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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 limitovano jeho nizkym terapeutickym indexem a
vyznamnou interindividualni variabilitou uc¢inné denni davky. Zasadnim faktorem
urcujicim denni davku je individualni geneticka vybava - variantni polymorfizmy genii
CYP2C9 (metabolizace warfarinu) a VKORC1 (senzitivita na warfarin). Nosici
variantniho genotypu - alel CYP2C9*2 a *3 a haplotypu A/A genu VKORC1 maji
vyznamné nizZ$i denni davku warfarinu a zaroven vyssi riziko nadmérné antikoagulace a
krvacivych komplikaci. Praveé pro nizky terapeuticky index a zasadni vliv genotypu na
velikost davky a nasledné riziko krvacenti je warfarin idealnim cilem pro
farmakogenetické vySetreni.

Cil prace: Zavést a ovérit klinickou vyuzitelnost farmakogenetiky pti lécbé warfarinem v
rutinni klinické praxi, a to: 1) vypoctem denni davky warfarinu podle
farmakogenetického algoritmu jeSté pred zahajenim terapie a 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 c¢asti
souboru pak byla porovnana piesnost publikovanych algoritmi (n = 280), dale byla
vytvorena derivacni kohorta pro tvorbu vlastniho algoritmu (n = 175), ktery byl
nasledné ovéren na valida¢ni kohorté (n = 223). Pro stanoveni rizika krvaceni byla
sebrana kohorta se zavaznymi krvacivymi komplikacemi (n = 51) a jejich kontrolni
skupina bez krvacivych komplikaci (n = 143).

VysledKky: Nejvyssi presnost predikce z posuzovanych publikovanych algoritmt dosahl
u nasi ¢eské kohorty algoritmus podle Sconceové (koeficient determinace, R? = 58,4%),
dalSi porovnavané algoritmy mély jasné nizsi presnost predikce - podle Andersona
(21,9%) a podle Gage (23,8%). Nami vytvoreny algoritmus dosahl u valida¢ni kohorty
vysoké hodnoty presnosti predikce (62,3%), vySsi neZ algoritmus dle Sconceové
(55,3%). Prokazali jsme statisticky vyznamné vyssi 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 VKORC1, kdy riziko krvaceni
bylo nejvyssi pro nosice 3 variantnich alel. Toto riziko je navic statisticky vyznamné
béhem celého ¢asového priibéhu 1écby warfarinem. Naopak pro wild type pacienty
(genotyp *1/*1) v genu CYP2C9 jsme prokazali vyznamné nizsi riziko krvaceni.

Zavér: Farmakogenetika warfarinu ma diky presnosti predikce denni davky své misto
v rutinni klinické praxi specializovanych antikoagulac¢nich center. Pacienti s rizikovym
genetickym profilem (3 nebo 4 variantni alely, homozygoti pro variantni alely CYP2C9)
jsou vhodnymi kandidaty na 1é¢bu novymi antikoagulancii (xabany, gatrany) jako 1ékem
prvni volby. 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 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 CYP2C9 gene and low dose haplotype
A/A in gene VKORC1 have significantly lower dose of warfarin resulting in higher risk of
overcoagulation with higher risk of major bleeding complications. Due to its low
therapeutic index and significant influence of individual genotype on clinical outcomes is
warfarin ideal for pharmacogenetic testing.

Aim: To assess clinical utility of warfarin pharmacogenetic warfarin 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
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 cohort of 280 subjects. 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 warfarin daily dose in our cohort of Czech
patients had 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 validation
cohort with coefficient of determination 62,3% - higher then previously published
algorithms in general and also in our validation cohort (Sconce 55,3%). Regarding
bleeding risk according individual genotype we proved higher risk in carriers of at least
one variant allele in gene CYP2C9. Patients who are carriers of 3 variant alleles of the
genes CYP2C9 and VKORC1 exhibited a significantly higher risk of major bleeding events
during the initiation and also 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 CYP2C9 variant homozygotes, including switching to newer
anticoagulants, could be considered in this high-risk cohort. Warfarin with usage of
pharmacogenetic testing is still an effective and safe alternative to new oral
anticoagulants.
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1 Uvod

1.1 Koncept farmakogenetiky

Po podani 1éc¢iva dochazi v organizmu k celé fadé pochodi, které urcuji vysledny
lé¢ebny efekt. Vyznamna cast variability vysledného terapeutického efektu je
podminéna genotypem jedince, individualnim zastoupenim polymorfismi v genech,
jejichZ produkty se podili na uic¢inku daného léc¢iva. Pravé timto vztahem mezi
genotypem jedince a odpovédi na 1é¢ivo se zabyva védni disciplina farmakogenetiky,
ktera je dominantni disciplinou konceptu personalizované mediciny. Genotypizace a
analyza exprese genomu a jejich vlivu na farmakokinetiku a farmakodynamiku léc¢iva
umoznuje identifikaci rizikovych pacientli s moznosti Upravy davky ¢i pripadnou zménu
terapie jesté pred moznym poskozenim pacienta nezadoucim ucinkem léku. O
praktickém vyuziti 1ze uvazovat zejména u polymorfismi, které maji dramaticky efekt
na koncentraci léciva a jeho aktivnich metabolit{, kdy existuje jednoznacny vztah mezi
koncentraci 1éCiva a kyZenym efektem a kdy jsou pritomné koncentracné zavislé zavazné
nezadouci ucinky. Pravé vSechny tyto predpoklady jsou splnény v pripadé mozného
vyuziti farmakogenetiky warfarinu.

1.2 Charakteristika warfarinu

Warfarin je synteticky derivat dikumarolu. V 1ékarstvi je vyuZivana 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 (odli$na sila
interakce s cilovym enzymem VKOR).

Warfarin je antikoagulac¢ni 1€k, ze skupiny antagonistd vitaminu K. Podkladem
ucinku warfarinu je inhibice enzymu vitamin K-epoxidreduktazy (VKOR1), kdy dochazi
k naruSeni cyklu vitaminu K a nasledné k poklesu tvorby aktivovanych koagulacnich
faktori zavislych na vitaminu K (faktor II, VII, IX, X, protein C, S a Z). Jeho klinicka
efektivita v prevenci tromboembolickych komplikaci byla prokdazana mnoha klinickymi
studiemi (1-3). Antikoagulacni terapie je indikovana v prevenci a 1é¢bé arterialnich
tromboembolickych komplikaci (kardioembolické cévni mozkové ptihody) a u pacientii
s hlubokou Zilni tromb6zou a/nebo po prodélané plicni embolizaci. I po Sedesati letech
klinického vyuziti je stale celosvétové nejuzivanéjSim peroralnim antikoagulanciem,
podle tidaji SUKL z roku 2010 bylo jen v CR spoti‘ebovano celkem 40 miliént dennich
davek warfarinu.

Farmakodynamicky tcinek R-warfarinu a S-warfarinu je odliSny, kdy S-warfarin
vykazuje zhruba 2 aZ 3x vétsi hypotrombinemicky efekt nez R-warfarin. Metabolizace se
rovnéz lisi mezi obéma enanciomery. S-warfarin je vice nez z 85% hydroxylovan
izoenzymem CYP2C9 cytochromového systému P450. Metabolizace R-enanciomeru je
komplikovanéjsi, je rozdélena mezi vice enzymi cytochromového systému (4, 5).



