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Streszczenie

Na wielkos¢ stabilnej dawki antagonistéow witaminy K (VKA) w leczeniu przeciwzakrzepowym, oprécz znanych czynnikéw
klinicznych, srodowiskowych i demograficznych, duzy wptyw maja réwniez czynniki genetyczne. Ich udziat w przewidywa-
niu dawki VKA ocenia si¢ na 40-50%. Kluczowe znaczenie maja polimorfizmy genetyczne 2 enzyméw uczestniczacych
w metabolizmie witaminy K i/lub VKA — podjednostka 1 reduktazy epoksydu witaminy K (VKORCT1) i izoformy 2C9 cyto-
chromu P450 (CYP2C9). Mniejsze lub niewielkie znaczenie maja genetyczne polimorfizmy innej izoformy P450 (CYP4F2),
apolipoproteiny E (APOE) oraz y-karboksylazy (GGCX). W populacji europejskiej wyréznia sie 3 haplotypy VKORC1:
VKORC1*2, VKORC1*3 i VKORC1*4, determinujace 99% zmiennosci genetycznej tego enzymu. Obecnos¢ polimorfizmu
VKORC1 -1639G>A wiaze sie z wiekszym zapotrzebowaniem na VKA. Warianty alleliczne CYP2C9*2 i CYP2C9*3 (wyste-
pujace odpowiednio u 8-12% i 3-8% chorych) warunkuja wolniejszy metabolizm VKA i tym samym zwiekszaja ryzyko
krwawien, zwlaszcza na poczatku terapii. Dostepne algorytmy farmakogenetyczne uwzgledniajace polimorfizmy genéw
VKORCT1 i CYP2C9 utatwiaja przewidzenie dawki VKA, szczegélnie gdy zapotrzebowanie na lek jest mate lub umiarkowane.
Weciaz jednak brak przekonujacych danych o zmniejszeniu waznych klinicznie powikfan leczenia VKA dzieki znajomosci
profilu farmakogenetycznego pacjenta.

Stowa kluczowe: antagonisci witaminy K, polimorfizm genetyczny, reduktaza epoksydu witaminy K, cytochrom P450,
opornos¢, farmakogenetyka, stabilna antykoagulacja

Abstract

The magnitude of a maintenance vitamin K antagonist (VKA) dose during anticoagulant therapy depends not only on clinical,
environmental, and demographic factors, but also on genetic factors. Known genetic polymorphisms explain 40-50% of the
variance in VKA dosing. Polymorphisms of two genes encoding enzymes involved in vitamin K and/or VKA metabolism such
as vitamin K epoxide reductase complex subunit 1T (VKORCT1) and cytochrome P450 2C9 isoform (CYP2C9) play a key role in
this variance. Polymorphisms of cytochrome P450 4F2 isoform (CYP4F2), apolipoprotein E (APOE) and gamma-glutamyl
carboxylase (GGCX) are of minor or negligible importance. In European populations, 3 haplotypes of VKORC1, VKORC1*2,
VKORC1*3 and VKORC1*4 — have been identified and they determined 99% of genetic variability of this enzyme. The
presence of —1639G>A VKORCT1 polymorphism is associated with increased VKA dose requirements. Allelic variants of CYP2C9*2
and CYP2C9*3 (found in 8-12% and 3-8% of individuals, respectively) increase the risk of haemorrhage due to slow VKA
metabolism, especially at the therapy initiation. Pharmacogenetic algorithms incorporating VKORC1 and CYP2C9 genotypes help
to predict the VKA dosage, particularly if the dose requirements are low or moderate. However, there is no compelling evidence
showing reduced risk for clinical adverse events during VKA therapy following the identification of the patient’s genetic profile.

Key words: vitamin K antagonists, genetic polymorphism, vitamin K epoxide reductase, cytochrome P450, resistance,
pharmacogenetics, stable anticoagulation
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WSTEP
Znane od ponad 60 lat pochodne 4-hydroksykumaryny, czyli
warfaryna, acenokumarol i fenoprokumon, sa zwiazkami
o dziataniu antagonistycznym do witaminy K (VKA, vitamin K
antagonists). Pochodne te stosuje sie jako leki pierwszego
wyboru w przewlektej profilaktyce powikfan zakrzepowo-
-zatorowych u 0s6b z migotaniem przedsionkéw, sztucznymi
zastawkami serca oraz zylna chorobg zakrzepowo-zatorowa.
Przeciwkrzepliwy efekt dziatania VKA polega na zaha-
mowaniu aktywnosci enzymatycznej kompleksu reduktazy
epoksydu witaminy K (VKORC, vitamin K epoxide reductase
complex) (ryc. 1). Konsekwencja jest niedob6r zredukowanej

