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Sazetak

Doziranje varfarina prema farmakogenetickom algoritmu u bolesnika s fibrilacijom

atrija, plu¢nom embolijom i dubokom venskom trombozom

Uvod: Opservacijske studije su pokazale potencijalnu korist doziranja varfarina prema
rezultatima genotipizacije za CYP2C9 i VKORCI1 gene, no dosadasnji randomizirani klinicki
pokusi jos uvijek donose oprjecne rezultate. Jedan od uzroka kontradiktornih rezultata je
zanemarivanje razlika u indikacijama za primjenu varfarina. Cilj ove studije jest odrediti
ucinkovitost 1 sigurnost doziranja varfarina prema farmakogenetickom i klinickom algoritmu
u pacijenata s fibrilacijom atrija (FA), pluénom embolijom (PE) i dubokom venskom
trombozom (DVT) unutar prvih pet dana nakon zapocinjanja terapije.

Ispitanici i metode: Provedena je randomizirana, jednostruko slijepa studija jednog centra.
Analizirano je 205 pacijenata obaju spolova, starijih od 18 godina s dijagnozom FA, PE ili
DVT. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine. Jednoj skupini varfarin je doziran prema
nalazima genotipizacije (PHG skupina), dok je drugoj skupini varfarin doziran prema
klinickim parametrima (NPHG skupina). Genotipizacija je provedena metodom lanc¢ane
reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (Real-Time PCR). Primarni ishodi bili su vrijeme
unutar terapijskog raspona medunarodnog normaliziranog omjera INR (od engl. international
normalized ratio) (2,0-3,0) i postotak pacijenata koji su postigli stabilnu antikoagulaciju
definiranu kao INR izmedu 2,0 1 3,0 u najmanje dva uzastopna mjerenja.

Rezultati: U pacijenata s FA postotak vremena provedenog u terapijskom rasponu INR-a bio
je veci u PHG skupini (medijan=26% (SD 25,0)) nego u NPHG skupini (medijan=14% (SD
18,6)), (delta=12; 95% interval pouzdanosti (CI) 0-23; p=0,040). Nije pronadena statistic¢ki
znacajna razlika u drugim indikacijama za terapiju varfarinom. Stabilne doze varfarina
postignute su u statisti¢ki znac¢ajno veceg broja pacijenata u PHG skupini 14/30 (43%), nego
u NPHG skupini 7/32 (22%) (OR=3,13, 95% CI 0,92-10,98; p=0,039).

Zakljucak: Doziranje varfarina prema rezultatima genotipizacije za CYP2C9 i VKORCI
gene djelotvornije je u pacijenata s FA. Nema dokaza za takav zakljucak u pacijenata s PE 1
DVT.

Kljuéne rijec¢i: varfarin, fibrilacija atrija, CYP2C9, VKORC1, medunarodni normalizirani

omjer (INR)



Summary

Warfarin dosing according to the genotype-guided algorithm is most beneficial in

patients with atrial fibrillation: a randomized parallel group trial

Background: Observational studies have indicated potential benefits of CYP2C9 and
VKORCI1 guided dosing of warfarin, but randomized clinical trials have resulted in
contradictory findings. One of the reasons for contradiction may be the negligence of possible
differences between warfarin indications. This study aims to determine the efficacy and safety
of genotype- and clinically-guided dosing of warfarin in atrial fibrillation (AF), deep-
vein thrombosis (DVT), and pulmonary embolism (PE) within the first five days after
the introduction of therapy.

Patients and Methods: In this single-center, single-blinded, randomized, controlled trial
including patients of both sexes, >18 years of age, diagnosed with AF, DVT, or PE, a total of
205 consecutive patients were allocated into the group where warfarin therapy was genotype-
guided (PHG), and where it was adjusted according to the clinical parameters (NPHG).
Genotyping of CYP2C9*2, *3 and VKORCI1 was performed using the Real-Time PCR
method. The primary outcomes were the percentage of time in the therapeutic international
normalized ratio (INR) (2.0-3.0) range and the percentage of patients who achieved a stable
anticoagulation defined as the INR (2.0-3.0) range in at least two consecutive measurements.
Results: In patients with AF, the percentage of time spent in the therapeutic range of INR was
higher in the PHG group (mean=26% (SD 25.0)) than in the NPHG group (mean=14% (SD
18.6)), (A=12; 95% confidence interval (CI) 0-23; p=0.040). There was no significant
difference in the other two indications for warfarin treatment. A stable dose of warfarin was
achieved in a statistically higher number of patients in the PHG group 14/30 (47%) than in
the NPHG group 7/32 (22%) (OR=3.13, 95% CI 0.92-10.98; p=0.039).