1.3 Farmakogenetika warfarinu

Davka warfarinu potfebna k dosazeni ucinné antikoagulace ma velmi vyznamnou
interindividudlni variabilitu. UZzivana denni davka se miiZe pohybovat od 0,5 mg do 25
mg denné a je zavisla na genetické dispozici a na negenetickych faktorech. Geneticka
dispozice vysvétluje 45 - 60% interindividualni variability v davkovani warfarinu.
Zasadnimi jsou dva geny - gen pro izoenzym cytochromu P450 CYP2C9 a gen pro enzym
vitamin K epoxid reduktazu VKORC1 (Vitamin K Epoxide Reductase Complex, Subunit
1). Ostatni studované geny - mj. CYP4F2, GCX-1, ORM1 nemaji klinicky pouZitelny vliv na
denni davku warfarinu.

Negenetické faktory jsou zodpovédné zhruba za 40 az 55% variability v odpovédi
na warfarin. Pro ucely farmakogenetickych vypocti je mizeme rozdélit na relativné
kvantifikovatelné a stabilni (vék, pohlavi, vaha a vySka pacienta), zhruba 10 aZ 20%
celkové variability davky a hiife kvantifikovatelné a vice proménné (aktualni obsah
vitaminu K v potravé, stav jaterniho a renalniho metabolismu, 1ékové interakce, celkovy
stav hemostazy, compliance), které zodpovidaji az za 30-40% variability.

1.3.1 CYP2C9

[zoenzym CYP2C9 se podili zdsadni mérou na metabolizaci u¢innéjsiho ze dvou
enanciomert - S-warfarinu. Gen CYP2C9 je lokalizovan na chromosomu 10 (10q23.33) a
ma 9 exont. Gen CYP2C9 je vysoce geneticky polymorfni, aktualné je popsano a v
nomenklature zahrnuto 64 alel genu CYP2C9 s vyznamnymi funk¢nimi rozdily v
metabolizaci 1écCiv.

VétsSinovou alelou v kavkazské populaci je referenc¢ni alela CYP2C9*1. Klinicky

nejvice vyuzitelné z pohledu farmakogenetiky warfarinu jsou dvé alely se sniZenou
funkci - CYP2C9* 2, rs1799853 (R144C) a CYP2C9*3, rs1057910 (I359L).
Vliv jednotlivych alel na denni davku warfarinu a jejich popula¢ni frekvence u

kavkazského etnika je nasledujici: CYP2C9*1/*1 - 100% davky, 61-81% populace;
CYP2C9 nosici alely *2 - 17% redukce davky (heterozygoti - 19,6%, homozygoti 36%),
13-26% populace a nosici alely CYP2C9*3 - 37%% davky (heterozygoti - 33,7%,
homozygoti 78,1%), 6-13% populace (6-8).

Variantni alely *2 a *3 genu CYP2C9 jsou signifikantné spojeny s niZsi nez
obvyklou davkou warfarinu (9, 10), CastéjSim INR nad terapeutickym rozmezim, vyssi
pravdépodobnosti predavkovani (9, 11), delSim ¢asem nad terapeutickym rozmezim
(12), delSim casem k dosaZeni stabilizace davky (9) a vys$$im rizikem krvacivych
komplikaci (13, 9).

1.3.2 VKORC1

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 a jeho blokada je podkladem antikoagula¢niho efektu warfarinu. Gen je
lokalizovan na 16. chromozému (16p11.2), je dlouhy 5 139 bp a ma 3 exony (14). 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 faktorti. VKORC1 dale obsahuje popula¢né bézné polymorfizmy ovliviiujici
senzitivitu na podany warfarin. NejvyznamnéjSim SNP je G3673A (nazyvan historicky
1639 G>A), rs9923231 v promotoru genu VKORC1 a je povaZovan za klinicky
nejvyznamnéjsi z hlediska sniZeni senzitivity na podany warfarin (6). Bylo prokazano, Ze
nosici variantni alely maji mensi pocet kopii mRNA genu VKORC1 a tedy i
exprimovaného enzymu VKOR1 s naslednou sniZenou potfebou davky warfarinu (15).
Byly popsany dva systémy vyhodnoceni haplotypt genu VKORC1 podle jednotlivych
Haplotypy H1 aZ H9 jsou pro praktické klinické hodnoceni seskupené podle citlivosti na
podany warfarin na kombinace haplotypt: A a B, v populaci pak tedy existuji nasledujici
kombinace: A/A (nizka davka), A/B (intermedialni davka) a B/B (vysoka davka) (15).

Celkové lze vliv jednotlivych haplotypt na denni davku warfarinu zhodnotit
podle priimérné denni davky jedinct s danym haplotypem. V praci Riedera to bylo 2,7 +
0,2 mg pro haplotyp A/A, 4,9 £ 0,2 mg pro A/Ba 6,2 + 0,3 mg pro B/B (15).

Variantni haplotyp genu VKORC1 (haplotyp A, vysoka senzitivita na warfarin) je
vyznamné spojen s nizsi davkou warfarinu (15-18), a méné vyznamné s kratSim ¢asem
k dosaZeni terapeutického rozmezi s pravdépodobnéjSim predavkovanim (12, 19).
Riziko krvacivych komplikaci pro nosice haplotypu A je v riiznych studiich nevyznamné
vyssi nebo shodné oproti nosi¢lim nejcastéjsiho haplotypu indoevropské populace AB
(20,12, 19).

1.4 Klinické aplikace farmakogenetiky

1.4.1 Vypocet denni davky pred zahajenim terapie

S vyuzitim farmakogenetickych algoritmi vytvoienych na zakladé klinickych a
genetickych dat lze predikovat vyslednou uZivanou denni davku warfarinu jesté pred
zahajenim vlastni terapie. Pfesnost predikce jednotlivych algoritmi je nejcastéji
vyjadrena hodnotou koeficientu determinace (R?), hodnota R? dosud publikovanych
vzorcu se pohybuje od 31% do 79% (21). Publikované algoritmy miiZeme rozdélit na
dvé skupiny. Prvni nam umoznuje stanovit denni davku jeSté pred zahajenim 1écby
warfarinem pouze stanovenim genotypu s korekci negenetickymi faktory. Vyhodou
tohoto postupu je jeho jednoduchost a rychlost, nutné je vsak rychlé vyhotoveni DNA
analyzy, aby 1éCba mohla byt zahajena. Druhy pristup je zahajeni terapie warfarinem a
nasledna korekce davky podle prvnich vysledki INR korigovanych podle genetickych
udaji, ktery eliminuje nutnou chybu pti odhadu negenetickych faktort a také zmensi
nezapocitatelny vliv nevysetirenych nebo dosud neznamych genetickych faktor.