postaci witaminy K (hydroksychinonu), ktéra jest niezbedna
do y-karboksylacji zaleznych od witaminy K czynnikéw krzep-
niecia syntetyzowanych w watrobie. Gamma-karboksylacja,
bedaca potranslacyjna modyfikacja prekursorowych biatek
ukfadu krzepniecia (czynnikéw krzepniecia Il, VI, IX, X oraz
inhibitoréw krzepniecia — biatka C, S i Z), umozliwia wigza-
nie przez te biatka jonéw wapniowych i w konsekwencji, two-
rzenie komplekséw z fosfolipidami bfon komérkowych
— tenazy zewnatrz- i wewngtrzpochodnej oraz protrombi-
nazy — zapewniajacych ostatecznie sprawna generacje trom-
biny [1]. Niekarboksylowane pochodne tych biatek, zwane
PIVKA (protein induced by vitamin K absence), uposledzaja
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Rycina 1. Przemiany witaminy K w watrobie i ich modyfikacja przez antagonistéw witaminy K (VKA). Zredukowana posta¢ witaminy K
(H,) jest niezbedna do y-karboksylacji zaleznych od witaminy K czynnikéw krzepnigcia (F) przy udziale enzymu gamma-karboksylazy
(GGCX). W wyniku tego procesu witamina K utlenia sie do postaci epoksychinonu. Kompleks reduktazy epoksydu witaminy K
(VKORCQ) redukuje utleniong witamine K do postaci zredukowanej (H,) i tym samym przywraca dostepno$¢ witaminy K w procesie
y-karboksylacji prekursoréw czynnikéw krzepniecia. Pochodne 4-hydroksykumaryny (VKA) blokuja aktywno$¢ VKORC, ograniczaja
dostepnos¢ witaminy K oraz sprzyjajag nagromadzeniu niekarboksylowanych pochodnych biatek krzepniecia (PIVKA). R, S-enancjo-
mery VKA sg wchtaniane w ok. 99% z przewodu pokarmowego. Cze$¢ z nich ulega biotransformacji, gtéwnie przy udziale izoformy
cytochromu CYP2C9, ktéry hydroksyluje S-enancjomery warfaryny i acenokumarolu [3]; zmodyfikowane
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aktywnos¢ komplekséw tenaz i protrombinazy na zaktywo-
wanych plytkach, a w konsekwencji przyczyniajg sie do po-
wstawania zakrzepu w miejscu uszkodzenia Sciany naczynia.

FARMAKOKINETYKA I BIOTRANSFORMACJA
POCHODNYCH KUMARYNY

Farmakokinetyka i farmakodynamika pochodnych kumary-
ny jest rézna [2]. Kazdy z lekéw z klasy VKA ma 1 centrum
chiralne, co powoduje, ze zwiazki te wystepuja w postaci
2 izomeréw optycznych (forma S — lewoskretna i R — prawo-
skretna). S-enancjomer ma $rednio 2—5-krotnie silniejsze dzia-
tanie antagonistyczne na VKORC niz forma R [3]. S-formy
charakteryzuja sie wiekszym klirensem, a w zwiazku z tym,
krétszym czasem trwania w poréwnaniu z R-enancjomerami
[4]. Jednak szacuje sie, ze S-enancjomer odpowiada za 70%
dziafania przeciwzakrzepowego warfaryny i acenokumarolu.
Antagonisci witaminy K sa produkowani w postaci mieszani-
ny racemicznej obu izomeréw w stosunku 1:1. Wszystkie VKA
wchtaniaja sie niemal catkowicie z przewodu pokarmowego
i w ok. 99% wiaza sie z biatkami osocza, gléwnie z albumina.
Maksymalne stezenie w osoczu VKA osiagaja po kilku godzi-
nach, przy czym dla warfaryny czas ten wynosi 0,3-4 godzin,
a dla acenokumarolu okofo 2 godzin. Czas péftrwania warfa-
ryny wynosi 32-43 godzin, a acenokumarolu przecietnie
8-11 godzin. Petne dziatanie antykoagulacyjne obu lekow
pojawia sie po 25 dniach.

Acenokumarol, podobnie jak warfaryna, jest prawie caf-
kowicie metabolizowany w watrobie poprzez hydroksylacje,
a w mniejszym stopniu redukcje. Za metabolizm VKA sg od-
powiedzialne gtéwnie cytochromy P450 [5], sposréd ktérych
najwazniejsza role odgrywa izoforma CYP2C9. Ze wzgledu
na stereo- i izoselektywnoé¢ CYP2C9 hydroksyluje gtéwnie
S-enancjomery warfaryny (> 90%) i acenokumarolu (100%)
oraz jest czeSciowo odpowiedzialny za biotransformacje
R-acenokumarolu (ok. 60%) [2]. Ponadto w biotransformacji
VKA biorg udziaf inne izoformy: CYPTA2, CYP3A4, CYP2C8
i CYP2C19 [2] (ryc. 1).

MONITOROWANIE LECZENIA
ANTAGONISTAMI WITAMINY K

Miedzynarodowy wspétczynnik znormalizowany (INR) w trak-
cie leczenia VKA powinien sie miesci¢ w przedziale 2,0-3,0
(z wyjatkiem czesci chorych z mechanicznymi zastawkami
serca, u ktorych zaleca sie INR 2,5-3,5). W czasie stosowania
VKA jest wymagane regularne monitorowanie wskaznika INR,
nie rzadziej niz raz na 4 tygodnie [6]. Warto pamietac, ze ze
wzgledu na hamowanie reakgji y-karboksylacji VKA moga nie-
kiedy wydtuzy¢ czas czesciowej tromboplastyny po aktywa-
cji (APTT), zwykle w przypadku stosowania duzych dawek,
oraz zmniejszaja aktywnos$¢ koagulacyjna czynnikow krzep-
niecia zaleznych od witaminy K, najczesciej do 30-40% nor-
my. Podstawowym problemem w stosowaniu VKA jest waski
indeks terapeutyczny, z czym wiaze sie ryzyko incydentu za-
krzepowego lub krwawienia, zwtaszcza na poczatku lecze-

nia. Szacuje sie, ze powikfanie krwotoczne wystepuje prze-
cietnie u 10-17% leczonych VKA, a ryzyko zgonu z powodu
krwawienia w ciagu roku wynosi 1% [2].