Conclusion: CYP2C9 and VKORCI1 genotype-guided dosing of warfarin may be
beneficial in patients diagnosed with atrial fibrillation. There is no evidence for such a
conclusion in patients with DVT and PE.

Keywords: warfarin, atrial fibrillation, CYP2C9, VKORC1, international normalized ratio
(INR)



Uvod

Zbog uskog terapijskog raspona varfarina, postoji velika interindividualna razlika u
optimalnoj dozi (izmedu 0,6 i 15,5 mg/dan) potrebnoj za terapijsku antikoagulaciju. (1-3) Pri
vrijednostima medunarodnog normaliziranog omjera INR (engl. international normalized
ratio) ispod 2,0 povecan je rizik za trombozu, dok je pri vrijednostima INR iznad 4,0 povecan
rizik za tesko krvarenje. (4,5) Doza varfarina ovisi o mnogim ¢imbenicima ukljuc¢ujuci dob,
spol, prehranu, druge lijekove i postojece pridruzene bolesti. (6,7) Polimorfizmi gena za
CYP2C9 (ukljuc¢enog u metabolizam farmakoloski potentnijeg S-enantiomera varfarina) i
VKORCI (ukljucenog u ciklus vitamina K), (8,9) zajedno s dobi i tjelesnom povrSinom
utjecu do 50% na varijabilnost u individualnoj dnevnoj dozi varfarina. (10) Prema nekim
studijama, na varijabilnost terapijske doze klini¢ke znacajke utjecu s udjelom od 12%,
CYP2C9 s udjelom od 20%, dok CYP2C9 i VKORCI1 zajedno imaju udio od 50%. (11-13)

Smatra se da bi se uklju¢ivanjem rezultata genotipizacije gena CYP2C9 i VKORC1
u procjenu pocetne doze varfarina mogao smanjiti rizik za razvoj nuspojava, skratiti vrijeme
do postizanja stabilne doze varfarina i vrijeme za postizanje terapijskog raspona
koagulacijskih parametara. Iako je Americka agencija za hranu i lijekove FDA (od engl. Food
and Drug Administration) jo$§ 2004. godine donijela preporuke za genotipizaciju prije
ukljucivanja varfarina u terapiju, jo$ uvijek postoje kontroverze o prednostima
genotipizacijom vodenog doziranja u odnosu na doziranje prema klini¢kim parametrima. Neki
autori naglaSavaju manjak relevantnih randomiziranih pokusa koji dokazuju prednost
doziranja prema rezultatima genotipizacije u odnosu na doziranje prema standardnoj klini¢koj
praksi. Neke opservacijske studije su pokazale mogucu korist doziranja varfarina prema
rezultatima genotipizacije za gene CYP2C9 1 VKORCI, no prema nedavno objavljenim
randomiziranim studijama jos uvijek postoje oprje¢ni rezultati. (14,15) Moguce objaSnjenje za
oprjecnost rezultata su razlicite indikacije za primjenu terapije varfarinom. Pirmohamed i
suradnici (14) su pokazali znac¢ajno poboljSanje u svim ishodima (postotak vremena u
terapijskom rasponu, vrijeme potrebno za postizanje terapijskog raspona INR (2,0) i1 vrijeme
potrebno za postizanje stabilnih doza, incidencija ekscesivne antikoagulacije (INR>3,0) i broj
potrebnih prilagodbi doze). Kimmel i suradnici (15) nisu potvrdili ove nalaze. Spomenute
dvije studije (14,15) bile su provedene na razli¢itim populacijama. Pored drugih vaznih

razlika, u skupini kojoj je varfarin doziran prema rezultatima genotipizacije u studiji



Pirmohameda i suradnika, (14) bilo je 72% bolesnika s dijagnozom fibrilacije atrija (FA), dok
je u studiji Kimmela i suradnika (15) bilo samo 23% takvih pacijenata. U studiji
Pirmohameda i suradnika (14) bilo je 28% bolesnika s dubokom venom tromboza (DVT), dok
je u studiji Kimmela i suradnika (15) bolesnika s istom dijagnozom bilo 56% . U studiji
Kimmela i suradnika, (15) bio je nepoznat broj bolesnika s plu¢nom embolija, (PE) dok u
Pirmohamedovoj studiji (14) nije uopce bilo pacijenata s PE. Studija Kimmela i suradnika
(15) nije razlikovala pacijente s DVT od pacijenata s PE, nego ih je svrstala u istu skupinu. U
studiji koju su proveli Schwarz i suradnici (16) objavljenoj u N Engl J Med 2014. godine,
autori su zakljucili da je doziranje varfarina prema rezultatima genotipizacije za gene
CYP2C9 1 VKORCI bilo su superiorno u bolesnika s FA u odnosu na ispitanike s DVT, s
jasnom prednoSc¢u farmakogenetickog pristupa pacijentima koji su bili nositelji dvaju ili vise
CYP2C9 1 VKORCI polimorfnih alela.