Nejméné 5 prospektivnich randomizovanych studii bylo dokonceno a
publikovano na toto téma s nedostate¢nou statistickou silou pro planované cile (38 az
230 pacientii) do roku 2012 (22-26). Vliv vypoctu denni davky podle farmakogenetiky
byl v provedenych studiich mensi, nez se plivodné predpokladalo a tak jejich vysledky
nebyly statisticky vyznamné. Nicméné ve vSech publikovanych studiich kohorty
pacientii iniciované na warfarinu podle farmakogenetického vypoctu vykazovaly
statisticky vyznamné vyssi (24, 25) nebo alespon jasny trend (22, 23, 26) podilu ¢asu
straveného v terapeutickém rozmezi. Vyuziti farmakogenetiky vedlo k sniZeni poctu



krvacivych komplikaci - a to vyznamné (24) nebo alespoii jasnym pozitivnim trendem
(22, 23, 25). Pozitivni vliv farmakogeneticky vedeného davkovani warfarinu se jasné
projevil u analyz zarazenych pacientli podle jednotlivych variantnich genotypt. Pri
srovnani nosicl variantnich genotypt proti pacientlim s wild type genotypem
farmakogeneticky vypocet efektivné predikoval vyssi potfebnou davku u wild type
pacientii (p=0,001) a nizsi potirebnou davku u variantnich pacienti (p<0,001) (23).

Recentni randomizované klinické studie publikované po roce 2012 jiz byly
navrzeny s vétsi statistickou silou na priitkaz vyznamného rozdilu. Studie CoumaGen-II
prokazala vyznamny prospéch farmakogenetického davkovani stran vyssiho procenta
casu v terapeutickém rozmezi v porovnani se standardni klinickou praxi bez vyuziti
genetiky (27). Evropska studie EU-PACT tento rozdil potvrdila - primérny ¢as v
terapeutickém rozmezi byl 67,4% ve farmakogenetické kohorté oproti jen 60,3% v
kontrolni skupiné (p < 0,001) (28). Americka studie COAG vSak tento rozdil nepotvrdila,
nicméné méla fadu metodickych chyb - zejména velkou etnickou riznorodost, celkova
presnost predikce farmakogenetického algoritmu pak byla u minoritnich populaci nizka,
(R? 21%) a nemohla tak prokazat superioritu farmakogenetického davkovani (29).

1.4.2 Odhad rizika krvaceni béhem lé¢by warfarinem

Jako nejvyznamnéjsi farmakogeneticky marker rizika zavazného krvaceni béhem
1é¢by warfarinem je udavano nosicstvi variantnich alel *2 a *3 genu CYP2C9.
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) (9) do 3,18 (95% CI, 1,30 to 7,78) (12). Variantni (low dose,
A/A) haplotyp genu VKORC1 dosud v Zadné studii nevysel jako statisticky vyznamny
rizikovy faktor krvaceni, byly zaznamenany jen nevyznamné trendy v tomto sméru (12).

2 Cile prace

Cilem této prace bylo zavést a ovérit klinickou vyuZitelnost farmakogenetiky pfri
1é¢bé warfarinem u pacientli s tromboembolickymi komplikacemi v rutinni klinické
praxi. A to nasledujicim zptsobem:

1) Pri zahajeni 1é¢by warfarinem:

Vypoctem denni davky warfarinu podle farmakogenetickych a klinickych dat
jednotlivych pacientti jesté pred zahdjenim vlastni terapie.

- selekci nejvhodnéjsiho publikovaného farmakogenetického algoritmu pro nasi
valida¢ni kohortu ¢eskych pacientd

- tvorbou a validaci vlastniho farmakogenetického algoritmu

2) Béhem jiz zavedené terapie warfarinem:
Stanovenim vztahu individualniho genotypu a vyskytu zavaznych krvacivych komplikaci
prilécbé warfarinem



3 Metodika

3.1 Soubor pacientii

Pro ucely této prace byly vytvoreny postupné celkem ctyri castecné se
pirekryvajici kohorty pacientii - 1) prvni valida¢ni kohorta pacienti stabilizovanych na
warfarinu pro selekci optimalniho publikovaného farmakogenetického algoritmu 2)
druha valida¢ni kohorta pro tvorbu vlastniho farmakogenetického algoritmu, 3)
kohorta pacienti se zavaznymi krvacivymi komplikacemi béhem lé¢by warfarinem a 4)
jejich kontrolni skupina. Pro potfeby projektu byla vytvorena komplexni databaze
klinickych a genetickych dat s vice nez 250 datovymi poloZkami. Pacienti do souboru
byli referovani z osmi spolupracujicich klinickych pracovist - majoritné z Neurologické
kliniky 2. LF UK a FN Motol a Kardiocentra Nemocnice Na Homolce. VSichni pacienti
zarazeni do projektu byli plné informovani a vyjadrili pisemny souhlas s vySetrenim
DNA. Klinicka data pacientii byla do projektu ziskdna nasledujicimi postupy:
cilenym klinickym vySetreni s vyplnénim strukturovaného dotazniku béhem pravidelné
kontroly lékarem, pravidelné telefonické kontroly s periodicitou 1 roku s vyplnénim
strukturovaného dotazniku a kontrolou dokumentace obsazené v nemocni¢nim
informacnim systému u pacienti referovanych z FN Motol a Nemocnice Na Homolce.

3.2 Metodika DNA diagnostiky

Pro praktickou klinickou aplikaci farmakogenetiky warfarinu je nezbytné ziskani
vysledkti DNA analyzy v co nejkratsim ¢asovém ramci. Z tohoto dlivodu a také z diivodu
nizsi ekonomické narocnosti byla zvolena High Resolution Melting (HRM) analyza.
Genomova DNA byla izolovana z Zilniho nabéru pomoci izola¢niho kitu (PUREGENE -
Blood Kit, Qiagen Inc., Chatsworth, California, USA), nasledné byla amplifikovana
polymerazovou retézovou reakci (MultiGene, Labnet International, Inc., New Jersey,
USA) s vyuZitim kitového master mixu (katalogové ¢. HRLS-ASY-0006, Idaho Technology
Inc., Utah, USA), komerc¢né dostupného kitu pro detekci alel *2 a *3 genu CYP2C9 a
polymorfizmu -1639-A>G genu VKORC1 (Kat. ¢. HRLS-ASY-007, HRLS-ASY-0010, HRLS-
ASY-0011, Idaho Technology Inc., Utah, USA).

3.3 Metodika farmakogenetického vyhodnoceni
3.3.1 Zavedeni farmakogenetického algoritmu

3.3.1.1 Selekce nejvhodnéjsiho publikovaného farmakogenetického algoritmu

Do souboru pro vlastni analyzu presnosti algoritmi byli zatazeni pacienti s
kompletnimi klinickymi tidaji, ktefi navic spliiovali kritérium stabilizace na 1é¢bé (1écba
nejméné 90 dnti a zaroven posledni dva nasledné nabéry INR v odstupu nejméné 30 dnti
v terapeutickém rozmezi).

Volba mezi dostupnymi farmakogenetickymi algoritmy pro porovnani presnosti
byla uc¢inéna na zakladé jejich publikované hodnoty R? na jejich valida¢nim souboru a
jeho etnicity. Finalné byly zvoleny tri algoritmy: podle Sconceové (16), podle Gage (6) a
podle Andersona (23).