Drugi problem to duze miedzyosobnicze réznice w daw-
ce VKA potrzebnej do osiagniecia stabilnej antykoagulacji.
Dzienna dawka VKA jest bardzo zréznicowana u poszcze-
golnych chorych i waha sie w zakresie 0,5-60 mg (Srednio
5 mg) warfaryny [7] i 1-64 mg (Srednio 3 mg) acenokumarolu
dziennie. Wahania dawki u poszczeg6lnych chorych podda-
wanych antykoagulacji mozna ograniczy¢ tylko czesciowo,
informujac o interakgji z dietg (zielone warzywa jako wazne
zrodio witaminy K1) i lekami, zalecajac kontrole w specjali-
stycznych przychodniach (anticoagulation clinics), stosujac
aparaty do kontroli INR w domu u wybranych chorych lub
zwiekszajac czestos¢ pomiaru INR nawet do 1 oznaczenia na
tydzien [6].

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA DZIALANIE
ANTAGONISTOW WITAMINY K

Dawka VKA u pacjenta zalezy od czynnikéw demograficz-
nych, sSrodowiskowych oraz genetycznych, a udziaf tych ostat-
nich szacuje sie najczesciej na 50% [2, 7]. Czynniki demogra-
ficzne zwiekszajace wrazliwos¢ na dziafanie VKA to podeszty
wiek oraz pfe¢ zenska. Chory o wiekszej masie ciata wymaga
takze wyzszych dawek VKA [8]. U os6b w podesztym wieku
czesto wspdtistnieje kilka chordb, ktére per se wptywaja na
metabolizm VKA (np. niewydolnos¢ serca), oraz wiaza sie ze
stosowaniem innych lekéw dodatkowo wptywajacych na sta-
bilnos¢ INR. Czynniki zwigzane z dieta lub lekami, np. anty-
biotykami, moga zwieksza¢ lub zmniejsza¢ INR czesto tylko
przejsciowo, zwiekszajac ryzyko krwawienia lub incydentu
zakrzepowo-zatorowego.

Ocenia sie, ze na biotransformacje i dziatanie VKA
moze wptywac okoto 30 genéw. Na duza miedzyosobnicza
zmienno$¢ w dawkowaniu VKA koniecznym do osiagniecia
terapeutycznego INR najbardziej wptywaja polimorfizmy
2 enzymdw — bezposrednio uczestniczacej w: metaboli-
zmie witaminy K— podjednostki T VKORC (VKORCT1) oraz
w biotransformacji pochodnych 4-hydroksykumaryny —
CYP2C9 [1, 2, 9]. Znikomy lub maty wptyw przypisuje sie
innym polimorfizmom genéw, w tym kodujacych apolipo-
proteine E (apoE) [10], S-transferaze A1 glutationu, mikroso-
malng hydrolaze epoksydowa oraz y-karboksylaze (GGCX).

VKORC

VKORC jest matym $rédbtonkowym biatkiem, zlokalizowa-
nym w siateczce wewnatrzplazmatycznej komérek watroby,
w mniejszych ilosciach — komorek trzustki i serca. Gen ko-
dujacy kompleks reduktazy epoksydu witaminy K znajduje
sie w chromosomie 16. (p11.2) i zawiera 3 egzony oraz
2 introny. Geisen i wsp. [7] wyr6znili 3 haplotypy w populagji
europejskiej: VKORC1*2, VKORC1*3 i VKORC1*4, deter-
minujace 99% zmiennosci genetycznej tego enzymu; dziki
haplotyp VKORC1*1 stwierdza sie bardzo rzadko (u < 0,1%
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Tabela 1. Czesto$¢ alleliczna haplotypow i mutacji biatek (enzymoéw) odpowiedzialnych za metabolizm VKA

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref)

Haplotyp Marker NCBI Reference
lub biatko Sequence
VKORC1*1 rs7200749 (8] NT 010393.16
VKORC1*2 rs17878363 NT 010393.16
9923231 [8]
VKORC1*3 rs7294 (8] NT 010393.16
CYP2C9*1 rs1799853** [20] NG 008385.1
CYP2C9*3 rs1057910 [20] NG_008385.1
CYP4F2 rs2108622 [1] NC 000019.8
APOE rs429358 NG 007084.2
rs7412[20]

Analizowana Allel Allel
populacja dziki zmutowany
Europejska <0,1 0,99

Afroamerykanska 0,205 0,795
Azjatycka <01 0,99
Europejska 0,653 0,347

Afroamerykanska 0,857 0,143
Azjatycka 0,042 0,958

Polska* 0,712 0,288
Europejska 0,674 0,326

Afroamerykanska 0,568 0,432
Azjatycka 0,950 0,050
Europejska 0,894 0,104

Afroamerykanska 0,944 0,056
Azjatycka 0,99 <0,1
Europejska 0,942 0,058

Afroamerykanska 0,960 0,040
Azjatycka 0,967 0,033
Europejska 0,826 0,174

Afroamerykanska 0,913 0,087
Azjatycka 0,733 0,267
Europejska 0,149 0,851
Azjatycka <0,1 0,99