Unatoc eri terapije novim oralnim antikoagulansima (NOAC) ili izravnim oralnim
antikoagulansima (DOAC), jo$ uvijek postoji znacajan broj pacijenata s FA kod kojih je
lijeCenje NOAC-ima i DOAC-ima kontraindicirano (npr. bolesnici s bubreznom
insuficijencijom ili bolestima sr¢anih zalistaka). Osim toga, vazno je istaknuti da je postizanje
terapijskog INR (ciljani raspon izmedu 2,0-3,0) od najvece vaznosti u bolesnika s FA 1
mehanickim valvulama. Utvrdeno je da interakcije medu lijekovima predstavljaju vodeci
uzrok prekomjerne antikoagulacije prilikom terapije DOAC-ima.

Potaknuti spomenutim istraZivanjima, (14-16) ciljevi nase studije bili su istraziti
moze li poznavanje genotipa CYP2C9 i VKORCI1 pomo¢i u predvidanju doze varfarina u
svrhu brzog postizanja terapijskog ucinka, odrzavanja stabilnih doza i INR-a te smanjenja

broja nuspojava.

Ispitanici i metode

Studija je provedena u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb kao prospektivna
randomizirana i jednostruko slijepa studija u razdoblju od rujna 2012.godine do lipnja
2016.godine. Studijski protokol odobrilo je Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra
Zagreb 1 Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Studija je
uskladena s HelsinSkom deklaracijom (17) i anonimnost ispitanika je zaSti¢ena dodjeljivanjem

brojcanih Sifri umjesto imena svakom pojedinom ispitaniku tijekom cijele studije i analize.



Ciljana populacija bili su pacijenti obaju spolova, stariji od 18 godina, s dijagnozom FA, PE
ili DVT, primljeni u hitnu sluzbu Klini¢kog bolnickog centra Zagreb. Isklju¢ni kriterij bila je
dijagnoza maligne bolesti u anamnezi. U studiju je ukljuceno 209 pacijenata prema
redoslijedu njihova prijema u hitnu sluzbu (slika 1. Dijagram tijeka).

Pacijenti su randomizirani u dvije skupine. Randomizacija pacijenata provedena je u
hitnoj sluzbi prema mjestu njihova prijema. Prije zapocinjanja antikoagulacijske terapije
pacijentima primljenim na Kliniku za bolesti srca i krvnih zila nije provedena
farmakogeneticka procjena, dok je pacijentima primljenim na Kliniku za internu medicinu
prije pocetka antikoagulacijske terapije provedena farmakogeneticka evaluacija. U skupini
kojoj je varfarin doziran prema nalazu farmakogenetickog testiranja (PHG) bilo je 106
ispitanika, dok je u skupini kojoj je varfarin doziran prema standardnoj klinickoj praksi
(NPHG) bilo 99 ispitanika. Ispitanici nisu znali kojoj skupini pripadaju. Protokol terapije
varfarinom bio je isti u obje skupine ispitanika. Nuspojave su biljezene za vrijeme
hospitalizacije i kontrolnih posjeta. Pacijenti koji su razvili nuspojave bili su praceni do
potpunog oporavka.

Koristeci algoritam doziranja varfarina s neprofitne web stranice
http://www.WarfarinDosing.org odredili smo po€etnu dozu varfarina vodenu prema nalazu
genotipizacije, uvodeci strategiju postupnog odredivanja doze za svakog pacijenta u PHG
skupini tijekom prvih dva do pet dana, a nakon tog perioda ispitanicima je doza prilagodena
prema rezultatima INR-a. U kontrolnoj NPHG skupini tijekom prvih dva do pet dana
lijecenja varfarin je uveden u fiksnoj dozi od 2 tablete po 3 mg (6 mg) varfarina, a nakon toga
doza lijeka je prilagodena prema izmjerenim vrijednostima INR-a.

INR je ponavljano mjeren pacijentima kojima je bilo potrebno, ovisno o prethodnim INR
vrijednostima, a za potrebe studije INR je mjeren na odredene dane (pri prijemu, prvi dan
uvodenja terapije, nakon 48 sati, nakon 72 sataina 5., 7., 14.121. dan). U analizu je bilo
ukljuceno 1 Sest mjerenja koagulacijskih parametara tijekom pet dana lijecenja kao i podatci
dobiveni na dan otpusta iz bolnice.

