. Korekce fak-
tory, jako je vék pacienta ¢i jeho té-
lesnda hmotnost a vyska, vdak nemohly
byt p#ilis Gspésné, negenetické vlivy
mohou vysvétlit jen asi 50 % variability
denni ddvky warfarinu. Po spojeni ne-
genetickych a genetickych vlivii do jed-
noho vypocétu mizeme dosahnout vy-
znamné vys$3i presnosti v odhadu denni
davky warfarinu.

Vysetteni polymorfizm( gend CYP2C9
a VKORCT1 je jiz provadéno celosvé-
tové v Fadé laboratofi, zejména poté,
co Utad pro kontrolu potravin a léciv
v USA (FDA) doporudil v aktualizaci
ptibalové informace warfarinu vy3et-
feni téchto dvou genl k optimalizaci

Vyuziti farmakogenetiky pfi 1é6¢bé warfarinem

[écby. V soucasnosti viak neexistuje
jeden vieobecné uzndvany a akcepto-
vany vzorec vypoctu denni dévky, ktery
by byl obecné doporucovan. Zadny
z dosud publikovanych vzorct nebyl
validizovan na opravdu statisticky vy-
znamném poctu pacientd.

Publikované vzorce miizeme rozdé-
lit na 2 skupiny. Prvni ndm umozriuje
stanovit dennf davku jesté pred zaha-
jenim |é¢by warfarinem pouze stano-
venim genotypu a korekcl 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 udajd [18], ktery eliminuje
nutnou chybu p#i odhadu negenetic-
kych faktort (napt. vliv télesné vysky
a hmotnosti nebo aktudlniho na-
staveni hemostdzy na metabolizmus
a ucinek warfarinu) a také zmensi ne-
zapoditatelny vliv nevySetfenych nebo
dosud nezndmych genetickych fak-
tor(i. Presnost jednotlivych vzorcl zis-
kanych mnohondsobnou regresni ana-
lyzou je udavana hodnotou koeficientu
determinace (R?), kterd mize nabyvat
hodnoty od 0 do 1 (100%) a udava
procentudlni Gspésnost vzorce ve vy-
poctu skutec¢né denni davky warfarinu.
R2 se pohybuje u jednotlivych vzorcl
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], ktera va-
lidizovala dFive vytvoreny vzorec pub-
likovany Carlquistem [11]. Do studie
bylo zafazeno 206 pacientd, 101 z nich
bylo nasazeno podle farmakogenetic-
kého vypoctu, 99 pacientd bylo na-
sazeno standardné empiricky podle
kontrol INR. Béhem prvnich 3 mésicl
terapie warfarinem bylo potfeba u far-
makogenetické skupiny mensiho poctu
korekei davky (3 proti 3,6, p = 0,035)
o mensi mnozstvi léku (7,1 mg tydennf
davka proti 11,5mg, p = 0,002). Nic-
méné primarni cil nebyl splnén, per-
centudlni pomér méteni INR mimo
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Vyuziti farmakogenetiky pfi [é¢bé warfarinem

v odhadu denni davky.

Publikace Vysetiované
geny

Gage et al 2004

[14] CYP2C9

Gage et al 2008 CYP2C9,

[15] VKORC1

Sconce et al 2005 CYP2C9,

[16] VKORCT1

Carlquist et al CYP2C9,

2006 [11] VKORC1
CYP2C9,

Wadelius et al 2007 VKORCI1,

[17] PROC, EPHX1
GGCX, ORM1

Millican et al 2007  CYP2C9,

[18] VKORC1

Zapoctené
negenetické faktory

vék, rasa, pohlavi, po-
vrch téla (BSA), uzi-
vani amiodaronu

a simvastatinu

vék, rasa, pohlavi, po-
vrch téla (BSA), uzivani
amiodaronu a simvas-
tatinu, koufeni, p¥i-
tomnost hluboké Zilni
trombdzy nebo plicni
embolie

vék, vyska

vék, hmotnost, pohlavi

vék, hmotnost, lékové
interakce (rozdélenf
pouze na léky snizu-

jici a zvy8ujici acinek
warfarinu)

INR pted lé¢bou

a 3. den lécby warfari-
nem, ztrata krve pt¥i ope-
ra¢nim zékroku, koureni

Koeficient
determinace
(R2)

39 %

57 % u Indoev-
ropant, 31 %
u Afroameri¢an(

54,2 %

44,6 %

73 %

79 %

Velikost vySetie-
ného souboru pro
tvorbu vzorce

369

1015

297

213

201

92

Tab. 1. Pfehled jednotlivych publikovanych vzorcii na vypocet denni davky warfarinu a jejich pfesnost

Metoda validizace

retrospektivnf jiz |éce-
nych a stabilizovanych
pacienttl, prospektivné
neprovedeno

prospektivni nerando-
mizovand studie

u 292 pacient( zahaju-
jicich warfarinizaci [15];
findlné dosaZena davka
byla vysvétlena vypo-
¢tem R2 = 54 %
prospektivni nerando-
mizovand studie

u 38 pacientd zahajuji-
cich warfarinizaci [16]
prospektivni randomi-
zovand studie u 206 pa-
cient srovnavajici
farmakogenetické s kla-
sickym nasazovacim al-
goritmem [13]

retrospektivnf jiz |éce-
nych a stabilizovanych
pacientd, prospektivné
neprovedeno

retrospektivni jiz |éce-
nych a stabilizovanych
pacientd, prospektivné
neprovedeno

cilové rozmezi sice byl mensi u far-
makogenetické skupiny, ale statis-
ticky nevyznamné - 30,7 % proti 33,1 %
(p = 0,47). Srovnani genotypové ur-
¢ené s empiricky zjidténou nasazovacfi
davkou warfarinu tedy zatim nenf jed-
noznacéné uzavieno. Prvni dokoncena
studie byla limitovdna statisticky ne-
vyznamnym zavérem, nicméné trendy
byly ve prospéch ddvkovani warfa-
rinu zaloZzeného na genotypizaci je-
dince. Definitivné zfejmé potvrdi vy-
hodnost farmakogenetiky p¥i zahajenf
|é¢by warfarinem az ziejmé publikace
vysledkd pravé probihajicich studif.

Farmakogenetické vysetfeni

béhem udrzovacilécby warfarinem
Vyznam genetického vySetieni téchto
dvou gent byl ¢astecné dokazan pro

568

Gvodni fazi 1é¢by a je jiz na Fadé pra-
covist ve svété souddsti bézné klinické
praxe. Nadéjnou a zatim nepf¥ili$ pro-
zkoumanou oblasti je farmakogene-
tické vySetienf jiz [é¢enych pacientd.
Ojedinéla data svédci pro vy3si ri-
ziko krvdceni u geneticky rizikovych
pacientd i béhem dlouhodobé udr-
zovaci lé¢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 zavaz-
ného krvaceni 2,25%/1 pt.yr. Nosici
CYP2C9*2 a *3 (rizikovi) méli totéz ri-
ziko 8,28 %/1 pt.yr., tj. 3,68krdt vyss(
riziko krvaceni pfi rizikovém genotypu
[19]. Genetické vlivy (zvySena senziti-
vita na warfarin u nosi¢ variantnich
alel VKORC1 a sniZena troven meta-
bolizmu warfarinu u nosi¢d variant-

nich alel CYP 2C9) samozfejmé ne-
jsou jedinymi rizikovymi faktory pro
krvacivé komplikace pfi antikoagu-
la¢ni [é¢bé. Nejcastéji potvrzenymi
jsou: vy33i vék, noncompliance pfi uzi-
vani medikace a dochézenf na kon-
troly INR, nestabilni INR a INR vy33{
nez 3. Nékteré tyto faktory, stanovené
v éFe pred nastupem farmakogenetiky
warfarinu, mohou byt do jisté miry
na rizikovém genotypu zavislé, nejvice
ohroZeni a nejvice se projevuji pravé
u pacientd s nizkou efektivni davkou
warfarinu p¥i rizikovém genotypu. Dd-
vodem by mohla byt nizsi davka léku,
a tedy i vétdi citlivost na zevni vlivy.
Tento fakt viak nebyl zatim spolehlivé
prokadzan a hlavné v citované préci byl
vySetfovan jen prvni (CYP 2C9) ze dvou
znamych gend. Praktickym vystupem
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vyzkumu v této otdzce, vyjde-li pred-
poklad vyssiho poctu krvaceni u riziko-
vého genotypu béhem udrzovaci [é¢by,
by mohlo byt ¢astéjsi provadéni kon-
trol INR u rizikovych pacient( dle gene-
tiky (napt. misto Tkrat za mésic Tkrat
za 2 tydny) a viibec celkové vy3si diraz
na vedeni lé¢by warfarinem (ddsled-
néjsi sledovani zmén vyvolanych kon-
komitantni medikaci apod.).

Zavérem lze shrnout, Ze farmakoge-
netika warfarinu je perspektivni meto-
dikou, kterd vsak musi byt dale dopraco-
véna avalidizovdna spravné navrzenymi

randomizovanymi studiemi.
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CI=1.49 to 15.78, p=.009 respectively). Change in NYHA class and change in cognitive performance was positively correlated, but not significant. Severe cognitive impairment was more prevalent in patients with preserved
LVEF (20.9%) compared to patients with systolic dysfunction (6.7%) at 18 months (p=.000). N-BNP levels were not associated with severe cognitive impairment.