*Na podstawie wiasnych badan genotypdw chorych leczonych acenokumarolem lub warfaryna (n = 123; Stepien, dane niepublikowane); **ten sam
marker dla haplotypu CYP2C9*2; APOE — apolipoproteina E; CYP2C9 — cytochrom P450 2C9; CYP4F2 — cytochrom P450 4F2; VKORC1 (vitamin K
epoxide reductase complex subunit 1) — podjednostka 1 kompleksu reduktazy epoksydu witaminy K

0s6b rasy biatej). Na haplotyp VKORC1*2 skfada sie kilka po-
limorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNPs, single nucle-
otide polymorphism) w obrebie regionéw kodujacych i nie-
kodujacych genu: rs17878363, rs9934438, rs8050894,
rs2359612 (odpowiednio: M2, M17, M18 i M19), tworza-
cych klaster genowy VKORC1*2A, ktéry odpowiada za
mniejszg o okofo 50% ekspresje genu VKORC1 (mniejsza
transkrypcja mRNA), a w konsekwencji za mniejsza ilo$¢ en-
zymu, co z kolei wptywa na wielko$¢ efektywnej dawki war-
faryny [8]. Natomiast haplotypy VKORC1*1, VKORC1*3,
VKORC1*4 moga wywolywac opornos¢ na VKA. Ze wzgle-
du na to, ze co najmniej kilka alleli genu VKORCT reguluje
jego ekspresje: 1173C>T (c.174-136C>T), 1542G>C
(c.283+124G>C, rs8050894), 2255T>C (c.283+837T>C,
rs2359612), 3730G>A (c.134G>A), wazne jest przyjecie
odpowiedniej nomenklatury w klasyfikacji polimorfizmow
VKORCT. Dla populacji europejskiej preferuje sie nomen-
klature zaproponowana przez Geisena i wsp. [7]. W popula-
cji amerykanskiej stosuje sie nomenklature wprowadzong
przez Riedera i wsp. [11], opierajaca sie na 5 gtéwnych ha-
plotypach podzielonych na 2 grupy: A— haplotypy warfary-

nowrazliwe (H1 i H2), oraz B— haplotypy warfarynooporne
(H7, H8, H9), ktére wyodrebniono na podstawie 7 SNPs sil-
nie skorelowanych z wielkoscig dawki warfaryny 381, 3673
(rs17878363), 5808 (rs2884737), 6484 (rs9934438), 6853
(rs8050894), 7566 (rs2359612) i 9041 (rs7294) oraz jednego
SNP o mniejszym wptywie na dawkowanie VKA 861 (sekwen-
cja referencyjna AY587020). W przyblizeniu haplotyp A
odpowiada VKORC1*2, a haplotyp B odpowiada haploty-
powi VKORC1*3 i VKORC1*4 [8]. Klasyfikacja Reidera i wsp.
wyjasnia okofo 25% zmiennosci dawki warfaryny dla miesza-
nej populacji euro-, afro- i azjatycko-amerykarskiej [12].
Czestos¢ wystepowania haplotypu VKORC1*2, ktéry jest
glownym genetycznym modulatorem réznic etnicznych
w odpowiedzi na VKA, rézni sie znaczaco w populacjach eu-
ropejskiej (42%), chinskiej (95%) i afroamerykanskiej (14%) [2].
W obrebie promotora (VKORC1 —1639G>A, rs17878363)
SNP sprzezony z 1173C>T w pierwszym intronie genu
czesto wystepuje w populacji europejskiej, w tym polskiej
(tab. 1). Czesto$¢ wystepowania haplotypu VKORC1*3 jest
w Europie podobna do czestosci VKORC1*2 [8]. W poréwna-
niu z homozygotami VKORC1*4 lub VKORC1*3 homozygoty

www .kardiologiapolska.pl



$432

Ewa Stepien et al.

VKORCT1*2 wymagaja mniejszej dawki warfaryny do osiagnie-
cia tego samego INR, ale takze cechuja sie wiekszymi wahania-
mi INR na poczatku terapii i w ciggu nastepnych 12 miesiecy
[12]. Réznica w $redniej dawce tygodniowej warfaryny miedzy
tymi haplotypami wynosita ponad 40 mg (odpowiednio, 11,5 mg
w poréwnaniu z 58,1 mg), co wigzato sie ze znamiennie mniej-
szym stezeniem S-enancjomeru leku w osoczu u homozygo-
tycznych nosicieli haplotypu VKORC1*2 [13]. Jednak czestosci
wystepowania haplotypu VKORC1*2 u os6b wymagajacych
przewlektej antykoagulacji i u 0séb zdrowych sa podobne [2].
Polimorfizmowi 1173C>T przypisuje sie 11-25% zmiennosci
dawki warfaryny podczas stabilnej antykoagulacji, a osoby z ge-
notypem VKORCT 1173CC cechuija sie srednio 2,4-krotnie wiek-
szym zapotrzebowaniem na ten lek oraz diuzszym czasem po-
trzebnym do osiggniecia stabilnego INR niz osoby z genotypem
1173TT (haplotyp VKORC1%*2) [2].

W badaniu wtasnym przeprowadzonym wsréd 57 pol-
skich chorych leczonych gtéwnie acenokumarolem (n = 50)
wykazano, ze VKORCT -1639G>A wyjasnia z 53-procento-
wym prawdopodobienstwem wieksze zapotrzebowanie na
acenokumarol, aby osiggna¢ terapeutyczny wskaznik INR:
nosiciele allelu —=1639G wymagali znamiennie wigkszych
dawek acenokumarolu (5,9 = 1,9 mg/d.) niz chorzy majacy
homozygoty —1639AA (4,1 = 3,3 mg/d.) [13]. Podobna za-
leznos¢ zaobserwowano u chorych leczonych warfaryng [14].