Vlastni porovnani algoritmi jsme provedli ndsledujicimi zptisoby:
1) linearni regresni analyzu s vypoctem koeficientu determinace (R?) mezi hodnotami
davky warfarinu skute¢né uzZivanymi a vypoctenymi jednotlivymi algoritmy;
2) porovnanim poctu pacientl 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);
3) porovnanim pritomnosti skutecné uzivané davky v pasmu predikovaném na zakladé
vypoctu pro davku warfarinu pro INR rozmezi 1,7 az 3,3;
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, lehc¢ich nez 60 kg a tézsich
nez 100 kg a pro skupiny pacientt s atypicky nizkou a vysokou davkou warfarinu (<2,5
mg a >10mg denng).

Statistické analyzy byly provedeny v softwaru GraphPad Prism, v.6.0 (GraphPad
Software, La Jolla, USA) a SPSS Statistics, v.18.0 (SPSS, Inc., Chicago, USA).

3.3.1.2 Tvorba vlastniho farmakogenetického algoritmu

Pro vytvoreni vlastniho farmakogenetického algoritmu byla vyuzita klinicka a
geneticka dat pacientli z druhé valida¢ni kohorty. Model byl tvoten s vyuZzitim
hierarchické viceCetné linearni regresni analyzy. Do statistické analyzy jsme zahrnuli
nasledujici vstupni parametry:
1) Geneticka charakteristika pacienta - pocet variantnich alel 2 a 3 genu CYP2C9,
haplotyp genu VKORC1 (A/A, A/B, B/B)
2) Obecné charakteristiky pacienta - pohlavi, vék, vaha, vyska
3) Anamnestické udaje pacienta - indikace warfarinu, relevantni onemocnéni
4) Konkomitantni chronicky uzivana medikace ovliviiujici ddvku warfarinu

Pro testovani v hierarchickém gardu byly do jednotlivych fazi modelu postupné
prifazovany proménné, které v univariantni analyze dosahly vyznamnosti p > 0,1.
Vytvoreny model byl standardné testovan na splnéni statistickych predpokladt
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 ptipady predikce (individualnich pacientii) podle
definitivniho modelu byly testovany na pritomnost outlierti (casewise diagnostics), kdy
jako outlier byl oznacen pacient se standardizovanym reziduem vys$$im 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, USA).

3.3.2 Posouzeni vztahu genotypu a krvacivych komplikaci pri 1é¢bé warfarinem
Tato Cast prace byla designovana jako prospektivni s ¢asteCnym vyuZitim
retrospektivnich dat, srovnavajici dvé kohorty pacientti - se zavaznymi krvacivymi
komplikacemi a soubor kontrol. Primarni konecny cil studie bylo zavazné krvaceni
béhem lé¢by warfarinem. Jako sekundarni cile byly urceny nasledujici - zavazné



krvaceni béhem lécby warfarinem hodnocené zvlast béhem tvodni a udrZovaci faze
1é¢by, rizika podle jednotlivych genotypti, podle poctu variantnich alel v obou genech
dohromady: 0 az 4 variantni alely.

Do studie byli zarazeni pacienti s kompletnimi klinickymi i genetickymi tidaji
starsi 18 let. Do kontrolni skupiny byli zafazeni pouze pacienti 1é¢eni warfarinem déle
nez 12 mésici. 0dhad velikosti souboru byl proveden na zakladé grafického nomogramu
publikovaného Altmanem (30). Pro dosaZeni statisticky vyznamného vysledku se
minimalni velikost vzorku pohybuje mezi 40 a 175 pacienty se zavaznym krvacenim.

Pro porovnani mezi skupinou s krvacenim a skupinou kontrol byl u
kategorickych proménnych pouzit x? test nebo Fisherova exaktniho testu, pro spojité
proménné byl pouZit Mann-Whitneyho U test. Pro zjiSténi moZné miry asociace mezi
genotypem, jednotlivymi klinickymi charakteristikami pacientli souboru a zavaznym
krvacenim byl pouzit Coxtiv model pomérnych rizik (Cox proportional hazards model).
Byl vypocten pomeér rizik (hazard ratio, HR) a to bez tipravy (unadjusted HR) i s ipravou
na mozné dals$i 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 pomeér rizik. Proménné s hodnotou p < 0.1 pti univariatni analyze byly pouzity
pro eliminac¢ni algoritmus. Test dobré shody modelu (goodness of fit) pro vysledny
Coxliv model proporcnich rizik byl proveden podle Grgnnesbyho a Borgana (31), kdy
pocet testovanych podskupin podle rizika (risk groups number) byl odhadnut podle
Mayové a Hosmera (32). Srovnani obou skupin (s a bez krvaceni) bylo provedeno
graficky vytvorenim Kaplan-Meierovych grafii preziti (v naSem pripadé zavazného
krvaceni) s adekvatnim vypoctem log-rank statistiky. K posouzeni pravdivosti odhadu
vSech definitivnich modelti byly vypocteny Schoenfeldovy rezidudly. VSechny statistické
analyzy byly provedeny na softwaru PASW Statistics 18.0 (SPSS, Inc., Chicago, USA) a
STATA version 13 (StataCorp LP, College Station, USA).

4 Vysledky

4.1 Genotypy CYP2C9 a VKORC1 v ¢eské populaci

RozloZeni genotypti CYP2C9 a VKORC1 v ceské populaci ziskané analyzou 1972 pacienti
je uvedeno v tabulce 4.1. V genu CYP2C9 je nejcCastéjsi nosicstvi alely *1 v homozygotni
formé (67,6%), které odpovida standardni metabolizaci warfarinu. Variantni alely *2 a
*3 (se snizenou schopnosti metabolizovat warfarin) jsou nejcasté;jsi 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 zastoupeni jen v 1,1%. NejcastéjSim haplotypem genu
VKORC1 je v ¢eské populaci haplotyp A/B, ktery nese 44,7% populace s intermediarni
citlivosti na warfarin. Druhym nejcastéjsim 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 udajem je dale individualni
kombinace variant obou genft, kterou miizeme vyjadrit poctem variantnich alel (VA) od
Zadné do Ctyr. Standardni ocekavatelnou davku warfarinu maji pacienti s Zadnou nebo
jednou variantni alelou, kterych je v ¢eské populaci 29,2% (0 VA) a 41,5% (1 VA).

Tabulka 4.1.: RozloZeni jednotlivych genotypii v genech CYP2C9 a VKORC1 v
kompletni geneticky vySetrené kohorté (n = 1972). Pocet variantnich alel (VA) odliSen
barevneé - fialova = 0 VA, modra = 1 VA, zelena = 2 VA, Zluti = 3 VA, Cervena = 4 VA.