Conclusion — Patients with more severe CHF are at increased risk for severe cognitive impairment compared to those with less severe CHF. Future research 1s suggested to extend follow-up time and neuropsychological assess-
ment. When the cardiologist is able to bring down the severity of heart failure, this might also induce cognitive improvements.

8 Heart and brain
9:40 - 9:50

Occult atrial fibrillation in patients with cryptogenic stroke: A pilot study for detecting atrial fibrillation by insertable cardiac monitors
M.A. Ritter!, F. Reinke?, T. Duning', S. Kochhéuser?, C. Pott>, D.G. Dechering?, L. Eckardt’, E.B. Ringelstein'
Department of Neurology, University Hospital Miinster, Miinster, GERMANY', Division of Experimental and Clinical Electrophysiologie; Department of Cardiology and Angiology, Miinster, GERMANY"

Background: In about 20% of all ischemic strokes the etiology remains unknown despite thorough clinical work-up (crytopgenic strokes). It 1s hypothesized that a significant number of these cases have intermittent atrial fibril-
lation (1AF), however episodes are too rare to be detected within standard diagnostic procedures. In the setting of acute stroke, the current standard of AF detection is ECG on admission and a 24h-Holter-ECG as well as obser-
vation of the cardiac rhythm during monitoring on a Stroke Unit. Other tested diagnostic procedures such as 7 day Holter ECG or 30 day cardiac monitors have shown to increase the detection rate of 1AF. We aimed to disclose
the detection rate of 1AF of insertable cardiac monitors (ICM).

Methods: Patients presenting with acute stroke classified as “cryptogenic” after standard evaluation including admission ECG, transesophageal echocardiography, 24h-Holter ECG, and 72h-monitoring on the stroke unit were
included. An ICM (Reveal XT®, Medtronic Inc. Meerbusch, Germany) which continuously monitors cardiac rhythm was implanted. Patients sent daily seven-minute ECG-samples via telephone. All patients also received a
7day Holter-ECG after standard diagnostics.

Results: 42 patients (60+/-11 years; 19 female) were included. The ICM was implanted 35 (+/-37) days after the initial event. In all patients, the 7d-ECG showed no 1AF. In three patients (7.1%) aged 67, 68 and 70 years, 1AF
was detected by the ICM after a mean follow-up of 62 (+/-29) days.

Conclusion: Preliminary results show that the detection rate of 1AF with an ICM in patients with cryptogenic stroke is higher than after 7d Holter ECG. In the course of a large single centre study (TRACK-AF) we will soon ac-
quire additional data to substantiate the results that allow the identification of patients benefitting from an intensified search for 1AF.

9 Heart and brain
9:50-10:00

The Effect of Factor VII Level on Pharmacogenetic Guided Warfarin Dosing
A. Tomek!, V. Matoska?, T. Kolarova?, M. Sramek!, I. Sarbochova', L. Taborsky?, M. Bojar!
Neurology Department of Charles University, 2nd School of Medicine and University Hospital Motol, Prague, CZECH REPUBLIC', Molecular Genetics Laboratory, Hospital Na Homolce, Prague, CZECH REPUBLIC?

Background: Even after the advent of newer anticoagulation agents there is still a place for a well-conducted warfarin therapy. The main hindrance 1s a great dose variability that could be partially overcome by using pharma-
cogenetics. The level of anticoagulation 1s assessed with the prothrombin time expressed as International Normalized Ratio (INR). INR 1s mainly affected by plasmatic level of factor VII, less by the levels of factors I, II, V and
X. The level of factors 1s highly variable in population and also during the time in individual patients.

Hypothesis: The level of factor VII before the initiation of warfarin treatment affects the precision of pharmacogenetic dosing algorithm, 1.e. the patient with higher level of factor VII would need higher dose than estimated.
Methods: Prospective single center study. Consenting patients initiated on warfarin were analyzed for the level of factor VII before the initiation of treatment. Included patients were genotyped for CYP2C9 and VKORCI and
the dose was estimated with published algorithm. Patients were followed up for 90 days to achieve dose stabilization.

Results: 43 cardio-embolic stroke patients were included in the study (mean age 68,2 years, 20 men). The 1nitial mean level of factor VII was 109% (61-191). The quartiles of factor VII were: < 89%, 89% — 109%, 109% -
118% and >118%. The difference of the estimated to the observed final stable dose for each quartile was: lower -0,35 mg, -0,13 mg, -0,06 mg and upper 0,13 mg (p=0,699). There was a strong correlation between the estimated
and the final stable warfarin dose (r2 = 0,852, p <0,001).

Conclusion: We have observed a non-significant trend for the effect of the initial level of factor VII on the final estimated dose. Patients with higher initial level of factor VII needed more than estimated dose. The incorporation
of the levels of factor VII before the warfarin treatment could improve the accuracy and efficiency of pharmacogenetic guided dosing.
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1 Heart and brain

WARFARIN LOADING DOSE GUIDED BY PHARMACOGENETICS IS
EFFECTIVE AND SAFE IN CARDIOEMBOLIC STROKE PATIENTS

A. Tomek', V. Mat’oska?, T. Kumstytova®, M. Sramek!, 1. Sarbochovd',

K. St’ovickovd!, K. RuZinovd!, L. Tdborski?, M. Bojar!

!Charles University, 2nd Medical Faculty, Neurology Department, Prague, Czech
Republic; 2Hospital Na Homolce, Department of clinical biochemistry, hematology
and immunology, Laboratory of molecular genetics, Prague, Czech Republic

Background: The clinical practice of starting the warfarin treatment with fixed
loading dose driven by an effort to shorten hospitalization time is discouraged by the
current guidelines but is nonetheless very prevalent. Specific group at risk of more
frequent bleeding complications are patients after recent ischemic stroke.

Aim: To compare safety and efficiency of warfarin loading dose compared to
maintenance dose guided with pharmacogenetics in the initiation of warfarin
treatment. Primary end point was time in the treatment range (TTR, fraction of
INR in range in the first 10 days). Secondary end points were: Time to the first INR
in range, time to the first INR above range, the proportion of patients with serious
adverse events (INR>4, bleeding, thromboembolic events, death).

Methods: Consenting cardioembolic stroke patients being initiated on warfarin
were randomized to loading dose group (LDG) or maintenance dose group (MDG).
Treatment was initiated either with loading dose for the first 3 days (double the
estimated dose) or directly from day 1 with estimated dose. Included patients were
genotyped for CYP 2C9 and VKORCI polymorphisms and dose was estimated
with published algorithm. Patients were followed up for 90 days. International
normalized ratio (INR) was measured routinely on days 0-10,15,20,30 and 90. The
target INR range was set as 1,8 to 3,2.

Results: 25 patients were included (13 in LDG, 12 in MDG). TTR during the first
10 days was significantly higher for the LDG (0,46 vs. 0,33 in MDG, p=0,003).
Time to the first INR in range was shorter for LDG 54 vs. 7,6 days, ns. INR above
range was reached only in 2 patients in LDG (after mean 4,5 days) and in 5 patients
in MDG (21 4 days, p<0,001). The number of patients with serious adverse events
was not significantly different (2 LDG, 3 MDG).

Conclusion: Warfarin loading dose guided by pharmacogenetics improved the
efficiency of warfarin dose initiation without increasing the risk of adverse events.

2 Heart and brain

CONTINUOUS STROKE UNIT ECG MONITORING DETECTS
INTERMITTENT ATRIAL FIBRILLATION MORE SENSITIVELY THAN 24 H
HOLTER ECG AFTER ACUTE STROKE AND TIA

R. Veltkamp', T. Rizos', J. Giintner?, E. Jenetzky?, C. Reichardt', T. Hepp®,

R. Reinhardt*, L. Marquardt', P.A. Ringleb®, W. Hacke®

'Department of Neurology, University Heidelberg, Heidelberg, Germany;
“Department of Neurology, Univ. Heidelberg, Heidelberg, Germany; *Department of
Epidemiology, DKFZ Heidelberg, Heidelberg, Germany; *Apoplex Technologies,
Pirmasens, Germany; *Department of Neurology, Heidelberg, Germany

Background and Purpose: The effectiveness of stroke prevention with
anticoagulants has been firmly established in stroke/TIA patients suffering from
atrial fibrillation (AF). Although detection of intermittent AF (iAF) in this high-
risk population is important, the optimal diagnostic work-up is currently unclear.
The aim of the present study was to compare the effectiveness of continuous ECG
monitoring (CEM) with 24h Holter ECG for detection of iAF.

Methods: A prospective, consecutive single-center study enrolling all patients with
ischemic stroke or TIA admitted to our stroke unit (SU) was performed between
March 2010 and January 2011. All patients received a 12-channel ECG upon
admission, and 24h Holter ECG was started within 48h. CEM consisted of 2 modes.
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In the conventional mode, diagnosis of AF was based on the frequency-triggered
arrhythmia alarm of the monitor system confirmed by 12 channel ECG. In the
automatic mode, monitoring data were transferred via internet to a central server
where a dedicated AF detection software based on heart rate dynamic analysis
(SRACclinic®) generated AF diagnosis.