Zjawisko wrodzonej opornosci i stabej odpowiedzi na
VKA jest najczesciej uwarunkowane wystepowaniem muta-
cji i polimorfizméw genu VKORC1. Catkowita opornos¢ na
VKA wystepuje bardzo rzadko, a zmniejszona wrazliwos¢,
czesto utozsamiang z ,opornoscig na VKA”, definiuje sie jako
zapotrzebowanie na warfaryne w dawce ponad 15 mg dzien-
nie, siegajace nawet 100 mg, lub u pojedynczych chorych
catkowity brak odpowiedzi na leczenie VKA [15]. Najczestsza
przyczyna opornosci na VKA jest, jak sie obecnie uwaza,
mutacja Asp36Tyr w egzonie 3 VKORCT1 (w postaci homozy-
gotycznej powoduje ona niedob6r czynnikéw krzepniecia
zaleznych od witaminy K typu 2), ktéra wéréd Zydéw sefar-
dyjskich i aszkenazyjskich wystepuje z czestoscia alleliczna
wynoszaca odpowiednio 15% i 4%. W populacji biafej jest
rzadka i wigze sie z opornoscia na warfaryne [16]. Inne muta-
cje opisane u 0s6b z opornoscia na VKA to punktowa muta-
¢ja w regionie transbtonowym w domenie katalitycznej —
redox VKORC1 (motyw CIVC; pozycja aa 132-135) lub
w domenie wigzacej 4-hydroksykumaryny (motyw TYA; po-
zycja aa 138-140). Kolejnym regionem wrazliwym na muta-
cje, ktory odpowiada za zablokowanie funkcji VKORC1
i opornos$¢ na VKA, jest zewnatrzbtonowa domena bogata
w cysteiny (Cys43, Cys51, Ser67) [17].

CYP2C9

Gen cytochromu CYP2C9 zawierajacy 9 egzondw znajduje
sie w chromosomie 10 (q23.33). Opisano do tej pory co naj-
mniej 50 SNPs genu CYP2C9. Jednak tylko 3 polimorfizmy
— w pozycjach: 430, 818 i 1075 — maja znaczenie klinicz-

ne w stosowaniu VKA. W 1999 roku Aithal i wsp. [17] po raz
pierwszy wykazali, ze polimorfizmy w pozycji 430C>T
(Arg144Cys) w egzonie 3. i w pozycji 1075A>C (lle359Leu)
w egzonie 7, odpowiedzialne odpowiednio za wystepowanie
allelicznych wariantéw cytochromu CYP2C9*2 i CYP2C9*3,
wplywaja na metabolizm warfaryny. Nosiciele allelu CYP2C9*3
charakteryzuja sie znacznie wolniejszym metabolizmem
S-formy warfaryny (5% w poréwnaniu z nosicielami CYP2C9*1),
podczas gdy allel CYP2C9*2 cechuje sie posrednia aktywnos-
cia katalityczna enzymu (70% w poréwnaniu z nosicielami
CYP2C9*1) [2].

W populacji europejskiej nosicielstwo CYP2C9*2 wyste-
puje czesciej niz obecnoé¢ CYP2C9*3, odpowiednio: 8-12%
(homozygoty 1%) i 3-8% (homozygoty 0,5%) [8, 18]. W po-
pulacjach chinskiej lub japoriskiej, i u Afroamerykanéw, rza-
dziej wystepuja zmutowane allele CYP2C9*3 (< 1-3%)
i CYP2C9*2 (< 1%) [17] . W populacjach pochodzenia afry-
kanskiego stwierdzono réwniez kilka bardzo rzadkich (< 1%)
alleli CYP2C9: *4, *5, *6, wykazujacych znikomg aktywnos¢
enzymatyczna [17] (tab. 1).