Nuspojave terapije varfarinom klasificirane su u dvije skupine. Prva skupina je
ukljuc¢ivala manja krvarenja poput asimptomatske mikrohematurije, blazih gingivalnih ili
vaginalnih krvarenja i supkutanih hematoma. Druga skupina je ukljucivala veca krvarenja

(velika intracerebralna krvarenja, opsezna urogenitalna ili gastrointestinalna krvarenja).


http://www.warfarindosing.org/

Primarni ishodi bili su postotak vremena u terapijskom INR (2,0-3,0) rasponu i postotak
pacijenata koji su postigli stabilnu antikoagulaciju definiranu kao terapijski INR (2,0-3,0)
raspon u najmanje dva uzastopna mjerenja. Sekundarni ishodi bili su postotak pacijenata s
postignutim stabilnim dozama i incidencija nuspojava. Rezultati genotipizacije prije
zapocinjanja terapije varfarinom bili su poznati samo u PHG skupini.

Genomska DNA je izolirana iz uzorka pune krvi koriste¢i BioSprint 15 DNA Blood
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) na KingFisher mL sustavu (Thermo Labsystems, Vantaa,
Finska). Genotipizacija za CYP2C9 1 VKORCI ucinjena je pomocu Applied Biosystems7500
Real-Time PCR sustava, prema uputama proizvodaca (Applied Biosystems, CA, SAD)
koriste¢i validirani TagMan® Drug Metabolism Genotyping test (Applied Biosystems, CA,
SAD). Identifikacijske oznake testa bile su sljedece: VKORCI1 1173C>T (rs 9934438) ID
C_30204875_10, CYP2C9*2 (rs1799853) ID C_25625805_10, CYP2C9*3 (rs1057910) ID
C_271074892_10. Svi pokusi su provedeni u plo¢icama s 96 jazica pod istim uvjetima: 2
minute na 50 ° C, 10 minuta na 95 ° C, nakon 50 ciklusa od 15sna92°Cs90sna 60 °C
produzenog vremena. Za svaki pojedinacni nukleotidni polimorfizam SNP (od engl. single
nucleotide polymorphism), 25 ul PCR reakcijske smjese po jaZici sastojalo se od 1,25 ul
mjeSavine TagMan® Drug Metabolism Genotyping testa (specificno za svaki polimorfizam),
12,5 ul mjesavine TagMan® Universal PCR Master 1 5-20 ng genomske DNA, razrijedeno u
11,25 ul dH20.

Provedena je intention-to-treat analiza. Statisti¢ka znacajnost razlike u postotku
vremena provedenog unutar terapijskog INR raspona 2,0-3,0 analizirana je Studentovim t-
testom. Prikazali smo prosjecne razlike izmedu skupina kojima je varfarin doziran prema
genotipu 1 prema standardnoj klini¢koj praksi. Takoder smo pokazali 95% intervale
pouzdanosti (CI) tih srednjih razlika. Omjeri vjerojatnosti s 95% CI su dani kao mjere
standardiziranih veli¢ina ucinka za postizanje stabilnih doza i nuspojava, izracunati serijom
univarijatnih binarnih logisti¢kih regresija. U svim slu¢ajevima, razina dvostrane znacajnosti
bila je p <0,05 s intervalom pouzdanosti na razini 95%. Statisticka analiza podataka
provedena je pomoc¢u NCSS 11 statistickog softvera (2016; NCSS, LLC, Kaysville, Utah,
SAD).



Rezultati

Ukupno je bilo 209 pacijenata procijenjenih kao kandidati za ukljucenje u studiju.
Konacno je ukljuc¢eno 106 pacijenata u PHG, a 99 u NPHG skupinu (slika 1). Spomenute su
skupine bile usporedive s obzirom na dob, spol, indeks tjelesne mase, puSenje, konzumaciju
alkohola i laboratorijske parametre (tablica 1). U obje skupine ucestalost indikacije za
primjenu varfarina bila je ista. Naj¢esc¢a indikacija za hospitalizaciju u obje skupine bila je
DVT, aslijede FA i PE (tablica 1).