Results: Of the 824 patients admitted to the stroke unit, 564 patients fulfilled
all predefined criteria for entering the data analysis. Mean age was 69+13 years,
60.1% were male. 81.1% of patients had a stroke, 18.9% a TIA. Prevalence of all
AF based on documentation on the SU was 21.9%. AF was sustained in 12.6%
and intermittent in 9.3% of the study population. Intermittent AF was detected by
admission ECG in 34.6%. Additional CEM detected intermittent AF significantly
more frequently (96.2%) than additional 24 h Holter ECG (61.5%) (p<0,01,
McNemar).

Conclusions: Prevalence of iAF detected in stroke unit patients is high. CEM
including an automatic dedicated AF analysis software and ECG data storage for
physician review is more sensitive and sufficiently specific to replace 24 h Holter
ECG for detection of iAF on stroke units.

Disclosure: Investigator-initiated study, support by ApoplexTechnologies.
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PROGNOSIS OF CEREBRAL INFARCTION ACCORDING TO CORONARY
ARTERY DISEASE STATUS

P.C. Lavallée', J. Labreuche', P.G. Steg?, P. Amarenco', AMISTAD Group
'Bichat Stroke Center, Paris, France; Department of Cardiology, Bichat
hospital, Paris, France

Background: there is no large study on the risk of cardiovascular events in patients
with recent cerebral infarction according to presence/absence of silent coronary
artery disease (CAD).

Objective: to stratify the risk of vascular event recurrence in BI patients according
to CAD subgroups (no disease, silent coronary stenosis <50%, silent coronary
stenosis >250%, and known symptomatic CAD).

Method: From June 2005 and December 2008, 378 consecutive acute BI
patients regardless of stroke subtype underwent coronary angiography (n=315,
median delay from stroke onset, 8 days) except if they had known CAD (n=63).
Follow-up was 4 years. Follow-up visits were scheduled between three and
six months after enrolment and every year thereafter. All patients had carotid
and femoral artery, thoracic, and abdominal aorta ultrasound examinations at
baseline. All patients signed informed consent and the study was approved by
local ethics committee.

Main outcome measure: Two-year rate of a composite of vascular death, cardiac
events (myocardial infarction, resuscitation after cardiac arrest, hospitalisation for
unstable angina or cardiac insufficiency), stroke or peripheral arterial disease.
Results: In December 2010, the median follow-up was 37 months (interquartile
range, 27 to 49); 32 patients died (20 before the two-year contact) and 6 patients had
no follow-up information. At two-year, a total of 40 patients had at least 1 vascular
event giving an overall estimated risk of 11.2% (95%CI, 8.3-14.9). According to the
CAD subgroups at baseline, vascular event risk was 3.6% in 119 patients with no
CAD, 8.4% in 112 patients with silent coronary stenosis <50%, 16.7% in 80 patients
with silent coronary stenosis 250%, and 23.4% in 61 patients with known CAD
(log-rank, p<0.0001). Using patients with no CAD as reference, the age-gender-
adjusted HR (95%CI) of vascular events was 2.10 (0.63-6.96) for silent coronary
stenosis <50%, 4.41 (1.36-14.27) for silent coronary stenosis 250% and 6.63 (2.06-
21.35) for known CAD.

Conclusion: In patients with cerebral infarction, silent CAD is a strong predictor of
any future cardiovascular events within two years after stroke onset.

4 Heart and brain

HIGH SENSITIVE TROPONIN (HSTNI) IN ACUTE STROKE PATIENTS

B. Anders, A. Alonso, M. Bolognese, T. Menzel, C. Schwarzbach, M. Kablau,
D. Artemis, A. Forster, M.G. Hennerici, M. Fatar

Department of Neurology, UniversitdtsMedizin Mannheim, University of
Heidelberg, Mannheim, Germany

Cerebrovasc Dis 2011;31(suppl 2):1-322 31



with no significance (CCB co-treated 233.49+95.41, not-treated 208.431+90.01;
Statin co-treated 220.854100.46, not-treated 210.904+74.19).

Conclusion: Our study showed patient with CYP2C19*2 and CYP2C19*3 allele
polymorphism (intermediate and poor metabolizer group) had clopidogrel resis-
tance measured by PRU value. There was no statistical correlation between CCB
and statin with clopidogrel resistance in this study.
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MULTI-NATIONAL COMPARISON OF SECONDARY STROKE PREVENTION
IN THE COMMUNITY

E.L. Heeley, J. Wei, C.S. Anderson

The George Institute for International Health, Sydney, Australia

Background: Evidence is well established regarding the efficacy of secondary
stroke prevention measures also of variability in the uptake of such treatments.
We compared the degree of variability in uptake of secondary stroke prevention
therapies across different countries.

Methods: We compared data from our study of primary care in Australia, Aus-
HEART, and a hospital register in China, ChinaQUEST, with published studies in
other countries identified through searches in PubMed. The aim was to identify
studies examining the uptake of secondary prevention therapies in stroke patients
in primary care or at 12 months post-discharge from hospital.

Results: In AusHEART (n=527 stroke/TIA patients), there was a large treatment
gap in with only 64% of stroke patients receiving blood pressure (BP) lowering
treatment, which was similar to the ChinaQUEST stroke registry (n=4133) where
61% of 12 month stroke survivors were prescribed such therapy. However, a study
in rural India has reported such treatment in only 53% of such patients. Other
studies in Canada and Sweden have shown BP lowering use to be better at 88%
and 74%, respectively. Antiplatelet use was highest in Sweden (87%) and lowest
in India (12%). Uptake of lipid lowering therapies varied considerably across the
studies, being 75%, 53%, 41%, 17%, and 1% in Canada, Australia, Sweden, China
and India, respectively. In the AusHEART study, patients with a history of coronary
artery disease (CAD) were nearly twice as likely to be prescribed the combination
of BP lowering, lipid lowering and antiplatelet, than stroke/TIA patients (adjusted
RR 1.91 [1.60, 2.27]).

Conclusions: Use of secondary prevention measures is apparently low for stroke
patients across in many communities, and as shown in Australia, much worse than
for patients with CAD. Efforts need to made to improve the implementation of
proven secondary prevention measures to reduce the global burden of stroke.
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PRECISION OF PHARMACOGENETICS ALGORITHMS FOR ESTIMATION
OF WARFARIN DAILY DOSE

A. Tomek!, V. Mat’oska?, T. Kumstyfova?, Z. Lacinova?, L. Taborsky?,

M. Bojar!

'Department of Neurology, Charles University, 2nd Faculty of Medicine, Praha,
Czech Republic; DNA Laboratory, Department of Clinical Biochemistry,
Hematology and Immunology, Hospital Na Homolce, Praha, Czech Republic

Background: Warfarin is the first choice in oral anticoagulation, despite its safety
profile and difficulties to initiate and maintain the therapeutic anticoagulation due
to the wide individual variability in daily dose. Individual genetic profile (mainly
CYP2C9, VKORC genes) explains up to 60% of dose variability and could help
us to estimate daily dose before the initiation of treatment using pharmacogenetics
algorithms. There is no consensus on one algorithm; therefore, different formulas
are available.

Accuracy of prediction of respective algorithms can be expressed in the value of
coefficient of determination (R2, value from 0 to 100%).

Objective: To compare empirically determined warfarin daily dose with dose pre-
dicted by three published algorithms [1-3] in our cohort of patients divided by age.
Methods: We selected patients from our database with empirically determined
stable warfarin dose (dose constant at least 3 months with 3 consecutive INR in
therapeutic range). All patients were genotyped for polymorphisms of CYP2C9 (*1,
*2, *3) and VKORCI (haplotypes A, B) genes. Warfarin dose was predicted using
three algorithms [1-3] for each patient, R2 were calculated for each algorithm.
Results: 131 patients with stable anticoagulation were included - median time from
last dose change 6 (3—84) months, median time of treatment 22,5 (4-276) months.
The values of R2 for respective algorithms were 63,58% [1], 37,59% [2] and
33,82% [3]. In 21 patients aged 39 or younger: 15,38% [1], 6,12% [2] and 10,42%
[3]. In 109 patients older than 40 years: 73,29% [1], 34,22% [2] and 48,88% [3].
Conclusion: Pharmacogenetic prediction is clinicaly useful in patients older than
40 years, the most precise was algorithm [1].
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References: 1. Sconce E et al. Blood 2005;106:2329-33.
2. Carlquist JF et al. ] Thromb Thrombolysis 2006;22:191-7.
3. Gage B et al. Clin Pharmacol Ther 2008;84:326-31.
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DEMOGRAPHIC PREDICTORS OF STROKE AWARENESS IN DENMARK
T. Truelsen, L.H. Krarup
Department of Neurology, Herlev Copenhagen, Denmark

Background: The knowledge in the general population about major stroke symp-
toms and risk factors is essential for fast treatment, and for improving stroke
prevention. This is the first-ever study about stroke knowledge in a large Danish
population.

Methods: A total of 3,520 subjects were invited to participate in the study using a
web-based, (closed-) questionnaire about major stroke symptoms and risk factors
for stroke. The recruitment was stratified by region, age, and gender to represent
the composition of the general Danish population aged 25+ years. Enrolment was
competitive with a pre-defined target of 800 responses. Multivariate ordinal logistic
regression analyses were used.