Allele CYP2C9*2 lub *3 wigzg sie ze zmniejszonym Sred-
nim zapotrzebowaniem na warfaryne, dtuzszym czasem po-
trzebnym do osiggniecia stabilnego dawkowania VKA, wiek-
szym odsetkiem 0s6b z wysokimi wartosciami INR oraz wigk-
szym ryzykiem krwawienia w czasie rozpoczynania leczenia
i pézniej. Szacuje sie, ze w poréwnaniu z homozygotami
CYP2C9*1 nosiciele homozygotycznej formy CYP2C9*3
wymagaja 3,3-krotnie mniejszej dawki warfaryny, aby osia-
gna¢ taki sam INR [17]. Podobne dane wyliczono dla cho-
rych przyjmujacych acenokumarol, wykazujac, ze homozy-
goty CYP2C9*3 wymagaja 2,5-krotnie mniejszej dawki tego
leku w poréwnaniu z homozygotami CYP2C9*1 [2]. Odsetki
chorych, u ktérych INR przekroczy 3 w pierwszym tygodniu
podawania warfaryny, wynosza az 25% u 0s6b z przynajmniej
jednym allelem CYP2C9*3, 17% u chorych z allelem
CYP2C9*2, a tylko 5% w przypadku najczestszych homozy-
gotycznych nosicieli CYP2C9*1 [2]. W metaanalizie 9 badan
klinicznych wykazano, ze ryzyko wystapienia krwawienia
w czasie stosowania warfaryny jest o 90% wieksze dla CYP2C9*2
i 0 80% dla CYP2C9*3 [19]. W matych badaniach kohorto-
wych stwierdzono, ze ryzyko krwawienia u nosicieli
CYP2C9*2 lub CYP2C9*3 moze by¢ 2—3-krotnie wieksze niz
u homozygot CYP2C9*1 [2]. Ryzyko wystapienia INR ponad
4 w drugim tygodniu terapii warfaryng jest 10-krotnie wiek-
sze u nosicieli CYP2C9*3 niz u nosicieli CYP2C9*1 [20]. Dane
dla acenokumarolu sg mniej jednoznaczne; np. Tassies i wsp.
[21] nie wykazali zaleznosci miedzy wariantami CYP2C9 i po-
wikfaniami krwotocznymi u chorych przyjmujacych aceno-
kumarol. U leczonych acenokumarolem nosicieli alleli
CYP2C9*2 lub *3 czesto$¢ wystepowania mniejszych powi-
ktan krwotocznych réwniez byta wieksza niz u nosicieli allelu
dzikiego CYP2C9*1 [OR=1,99 (95% CI 1,20-3,33)] [9]. Nie
stwierdzono jednak réznic zaleznych od tych wariantéw al-
lelicznych w czestosciach wystepowania powaznych powi-

www .kardiologiapolska.pl



Optymalizacja leczenia antagonistami witaminy K— rola polimorfizméw genowych

$433

ktan, takich jak krwawienia skutkujace znaczacym spadkiem
hemoglobiny (> 3 g/dl) [16]. Nosiciele wariantéw CYP2C9*2
i CYP2C9*3 sg narazeni na wieksze ryzyko krwawien takze
w czasie stosowania warfaryny [OR = 3,68 (95%Cl, 1,43-
-9,50)] oraz nalezy podawac im mniejsze dawki tego leku niz
nosicielom wariantu ,dzikiego” genu CYP2C9*1 [16]. Pod-
sumowujac, zjawisko nadwrazliwosci na VKA zwiazane
z ryzykiem krwawienia na poczatku terapii jest gtownie uwa-
runkowane przez czesty polimorfizm genu cytochromu
CYP2C9 odpowiedzialnego za metabolizm S-enancjomeréw
VKA [2, 8].

CYP4F2

Gen CYP4F2 znajduije sie na chromosomie 19. (q13.12). Poli-
morfizm 7253232C>T (rs2108622) wigze sie z koniecznoscig
stosowania wiekszych dawek VKA [1]. Czesto$¢ wystepowa-
nia tego polimorfizmu jest stosunkowo duza (ok. 17-23%). Ze
wzgledu na dominujaca role VKORC1 oraz CYP2C9
w farmakokinetyce leku obecnie oznaczanie tego wariantu ge-
netycznego jest prawdopodobnie nieistotne podczas ustalania
dawki leku u chorych. Polimorfizmowi CYP4F2 bowiem przy-
pisuje sie do 5% zmiennosci dawki warfaryny [22, 23] (tab. 1).

APOE

Apolipoproteina E (APOE) jest sktadowa czasteczek powsta-
jacych w czasie metabolizmu chylomikronéw i odgrywa klu-
czowa role w wychwycie rozpuszczalnej w tluszczach wita-
miny K oraz jej transporcie do watroby. Wychwyt ten jest
najwiekszy u nosicieli wariantu allelicznego apokE, 4, wyste-
pujacego u okofo 20% Europejczykéw, a najmniejszy u nosi-
cieli wariantu €2 stwierdzanego u 10% mieszkaricow Europy
(tab. 1). Polimorfizm genu apoE wptywa zatem na biodostep-
nos¢ witaminy K. Obserwowano, ze chorzy leczeni warfa-
ryna, ktérzy maja wariant €4 lub €2, wymagaja mniejszych
dawek niz osoby z wariantem €3 [20]. Z drugiej strony stwier-
dzono, ze homozygoty i nosiciele wariantu polimorficznego
genu apoE (e4) wymagaja mniejszych tygodniowych dawek
acenokumarolu niz homozygoty €3 (odpowiednio: $rednio
12,5 = 1,6 mgi16,1 = 0,04 mg) [11]. W bardzo niejedno-
znacznych wynikach kilkunastu matych badan nad wptywem
polimorfizmu apoE na zapotrzebowanie na VKA wskazuije sie
wyraznie, ze te warianty alleliczne raczej nie majg kliniczne-
g0 znaczenia.

GGCX

Bardzo rzadkie mutacje genu y-karboksylazy zlokalizowane-
go na chromosomie 2. wigzg sie z niedoborami zaleznych
od witaminy K czynnikéw krzepniecia. Ten enzym siateczki
endoplazmatycznej ogranicza oksydacje redukowanej postaci
witaminy K. Stwierdzono, ze przynajmniej 2 SNPs genu GGCX
— 12970C>G (rs11676382) i w pozycji intronu 2.
(rs12714145) — w ograniczonym stopniu wptywaja na daw-
kowanie VKA [24]. Uwaza sie, ze oznaczanie tych mutacji

w populacji amerykaniskiej nie poprawia stabilnosci antyko-
agulacji.