CYP2C9 VKORC1 VKORC1 VKORC1 celkem
genotyp haplotyp haplotyp haplotyp
B/B A/B A/A
*1/*1 586 167 (8,5%) | 1325
(29,9%) (67,6%)
*1/*2 135 (6,9%) | 154 (7,9%) | 60 (3,1%) 349 (17,8%)
*1/*3 92 (4,7%) 102 (5,2%) | 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 821 877 274 1972 (100%)
(41,9%) (44,7%) (14,0%)

4.2 Selekce nejvhodnéjsiho publikovaného farmakogenetického algoritmu

Porovnani presnosti jednotlivych farmakogenetickych algoritmt bylo provedeno
na kohorté 280 pacientli se zndmou stabilni davkou warfarinu. Hlavnim parametrem
porovnani presnosti predikce je hodnota koeficientu determinace R?, kde nejvyssi
presnosti dosahl algoritmus podle Sconceové (58,4%). Oba zbylé algoritmy mély jasné
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. Priimérna chyba
byla 1,53 * 0,83 mg, chyba do 2 mg byla u 87,5% predavkovanych. Poddavkovano
(vypocltena nizsi neZ skute¢né uzivana) bylo 41 (14,6%) pacientd, a to primérné 2,79 +
2,18 mg. U 46,3% poddavkovanych byla chyba do 2 mg. Algoritmus podle Andersona
spravné predpovédél davku u 91 (32,5%) pacientd, algoritmus podle Gage spravné
piredpovédél davku u 103 (36,7%) pacient.

Srovnani jednotlivych algoritmt proti sobé pomoci McNemarovy modifikace chi-
kvadrat testu - stran pravdépodobnosti, Ze se pacientova skute¢né uzivana davka bude
nachazet v pasmu vypocteném podle algoritmu, prokazalo jasnou nadrazenost algoritmu
Sconceové proti obéma zbylym algoritmim na nasem souboru. Pacient ma podle
algoritmu Sconceové (oproti algoritmu Andersona) 4x vétsi Sanci, Ze vypoctena davka



bude uvnitf pasma *+ 20% od skute¢né uzivané (0Odds 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).

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%).

Tabulka 4.2.: Porovnani presnosti jednotlivych algoritmii - publikovana data a nase
ovéreni presnosti (SD - smérodatna odchylka).

Algoritmus Derivacni Presnost na Presnost na Piesnost na nasi
kohorta: pocet | derivacni valida¢ni kohorté | kohorté 280
pacienti kohorteé - - koeficient pacientt -
(kavkazska koeficient determinace - R2 | koeficient
rasa %) determinace - R2 determinace - R?

Sconce et al 297 (100%) R2Znepublikovano, | 54,2% 58,4%

(16) Pearsonovor =

80%

Gage et al (6) 1015 (83%) 57% 54% 23,8%

Anderson etal | 213 (pfevazné 47% nepublikovano 21,9%

(33,23) kavkazského
pivodu)

4.3 Tvorba vlastniho farmakogenetického algoritmu

Derivacni soubor pro tvorbu vlastniho farmakogenetického algoritmu cital 175
pacientii a kohorta pro jeho validaci zahrnula celkem 223 pacientd se znamou
stabilizovanou denni davkou warfarinu a kompletnimi klinickymi daty.

Do hierarchické linearni regresni analyzy byly zarazeny nasledujici proménneé,
které dosahly statistické vyznamnosti p < 0,1 a splnily linearni vztah k zavislé proménné
(skutecné uzivana denni davka warfarinu): pocet variantnich alel *2 a *3 genu CYP2C9,
haplotypy genu VKORC1 A/A, A/B a B/B, vék, vaha, vyska, uzZivani amiodaronu a uzivani
statinu. Pro predpokladanou klinickou vyznamnost bylo zatrazeno i pohlavi pacienta. Pro
minimalni a statisticky nevyznamny vliv na vyslednou presnost predikce jsme vyradili
parametry uzivani statinu a pohlavi pacienta. Parametry zarazené do definitivniho
modelu byly: vék, hmotnost, vyska, genotyp VKORC1 a CYP2C9 a uzivani amiodaronu,
které statisticky vyznamné predikuji vyslednou denni davku warfarinu F (7, 167) =
66,120, p < 0,001. Vytvoreny algoritmus je nasledujici:

VDenni davka, mg = (2,049 - (0,016*[v&k, roky]) + (0,007*[vy$ka, 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 =
)



Vysledny model byl testovan na vzajemnou nezavislost rezidui v modelu testem
podle Durbina a Watsona, kdy vysledek 2,016 znamena vynikajici nezavislost
pozorovani. Nemuseli jsme Fesit pritomnost outlierti, zadny pripad predikce
nepresahnul hodnotou standardizovaného rezidua +3 smérodatné odchylky (SD).
Rezidua vytvoreného modelu splnila predpoklady na pritomnost homoskedasticity a
jejich normality.

Vysledny model dosahuje vysoké hodnoty predikce - hodnota neadjustovaného
koeficientu determinace je R? 73,5%, adjustovany koeficent je 72,4%. U valida¢ni
kohorty bylo dosaZeno presnosti podle koeficientu determinace R? 62,3%. Pro srovnani
jsme vypocetli u stejné kohorty podle publikovanych algoritmi - podle Andersona
50,1% a podle Sconceové 55,3%.

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 paAsmu vymezeném * 20% skutecné
uzivané denni davky. Primérna chyba predikce v procentech skute¢né uzivané denni
davky byla 35,47%, median byl 22,43% (SD 41,06). Predavkovano by bylo 88 (39,3%)
pacientii z 223, tj. vypoctena davka byla vétsi nez skutecné uzivana. Nicméné chyba vétsi
neZ 2 mg byla pouze u 29,5% z predavkovanych pacientd, navic vSichni tito pacienti
uzivali celkovou denni davku vyssi nez 5mg. Poddavkovano (vypoctena niZsi nez
skute¢né uzivana) bylo 126 (56,5%) pacientd, a to primérné o 1,41 + 1,12 mg. U 46,8%
poddavkovanych byla chyba do 2 mg.

4.4 Riziko zavazného krvaceni podle genotypu CYP29 a VKORC1

Celkem 194 pacientd (51 pacientili se zavaznym krvacenim a 143 jako kontrolni
skupina) splnilo vstupni kritéria a bylo zarazeno do zavérecné analyzy.
Primérny 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),
VétSina pacientti ve studii byla l1é¢ena v primarni (28,9%) nebo sekundarni (30,4%)
prevenci tromboembolickych komplikaci fibrilace sini (celkem 59,3%). Priimérna doba
sledovani celého souboru byla 45,7 mésice (3 roky a 9 mésicti). V komorbiditach
pacientii obou skupin nebyl vyznamny rozdil, mimo ¢astéj$i anamnézy ischemické cévni
mozkové prihody v kontrolni skupiné (23,5% vs. 39,9%, p = 0.036). 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
skutecnost, Ze pacienti s krvacivymi komplikacemi uZzivali vyznamné Castéji vice neZ 3
dalSi 1éky mimo warfarinu. Pacienti s krvacenim uZzivali 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.
Pacienti s krvacenim dale Castéji béhem lécby dosahli nebezpecné vysokého INR -
vyssiho nez 4,5 - 53,8% oproti 23,1% (p = 0,003) a jejich 1écba byla spiSe celkové
hodnocena jako stabilizovana méné casto - jen v 54,9% proti 69,9% (p = 0,052).