Results: From Dec 12 to Dec 17 (2008), a total of 811 subjects were included,
mean age was 58 (SD 11) years of which 405 (50%) were women. Women had
better knowledge of major stroke symptoms compared with men 1.37 (1.16-1.53),
p=0.001, and increasing age was also associated with better knowledge of stroke
symptoms, OR=1.18 (1.04-1.35), p=0.013. Similarly, female gender and increasing
age was also associated with better knowledge of major stroke risk factors, OR=
1.41 (1.18-1.58), p=0.002 and 1.31 (1.12-1.53), p=0.001, respectively. Association
for age was attenuated when adjusted for history of cardio-vascular disease. Place
of living and years of education was not significantly associated with knowledge of
stroke symptoms and risk factors for stroke.

Conclusions: Women, increasing age, and history of cardio-vascular disease is
associated with better knowledge of stroke symptoms and risk factors for stroke.
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QUALITY OF SECONDARY PREVENTION AFTER MINOR STROKE AND
TIA IN A GERMAN STROKE UNIT SETTING. THE COURSE OF PATIENTS
WITH MINOR STROKE AND TIA STUDY (COPAMISTIA)

S. Leistner!, C.H. Nolte!, A. Ziegler!, G. Nieweler!, G.J. Jungehulsing?,
P.U. Heuschmann?, H.J. Audebert'

I Center for Stroke Research, Charité Universititsmedizin Berlin, Campus
Benjamin Franklin, Berlin, Germany; 2Center for Stroke Research, Charité
Universititsmedizin Berlin, Berlin, Germany

Background: Patients after stroke or TIA are at high risk for vascular re-events.
Effective secondary prevention measures comprise risk factor control, life style
modifications and antithrombotic treatment. Little data exist about quality of phar-
macological and non-pharmacological secondary prevention in unselected hospital
cohorts.

Methods: We assessed frequency of risk factors, lifestyle habits and quality of
secondary prevention in consecutive patients admitted to two stroke centers in
Berlin.

Patients with minor stroke (mRS<2 at time of screening) or TIA (complete
symptom remission <24h) and at least one modifiable risk factor were included
and followed up over 6 months. Willingness of patients to participate in a sup-
port program for intensified secondary prevention was assessed before hospital
discharge.

Results: 303 consecutive patients were screened. 234 patients (62% male, median
age 60y [24-87]) fulfilled the inclusion criteria and were included between January
and September 2009. Frequencies of known risk factors were: Hypertension: 71%;
diabetes: 17%; atrial fibrillation: 15%; hypercholesterolemia: 62%; smoking: 30%;
overweight (BMI 25-29): 45%; obesity (BMI>30): 19%. Only 46% reported
physical activity (=30 minutes) at least 2 times per week. 89% stated that they
would like to participate in a support program. Quality of secondary prevention
during follow-up regarding risk factor control, medication compliance and lifestyle
will be presented at the ESC 2010.

Conclusions: Most minor stroke or TIA patients admitted to acute Stroke Units
have modifiable risk factors and could benefit from lifestyle changes. The vast
majority of these patients are interested in a support program for intensified
secondary prevention.
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CEREBRAL AUTOREGULATION IS IMPAIRED IN TYPE I DIABETIC
PATIENTS WITH CARDIOVASCULAR AUTONOMIC NEUROPATHY

N. Nasr!, F. Arevalo', S. Boukhris?, S. Fontaine*, M. Czosnyka*,

B. Guidolin', A. Pavy-Le Traon®, H. Hanaire?, V. Larrue

I'Service de Neurologie Vasculaire, Hopital Rangueil, CHU de Toulouse,
Toulouse, France; 2Service de Médecine, Centre hospitalier de Brive, Brive la
Gaillarde, France; 3Service de Diabétologie, Hopital Rangueil, CHU de
Toulouse, Toulouse, France; * Academic Neurosurgical Unit, Addenbrooke’s
Hospital, University of Cambridge, Cambridge, United Kingdom; >Service
d’Explorations Fonctionnelles respiratoires, Hopital de la Cavale Blanche, CHU
de Brest, Brest, France

Introduction: A cardiovascular autonomic neuropathy (CAN) has been shown to
contribute to the increased stroke risk of diabetic patients. An association between
CAN and impaired cerebral autoregulation might explain this increased stroke risk.
We tested the hypothesis that CAN correlates with impaired cerebral autoregulation
in patients with type I diabetes.

Methods: Dynamic cerebral autoregulation (DCA) was assessed in type I diabetic
patients with no history of cerebrovascular disease using the index (Mx). Mx is a
moving correlation coefficient derived from the spontaneous variations of cerebral
blood flow velocity and mean arterial blood pressure (ABP) which were monitored
using transcranial Doppler and finger plethysmography. More positive Mx values
indicate weaker DCA. Mx > 0.3 indicates impaired DCA. Postural changes of ABP
were assessed during passive and active standing. Orthostatic hypotension (OH)
was defined as a drop of more than 20mmHg for systolic ABP or 10mmHg for
diastolic ABP. Heart rate variability was measured on deep controlled breathing,
Valsalva manoeuvre (Valsalva ratio) and initiation of active standing (30/15 ratio).
CAN was confirmed when a minimum of two of afore mentioned tests indicated
pathological response.

Results: Fourty-six patients were recruited (M/F: 23/23; mean age: 46+11). DCA
was impaired in 27 patients. Thirty-two patients had CAN and 12 patients had
OH. No difference was found between patients with normal DCA and patients
with impaired DCA as for age, sex, duration of diabetes, HBAlc, smoking,
hyperlipemia, hypertension and body mass index. DCA impairment correlated with
CAN (p=0.001; Fisher test) and with OH (p=0.008; Fisher test). Mx values were
higher indicating weaker autoregulation in patients with CAN as compared with
patients without CAN (Median Mx: 0.39 vs. 0.185; p=0.003, Mann-Whitney U
test).

Conclusion: DCA is impaired in diabetic patients who have CAN. This might
contribute to the increased stroke risk of these patients.

4 Heart & brain

COMMON CAROTID DUPLEX-BUBBLE TEST FOR PATENT FORAMEN
OVALE

B. Censori, T. Partziguian, M. Poloni

Ospedali Riuniti di Bergamo, Bergamo, Italy

Background: We have assessed if Duplex study of the common carotid artery
(CCA) can be used in the place of trans-cranial Doppler (TCD) to carry out the
bubble test to detect a patent foramen ovale (PFO).

Methods: A consecutive series of patients studied with TCD for PFO underwent a
simultaneous Duplex study of the common carotid artery ipsilateral to the insonated
middle cerebral artery, in a longitudinal projection. The TCD probe was fixed with
an elastic band; the Duplex probe was manually held. For the CCA Duplex a GE
Logiq7 machine was used, with a pulsed wave Doppler frequency of 5.0 MHz.
The sample volume covered the entire diameter of the CCA. The bubble test was
carried out with standard methods, once in the basal condition, and twice with a
Valsalva maneuver (VM). All tracings were recorded on video tape and later read
by a neurologist. The number of microembolic signals (MES) was classified as:
absent, class 1 (1 to 10), class 2 (11 to 20), class 3 (21 to 30), class 4 (31 to 50),
class 5 (>50 or shower pattern).

Results: We studied 100 patients, with a mean age of 51.0+16.0 yrs. One hundred
basal and 200 VM bubble tests were analyzed. With TCD, 70 basal and 84 Valsalva
tests did not show any MES; all of them also scored class O with CCA Duplex.
With TCD, 58 VMs scored class 5; of these, 54 scored class 5 (93.1%) with CCA
Duplex, 1 class 4 (1.7%), 2 class 3 (3.4%), and 1 class 2 (1.7%). Of 146 TCD tests
with at least 1 MES, 11 did not show any MES with CCA Duplex (7.5%). For all
of them the TCD class was 1. Duplex MES of the CCA were often less prominent
than TCD signals, both visually and acustically.

Conclusions: Despite lower sensitivity than TCD, Duplex study of the common
carotid artery may be used for PFO detection. This may help in patients without
a cranial bone window, and may greatly increase the diffusion of the bubble test,
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because Duplex machines for neck vessels are much more common than TCD
machines.
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RELATIONSHIP BETWEEN MIGRAINE, STROKE AND RIGHT-TO-LEFT
SHUNT: TRANSCRANIAL DOPPLER AND MRI EVIDENCE AGAINST A
MICROEMBOLIC PATHOGENETIC MECHANISM

G. Nuzzaco'!, M. Rocca?, M. Sessa', P. Annovazzi', B. Colombo',

V. Barcella!, M. Absinta!, G. Giacalone?, A. Falini*, G. Fanelli', M. FilippiZ,
G. Comi', FE. Minicucci'

! Department of Neurology, Institute of Experimental Neurology - IRCCS San
Raffaele, Milano, Ttaly; 2Neuroimaging Research Unit, Institute of
Experimental Neurology - IRCCS San Raffaele, Milano, Italy; *Department of
Neurology, Vita-Salute University - IRCCS San Raffaele, Milano, Italy;
#Neuroradiology Unit and CERMAC - IRCCS San Raffaele, Milano, Italy

Background: Migraine has been associated with an increased risk of stroke.
Available data suggest that both migraine and cryptogenic stroke are associated
with the persistence of right-to-left shunt (RLS), indicating that such a condition
might play a role in triggering migraine and causing brain ischemia, possibly
through paradoxical embolism. These findings have led to the hypothesis that
MRI white matter lesions (WMLs) in migraineurs might be the footprints of
paradoxical microembolic events in the brain. Aim of this study was to investigate
the association between WMLs and RLS in migraine patients.