Doze varfarina prilagodavane su tijekom prvih pet dana. U tom razdoblju 45
(42,5%, 95% CI 33,3% -51,5%) bolesnika je postiglo su terapijski INR (2,0-3,0) raspon i 61
bolesnik (57,5%, 95% CI 48,5% -66,7%) nije. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u postotku
vremena provedenom u terapijskom INR rasponu, postotku pacijenata koji su postigli stabilnu
dozu varfarina 1 u broju nuspojava izmedu dviju studijskih skupina. Medutim, kada su
usporedene podskupine prema dijagnozi kao indikaciji za primjenu varfarina, statisticki
znacajna korist doziranja varfarina prema algoritmu temeljenom na farmakogenetici utvrdena
je u skupini bolesnika s FA, koji su bili statisti¢ki znacajno dulje u terapijskom INR intervalu
(A=12;95% CI 0-23; p = 0.040). Veci udio ispitanika s FA iz skupine PHG je postigao
stabilnu dozu varfarina od ispitanika s FA i1z skupine NPHG (tablica 2.) Nije utvrdena
nikakva znacajna korist od prema genotipu vodenog algoritma doziranja varfarina kod
bolesnika s DVT 1 PE.

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u nuspojavama (¥2 =0,170; df = 1; p =
0,801) niti u incidenciji krvarenja (y2 = 0,288; df = 1; p = 0,673) izmedu dviju studijskih
skupina. U 14 bolesnika zabiljezene su sljedece nuspojave: krvarenje u 6 pacijenata (3
bolesnika s hematurijom, 2 bolesnika s mikrohematurijom i 1 bolesnik s epistaksom),
retromboza u 3 bolesnika, prekomjerna antikoagulacija u 3 pacijenta i proljev u 2 bolesnika.
Nije bilo znacajnih razlika u ukupnom broju zabiljeZenih nuspojava, niti u krvarenju izmedu
PHG i NPHG skupine.

Ispitanici s FA iz skupine PHG imali su viSe od dva puta veci izgled za postizanje
stabilne antikoagulacije od bolesnika s drugim dijagnozama (OR = 2.37, 95% CI = 1.00-5.62,
p = 0.049), dok su ispitanici s DVT imali su 45% nizi izgled (OR = 0,65; 95% CI = 0,30-1,42;
p =0,275) (tablica 3.). Univarijatna analiza takoder je potvrdila statisticki znacajnu

povezanost izmedu postizanja terapijskog INR raspona i FA.
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Slika 1. Dijagram tijeka



Tablica 1. Demografske osobine bolesnika (ispitanika) obje skupine

PHG skupina NPHG skupina
(n=106) (n=99)
Dob (godine) 70 (53-77) 73 (59-81)
Spol, n (%)

Muskarci 55 (51.9) 43.4 (43.4)
Zene 51 (48.1) 56.6 (56.6)
Indeks tjelesne mase (ITM)* 27 (24-30) 26 (23-29)

Pusenje, n (%) 16 (15.1) 11 (11.1)
Alkohol, n (%) 14 (13.2) 9 (9.1)
Indikacija za varfarin, n (%)

Fibrilacija atrija 30 (28.3) 32 (32.2)

Duboka venska tromboza 62 (58.5) 61 (61.6)

Plué¢na embolija 16 (15.1) 24 (24.2)
Aspartat aminotransferaza 23 (18-29) 24 (19-34)
Alanin aminotransferaza 25 (17-36) 22 (14-34)
Gama-glutamiltransferaza 30 (18-51) 31 (19-64)
Bilirubin 13 (9-20) 11 (8-16)
Urea 6 (4-8) 5 4-7)
Kreatinin 97 (85-118) 102 (90-124)

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon) ako nije drugacije navedeno

Kratice: PHG — pokusna farmakogeneticka skupina /doza varfarina odredena je prema rezultatima
genotipizacije; NPHG — kontrolna skupina/doza varfarina odredena je prema klinickim parametrima

* Indeks tjelesne mase je izradunat prema formuli kg/m’



Tablica 2. Najvazniji ishodi prvih 5 dana od uvodenja varfarina

PHG NPHG
U¢inak 95% CI p
(n=106) (n=99)
Ukupni uzorak
% vremena s adekvatnim INR (2.0-3.0) 14 (19.2) 16 (19.9) A -2 (-7-4) 0.513
Postignute stabilne doze* 22 (20.8) 22 (22.2) OR0.92 (0.45-1.88) 0.798
Nuspojave 8 (7.5) 6 (6.1) OR1.54 (0.44-5.63) 0.464
Fibrilacija atrija
% vremena s adekvatnim INR (2.0-3.0) 26 (25.0) 14 (18.6) A 12 (0-23) 0.040
Postignute stabilne doze*, n (%) 14 (46.7) 7 (21.9) OR3.13 (0.92-098) 0.039
Nuspojave 3 (10.0) 2 (6.3) OR1.67 (0.2-15.67) 0.588
Duboka venska tomboza
% vremena s adekvatnim INR (2.0-3.0) 11 (16.1) 16 (20.2) A -6 (-12-1) 0.083
Postignute stabilne doze*, n (%) 8 (129) 14 (23.0)0 ORO0.5 (0.17-1.41) 0.146
Nuspojave 4 (6.5) 2 (3.3) OR203 (0.3-16.73) 0.414
Plué¢na embolija
% vremena s adekvatnim INR (2.0-3.0) 18 (25.00 21 (19.0) A -3 (-18-11) 0.637
Postignute stabilne doze*, n (%) 4 (24.0) 7 (29.2) ORO0.81 (0.15-4.15) 0.772
Nuspojave 1 (6.3) 2 8.3) OR 0.73 (0.02-11.96) 0.806