METODY ANALIZY GENETYCZNE]
Najskuteczniejszg metodg stuzacg do wykrywania réznego
rodzaju mutacji, w tym SNPs, jest metoda sekwencjonowa-
nia DNA. Dzieki tej technice wykryto i sklasyfikowano liczne
mutacje genu VKORCT, w tym polimorfizmy —1639G>A
(rs9923231/17878363) oraz 1173C>T (rs9934438) [8, 14,
15]. Do oznaczania znanych mutacji mozna zastosowac szyb-
sze i tafsze metody diagnostyczne. Jedna z metod genotypo-
wania polimorfizmu typu SNP jest technika analizy polimor-
fizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP), w ktérej
produkt genu VKORC1 po reakcji PCR jest trawiony z zasto-
sowaniem enzymu Mspl, a nastepnie rozdzielany w 10-pro-
centowym zelu polioakrylamidowym [15]. Zdecydowanie
szybszg i czulsza analize uzyskuje sie, stosujac metode PCR
w czasie rzeczywistym (real-time PCR) z uzyciem specyficz-
nych dla amplifikowanego fragmentu DNA sond fluorescen-
cyjnych typu TagMan [9]. Nowe mozliwosci przyniosta me-
toda HRM (high resolution melts), w ktérej detekcja polimor-
fizméw SNP jest oparta na analizie i poréwnaniu ksztattow
krzywych denaturacji oraz precyzyjnym wyznaczeniu tem-
peratury topnienia poszczegblnych fragmentéw DNA [25].
Ze wzgledu na to, ze zaréwno gen VKORCT, jak i CYP2C9
sa silnie polimorficzne, moze zaistnie¢ potrzeba przeba-
dania wiekszej liczby SNP w krotkim czasie. Takie wyma-
gania spetnia metoda analizy mikromacierzowej (nanoflu-
idic dynamic arrays), poniewaz podczas jej zastosowania
mozna bada¢ 30—300 SNPs, jest szybka, tansza i charak-
teryzuje sie niskim odsetkiem btedéw. Jedna ptytka mi-
kromacierzowa wykorzystywana w tej metodzie ma okoto
2000 dotkéw reakcyjnych o objetosci kilku nanolitrow.
Analiza opiera sie na reakgji real-time PCR z wykorzysta-
niem sond TagMan [26].

W Stanach Zjednoczonych na podstawie danych z 2009 ro-
ku stwierdza sie, ze przy koszcie badan genetycznych wyno-
szacych okofo 400 dolaréw istnieje obecnie tylko 10-pro-
centowa szansa, ze dawkowanie warfaryny oparte na ich
wynikach bedzie opfacalne [23].

FARMAKOGENETYCZNE ALGORYTMY
STOSOWANIA ANTAGONISTOW WITAMINY K
W 2007 roku Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw
(FDA) dodafa do ulotki warfaryny informacje o farmakogene-
tycznej ocenie wrazliwosci na ten lek na poczatku terapii, nie
zalecajac okreslonego sposobu wykorzystania tak pozyska-
nych danych. Jednak w wytycznych American College of Chest
Physicians dotyczacych profilaktyki i leczenia przeciwzakrze-
powego opublikowanych w 2008 roku i zaadaptowanych do
warunkéw polskich [6] nie zaleca sie genotypowania VKORCT
i CYP2C9 jako metody optymalizacji leczenia VKA do czasu,
gdy dostepne beda wyniki prospektywnych badan z rando-
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mizacja wykazujacych korzysci wynikajace z takiej strategii
[6]. Dotychczas nie jest bowiem pewne, czy algorytmy daw-
kowania VKA uwzgledniajace polimorfizmy VKORC1
i CYP2C9 poprawiaja kontrole antykoagulacji i, co wazniej-
sze, zmniejszaja ryzyko powikfan takiej terapii. W pierwszym
wiekszym prospektywnym badaniu z randomizacjg Ander-
sona i wsp. [27] opublikowanym w 2007 roku wykazano
podczas 3-miesiecznej obserwacji, ze dawki warfaryny do-
bierane na podstawie danych farmakogenetycznych pozwo-
lity lepiej przewidzie¢ wielkos¢ stabilnej dawki leku z rzad-
szymi i mniejszymi zmianami dawkowania, w poréwnaniu
ze standardowym protokotem. Jednak odsetek INR poza za-
kresem terapeutycznym nie roznit sie istotnie miedzy grupa-
mi (odpowiednio: 30,7% i 33,1%) [27]. Miedzynarodowe
Konsorcjum Farmakogenetyki Warfaryny [28] opracowato
algorytm dawkowania tego leku oparty na klinicznych i ge-
netycznych danych oraz sprawdzito jego przydatnos¢ wsréd
ponad 4000 chorych z 9 krajéw na 4 kontynentach. Algo-
rytm farmakogenetyczny poréwnano z algorytmem opartym
jedynie na danych demograficznych i klinicznych [wzrost,
waga, rasa, stosowanie induktoréw cytochroméw P450
(zwiekszajacych zapotrzebowanie na VKA nawet o 100% —
fenytoiny, karbamazepiny lub rifampicyny) albo amiodaronu
(zmniejszajacego zapotrzebowanie na VKA $rednio o 50%)].
Zaakceptowany algorytm farmakogenetyczny wiasciwie prze-
widzial niskie dawkowanie warfaryny (maks. 21 mg/tydzien)
u 54% chorych, ktérzy takich dawek wymagali (v. 33% cho-
rych, u ktérych stosowano algorytm tradycyjny), oraz wyso-
kie dawkowanie warfaryny (min. 49 mg/tydzien stwierdzane
tylko u 12% leczonych) u 26% (v. 9%) [28]. Najczestsze daw-
kowanie wynoszace 21-49 mg tygodniowo, stwierdzone
u 54% chorych przyjmujacych przewlekle VKA, udato sie jed-
nak przewidzie¢ zarébwno za pomoca nowego algorytmu
uwzgledniajacego polimorfizmy genetyczne, jak i za pomoca
2 innych opartych jedynie na danych klinicznych lub ,sztyw-
nych” dawkach warfaryny [28]. Oszacowano, ze trzeba wy-
kona¢ badania genetyczne u 13 chorych, aby u 1 uzyskac
istotng poprawe dawkowania warfaryny, w poréwnaniu z al-
gorytmem klinicznym [28]. Jednak ta analiza nie odpowie-
dziata na wazne klinicznie pytania: 1. czy farmakogenetycz-
ny algorytm dawkowania warfaryny skraca czas potrzebny do
osiagniecia stabilnego terapeutycznego INR, 2. czy wydtuza
czas stabilnego INR pacjenta w przedziale terapeutycznym
oraz 3. czy zmniejsza ryzyko wystapienia krwawienia badz
incydentéw zakrzepowo-zatorowych? Algorytmu farmakoge-
netycznego nie sprawdzono réwniez u oséb ponizej
40. roku zycia leczonych VKA oraz chorych, u ktérych prze-
dziat terapeutyczny INR wynosit 2,5-3,5.