Methods: Migraineurs and healthy controls were screened for the persistence of
RLS with transcranial Doppler and for the presence of WMLs using a 3.0 Tesla
MRI scanner. RLS was categorized into 4 grades according to the number of mi-
crobubbles detected. The presence, number and volume of WMLSs were determined
on FLAIR and T2-weighted MRI scans and related to the type of migraine and
presence/absence of RLS by univariate statistics.

Results: Forty-eight subjects were enrolled: 17 migraineurs with aura, 20 mi-
graineurs without aura, and 11 controls. Our data confirmed the higher prevalence
of shunt in migraine subjects. WML load was higher in migraineurs than in controls,
but difference did not reach statistical significance. The total number and volume
of WMLs in patients with and without shunt were not significantly different. There
was no significant correlation between the entity of RLS and lesion load. At logistic
regression analysis, only age was associated with WMLs (p<0.001).

Conclusions: The presence of RLS does not increase WML load in patients
with migraine. Albeit the nature of the association between WML, RLS and
migraine, and how migraine might be a risk factor for stroke remain unknown, our
findings highlight the need for further studies to investigate possible pathogenetic
mechanisms other than paradoxical embolism.
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THE RISK OF BLEEDING COMPLICATIONS IN MAINTENANCE THERAPY
WITH WARFARIN IS ASSOCIATED WITH VARIANT POLYMORPHISMS IN
THE CYP2C9 AND VKORC1 GENES

A. Tomek!, V. Matoska?, T. Kumstyrova?, L. Taborsky?>

!Charles University, 2nd School of Medicine, Neurology Department, Prague,
Czech Republic; 2Na Homolce Hospital, Department of Clinical Biochemistry,
Hematology and Immunology, DNA Laboratory, Prague, Czech Republic

Background: Warfarin is the most effective drug in the secondary prevention of
cardioembolic stroke but its use is hindered by risk of bleeding complications. The
main reason for warfarin risk is a narrow therapeutic index and great interpersonal
variability in daily dose. 30-50% of this variability is based on different genetic
background (polymorphisms of CYP2C9 - pharmacokinetics and VKORCI -
pharmacodynamics) compared to only 20% variability from clinical factors. The
warfarin pharmacogenetics is being studied as a method to lessen complications
in the induction phase of therapy (dosing algorithms). Less is known about the
influence of genetic factors during the stable maintenance phase of warfarin
therapy.

Aim of pilot study: What is the frequency of variant alleles (VA) of genes CYP2C9
and VKORCI in patients with bleeding complications during maintenance phase
of warfarin therapy?

Methods: 48 consecutive consenting patients treated and stabilized on warfarin
for more than 1 year were included. Average length of treatment was 2 years and
11 months (1-20 years). All were genotyped for polymorphisms in genes CYP
2C9 (*1, *2, *3) and VKORCI (haplotype A and B), variant alleles resulting in
lower warfarin dose (*2, *3; haplotype A) were counted. Detailed history aimed
at bleeding complications (included only bleedings after 3 months of therapy),
compliance, concomitant medication and other possible variables was taken.
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Results: 9 patients had history of bleeding complications (3 major, 6 minor). 1
(11,1%) had 0 VA, 2 (22,2%) had 1 VA, 3 (33,3%) had 2 VA and 3 (33,3%) had 3
VA. 39 patients had no history of bleeding. 14 (35,8%) had 0 VA, 16 (41%) had 1
VA, 8 (20,5%) had 2 VA and 1 (2,6%) had 3 VA.

Conclusion: There is a trend for higher risk of bleeding in patients with variant
alleles of genes CYP2C9 and VKORCI even during the maintenance phase of
warfarin therapy. This can lead to more emphasis and more frequent controls in
these patients.
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Lécba warfarinem - ma stale smysl a jak na to?
...nebo...

Jak a pro¢ viibec 1é¢it warfarinem?

Ale§ Tomek "2, Vaclav Matoska®
1) Neurologické klinika 2. LF UK a FN Motol, V Uvalu 84, Praha 5, 150 06

2) Laboratof molekularni diagnostiky, oddéleni klinické biochemie, hematologie a
imunologie, Nemocnice Na Homolce, Roentgenova 2, Praha 5, 150 30

Souhrn: Warfarin ziistiva podle uhradovych pravidel pojistoven v Ceské republice
antikoagulacnim Iékem prvni volby. Nutnou podminkou je vSak pecliva klinické praxe se
snahou o vysoky Cas v terapeutickém rozemezi - adekvatni zahajovaci davka, spravna
frekvence kontrol INR a optimélniho davkovaciho schématu - a optimalné i1 vyuziti
pokrocilejsich technik - farmakogenetika a self-monitoring. Rozdily mezi warfarinem a
antikoagula¢nimi Iéky nové generace (dabigatran, rivaroxaban a apixaban) Ize timto
postupem minimalizovat a 1écit tak pacienty efektivné a bezpe¢né v omezenych
ekonomickych pomérech naSeho zdravotnictvi.

Kli¢ovéa slova: Warfarin, dabigatran, rivaroxaban, apixaban, CYP2C9, VKORC1

Proc stale 1é¢it warfarinem?

Warfarin je stale v podminkach ¢eského zdravotnictvi I€kem prvni volby pfti volbé
peroralniho antikoagulancia i ptes rychly nastup a masivni kampai vyrobcti novych
antikoagulacnich 1€ki. Pro¢ tomu tak je a je to dobte?

Diivod prvni - ihrada a cena:

Pravidla tihrady jiz schvalenych peroralnich antikoagulancii ze zdravotniho pojisténi
(dabigatran a rivaroxaban) v indikaci prevence cévni mozkové piihody a systémové
embolie u dospélych pacientl s nevalvularni fibrilaci sini vyzaduji kontraindikaci
warfarinu nez miizeme nasadit nové 1éky. Kontraindikace jsou definovany jako a)
nemoznost pravidelnych kontrol INR b) nezddouci ucinky pfti 1é¢beé warfarinem c)
nemoznost udrzet INR v terapeutickém rozmezi 2,0 - 3,0; tzn. 2 ze 6 méfeni nejsou v
uvedeném terapeutickém rozmezi d) rezistence na warfarin, tj. nutnost podavat denni



davku vice nez 10 mg. To znamena, ze musime kazdého indikovaného pacienta nasadit
nejprve na warfarin a teprve po jeho selhani bude pojistovna hradit novy 1ék. Pokud
lé¢ime warfarinem efektivné, s rozmyslem a s vyuzitim v§ech modernich moZnosti
(farmakogenetika, selfmonitoring INR), pak jen zhruba necela ¢tvrtina pacientti bude
spliiovat pravidla definovana pojistovnou pro uhradu dabigatranu a rivoraxabanu.
Ostatné dal$im diivodem je i nemaly cenovy rozdil ve prospéch wafarinu a tedy i zatéz
rozpoc¢tl nasich ambulanci. Cena mésicni 1é€by warfarinem i se zapoctenim jedné
kontroly INR (asi 200 K¢ bez doplatku pro pacienta) je takika desetkrat nizs§i nez cena
novych antikoagulancii (asi 2100 K¢ navic s doplatkem pro pacienta).