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost (standardna devijacija) ako nije drukéije navedeno
Kratice: PHG — pokusna farmakogeneti¢ka skupina /doza varfarina odredena je prema rezultatima

genotipizacije; NPHG — kontrolna skupina/doza varfarina odredena je prema klinickim parametrima;
OR = omjer rizika za postizanje stabilne doze ili nuspojava u PHG skupini; A = srednja razlika izmedu

PHG i NPHG skupine; CI = interval pouzdanosti; p = statisticka znacajnost
* Stabilna doza = doza pri kojoj je INR bio u rasponu 2,0-3,0 u najmanje dva mjerenja



Tablica 3. Postizanje stabilne antikoagulacije (INR 2,0-3,0 u najmanje dva mjerenja) do otpusta iz

bolnice (samo PHG skupina; n=106)

Stabilna
OR (95% CI) p
antikoagulacija
Fibrilacija atrija 17 (56.7) 2.37 (1.00-5.62) 0.049
Duboka venska tromboza 23 (37.1) 0.65 (0.30-1.42) 0.275
Plu¢na embolija 7 (43.8) 1.11 (0.38.-3.26) 0.844

* Podatci su prikazani kao broj (postotak) ispitanika

Kratice: OR = Omjer rizika za postizanje stabilne antikoagulacije izracunat pomocu tri nezavisne

binarne logisticke regresije; CI = interval pouzdanosti; p = statisticka znacajnost omjera rizika

Rasprava

U ovom istrazivanju utvrdena je bolja regulacija antikoagulacije na terapiji
varfarinom u pacijenata s FA u ranim fazama lije¢enja kojima je varfarin doziran prema
genotipu u usporedbi s doziranjem varfarina temeljenom na standardnoj klinickoj praksi. U
bolesnika s PE i DVT nije pronadena nikakva razlika izmedu standardne klini¢ke prakse u
doziranju varfarina i doziranja varfarina prema nalazima genotipizacije.

Pirmohamed i suradnici (14) su usporedivali dva algoritma doziranja varfarina, ali
samo u bolesnika s FA i DVT. Primarni ishod bio je postotak vremena u terapijskom INR
rasponu tijekom 12 tjedana nakon zapocinjanja terapije varfarinom. Njihovi rezultati su jasno
pokazali da genotipizacija prije primjene oralne antikoagulacijske terapije skracuje vrijeme za
postizanje adekvatnog INR raspona i vrijeme za postizanje stabilne doze, smanjuje broj
potrebnih prilagodbi doze, produljuje vrijeme unutar terapijskog INR raspona i smanjuje
ucestalost prekomjerne antikoagulacije. Vazno je napomenuti da je u ovoj studiji (14)
genotipizacija provedena pomocu uredaja "point-of-care" koji se obi¢no primjenjuje u
bolnicama $irom svijeta i u ambulantnoj kontroli antikoagulacije. Ovaj uredaj nije u Sirokoj
primjeni u Hrvatskoj. Prednost naSe studije je u ukljuc¢ivanju dodatnih klini¢kih parametara,
kao Sto su funkcije jetre 1 bubrega, pracene u svih ispitanicima. U istrazivanju Pirmohameda 1
suradnika (14) funkcije drugih organa koje mogu utjecati na dozu varfarina nisu bile uzete u

obzir.