Celkem do studie bylo zatazeno 51 pacientii se zdvaznym krvacenim béhem lécby
warfarinem. VétSina krvaceni probéhla v intrakranialni lokalizaci - 5 spontannich
netraumatickych subduralnich krvaceni a 18 intracerebralnich krvaceni do mozkového



parenchymu. Pti srovnani pacientii s krvacenim s kontrolni skupinou jsme prokazali
vyznamné rozdily stran zastoupeni jednotlivych genotypt. 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 kohorty
s krvacenim (23,5%, p = 0,012). Prekvapivé jsme nalezli u skupiny s krvacenim 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 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 Zddnou variantni alelou (15,7% vs. 30,1%, p =
0,045).

V primarnim neupraveném (unadjusted) Coxové modelu propor¢niho rizika jsme
jednotlivé zhodnotili vSechny sledované rizikové faktory krvaceni pti lécbé warfarinem.
Pii ndvrhu protokolu studie a selekci parametri sledovani souboru jsme zatadili
vSechny zasadni literarné udavana rizika - jako napr. hypertenzi, stav po prodélané
cévni mozkové prihodé, renalni a hepatalni insuficienci, nicméné tradic¢ni rizikové
faktory nedosahly v naSem souboru statistické vyznamnosti. Zasadni vliv bez prepoctu
na dalsi faktory vySel v pripadé soucCasné lécby sulodexidem, kdy pomeér rizik byl HR =
4,3; C195%= 1,5 az 12,0. Potvrdili jsme jiZ v této analyze vliv polypragmazie, kdy uzivani
vice nez tii dalSich 1ékli mimo warfarinu zvysilo pomér rizik 2,5x (HR = 2,503; C1 95%
1,4 a7 4,4).

Proménné s hodnotou p < 0,1 pri univariatnim testovani byly vloZeny do
eliminacniho algoritmu pro tvorbu definitivniho upraveného (adjusted) modelu.
Vzhledem k poctu sledovanych udalosti (= 51 krvaceni) jsme pouZili v definitivnim
Coxové modelu podle Hosmera adjustaci maximalné 5 jednotlivymi proménnymi. Jako
nejvyznamnéjsi byly do definitivniho modelu zatrazeny nasledujici proménné: nestabilni
davka warfarinu, soubézna lécba amiodaronem, anamnéza hluboké Zilni trombozy
a/nebo plicni embolie, ischemicka choroba srdecni 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
skutecnosti (goodness of fit). 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 (HRagj = 0,51, CI 95% 0,28 az 0,93, p = 0,027). Tento
vysledek udrzel statistickou vyznamnost i po sou¢asném zapocteni a upravé podle
pritomnosti A/A haplotypu v genu VKORC1 (HRag; = 0,5, C1 95% 0,27 to 0,91, p = 0,023).
KdyZ jsme analyzu rizika omezili na jednotlivé genotypy CYP2C9, tak se odhady rizika
staly nestabilnimi pro malou velikost vzorku, i kdyZ byla zachovana jejich celkova
statisticka vyznamnost. Nejvyssi riziko nesli homozygoti pro variantni alely CYP2CO -



genotyp *3/*3 (HRaqj = 74,7, 95% CI 6,5 az 859,0, p = 0,001) a genotyp *2/*2 (HRaqj =
10,2, C195% 1,3 az 82,3, p = 0,029). Analyza rizika zavazného krvaceni jednotlivych
haplotypii genu VKORC1 v upraveném modelu hrani¢né nevysla signifikantné: HRagjaa =
1,8 (95% C1 0,97 az 3,5 p = 0,06) a HRagjs 0,59 (95% CI1 0,30 az 1,1, p = 0,12).

Nejzajimavéjsim plivodnim zjisténim nasi prace bylo popsani aditivniho rizika
krvacenti pri zapocteni vzajemnych kombinaci genotypu CYP2C9 a VKORC1 podle
celkového poctu variantnich alel (VA). Pacienti s 3 VA méli upraveny pomér rizik HRag; =
4,34 (95% CI 1,95 az 9,65, p < 0,001). Existuji 2 mozné zakladni kombinace 3
variantnich alel - 2 VA v genu CYP2C9 a 1 VA v genu VKORC1 nebo 1 VA v genu CYP2C9 a
2 VA v genu VKORC1. Obé tyto kombinace s sebou nesou vyznamné riziko zavazného
krvaceni, pricemz vyssi je toto riziko pro pacienty s 2 VA v genu CYP2C9 (HRagj 2va cyp2co
wavkorcl = 9,54, C1 95% 2,65 az 34,40, p = 0,001; HRagj 1va cyp2co 2va vkorct = 3,0, C1 95%
1,19 to 7,51, p = 0,02) (detaily viz tabulka 4.4). Riziko zavazného krvaceni bylo pro
pacienty s 3 VA vyznamneé vyssi po celou dobu 1é¢by - ve fazi iniciacni i ve fazi udrzovaci.
Vyssi bylo toto riziko v iniciacni fazi (HRaq; = 12,23, C1 95% 1,08 az 138,48, p = 0,043)
nez v udrzovaci fazi (HRaq; = 3,65, CI 95% 1,51 az 8,85, p = 0,004).

Obrazek 4.1: Cas k zavaznému krvaceni. Kaplan-Meierovy kiivky podle poctu
variantnich alel (VA) v genech CYP2C9 a VKORC1. Log-rank test byl x? = 8,494, p = 0,004.
Osay - procento pacienttli bez zavazného krvaceni, osa x - délka sledovani v mésicich.
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Tabulka 4.4: Upravené poméry rizik (Adjusted hazard ratio, HRaqj) zavaZného krvaceni
podle jednotlivych genotypi.

Hfadina . Pomér rizik, 95% konfidenéni interval
Genotyp vyznamnosti )
(p); * <0,05 hazard ratio, HR | dolni hranice horni hranice
CYP2C9 *1/*1 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 nosic 0,236 1,509 0,764 2,978
CYP2C9 *3 nosic 0,040 2,089 1,035 4,217
CYP2C9 *2 b
9*2a/nebo | 07 1,962 1,080 3,563
*3 nosic
CYP2C9 *2 b
a/nebo | 019 4,103 1,382 12,176
*3 homozygot
VKORC1 AA 0,060 1,841 0,974 3,479
(low dose)
VKORC1 AB 0.964 1.013 0.570 1.801
VK_ORC1 BB 0.116 0.588 0.304 1.140
(high 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
(1x "1 0.020 2.989 1.190 7.508
2x VKORC1)
3 VA (2x CYP2C9
(2x "1 0.001 9.542 2.647 34396
1x VKORC1)
5 Diskuse

5.1 Presnost vypoctu podle farmakogenetického algoritmu

Nami zjisténa presnost jednotlivych algoritmi na vzorku ceské populace
odpovidala publikované presnosti v pripadé vzorce podle Sconceové. Udavana hodnota
R? pro validac¢ni kohortu byla 54,2%, pro deriva¢ni kohortu Paersono r = 0,80. Nas
soubor dosahl podobného vysledku (R? = 58,4%; Pearsonovo r = 0,76). Naopak v
piipadé algoritmi podle Gage a Andersona se nase vysledky posouzeni presnosti
vyznamné lisi (23,8% a 21,9% proti 55% a 47%), Rozdil mezi algoritmy v presnosti lze
vysvétlit ziejmé rozsahem sledovanych klinickych parametri jednotlivych souborti a
takeé odliSnostmi v etnickém zastoupeni kohort. Vyssi presnost algoritmu Sconceové lze
vysvétlit preciznéjSim mechanismem tvorby algoritmu. Mezi analyzované tidaje souboru

pattilo i méreni plazmatické hladiny warfarinu a vypocet clearance obou enanciomert



warfarinu, coZ jisté snizilo vliv non-compliance a zpresnilo selekci pacienti i idajii pro
regresni analyzu. Vzhledem k velmi vysoké zavislosti denni davky warfarinu na
etnickém piivodu pro odlisSnou distribuci variantnich polymorfisma mezi jednotlivymi
etniky je také kli¢ovy plivod deriva¢ni kohorty. Ceska populace vykazuje z popula¢niho
hlediska obdobné parametry jako vSechny dosud publikované kohorty populaci
indoevropskych etnik. Z hlediska sloZeni kohort stran etnického ptivodu, 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 autori na
souboru 71 pacienti (z toho jen 66% bylo kavkazského ptivodu) (34) 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%. Z toho jasné plyne potreba ovéreni popripadé vyvoj nového
algoritmu pro kazdou lokalni populaci.