Diivod druhy - efektivita 1é¢by

Primérnim cilem vSech studii s novymi antikoagulancii bylo prokazat noninferioritu
(nepodtadnost) proti warfarinu v prevenci systémové embolizace a cévnich mozkovych
ptihod. Podivame-li se na jejich vysledky detailnéji vidime nékolik zakladnich problémi.
Absolutni rozdil mezi novymi léky a warfarinem je pomérné maly (i kdyz statisticky
vyznamny pro velky pocet pacient zatazenych do studii). Vétsinou Slo o rozdily v fadu
jednotlivell maximalné jednotlivych desitek pacienti z tisice. Tim nefikdme, Ze nova
antikoagulancia nenesou zadné vyhody - naopak jsou vSechny prokazatelné neinferiorni,
tj. minimalné stejn¢ efektivni jako warfarin a dokonce v ptipadé srovnani dabigatranu v
déavce 2x 150mg denné superiorni v prevenci cévnich mozkovych piihod a systémové
embolizace (1) a v pfipadé apixabanu v prevenci vSech cévnich mozkovych piihod a
systémovych embolizaci (ne v§ak samostatné ischemickych cévnich mozkovych ptihod)
(2). To ostatné odrazi i recentni doporuceni Evropské kardiologické spole¢nosti pro
prevenci embolickych komplikaci u pacientti s nevalvularni fibrilaci sini, kdy je
preferovana nova generace antikoagulancii (3). Vyznamna vétSina pozitivnich rozdild v
ucinnosti i bezpecnosti se vSak projevila (a byla soucasti celkového vysledki studii) pti
srovnani novych antikoagulancii s podskupinami pacientl lécenych warfarinem s horsi
kontrolou 1écby (4). Efektivita warfarinu vyznamné stoupd se vzristajicim ¢asem v
terapeutickém rozmezi (TTR), tj. Case, kdy je pacient naméfenou hodnotou
antikoagula¢niho efektu podle INR mezi 2,0 az 3,0. Pro ilustraci v analyze studii
SPORTIF III a V byla ro¢ni mortalita pacientl s nizkym TTR (< 60%) vysokych 4,2% a
zavazna krvaceni u 3,85% ro¢né. Oproti tomu u dobte antikoagulovanych pacienti (TTR
> 75%) byla ro¢ni mortalita jen 1,69% a zavazna krvéaceni 1,58% ro¢né (5). Stejné tak i
ro¢ni vyskyt cévnich mozkovych piihod (2,1% proti 1,07%) i infarktti myokardu (1,38%
proti 0,62%) byl vyznamné rozdilny. Rozdily v G¢innosti a bezpe€nosti 1é€by mezi dobie
a Spatn¢ warfarinizovanym pacientem je pak mnohem vétsi nez mezi pacientem lécenym
novym lékem a dobfe warfarinizovanym pacientem. Proto stale ziistdva obecné
doporucovanym pravidlem nepievadét pacienty dobie kontrolované na warfarinu (s
vysokym TTR) na nové léky. Jsme-li tedy schopni u pacienta dosahnout vysokého TTR
od nasazeni warfarinu i béhem udrzovaci 1é€by, pak neni tedy chybou pacienty dale



nasazovat na warfarin jako prvni volbu. Zasadni neni rozhodnuti, zda pacienta nasadit na
novy 1ék ¢i warfarin, ale to, zda bude viibec antikoagulovan. ProtoZe samotny fakt
nasazeni antikoagulace je populacné nejptinosné;jsi z hlediska redukce mortality i
morbidity.

Diivod treti - moZnost monitorace 1écby

Tolik vyzdvihovana pfednost novych 1€k tj. odpadnuti nutnosti monitorace
antikoagulac¢niho efektu, se stava zdsadni nevyhodou pfi krizovych situacich - zavazné
krvéceni, nutnost urgentniho opera¢niho zakroku, selhani 1é¢by ve smyslu probehlé
embolizace (napf. otdzka indikace intravendzni trombolyzy pfi ischemické cévni
mozkové piihod€), podezieni na predavkovani, identifikace pacientd se zvySenym
rizikem krvaceni pfi mozné interakce s jinymi léky nebo pfi kolisajicich a hrani¢nich
renalnich funkci a v neposledni fad¢€ pti sporné compliance pacienta. Metody spolehlivé
schopné vysettit uroven antikoagulac¢niho efektu po podéani dabigatranu (modifikované
vySetfeni tromboplastinového Casu - test Hemoclot) nebo rivaroxabanu (Hodnoty
protrombinového Casu stanoveného Neoplastinem) nejsou zdaleka vSeobecné dostupné,
zatim jen v nejvétsSich laboratofich krajského typu. Doporucované testovani pomoci
dostupnych standardnich testil (pro dabigatran APTT, pro rivaroxaban anti faktor Xa
chromogenni) je vétSinou je orientacni a zejména pii meznich hodnotach miize byt bez
adekvatni zkuSenosti zcela zavadéjici. Oproti tomu warfarin je rutiné testovan v rezimu
24/7 a to at’ v kazdé laboratoti nebo dokonce i samotnym pacientem s pouzitim POCT
pfistroje.

Diivod ¢tvrty - krvacivé komplikace

V ptipadé¢ vzniku nejobavané;jsi komplikace antikoagulace - zavazného krvaceni - mame
v piipad¢ 1é¢by warfarinem padesatiletou zkuSenost literarni a vétsina z nas i osobni,
klinickou. Existuji jasné algoritmy kodifikované v riznych odbornych doporucenich,
které 1ze aplikovat. V pfipad¢ zdvazného krvaceni mame emergentni moznost korekce
koagulace optimaln¢ podanim koncentratu faktort protrombinového komplexu (zhruba
do 30 minut) nebo poddnim mrazené plazmy v kombinaci s vitaminem K (v rdmci hodin
podle unosné rychlosti podani plazmy podle kardialni funkce pro nebezpeci kardidlni
selhani). Pokud neni stézejni rychlost korekce, pak podani vitaminu K koriguje velmi
levné koagulaci v rdmeci 6 hodin. Oproti tomu, u novych antikoagulancii mdme minimalni
zkuSenost, a to vcetn¢ literarni. U dabigatranu je sice mozZnost urgentni dialyzy (hodiny
podle dostupnosti), ale podani koncentratu faktorti protrombinového komplexu nebo
rekombinantniho faktoru VII je sporné bez piesvédcivych dukazii v laboratornich
studiich (6). Specifické antidotum je zatim v klinickém vyvoji a nedostupné pro klinickou



praxi. V ptipad¢ rivaroxabanu je o¢ekavan podle laboratornich dat lepsi efekt koncentratu
faktorti, nicméné klinické zkuSenosti se pocitaji na jednotlivé kazuistiky.

Diivod paty - adherence k 1é¢bé a rychlost nastupu uéinku

Adherence je rozsah, ve kterém se pacientovo chovani shoduje s radami zdravotnika. Ze
vsech studii sledujicich adherenci pacientti vyplyva, ze pouze zhruba polovina az tii
¢tvrtiny pacientll dodrzuje rezim dostateéné k dosazeni cilen¢ho terapeutického efektu a
redukci morbidity i mortality. Obecné je uvadéno, Ze nova generace antikoagulancii bude
pfinosem pro zvySeni adherence k antikoagulaci. Ale jsou zde jista uskali vyplyvajici z
kratkého polocasu novych 1ékii. Je znamé, ze pacient spise 1€k zapomene vzit, nez ze by
si vzal vice davek. Vyzdvihovana vyhoda novych Iéki (tj. rychly nastup G€inku novych
1€kt pti zahdjeni 1éCby) se pak stava smrtici nevyhodou pro vysokeé riziko selhani 1é€by
ve smyslu vzniku embolizaéni cévni piihody jiz po vynechani jedné ¢i dvou davek
(pacient jeden den zapomene). Warfarin pro sviij polocas blizici se dvéma dniim udrzi
antikoagulacni efekt i pti n€kolikadennim vynechéani. Déle je za velkou nevyhodou
warfarinu povazovana nutnost omezeni diety - pfijmu vitaminu K. Nicméné fada studii
prokézala, ze drastické omezeni pfijmu potravin s obsahem vitaminu K vede k nestabilni
kontrole antikoagulace a tedy i nizkému TTR. Neni tedy nezbytné zcela omezit vitamin
K, sta¢i vynechat nejvyznamnéjsi zdroje a dodrzovat alespon ptibliznou pravidelnost v
pfijmu vitaminu K kontrolou porci zeleniny (napt. podle stejné velikosti misky stejné dny
v tydnu) a nasledné adekvatni Gipravy davky warfarinu. Nutnost pravidelnych kontrol
INR u warfarinu, ktera by se mohla podilet u pacientii na odporu k 1é€bé, by naopak
mohla vést k ¢astéj§imu kontaktu pacienta s Iékafem a tedy 1 vétsi moznosti pozitivniho
ovlivnéni adherence. V neposledni fadé¢ je znamy efekt zavisly na nastaveni pacienta, kdy
znamy 1€k je i pfes jeho omezeni, zndmym a méné obavanym, oproti nové 1écbé
zahrnujicim strach z neznamého.

Jak tedy spravné 1éCit warfarinem?

Mimo klasickych a dobfe zndmych kontrainidkaci warfarinu uvedenych v SPC bychom
radi upozornili na nasledujici klicové momenty a na stale v rutinni klinické praxi
ptezivajici chyby.

Nasazeni warfarinu

Kli¢ovym momentem warfarinizace, kdy je velky prostor pro zasadni komplikace, je Cas
hledani spravné davky warfarinu a jeji stabilizace. Mzeme pouzit tii zékladni strategie:
1) Empirické nasazeni zdkladni davkou (2,5, 5 nebo 10mg) v prvnich dnech s naslednymi



korekcemi podle INR; 2) Odhad davky podle algoritmu vyuzivajiciho klinicka data
pacienta (v€k, komorbidity atp.) a 3) odhad davky podle algoritmu vyuZzivajiciho navic ke
klinickym datim, jesté individualniho farmakogenetického profilu pacienta (zejména
polymorfismi v genech urcujicich rychlost odbourdavani warfarinu - CYP2CO9 a citlivost
na warfarin - VKORCI1). VySetteni je dostupné v n€kolika desitkach genetickych
laboratoii v CR a hrazené pojistovnami. I pies jen aste¢né klinické dikazy pro
farmakogenetické algoritmy, dané menSim poctem pacientil ve studiich, je ziejmé, Ze
zahrnuti genetického profilu zodpovédného za 50 az 60% individudlni variability v
davce, je ptinosné (7). Hlavni skupinou pacientti, ktera profituje jsou nosici vice
variantnich alel urcujicich nizsi denni potebu warfarinu. V genu CYP2C9 jsou to alely
*2 a *3 au genu VKORCI haplotyp B/B, ktery je ¢asto laboratofemi uvadény pouze jako
polymorfismus VKORCI -1639/3673 AA, -1173 TT nebo -6853 CC. Tito pacienti jsou
ohrozeni necekané vysokym INR po podéni standardni davky warfarinu. Pro ilustraci dva
modelovi pacienti: Muz, 60 let, vdha 70 kg, normalni renalni a hepatalnimi funkce. Jeden
ma "standardni genotyp" jako 35% Ceské populace: CYP2C9 *1/*1 + VKORCI haplotyp
A/B (=-1639/3673 AG) a druhy m4 variantni genotyp - napi.: CYP2C9 *1/*3 +
VKORCT haplotyp A/B (=-1639/3673 AQG), ktery ma ve 3 ze 4 alel obou genti asi 7%
¢eské populace. Podame-li témto dvéma pacientlim pii zahajeni 1é¢by prvni 3 dny 10 mg
warfarinu a ddle budeme pokracovat davkou Smg denné, pak standardni pacient dosdhne
maximalné INR 2,8 Sesty den 1é¢by (viz obr. 1). Oproti tomu variantni pacient dosahne
Sesty den velmi vysokého a nebezpeného INR nad 6 (viz obr. 2).