Obecnie kilka oérodkéw na $wiecie stosuje rézne algo-
rytmy uwzgledniajace dane genetyczne, czyli VKORC1
-1639G>A oraz CYP2C9*2 i *3, mimo niepetnych danych
na temat przydatnosci takiej strategii. Walidacji tych algoryt-
moéw dokonano, opierajac sie zwykle na niewielkich retro-
spektywnych i prospektywnych badaniach kohortowych (naj-

wieksze obejmowato 2000 chorych). Sposréd algorytmow
najwieksza popularno$¢ zdobyt opracowany przez Gage’a
i wsp. [29] w grupie 203 chorych wymagajacych antykoagu-
lacji o matej intensywnosci, ktéry uwzglednit po raz pierwszy
docelowy INR (dostepny dla lekarzy pod adresem www.war-
farindosing.org). W publikowanych w ostatnich miesiacach
analizach poréwnujacych rézne algorytmy stwierdza sie wiele
trudnosci w interpretacji wynikdw, miedzy innymi wynikajacych
z odmiennych definigji stabilnej antykoagulacji. Panuje przeko-
nanie, ze uzycie znanych dotad algorytméw opartych na bada-
niu polimorfizméw genetycznych pozwala zadowalajaco prze-
widzie¢ podtrzymujacg dawke warfaryny w przewleklej terapii,
ale obserwuie sie tendencje do zanizania dawki tygodniowej pod-
czas stosowania tego podejscia farmakogenetycznego [30]. Obec-
nie sa prowadzone duze badania prospektywne majace na celu
ocene algorytméw dawkowania warfaryny opartych na analizie
polimorfizméw genéw VKORCT1 i CYP2C9.

PODSUMOWANIE

taczna ocena polimorfizméw VKORCT c. =1639G>A (odpo-
wiada za ok. 30% zmiennosci dawki warfaryny) oraz CYP2C9*2
i *3 (odpowiada za ok. 15% zmiennosci dawki warfaryny)
u 0s6b rozpoczynajacych leczenie VKA, u ktérych zapotrze-
bowanie na lek moze sie rézni¢ nawet 20-krotnie, jest niewat-
pliwie jednym z najlepiej obecnie poznanych przykfadéw za-
stosowania zdobyczy farmakogenetyki w praktyce kliniczne;j.
Prawdopodobnie w najblizszych latach ocena tych polimorfi-
zméw bedzie stosowana w terapii, szczeg6lnie u chorych,
u ktérych podejmuje sie decyzje o wprowadzeniu wieloletniej
farmakoterapii VKA, a u ktérych obserwuje sie czynniki zwiek-
szonego ryzyka krwawienia. Populacja, ktéra jako pierwsza
zacznie korzysta¢ z algorytméw na podstawie farmakogene-
tyki VKA, beda chorzy z migotaniem przedsionkéw niezwia-
zanym z wada zastawkowa serca. Jest to najliczniejsza grupa
chorych poddawanych przewlektej antykoagulacji i najlepiej
dotychczas przebadana pod wzgledem przydatnosci farma-
kogenetycznej strategii prowadzenia leczenia VKA. Wciaz jed-
nak nie mozna wyjasni¢ okoto 50-procentowej zmiennosci
miedzyosobniczej dawki VKA, opierajac si¢ na wynikach ba-
dan genetycznych i danych demograficznych oraz klinicznych.
Warto zatem wcigz pamieta¢ o przekazaniu choremu leczo-
nemu VKA czesto niedocenianych wskazéwek dotyczacych
diety, lekéw i choréb wspétistniejacych. Nie wiadomo, jak
szybko i w jakim zakresie ocena polimorfizméw genetycz-
nych VKORCT i CYP2C9 znajdzie sie w zaleceniach kardio-
logicznych towarzystw naukowych i bedzie stosowana w co-
dziennej praktyce lekarskiej.
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