Studija COAG koju su proveli Kimmel i suradnici, (15) navodi potpuno suprotne
zakljucke u vezi s ulogom algoritma doziranja temeljenog na genotipu u zapocinjanju terapije
varfarinom. Primarni ishod ove studije (15) bio je postotak vremena unutar odgovarajuc¢ih
INR vrijednosti od kraja intervencije do kraja cetvrtog tjedna. Ova studija (15) je utvrdila da
izmedu prosje¢nog vremena u terapijskom INR rasponu nije bilo znacajne razlike izmedu
obaju skupina, ali su otkrili znac¢ajnu povezanost izmedu rase i doziranja algoritma. Ovdje
spomenute studije (14,15) nisu usporedive zbog brojnih ¢imbenika koji bi mogli znacajno
utjecati na konacne rezultate. Razlicit pristup doziranju varfarina i razlika u etnickoj
pripadnosti ispitanika vrlo je vazna. U studiji COAG, (15) udio afroamerickih ispitanika bio
je 25%, a genetske varijante medu razli¢itim rasama mogu utjecati na doziranje varfarina i
pridonijeti razli¢itim rezultatima u spomenuta dva istrazivanja. (18,19)

Nase je istrazivanje provedeno u bolnickim uvjetima s boljom suradljivosti pacijenata, dok su
gore navedene studije ukljucile i izvanbolnicke pacijente. Ova razlika takoder moze utjecati
na kvalitetu klinickih ishoda, jer prema nekim studijama do 50% pacijenata samoinicijativno
mijenja doze varfarina, §to predstavlja znacajnu razliku izmedu ambulantnih pacijenata 1
bolnic¢kih pacijenata koji obi¢no pokazuju vecu suradljivost.

Pengo i suradnici (20) su takoder usporedivali dva algoritma doziranja varfarina, ali
samo u bolesnika s nevalvularnom FA tijekom prvih 19 dana ljjecenja varfarinom. Primarni
ishodi su bili broj izmjerenih INR vrijednosti izvan terapijskog raspona (INR <2,0 ili> 3,0) i
postotak vremena provedenog u terapijskom rasponu. U ovoj studiji (20) nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika u postotku vremena u terapijskom rasponu izmedu pokusne
farmakogeneticke skupine (varfarin doziran prema algoritmu temeljenom na rezultatima
genotipizacije) i kontrolne skupine (varfarin doziran prema standardnoj klinickoj praksti), ali
je zabiljeZen znacajno manji postotak vremena provedenog s vrijednostima INR> 4.0 u
farmakogenetickoj skupini (0.7%, 95% CI 0.4-1.4) u odnosu na kontrolnu skupinu (1.8%,
95% CI 0.4-3.3) (prilagodba prema Bonferroniju p = 0.02). U farmakogeneti¢koj skupini
Pengo i suradnici (20) su koristili vlastiti, prethodno razvijen i validiran farmakogeneticki
algoritam doziranja varfarina koji je temeljen na demografskim i genetskim obiljezjima
bjelacke populacije. (21) Taj se algoritam razlikuje od prethodno primijenjenih algoritama, jer
su Pengo i suradnici (20) u farmakogenetickoj analizi osim CYP2C9 1 VKORCI1 odredivali i
CYP4F2 genotip.
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U nedavno objavljenom ¢lanku Wena i suradnika (22) autori su usporedili
farmakogeneticki algoritam doziranja varfarina s dva klini¢ka algoritma u bolesnika s FA i
tromboembolijskim dogadajima medu ispitanicima iz kineske populacije Han. Ukupno je
ispitano 320 bolesnika koji su slu¢ajnim odabirom rasporedeni u tri skupine: u skupinu kojoj
je varfarin doziran prema farmakogenetic¢kom algoritmu, skupinu koja je lije¢ena prema
tajvanskom algoritmu i skupinu s tzv. optimalnom klini¢kom skrbi. Kontrola INR-a bila je
¢eSca u skupini s tzv. optimalnom klinickom skrbi nego u skupini koja je primala varfarin
prema Tajvanskom algoritmu, stoga je skupina s optimalnom klinickom skrbi predstavljala
kontrolnu skupinu. Primarni ishod bio je postotak vremena u terapijskom podrucju tijekom
prvih 90 dana terapije varfarinom. Primarni ishod ove studije (22) bio je postotak vremena u
terapijskom rasponu INR-a tijekom prvih 90 dana terapije varfarinom. Wen 1 suradnici (22) su
otkrili da uporaba genotipom vodenog doziranja varfarina ne poboljSava primarni ishod.
Tijekom prvog tjedna lijecenja, dvije skupine kojima je varfarin doziran prema klinickoj
praksi (skupina kojoj je doziranje vodeno prema Tajvanskom algoritmu i kontrolna skupina)
imale su 20% veci postotak vremena u terapijskom rasponu INR od farmakogeneticke
skupine. U nasoj studiji je utvrdeno da se postotak vremena provedenog u terapijskom INR
rasponu nije bitno razlikovao izmedu PHG 1 NPHG skupine, ali smo zabiljezili bolji
antikoagulacijski u€inak u ranoj fazi terapije varfarinom u skupini PHG nego u NPHG
skupini.