ReSeni bez farmakogenetiky: Zahajujeme vzdy adekvatné klinické situaci a stavu
pacienta. U mladsich pacientli bez komorbidit v primérni prevenci fibrilace ¢i 1écbé
hluboké Zilni trombozy 1ze zahdjit 10 nebo Smg denné. Lze pouzit loadovaci vyssi davku
maximalné prvni dva dny - napt. 10mg. U star§ich pacientli s vyznamnymi
komorbiditami a zejména po recentné prodélané ischemické cévni mozkové piihodé

volime davku 2,5 nebo 5Smg denné v prvnich dnech a urcité vynechdvame vyssi loadovaci
davku.

ReSeni s vyuZitim farmakogenetiky: Optimalng 1é&¢ime s vyuZitim farmakogenetiky.
Pokud laboratof nevypocte pfimo denni davku warfarinu 1ze pro pfesny vypocet vyuzit
zdarma dostupnych algoritmt (napf. na http://warfarindosing.org) kam zadame geneticka
a klinicka data nebo volba vyznamné niz$i zahajovaci davky u nosi¢li variantnich
polymorfismt (napt. 2,5 mg a méné denné). U téchto pacientli také musime pocitat s
vyznamn¢ del$im polocasem warfarinu a tedy ne¢ekan¢ pomalou reakci INR na nami
zménénou davku - tj. kontrolujeme je Castéji a zejména déle po nasazeni v kratSich
intervalech (napf. tydné po prvni dva mésice) nez pacienty s béznym genetickym
profilem.

Schéma denni davky



Warfarin znamy svym dlouhym polocasem (kolem 40 hodin) je ¢asto davkovan rtizné
jednotlivé dny v tydnu podle celkové tydenni davky. Neziidka se setkdme v klinické
praxi s ddvkovanim jako napt.: Pond¢li, stfeda a patek Smg a ostatni dny 2,5mg. K ¢emu
takové davkovani vede? Pti kolisavém davkovani je hladina warfarinu undulujici - kolisa
sice v terapeutickém rozmezi (jeden den napt. INR 2,1, druhy den napt. INR 2,9) a
pacient je tak antikoagulovan efektivné kazdy den. Nicméné po zasahu vnéjsiho vlivu
(chyba v davkovani, infekt atp.) dojde k vyznamné&jSimu vychyleni hladiny Iéku a snaz,
tak mize pacient opustit terapeutické rozmezi a byt tak v riziku bud’ krvaceni nebo
embolizace.

vvvvvv

ReSeni: Davkujeme optimalné stejnou davkou kazdy den - radéji volime sloZit&jsi
rozlamovani tablet nebo kombinace vice sil tablet ¢i jejich ¢asti zdroven, nez rizné davky
v rizné dny. Pokud musime podavat rizné davky v rizné dny, pak davky volime s co,
nejmensim rozdilem a zcela se vyvarujeme dni (napt. sudych) zcela bez warfarinu.

Frekvence kontrol

Otazka spravné frekvence kontrol je kli¢ova pro udrzeni vysokého TTR. Ovsem piili§
vysoka frekvence vede k odmitani u¢inného Iéku pacientem a nakonec i zatézi
ambulance. Pfili§ nizka frekvence pak zas k vyS$8im rizikiim ischemickych 1
hemoragickych komplikaci. Adherenci a efektivitu kontroly 1é¢by vyznamné zvysSuje
zapojeni pacienta do vedeni 1é€by s vyuZzitim self-monitoringu.

ReSeni: V nasi praxi pouzivame inicialng prvni dva tydny po nasazeni kontroly denné -
maximalné obden, pak snizujeme frekvenci na jednou tydné do po dobu nejméné osmi
tydnti nebo do stabilizace davky (ptisna definice 3 po sob¢ jdouci méteni v rozmezi INR
2,0 az 3,0). Po stabilizaci ddvky zveme pacienty maximalné s odstupem Ctyfi tydny mezi
jednotlivymi kontrolami INR. Dadle je pacienta potieba edukovat o situacich, kdy musi
dorazit na kontrolu i ¢ast&ji, mezi planovanymi terminy - jako napf. poc¢inajici infekt,
vymeéna ¢k jinym lékafem, narast drobnych a jinak nevyznamnych krvaceni - modiiny
atp. Snazime se u pacienta zah4jit self-monitoring.

Zavérem lze konstatovat, Ze warfarin ma stale vyznamné misto v naSem antikoagulacnim
armamentariu. Jeho vysoka ucinnost a naSe dlouha klinickd zkuSenost s jeho
komplikacemi, ndm s vyuzitim v§ech modernich dostupnych technik, ale hlavné peclivé
klinické praxe, umoznuje s nim lé¢it efektivné a s nizkymi naklady.

Obrazek 1. Vyvoj INR u pacienta s variantnim genotypem (CYP2C9 *1/*3 + VKORC1
haplotyp A/B) 1é€eného warfarinem po loadovaci ddvce 10mg denné prvni 3 dny s
naslednou pokracovaci davkou 5mg denné. (osa x - dny 1écby, osa y - INR, simulace
vytvofena na on-line simuldtoru: http://warfarissimo.corlan.net).
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Obrazek 2. Vyvoj INR u pacienta se "standardnim" = wildtype genotypem (CYP2C9
*1/*1 + VKORCI haplotyp A/B) l1écené¢ho warfarinem po loadovaci davce 10mg denné
prvni 3 dny s naslednou pokracovaci ddvkou Smg denné. (osa x - dny 1écby, osa 'y - INR,
simulace vytvofena na on-line simulatoru: http://warfarissimo.corlan.net).
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Warfarinizace po kardioembolické cévni mozkové prihodé - komentovana
kazuistika
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Antikoagulaéni terapie je indikovana vzhledem k celkovému starnuti nasi
populace spojenému s narustem fibrilace sini a zaroven tedy i1 kardioembolickych
ischemickych cévnich mozkovych ptihod (CMP) u stale vétsiho mnozstvi pacientd.
index, znac¢nou interindividualni variabilitu davky 1éku a mozné zavazné krvacivé
komplikace. Diky finan¢ni situaci v naSem zdravotnictvi zfejmé nedojde
k vyznamnéj§imu omezeni pouzivani warfarinu ani nyni s nastupem novych
antikoagulacnich 1é¢iv (pfimych inhibitor trombinu — dabigatran, pfim¢é inhibitory
aktivovaného faktoru X — rivaroxaban, apixaban). Budeme tedy muset v nasi klinické
praxi maximalizovat nase usili o bezpe¢nou 1écbu warfarinem (1). Prokazatelné nejvétsi
pfinos ma dasledné vedeni 1écby s vyuzitim modernich technologii — zahajeni
warfarinizace podle farmakogenetickych algoritmt (2), snaha o co nejvyssi podil ¢asu
v terapeutickém rozmezi za vyuziti ¢astych kontrol nebo automonitorace ve
specializovanych centrech.

Z hlediska rizika 1écby warfarinem je jisté nejvyznamnéjsi pravé skupina pacientii po
prodélané cévni mozkové piihod¢. Tito pacienti jsou rizikovi vy$Sim poctem selhani
1é¢by stran vyssiho poc¢tu embolizaénich komplikaci, ale i krvacivych komplikaci véetné
smrticich krvaceni intrakranialnich. Na ptikladu nasledujici kazuistiky z nasi
cerebrovaskuldrni poradny chceme demonstrovat n¢kolik zasadnich bodl v pouziti
warfarinu po prodélané kardioembolické cévni mozkové piihodé.

Kazuistika 1.