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 kohorté jsme dosahli presnosti predikce podle koeficientu determinace
R?262,3% (p < 0,001). Srovname-li vysledky naseho algoritmu s presnosti
publikovanych algoritmi u stejné valida¢ni kohorty - podle Andersona 50,1% (23) a
podle Sconceové 55,3% (16), pak nas algoritmus ma jednoznacné nejvyssi presnost
predikce. Stran sméru chyby predikce je vyhodou nami vytvoreného algoritmu vyssi
tendence k poddavkovani nez k predavkovani pacientti - 56,5% versus 39,3% pacientd.
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 kohorty. 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 pacienti valida¢ni kohorty. Uspokojivé hodnoty predikce pouZitelné v klinické
praxi jsme dosahli s pouzitim naseho algoritmu i u pacientd s nad 80 let véku (52,7%), s
télesnou hmotnosti > 100 kg (57,7%) i u pacientii s hmotnosti < 50 kg (97,7%).

Jedinou slabinou nami vyvinutého algoritmu je nizsi presnost predikce u pacientti
mladsi 50 let véku (R? = 38,8%), nicméné obdobné nizkou presnost predikce maji i
ostatni publikované algoritmy vytvorené na deriva¢ni kohorté pacientii starsitho
prameérného véku. Jedinou cestou, jak prekonat neptesnost pro mladsi vékovou skupinu
je vytvorit specialni algoritmus pro tuto podskupinu pacientf.

5.3 Krvacivé komplikace a farmakogenetika

NasSe prace prokazala vztah celkového poctu variantnich alel genti CYP2C9 a
VKORC1 a rizika vzniku zavaznych krvacivych komplikaci pri 1é¢bé warfarinem.
Vyznamneé vysSi riziko krvaceni jsme zjistili pro nosice tii variantnich alel béhem celého
pribéhu lécby, béhem zahajeni 1é¢by i béhem lé¢by udrzovaci. Nejvyssi riziko ze vSech
moznych kombinaci genotypu jsme zjistili pravé u pacientt s tfemi variantnimi alelami
obu studovanych genti (CYP2C9 a VKORC1), navic Ize predpokladat, Ze jesté vyssi riziko



budou mit pacienti se ¢tyfmi variantnimi alelami, kteri diky své nizké populacni
frekvenci (< 0,5%) nebyli pro analyzy k dispozici. Toto zjiSténi je zajimavé na podkladé
literarné udavané nevyznamnosti podilu variantniho genotypu v genu VKORC1, kdyZ je
studovan izolované - tj. bez ohledu na sou€asnou pritomnost variantniho genotypu v
genu CYP2C9 (20, 12).

Dale jsme prokazali zavislost kombinace genotypu v obou genech CYP2C9 a
VKORC1 na snizujici se denni davce warfarinu a nartistajicim riziku zavaznych
krvacivych komplikaci, kdy lze riziko seradit vzestupné podle genotypu nasledovné:

CYP2C9 *1/*1 + VKORC1 B/B < CYP2C9 *1/*1 + VKORC1 A/B < CYP2C9 *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 avodni
fazi lécby (arbitrarné prvni tri mésice 1é¢by) i béhem pozdéjsi udrZovaci faze 1écby.
Oproti literarnim ddajim (12, 8) jsme nepozorovali vétsi mnozstvi krvaceni béhem
uvodnich 3 mésicti 1é¢by. Navic nas soubor pacientii ve srovnani s obdobnymi
publikovanymi kohortami mél delsi ¢as sledovani - prlimérné 3,8 roku - proti 3,4 roku
(12) a 6 mésiciim (8). Jedinou praci se srovnatelnym vysledkem je studie Higashiho a
kolektivu (9), kdy doba sledovani byla priimérné 5,7 roku, ale vySetien byl pouze gen
CYP2C9. Prvni tri mésice lécby bylo pozorovano pro nosice variantniho genotypu riziko
HR =3,94 (1,29 - 12,06), které sice pokleslo v udrzovaci fazi lécby (HR = 2,39 (1,18 az
4,86)), ale stale ztistalo vyznamné (9). Toto zjisténi miiZze 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.

Nase vysledky dale potvrdily literarné udavané vyssi riziko zavazného krvaceni u
pacientii s variantnimi alelami genu CYP2C9. NejvyznamnéjSim jednotlivym
prediktorem zavazného krvaceni byla praveé pritomnost alel *2 a *3 genu CYP2CO.
Literarnich diikazii pro toto zvysené riziko je cela fada. Nicméné jejich porovnani je
sloZité pro odliSnou metodiku publikovanych studii. Zasadni odliSnosti existuji zejména
v riznych 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 CYP2CO se
pak pro zavazné krvaceni (podle riiznych definic) pohybuji od HR 2,39 (1,18 az 4,86) (9)
do 3,18 (1,30 az 7,78) (12). Recentni metaanalyza (35) neprokazala vyznamny vliv
variantni alely CYP2C9*2 a potvrdila toto riziko jako vyznamné pouze u nosici alely*3.
Nicméné metodicky tato kontroverzni prace méla radu chyb, zejména zarazeni vSech
typi krvaceni bez ohledu na jejich zavaznost. A to i presto, Ze fada studii prokazala
nevyznamnost vztahu variantniho genotypu a rizika nezavaznych krvacivych komplikaci
(9, 20, 12). NaSe prace ve shodé s vySe citovanymi autory také nepotvrdila vyznamnou
vazbu nezavaznych krvaceni s rizikovym genotypem.

Je potreba zminit nékteré limitace nasi studie. Velikost vzorku (souboru) splnila
kritéria statistické vyznamnosti vypoctené pred zahajenim studie. Nicméné vzhledem k



nizké populacni frekvenci pacienti s 4 variantnimi alelami (< 0,5%) nebyli zahrnuti
Zadni pacienti s timto variantnim genotypem, kteri 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
zatazenych pacientd. Jedinym rozdilem byla ndmi pozorovana nizsi frekvence krvaceni v

.........

hospitalizace, kdy je jisté Castéjsi frekvence kontrol INR neZ v ambulantnim prostredi.