Studija koju su proveli Gong i suradnici (23) pokazala je da je inicijalna doza
varfarina od posebnog znacaja za bolesnike s DVT jer su bolesnici s tom dijagnozom pokazali
vecu rezistenciju na terapijski uc¢inak varfarina u odnosu na bolesnike s dijagnozom FA.
Postoji zabrinutost oko inicijalnih doza jer neki pacijenti mogu biti pod veéim rizikom za
pretjeranu antikoagulaciju i krvarenje. Potrebno je stoga viSe informacija obzirom na klinicku
korist genotipom vodenih algoritama za odredivanje inicijalnih doza kao i jesu li takvi
algoritmi od koristi za specifi¢ne populacije pacijenata koji zahtijevaju vece doze varfarina.
(24)

Primijetili smo da je FA snazan prediktor postizanja terapijskog INR raspona, Sto je
u skladu s rezultatima objavljenim u studiji Schwarza i suradnika (16) u kojoj autori potvrduju
da je genotipom vodeno doziranje varfarina na temelju genotipa CYP2C9 1 VKORCI bilo
superiornije u bolesnika s FA u usporedbi s bolesnicima s venskom tromboembolijom.

Moguca patofizioloska podloga za ovakve rezultate moze se barem djelomi¢no objasniti
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varijabilnos¢u u aktivnosti CYP enzima. Osim u jetri, CYP enzimi su pronadeni u glatkim
misi¢ima krvnih zila, endotelnim stanicama ljudske aorte i koronarnim arterijama. (19, 25-27)
U ljudskom srcu, CYP2C9, kao i CYP2C8 1 CYP2J2 su ukljuceni u metabolizam arahidonske
kiseline i generiraju epoksieikozatrienoi¢nu kiselinu (EET), koja bi trebala imati zastitni
ucinak na krvne zile, posreduju u Sirenju koronarnih arterija, smanjuju upalu u krvozilnom
sustavu i povecavaju intravaskularnu fibrinolizu. (28-31) Genetske varijante tih enzima mogu
rezultirati znacajnim razlikama u vaskularnom odgovoru i povecati rizik infarkta miokarda i
poremecaj kardiovaskularne homeostaze, a sve to moze biti podloga za razvoj FA. Zbog svoje
vazne uloge u kardiovaskularnoj homeostazi, daljnja istrazivanja ekspresije i funkcije enzima
CYP2C9 mogu pridonijeti boljem razumijevanju etiologije i lije¢enja kardiovaskularnih
bolesti. Nadalje, razli€iti rezultati naSeg istrazivanja izmedu ispitanika s razli¢itim
indikacijama za terapiju varfarinom mogu se objasniti ¢injenicom da je u DVT ve¢ zapoceta

koagulacijska kaskada, dok je terapija varfarinom u FA preventivna.

Ogranicenja studije

Prvo ograniCenje predmetne studije je da nije ucinjena genotipizacija za kontrolnu
skupinu kojoj je doziranje varfarina bilo vodeno prema standardnoj klini¢koj praksi. Stoga ne
mozemo tvrditi da su dvije skupine (NPHG i PHG) usporedive na pocetku u odnosu na
genetske varijante. Nasi ishodi bili su zasnovani na INR-u i protrombinskom vremenu
umjesto na antikoagulaciji i ozbiljnosti krvarenja. Ovo smo ogranicenje postivali tijekom
rasprave. Sve nase kljucne reference koristile su isto za primarne ishode. Nismo zabiljeZzili
vrijeme u danu kad su pacijenti uzimali varfarin, iako je prema nedavno objavljenim
rezultatima pokazano da odabir vremena u danu moZe utjecati na prac¢ene ishode.(32) Ovo je
bilo istrazivanje u koje su ukljuceni bolesnici samo iz jednog centra, Sto sprjeCava

generalizaciju dobivenih rezultata.
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Zakljucak

Znacajna korist doziranja varfarina prema farmakogeneti¢kom algoritmu opaZena je u
podskupini bolesnika s FA. Postotak vremena provedenog u terapijskom rasponu i postotak
postizanja stabilne doze bio je znatno ve¢i u bolesnika s FA u usporedbi s ispitanicima kojima
je doziranje varfarina zasnovano samo na klini¢ckim parametrima. U bolesnika s PE i DVT
takve prednosti prema genotipu odredene doze varfarina nisu pronadene. Zbog nedostatka
jasnih dokaza o uporabi farmakogenetike u svrhu prevencije komplikacija, naro¢ito u
prevenciji krvarenja i poboljsanju klinickih ishoda u terapiji varfarinom, provedena studija
ukazuje na vaznost izvodenja randomiziranih klinickih pokusa radi razjasnjenja ovog

problema.
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