Zena 81 let, piijata pred 3 dny s akutni ischemickou CMP. Vstupné na nativnim CT
mozku pouze star$i gliové zmény bilateralné periventrikularné, na CT angiografii uzaver
pravostranné stfedni mozkové tepny (MCA) v M2 useku (jinak jen nevyznamné
aterosklerotické zmény na intra- i extrakranialnich mozkovych tepnéch), klinicky tézky
neurologicky nalez - levostranna hemiplegie, taktilni a spacialni neglect syndrom
(nevnima doteky na levé poloving téla a celkové podnéty z levé strany prostoru), paréza
pohledu doleva, levostrannd hemihypesthesie (celkové NIHSS skore 17). Anamnesticky
zjiSténa pred 2 lety symptomatickd paroxysmalni fibrilace sini - pfechodné levostranna
kardialni insuficience - paroxysmy se posledni 2 roky klinicky neprojevovaly, srde¢ni
funkce adekvatni véku, preventivné lécena jen 100mg ASA denné. Déle statinem 1écena
dyslipidémie (atorvastatin 20mg denn¢) a dobie korigovana hypertenze (kombinace
ACE]I, diuretikum a betablokator). Ostatni anamnéza byla nevyznamna. Pro nepfitomnost
absolutnich kontraindikaci (vék nad 80 let je jiz jen relativni kontrainidikaci) byla podana
v Case 160 minut od zacatku piiznakil intravendzni trombolyza rtPA. Transkranialni
dopplerovska monitorace béhem trombolyzy prokazala rekanalizaci tepny, proto nebyla



indikovana nasledna (rescue) endovaskularni mechanicka 1écba. Pacientka se nasledné
béhem 24 hodin postupné zlepsila na pouze lehkou levostrannou hemiparézu (NIHSS 5),
kontrolni CT mozku po 24 hodinéch jen s rozvojem mensiho ischemického loziska ve
sttedu povodi MCA v oblasti bazalnich ganglii (do 15 mm v maximalnim rozméru) bez
znamek krvécivych komplikaci. Kardiopulmonalné byla pacientka kompenzovana, pfi
pfijeti sinusovy rytmus, druhy den hospitalizace zachycen 5 minutovy béh fibrilace sini s
rychlou odpovédi komor (120 - 140/minutu), ktery nebyl pacientkou subjektivné
pocitovan. V etiologickém dovysetfeni doplnéna ultrasonogografie extrakranidlnich
usekt karotického a vertebralniho fecisté (potvrzuje ndlez bez sten6z ze vstupniho CTA),
roentgenovy snimek hrudniku (mirn¢ rozsifen stin srdecni, jinak bez patologického
nalezu), tranthorakalni echokardiografie (mirna dilatace levé sin€, dobré srde¢ni funkce -
normalni ejekéni frakce levé komory, bez chlopennich vad). Doplnén laboratorni
screening, kde LDL 2,1 mmol/l, HDL 1,18, triglyceridy 1,75, homocystein 18,9,
NTproBNP 1753, d-dimer 423 - ostatni v¢etn¢ rendlnich, hepatalnich parametri v normé.
CHADS?2 skore je 4, je tedy ziejmé, ze pacientka je indikovana na trvalou antikogulaéni
1é¢bu. Nyni stojime pfed ne¢kolika otdzkami:

1) Jaky preparat zvolit?

Prvni volbou mezi peroralnimi antikoagulacii ziistdva podle thradovych pravidel
zdravotnich pojistoven v CR warfarin. Pouze pfi jeho selhani indikujeme v druhé volbg
nova antikoagulancia. Dosud pouze hypotetickou, av§ak na naSem pracovisti pouzivanou
strategii volby antikogulancia je vyuziti farmakogenetiky warfarinu. Je dokazéano, Ze
pacienti s variantnimi alelami v genech zodpovédnych za warfarin maji vyssi riziko
rozmezi (TTR) (2). Pfi nosi¢stvi 3 nebo 4 variantnich alel ze 4 moznych (2 geny po dvou
kopiich od kazdého rodice) je riziko zavazného krvéaceni podstatné - v nami
publikovaném souboru bylo riziko pro nosic¢e 3 variantnich alel 4.34x vyssi (HR = 4,34,
95% CI 1.95-9.65, p < 0.001) (3). Naopak plati, Ze pacient s pfiznivym genetickym
profilem - bez variantni alely v genu CYP2C9 ma vyznamné nizsi riziko obavanych
krvacivych komplikaci (HR = 0,51, 95% CI 0,28-0,93, p = 0,027) (3). Vezmeme-li v
uvahu sice statisticky vyznamné, ale relativné malé absolutni rozdily mezi warfarinem a
novymi antikoagulancii v klinickych studiich, pak miizeme jen spekulovat, jak by
dopadla studie selektujici pacienty do warfarinovych vétvi téchto studii podle
farmakogenetiky - 1ze ptedpokladat, ze vysledky by ziejmé nevyznély ve prospéch
novych substanci. Proto se drzime - i pfes doporuceni Evropské kardiologické spole¢nosti
(ESC) z roku 2012 (4) a Ghradova pravidla platna aktualng v CR - zasady, Ze nasazujeme
na warfarin pacienty s pfiznivym genetickym profilem (0 - 2 variantni alely) a rovnou
zac¢indme s novymi antikoagulancii u pacientd s 3 nebo 4 variantnimi alelami. Takovych
pro warfarin rizikovych pacientl je v nasi populaci 6,7% (3 variantni alely) a pouze
0,65% se 4 variantnimi alelami (data 1972 pacientl vysetfenych nasi laboratoii) (5).
Protoze pacientka byla lécena dosud jen ASA, méla ptiznivy farmakogeneticky profil (1
variantni alela, viz dale) a nebyl zaroven pfedpoklad nemoznosti spravného vedeni
warfarinizace, byl ndmi zvolen jako prvni volba warfarin.

2) Kdy zahajit warfarinizaci?

U pacientky byla zahéjena antitromboticka 1écba druhy den od vzniku ptiznak, 24 hodin
po trombolyze. Inicidln€ volime nizkomolekularni heparin v nizsi davcee, jeho efekt na
nasem pracovisti rutinné métime pomoci antiXa testu, kdy se snazime o udrzeni dolniho



rozmezi u¢inné antikoagulace (0,3 - 0,4 IU/ml). Tuto 1é¢bu jsme ponechali v piipade
popsané kazuistiky po dobu prvniho tydne, pak po doplnéni tietiho kontrolniho CT (které
vyloucilo hemoragickou transformaci loziska) byla zahajena 1é¢ba warfarinem.

Obecné Cas zahajeni warfarinizace urcujeme podle rozsahu cerstvych
ischemickych zmén (6) - nejsou-li zadné (Slo o TIA i podle CT ¢i MR mozku), pak
muizeme zahajit prakticky od prvniho dne. U zmén mensiho rozsahu se doporucuje
warfarinizovat zhruba po prvnim tydnu. U rozsahlych zmén se doporucuje odstup
nejméné dvou tydnti. Pfesna velikost, které lozisko je malé ¢i velké neni arbitrarné
zadnym doporucenim stanovena. Na naSem pracovisti za malé zmény povazujeme zmény
typicky lakunarniho rozsahu - tj. do 15 mm velikosti v typické perforatorové lokalizaci
(bazalni ganglia), za velké zmény povazujeme teritorialni infarkty - celé povodi vetsi
mozkové tepny podlehlé nekroze (napt. celé povodi MCA). Specifickou situaci je
hemoragickd transformace - prokrvaceni ischemického loziska. Zde zalezi na
individudlnim riziku daného pacienta - poméru rizika dal$iho prokrvaceni a rizika ¢asné
recidivy ischemie/embolizace, obecné vSak volime odstup delsi nez 2 tydny - tj. 3 az 4
tydny.

Jak zahajit warfarinizaci?

U pacientky bylo druhy den hospitalizace odeslano farmakogenetické vysetieni
warfarinu. Jiz dal$i den jsme méli k dispozici genotypizaci polymorfizma genu CYP2C9
(dvé alely *1 - tj. genotyp *1/*1 = standardni metabolizér warfarinu) a haplotyp genu
VKORCI (AB = intermedidrni citlivost na warfarin). Soucasné¢ byl vypocten podle
farmakogenetického profilu s dosazenim dalSich idaju: véku, vysky pacientky (162 cm),
uzivani konkomitantnich 1€kii (neuzivd amiodaron, uziva atorvastatin), odhad denni
davky warfarinu, ktery byl stanoven pro INR 2,5 jako 3,68 mg warfarinu denn¢. Lécba
byla zahajena davkou 3 mg denné, nebyla pouzita vyssi loadovaci davka. Sesty den
podavani této davky pacientka dosdhla INR 2,1, byl vysazen nizkomolekuldrni heparin a
pacientka nésledujici den dimitovéna v dobrém vysledném stavu (NIHSS = 2 body, mRS
=1).

Miuzeme pouzit tii zdkladni strategie nasazeni warfarinu - empirické nasazeni
zakladni dadvkou, u nasi kazuistiky typicky 5 mg/den s naslednymi korekcemi podle INR;
- odhad davky podle algoritmu vyuzivajiciho pouze klinické data pacienta nebo odhad
davky podle individualniho farmakogenetického profilu a klinickych parametrti pacienta.
Posledni strategie sice nema literarné nejvyssi troven diikazu podle pravidel mediciny
zalozené na ditkazech, ale jevi se nam jako vysoce perspektivni v rutinni praxi i k
dal$imu vyzkumu, navic ji podporuje i ndzor amerického 1¢kového regulatora FDA
vyjadfeny v souhrnu udaji k ptipravku.
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