5.4 Warfarin s vyuzitim farmakogenetiky ve srovnani s novymi
peroralnimi antikoagulancii

S 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 tfi 1éky ze skupiny NOAC - pfimy inhibitor trombinu - dabigatran a primé
inhibitory aktivovaného faktoru X - apixaban a rivaroxaban. VSechny léky prokazaly
svoji noninferioritu a v nékterych pripadech i superioritu v primarnich konec¢nych cilech
relevantnich klinickych studii ve srovnani s warfarinem v prevenci tromboembolickych
komplikaci u pacientti s nevalvularni fibrilaci sini (studie RE-LY, ARISTOTLE a ROCKET-
AF) i v indikaci 1é¢by hluboké Zilni trombdzy a plicni embolizace (studie RE-COVER,
AMPLIFY a EINSTEIN). Ve vSech téchto studiich byly celkové rozdily v efektivité
warfarinu a NOAC sice statisticky vyznamné, ale v absolutnich Cislech relativné malé. Na
zakladé zavéra studii RE-LY, ARISTOTLE a ROCKET-AF pak fada odbornych spole¢nosti
uvadi NOAC jako prvni volbu v prevenci tromboembolismu u pacienti s fibrilaci sini.
Nicméné ve vSech studiich testujicich NOAC nebylo viibec zarazeno vyuziti
farmakogenetiky ani jinych novéjSich technik vedeni antikoagulace jako napt. domaci
automonitorace. Lze predpokladat relativné lepsi vysledek warfarinu pri vyuziti
farmakogenetiky. Jako priklad pouzijme studii RE-LY srovnavajici dabigatran 110 mg a
150 mg proti warfarinu (36) .

Nase vysledky stran rizika krvaceni podle individualniho genotypu v genech
CYP2C9 a VKORC1 mtizeme aplikovat na kohortu ze studie RE-LY nasledujicimi dvéma
taktikami. 1) Vyradime vSechny pacienty s 3 nebo 4 variantnimi alelami jeSté pred
zahajenim lé¢by warfarinem. Pfi nami zjiSténé populac¢ni frekvenci vyradime celkem
7,35% pacientl. U pacientl se zdvaznym krvacenim, pak vime, Ze tito pacienti tvoii
19,6% vSech krvaceni na warfarinu a Ze bychom teoreticky zabranili 19,6% krvacivym
komplikacim jejich vyrazenim. 2) Druhou strategii, pak mliZe byt nasazeni na warfarin
pouze pacientl s genotypem CYP2C9 *1/*1 - tj. pouze 67,6% populace, kdy vime z nasi
prace Ze jejich pomér rizik pro zavazné krvaceni je vyznamné nizsi - HR = 0,51, 95% CI
0,28-0,93,p=0,027.

Podily Sanci (odds ratio) mezi warfarinem a dabigatranem 110 mg na primarni
konecny cil (vSechny CMP a periferni embolizace) vypoCtené na zakladé téchto dat se
pak stavaji statisticky nevyznamnymi. V pripadé srovnani selektované populace 1éCené
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). 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. Nicméné tento rozdil se
stava vyznamnym ve prospéch warfarinu pti selekci pouze pacienti s wild type
genotypem CYP2CO - riziko krvaceni na dabigatranu 110 mg i 150 mg je pak vyznamné
vyssi- OR 1.70 (1,39 - 2,09, p<0,001) a 1,98 (1,62 - 2,42, p<0,001).

V porovnani s rivaroxabanem ve studii ROCKET-AF (37) by byl efekt zarazeni
farmakogenetiky warfarinu jeSté markantné;jsi. 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 zavazné krvacenti je u rivaroxabanu 2,59 x vyssi.

6 Zaver

6.1 Presnost vypoctu podle publikovanych farmakogenetickych algoritmu

Na nami vytvorené kohorté 280 pacientli jsme potvrdili klinickou vyuZzitelnost
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 pacienti stabilizovanych na warfarinu algoritmus
podle Sconceové (58,4%). Oba zbylé porovnavané algoritmy mély jasné nizsi presnost
predikce - podle Andersona 21,9% 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 1,8 a 4x vétsi Sanci oproti dal$im algoritmtim, Ze vypoctena davka bude
uvnitf pasma od skutecné uZzivané.

6.2 Vlastni farmakogeneticky algoritmus

Za pouZiti viceCetné hierarchické linearni regresni analyzy jsme na podkladé dat
sebrané derivacni kohorty (n = 175) vytvorili vlastni farmakogeneticky algoritmus.

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 na nasi validacni kohorté byla nejvyssii ve
srovnani s 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. Castéjsitho poddavkovani nez predavkovani pacienta.
Chyba vétsi neZ 2 mg byla pouze u 29,5% z predavkovanych pacienta.



6.3 Krvacivé komplikace a farmakogenetika

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

Potvrdili jsme literarné udavané vyssi riziko krvaceni pro nosic¢e nejméné jedné
variantni alely CYP2C9 (*2 a/nebo *3) a jeSté vyraznéjsi riziko pro homozygoty pro
variantni alely CYP2CO.

Nejzajimavéjsim plivodnim zjisténim této prace bylo popsani aditivniho rizika
krvaceni pri zapocteni vzajemnych kombinaci genotypu CYP2C9 a VKORC1 podle
celkového poctu variantnich alel, kdy nejvyssi riziko zavazného krvaceni maji nosici 3
variantnich alel v genech CYP2C9 a VKORC1. Toto riziko navic je statisticky vyznamné
béhem celého ¢asového priibéhu 1écby 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

vy

vyznamné niZsi riziko zavaznych krvacivych komplikaci.

6.4 Zhodnoceni vyznamu farmakogenetiky warfarinu

Obecné miiZeme z nasi vlastni vice neZ sedmileté zkuSenosti s touto metodikou
konstatovat, Ze i pies omezeny pocet diikazi 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 vyuzivana zejména pri zahajeni 1é¢by warfarinem u pacientti s celkové
vysokym rizikem krvaceni (napi. HAS-BLED skoére nad 3 body nebo u pacientti
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 pacienti s nerizikovym genotypem (CYP2C9*1/*1) ziistava
bezpecnym a pouZitelnym peroralnim antikoagulanciem i ve srovnani s novéjSimi
antikoagulancii.
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8 Seznam pouzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

CI - confidence interval, konfidenc¢ni interval

CMP - cévni mozkova prihoda

CYP - cytochrom P450

DNA - kyselina deoxyribonukleova

dsDNA - double stranded DNA

FD - farmakodynamika

FG - farmakogenetika, farmakogeneticky

FK - farmakokinetika

HR - hazard ratio, pomér rizik

HRM - high resolution melting, analyza krivek tani s vysokym rozliSenim
NOAC - new oral anticoagulants, nova peroralni antikoagulancia

INR - international normalized ratio, mezinarodni normalizovany pomér
SNP - single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
SUKL - Statni tistav pro kontrolu 1é¢iv

Sy. - syndrom

TTR - time in therapeutic range, ¢as v terapeutickém rozmezi

VA - variantni alela

VKORC1 - Vitamin K Epoxide Reductase Complex, Subunit 1 gene
VKOR1 - Vitamin K Epoxide Reductase enzyme

wt - wild type
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